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|I. EINLEITUNG

Bacillus (B.) cereus ist ein ubiquitares, Gram-positives, sporenformendes
Bakterium, welches als Ursache fur lebensmittelassoziierte Krankheitsbilder gilt.
Man  unterscheidet  dabei  zwischen dem  emetischem  Syndrom

(Lebensmittelintoxikation) und der Diarrh6-Form (Lebensmittelinfektion).

Aufgrund  der weiten  Verbreitung des  Bakteriums und  seines
Sporenbildungsvermoégens ist ein Eintrag in die Lebensmittelkette sehr haufig
(Kotiranta et al., 2000). Zwischen 2007 wund 2014 wurden 413
Krankheitsausbriiche an die European Food Safety Authority (EFSA) Ubermittelt,
die im Zusammenhang mit B. cereus standen (EFSA, 2016a). Bakterielle Toxine
waren 2015 nach Salmonellen die zweithdufigste Ursache lebensmittelassoziierter
Erkrankungen (EFSA, 2016b).

Zu einer Lebensmittelinfektion kommt es, wenn das Bakterium die Magenpassage
uberdauert und im Dinndarm Toxine bildet. Nach momentanem Wissensstand
sind drei Entertoxine die Hauptausloser fir Durchfallerkrankungen (Stenfors
Arnesen et al., 2008). Fast alle enteropathogenen Stdmme tragen eines oder
mehrere dieser Toxingene (Guinebretiére et al., 2002; Moravek et al., 2006). Der
Nachweis dieser Gene gilt aber nicht als aussagekréftig, da keine Korrelation zur
Toxinproduktion besteht (Dietrich et al., 2005; Minnaard et al., 2007). Jedoch
weill man, dass zwischen Proteinsekretion und Zytotoxizitat ein Zusammenhang
besteht und dass sowohl Faktoren, die vom Darm sezerniert werden, als auch die
Nahrstoffverfugbarkeit einen Einfluss auf das Toxizitatspotential eines Stammes
haben (Minnaard et al., 2004; Ouhib-Jacobs et al., 2009; Jessberger et al., 2014).

Bis heute sind weder alle Virulenzfaktoren bekannt, die zu einer B. cereus
bedingten Lebensmittelinfektion fuhren, noch ist deren Wirkungsweise im Wirt
ausreichend verstanden. Deshalb wurden in dieser Arbeit 20 Stdmme, deren Daten
zu Toxinproduktion, Toxizitdt und Genomsequenz bereits vorlagen, hinsichtlich
weiterer, putativer Pathogenititsfaktoren untersucht. Ziel war es, Parameter zu
identifizieren, die eine Unterscheidung zwischen potentiell enteropathogenen und

apathogenen Stammen ermdoglichen.

Diese Arbeit wurde durch das IGF-Forschungsvorhaben 18677 N der Forschungsvereinigung
Forschungskreis der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) Uber die AiF im Rahmen des Programms
zur Forderung der industriellen Gemeinschaftsforschung und -entwicklung vom
Bundesministerium fur Wirtschaft und Energie aufgrund eines Beschlusses des Deutschen
Bundestages gefordert.
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I1.LITERATURUBERSICHT

1. Allgemeines zu B. cereus

1.1. Taxonomie

B. cereus ist ein ubiquitdres, sporenbildendes, Gram-positives, fakultativ
anaerobes, bewegliches, stabchenformiges Bakterium. Es ist namensgebend fiir
die B. cereus Gruppe (B. cereus sensu lato), welche momentan neun Spezies
umfasst: B. cereus sensu stricto, B. anthracis, B. thuringiensis, B. mycoides, B.
pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B. cytotoxicus, B. toyonensis und die

neue Spezies B. wiedmannii (Guinebretiére et al., 2013; Miller et al., 2016).

Obwohl sie sich in ihren pathogenen Eigenschaften unterscheiden, weisen die
verschiedenen Spezies eine 99%ige Ubereinstimmung in ihrer 165 RNA-Sequenz
auf (Kotiranta et al., 2000). B. cereus, B. anthracis und B. thuringiensis
beispielsweise unterscheiden sich hauptsdchlich anhand von groRen Plasmiden,
die jedoch den gréRten Anteil der Virulenzfaktoren tragen (Patino-Navarrete et
al., 2016). Diese nahe Verwandtschaft macht die taxonomische Einteilung

innerhalb dieser Gruppe komplex.

Durch die Erstellung eines phylogenetischen Stammbaumes mittels multi-locus
sequence typing (MLST) wurde eine Einteilung in drei grundlegende Clades
vorgenommen (Didelot et al., 2009). Clade | beinhaltet B. anthracis, die Halfte
der B. cereus Stamme und einige B. thuringiensis Stamme. Die zweite Halfte der
B. cereus Stdmme findet sich zusammen mit dem GroRteil der B. thuringiensis
Stdamme in Clade I, wahrend B. mycoides und B. weihenstephanensis Clade I11
zugeordnet sind. Die Arbeitsgruppe um Guinebretiere et al. (2008) legte ein
Augenmerk auf das Temperaturoptimum der verschiedenen Spezies und teilte die
Gruppe durch genetische und phanotypische Analysen in sieben Clades ein.
Basierend auf whole genome sequence typing wurden nun in einer neuen Studie
neun Clades definiert (Kovac et al., 2016). Diese Ergebnisse zeigen, dass das
Toxizitatspotential eines Stammes eher in  Zusammenhang mit der
phylogenetischen Gruppe steht, als mit der Spezies an sich. Sie bestatigen damit
Resultate altere Studien (Guinebretiere et al., 2008; Guinebretiére et al., 2010)

und regen an, die Nomenklatur und taxonomische Stellung der B. cereus Gruppe
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neu zu diskutieren.

1.2 Nachweisverfahren

Zum Nachweis prasumtiver B. cereus werden momentan die beiden
Standardmedien Polymyxin-Eigelb-Mannitol-Bromthymol-Blau Agar (PEMBA)
und Mannitol-Eigelb-Polymyxin Agar (MYP) verwendet. Uber diese selektiven
Medien kann lediglich die Anzahl der Bakterien bestimmt werden (Ehling-Schulz
et al., 2013). Eine sichere Unterscheidung zwischen B. cereus und anderen
Spezies der B. cereus-Gruppe ist dabei nicht immer mdéglich. Ebenso fiihrt diese
Untersuchungsmethode héufig zu falsch negativen Ergebnissen (Fricker et al.,
2007).

Fur die Enterotoxine gibt es eine Vielzahl an Nachweismdglichkeiten. Zu den
biologischen Ansdtzen gehorten friher Tierversuche, wie z. B. der
Darmschlingenligationstest (Spira et al., 1972) oder die heute géngigeren in vitro
Zytotoxizitatsassays (Dietrich et al., 1999; Hardy et al., 2001). Diese Tests haben
den Vorteil, biologisch aktive Toxine sicher zu detektieren (Stenfors Arnesen et
al., 2008). Abhéngig von der Antikorperqualitdt sind die immunologischen
Testsysteme sehr spezifisch und sensitiv (Ceuppens et al.,, 2012a). Jedoch
bedeutet der alleinige Nachweis einer Toxinkomponente nicht, dass es sich auch
in vivo um einen toxischen Stamm handelt (Stenfors Arnesen et al., 2008). Zurzeit
gibt es drei kommerziell erhaltliche Testkits zum Nachweis verschiedener B.
cereus Enterotoxine: BDE VIA™ (3M-Tecra) fiir die Toxinkomponenten NheA
und NheB, BCET-RPLA (Oxoid) firr die Hbl-Komponente L2 und Duopath®
(Merck) fur NheB und Hbl L2 (Ceuppens et al., 2012a).

2. Eigenschaften von B. cereus

B. cereus kann verschiedene, fir den Menschen potentiell geféhrliche
Erkrankungen  hervorrufen.  Am  hdufigsten sind  lebensmittelbedingte
gastrointestinale Erkrankungen. Durch sein umfangreiches Vorkommen in Boden,
Pflanzen und Insekten ist ein Eintrag in zahlreiche Lebensmittel kaum zu
vermeiden (Stenfors Arnesen et al., 2008). Ein weiterer Faktor ist die Fahigkeit
zur Sporenbildung. In dieser Dauerform kann das Bakterium lange Zeit Gberleben
und ist unempfindlich gegenuber Hitze, Trockenheit, Strahlung und vielen
Chemikalien (Setlow, 2014a). Zudem konnen Sporen und vegetative Zellen vor

Umwelteinflissen geschutzt werden, wenn es zur Ausbildung eines Biofilms
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kommt. V. a. in der Lebensmittelindustrie ist die Biofilmbildung in Leitungen und
auf Gegenstanden problematisch, da Desinfektionsmalinahmen hdufig nicht
greifen (Wijman et al., 2007; Majed et al., 2016).

Eine potentielle Gefahr stellen auch probiotische Nahrungsergdnzungsmittel mit
B. cereus dar. Diese sind haufig falsch gekennzeichnet und beinhalten z. T.
pathogene Stdmme (Zhu et al., 2016). In Deutschland sind keine probiotischen
Produkte mit B. cereus zugelassen (BVL - Bundesamt fiir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit, 2008). B. cereus spielt auflerdem eine Rolle als
Verderbserreger. In  Milch bewirkt das Bakterium SiRgerinnung mit
einhergehender Bitterkeit (Andersson et al., 1995), wéhrend es bei Backwaren
zum sog. Fadenziehen kommt (Pepe et al., 2003). Auf Grund der
Produktveranderung kommt es allerdings i. d. R. nicht zum Verzehr und somit

auch nicht zum Krankheitsfall.

2.1. Krankheitsbilder

B. cereus st verantwortlich fir zwei verschiedene Formen von
Lebensmittelvergiftungen. Das Toxin Cereulid, ein zyklisches Dodecadepsipeptid,
ist die Ursache flr die emetische Form (Agata et al., 1995). Das hitzestabile,
peptidase- und sdureunempfindliche Toxin liegt bei der Aufnahme praformiert im
Lebensmittel vor und ruft eine Lebensmittelintoxikation hervor (Shinagawa,
1990; Stenfors Arnesen et al., 2008). Eine halbe bis sechs Stunden nach
Aufnahme von 10°-10® koloniebildenden Einheiten (KBE)/g Lebensmittel kommt
es zu Ubelkeit und Erbrechen. In der Regel klingen die Symptome nach ca. 24 h
ab. Jedoch wurden in Einzelfallen auch schwerwiegendere Symptome sowie
Todesfélle beschrieben (Ehling-Schulz et al., 2004). Die leicht mit einer
Staphylococcus (S.) aureus Intoxikation zu verwechselnden Krankheitsausbriiche
sind in der Regel mit starkehaltigen Lebensmitteln wie Reis und Pasta assoziiert
(Shinagawa, 1990).

Wassrige Durchfalle und abdominale Schmerzen sind die Leitsymptome der
durch enteropathogene Stamme hervorgerufenen Diarrhé-Form. Erste Symptome
treten nach ca. 8-16 h auf. Die Krankheit ist nach 24 h fast immer
selbstlimitierend. Auch hier betragt die infektidse Dosis 10°-10° KBE/g
Lebensmittel, aber ebenso wurden niedrigere und héhere Zahlen beschrieben

(Stenfors Arnesen et al., 2008). Eine Vielzahl an Lebensmitteln wird mit dieser
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Form in Verbindung gebracht. Gehduft finden sich jedoch Milch und
Milchprodukte, Puddings und SofRen, Gemise sowie fleischhaltige Produkte
(Granum et al., 1997). Die Diarrhd-Form wird durch den Verzehr eines mit B.
cereus Sporen und/oder vegetativen Zellen kontaminierten Lebensmittels
ausgelost und gilt als Lebensmittelinfektion. Eine Infektion mit Clostridium (C.)
perfringens gehort dabei zu den mdglichen Differentialdiagnosen (Stenfors
Arnesen et al., 2008). Die aufgenommenen Sporen gelangen nach Uberstandener
Magenpassage in den Dinndarm. Dort kommt es zur Auskeimung und
Vermehrung der Bakterien und schlieBlich  zur  Produktion  der
krankheitsauslosenden Toxine. Vegetativen Zellen wird dabei eine untergeordnete
Rolle zugeschrieben, da sie normalerweise durch die Bedingungen im Magen
abgetotet werden (Clavel et al., 2004; Wijnands et al., 2006). Zurzeit gelten drei

verschiedene Enterotoxine als Hauptausldser der Diarrhd-Form (siehe 2.4).

