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Bacillus cereus-Bakterien in Lebensmitteln konnen Magen-Darm-Erkrankungen
verursachen

Aktualisierte Stellungnahme Nr. 048/2020 des BfR vom 30. Oktober 2020

Bacillus (B.) cereus ist der namensgebende Vertreter der sogenannten B. cereus-Gruppe, zu
der aktuell 17 anerkannte, eng verwandte Spezies gehdren, die sich nur durch sehr aufwan-
dige Laboruntersuchungen voneinander unterscheiden lassen. Bei Kontrolluntersuchungen
von Lebensmitteln wird daher fast immer nur der sogenannte prasumtive B. cereus nachge-
wiesen, was bedeutet: Es ist ein Bakterium aus der B. cereus-Gruppe. Die vorliegende Stel-
lungnahme informiert zu gesundheitlichen Risiken durch Bakterien der B. cereus-Gruppe in
Lebensmitteln und nennt vorbeugende MalRnahmen, um vor allem der amtlichen Lebensmit-
teliberwachung in Deutschland eine Grundlage fur die Beurteilung von Lebensmitteln zur
Verflgung zu stellen.

Das Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR) hat dazu Studien und eigene Untersuchungs-
ergebnisse ausgewertet und stellt fest: Bei jedem prasumtiven B. cereus-Stamm ist davon
auszugehen, dass er Toxine bilden kann, wenngleich die Toxintypen und die gebildeten To-
xinmengen variieren. Diese Toxine kdbnnen Magen-Darm-Erkrankungen verursachen. Es
werden zwei Erkrankungsformen unterschieden, eine, die sich durch Erbrechen zeigt (emeti-
sche Erkrankung) und eine, die mit Durchfall einhergeht (Diarrhoetyp). Diese Magen-Darm-
Erkrankungen kénnen Menschen aller Altersklassen treffen, sie sind nicht ansteckend und
dauern selten langer als 24 Stunden. Schwere Krankheitsverlaufe sind sehr selten.

Eine Verunreinigung von Lebensmitteln mit prasumtiven B. cereus lasst sich kaum vollstan-
dig vermeiden. Denn Uberdauerungsformen dieser Bakterien, sogenannte Sporen, kénnen
etwa Uber Erdbodenpartikel oder Staub in Lebensmittel gelangen und auch extreme Bedin-
gungen wie Hitze oder Trockenheit lange Uberstehen. Meist ist eine anfangliche Verunreini-
gung von Lebensmitteln mit Sporen gering. Durch unsachgemafe Lagerung kdnnen die
Sporen jedoch auskeimen, und die Bakterien kdnnen sich im Lebensmittel vermehren. B. ce-
reus wachst in einem Bereich von 7 °C bis 48 °C. In der B. cereus-Gruppe gibt es jedoch
auch kaltetolerante Vertreter, die sich bereits bei Temperaturen von etwa 4 °C vermehren
konnen und thermotolerante Vertreter, die sich auch noch oberhalb von 50 °C vermehren
kdnnen. Bei niedrigen Temperaturen ist das mikrobielle Wachstum jedoch deutlich verlang-
samt. In der Regel ist eine Bakterienzahl von mindestens 10° koloniebildenden Einheiten pro
Gramm (KbE/g) notwendig, um solche Toxinmengen im Lebensmittel oder im Dinndarm zu
bilden, die Krankheitssymptome auslésen.

Ubliche Hitzebehandlungen wie Kochen oder Pasteurisieren téten zwar die Bakterienzellen
ab, ermédglichen aber das Uberleben und Auskeimen einzelner Sporen. Eine ausreichende
und schnelle Kiihlung (= 7 °C) oder Heihaltung (= 60 °C an allen Stellen des Produkts) nach
einer erfolgten Hitzebehandlung von Speisen (mindestens 70 °C fur 2 Minuten an allen Stel-
len des Lebensmittels) ist notwendig, um das Auskeimen von Sporen und damit die Vermeh-
rung der Bakterien zu unterbinden.

' Ersetzt die Stellungnahme Nr. 035/2019 des BfR vom 16. September 2019
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1 Gegenstand der Bewertung

Bacillus (B.) cereus ist der namensgebende Vertreter der sogenannten B. cereus-Gruppe, zu
der aktuell 17 anerkannte, eng verwandte Spezies gehdren, die sich nur durch sehr aufwan-
dige Laboruntersuchungen voneinander unterscheiden lassen. Dazu zahlen die schon bis
2016 beschriebenen Spezies B. cereus (sensu stricto (s.s.)), B. thuringiensis, B. cytotoxicus,
B. toyonensis, B. wiedmannii, B. anthracis, B. mycoides und B. pseudomycoides. Hinzu kom-
men neun weitere Spezies, die 2017 von Liu et al. (2017) beschrieben wurden: B. paranthra-
cis, B. pacificus, B. tropicus, B. albus, B. mobilis, B. Iuti, B. proteolyticus, B. nitratireducens
und B. paramycoides. Diese neuen Spezies lassen sich bislang nur durch Methoden der
Gesamtgenomsequenzierung voneinander und von den etablierten Spezies der B. cereus-
Gruppe abgrenzen. Uber die eigentlichen Speziesbeschreibungen hinaus existieren bislang
kaum Daten zu diesen neuen Vertretern.

Die Spezies B. weihenstephanensis wird seit 2018 als Synonym fur B. mycoides betrachtet
(Liu et al., 2018; Parte et al., 2020). Daher werden alle Stdmme, die bisher als B. weihenste-
phanensis bezeichnet wurden, nun zur Spezies B. mycoides gezahlt. Es ist zu erwarten,
dass sich die Struktur der B. cereus-Gruppe zukunftig weiter stark verandert (Carroll et al.,
2020).

Bei der routinemanig durchgefiihrten Untersuchung von Lebensmitteln findet bislang nur sel-
ten eine Unterscheidung zwischen den einzelnen Spezies statt. Einige Labore differenzieren
jedoch auch weitergehend, beispielsweise mit Methoden der Mikroskopie, PCR oder FT-IR
(Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie).

In der Literatur (und so auch im vorliegenden Bericht) werden die Begriffe ,,B. cereus-
Gruppe®, ,B. cereus (sensu lato (s.1.))* und ,prasumtiver B. cereus” haufig synonym benutzt.
Der Begriff ,prasumtiver B. cereus® wird unter anderem auch in einschlagigen DIN EN ISO-
Normen? verwendet, mit denen keine eindeutige Unterscheidung zwischen den einzelnen
Vertretern der B. cereus-Gruppe moglich ist.

B. cereus (s.I.) mit der Fahigkeit zur Toxinbildung kommen in vielen Lebensmitteln in gerin-
ger Keimzahl vor. Zu Erkrankungen des Menschen nach Verzehr kontaminierter Lebensmit-
tel kommt es in der Regel erst, wenn sich diese Bakterien durch unsachgemale Lagerung
der Lebensmittel auf hohe Keimzahlen vermehren konnten und entweder im Lebensmittel o-
der im menschlichen Darm Toxine gebildet haben.

Um der amtlichen Lebensmitteliberwachung in Deutschland eine Grundlage fur die Beurtei-
lung von Lebensmitteln zur Verfligung zu stellen, die mit B. cereus (s.l.) kontaminiert sind,
hat das BfR vorhandene Literatur und eigene Untersuchungsdaten von Bakterienstdmmen
der B. cereus-Gruppe ausgewertet. Die vorliegende Stellungnahme fasst die wesentlichen
Informationen zu den lebensmittelrelevanten B. cereus (s.l.), das von diesen Bakterien aus-
gehende Gefahrdungspotenzial sowie die wichtigsten Praventionsmallnahmen zusammen.
Der Erreger des Milzbrands (B. anthracis) und dessen Gefahrdungspotenzial ist nicht Ge-
genstand dieser Stellungnahme.

