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Ausgangssituation:

Ob tierischen oder pflanzlichen Ursprungs, ob
im Unternehmen hergestellt oder im Haushalt
verarbeitet: Das weltweit verbreitete Boden-
bakterium Bacillus cereus ist nicht nur im
Boden, sondern auch in einer Vielzahl von
Lebensmitteln gegenwartig. Auch bei sehr
hohen Hygienestandards ist es in vielen Berei-
chen des Lebensmittelsektors nahezu unmég-
lich, eine Kontamination mit dem Bakterium zu
vermeiden, da dieses hitze- und s&aureresis-
tente Endosporen bildet. So weisen z.B.
Milchprodukte (bis zu 75 %), Salate und
getrocknete Pilze (80-90 %) und Gewirze
(nahezu 100 %) hohe Kontaminationsraten auf.
Die Sporen des Keims uberleben auch bei
starker Hitze und bringen bei niedrigeren Tem-
peraturen wieder vermehrungsfahige Bakterien
hervor. Haufig bilden diese dann Toxine, wie
z.B. das emetische Toxin Cereulid, sowie die im
Rahmen des IGF-Projekts AiF 16845 N erst-
mals identifizierten, strukturhomologen Isoce-
reulide. Die hohe Hitze-, Saure- und Druck-
stabilitat sowie die geringe Grof3e (ca. 1.2 kDa)

dieser Dodecadepsipeptide machen eine Ent-
fernung, z.B. durch Erhitzung oder eine Ent-
keimungsfiltration, nahezu unmdéglich, so dass
das Toxin Uber den Konsum kontaminierter
Lebensmittel in den Verdauungstrakt gelangt.

In den letzten Jahren haufen sich Berichte Gber
Cereulid-Intoxikationen: Die Aufnahme Uber ein
kontaminiertes Lebensmittel fuhrt typischer-
weise zum akuten Erbrechen, kann jedoch
auch schwerwiegende Erkrankungen hervor-
rufen, die in Einzelfallen sogar todlich verlaufen
kénnen. B. cereus stellt daher sowohl fiur kleine
als auch fir grofRe Unternehmen der Lebens-
mittelindustrie ein erhebliches Problem dar, wie
auch jungste Ruckrufaktionen zeigen.

In Ermangelung evidenzbasierter Grenzwerte
gilt derzeit eine ,Null-Toleranz® fiir Cereulid in
den USA; ahnliches wird fiur Deutschland
diskutiert. Diese ,Null-Toleranz® ist jedoch in
Anbetracht der stetig zunehmenden Sensitivitat
der Analytik auf Dauer nicht umsetzbar, da sie
die Produzenten vor massive technologische
Probleme stellt und ggf. die Sperrung bzw. Ver-
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nichtung ganzer Produktchargen nach sich
zieht, ohne einen signifikanten Beitrag zur
Konsumentensicherheit zu leisten.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, die bio-
logische Wirkung der neuen Toxinvarianten
(Isocereulide) sowie additive bzw.
synergistische Effekte der einzelnen Toxine zu
klaren und somit eine Grundlage fur die
Erarbeitung evidenz-basierter Grenzwerte im
Sinne eines vorbeugenden Verbraucher-
schutzes zu schaffen. Zudem sollten potentielle
Quellen fur den Eintrag und die Verschleppung
von Cereulidtoxinen in der Lebensmittel-
verarbeitung ermittelt werden. Einen weiteren
Schwerpunkt bildete die Identifizierung von
Lebensmittelinhaltsstoffen, die die Produktion
von Cereulid und Isocereuliden inhibieren,
sowie die Erarbeitung von Grundlagen fir eine
gezielte Rezepturentwicklung zur Verhinderung
von Lebensmittelintoxikationen.

Forschungsergebnis:

Im Rahmen des Vorhabens wurden zusétzlich
zu den bereits beschriebenen Isocereulide A—D
und F+G (IGF-Projekt AiF 16845 N) sieben
neue Isocereulide H-N identifiziert und in ihrer
Struktur aufgeklart. Die im IGF-Projekts AiF
16845 N entwickelte UPLC-MS/MS-Quantifizie-
rungsmethode fir Cereulid und die Isocereulide
A-G wurde erweitert und erlaubt nun die
gleichzeitige Quantifizierung aller bekannter
Isocereulide A-N. In-vitro-Zytotoxizitatsstudien
zeigten, dass drei der Isovarianten einzeln 3-7-
fach toxischer wirken als Cereulid. Aul3erdem
konnten mit Hilfe der In-vitro-Toxizitatsstudien
sowohl additive als auch synergistische Wir-
kungen fir Isocereulide in Kombination mit
Cereulid nachgewiesen werden. Die stéarkste
synergistische Wirkung zeigte sich fur das
natirliche Verhaltnis von Cereulid zu Iso-
cereuliden, dessen Toxizitat das von reinem
Cereulid um das ca. 14-fache Uberstieg.

Die Studien zur Lokalisierung von Cereulid
innerhalb eines Lebensmittels zeigten, dass mit
der Erhéhung des Milchfettanteils eine Ver-
schiebung der Toxinverteilung von der wass-
rigen zur fetthaltigen Phase erfolgt. Diese
Ergebnisse legen nahe, bei Untersuchungen
von Produkten mit erhéhtem Fettgehalt in der
Lebensmittelproduktion ein besonderes Augen-
merk auf die Cereulidanalytik zu legen.