Neben den beiden beschriebenen Krankheitsbildern kann B. cereus auch lokale
und systemische extraintestinale Infektionen verursachen. Dazu gehdren
beispielsweise Wundinfektionen, Endophtalmitiden, Pneumonien, Septikamie und
Infektionen des zentralen Nervensystems. H&ufig sind dabei immunsupprimierte

Personengruppen betroffen (Bottone, 2010).

2.2. Bedeutung

B. cereus wird in diversen Lebensmitteln hdufig nachgewiesen. Te Giffel et al.
(1997) fanden in 40 % ihrer untersuchten Milchproben B. cereus. In einer
koreanischen Studie konnten aus 687 Proben (Sauglingsnahrung und ready-to-eat-
Produkte) 347 Stamme isoliert werden (Hwang et al., 2015). Dem gegentiber steht
eine verhaltnismalRig geringe Zahl von bestatigten Krankheitsausbriichen.
Vermutlich gibt es hier aber auf Grund der milden Symptomatik eine hohe
Dunkelziffer (Ceuppens et al., 2011). In Deutschland zahlt B. cereus nicht zu den
meldepflichtigen Krankheitserregern. Jedoch werden durch das Bundesinstitut fiir
Risikobewertung (BfR) Daten zu Lebensmitteln, die an Krankheitsausbriichen
beteiligt waren, erfasst. Im Jahr 2014 wurden insgesamt 48 Ausbriiche gemeldet,
zwei davon in Verbindung mit B. cereus (BfR, 2015). Die Statistik der EFSA zu
lebensmittelbedingten Krankheitsausbriichen von 2015 fasst unter dem Begriff
,,oakterielle Toxine* durch Bacillus, Staphyloccocus und Clostridium produzierte
Toxine zusammen. Diese waren mit 19,5 % an lebensmittelassoziierten
Ausbriichen beteiligt (EFSA, 2016b). Dass B. cereus Vergiftungen an Bedeutung
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zunehmen, zeigt eine neue Studie aus Frankreich, bei der das Bakterium als
zweithdufigste Ursache lebensmittelbedingter Krankheitsausbriiche ermittelt
wurde (Glasset et al., 2016).

2.3. Sporen

Auf Grund ihrer ubiquitdren Verbreitung und Resistenz gegenuber
Umwelteinflussen werden h&ufig B. cereus Sporen in kontaminierten
Lebensmitteln gefunden (Carlin, 2011). Die geanderten Anspriiche der
Verbraucher an prozessierte Lebensmittel (z. B. geringere Hitzeeinwirkung)
bergen zudem die Gefahr, dass Sporen in der Herstellung Gberleben kénnen (Abee
etal., 2011).

Die Sporulation der Bakterien findet gewdhnlich im Boden statt. Mehrere
Untersuchungen konnten Sporulation verschiedener Bakterien in der Einstreu von
Kuhstallen, in Milchpulver und im Intestinaltrakt von M&usen nachweisen (Tam
et al., 2006; Magnusson et al., 2007; Scott et al., 2007). Neben Néhrstoffgehalt
und Zelldichte sind dabei z. B. Temperatur, pH-Wert und Wassergehalt
entscheidend Faktoren. Unter Laborbedingungen wurde der Einfluss dieser
Faktoren in mehreren Studien getestet, die in der Ubersicht von Carlin (2011)
zusammengefasst sind. Abhdngig von den Bedingungen, die bei der Sporulation
herrschen, werden auch Uberleben und Auskeimung der Sporen beeinflusst
(Planchon et al., 2011).

Eine B. cereus Spore besteht aus folgenden Schichten (Abb. 1): Sporenkern,
innere Membran, Cortex, auflere Membran und Exosporium (Mantelschicht). Das
Exosporium spielt eine Rolle bei der Resistenz gegenuber auReren Einflissen, wie
z. B. Chemikalien. Darunter folgend befindet sich die &dulRere Membran, die evtl.
eine Permeabilitatsbarriere darstellt, sowie der Cortex, der bei der Auskeimung
aufgeldst wird und die Keimzellwand freilegt. Die innere Membran beinhaltet die
zur Auskeimung bendtigten, wichtigsten Proteine. Die innerste Schicht, der
Sporenkern, beinhaltet DNA, Ribosomen und Enzyme (Setlow, 2014b).
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Innere Membran AuBere Membran

A

Mantel

Kern

Keimzellwand

Exosporium

Abbildung 1: A. Schematische Darstellung einer Bacillus Spore, modifiziert
nach Setlow (2014a). B. Mikroskopische Aufnahme von Sporen des Stammes
INRA A3 aus dieser Arbeit.

Unter naturlichen Bedingungen keimen Sporen in Antwort auf bestimmte Stoffe
wie Aminosduren, Zucker oder Purine aus. Auch Hitzeeinwirkung kann den
Vorgang hervorrufen. Der Auskeimungsprozess startet dann innerhalb weniger
Sekunden und verléuft in aufeinanderfolgenden Stufen (Setlow, 2003). Warum
und wie dieser Vorgang genau ablauft ist immer noch nicht vollstandig geklart
(Setlow, 2003; Setlow, 2014b). Eine Besonderheit stellen sog. superdormant-
Sporen dar. Dies ist ein kleiner Anteil von Sporen, der in einem ,,Uber-
Ruhezustand* vorliegt und nur extrem langsam auskeimt. Sie stellen somit ein
grolRes Problem in Lebensmittelbetrieben dar, da sie dann aktiv werden, wenn
gangige Mechanismen zur Sporeninaktivierung abgeschlossen sind (Ghosh et al.,
2010). Dem Auskeimungsprozess folgt der Auswuchs. Dieser VVorgang Uberfuhrt
die ausgekeimten Sporen in eine wachsende Zelle (Setlow, 2003). Da dies in
vielen Schritten stattfindet und dabei jedoch keine morphologischen
Verénderungen sichtbar werden, ist eine Unterscheidung nur schwer mdglich
(Hornstra et al., 2009).

In einigen Lebensmittelbetrieben wird der Auskeimungsprozess bewusst
gefordert, da Sporen so anfélliger fur Umwelteinflisse werden und deshalb
Abtotungsstrategien effektiver wirken (Abee et al., 2011). Zur Vermeidung
mikrobieller Kontaminanten in Lebensmitteln werden verschiedene Malinahmen
ergriffen. Diverse Erhitzungsverfahren sind dabei die gebrduchlichste Methode.

Abhangig vom Lebensmittel kommen auch S&uren, Salze und oxidierende Stoffe
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zum  Einsatz  (Wells-Bennik et al., 2016). Reinigungs- und
DesinfektionsmaRnahmen von Oberflachen und Gegenstanden sind oftmals nicht
effizient, v. a. wenn sich die Sporen in einem Biofilm entwickeln (Abee et al.,
2011).

2.4. Virulenzfaktoren

Proteomstudien von B. cereus haben bislang 377 verschiedene Exoproteine
identifiziert. Dabei fanden sich sowohl Proteine, die im Bezug zur Toxizitat,
Motilitat und Adhésion stehen, als auch Proteine fur den enzymatischen Abbau
(Duport et al., 2016). Einige dieser sekretierten Proteine gelten als potentielle
Virulenzfaktoren. Als gesicherte Ausldser der Diarrhd-Form werden momentan
drei Zytotoxine angesehen. Zu diesen hitzelabilen Enterotoxinen gehdren neben
dem Einzelprotein Zytotoxin K (CytK) die aus je drei Komponenten bestehenden
Enterotoxine Hamolysin BL (Hbl) und das nicht-hdmolytische Entertoxin (Nhe).
Die nhe-Gene kommen in nahezu allen enteropathogenen Stdammen vor, wéhrend
weniger als 50 % aller Stamme Gene fur Hbl besitzen (Moravek et al., 2006).
Selten findet man Stamme, die ausschlief}lich Gene fiir CytK haben. Sie gehdren
zur Spezies B. cytotoxicus (Guinebretiére et al., 2013). Guinebretiére et al. (2002)
fanden auBerdem heraus, dass die Herkunft der Stdmme (Krankheitsausbruch oder
Lebensmittelisolat) sich unterschiedlich auf die Genexpression auswirkt. Die
Genexpression  der Haupttoxine  wird durch  den pleiotropen
Transkriptionsregulator Phospholipase C Regulator (PICR) aktiviert (Agaisse et
al., 1999).

2.4.1. Hamolysin BL

Hbl besteht aus den drei Proteinen B, L1 und L2 und entfaltet seine gesamte
toxische Wirkung, wenn alle drei Komponenten zusammenspielen (Beecher et al.,
1995). Auf Schafblutagar bildet es charakteristische, ringférmige Hamolysezonen
(Beecher et al., 1997). Neben der hdmolytischen Eigenschaft ist das Toxin
zytotoxisch, dermonekrotisch und fihrt zur Steigerung der vaskularen
Permeabilitat sowie zu Flussigkeitsansammlung im Darmschlingenligationstest
(Beecher et al., 1995).

Die Zelllyse findet auf Grund der Bildung von Poren in der Zellmembran statt.
Hierfur missen die Toxinkomponenten in einer festen Reihenfolge binden. Wenn

Hbl B an die Zellmembran gebunden hat, folgt die Bindung von L1 an B, an
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welches sich zuletzt L2 anlagert (Sastalla et al., 2013). Im Referenzstamm
F837/76, isoliert aus einer postoperativen Wunde, wurde das Toxin zum ersten
Mal beschrieben (Turnbull et al., 1979).

2.4.2. Nicht-hamolytisches Enterotoxin

Nhe wurde aus dem heutigen Referenzstamm NVH 0075-95 isoliert, der
verantwortlich flr einen grof3en, lebensmittelassoziierten Krankheitsausbruch in
Norwegen war (Lund et al., 1996). Wie Hbl ist auch Nhe ein Drei-Komponenten-
Toxin-Komplex. Die Komponenten NheA, NheB und NheC bilden zusammen
eine Pore in der Lipiddoppelschicht, in Folge dessen es zur osmotischen Zelllyse
kommt (Fagerlund et al., 2008). Lindback et al. (2004) fanden zuné&chst heraus,
dass eine maximale zytotoxische Aktivitat vorliegt, wenn das Verhéltnis von
NheA : NheB : NheC 10 : 10 : 1 betragt. Weitere Untersuchungen zeigten, dass
NheB und NheC beide in der Lage sind an die Zellmembran zu binden und
darauthin NheA angelagert wird (Lindbéack et al., 2010). Momentan geht man
davon aus, dass NheB und NheC vor der Bindung Komplexe formen. Nach einer
Konformationsédnderung bindet dann erneut freies NheB an den bestehenden
Komplex. Am Schluss lagert sich NheA an die ringférmige Struktur an und formt
die transmembrandre Pore (Heilkenbrinker et al., 2013). Zuséatzlich zu seiner
zytolytischen Eigenschaft bewirkt das Toxin, in Widerspruch zu seinem Namen,
eine Hamolyse der Erythrozyten mehrerer Saugetierspezies (Fagerlund et al.,
2008).

2.4.3.  Zytotoxin K

CytK ist ein Einzelprotein und gehort, wie auch das B-Toxin von C. perfringens
oder das a-Hamolysin von S. aureus, zur Familie der p-barrel pore-forming toxins
(Stenfors Arnesen et al., 2008). Auch CytK bildet transmembranédre Poren in
Lipiddoppelschichten aus (Hardy et al., 2001). Isoliert wurde das Toxin aus dem
Stamm NVH 391-98, welcher in Frankreich zu einem schweren
Krankheitsausbruch mit drei Todesféllen fiihrte (Lund et al., 2000).
Nachgewiesen werden konnten dermonekrotische, zytotoxische und hamolytische
Eigenschaften (Lund et al., 2000). Eine Analyse von DNA-Sequenzen ergab, dass
es neben der ursprunglichen Form einen weiteren Typ, CytK-2, gibt. Dieser weist,
im Gegensatz zu CytK-1, deutlich reduzierte Titer in Zytotoxizitatsassays auf.

Grund hierfir ist eine verringerte Leitfahigkeit der Poren (Fagerlund et al., 2004).
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Bei einer Analyse von 390 Stdammen konnte bei nahezu der Halfte das cytK-2-Gen
detektiert werden, wohingegen kein einziger Stamm cytK-1 aufwies (Castiaux et
al., 2015). Auch in anderen Studien war haufiger cytkK-2 als cytK-1 vertreten
(Guinebretiere et al., 2006; Fagerlund et al., 2004). Nach Meinung von Castiaux
et al. (2015) sollte das Zusammenwirken von CytK mit anderen Virulenzfaktoren

genauer untersucht werden.

2.4.4.  Weitere bekannte Virulenzfaktoren

Neben den bekannten Enterotoxinen gibt es noch weitere Proteine, die zur
Pathogenitét eines Stammes beitragen konnen. Clair et al. (2010) konnten durch
Sekretomanalysen verschiedene PlcR-unabhé&ngige Proteine detektieren, die
vermutlich zur Virulenz von B. cereus beitragen. Dazu zéhlen Enterotoxin FM
(EntFM), Enterotoxin A (EntA), EntB und EntC, sowie verschiedene Enzyme,
Adhasine und Flagelline. EntFM wurde kurze Zeit spater als eine
Zellwandpeptidase identifiziert, die an einer Vielzahl von Prozessen, wie z. B.
Motilitat, Adhasion und Biofilmbildung beteiligt ist (Tran et al., 2010). Das
ebenfalls PIcR-unabhangige Toxin Hamolysin 11 (Hlyll) zahlt wie CytK zu den S-
barrel pore-forming toxins. Es hat zytotoxische und hdmolytische Eigenschaften
(Andreeva et al., 2007) und 16st bei Makrophagen die Apoptose aus (Tran et al.,
2011). Die Metalloproteasen InhAl (Immuninhibitor A) und NprA (neutrale
Protease A) sind in der Lage, verschiedene Membrankomponenten zu spalten
(Chung et al., 2006). Zudem kdnnen InhAl, InhA2 und InhA3 dem Immunsystem
des Wirtes entgegenwirken (Guillemet et al., 2010). Eine Untersuchung zur
Haufigkeit und Genexpression der Metalloproteasen InhAl und NprA sowie Hly
Il ergab, dass hlyll nur in pathogenen Stammen nachweisbar war und dass auch
die Expression von inhaAl und nprA in pathogenen Isolaten erhéht war (Cadot et
al., 2010). Die Sphingomyelinase (SMase) ist ein weiterer Virulenzfaktor. Sie
verstarkt den zytotoxischen Effekt von Nhe auf Colonepithelzellen und
beeinflusst zudem die Mortalitatsrate im Insektenmodell (Doll et al., 2013). Erst
kirzlich wurde die von B. cereus sekretierte Kollagenase ColA in die Gruppe der
echten Kollagenasen aufgenommen und eine Beteiligung an nicht-
gastrointestinalen Infektionen angenommen (Abfalter et al., 2016).

2.5. Mogliche weitere Pathogenitatsfaktoren

Andere, wichtige pathogene Erreger, wie beispielsweise S. aureus oder Listeria
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(L.) monocytogenes besitzen extrazellulére, zytoplasmatische Proteine, die zwei
oder mehr Funktionen besitzen und die als moonlighting Proteine bezeichnet
werden. Diese sitzen an der Zelloberflache und tragen zur Kolonisation, Adhasion
und Virulenz bei (Henderson et al., 2011). Auch B. cereus kann viele dieser
Exoproteine produzieren (Clair et al., 2010). Daher stellt sich die Frage, ob die
Fahigkeit zur Adh&sion oder Motilitat, die durch diverse dieser Proteine
bewerkstelligt wird, nicht selbst als potentieller Virulenzfaktor angesehen werden

kann.

25.1.  Motilitat

Die Fahigkeit zur gerichteten Fortbewegung stellt fir viele Bakterien bei der
Besiedelung ihres Wirts einen Vorteil dar. Die héaufigsten und am besten
untersuchten Formen von Motilitat sind swimming und swarming. Hierfiir bildet
das Bakterium spezielle, rotierende Organellen, die sog. Flagellen aus (Josenhans
et al., 2002). Die Flagelle ist komplex aufgebaut und besteht im Wesentlichen aus
Korper, Haken und Filament. Der basale Korper ist in die Zellmembran verankert
und gleichzeitig Sekretionsapparat und Motor. Der Haken verbindet den Korper
mit dem extrazellularen Filament, welches propellerartig die Bewegung in Gang
setzt (Mukherjee et al., 2014). Bewegen sich Bakterien individuell in einer
Flussigkeit, so spricht man von swimming. Swarming hingegen bezeichnet die
Fortbewegung einer gesamten Bakterienpopulation auf einer feuchten Oberflache.
Dabei verandern sich die kurzen, vegetativen Schwimmzellen zu Schwarmzellen.
Diese sind langer, besitzen eine grofiere Anzahl an Flagellen und sind nicht mehr
teilungsfahig (Senesi et al., 2010). Auch die Pathogenitat kann von der Motilitat
beeinflusst werden. So weil man, dass Flagellengene und Virulenzfaktoren z. T.
gemeinsam reguliert werden (Ottemann et al., 1997). Ghelardi et al. (2007)
konnten feststellen, dass swarming von B. cereus mit einer erhohten Hbl-
Sekretion einhergeht und dass Stdmme ohne Flagellen das intrazelluldr
produzierte Hbl nicht sekretieren kénnen. Aullerdem waren die aus Kklinischen
Fallen isolierten Stamme hdufiger in der Lage sich fortzubewegen als die
Lebensmittelisolate. Daher postulierten die Autoren eine hohere Virulenz fiir
swarming-kompetente Zellen. Eine zentrale Rolle in der Regulation von Flagellen
spielt FIhF, eine Signalerkennungspartikel-ahnliche GTPase. Gesichert ist, dass
FIhF die Anzahl und Anordnung der Flagellen reguliert (Salvetti et al., 2007).

Durch proteomische Analysen einer flhF-Deletionsmutante konnte nun neben der
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Beteiligung am swarming auch der Einfluss auf Proteinsekretion und Pathogenitat
festgestellt werden. Ein Fehlen von FIhF fiihrte bei vielen Proteinen (z. B. Hbl
und CytK) zu einer verringerten Sekretion. Im in vivo Versuch zeigte sich dies an

einer reduzierten Pathogenitat (Mazzantini et al., 2016).

2.5.2.  Adhasion

In verschiedenen Studien konnte bislang nachgewiesen werden, dass sowohl B.
cereus Sporen als auch vegetative Zellen an epitheliale Zellen adharieren kénnen
(Andersson et al., 1998; Minnaard et al., 2004; Ramarao et al., 2006). Uber die
Mechanismen oder dafur verantwortlichen Faktoren weifs man bisher nur wenig.
Ramarao et al. (2006) gehen davon aus, dass adhdrierte Bakterien den
Reinigungsmechanismen des Darmes entgehen. Bei ihren Untersuchungen fanden
sie heraus, dass Adhasion stammspezifisch ist und konnten zudem eine
Beteiligung des Flagellengens flhA nachweisen. Minnaard et al. (2004) konnten
zeigen, dass eine Verbindung der Bakterien mit Epithelzellen zur Zerstérung der
F-Aktinfilamente im Zytoskelett fiihrt. Sie nahmen an, dass durch den
Mechanismus der Adhésion die Virulenz auf verschiedene Weisen verstarkt
werden kann, z. B. indem dadurch lokal hohe Toxinkonzentrationen erreicht
werden konnen oder Signalibermittlungen stattfinden. Die Beteiligung an der
Signaltransduktion konnte einige Jahre spater verifiziert werden. So wird nach der
Interaktion zwischen B. cereus und ephitelialen Zellen eine Phospholipase C
abhangige Signalkaskade aktiviert, welche zu signifikanten Veranderungen im
Zytoskelett fuhrt. Damit konnte eine Invasion ermdglicht werden (Minnaard et al.,
2013).

2.6. Gastrointestinale  Bedingungen  und  lebensmittelassoziierte
Faktoren

Die Lebensmittelinfektion wird durch Toxine ausgeldst, die von B. cereus im

Dunndarm gebildet werden. Auf Grund dieser gegebenen Voraussetzung haben

sich zahlreiche Studien mit den verschiedenen Faktoren, die einen Einfluss auf

das Uberleben von B. cereus im Wirt haben kénnten, befasst.

Clavel et al. (2004) untersuchten das Uberleben von Sporen und vegetativen
Zellen in einer an die Magenbedingungen angepassten Elektrolytldsung in
Verbindung mit Lebensmitteln. Sporen erwiesen sich dabei als sdurestabil,

wéhrend die vegetativen Zellen i .d. R. abgetOtet wurden, jedoch in Abhé&ngigkeit



I1. Literaturiibersicht 13

sowohl vom pH-Wert als auch vom mitaufgenommenen Lebensmittel. So
widerstanden die Bakterien den sauren Bedingungen am besten unter Zugabe von
Milch. Ein pH-Wert tber finf fuhrte sogar zum Wachstum der vegetativen Zellen.
Ahnliche Ergebnisse zur Sporenresistenz wurden von Wijnands et al. (2006)
erzielt. In einem weiteren Versuch dieser Arbeitsgruppe wurde die Inaktivierung
vegetativer Zellen unter simulierten Magenbedingungen bestimmt (Wijnands et
al., 2009). Sie kamen dabei zum Schluss, dass abhangig von Wachstumsphase,
Stamm und Alter des Konsumenten bis zu 26 % der aufgenommen Zellen die

Magenpassage Uberleben kénnen.

Eine prézise in vitro Simulation der Magen-Darm-Passage in finf dynamischen
Phasen wurde von Ceuppens et al. (2012b) durchgefihrt. Auch hier konnten die
Sporen alle Phasen Uberleben und es kam sogar zur Auskeimung. Darauf
folgendes Bakterienwachstum konnte durch den Zusatz nattrlicher Begleitflora
verhindert werden, was bereits eine friihere Studie ergab (Ceuppens et al., 2012d).
Fehlten andere intestinale Bakterien, so wurden bis zu 10’ KBE erreicht.
Allerdings konnte nie die Produktion von Enterotoxinen nachgewiesen werden.
Daher kamen die Autoren zum Schluss, dass einen Beteiligung epithelialer
Faktoren notwendig ist, um eine Diarrhosymptomatik zu erhalten. Eine
Beteiligung des Epithels an der Sporenauskeimung konnte bereits durch Wijnands
et al. (2007) nachgewiesen werden. Sporen die zwei Stunden mit CaCo-2-Zellen
inkubiert wurden, zeigten deutlich gesteigerte Auskeimungsraten im Gegensatz

zur Kontrollgruppe.

Auch einzelne Nahrstoffgruppen und andere lebensmittelassoziierte Faktoren
kdnnten einen Einfluss auf die Bestimmung von B. cereus im Gastrointestinaltrakt
haben. So wurde beispielsweise unter den Kohlehydraten Fructose als wichtiger
Metabolit unter anaeroben Wachstumsbedingungen identifiziert, der auch
Auswirkungen auf die Enterotoxinproduktion zeigte. Wahrend die Produktion von
Hbl und Nhe unter Zusatz von Glucose nur sehr niedrig war, konnte z. B. mit
Fructose die Produktion von Hbl um das 2,5fache verbessert werden. Jedoch ist
bei dieser Untersuchung auch die Wirkung von Aminoséuren zu berticksichtigen,
die im Wachstumsmedium enthalten waren (Ouhib-Jacobs et al., 2009). Bei der
Untersuchung von im Medium bzw. in Lebensmitteln enthaltenen Fette auf das
anaerobe Wachstum von B. cereus bei 15 °C Umgebungstemperatur wurde

festgestellt, dass die ungeséttigten Fettsduren in Spinat ausreichen, um ein
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verbessertes Wachstum zu erzielen (de Sarrau et al., 2013). Durch die enthaltenen
Fette konnen die Bakterien ihre Membranfluiditdt an die kalten Temperaturen
anpassen und dadurch eine maximale Zelldichte wie unter optimalen

Bedingungen erreichen.

Uberdies wurden auch komplexe Lebensmittel in Testsysteme integriert. Medrano
et al. (2009) konnten nachweisen, dass Kefir den zytopathischen Effekt von B.
cereus auf CaCo-2-Zellen antagonisiert, obwohl die Adhédsion dadurch nicht
beeinflusst wird. Eine andere Studie untersuchte antimikrobielle Einflisse von
Blumenkohl,  Brokkoli und  Sojabohnennebenprodukten  und  deren
phytochemischer Inhaltsstoffe. Das Wachstum verschiedener Gram-negativer und
-positiver Bakterien, darunter auch B. cereus, wurde unter Zusatz von 5 %
Gemdse beurteilt. Bis auf L. monocytogenes konnte bei allen getesteten Bakterien

eine Reduktion der Bakterienpopulation erreicht werden (Sanz-Puig et al., 2015).
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Material

1.1. Chemikalien

3,3",5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) (Sigma-Aldrich, T2885)
Aceton (Sigma-Aldrich, 32201)

Ammoniumsulfat ((NH;).SO,) (Sigma-Aldrich, 31119)
a-Casein (Sigma-Aldrich, C6780)

a-Lactalbumin (Sigma-Aldrich, L5385)

-Casein (Sigma-Aldrich, C6905)

B-Lactoglobulin (Sigma-Aldrich, L3908)

Calciumchlorid (CaCl,) (Merck, 2387)

Calciumnitrat Tetrahydrat (Ca(NO3), x 4 H,0) (Roth, X886.1)
Casein-Natriumsalz aus Kuhmilch (Sigma-Aldrich, C8654)
Caseinhydrolysat (Oxoid, LP0041)

Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche, 11644807001)
Citronenséure-Monohydrat (Sigma-Aldrich, 33114)
Cobalt(l11)-chlorid Hexahydrat (CoCl, x 6 H,0) (Roth, 7095.1)
D-(+)-Glucose-Monohydrat (Sigma-Aldrich, 16301)
D-(+)-Maltose Monohydrat (Roth, 8951.1)

Dikaliumhydrogenphosphat (K,HPO,) (Sigma-Aldrich, P3786)

Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPQO,) (Sigma-Aldrich, 71640)

Eisensulfat Heptahydrat (FeSO,4) (Sigma-Aldrich, 215422)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) (Sigma-Aldrich, E1644)

Fetales Kalberserum (FCS) (Biochrom AG, S 0115)
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Hefeextrakt (Oxoid, LP0021)

Kaliumchlorid (KCI) (Roth, 6781.1)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,) (Sigma-Aldrich, 60220)
Kupfer(I)-chlorid-Dihydrat (CuCl,) (Roth, 2623.1)

k-Casein (Sigma-Aldrich, C0406)

Lab-Lemco-Pulver (Oxoid, LP 0029)

Lactoferrin (Sigma-Aldrich, L9507)

Magnesiumchlorid Hexahydrat (MgCl, x 6 H,0) (Roth, A537.1)
Magnesiumsulfat Heptahydrat (MgSO,4 x 7 H,0) (Sigma-Aldrich, 63138)
Mangansulfat Monohydrat (MnSQO,4 x H,0) (Sigma-Aldrich, 221287)
Methanol (Sigma-Aldrich, 34860)

Natriumcarbonat (Na,CO3) (Sigma-Aldrich, 31432)
Natriumchlorid (NaCl) (Sigma-Aldrich, 31434)
Natriumcitrat-Dihydrat (Merck, 1.06448.0500)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) (Riedel-de Haén, 31437)
Natriummolybdat Dihydrat (Na,MoO,4 x 2 H,0) (Roth, 0274.1)
PBS Dulbecco (phosphate buffered saline) (Biochrom AG, L 1825)
Pepsin aus Schweinemagenmukosa (Sigma-Aldrich, P6887)
Pepton (Oxoid, LP 0037)

Propidiumiodid (Sigma-Aldrich, 81845)

RPMI 1640 Medium (Biochrom AG, FG 1215)

Salzséure (HCI) 5 mol/l (Merck, 1.09911.0001)

Schwefelsdure (H,SO,) (Sigma-Aldrich, 30743)
Trypsin-EDTA-L6sung (Sigma-Aldrich, T3924)

Trypanblau (Sigma-Aldrich, T8154)



111. Material und Methoden 17

Tween 20 (Sigma-Aldrich, P1379)
Wasserstoffperoxid (H,O,) 30 % (Sigma-Aldrich, 31642)

Zinkchlorid (ZnCly) (Sigma-Aldrich, 96468)

1.2. Nahrmedien

1.2.1. Flussige Nahrmedien

Casein-Glucose-Hefeextrakt-Vollmedium (CGY) zur Anzucht von B. cereus

Nach (Beecher et al., 1994)

20 g Caseinhydrolysat

6 g Hefeextrakt

2 g Ammoniumsulfat

14 g Dikaliumhydrogenphosphat
6 g Kaliumdihydrogenphosphat
1 g Natriumcitrat

2 g Magnesiumsulfat

Glucosel6sunag: 20 % Glucosemonohydrat in destilliertem Wasser (A. dest.)

geldst und sterilfiltriert.

Die abgewogenen Reagenzien wurden mit A. dest. auf 950 ml aufgefiillt und 20
min bei 121 °C autoklaviert. Vor Gebrauch wurden 50 ml einer sterilen 20%igen

Glucoselésung zugegeben, um eine Endkonzentration von 1 % zu erhalten.

Flissigmedium fir die Zellkultur

RPMI 1640 Medium wurde mit 10 % FCS supplementiert.

1.2.2. Feste Nahrmedien
Columbia-Agar mit Schafblut (Oxoid, PB5039A)

CGY-Agar: zusétzlich zu oben aufgefuhrten Chemikalien wurden 15 g/l
Agar zugeben
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CGY-Weichagar: zugefligt wurde Agar in einer Endkonzentration von 0,25 %

bzw. 0,7 %

1.3. Lésungen und Puffer

1.3.1. Losungen zur Sporenherstellung
Medium zur Sporenisolation (MSM - minimal sporulation medium)

5 ml Spurenelemente (Tab. 1)
5 ml Stickstoff-Schwefel-Mangan-Gemisch (N-, S-, Mn) (Tab. 2)
8 g Nahrbrihe (Tab. 4)

Das Gesamtvolumen wurde mit A. dest. auf 1 | aufgefullt und der pH-Wert auf
7,6 eingestellt. Nach 20-minitigem Autoklavieren bei 121 °C wurde zur

abgekuhlten Losung 1 ml Eisensulfat und 10 ml Maltose zugesetzt (Tab. 3).

Tabelle 1: Spurenelemente

finale Konzentration 200 x Stock
inllMSM

g/mol mg/I uM g/l g/50 ml

MgCl; x 6 H,0 203,3 203,3 1000 40,66 2,03

Ca(NOs3), x 4 H,0 236,15 236,15 1000 47,23 2,36
ZnCl, 136,3 1,7 12,5 0,34 0,017
CuCl, 170,48 0,43 2,5 0,086 0,0043
CoCl, x 6 H,0O 237,93 0,59 2,5 0,118 0,0059
Na;MoO4 x 2 H,O | 241,95 0,6 2,5 0,12 0,006

Jede LAsung wurde einzeln in 50 ml A. dest. hergestellt und bei 4 °C gelagert.

Tabelle 2: N-, S-, Mn-Quelle

finale Konzentration 200 x Stock
in1lMSM
g/mol mg/I UM g/l g/50 ml
(NH,4),SO, 132,14 660 5 132 6,6
MnSO4 x H,0O 169,02 11 0,066 2,2 0,11

Eine LOsung aus beiden Chemikalien wurde in 50 ml A. dest. hergestellt und bei

4 °C lichtgeschitzt gelagert.
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Tabelle 3: sonstige Losungen

finale Konzentration

in1lMSM
g/mol M g/50 ml
FeSO, 278,01 0,001 0,0139
Maltose 360,32 1 18,01
Monohydrat

Jede Losung wurde einzeln in 50 ml A. dest. hergestellt, sterilfiltriert und bei 4 °C

gelagert.

Né&hrbrihe: 8 g Pulver wurden nach Herstellerangaben (Nutrient Broth, Oxoid,
CMO0001) selbst hergestellt.

Tabelle 4: Nahrbrihe

Lab-Lemco 0,62 g
Hefe 1,23 ¢
Pepton 3,089
Natriumchlorid 3,089
Sporenwaschpuffer
Tabelle 5: Sporenwaschpuffer
g/mol M g/100 ml
KH,PO, 136,09 1 13,6
KoHPO, 174,18 1 17,4

Die Stockldsungen wurden einzeln in A. dest. hergestellt und bei 4 °C gelagert.
Vor Gebrauch wurden 2 ml KH,PO,4 und 8 ml K;HPQO, (Tab. 5) mit A. dest. auf 1
| aufgefiillt und 20 min bei 121 °C autoklaviert.
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1.3.2. Lésungen fur Enzymimmunoassays

Waschlésung: 8,55 g NaCl, 2,5 ml Tween 20, mit A. dest. auf 10 | aufgefullt

Casein-PBS-L6sung: 3 % bzw. 1 % Casein-Natriumsalz in PBS

Tween 20 in PBS: 0,5 % Tween 20 in PBS

Citratpuffer: 44,13 g Citronensaure-Monohydrat in 800 ml A. dest. gelést und
durch Zugabe von KOH (1 mol/l) auf pH 3,95 eingestellt; 336 ul H,O, zugesetzt

Tetramethylbenzidin-Ldsung: 252 mg TMB, 5 ml Aceton, 45 ml Methanol

Chromogen/Substratlésung: 5 % TMB-L6sung in Citratpuffer

Schwefelsdure: 1 mol/l

Bicarbonatpuffer: 1,59 g Na,CO3 und 2,93 g NaHCO3; mit 1 | A. dest. aufgefullt
(pH 9,6)

1.3.3. Sonstige Lésungen
Phosphatgepufferte Kochsalzldsung (PBS): 6,79 g NaCl, 1,47 g Na,HPO, und
0,43 g KH,PO, mit A. dest. auf 1 | aufgefiillt.

Magensaft:

Nach (Clavel et al., 2004)
4,8 g NaCl

1,56 g NaHCO3

2,2 gKCl

0,22 g CaCl,

Die Reagenzien wurden mit 1 | A. dest. aufgefillt und der pH-Wert mit 5 M HCI
auf 2 eingestellt. Nach dem Autoklavieren wurde der pH-Wert erneut gemessen
und ggf. mit steriler 5 M HCI nachgestellt. Kurz vor Gebrauch wurden 500 U/I
Pepsin zugefugt.
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14. Immunreagenzien

1.4.1. Monoklonale Antikdérper

Die in Tabelle 6 aufgefiihrten monoklonalen Antikdrper (mAk) wurden am
Lehrstuhl fir Hygiene und Technologie der Milch hergestellt (Dietrich et al.,
1999; Dietrich et al., 2005; Tausch, 2016).

Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete mAk

Toxinkomplex Komponente mAK
2B11
B
1E11-HRP
Nhe
1G4
A
2G11-HRP
1D12
B
1B8-HRP
1A12
Hbl L2
1H9-HRP
L1 1E9

1.4.2. Polyklonale Antikdrper
Kaninchen Anti-Maus Immunglobuline-HRP (Dako, P0161)

1.5. Zelllinie
Verwendet wurde die Zelllinie CaCo-2, isoliert aus humanem
Colonadenokarzinom (DSMZ-Nr. ACC 169).

1.6. Bakterienstamme

Die verwendeten Bakteriensttmme stammten aus einem  friheren
Forschungsprojekt. Neben diesem 19 Stdmme umfassenden Set wurde zusétzlich
der probiotische B. cereus Stamm IP 5832 untersucht (Tab. 7). Das Stammset
wurde bereits hinsichtlich Toxinproduktion, Toxizitdt und Genomsequenz
eingehend charakterisiert. Es beinhaltet sowohl pathogene als auch apathogene

Stamme, die entweder aus Lebensmitteln isoliert wurden oder von einem
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Krankheitsausbruch stammen. AuRerdem wurden nur mesophile B. cereus sensu
stricto Stamme (Clade I und Il) mit einbezogen. Ein weiteres Augenmerk bei der
Auswahl des Stammsets lag auf dem Toxingenprofil. Das emetische Toxincluster
ces wurde ausgeschlossen. Die Kombination der Enterotoxingene fiihrte zu einer
Einteilung in verschiedene Toxintypen, welche wiederrum starke und schwache
Toxinproduzenten beinhalteten. Vertreten sind auch die beiden B. cereus
Referenzstamme fir Nhe/Hbl (F837/76) und Nhe (NVH 0075-95). Der
probiotische Stamm IP 5832 wurde fir diese Arbeit hinzugefiigt und die
Charakterisierung so weit wie mdoglich erganzt. Alle Stdmme wurden auf

Columbia Agar mit Schafblut kultiviert und 14-tagig passagiert.
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1.7. Verbrauchsmaterialien
Cryotubes 1,8 ml (Thermo Fisher, 375418)

Deckglaschen

Eppendorf ReaktionsgefaBe 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf, 0030 120.086, 0030
120.086)

Mikrotiterplatten, 96 well (Thermo Fisher, 439454)

Mikrotiterplatten, 96 well, schwarz (Thermo Fisher, 165305)
Mikrotiterplatten, 96 well, steril (Thermo Fisher, 167008)

Petrischalen 60 x 15 mm, 94 x 16 mm (greiner bio-one, 628102, 633102)
pH-Indikatorpapier pH 1 - 10 (Merck, 1.09526.)

Pipettenspitzen 0,5 — 20 ul, 2 — 200 pl, 50 — 1000 pl (Brand, 732024, 732028,
732032)

Probenréhrchen 15 ml, 50 ml (greiner bio-one, 188271, 227261)

Sterilfilter Millex-GV Filter Unit 0,22 um (Merck Millipore, SLGV033RB)
UV-Kiivetten (Brand, 759210)

Zellkulturflaschen 25 cm?, 80 cm? (Thermo Fisher,156367, 178905)

Zellkulturplatten, 24 well, steril (Thermo Fisher, 142475)

1.8. Geriéte

Begasungsbrutschrank (Heraeus)
Biophotometer (Eppendorf)

Brutschrank (Memmert)

CO,-Inkubator Heracell 150 (Thermo Fisher)
Flockeneisbereiter (Scotsman)
Heizplatte/Magnetriihrer (Velp Scientific)
Inverses Mikroskop (Zeiss)

Mikrotiterplattenlesegerat Sunrise Remote Control Reader (Tecan)
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Modulares Funktionsmikroskop Aristoplan (Leitz)
Multifuge 1 S-R (Heraeus)

pH-Meter (InoLab)

Schittelinkubator (New Brunswick Scientific)
Schittelwasserbad (GFL)

Sterilwerkbank Herasafe (Heraeus)

Stomacher Lab-Blender 80

Taumelschdittler Polymax 1040 (Heidolph)
Thermomixer comfort (Eppendorf)

Varifuge 3.0R (Heraeus)

Varioklav Dampfsterilisator (H+P Labortechnik GmbH)
Victor® 1420 multilabel counter (PerkinElmer)
Vortex-2 Genie (Scientific Industries)

Waage (Sartorius)

1.9. Sonstiges
Accu-Jet Pipettierhilfe (Brand)

Erlenmeyerkolben 200 ml, 300 ml, 500 ml, 1000 ml (Schott)
Glaspipetten 1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml

Handz&hlgerat

Variable Achtkanalpipette 30 — 300 ul (Eppendorf)

Variable Pipetten 0,5 — 10 pl, 10 — 100 pl, 100 — 1000 pl (Eppendorf)
Variable Zwdlfkanalpipette 30 — 300 ul (Eppendorf)

Zahlkammer nach Thoma (Brand)
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2. Methoden

2.1. Kultivierung von B. cereus und Gewinnung von zellfreien
Kulturiberstanden

20 ml CGY-Medium wurden mit einer Einzelkolonie eines B. cereus Stammes
von einer Blutplatte beimpft und Uber Nacht fur 17 h bei 32 °C und 125 rpm
inkubiert. Zur Gewinnung von zellfreien Kulturiberstanden wurde (ber eine
photometrische Messung die optische Dichte der Ubernachtkultur (UNK) bei
einer Wellenldnge von 600 nm bestimmt (ODgg) und CGY-Medium auf eine
ODgno von 0,2 eingestellt. Nach sechsstiindiger Inkubation bei 32 °C und 125 rpm
wurde die Kultur abzentrifugiert (4500 rpm, 10 min, 4 °C), der Uberstand
sterilfiltriert und nach Zugabe von 1 mM EDTA-LG8sung in Cryotubes portioniert
und bei -20 °C gelagert.

2.2. Motilitatsassay

Die Bestimmung der Motilitdt von B. cereus wurde vergleichend fur alle 20
Stamme mit jeweils drei Replikaten bei 30 °C sowie 37 °C durchgefiihrt. Dazu
wurde die ODggo auf 20 eingestellt. 1 pl dieser Suspension wurde mittig in kleine
CGY-Platten (g 60 mm) mit 0,25 % bzw. 0,7 % Agar injiziert. Nach 5, 10, 24, 32
und 48 h Inkubationszeit erfolgte die Messung und Dokumentation des
Motilitdtsdurchmessers. Bestimmt wurde dieser an der langsten Stelle. Grund
hierflr war die unsymmetrische, z. T. sichelférmige dezentrale Ausbreitung der

Bakterien. Berechnet wurde der Mittelwert aus allen Durchgéngen.

2.3. Isolierung von B. cereus Sporen

Zur Herstellung der B. cereus Sporen wurden je Stamm 2 x 100 ml frisches
MSM-Medium mit 0,5 % einer B. cereus UNK inokuliert. Nach dreitagiger
Inkubation bei 30 °C und 125 rpm erfolgte eine lichtmikroskopische Kontrolle der
Suspension. Zu diesem Zeitpunkt lagen ca. 80 % freie Sporen vor. Anschlielend
wurde die Kultur bei 4000 rpm und 4 °C fir 7 min zentrifugiert und in 40 mi
geklhltem Sporenwaschpuffer resuspendiert. Dieser Schritt wurde dreimal
wiederholt und die Suspension ein weiteres Mal mikroskopiert. Die Sporen
wurden bei 4 °C gelagert und noch drei Wochen lang einmal wdchentlich
gewaschen bis das Praparat eine hohe Sporendichte und -reinheit aufwies.
Unmittelbar vor einem Experiment wurde die Sporensuspension erneut einmal mit

Waschpuffer gewaschen.
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2.4. Zellkultur

2.4.1. Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Die Subkultivierung der Zelllinie CaCo-2 erfolgte alle zwei bis drei Tage.
Medium und Puffer wurden auf Raumtemperatur angewédrmt. AnschlieRend
wurde die Zellkulturflasche aus dem Brutschrank (37 °C, 7 % CO,-Begasung)
genommen und mikroskopiert. Das verbrauchte Medium wurde abgenommen, die
Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und dann mit 5 ml Trypsin-EDTA flr 5 min
inkubiert. Die Abldsung des Zellrasens wurde makroskopisch gepriift. Nach
Zugabe von 10 ml RPMI 1640 Medium wurden die Zellen durch mehrmaliges
auf- und abpipettieren resuspendiert. Die Suspension wurde in ein Réhrchen
uberfuhrt und fur 5 min bei 500 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach
Abnahme des Uberstandes wurde das Zellpellet in 10 ml frischem Medium
resuspendiert und im benétigten Verhaltnis (i. d. R. 1:10) in eine neue 80 cm?-
Zellkulturflasche mit 30 ml Medium pipettiert.

2.4.2.  Adhasionsassay

Fir die Adhasionversuche wurden 5 x 10* CaCo-2-Zellen in 24-well-Platten
ausgesat und 14 Tage ausdifferenziert. Hierfiir wurden die Zellen zundchst wie bei
der Subkultivierung behandelt. Nach dem Zentrifugieren und Resuspendieren
wurde die Anzahl lebender Zellen ermittelt. 50 pl der Zellsuspension wurden mit
50 pl 0,1%iger Trypanblaulésung angefarbt und mit Hilfe einer Thoma-
Zahlkammer unter dem Mikroskop gezahlt. Lebende Zellen erschienen dabei hell,
wahrend tote Zellen den Farbstoff durch die durchlassig gewordene Membran
aufnahmen und sich dunkelblau anféarbten. Die Berechnung der Zellen/ml erfolgte

nach folgender Formel:

Anzahl lebender Zellen x 50 (Schichtdicke der Kammer) x 2 (Verdunnung) X
1000 (in 1 ml)

In die 24-well-Platte wurde je 1 ml Medium vorgelegt und die auf eine Zellzahl
von 5 x 10* berechneten CaCo-2-Zellen zugegeben. Wiahrend der 14 Tage erfolgte

alle zwei bis drei Tage ein Mediumwechsel.

2.4.2.1. Bestimmung der koloniebildenden Einheit (KBE)
Im Vorversuch wurde die KBE aller Staimme ermittelt. Uber die Messung der
ODggo konnte so spater indirekt eine Aussage Uber die Keimzahl getroffen
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werden. Dafiir wurde die ODgo der UNK bestimmt und auf 0,05 eingestellt. Eine
Verdinnungsreihe in PBS wurde angelegt und in den Verdiinnungsstufen 107 -
107 auf CGY-Platten ausgebracht. Nach der Bebriitung bei 37 °C iber Nacht
wurden die makroskopisch sichtbaren Kolonien mit Hilfe eines Handzéhlgeréates

bestimmt und der gewichtete Mittelwert berechnet.

Die Sporenzahlbestimmung wurde ahnlich durchgefuhrt. Die Sporensuspension
wurde bei 4500 rpm und 4°C fir 15 min abzentrifugiert, in 5 ml
Sporenwaschpuffer resuspendiert und die ODggo auf 0,4 eingestellt. 4 x 200 pl der
Suspension wurden in Eppendorf-Reaktionsgeféale uberfiihrt und nach Erhitzen
bzw. in nicht erhitztem Zustand ausplattiert. Die 10-minutige Erhitzung auf 80 °C
der einen Hélfte der Sporen gewahrleistete zum einen die Ermittlung der reinen
Sporenanzahl, da vorhandene vegetative Bakterien somit abgetotet wurden. Zum
anderen diente der Vergleich zwischen erhitzter und nicht erhitzter Probe zur
Kontrolle der Reinheit der Sporenisolation. Auch hier wurden fur die spatere
Berechnung KBE und ODggo zueinander in Beziehung gesetzt. Allerdings muss
bertcksichtigt werden, dass die photometrische Bestimmung der Sporen auf
Grund ihrer GroRe und ihrer Neigung zur Agglomeration z. T. voneinander
abweichende Ergebnisse lieferte.

2.4.2.2. Adhasion von B. cereus Sporen an CaCo-2-Zellen

Die Adhasion von B. cereus Sporen an CaCo-2-Zellen wurde vergleichend fur alle
20 Stdmme durchgefuhrt. Nach Trypsinbehandlung wurden die Zellen aus zwei
wells gelést und nach Zugabe von Trypanblau gezahlt. Die Sporensuspension
wurde bei 4500 rpm und 4 °C fir 15 min zentrifugiert, in 5 ml Waschpuffer
resuspendiert und die ODgyp bestimmt. Anhand dieses Wertes, der
Sporenzahlbestimmung aus dem Vorversuch und der Anzahl der Zellen konnte so
die benétigte multiplicity of infection (MOI) berechnet werden, und damit das
Inokulum in 20 ml RPMI Medium fertiggestellt werden. Die MOI drickt das
zahlenméRige Verhéltnis zwischen Bakterien und Zielzellen aus. Ein Vorversuch
zeigte vergleichbare Ergebnisse fir MOI 1 und 10. Um Sporenmaterial zu sparen
wurde daher eine MOI von 1 festgelegt. Die Zellen wurden zweimal mit je 1 ml
PBS gewaschen und anschlieBend mit 1 ml der Bakteriensuspension infiziert. Die
Inkubation erfolgte bei 37 °C und 7 % CO; fiir eine halbe Stunde. Im Anschluss
wurde das Inokulum abgenommen. Die Zellen wurden erneut dreimal mit je 1 ml

PBS gewaschen und mit A. dest. lysiert. Pro well wurde die Zelllésung in ein
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Eppendorf Reaktionsgefal Uberfuhrt. Durch Erhitzung des Rohrchens auf 80 °C
fir 10 min wurden bereits vorhandene oder frisch ausgekeimte vegetative
Bakterien eliminiert. Es wurden Verdinnungsreihen von Inokulum und erhitzter
Probe angelegt und auf CGY-Platten ausplattiert. Nach 20-stiindiger Inkubation
bei 37 °C wurde die KBE anhand des gewichteten Mittelwerts berechnet und die
Anzahl adhdrierter Bakterien in Bezug zum Inokulum bestimmt. Der Versuch
wurde in Triplikaten durchgefihrt.

2.4.2.3. Adhésion von vegetativen B. cereus an CaCo-2-Zellen

Die Anzucht der Bakterienstamme erfolgte in CGY-Medium mit 1 % Glucose bei
32°C und 125 rpm. Nach 17 h wurde die UNK zentrifugiert, einmal in PBS
gewaschen und anschlieBend die ODggo bestimmt. Die Zellzahl wurde wie in
Punkt 2.4.2.2. beschrieben ermittelt und das Inokulum auf eine MOI von 10
eingestellt. Nach zweimaligem Waschen mit je 1 ml PBS wurden die Zellen mit 1
ml Inokulum infiziert und bei 37 °C fur 60 min inkubiert. Nach Absaugen der
Bakteriensuspension und drei Waschschritten wurden die Zellen mit A. dest.
lysiert. Eine 1:10-Verdiinnungsreihe in PBS wurde auf CGY ausplattiert. Die
Berechnung der KBE erfolgte nach Ubernachtinkubation bei 37 °C. Auch in
diesem Fall wurde die Anzahl adharierter Bakterien in Bezug zum Inokulum
ermittelt. Jede Versuchsreihe wurde zweimal mit je drei Replikaten ausgefuhrt.
Stamme mit stark voneinander abweichenden Ergebnissen wurden ein drittes Mal

getestet.

2.4.3. Propidiumiodid-Test (PI)

Ein Propidiumiodid-Test mit CaCo-2-Zellen wurde durchgefuhrt, um die Wirkung
von Enterotoxinen in Verbindung mit Lebensmittelkomponenten zu testen. Auf
Grund der Porenbildung durch die B. cereus Enterotoxine kann der
Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodiod durch die zerstorte Zellmembran in die
Zelle einstromen und in die DNA interkalieren. Es entstehen fluoreszierende
Komplexe, die im Fluorometer gemessen werden kdnnen. Ein Vorversuch ergab,
dass Lebensmittel, mit Ausnahme von Milch mit 1, 5 % Fett, zu komplex fur
diesen Test waren und die Messung storten. Daher wurden Einzelkomponenten
aus Rindermilch verwendet (a-, -, und k-Casein, a-Lactalbumin, B-Lactoglobulin
und Lactoferrin). In schwarze Mikrotiterplatten mit transparentem Boden wurden
2 x 10* CaCo-2-Zellen in 200 ul RPMI 1640 Medium pro well ausgesit. Nach
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Inkubation Gber 24 h bei 37 °C und 7 % CO,-Begasung wurden 100 pul Medium
entnommen und 100 pl der Probenverdunnung (RPMI 1640 Medium mit 1:5
Lebensmittelkomponente und 1:20 B. cereus Kulturliberstand) hinzugefiigt. Diese
Mischung wurde fur 30 min bei 37 °C auf den Zellen belassen und im Anschluss
wieder abgenommen. Die Zellen wurden zweimal mit RPMI Medium gewaschen
um eine Interaktion der Lebensmittelkomponenten mit der Fluoreszenzmessung
zu verhindern. Zuletzt wurde Medium mit 5 pg/ml Pl zugegeben und die
Fluoreszenz (iber 2 h alle 2,5 min im Fluorometer Victor® 1420 gemessen
(Absorption 530 nm, Emission 616 nm, Anregungszeit 1 s). Jeder Ansatz wurde

dreimal getestet.

2.4.4.  WST-1-Bioassay

Die Bestimmung der Zytotoxizitit von B. cereus Kulturiberstdanden in
Zusammenhang mit Lebensmitteln bzw. Lebensmittelkomponenten erfolgte
mittels WST-1-Bioassays auf CaCo-2-Zellen. Das Tetrazoliumsalz WST-1 wird
von metabolisch aktiven Zellen durch die mitochondriale Atmungskette zu
Formazan reduziert. Der damit einhergehende Farbumschlag kann photometrisch
bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen werden. Fir den Versuch wurden die
Lebensmittelkomponenten mit einer Endkonzentration von 0,2 % in
Zellkulturmedium gel6st und je 100 pl pro well in eine Mikrotiterplatte mit 96
well vorgelegt. Die Lebensmittel (Milch mit 1,5 und 3,5 % Fett, lactosefreie
Milch und Folgemilch) wurden 1:5 vorverdinnt. Wie ein Vortest ergab,
behinderten diese Produkte die photometrische Auswertung nicht. Eine serielle
Verdunnungsreihe des Toxinuberstandes mit einer Anfangsverdinnung von 1:20
wurde angelegt und 2 x 10% CaCo-2-Zellen in 100 pl Medium pro well
zugegeben. Nach 22-stundiger Inkubation bei 37 °C und 7 % CO,-Begasung
wurden 100 pl abgenommen, 10 pl WST-1 zugegeben und die Zellen erneut fur
ca. 2 h inkubiert. Die reziproken Zytotoxizitétstiter wurden nach der Messung
uber diejenigen Verdinnungsstufen bestimmt, bei denen die Zellviabilitdt um 50

% reduziert war.

2.5. Uberlebensfahigkeit von B. cereus Sporen unter simulierten

Magenbedingungen

2.5.1. Uberleben von Sporen in reinem Magensaft

Fur den Versuch wurde zundchst die Sporensuspension abzentrifugiert, in
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Sporenpuffer resuspendiert und das Inokulum auf 10" KBE/mlI eingestellt. Je 1 ml
Inokulum wurde in Erlenmeyer-Kolben mit 50 ml vorgewarmtem Magensaft bei
37 °C und leichtem Schutteln inkubiert. Der pH-Wert wurde mittels Lackmus-
Papier regelmaRig kontrolliert und lag Gber die gesamte Versuchsdauer bei 2.
Nach einer Stunde erfolgte die Entnahme von 300 pl Probe pro Kolben in
EppendorfgefalRe. Diese wurden fiir 10 min bei 80 °C erhitzt und nach Anlegen
einer 1:10-Verdunnungsreine in PBS auf CGY-Platten ausgebracht. Dieses
Vorgehen wurde stundlich fur 6 h wiederholt. Um spéter den prozentualen Anteil
der Uberlebenden Sporen in Bezug zum Inokulum ermitteln zu kénnen, wurde
dieses ebenfalls ausplattiert. Die Bebritung aller Platten erfolgte iber Nacht bei

37 °C. Der Versuch wurde zweimal durchgefunhrt.

2.5.2. Einfluss der Lebensmittelmatrix auf das Uberleben von Sporen im
Magenmilieu

Ob verschiedene Lebensmittel einen Einfluss auf die Uberlebensrate von B.
cereus Sporen haben, wurde vergleichend fur sechs Stamme untersucht. Neben
den beiden Referenzstdimmen fur Hbl und Nhe (F837/76 und NVH 0075-95) und
den jeweiligen schwachen Toxinproduzenten desselben Toxinprofils (F528/94
und MHI226) wurde der Stamm WSBC 10035 und der probiotische Stamm IP
5832 eingesetzt. Fur die Lebensmittelmatrix wurden verschiedene
Molkereiprodukte unterschiedlicher Fett- und Zuckerstufen ausgesucht.
Eingesetzt wurde ultrahocherhitzte (UHT) Milch 1,5 % und 3,5 % Fett, UHT
Schlagsahne, Mascarpone (mit gultigem und uberschrittenem
Mindesthaltbarkeitsdatum (MHD)), UHT lactosefreie Milch 1,5 % Fett, Bio
Folgemilchpulver und Milchreis Pur (ohne Fruchtzubereitung). Die Produkte
wurden vor dem Einsatz im Versuch auf Gesamtkeimzahl (nach DIN 10192 Teil
5) und prasumtive B. cereus (nach DIN 10198 Teil 2) in der mikrobiologischen
Abteilung des Lehrstuhls fir Hygiene und Technologie der Milch untersucht.

In jedem Versuchsdurchgang liefen drei verschiedene Ansatze parallel:

A. Lebensmittelnegativkontrolle: 50 g bzw. ml Lebensmittel wurden mit 50 ml
Magensaft in einem 300 ml Erlenmeyer-Kolben gemischt. Dies diente der
erneuten Kontrolle der Keimfreiheit des Lebensmittels und wurde daher nur

einfach ausgefihrt.

B. Negativkontrolle: 50 ml Magensaft wurden in einem 300 ml Erlenmeyerkolben
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mit der berechneten Anzahl an Sporen versetzt. Dieser Ansatz erfolgte doppelt.

C. Lebensmittelmatrix: Duplikate von 50 ml Magensaft wurden mit 50 g bzw. ml
Lebensmittel in einem 300 ml Erlenmeyerkolben gemischt und mit der
berechneten Anzahl an Sporen versetzt. Da nach der Produktzugabe der pH-Wert
wieder in den neutralen Bereich stieg, wurde durch Zugabe von steriler Salzséure
der Wert wieder auf 2 gesenkt. Lebensmittel in flussiger Form konnten direkt zum
Magensaft zugegeben werden. Fur die Zubereitung der Folgemilch wurden, nach
Herstellerangaben, 14,1 g Milchpulver in 90 ml sterilem A. dest. gel6st. Die
Mascarponezubereitung wurde ebenfalls direkt zugegeben und durch kraftiges
Ruhren auf dem Magnetruhrer homogenisiert. Der Milchreis wurde fur ca. 2 min
im Stomacher zerkleinert, der Beutel mit der Magenldsung ausgespult und alles in

den Kolben gegeben.

Die weitere Versuchsdurchfiihrung erfolgte wie unter 2.5.1. beschrieben.

2.6. Enzymimmunoassays
Die Komponenten der Toxinkomplexe Hbl und Nhe wurden mittels Sandwich-
und indirektem Enzymimmunoassay (EIA) nachgewiesen.

2.6.1. Sandwich-Enzymimmunoassay

Zum semiquantitativen Nachweis der Komponenten Hbl B und L2 sowie NheB
und NheA wurde eine Mikrotiterplatte mit 100 pl/well mAk in PBS beschichtet (5
pg/ml mAk 1D12 gegen Hbl B, 10ug/ml mAk 1A12 gegen Hbl L2, 5 pg/ml mAk
2B11 gegen NheB und 2,5 pg/ml mAk 1G4 gegen NheA). Nach der Inkubation
uber Nacht in einer feuchten Kammer wurde die Platte ausgeklopft und nach
Zugabe von 3 % Casein in PBS (150 pl/well) fir 30 min auf dem Taumelschuttler
in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Platte wurde dreimal gewaschen,
trockengeklopft und eine serielle Verdinnungsreihe (100 pl/well) der
Kulturiiberstande, verdiinnt in 0,5 % Tween 20 in PBS, angelegt. Nach einer
Stunde Inkubationszeit wurden die Proben abgesaugt und die Platte viermal
gewaschen und trockengeklopft. Darauf erfolgte die Zugabe von 100 ul/well der
Detektionsantikorper in 1%iger Casein/PBS-L6sung (1B8-HRP 1:2000 gegen Hbl
B, 1H9-HRP 1:2000 gegen Hbl L2, 1E11-HRP 1:4000 gegen NheB und 2G11-
HRP 1:2000 gegen NheA). Nach erneuter einstiindiger Inkubation wurde die
Platte ~ flinfmal  gewaschen,  getrocknet und 100  pl/well  der
Chromogen/Substratlosung zugesetzt. Die Platte wurde 20 min lichtgeschitzt
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inkubiert und die Farbreaktion durch Zusatz von 1 mol/l Schwefelsaure (100
pl/well) gestoppt. Die Auswertung erfolgte mittels Mikrotiterplatten-Lesegeréat
(Sunrise Remote Control Reader) bei einer Wellenldange von 450 nm und mittels
Ridasoft Win-Software (R-Biopharm AG). Durch Multiplikation des
Extinktionswertes, der 1 am néchsten lag, mit der zugehdrigen Verdinnungsstufe

wurde der reziproke Titer bestimmt.

2.6.2. Indirekter Enzymimmunoassay

Die Durchfiihrung eines indirekten EIAs wurde zum Nachweis der Hbl-
Komponente L1 genutzt. Dabei wurden die zu untersuchenden Proben in
Bicarbonatpuffer verdiinnt, und zur Plattenbeschichtung eine serielle
Verdinnungsreihe angelegt (100 ul/well). Die Blockierung freier Bindungsstellen
erfolgte durch Zugabe von 3 % Casein in PBS (200 ul/well). Als Antikorper
gegen Hbl L1 wurde 1 pg/ml 1E9 eingesetzt, der durch den zweiten Antikorper
(Kaninchen-anti-Maus-HRP 1:2000) detektiert werden konnte. Ansonsten erfolgte

die Versuchsdurchfiihrung wie unter 2.6.1. beschrieben.
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V. ERGEBNISSE

Trotz einer Vielzahl von Forschungsarbeiten konnte bislang nicht vollstandig
geklart werden, warum der Konsum einiger enteropathogener B. cereus Stdimme
zu Krankheitsausbriichen in Form von Diarrhd fiihrt und welche Virulenzfaktoren
daran beteiligt sind. Bekannt ist bislang, dass die Zytotoxizitat in vitro mit der
Fahigkeit der Stdmme, die Enterotoxine Nhe, Hbl oder CytK zu produzieren,
korreliert. Daher werden diese Toxine als Hauptvirulenzfaktoren angesehen.
Dennoch macht nicht jeder Stamm, der diese Fahigkeit besitzt, krank.
Mittlerweile geht man davon aus, dass die Ausbildung einer B. cereus
Lebensmittelinfektion ein multifaktorieller Prozess ist, bei dem v. a. die
Besiedelung des Wirts eine grofRe Rolle spielt. Dies ist das Hauptaugenmerk der
vorliegenden Arbeit. Ziel ist es, eine mdglichst genaue Vorhersage Uber das
Pathogenitatspotential eines B. cereus Stammes zu ermdglichen.

Ein hinsichtlich Toxinproduktion und in vitro Toxizitdt umfassend
charakterisiertes Stammset (Tab. 7) war Basis fur die nachfolgenden

Untersuchungen. Zunéchst wurden alle Stdimme auf ihre Motilitat untersucht.

1. Motilitat von B. cereus

Bei pathogenen Bakterien wie z. B. Salmonellen oder Campylobacter jejuni ist
die Fortbewegung mit Hilfe von Flagellen als ein Pathogenitatsfaktor beschrieben
(Josenhans et al., 2002). Daher wurde die Motilitat der 20 B. cereus Stdmme,
vergleichend bei 30 °C und 37 °C, bestimmt (Abb. 4-7). Unter Motilitat werden
zwei unterschiedliche Bewegungsmuster von Bakterien, swimming und swarming,
zusammengefasst. Unter swimming versteht man die Bewegung einzelner
Bakterien in Flussigkeit. Die Gruppenbewegung der Bakterien an feuchten
Oberflachen wird als swarming bezeichnet (Senesi et al., 2010). 0,25%iger Agar
wurde zum Nachweis der Motilitat durch swimming genutzt, wahrend swarming
auf 0,7%igem Agar beobachtet wurde. Die Durchmesserveranderungen der
Bakterienkolonie wurden nach 5, 10, 24, 32 und 48 h protokolliert. Zur
vergleichenden Darstellung wurden die Werte nach 24 und 48 h verwendet, da

hier deutliche Verédnderungen bei allen Ansétzen zu verzeichnen waren.
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1.1. Swimming

Bei 30 °C hatten sich zwei Stdmme (F3175/03 (D7) und RIVM BC 964) bereits
nach 24 h an den duBeren Plattenrand (entspricht 53 mm) bewegt. Sehr geringe
Zunahmen des Durchmessers zeigten die Stamme RIVM BC 934, F528/94 und
F837/76 (<2 mm) (Abb. 2A), was sich auch nach 48 h kaum &nderte. Nach 48 h
hatten sich die Durchmesser der anderen Stdmme weiter vergroRRert. Vier weitere
Stamme erreichten die maximale Ausbreitung von 53 mm (14294-3 (M6), 6/27/S,
MHI226 und RIVM BC 90) (Abb. 2C).

Betrachtet man die Fahigkeit zum swimming bei 37 °C féllt auf, dass bereits nach
24 h sechs der Stamme die Platte ganz ausfillten (Abb. 2B). Weitere 24 h spéater
hatten nur sieben der 20 Stdmme den Plattenrand nicht erreicht (Abb. 2D).
Vergleicht man diese Zahl mit dem 30 °C-Lauf, so zeigten doppelt so viele der
Stdmme ein besseres Schwimmverhalten bei hoherer Umgebungstemperatur.
Einzig Stamm MHI226, der bei 30 °C nach 48 h einen Durchmesser von 53 mm
hatte, erreichte den vollen Wert bei hoherer Temperatur nicht. Ein schlechtes
Schwimmverhalten wahrend der gesamten Versuchsdauer zeigten erneut die
Stamme RIVM BC 934 und F837/76 sowie der probiotische Stamm IP 5832.
Hervorzuheben ist, dass Stamm F528/94, der bei 30 °C fast kein swimming zeigte,

nach 48 h mit hoherer Bebrlitungstemperatur eine maximale Ausdehnung aufwies.

1.2. Swarming

Die Ausbreitung tber swarming war bei allen 20 untersuchten Stdmmen sehr
gering. Der groRte Durchmesser von 18,3 mm wurde bei Stamm INRA A3 nach
48 h und 30 °C gemessen (Abb. 3C). Nach 24 h zeigten alle weiteren Stamme
unter beiden Bebrutungstemperaturen eine Motilitdtszone von unter 10 mm (Abb.
3A und B). Nach 48 h konnte ein Durchmesser von (ber 10 mm bei vier (30 °C)
bzw. drei Stammen (37 °C) beobachtet werden (Abb. 3C und D). Ob es sich bei
einem gemessen Wert von 1 mm, wie bei den Stdmmen MHI86 und NVH 0075-
95 unter 37 °C, tberhaupt um Motilitat handelt oder sich die Bakterien lediglich
vermehren, misste durch die Identifizierung von Schwarmzellen, z. B. mittels
elektronenmikroskopischer Aufnahmen, Uberprift werden. Zu betonen ist noch,
dass Stamm RIVM BC 934, der nur sehr geringe Fahigkeiten zum swimming
aufwies, unter beiden Inkubationstemperaturen die zweitgrofite swarming-Zone
mit 14 mm Durchmesser zeigte. Ein Zusammenhang zwischen den Ergebnissen

des Motilitatsassays und der Einteilung der Stdmme nach Toxinprofil, Toxizitét
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oder Ursprung (vgl. Tab. 7) konnte nicht festgestellt werden.
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swimming bei 30 °C nach 24 h (A) und 48 h (C) sowie bei 37 °C nach 24 h

Abbildung 2: Motilitat durch swimming. Dargestellt ist die Fahigkeit zum
(B) und 48 h (D).
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In blau dargestellt ist die

Fortbewegung durch swarming bei 30 °C nach 24 h (A) und 48 h (C). Rot

dargestellt sind die Werte bei 37 °C nach 24 h (B) und 48 h (D).

Abbildung 3: Motilitat durch swarming.
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Abbildung 4: Swimming bei 30 °C nach 48 h. Abgebildet ist jeweils ein
Replikat aller 20 Stamme.
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Abbildung 5: Swimming bei 37 °C nach 48 h. Abgebildet ist jeweils ein
Replikat aller 20 Stamme.
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Abbildung 6: Swarming bei 30 °C nach 48 h. Abgebildet ist jeweils ein
Replikat aller 20 Stamme.
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2. Uberlebensfahigkeit von B. cereus Sporen unter

simulierten Magenbedingungen

Eine entscheidende Voraussetzung fir die Ausbildung einer B. cereus
Lebensmittelinfektion ist das Uberleben der Keime in der Magenpassage. Nur
Sporen oder evitl. einige vegetative Zellen, die den Magen unbeschadet passieren,
konnen im weiteren Verlauf im Dinndarm zur Toxinproduktion beitragen
(Stenfors Arnesen et al.,, 2008). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Magenpassage zunéchst ohne, spater mit verschiedenen Lebensmitteln simuliert.
Bisherige Untersuchungen zeigten, dass vegetative B. cereus dem sauren Milieu
i. d. R. nicht standhalten (Clavel et al., 2004; Wijnands et al., 2009). In einem
eigenen Vorversuch konnte dies bestatigt werden. Aus diesem Grund wurden nur

B. cereus Sporen eingesetzt.

2.1. Uberleben von Sporen in reinem Magensaft

Zuerst wurde die Uberlebensrate aller 20 Stamme in reinem Magensaft (NaCl,
NaHCO3, KCI, CaCl, und Pepsin mit pH 2) bestimmt. Eine Stunde konnten alle
20 Stamme bei pH 2 Uberleben. Allerdings zeigten sich hier bereits erste
stammspezifische Unterschiede (Abb. 8A). Mit 9,6 % hatte Stamm WSBC 10035
die beste Uberlebensrate. Auch die Stamme INRA A3, RIVM BC 964 und 7/27/S
konnten mit Werten (iber 4 % den Bedingungen noch standhalten. RIVM BC 126
hatte nach einer Stunde lediglich noch eine Uberlebensrate von 0,02 %. Und auch
vier weitere Stamme (RIVM BC 90, F837/76, MHI186 und F3175/03 (D7)) zeigten
mit Werten unter 0,1 % eine schlechte Widerstandsfahigkeit gegeniiber dem
sauren Milieu. Nach 6 h sank die Uberlebensrate bei 19 Stammen auf unter 1 %.
Bei den Stammen RIVM BC 126, MHI86 und MHI226 konnten keine Kolonien
mehr nachgewiesen werden. Nur Stamm WSBC 10035 zeigte sich mit 2,75 %
deutlich stabiler gegentiber den Magenbedingungen. Interessanterweise waren die
beiden Stdmme mit der hochsten (WSBC 10035) bzw. niedrigsten (RIVM BC
126) Uberlebensrate beide starke Toxinproduzenten mit hohen Zytotoxizitatstitern
(vgl. Tab. 7).

Wie in Abbildung 8B sichtbar wird, war im Verlauf des Versuchs bei einigen
Stammen ein erneuter Anstieg der Uberlebensrate zu verzeichnen (z. B. bei INRA
C3 zwischen 2 und 3 h). Dies ist vermutlich versuchstechnisch zu begriinden.
Zum einen sind Sporenagglomerate auch durch sorgfaltiges Durchmischen vor der
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Probenentnahme nicht immer zu trennen. Zum anderen wurde nur eine sehr
geringe Probenmenge (300 ul) abgenommen. Ein Anstieg der Werte auf Grund
einer Auskeimung kann durch die Erhitzung der Probe mit hoher

Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.
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Abbildung 8: Uberlebensrate von B. cereus Sporen in reinem Magensaft.
Berechnet wurde der prozentuale Anteil Uberlebender Sporen in Bezug zum
Inokulum. A. Dargestellt sind alle 20 Stamme. Auf die Darstellung des 100 %-
Werts wurde auf Grund der besseren Ubersicht verzichtet. B. Zum besseren
Vergleich niedriger Werte wurde die y-Achse verkleinert und Stamm WSBC
10035 entfernt.
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2.2. Einfluss der Lebensmittelmatrix auf das Uberleben von Sporen im
Magenmilieu

Im néchsten Schritt wurde die Auswirkung von Lebensmitteln auf die
Uberlebensfahigkeit der Sporen in Magensaft getestet. Basierend auf den
Ergebnissen von 2.1. wurden repréasentativ folgende sechs Stdmme mit hoher,
mittlerer und niedriger Uberlebensrate ausgewdhlt: WSBC 10035 (hohe
Uberlebensrate), der Hbl/Nhe-Referenzstamm F837/76 (mittlere Uberlebensrate)
mit dem zugehorigen schwach toxischen Stamm F528/94, der Nhe-
Referenzstamm NVH 0075-95 (niedrige Uberlebensrate) mit dem zugehorigen
schwach toxischen Stamm MHI226 sowie der probiotische Stamm IP 5832. Die
Lebensmittelmatrix bestand ausschlieRlich aus Milch und Milchprodukten (siehe
111.2.5.2.). GroRtenteils wurden UHT-Produkte verwendet. AulRerdem wurden die
Lebensmittel vor Versuchsbeginn einer mikrobiologischen Untersuchung
unterzogen, um Kontaminationen zu vermeiden. Bei keinem der verwendeten
Produkte konnte B. cereus nachgewiesen werden. Um festzustellen, ob auch das
MHD eine Auswirkung auf das Uberleben der Sporen hat, wurde ein Lebensmittel
vor und nach Ablauf des Haltbarkeitsdatums getestet. Verwendet wurde
Mascarpone, der allgemein als schnell verderbliches Lebensmittel gilt.
Mascarpone | war zum Versuchszeitpunkt bereits sechs Tage Uber dem
Verfallsdatum. Mascarpone Il hatte das MHD nicht tberschritten.

Generell war die Uberlebensfahigkeit aller Stamme abhangig von der
Verweildauer im Magenmilieu. Auch der Einfluss der eingesetzten Lebensmittel
war stammspezifisch unterschiedlich. Uber die gesamte Versuchsdauer zeigte
erneut, unabhéngig vom Lebensmittel, Stamm WSBC 10035 die besten
Uberlebensraten (Abb. 9E). Auch der probiotische Stamm IP 5832 (Abb. 9F)
sowie F837/76 (Abb. 9A) erwiesen sich teilweise noch sehr sdurestabil. Am
wenigsten von den Lebensmitteln geschiitzt wurde der Nhe-Referenzstamm NVH
0075-95 (Abb. 9C). Die Uberlebensraten glichen dabei denen der
Negativkontrolle (reiner Magensaft). Eine ahnlich schlechte Widerstandsfahigkeit
gegenliber den Magenbedingungen hatte auch der zugehoérige schwache
Toxinproduzent MHI226 (Abb. 9D). Vergleicht man die Wirkung der einzelnen
Lebensmittel auf die verschiedenen Stamme (Abb. 10), so schitzte die Milch mit
1,5 % Fett die Sporen nach einer Stunde im Durchschnitt am besten. Nach 6 h

jedoch waren die Uberlebensraten in Mascarpone | besser. Wahrend der gesamten
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Versuchsdauer hatte Folgemilch den geringsten Einfluss auf das Uberleben der
Sporen. Auch lactosefreie Milch und Milchreis schitzten in den meisten Féllen
nur wenig. Hier dhnelten die Werte denen der Negativkontrolle oder lagen z. T.
noch darunter. Vergleicht man die Uberlebensraten aller sechs Stamme, so war
besonders auffallend, dass drei Stamme (F837/76, IP 5832 und WSBC 10035)
teilweise Werte (ber 100 % erreichten. Besonders hervorstechend war dies bei
Stamm WSBC 10035. Dieser erreichte Werte bis zu 1000 % und fiel nur bei zwei
Lebensmitteln (Folgemilch und lactosefreie Milch) unter die 100 %-Marke.
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Abbildung 9: Uberlebensraten von B. cereus Sporen in Magensaft mit
Lebensmitteln. Eingesetzt wurden die Stamme F837/76 (A), F528/94 (B), NVH
0075-95 (C), MHI226 (D), WSBC 10035 (E) und IP 5832 (F). Alle Stamme
wurden in Magensaft zusammen mit Milch (1,5 und 3,5 % Fett), Mascarpone,
Sahne, lactosefreier Milch, Folgemich und Milchreis getestet. Sporen in reinem
Magensaft dienten als Kontrolle (schwarze Linie). Dargestellt ist die prozentuale
Anzahl tGberlebender Sporen in Bezug zum Inokulum.
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Abbildung 10: Wirkung von Milch 1,5 % Fett (A), Milch 3,5 % Fett (B),
Mascarpone | (C), Mascarpone Il (D), Sahne (E), lactosefreier Milch (F),
Folgemilch (G) und Milchreis (H) auf das Uberleben von B. cereus Sporen in

Magensaft. Dargestellt ist die Uberlebensrate der getesteten Stamme in Prozent
im Vergleich zum Inokulum.
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2.2.1.  Auftreten einer phanotypischen Besonderheit bei WSBC 10035

Stamm WSBC 10035 zeichnete sich durch ungewohnlich hohe Koloniezahlen in
Magensaft und Lebensmitteln (bis zu 1000 %) aus (vgl. 2.2.). AuBerdem konnte
eine weitere Besonderheit beobachtet werden. Nach Ausplattieren der
Verdinnungsreinen auf CGY-Agar zeigten sich zwei unterschiedliche
KoloniegroRen. Neben der gewohnten GroRe fanden sich sehr Kkleine,
punktférmige Kolonien, die sich jedoch makroskopisch im Aussehen nicht
unterschieden (Abb. 11). Aullerdem glich sich die Koloniegréfie nach langerer
Bebrutungszeit (48 h) wieder an. Um eine Kontamination der Sporensuspension
auszuschlieen, wurden grofle und kleine Kolonien isoliert und in der
mikrobiologischen Abteilung des Lehrstuhls untersucht. Es zeigte sich, dass keine
Besiedelung mit einem anderen Keim stattgefunden hatte und es sich in beiden
Fallen um B. cereus handelte. Ein genetischer Abgleich wurde nicht durchgefihrt.
Um zu klaren, ob das Auftreten dieses Ph&nomens mit den Gberdurchschnittlich
guten Uberlebensraten wahrend der simulierten Magenpassage in Zusammenhang
stand, wurden CGY-Kulturen von grof3en und kleinen Kolonien angelegt, zellfreie

Uberstande gewonnen und Toxinproduktion und Zytotoxizitit getestet.

Abbildung 11: WSBC 10035 auf CGY-Agar. A. GleichmaRige Kolonien
nach Bebriutung bei 32 °C (ber Nacht. B. WSBC 10035 mit unterschiedlich
grofRen Kolonien nach der kiinstlichen Magenpassage.
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2.2.1.1. Enzymimmunoassay

Nach der Herstellung von zellfreien Kulturtiberstdnden wurde zunéchst die
Toxinproduktion bestimmt. Da Stamm WSBC 10035 Hbl-negativ ist, wurden
Sandwich-EIAs fir die Toxinkomponenten NheB und NheA durchgefiihrt. Der
reziproke Titer fir NheB lag fiir beide Kolonieformen tber 10000, was einer sehr
hohen Toxinproduktion entspricht. Die ,kleinen Kolonien* erreichten jedoch
einen hoheren Wert als die ,,groBen Kolonien®. Ebenso verhielt es sich im EIA fiir

NheA. Auch hier produzierten die ,.kleinen Kolonien* mehr Toxin (Abb. 12).
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Abbildung 12: Produktion von NheB (A) und NheA (B) beider
Kolonievarianten von WSBC 10035.
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2.2.1.2. WST-1-Bioassay

Im Weiteren wurde die zytotoxische Aktivitat der Kulturiiberstdnde von WSBC
10035 ,klein“ und ,,groB3* auf CaCo-2-Zellen im WST-1-Bioassay ermittelt. Der
reziproke Titer der ,kleinen Kolonien“ war gegeniiber dem der ,,groflen
Kolonien erhoht (Abb. 13). Im Stammset wurden die reziproken
Zytotoxizitatstiter auf Vero-Zellen in gering (unter 400), mittel (400-800) und
hoch (iber 800) eingeteilt. Dabei ergab sich fir Stamm WSBC 10035 eine hohe
Zytotoxizitat (vgl. Tab. 7). Wendet man diese Einteilung hier an, so waren die
,»kleinen Kolonien* stark toxisch. Die ,,grofBen Kolonien* erreichten nur noch eine

mittlere Zytotoxizitat.

1600 7 WST-1-Bioassay
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Abbildung 13: Zytotoxizitat beider Kolonievarianten von WSBC 10035.
Die zytotoxische Wirkung wurde mittels WST-1-Bioassay auf CaCo-2-Zellen
ermittelt. Dargestellt sind die reziproken Titer.
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3. