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Spezies der B. cereus-Gruppe
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Spezies der B. cereus-Gruppe

aktuell
B. cereus (s.s.) B. paranthracis
B. thuringiensis B. pacificus
B. anthracis B. albus
B. mycoides B. mobilis
B. pseudomycoides B. wiedmannii
B. cytotoxicus B. tropicus
B. toyonensis B. nitratireducens
B. paramycoides B. proteolyticus
B. luti
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Spezies der B. cereus-Gruppe

aktuell
B. cereus (s.s.)?3 B. paranthracis’
B. thuringiensis’ B. pacificus’
B. anthracis?® B. albus’
B. mycoides? B. mobilis?
B. pseudomycoides! | B. wiedmannii*
B. cytotoxicus'’ B. tropicus’
B. toyonensis’ B. nitratireducens’
B. paramycoides’ B. proteolyticus’
B. luti*

123 = Risikogruppe gemal TRBA 466,
21.12.2020 (*nicht klassifiziert)
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Spezies der B. cereus-Gruppe

aktuell
B. cereus (s.s.)zﬂ B. paranthracis’
B. thuringiensis’ B. pacificus’
B. anthracis® B. albus’
B. mycoides? B. mobilis?
B. pseudomycoides! | B. wiedmannii*
B. cytotoxicus’ B. tropicus’
B. toyonensis’ B. nitratireducens’
B. paramycoides’ B. proteolyticus’
B. luti*

123 = Risikogruppe gemal TRBA 466,
21.12.2020 (*nicht klassifiziert)

,ungewdhnliche” B. cereus, welche Anthrax-Toxine produzieren (plasmid-kodiert, pXO1); in Afrika
(B. cereus biovar anthracis) und selten in Nord-Amerika (atypical B. cereus) nachgewiesen
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Spezies der B. cereus-Gruppe

aktuell zukiinftig?
B. cereus (s.s.)?? B. paranthracis’ B. cereus (s.s.) ,,B. gaemokensis*
B. thuringiensis’ B. pacificus’ B. mosaicus »B. manliponensis*
B. anthracis? B. albus! B. mycoides “B. clarus”
B. mycoides? B. mobilis’ B. pseudomycoides Cluster 13
B. pseudomycoides’ | B. wiedmannii* B. cytotoxicus Cluster 14
B. cytotoxicus’ B. tropicus’ B. toyonensis Cluster 15
B. toyonensis’ B. nitratireducens’ B. paramycoides Cluster 16
B. paramycoides’ B. proteolyticus’ B. luti Cluster 17
B. luti* »B. bingmayongensis* Cluster 18
123 = Risikogruppe gemaR TRBA 466, + weitere Differenzierung tber Subspezies sowie Biovare:
21.12.2020 (*nicht klassifiziert) Emeticus, Anthracis, Thuringiensis (Carroll et al., 2020)
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Spezies der B. cereus-Gruppe

aktuell zukiinftig?

B. cereus (s.s.)?? B. paranthracis’ B. cereus (s.s.) ,,B. gaemokensis*
B. thuringiensis’ B. pacificus’ B. mosaicus »B. manliponensis*
B. anthracis? B. albus! B. mycoides “B. clarus”

B. mycoides? B. mobilis’ B. pseudomycoides Cluster 13

B. pseudomycoides’ | B. wiedmannii* B. cytotoxicus Cluster 14

B. cytotoxicus’ B. tropicus’ B. toyonensis Cluster 15

B. toyonensis’ B. nitratireducens’ B. paramycoides Cluster 16

B. paramycoides’ B. proteolyticus’ B. luti Cluster 17

B. luti* »B. bingmayongensis* Cluster 18

123 = Risikogruppe gemaR TRBA 466,
21.12.2020 (*nicht klassifiziert)

+ weitere Differenzierung tber Subspezies sowie Biovare:
Emeticus, Anthracis, Thuringiensis (Carroll et al., 2020)

DIN EN ISO 7932, 21871 und 10198 - prasumtive B. cereus
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Eigenschaften der B. cereus-Gruppe*

« Grampositive, sporenbildende, stdbchenférmige Bakterien

« fakultativ anaerob

* Wachstumsgrenzen: T ~ 4 °C bis 55 °C; pH ~ 4,6 bis 9; a,, ~ 0,93

» optimale Wachstumstemperatur: 30 - 43 °C

 Dbildet Biofilme

» Sporen sind resistent gegeniber Hitze, Trockenheit und vielen Desinfektionsmitteln
* ubiquitar in der Umwelt

* in vielen Lebensmitteln nachweisbar

+ Erreger von Magen-Darm-Erkrankungen (Hohe Dunkelziffer)

» haufig zubereitete Speisen

*ohne B. anthracis
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Lebensmittelbedingte Erkrankungen durch Spezies der B. cereus-Gruppe

Emetische Erkrankung Durchfall-Erkrankung

Adaptiert nach Ceuppens et al., 2013
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Emetisches Toxin - Cereulid

stabil gegeniiber pH 2 — 11, Proteasen und Hitze (121 °C, 2 h)

< 5% aller B. cereus (s.l.) Stdamme (abhangig vom Lebensmittel bis 17 %)
ces-Gencluster fur Cereulid-Synthetase (Plasmid)

emetische Stdmme bei B. paranthracis und selten B. mycoides
Toxin-Produktion im Lebensmittel; ~8 - 45 °C (Optimum 20 — 40 °C)

ab ca. 10° KbE/g

haufig Reis- und Nudelgerichte

Ubelkeit und Erbrechen (schwere Verlaufe méglich)

Inkubationszeit: 0,5 - 6 h; Krankheitsdauer 6 - 24 h

Cereulid-Konzentrationen im Zusammenhang mit Erkrankungen meist
~1U9/9 | epensmitter (Ni€drigster beschriebener Wert = 3 ng/g; Biesta-Peters et al., 2016)

High- und Low-Producer sowie verschiedene Isoformen

ﬁ%ﬁfﬁ
BINVGRNS

Cereulid-Struktur (aus Dietrich et al., 2021)
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Nachweis Cereulid

+ PCR-Nachweis einer Sequenz des ces-Genclusters (informativer
Anhang DIN EN ISO 7932:2004 + A1:2020)

* Quantitative Bestimmung von emetischem Toxin (Cereulid) mittels LC-
MS/MS (DIN EN ISO 18465:2017)

* Qualitativer Nachweis von Cereulid (und Cereulid-bildenden Isolaten)
mittels MALDI-TOF-MS (Ulrich et al., 2019; Ducrest et al., 2019)
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Enterotoxine

Nicht-hamolytisches Enterotoxin (Nhe; A, B und C-Komponente)
Gene: nheA, Bund C

Hamolysin BL (Hbl; L2, L1 und B-Komponente)
Gene: hblC, D und A

« Zytotoxin K (CytK)
Gene: cytK-2 oder cytK-1

*  Toxin-Produktion im Darm
(ab 10° KbE/g| cpensmiter; SEItEN @b 103 KbE/g)

+ verursachen Durchfall durch Porenbildung in Zellmembranen

* Inkubationszeit: 8 - 16 h, Krankheitsdauer: 12 - 48 h

* Inaktivierung durch Saure (pH 3,1; 20 min), Proteasen und Hitze (55 °C, 20 min)

* in unterschiedlicher Kombination in allen Spezies der B. cereus-Gruppe (cytK-1 nur B. cytotoxicus)
» Zytotoxizitat von CytK-2 betragt 20% von CytK-1

* High- und Low-Producer
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Nachweis Enterotoxine

*+ PCR-Nachweis der Toxingene
» cytK-1 und cytK-2: z.B. informativer Anhang DIN EN ISO 7932:2004 + A1:2020
» nheABC, hbICDA: z.B. Wehrle et al., 2009 und 2010

* Toxinnachweis
» Qualitativ: z.B. Duopath® (NheB, HbIC), BCET-RPLA (HbIC)
» Quantitativ: z.B. ELISA, Zytotoxizitatsassay (indirekt)
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Einschatzung der Pathogenitat

1. Gen-Nachweis
* ces und cytK-1 = Risikofaktoren

* nheABC tragen alle Stamme der B. cereus-Gruppe (sehr seltene
Ausnahmen)

* nheABC und hbICDA-Operon liegen (wenn vorhanden) komplett vor
(sehr seltene Ausnahmen)

* Rolle von CytK-2 noch ungeklart

« Zytotoxizitat wird von Toxinmenge bestimmt, nicht vom Toxingenprofil
oder Sequenzvarianten
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Einschatzung der Pathogenitat

2. Enterotoxin-Nachweis

* Qualitativ: Toxin-Produktion unter Laborbedingungen mdéglich
* Quantitativ: Abstufung nach produzierter Menge unter Laborbedingungen

| (a) NheB von Ausbruchsstammen
al oo e ® (b) NheB von LM/Umwelt-Stammen
(c) HbI(L2) von Ausbruchsstdmmen
b{ ew¢— P oo o (d) Hbl(L2) von LM/Umwelt-Stdmmen
c{ & —b o
0 2 4 6 & 10 12 14 16

Toxin (ug mL-1)

Moravek et al., 2006
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Einschatzung der Pathogenitat

in vivo

f\ D
Adaptiert nach Ceuppens et al., 2013
+ Uberleben der Magenpassage
* Adhdsion an Darmzellen
P~