Die Untersuchungen zur Klarung der Frage, ob
Cereulid durch Sporen in Lebensmittelproduk-
tionsprozessen und in Lebensmitteln verbreitet
werden kann, ergaben, dass grundséatzlich Spo-
ren als Verbreitungsvehikel in Frage kommen
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konnen. Ebenso zeigte sich, dass ein Ubertritt
von an Sporen gebundenem Cereulid in Milch
stattfindet, insbesondere bei erhdhtem Fett-
anteil.

Ein kombinatorischer Ansatz aus einem bakteri-
ellen Zellkultur-Assay und der schnellen UPLC-
MS/MS-Methode ermdglichte die parallele
Untersuchung der Zellviabilitat und der Quanti-
fizierung von Cereulid. Mittels dieses neu ent-
wickelten Systems konnten in einem breit
angelegten Screening pflanzliche Naturstoffe
und Polyphosphate identifiziert werden, die eine
sehr starke Hemmwirkung auf das Wachstum
der Bakterien und/oder die Cereulidproduktion
Zeigten.

Basierend auf den Projektergebnissen wurde
gemeinsam mit den Mitgliedern des Projekt-
begleitenden Ausschusses der Industrie eine
Checkliste erarbeitet, die es Unternehmen er-
mdglicht, Lebensmittelverarbeitungsprozesse
gezielt nach potentiellen Kontaminationen mit
dem Toxin Cereulid zu untersuchen und ent-
sprechende Kontrollpunkte zu definieren bzw.
sensible Prozessschritte prospektiv zu identi-
fizieren.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die emetische Form der von B.-cereus-verur-
sachten Lebensmittelvergiftungen wird haufig im
Zusammenhang mit Reis- und Pasta-Gerichten
berichtet, allerdings liegen auch aktuelle Fallbe-
richte zu Milchprodukt-assoziierten Ausbriichen
aus Deutschland und der Schweiz vor. Eme-
tische B.-cereus-Stamme wurden zudem aus
Milch, Milchpudding, proteinhaltiger Kindernah-
rung und Speiseeis isoliert.

Die im Rahmen des Vorhabens erhobenen Daten
zur Ermittlung von Toxinverbreitungswegen er-
moglichen es Unternehmen (KMU), anhand einer
Checkliste potentielle Kontaminationsquellen zu
identifizieren, gezielte Probennahmen in ihren
Betrieben durchzufiihren, gewonnene Erkennt-
nisse zur Hemmung und Verbreitung der Toxine
einzusetzen und im Bedarfsfall kostengunstige
und schnelle LC-MS-basierte Analysen durch-
fuhren zu lassen, um sich vor ungerechtfertigten
Regressforderungen zu schitzen. Letzteres ist
vor allem fur kleine und mittelstandische Unter-
nehmen von essentieller Bedeutung, da Scha-
densersatzforderungen eine wirtschaftliche Trag-
weite haben koénnen, die fiur Betriebe dieser
GrolRenordnung existenzgefdhrdende Formen
annehmen kodnnen. Im Kontext des globalen
Handels und des kompetitiven Wettbewerbs
durch neue Mitbewerber, u.a. aus dem asia-
tischen Raum, koénnen fir optimierte HACCP-
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Konzepte und Praventionsstrategien einen wich-
tigen Beitrag zur Standortsicherung im Beson-
deren fur KMU leisten.

Die deutsche Milchindustrie ist mit einem
jahrlichen Umsatz von knapp 28 Mrd. € (2019)
einer der umsatzstarksten Wirtschaftszweige der
Lebensmittelindustrie. Uber den durch B. cereus
bundesweit entstehenden Schaden existieren
zwar keine statistischen Erhebungen, allerdings
bewegt sich dieser nach Schéatzungen der
Industrie pro Jahr im zweistelligen Millionen-
bereich. Die im Rahmen des Vorhabens erfolgte
Identifizierung von Hemmstoffen, welche die Bil-
dung der emetischen (Iso)cereulide von B.
cereus unterdriicken, ohne die Produktionsbe-
dingungen zu stark zu beeinflussen, leisten einen
wichtigen Beitrag zur Minimierung der Belastung
von Lebensmittelzwischen- und endprodukten mit
Cereulid und Isocereuliden. Damit kdnnen
insbesondere  KMU Handlungsoptionen ange-
boten werden, um wirtschaftliche Schaden durch
Produktionsstopps, Entsorgungsmalfinahmen
oder Rickrufaktionen und Schadenersatzforde-
rungen praventiv abzuwenden. Praventions-
strategien zur Verhinderung der Toxinbildung
erhohen nicht nur die Produktsicherheit (food
safety) und vermeiden hohe Folgekosten,
sondern leisten auch einen wichtigen Beitrag zur
Nachhaltigkeit der Lebensmittelproduktion (food
security).

Die Ergebnisse sind insbesondere relevant fir
die milcherzeugende und -verarbeitende Indus-
trie und fur Produzenten von Lebensmittelzusatz-
stoffen, aber auch fir Gewirz- und Gemiise-
verarbeitende Unternehmen, fir Teigwaren- und
Kakaohersteller, sowie fiir Hersteller von Con-
venience-Produkten und diatetischen Lebens-
mitteln.
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