2DIN EN ISO 7932:2004, Untersuchung von Lebensmitteln - Horizontales Verfahren zur Zahlung von prasumtiven Bacillus ce-
reus - Koloniezahlverfahren bei 30 Grad Celsius (°C);

DIN EN ISO 10198:2010, Untersuchung von Lebensmitteln - Bestimmung prasumtiver Bacillus cereus in Milch und Milchpro-
dukten - Koloniezahlverfahren bei 37 °C;

DIN EN ISO 21871:2006, Untersuchung von Lebensmitteln - Horizontales Verfahren zur Bestimmung niedriger Zahlen von pra-
sumtiven Bacillus cereus in Lebensmitteln - Verfahren der wahrscheinlichsten Keimzahl (MPN) und Nachweisverfahren
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2 Ergebnis

Nach Auswertung der Literatur und der eigenen Untersuchungsergebnisse kommt das BfR
zu dem Schluss, dass bei jedem B. cereus (s.l.)-Stamm von einem potentiellen Enterotoxin-
bildner auszugehen ist, wenngleich sich die gebildeten Toxintypen und Toxinmengen unter-
scheiden koénnen. Es ist deshalb mdglich, dass der Verzehr von Lebensmitteln, die sehr
hohe Gehalte von B. cereus (s.l.) (ab 10° koloniebildende Einheiten pro Gramm (KbE/g))
bzw. von B. cytotoxicus (ab 10* KbE/g) enthalten, beim Menschen innerhalb kurzer Zeit
Durchfallerkrankungen auslést. Bei Stammen der B. cereus-Gruppe, die bei der Kérpertem-
peratur des Menschen nur eine eingeschrankte Vermehrungs- bzw. Toxinbildungsfahigkeit
besitzen (B. mycoides; synonym B. weihenstephanensis) ist die Eintrittswahrscheinlichkeit
far lebensmittelbedingte Durchfallerkrankungen jedoch gering.

Durch das griindliche Waschen pflanzlicher Lebensmittel mit Trinkwasser |asst sich die
Keimzahl und damit das gesundheitliche Risiko, wenn Uberhaupt, nur geringfligig minimie-
ren. Aufgrund der hohen Hitzeresistenz der Sporen ist nur dann von einer sicheren Eliminie-
rung der Sporen auszugehen, wenn starke Erhitzungsverfahren angewandt werden, wie sie
beispielsweise bei der Konservenherstellung zum Einsatz kommen (z. B. 121 Grad Celsius
(°C), 3 Minuten (min)).

Doch auch bei geringeren Gehalten von B. cereus (s.l.) in einem Lebensmittel (ab etwa 10°
KbE/g) kann von diesem Lebensmittel ein Erkrankungsrisiko ausgehen, sofern der Stamm
die Fahigkeit zur Cereulid-Bildung besitzt und die Bedingungen im Lebensmittel bis zu des-
sen Verzehr die Vermehrung des Stamms und die Cereulid-Bildung begunstigen. Das Risiko
Iasst sich minimieren, wenn Temperaturen, bei denen sich B. cereus (s.l.) vermehren, bei der
Aufbewahrung von Speisen und milchhaltigen Getranken vermieden werden.

Befindet sich bereits eine relevante Menge an Cereulid im Lebensmittel, so ist davon auszu-
gehen, dass die Gesundheitsschadlichkeit nicht eliminiert werden kann, da Cereulid extrem
stabil ist (> 120 min bei 121 °C). Aufgrund der unterschiedlichen Angaben zu méglichen mi-
nimalen Intoxikationsdosen lasst sich nach Ansicht des BfR derzeit kein allgemeingultiger
Cereulid-Grenzwert in Lebensmitteln ableiten, so dass die lebensmittelrechtliche Beurteilung
eines Cereulid-haltigen Lebensmittels nur als Einzelfallbetrachtung durchgefiihrt werden
kann.

Zum Schutz vor lebensmittelbedingten Infektionen und Lebensmittelvergiftungen empfiehlt
das BfR bei der Lagerung und Zubereitung von Lebensmitteln in der Gastronomie und ande-
ren Gemeinschaftsverpflegungseinrichtungen sowie in Privathaushalten folgende generelle
Regeln der Klichenhygiene einzuhalten:

o Kuhlkette leicht verderblicher Lebensmittel einhalten

e Speisen bei der Zubereitung gut durchkochen und beim Wiederaufwarmen ausrei-
chend erhitzen, um vegetative Zellen abzutéten (mindestens 70 °C fir zwei Minu-
ten an allen Stellen des Lebensmittels; im Zweifelsfall die Temperatur mit einem
Fleischthermometer Uberprifen); das gleiche gilt fir das Aufwarmen in der Mikro-
welle (auf gleichmaRiges Erwarmen achten, Speisen zwischendurch umruhren)

e zubereitete, erhitzte Speisen schnell auf < 7 °C abkihlen (gréRere Speisemengen
dafir in mehrere flache Schalen fillen) und bis zum erneuten Erhitzen kurz vor
dem Verzehr im Kihlschrank aufbewahren

e bei der HeilRhaltung von Speisen (z. B. Suppen, Sol3en, Eintdpfe) darauf achten,
dass sie an allen Stellen eine Temperatur von mindestens +60 °C haben. Leicht
verderbliche Lebensmittel und erhitzte Speisen nicht langere Zeit bei Temperatu-
ren zwischen +7 °C und +60 °C aufbewahren
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o Reste gegarter Speisen im Klhlschrank aufbewahren und innerhalb von zwei bis
drei Tagen verbrauchen

e Wasser, das zum Einweichen von Trockenpilzen verwendet wird, sorgfaltig ent-
sorgen und die Hande sowie alle Gegenstande oder Arbeitsflachen nach Kontakt
mit dem Einweichwasser oder den gequollenen Pilzen grindlich reinigen

3 Begriindung
3.1  Risikobewertung

3.1.1 Bacillus cereus und andere Vertreter der Bacillus cereus-Gruppe (Mogliche Gefah-
renquelle)

B. cereus (s.s.) ist ein ubiquitar vorkommendes grampositives, fakultativ anaerobes, beweg-
liches, sporenbildendes Stabchenbakterium. Seine Sporen finden sich im Erdboden, im Was-
ser, im Darmtrakt von Menschen und Tieren sowie in vielen Lebensmitteln tierischen und vor
allem pflanzlichen Ursprungs (EFSA BIOHAZ Panel, 2016). Aufgrund seiner Fahigkeit, unter
bestimmten Umstanden Toxine zu bilden, besitzt das Bakterium eine grofle Bedeutung als
Erreger von lebensmittelbedingten Erkrankungen. AuRerdem kann seine Vermehrung zum
Verderb von Lebensmitteln fuhren.

Einige Stamme, die bislang als emetische B. cereus (s.s.) bezeichnet wurden, sind in der
Lage, unter bestimmten Bedingungen ein hitzestabiles emetisches Toxin, das sogenannte
Cereulid (ein zyklisches Peptid), zu bilden. Aufgrund neuer Erkenntnisse zur Zusammenset-
zung der B. cereus-Gruppe wird aktuell davon ausgegangen, dass diese emetischen
Stamme nicht zur Spezies B. cereus (s.S.) gehoren, sondern der neu beschriebenen Spezies
B. paranthracis zuzurechnen sind. In der Literatur wird auch vorgeschlagen, B. paranthracis
gemeinsam mit weiteren Spezies (B. albus, B. anthracis, B. mobilis, B. pacificus, B. tropicus
und B. wiedmannii) zur Spezies B. mosaicus zusammenzufassen und bei emetischen Stam-
men durch den Zusatz ,biovar Emeticus® erkenntlich zu machen, dass es sich um einen Ce-
reulid-Bildner handelt (Carroll et al., 2020). Im Sinne der Verstandlichkeit wird in dieser Stel-
lungnahme die Bezeichnung ,emetische B. cereus” verwendet.

Es wird angenommen, dass die Cereulidbildung durch ,emetische B. cereus”wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase bei sehr hohen Zellkonzentrationen (ab 10° KbE/g) einsetzt
und wahrend der stationdren Wachstumsphase fortbesteht (Ceuppens et al., 2011; Dommel
et al., 2011; Lucking et al., 2009). Geeignete Bedingungen sind neutraler pH-Wert (pH > 5),
mittlerer a,~Wert3, niedrige Salzkonzentration und ausreichend Nahrstoffe (MesselhaulRer et
al., 2014). In einer Studie von Carlin et al. (2013) wurden fir das Wachstum zweier emeti-
scher Stamme ein minimaler a,~Wert von 0,94 und ein minimaler pH von 4,6 berechnet. Bei
Wachstumsversuchen Uber einen Zeitraum von 14 Tagen zeigten in der Studie einige der
untersuchten emetischen Stamme auch noch bei a, 0,93 und pH 4,3 Wachstum.