* Auskeimen der Sporen
+ Beweglichkeit der Zellen

* Produktion von Enterotoxinen
(beeinflusst von Stamm, Lebensmittel und Konsument)

in vitro

T=37°C
verringerter O,-Gehalt
Nahrstofflimitation

CaCo-2-behandeltes Medium
CaCo-2-Zellen flr Zytotoxizitatsassay

U

NheB-Produktion

Sphingomyelinase-Produktion

Protease-Aktivitat

Jessberger et al., 2014 - 2019
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Einschatzung der Pathogenitat . éé; ;

3. panC-Typing .Zw ' $

Group I: Mesophilic (B. pseudomycoides) . o
not or weakly cytotoxic F

Group lI: Mesophilic and psychrotolerant (B. thuringiensis and B.
cereus) can contain cytotoxic strains

Cytotoxic activity

Group lll: Mesophilic (B. thuringiensis, B. cereus (emetic strains
included) or B. anthracis)
generally cytotoxic, many of them are highly cytotoxic g

Group IV: Mesophilic (B. thuringiensis or B. cereus ) generally
cytotoxic, some can be highly cytotoxic

Group V: Intermediate (B. thuringiensis or B. cereus)
can contain cytotoxic strains

Group VI: Psychrotolerant (B. weihenstephanensis, B. mycoides or B.
thuringiensis) not or weakly cytotoxic

Group VII: Thermotolerant (B. cytotoxicus) Guinebretiere et al., 2010
highly cytotoxic https://www.tools.symprevius.org/Bcereus/english.php
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Kritische B. cereus (s.l.)-Gehalte in Lebensmitteln

VO (EG) Nr. 2073/2005 i.V.m. 1441/2007 — Prozesshygienekriterium

Getrocknete Sauglingsanfangsnahrung und getrocknete didtetische Lebensmittel fliir besondere
medizinische Zwecke, die flir Sduglinge unter 6 Monaten bestimmt

sind (Ende des Herstellungsprozesses): m = 560 KbE/g, M = 500 KbE/g,c =1,n=5.

n = Anzahl der Probeneinheiten der Stichprobe; ¢ = Anzahl der Probeneinheiten, deren Werte Glber m
oder zwischen m und M liegen.

DGHM Warnwerte
Je nach Lebensmittel Warnwerte von 103 KbE/g oder 104 KbE/g fur mehr als 20 Lebensmittelkategorien

EFSA BIOHAZ Panel, 2016 (Risks for public health related to the presence of Bacillus cereus and other Bacillus spp. including Bacillus
thuringiensis in foodstuffs)

“Most cases of food-borne outbreaks caused by the B. cereus group have been associated with
concentrations above 10% CFU/g. However, cases of both emetic and diarrhoeal illness have been
reported involving between 103 and 10° CFU/g of B. cereus.

The levels of the B. cereus group posing a health risk to consumers are highly strain-dependent due to the highly diverse
pathogenic potential. The possibility of multiplication in foods after storage and/or handling must be taken into account when
defining safe levels for human consumption, as well as the composition of the food, which can affect toxin production. All these
factors can be responsible for the large variation in the estimated infectious dose, which makes a valid dose—-response
relationship hard to establish.“
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Biotechnologische Nutzung — 1. Biopestizide auf Basis von B. thuringiensis

* Typstamm aus kranker Mehlmottenraupe in einer Mihle in Thiringen isoliert und
von Ernst Berliner 1915 als Spezies B. thuringiensis beschrieben crystal

» Bilden parasporale Kristalle, die flr Insekten toxisch sind - plasmid-kodierte
Proteine: Cry > 700, Cyt > 38 (zusétzlich Vip und Sip)

Wirken im Darm von Larven bestimmter Insektenarten

* B.t. subsp. kurstaki (z.B. ABTS-351, EG-2348); B.t. subsp. aizawai (z.B. ABTS-
1857, GC-91): gegen Schmetterlingslarven (Lepidoptera)

* B.t. subsp. israelensis (z.B. AM65-52): gegen Larven von Zweifliglern (z.B.
Micken)

* B.t. subsp. tenebrionis: gegen Kaferlarven (Coleoptera)
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Biotechnologische Nutzung — 1. Biopestizide auf Basis von B. thuringiensis

weltweit mehr als 400 kommerzielle Biopestizide

* enthalten Kristalle und Sporen

* Forstwirtschaft, Miickenbekdmpfung und Landwirtschaft
» Bt naturlicherweise in Umwelt und in Lebensmitteln

* Rickstande von Biopestiziden in Lebensmitteln (z. B. Gurken, Tomaten, Paprika, Salat, Kohl
- meist < 103, gelegentlich 104 und selten 10° KbE/g)

+ EFSA-BIOHAZ-Panel (2016), ,Risks for public health related to the presence of Bacillus cereus and
other Bacillus spp. including Bacillus thuringiensis in foodstuffs”
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Biotechnologische Nutzung — 1. Biopestizide auf Basis von B. thuringiensis

» Bt = Bc ohne Plasmid » unterschiedliche dkologische Nischen
+ Enterotoxingene wie Bc * ces negativ; Bt in Tierversuchen nicht pathogen
» Zytotoxizitat ahnlich zu Bc * durch Cry-Plasmide Bt weniger konkurrenzfahig

aulerhalb von Insekten

» Beitrag von Bt zu Krankheitsgeschehen unbekannt +« MLST-Typen kommerzieller Bi-Stdmme nicht bei
klinischen Isolaten; keine epidemiologischen
Auffalligkeiten

* Hinweise auf Ausbriiche durch Bt « Zusammenhange fraglich

+ kritische Bc-Gehalte gelten auch flr Bt + ,Ubervorsicht* hemmt Pflanzenschutz
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Biotechnologische Nutzung — 1. Biopestizide auf Basis von B. thuringiensis

Aktuelle Studien

Carroll et al., 2020

Heini et al., 2020

Johler et al., 2018

Schwenk et al., 2020

Bonis et al., 2021

Bt und Bc = eine ,Genomo-Spezies“; cry-Gene bei verschiedenen Spezies
Vermehrung von Biopestizid-Stdmmen in Ratatouille

7 Biopestizid-Stamme:

* panC-Gruppe IV

* nhe, hbl, cytK-2 (ein Stamm cytK-2 negativ)
+ Zytotoxizitat 6 x mittel, 1 x niedrig (Vero)

* niedrige SMase-Produktion

7 Biopestizid-Stamme:

+ Zell-Beweglichkeit: niedrig bis hoch

» Sporenkeimung: mdglich

* NheB-Produktion: 5 x niedrig, 2 x mittel
» Zytotoxizitat: niedrig bis hoch (CaCo-2)

Biopestizid-Stamme in Verbindung mit Ausbriichen in Frankreich vermutet;
Aber: Widerspriiche bei Keimgehalten, Symptomen und Inkubationszeiten
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Biotechnologische Nutzung — 2. Wachstumsférderer fir Pflanzen

Endophyten kénnen das Wachstum von Pflanzen férdern, indem sie
Nahrstoffe bereitstellen, Pflanzenhormone produzieren/beeinflussen oder
Pflanzenpathogene inhibieren.

Beispiele:

Bacillus toyonensis - Blaubeerpflanzen
Bacillus thuringiensis - Sojabohnen

Bacillus thuringiensis und Bacillus mycoides - Tomaten
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Biotechnologische Nutzung — 3. Probiotika

Probiotika
* lebende Mikroorganismen zur Verbesserung des Darmgleichgewichts

» flr Tiergebrauch und menschlichen Gebrauch

« in Tierfutter als Alternative zu Antibiotika verwendet, vor allem als Wachstumsférderer
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Biotechnologische Nutzung — 3. Probiotika: Beispiel B. toyonensis

* 1966 in Japan aus Erdboden isoliert (Bacillus cereus var. toyoi)

* 1975 in Japan Zulassung als Probiotikum (Toyocerin®) fiir Rinder-, Schweine-, Gefligel- und
Kaninchenzucht

* 1994 Zulassung in der EU

« 2012: Scientific Opinion on the safety and efficacy of Toyocerin® durch EFSA FEEDAP —>genes
coding for resistance to tetracycline and chloramphenicol; complete nhe and hbl operons

+ 2013: Aussetzung der Zulassung in der EU
* Spezies-Neubeschreibung B. toyonensis
+ 2014: Bestatigung der Einschatzung von 2012 durch FEEDAP

* weitere B. cereus (s.l.)-Probiotika, die nicht mehr zugelassen sind: Paciflor™ (Stamm CIP 5832),
Esporafeed Plus® (Stamm CECT 953)

» aktuell keine Probiotika auf Basis von Spezies der B. cereus-Gruppe in der EU
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Zusammenfassung — Risiken und Chancen

B. cereus-Gruppe umfasst pathogene und biotechnologisch nutzbare Stdmme
alle Stdmme der B. cereus-Gruppe sind potentielle Enterotoxinbildner

Pathogenes Potential stark Stamm-abhangig

Unterscheidung von B. cereus und B. thuringiensis wichtig

>

>

>

» Einschatzung der Pathogenitéat komplex

>

» Chance zur Reduktion von Antibiotikaeinsatz (Probiotika)
>

Alternative zu chemischen Pflanzenschutzmitteln (Insektizide)
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