Bei anaeroben Bedingungen ist die Bildung von Cereulid unwahrscheinlich (Jaaskelainen et
al., 2004). Eine Ubersicht zu Faktoren und Lebensmitteln, welche die Cereulid-Bildung be-
gunstigen, findet sich bei Messelhdul3er et al. (2014) und Rouzeau-Szynalski et al. (2020).
Da ,emetische B. cereus“mesophil sind, liegt der Temperaturbereich, in dem sich diese
Stamme vermehren kdnnen wahrscheinlich zwischen 10 °C und 48 °C (in verschiedenen
Publikationen wurde ein Wachstum erst ab 10 °C oder dartiber beobachtet, Carlin et al.
(2013) haben ein theoretischen Wachstumstemperaturminimum von 7 °C bis 8 °C errechnet)

% a,~Wert: activity of water; MaR fiir die Verfligbarkeit von Wasser in Lebensmitteln und/oder Speisen. Je groRer der a,-Wert,
desto mehr Wasser steht dem Wachstum/Stoffwechsel von Bakterien zur Verfligung.
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(Carlin et al., 2006, 2013; Finlay et al., 2000; Guinebretiere et al., 2010). Der Temperaturbe-
reich, in dem tatsachlich Cereulid gebildet werden kann, ist vermutlich etwas enger. Bei-
spielsweise konnten Kranzler et al. (2016) bei 43 °C in einem Nahrmedium keine Cereulid-
Bildung mehr nachweisen. Hingegen wurde von Wang et al. (2014) in Reis, der bei 45 °C in-
kubiert wurde, Cereulid-Bildung festgestellt. Die optimale Temperatur fur die Cereulid-Bil-
dung durfte zwischen 20 °C und 40 °C liegen (Agata et al., 2002; Haggblom et al., 2002;
Rajkovic et al., 2006, Kranzler et al., 2016). Dartber hinaus variieren die von verschiedenen
Stdmmen gebildeten Cereulide hinsichtlich ihrer Struktur (18 verschiedene Isocereulide) und
Mengen (Haggblom et al., 2002; Marxen et al., 2015a; Stark et al., 2013). AuRerdem koénnen
sich die verschiedenen Isocereulide in ihrer Zytotoxizitat deutlich unterscheiden (Marxen et
al., 2015a).

Der ces-Gen-Cluster, welcher fir die Bildung von Cereulid notwendig ist, befindet sich auf
einem grof3en Plasmid (Stenfors Arnesen et al., 2008). Die Literaturangaben zum Anteil von
emetischen Stdmmen bei Lebensmittel-Isolaten sind sehr unterschiedlich und liegen je nach
untersuchter Lebensmittelmatrix meist in einem Bereich von 0 % bis 17 % (Biesta-Peters et
al., 2016; Ceuppens et al., 2011; Erbsléh, 2007; Messelhauler et al., 2014; Samapundo et
al.,, 2011; Wehrle et al., 2010).

Im Gegensatz zum ces-Gen-Cluster, kommen die Gene fir die Bildung von Durchfall-auslo-
senden Enterotoxinen bei B. cereus (s.s.) sowie allen anderen Vertretern der B. cereus-
Gruppe vor. Aufgrund von veroffentlichten Studien sowie eigener Untersuchungsergebnisse
geht das BfR davon aus, dass alle Stamme der B. cereus-Gruppe grundsatzlich die geneti-
schen Voraussetzungen besitzen, um Enterotoxine zu bilden (Ausnahmen siehe unten). Bis-
her wurden drei bedeutende Enterotoxine bzw. Enterotoxinkomplexe beschrieben, die von
B. cereus (s.l.) gebildet werden kdnnen und im Zusammenhang mit Durchfallerkrankungen
stehen. Das sogenannte nicht hamolytische Enterotoxin (Nhe) besteht aus den Protein-Kom-
ponenten NheA, NheB und NheC (kodiert in einem Operon mit den Genen nheA, nheB und
nheC). Hamolysin BL (Hbl) ist zusammengesetzt aus den Komponenten L2 (HbIC), L1
(HbID) und B (HbIA) (kodiert in einem Operon mit den Genen hb/C, hbID und hblA). Bei dem
dritten Toxin, Zytotoxin K (CytK), werden zwei Formen unterschieden: CytK-1, welches aus-
schliel3lich von der Spezies B. cytotoxicus gebildet wird, und CytK-2, welches bei verschie-
denen Spezies der B. cereus-Gruppe vorkommt und dessen Rolle bei der Verursachung von
Durchfallsymptomen noch weitgehend ungeklart ist (Fagerlund et al., 2004; Guinebretiere et
al., 2013). Die Enterotoxin-Gene (nhe, hbl, cytK-2) sind chromosomal verankert und kénnen
in unterschiedlichen Kombinationen in allen Spezies der B. cereus-Gruppe vorkommen. Das
cytK-1-Gen liegt hingegen ausschlief3lich im Chromosom von B. cytotoxicus vor. Reprasen-
tative Studien zeigen, dass grundsatzlich alle untersuchten Stamme der B. cereus-Gruppe
das nhe-Operon tragen und dieses ganz Uberwiegend vollstandig vorliegt. Von Guinebretiere
et al. (2010) wurden 391 Stamme aller bis 2010 beschriebenen Spezies (7) der B. cereus-
Gruppe mittels PCR und Southern Blotting untersucht, und bei allen Stammen wurden die
nhe-Gene nachgewiesen, darunter auch 38 ces-positive Stdmme. Bei Wehrle et al. (2010)
waren 330 von 331 Stammen der B. cereus-Gruppe nheA-positiv, darunter auch 50 ces-posi-
tive (real-time PCR). Bei dem nheA-negativen Stamm handelte es sich um einen Vertreter
der Spezies B. cytotoxicus, welche eine ungewodhnliche nhe-Variante tragt (Fagerlund et al.,
2007). In einer anderen Studie von Wehrle et al. (2009) wurden 176 Stamme untersucht
(wahrscheinlich gleiches Stamm-Set wie bei Wehrle et al., 2010). Nur bei einem dieser
Stamme wurde das vollstandige nhe-Operon nicht nachgewiesen (B. cytotoxicus). Darliber
hinaus wurde bei einem Stamm kein nheB und bei einem weiteren kein nheB und nheC
nachgewiesen. Unter den nhe-positiven Stdmmen befanden sich auch 44 ces-positive
Stamme. Neben den nhe-Genen wurde bei allen Stammen auch die Bildung der entspre-
chenden Nhe-Toxin-Komponenten mittels ELISA nachgewiesen. In einer Studie von
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Lindback et al. (2010) wurden zwei Stdmme beschrieben, die kein NheC bzw. NheA produ-
zieren, da sie ein vorzeitiges Stopcodon im entsprechenden Gen (nheC bzw. nheA) besitzen.
Diese Ergebnisse decken sich mit den Erfahrungen des Labors fur Sporenbildner am BfR.
Von allen prasumtiven B. cereus-lsolaten, die seit 2016 auf nheA untersucht wurden, wurde
nur bei B. cytotoxicus und B. pseudomycoides Isolaten kein nheA detektiert (real-time PCR
Methode wie bei Wehrle et al., 2010). Wie oben beschrieben, liegt der fehlende nheA-Nach-
weis bei B. cytotoxicus an einer ungewohnlichen nhe-Variante. Wahrscheinlich ist dies auch
bei B. pseudomycoides der Fall, da davon auszugehen ist, dass auch die Vertreter dieser
Spezies das nhe-Operon tragen (vgl. Guinebretiere et al., 2010 und Miller et al., 2018).

Auch bei einem fehlenden PCR-Nachweis eines Toxin-Gens kann die Bildung eines entspre-
chenden Toxins nicht ganzlich ausgeschlossen werden, da viele beschriebene Methoden
nicht alle Sequenzvarianten erfassen (Ceuppens et al., 2013). So konnten Miller et al. (2018)
durch Gesamtgenomsequenzierung Toxingene nachweisen, welche mittels PCR nicht
detektiert wurden.

Unabhangig von der Prasenz einzelner Enterotoxingene ist die Pathogenitat von B. cereus
(s.1.) stark stammabhangig. Zur Einschatzung des pathogenen Potenzials von
Enterotoxinbildnern werden in der Forschung zum einen antikérperbasierte Verfahren
(ELISA) zur Abschatzung von gebildeten Toxinmengen genutzt und zum anderen
Zytotoxizitatstests eingesetzt. Dabei wurde von Moravek et al. (2006) gezeigt, dass
krankheitsassoziierte Stdmme tendenziell gréRere Toxinmengen produzieren. In Studien von
Jessberger et al. (2015, 2017) zeigten Kulturiberstande von B. cereus (s.l.>Stdmmen
unterschiedlich hohe Zytotoxizitaten, wobei den Gruppen, die sich in ihrer Zytotoxizitat
unterschieden, kein spezieller Genotyp zugeordet werden konnte. Von Guinebretiere et al.
(2008) wurden B. cereus (s.I.)-Stamme in sieben phylogenetische Gruppen unterteilt, die
sich anhand eines Sequenzabschnitts des panC-Gens unterscheiden lassen. Gemal
Guinebretiere et al. (2008, 2010) sind diese phylogenetischen Gruppen zum einen durch
unterschiedliche Wachstumstemperaturgrenzen und zum anderen durch eine
unterschiedliche Zytotoxizitat gekennzeichnet. Nach Aussage der Autoren sind Stamme der
Gruppe Il (Wachstum von 15 °C bis 45 °C) generell am starksten zytotoxisch, gefolgt von
Stammen der Gruppen VIl (20 °C bis 50 °C) (ausschlieRlich B. cytotoxicus), IV (10 °C bis 45
°C) und Il (7 °C bis 40 °C). Gruppe V (8 °C bis 40 °C) wird als weniger zytotoxisch
eingeschatzt, wahrend die Gruppen I1* (10 °C bis 43 °C) und VI (5 °C bis 37 °C) als sehr
gering zytotoxisch klassifiziert werden. Jedoch herrscht auch innerhalb der einzelnen
Gruppen noch eine deutliche Heterogenitat bezlglich der Zytotoxizitat. Mit Blick auf die
Wachstumstemperaturgrenzen ist davon auszugehen, dass diese etwas weiter gefasst
werden mussen, als oben beschrieben (Carlin et al., 2013). Aufgrund aktueller Erkenntnisse
ist davon auszugehen, dass ,emetische B. cereus” ausschlieRlich der Gruppe Ill und B.
cereus (s.s.) ausschlie3lich der Gruppe IV zuzuordnen sind (Carroll et al., 2020; Miller et al.,
2018).

Anhand von in-vitro-Studien wird angenommen, dass die Expression der Enterotoxin-Gene
unter anderem in Abhangigkeit von der Zelldichte reguliert ist und die Enterotoxin-Produktion
erst bei hohen Zelldichten in der spaten exponentiellen Wachstumsphase bzw. in der
stationaren Phase erfolgt (Ceuppens et al., 2011).

4 Die Angabe, dass Gruppe | als niedrig zytotoxisch bewertet wird, ist dem Online-Tool
Lhttps://www.tools.symprevius.org/Bcereus/english.php“ zu entnehmen, das in der Publikation von Guinebretiere et al. (2010)
beschrieben wird. Tatsachliche Zytotoxizitatsdaten zu Stammen der Gruppe | (ausschlieBlich B. pseudomycoides) wurden
jedoch nicht publiziert.
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B. cytotoxicus ist ein thermotoleranter Vertreter der B. cereus-Gruppe, der sich auch bei
hohen Temperaturen noch vermehren kann. In diesem Zusammenhang wurde in Laborstu-
dien Wachstum bei 50 °C (Guinebretiere et al., 2008), 53 °C (Auger et al., 2008) und 52 °C
(Carlin et al., 2013) beobachtet. In der letzten Studie wurde auf Grundlage des ,,Cardinal
temperature model with inflection point (CTMI) eine theoretische maximale Wachstumstem-
peratur von 55 °C fir B. cytotoxicus errechnet (Mittelwert der Berechnung). Bei Bertcksichti-
gung des 97,5 Perzentils lag die errechnete theoretische maximale Wachstumstemperatur
eines Stammes bei 56,8 °C.

Die Spezies B. cytotoxicus besitzt die Fahigkeit zur Bildung des CytK-1 Toxins, welches eine
deutlich hdhere Zytotoxizitat als die CytK-2 Variante zeigt (Fagerlund et al., 2004;
Guinebretiere et al., 2013). Aufgrund unterschiedlich hoher Toxinbildung sind jedoch nicht
alle B. cytotoxicus-Stamme stark zytotoxisch. Fagerlund et al. (2007) wiesen bei zwei B. cy-
fotoxicus-Stdmmen, die im Zusammenhang mit Durchfallerkrankungen aus GemUseplree
bzw. Kartoffelplree isoliert wurden, eine hohe Zytotoxizitat nach, wahrend ein dritter Stamm
(isoliert aus Gewdlrzen) nur eine geringe Zytotoxizitat zeigte. In einer Studie von Heini et al.
(2018) war nur eines von neun B. cytotoxicus-lsolaten aus Kartoffelpiree-Pulver stark zytoto-
xisch (deutlich starker als ein B. cereus (s.s.)-Ausbruchs-Referenzstamm), wahrend die an-
deren acht Isolate eine geringe Zytotoxizitat aufwiesen. Durch eine Voranreicherung bei

50 °C wurden B. cytotoxicus in einer Untersuchung von Contzen et al. (2014) vor allem in
pulverférmigen Kartoffelprodukten oder daraus hergestellten Lebensmitteln detektiert. An-
schlieRende quantitative Untersuchungen auf B. cytotoxicus ergaben dabei eine maximale
Keimzahl von 300 KbE/g.

B. thuringiensis ist bekannt fur seine Insektenpathogenitat, die von sogenannten pa-
rasporalen Kristallen ausgeht, welche wahrend der Sporulation gebildet werden. Die fiir die
Kristallbildung verantwortlichen Gene sind Plasmid-kodiert. Neben dem natlrlichen Vorkom-
men von B. thuringiensis werden einige Stamme dieser Spezies in kommerziellen biologi-
schen Insektiziden verwendet. Ahnlich wie B. cereus (s.s.) ist B. thuringiensis haufig auf
pflanzlichen Lebensmitteln zu finden. Die Prasenz der verschiedenen Enterotoxin-Gene ist
bei B. thuringiensis wahrscheinlich &hnlich wie bei B. cereus (s.s.). Der ces-Gen-Cluster fur
die Cereulid-Bildung wurde hingegen noch nicht bei B. thuringiensis nachgewiesen

(EFSA BIOHAZ Panel, 2016). Die Zytotoxizitat von B. thuringiensis scheint stark abhangig
vom jeweiligen Stamm zu sein. In einer Studie von Johler et al. (2018) wurden 39 B. thurin-
giensis-Stamme untersucht. Davon zeigten neun Stamme eine geringe Zytotoxizitat (darun-
ter zwei Biopestizid-Stamme) und 29 eine mittlere Zytotoxizitat gegentber Vero-Zellen (da-
runter sechs Biopestizid-Stamme). Die meisten dieser Stamme (36) waren dariber hinaus
durch eine niedrige Produktion des Enzyms Sphingomyelinase gekennzeichnet, welches
moglicherweise den Effekt der Enterotoxine verstarkt. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen
zeigte ein einzelner B. thuringiensis Stamm (Lebensmittel-Isolat) eine hohe Zytotoxizitat (ho-
her als ein B. cereus (s.s.) Ausbruchs-Referenzstamm) kombiniert mit einer hohen Sphingo-
myelinase-Bildung. In einer Scientific Opinion des EFSA BIOHAZ Panels (2016) wird davon
ausgegangen, dass die Gehalte von B. cereus (s.s.) in Lebensmitteln, die ein Risiko fur Ver-
braucher darstellen, auch fir B. thuringiensis gelten. In der Klassifizierung von Guinebretiere
et al. (2010) kommen Stamme mit der Fahigkeit zur Bildung parasporaler Kristalle in fast al-
len phylogenetischen Gruppen vor (aulRer in den Gruppen | und VII). Das verdeutlicht, dass
das Plasmid-kodierte Merkmal der Bildung von parasporalen Kristallen fur eine eindeutige
Speziesabgrenzung nicht geeignet ist. Entsprechend konnte die Bildung dieser Kristalle be-
reits bei Stdmmen nachgewiesen werden, die aufgrund ihrer Phylogenie einer anderen Spe-
zies als B. thuringiensis zugeordnet wurden (Jimenez et al., 2013; Lazarte et al., 2018; Liu et
al., 2015; Soufiane and Cote, 2010). Der Stamm, welcher als Grundlage flr die Speziesbe-
schreibung von B. thuringiensis genutzt wird (Typstamm), gehort zur phylogenetischen
Gruppe IV. Die chromosomale DNA-Sequenz dieses Typstammes ist so ahnlich zu der DNA-
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Sequenz des B. cereus (s.s.)-Typstamms, dass der getrennte Speziesstatus nicht gerecht-
fertigt ist (Carroll et al., 2020).

B. toyonensis wurde 2014 als eigenstandige neue Spezies beschrieben (Jimenez et al.,
2013; Oren and Garrity, 2014). Der Typstamm dieser Spezies wurde 1966 in Japan isoliert
und wurde als B. cereus var. toyoi bezeichnet. Seit 1975 werden Sporen dieses Stammes
kommerziell als probiotischer Futtermittelzusatz verwendet, vor allem in der Schweine- und
Gefligelhaltung. In der EU wurde ein entsprechendes Produkt 1994 als Futtermittelzusatz
zugelassen. Diese Zulassung ist jedoch seit 2013 ausgesetzt (Durchfuhrungsverordnung
(EU) Nr. 288/2013), was auf Einschatzungen des EFSA Panel on Additives and Products or
Substances used in Animal Feed (FEEDAP) von 2012 und 2014 zurlickgeht

(EFSA FEEDAP Panel, 2012, 2014). Hierin wird aufgefuhrt, dass der Stamm sowohl Antibio-
tikaresistenz-Gene (catQ und tet(M)) als auch das nhe- und das hbl-Operon tragt. Der
Stamm ist auBerdem in der Lage, die entsprechenden Enterotoxine zu bilden, jedoch weni-
ger effektiv als die verwendeten B. cereus (s.s.)-Kontrollstamme. GemanR Miller et al. (2018)
ist die Spezies B. toyonensis der phylogenetischen Gruppe V zuzuordnen.

B. wiedmannii ist eine psychrotolerante Spezies (Wachstum von 5 °C bis 43 °C), welche
2016 beschrieben wurde. Der Typstamm wurde aus Rohmilch isoliert und produziert sowohl
Nhe als auch Hbl (Miller et al., 2016). Neben den nhe- und hbl-Genen wurde auch das
cytK-2-Gen in B. wiedmannii-Stammen nachgewiesen. Sowohl| der Typ-Stamm als auch wei-
tere Stdmme dieser Spezies zeigten eine Zytotoxizitat gegenliber HelLa-Zellen und gehoéren
zur phylogenetischen Gruppe Il (Miller et al.,2016, 2018). Stamme dieser Gruppe zeigten in
der Studie von Guinebretiere et al. (2010) gegentiber CaCo-2-Zellen eine hdhere Zytotoxizi-
tat als Stamme der Gruppen V und eine geringere Zytotoxizitat als Stdmme der Gruppen IlI,
[V und VII.

B. mycoides (synonym B. weihenstephanensis) ist ebenfalls eine psychrotolerante Spe-
zies, die bereits bei Temperaturen von etwa 4 °C wachst. Aufgrund einer Reklassifizierung
umfasst die Spezies B. mycoides auch alle Stamme, die bisher als B. weihenstephanensis
bezeichnet wurden (Liu et al., 2018; Parte et al., 2020). Als ein wesentliches Unterschei-
dungsmerkmal zwischen B. weihenstephanensis und B. mycoides wurde unter anderem die
rhizoide Koloniemorphologie von B. mycoides verwendet, welche jedoch ein variables Merk-
mal ist, dessen Auspragung von den Kultivierungsbedingungen abhangt (Hendriksen and
Hansen, 2011). Basierend auf der Ahnlichkeit der Gesamtgenomsequenzen der Typstamme
von B. weihenstephanensis und B. mycoides handelt es sich nur um eine Spezies, wobei

B. mycoides zuerst beschrieben wurde.

Es ist bekannt, dass auch bei Stammen, die bisher als B. weihenstephanensis bezeichnet
wurden, die Gene fur die Bildung von Enterotoxinen (hauptsachlich nhe und hbl) und selten
auch fur die Bildung von Cereulid vorhanden sein kdnnen (Thorsen et al., 2006). Guerin et
al. (2017b) wiesen anhand von zwei dieser emetischen Stamme nach, dass diese bereits bei
8 °C Cereulid produzieren kdnnen, wobei die Cereulidbildung bei hdheren Temperaturen
(10 °C bis 25 °C) deutlich gesteigert war.

Bezuglich nicht-emetischer B. mycoides/B. weihenstephanensis-Stamme ergab eine Studie
von Stenfors et al. (2002), dass 40 von 50 getesteten Stdmmen keine bzw. eine geringe Zy-
totoxizitat aufwiesen, wahrend vier Stamme eine mittlere Toxizitat besallen. Jedoch zeigten
auch sechs Stamme eine hohe Zytotoxizitat, vergleichbar mit B. cereus (s.s.)-Ausbruchs-
stammen. Bei diesen Tests wurden die Stamme bei 32 °C angereichert und Vero-Zellen fir
den Zytotoxizitatsassay verwendet. In einer Studie von Guinebretiere et al. (2010) wurden
die untersuchten B. mycoides/B. weihenstephanensis-Stamme der phylogenetischen Gruppe
VI zugeordnet, die generell eine geringe Zytotoxizitat zeigte. Auch hier wurden die Stamme
bei 32 °C angereichert, jedoch CaCo2-Zellen fir den Zytotoxizitatsassay verwendet.
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Ceuppens et al. (2013) berichten, dass bei 36 °C Inkubationstemperatur psychrotolerante
Stamme (Wachstum bei < 7 °C) weniger haufig Nhe-Bildung zeigen als mesophile Stamme
(Wachstum bei > 7 °C). Dies wird mit einer geringeren Wachstumsrate der psychrotoleranten
Stamme bei hdheren Temperaturen erklart. Entsprechend schatzen die Autoren das von die-
sen Stammen ausgehende Risiko fur eine Durchfallerkrankung als gering ein, da eine Toxin-
bildung bei Kérpertemperatur kaum stattfinden diirfte. Ubereinstimmend berichten auch Mil-
ler et al., 2018, dass bei Stammen der Gruppe VI (Anzucht bei 37 °C) keine Zytotoxizitat ge-
genuber HelLa-Zellen nachweisbar war.

B. pseudomycoides zeigt ebenfalls eine rhizoide Koloniemorphologie, ist aber im Gegen-
satz zu B. mycoides eine mesophile Spezies und lasst sich unter anderem durch das Fehlen
der psychrotoleranten cspA-Gen-Signatur von B. mycoides abgrenzen (Francis et al., 1998;
Guinebretiere et al., 2008). Sowohl nhe- als auch hbl-Gene wurden bereits bei B. pseudomy-
coides nachgewiesen (Guinebretiere et al., 2010; Miller et al., 2018). Gemaf Guinebretiere
et al. (2010) gehort B. pseudomycoides zur phylogenetischen Gruppe I, der eine geringe
Zytotoxizitat zugeschrieben wird. Im Widerspruch dazu wurde durch Miller et al. (2018) ge-
zeigt, dass Kulturtiberstande (Anzucht bei 37 °C) von B. pseudomycoides-Stammen eine
hohe zytotoxische Wirkung gegentber HelL a-Zellen besitzen.

3.1.2 Erkrankungen durch Bacillus cereus (s.l.) (Gefahrdungspotenzial/ Charakterisierung
der Gefahr und Exposition)

B. cereus (s.l.) werden hauptsachlich Gber Lebensmittel auf den Menschen Ubertragen. Der
Verzehr von mit B. cereus (s.l.) kontaminierten Lebensmitteln kann zu Magen-Darm-Erkran-
kungen beim Menschen fuhren. Es wird davon ausgegangen, dass in den meisten Fallen ein
Keimgehalt von mindestens 10° KbE/g Lebensmittel notwendig ist, um eine Krankheit auszu-
I6sen. Es sind aber auch Erkrankungsfalle beschrieben, bei denen geringere Gehalte von

B cereus (s..) im Lebensmittel nachgewiesen wurden (Ceuppens et al., 2013; EFSA BIO-
HAZ Panel, 2016).

Die von B. cereus (s.l.) hervorgerufenen Magen-Darm-Erkrankungen sind nicht ansteckend
und die Symptome dauern selten langer als 24 Stunden. Es sind Menschen aller Altersklas-
sen betroffen. In der Vergangenheit kam es in Einzelfallen zu tdédlichen Krankheitsverlaufen.
Es werden zwei Erkrankungsformen unterschieden, eine emetische Erkrankung (Erbre-
chenstyp, Intoxikation) und eine Durchfallerkrankung (Diarrhoetyp; Toxiko-Infektion).

Bei der emetischen Erkrankung wird ein im Lebensmittel von vegetativen Zellen gebildetes
Saure-, Hitze- und Proteolyse-stabiles Toxin (Cereulid) aufgenommen. Durch Bindung von
Cereulid an bestimmte Rezeptoren im Magen-Darm-Trakt verursacht es bereits innerhalb
von sechs Stunden nach Aufnahme Erbrechen und Ubelkeit, wobei die Symptome meist in-
nerhalb von 24 Stunden von selbst abklingen. Bei schweren Intoxikationen kann Cereulid au-
Rerdem Leberschaden und Hirnddeme verursachen (Dierick et al., 2005; Shiota et al., 2010).
In Tierversuchen waren die Cereulid-bedingten Leberschaden bei subletalen Dosen reversi-
bel (Yokoyama et al., 1999). Darlber hinaus wird angenommen, dass Cereulid hemmend auf
das Immunsystem wirkt, indem es die korpereigenen natirlichen Killerzellen schadigt
(Paananen et al., 2002). Schwere Intoxikationen haben selten auch zu Todesfallen gefuhrt
(Dierick et al., 2005; Naranjo et al., 2011; Shiota et al., 2010). Eine Intoxikation durch Cereu-
lid steht haufig im Zusammenhang mit dem Verzehr von starkehaltigen Lebensmitteln wie
Reis und Nudeln. In der Literatur sind jedoch auch emetische Krankheitsfalle in Verbindung
mit Milch- und Fleischprodukten beschrieben (Messelhdulder et al., 2014, Rouzeau-Szynalski
et al., 2020). Der Grund fur das haufigere Auftreten von Krankheitsfallen im Zusammenhang
mit starkehaltigen Lebensmitteln kdnnte einerseits darin liegen, dass der Wurzelbereich oder
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Teile bestimmter Anbaupflanzen ein natlrliches Habitat flr ,emetische B. cereus* darstellen.
Zum anderen kdnnte die Zusammensetzung von starkehaltigen Speisen die Cereulid-Bildung
férdern, da in ihnen ein glnstiger (relativ niedriger) Gehalt von bestimmten Aminosauren vor-
liegt. So ist bekannt, dass eine zu hohe Konzentration von verzweigten Aminosauren die Ce-
reulid-Bildung hemmt (Ehling-Schulz et al., 2015).

In aktuellen Verdffentlichungen zu Cereulid-Konzentrationen in Lebensmitteln, die im Zusam-
menhang mit Intoxikationen untersucht wurden, werden haufig Werte im Bereich von 0,19 bis
15 pg/g (Mikrogramm pro Gramm) Lebensmittel berichtet (Marxen et al., 2015b; Messelhau-
Rer et al., 2014; Rouzeau-Szynalski et al., 2020). Eine deutlich niedrigere Konzentration von
nur 0,003 pg/g Lebensmittel in einer Verdachtsprobe (Reisgericht; Erkrankung mit Cereulid-
typischer Symptomatik) wird von Biesta-Peters et al. (2016) beschrieben. Als ein mdglicher
Grund fur die extremen Unterschiede bei gemessenen Cereulid-Konzentrationen, die mit
Krankheiten assoziiert werden, wird aufgefihrt, dass der Zeitraum zwischen Verzehr des
Lebensmittels und der Untersuchung des Lebensmittels auf dessen Cereulid-Gehalt von Fall
zu Fall unterschiedlich sein kann. Je nach Lagerung des Lebensmittels ist jedoch auch in
diesem Zeitraum eine weitere Cereulidbildung (sowie mikrobielles Wachstum) mdglich,
sodass sich die Cereulid-Gehalte in dem verzehrten und dem untersuchten Lebensmittel
unterscheiden kdnnen. In der Veroéffentlichung von Biesta-Peters et al. (2016) wird aulierdem
eine Risikobewertung des niederlandischen National Institute for Public Health and the
Environment zitiert, in der eingeschatzt wird, dass ein Wert von unter 0,0018 ug/g
Lebensmittel (0,03 pg/kg Korpergewicht) keinen gesundheitsschadlichen Effekt erzeugt. Ba-
sierend auf Tierversuchen wird die minimale Intoxikations-Dosis des Menschen hingegen auf
8-10 pg/kg Korpergewicht geschatzt (EFSA BIOHAZ Panel, 2016).

Angaben Uber B. cereus-Gehalte in Lebensmitteln, die mit emetischen Erkrankungen assozi-
iert wurden, sind sehr unterschiedlich und reichen von < 102 bis 10” KbE/g

(EFSA BIOHAZ Panel, 2005, 2016; Glasset et al., 2016; Messelhauler et al., 2014;
Rouzeau-Szynalski et al., 2020). Ein Grund fir diese unterschiedlichen Angaben kdnnte
sein, dass die gebildeten Toxinmengen stark von Stammeigenschaften und den Umge-
bungsbedingungen abhangen (Agata et al., 2002; Apetroaie-Constantin et al., 2008; Carlin et
al., 2006; Rajkovic et al., 2006; Stark et al., 2013). Die niedrigen beschriebenen Keimgehalte
(< 10°) erscheinen jedoch als Widerspruch zu der Annahme, dass die Cereulidbildung erst
wahrend der exponentiellen Wachstumsphase bei Zellzahlen ab 10° KbE/g einsetzt (siehe
auch 3.1.1). Ein Grund fur vergleichsweise niedrige, ermittelte Gehalte von B. cereus im Zu-
sammenhang mit emetischen Erkrankungen kénnte sein, dass in den untersuchten Lebens-
mitteln vorhandene vegetative Zellen durch Verarbeitungsschritte reduziert wurden, nach-
dem bereits Cereulid produziert wurde. Ein weiterer Grund kdnnte sein, dass die untersuch-
ten Rickstellproben vor der Vermehrung von B. cereus im Lebensmittel und der anschlie-
Renden Abgabe an Verbraucherinnen und Verbraucher entnommen wurden. Daher besteht
die Mdglichkeit, dass in diesen untersuchten Lebensmitteln B. cereus-Gehalte unterhalb von
10° KbE/g bestimmt wurden, der B. cereus-Gehalt zum Zeitpunkt des Verzehrs aber hdher
war.

Im Lebensmittel gebildetes Cereulid wird durch eine Erhitzung bei 100 °C fur 150 min (pH
8,6 bis 10,6) bzw. eine Erhitzung bei 121 °C flr 120 min (pH 7) nicht zerstort (Rajkovic et al.,
2008).

Beim Diarrhoetyp werden vegetative Zellen und/oder Sporen von B. cereus (s.1.) Uber das
Lebensmittel aufgenommen. Mdglicherweise bereits im Lebensmittel gebildete Enterotoxine
spielen bei der Ausbildung von Durchfallsymptomen wahrscheinlich keine Rolle, da sie bei
der Magen-Passage und im anschlieBenden Dunndarm-Milieu grotenteils inaktiviert wer-
den, denn die Enterotoxine sind gegentber Proteinasen und niedrigen pH-Werten empfind-
lich. Die Enterotoxine sind au3erdem hitzelabil und werden durch eine Erhitzung bei 55 °C
fir 20 min inaktiviert (Ceuppens et al., 2011, 2013). Auch vegetative Zellen werden bei der
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Magen-Passage zu einem grof3en Teil inaktiviert. Wie hoch dieser Anteil ist, hangt jedoch
von verschiedenen Faktoren ab (z. B. Wachstumsphase der Bakterien, Eigenschaften des
Lebensmittels, Magen-Milieu), sodass auch vegetative Zellen am Krankheitsgeschehen be-
teiligt sein kénnten (Berthold-Pluta et al., 2015; Ceuppens et al., 2012). Aufgenommene
Sporen Uberleben grofitenteils die Magen-Passage und kdnnen dann nahe bzw. in direktem
Kontakt mit dem Dinndarm-Epithel auskeimen und vegetative Zellen bilden. Es wird ange-
nommen, dass Sporen an Enterozyten anheften konnen. Der Kontakt zu den Enterozyten
fordert wiederum das Auskeimen der Sporen, wodurch die notwendigen Zelldichten entste-
hen, welche die Genregulationskaskade zur Bildung von Enterotoxinen auslésen. Die Fahig-
keit, an Enterozyten zu binden, hangt wahrscheinlich auch mit Oberflacheneigenschaften der
Sporen zusammen, welche sich zwischen Stammen unterscheiden kénnen und damit még-
licherweise auch einen Teil der unterschiedlichen Pathogenitat erklaren (Berthold-Pluta et
al., 2015). Dartber hinaus wird vermutet, dass der Kontakt von vegetativen Zellen zu Entero-
zyten zusatzlich die Toxinbildung fordert (Jessberger et al., 2017). Die Enterotoxine bilden
Poren in den Membranen der Enterozyten. Infolgedessen kommt es zur osmotischen Lyse
der Enterozyten und zu Durchfallsymptomen. Die Krankheitssymptome setzen meist inner-
halb von 8 bis 24 Stunden nach Aufnahme des kontaminierten Lebensmittels ein und umfas-
sen wassrigen Durchfall und Bauchschmerzen. In der Regel ist die Erkrankung selbstlimitie-
rend (Messelhaulier and Ehling-Schulz, 2014).

B. cereus (s.1.) bilden neben den Enterotoxinen weitere potenzielle Virulenzfaktoren, wie

z. B. Sphingomyelinasen, Phospholipasen, Hamolysine oder Metalloproteinasen, welche
moglicherweise die Wirkung der Enterotoxine verstarken. Angaben Uber B. cereus-Gehalte
in Lebensmitteln, die mit Durchfallerkrankungen assoziiert wurden, variieren stark. Bei B. ce-
reus-bedingten Ausbriichen mit Durchfallsymptomatik, die im Zeitraum von 2007 bis 2014 an
die EFSA berichtet wurden, enthielten die ursachlichen Lebensmittel in den meisten Fallen
Keimzahlen von mehr als 10° KbE/g. Jedoch gab es auch Ausbriiche, bei denen B. cereus-
Gehalte von nur 10°® KbE/g nachgewiesen wurden (EFSA BIOHAZ Panel, 2016). In einer
Veroffentlichung zu lebensmittelbedingten Ausbriichen in Frankreich der Jahre 2007 bis
2014 wird berichtet, dass ursachliche Lebensmittel B. cereus-Gehalte von 102 bis 10° KbE/g
enthielten (Glasset et al., 2016). Beriicksichtigt man dabei nur die Ausbriiche, in denen aus-
schlieRlich Durchfallsymptome auftraten, so liegen die Werte zwischen 103 und 108 KbE/g,
wobei drei von insgesamt sechs dieser Ausbriche mit Lebensmitteln in Verbindung standen,
die nur 10 bis 10* KbE/g enthielten. Ob Durchfallsymptome ausgeldst werden, hangt jedoch
nicht nur von der Keimzahl, den Eigenschaften des Bakterienstammes und des aufgenom-
menen Lebensmittels ab, sondern auch vom Gesundheitszustand des Konsumenten (Ceup-
pens et al., 2013). Wie bereits weiter oben beschrieben, beeinflusst auch der Zeitpunkt der
Probenahme die ermittelten Keimgehalte von an Ausbrichen beteiligten Lebensmitteln. Die
Bakteriengehalte zum Zeitpunkt des Verzehrs kdnnen daruber oder darunter liegen.

Zur Haufigkeit der Erkrankung liegen in Deutschland keine verlasslichen Daten vor. Zwi-
schen 2009 und 2015 wurden von den zustandigen Behorden der Lander und der Bundes-
wehr Uiber BELA?® jahrlich zwei bis sechs lebensmittelbedingte Ausbriiche durch B. cereus
(s.l.) gemeldet. Von 2015 bis 2018 wurden von Deutschland jahrlich drei bis zehn durch

B. cereus (s.1.) verursachte Ausbriiche an die EFSA Ubermittelt (Rosner and Schewe, 2016;
BVL 2017, 2018, 2019). In dem Zeitraum von 2007 bis 2014 wurden insgesamt 1.127 B. ce-
reus-bedingte Ausbriiche von europaischen Staaten an die EFSA Ubermittelt. Die tatsachli-
che Anzahl von Ausbruchsfallen dirfte aber sowohl in Deutschland als auch in Europa deut-
lich héher sein.

5 Bundeseinheitliches System zur Erfassung von Daten zu Lebensmitteln, die bei Krankheitsausbriichen beteiligt sind (BELA)
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Da in der Routine-Diagnostik kaum zwischen den Spezies der B. cereus-Gruppe unterschie-
den wird, kann der Beitrag der einzelnen Spezies zu Krankheitsgeschehen derzeit nicht be-
urteilt werden.

Bei einem Krankheitsausbruch mit Durchfallsymptomatik bei 44 Erkrankten (davon drei To-
desfalle und sechs Falle mit blutigem Durchfall) in einem Altenheim in Frankreich wurde erst-
mals B. cytotoxicus isoliert. Das Isolat wurde aus GemUsepUlree gewonnen, welches mit 3 x
10° KbE/g prasumtiven B. cereus kontaminiert war (Lund et al., 2000). Daten zur minimalen
Keimzahl von B. cytotoxicus in einem Lebensmittel, die bendtigt wird, um eine Erkrankung
auszulésen, sind nicht verflgbar.

Bislang gibt es nur wenige Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen dem Vorkommen
von B. thuringiensis in Lebensmitteln und Erkrankungen des Menschen
(EFSA BIOHAZ Panel, 2016; Jackson et al., 1995; Mclintyre et al., 2008).

B. mycoides (synonym B. weihenstephanensis) und B. pseudomycoides wurden bislang
nicht mit lebensmittelbedingten Erkrankungen in Zusammenhang gebracht
(EFSA BIOHAZ Panel, 2016).

In Ubereinstimmung mit der Klassifizierung der Zytotoxizitat unterschiedlicher phylogeneti-
scher Gruppen anhand der panC-Sequenz scheinen die Gruppen II, Il und IV haufiger mit
Erkrankungen assoziiert zu sein (Glasset et al., 2016).

3.1.3 Hitzeinaktivierung von Bacillus cereus (s.l.) in Lebensmitteln

Ubliche Hitzebehandlungen wie Kochen oder Pasteurisieren téten vegetative Bakterienzellen
der B. cereus-Gruppe ab, ermdglichen aber teilweise das Uberleben von Sporen

(EFSA BIOHAZ Panel, 2016; Guerin et al., 2017a). Die Reduktion der kompetitiven Mikrobi-
ota durch die Hitzebehandlung unterstitzt das Auskeimen der Sporen und das Wachstum
vegetativer Zellen. Die Hitzeresistenz der Sporen ist stark abhangig von der Lebensmittel-
matrix, in der sich die Sporen befinden. Beispielsweise besteht eine hdhere Resistenz von B.
cereus (s.1.)-Sporen in dlhaltigen Lebensmitteln (van Asselt and Zwietering, 2006). Aul3er-
dem ist die Stammvariabilitdt sehr hoch; so kdnnen D-W erte (Dezimalreduktionszeit) bei 90
°C und pH 7 zwischen wenigen Minuten bis > 100 min betragen (EFSA BIOHAZ Panel,
2016). Vor allem die Sporen emetischer Stamme sind starker hitzeresistent (Ankolekar and
Labbe, 2009; Carlin et al., 2006; Hariram and Labbe, 2016; Rajkovic et al., 2006), wahrend
die Sporen psychrotoleranter Stdmme eine niedrigere Hitzeresistenz zeigen (Luu-Thi et al.,
2014).

Die Hitzebehandlung eines Lebensmittels fur drei Minuten bei 121 °C wurde alle Sporen ab-
toten (EFSA BIOHAZ Panel, 2005, 2016). Entscheidend fir die Inaktivierung der Sporen sind
dabei die Temperatur und die Dauer der Hitzeeinwirkung, nicht aber der Druck, da die
Sporen extrem resistent gegenuber hohem Druck sind (Nicholson et al., 2000). Temperatu-
ren, die beim Pasteurisieren oder Kochen von Lebensmitteln erreicht werden, reichen hinge-
gen nicht aus, um alle Sporen sicher zu inaktivieren (EFSA BIOHAZ Panel, 2005, 2016). Mil-
dere Temperatur-Behandlungen (z.B. 70 °C - 80 °C flr 10 Minuten) kénnen sogar das Aus-
keimen und Wachstum von B. cereus (s.l.) beschleunigen (Samapundo et al., 2014).
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3.1.4 Risikocharakterisierung

Nach Auswertung der Literatur und der eigenen Untersuchungsergebnisse kommt das BfR
zu dem Schluss, dass bei jedem B. cereus (s.I.)-Stamm von einem potentiellen Enterotoxin-
bildner auszugehen ist, wenngleich sich die gebildeten Toxintypen und Toxinmengen unter-
scheiden koénnen. Es ist deshalb mdglich, dass der Verzehr von Lebensmitteln, die sehr
hohe Keimzahlen von B. cereus (s.l.) (ab 10° KbE/g) enthalten, beim Menschen innerhalb
von kurzer Zeit Durchfallerkrankungen ausldst. Bei Stdmmen der B. cereus-Gruppe, die bei
der Kdrpertemperatur des Menschen nur eine eingeschrankte Vermehrungs- bzw. Toxinbil-
dungsfahigkeit besitzen (B. mycoides (synonym B. weihenstephanensis)) ist die Eintritts-
wahrscheinlichkeit fur lebensmittelbedingte Durchfallerkrankungen jedoch gering.

Beim Vorkommen von B. cytotoxicus kdnnten nach Ansicht des BfR aufgrund der hdheren
Toxizitat des CytK-1-Toxins auch schon etwas geringere Keimzahlen im Lebensmittel (ab
10* KbE/g) ausreichen, um beim Menschen Durchfallerkrankungen auszulésen, auch wenn
nicht alle B. cytotoxicus-Stamme stark zytotoxisch sind.

Durch das grundliche Waschen pflanzlicher Lebensmittel mit Trinkwasser lasst sich die

B. cereus (s.l.)-Keimzahl und damit das Risiko, wenn Uberhaupt, nur geringfligig minimieren.
Aufgrund der hohen Hitzeresistenz der Sporen ist nur dann von einer sicheren Eliminierung
der Sporen auszugehen, wenn starke Erhitzungsverfahren angewandt werden, wie sie bei-
spielsweise bei der Konservenherstellung zum Einsatz kommen (z. B. 121 °C, 3 min).

Doch auch bei geringeren Gehalten von B. cereus (s.l.) in einem Lebensmittel (ab etwa 10°
KbE/g) kann von dem Lebensmittel ein Erkrankungsrisiko ausgehen, sofern der Stamm die
Fahigkeit zur Cereulid-Bildung besitzt und die Bedingungen im Lebensmittel bis zu dessen
Verzehr die Vermehrung des Stamms sowie die Cereulid-Bildung beglnstigen. Das Risiko
l&sst sich minimieren, wenn Temperaturen, bei denen sich B. cereus (s.l.) vermehren, bei der
Aufbewahrung von Speisen und milchhaltigen Getranken vermieden werden.

Befindet sich bereits eine relevante Menge an Cereulid im Lebensmittel, so ist davon auszu-
gehen, dass die Gesundheitsschadlichkeit nicht eliminiert werden kann, da Cereulid extrem
stabil ist (> 120 min bei 121 °C). Aufgrund der unterschiedlichen Angaben zu méglichen mi-
nimalen Intoxikationsdosen lasst sich nach Ansicht des BfR derzeit kein allgemeingultiger
Cereulid-Grenzwert in Lebensmitteln ableiten, so dass die lebensmittelrechtliche Beurteilung
eines Cereulid-haltigen Lebensmittels nur als Einzelfallbetrachtung durchgefuhrt werden
kann.

3.2 Weitere Aspekte

Zum Schutz der Bevdlkerung vor mikrobiologischen Gefahren in Lebensmitteln hat die Euro-
paische Kommission in der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 verschiedene mikrobiologische
Kriterien fur Lebensmittel festgelegt. Fur prasumtive B. cereus in getrockneter Sauglingsan-
fangsnahrung und getrockneten diatetischen Lebensmitteln flir besondere medizinische
Zwecke, die fur Sauglinge unter 6 Monaten bestimmt sind, ist in Anhang | Kapitel 2 Nummer
2.2.11 dieser Verordnung ein Prozesshygienekriterium aufgefiihrt, dessen Einhaltung der Le-
bensmittelunternenmer am Ende des Herstellungsprozesses zu kontrollieren hat. Bei unbe-
friedigenden Ergebnissen hat der Lebensmittelunternehmer bestimmte MaRnahmen zu er-
greifen (Verbesserungen der Herstellungshygiene, Verhinderung der Rekontamination, Aus-
wahl der Rohstoffe).
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4 Handlungsrahmen/MaRnahmen

Zum Schutz vor lebensmittelbedingten Infektionen und Lebensmittelvergiftungen empfiehit
das BfR bei der Lagerung und Zubereitung von Lebensmitteln in der Gastronomie und ande-
ren Gemeinschaftsverpflegungseinrichtungen sowie in Privathaushalten folgende generelle
Regeln der Klichenhygiene einzuhalten:

e Kiuhlkette leicht verderblicher Lebensmittel einhalten

e Speisen bei der Zubereitung gut durchkochen und beim Wiederaufwarmen ausrei-
chend erhitzen, um vegetative Zellen abzutéten (mindestens 70 °C fur zwei Minu-
ten an allen Stellen des Lebensmittels; im Zweifelsfall die Temperatur mit einem
Fleischthermometer Uberprifen); das gleiche gilt fur das Aufwarmen in der Mikro-
welle (auf gleichmaliges Erwarmen achten, Speisen zwischendurch umrihren)

e zubereitete, erhitzte Speisen schnell auf < 7 °C abkihlen (gréRRere Speisemengen
daflr in mehrere flache Schalen fullen) und bis zum erneuten Erhitzen kurz vor
dem Verzehr im Kuhlschrank aufbewahren

e bei der Heillhaltung von Speisen (z. B. Suppen, Solen, Eintdpfe) darauf achten,
dass sie an allen Stellen eine Temperatur von mindestens +60 °C haben. Leicht
verderbliche Lebensmittel und erhitzte Speisen nicht langere Zeit bei Temperatu-
ren zwischen +7 °C und +60 °C aufbewahren

o Reste gegarter Speisen im Kihlschrank aufbewahren und innerhalb von zwei bis
drei Tagen verbrauchen

o Wasser, das zum Einweichen von Trockenpilzen verwendet wird, sorgfaltig ent-
sorgen und die Hande sowie alle Gegenstande oder Arbeitsflachen nach Kontakt
mit dem Einweichwasser oder den gequollenen Pilzen griindlich reinigen

Weitere Informationen auf der BfR-Website
Schutz vor lebensmittelbedingten Erkrankungen durch bakterielle Toxine, vom 01.02.2020;

https://www.bfr.bund.de/cm/350/verbrauchertipps-schutz-vor-lebensmittelbedingten-erkran-
kungen-durch-bakterielle-toxine.pdf

Schutz vor lebensmittelbedingten Erkrankungen beim HeiRhalten von Speisen, vom 27. Au-
gust 2020
https://www.bfr.bund.de/cm/343/schutz-vor-lebensmittelbedingten-erkrankungen-beim-
heisshalten-von-speisen.pdf

Empfehlungen zur hygienischen Zubereitung von pulverformiger Sauglingsnahrung
Stellungnahme Nr. 040/2012 des BfR vom 6. November 2012
https://www.bfr.bund.de/cm/343/empfehlungen-zur-hygienischen-zubereitung-von-pulverfoer-
miger-saeuglingsnahrung.pdf

E_:p’l!?El ,Stellungnahmen-App“ des BfR

[=]
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Uber das BfR

Das Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR) ist eine wissenschaftlich unabhangige Einrich-
tung im Geschaftsbereich des Bundesministeriums fur Erndhrung und Landwirtschaft
(BMEL). Es berat die Bundesregierung und die Bundeslander zu Fragen der Lebensmittel-,
Chemikalien- und Produktsicherheit. Das BfR betreibt eigene Forschung zu Themen, die in
engem Zusammenhang mit seinen Bewertungsaufgaben stehen.
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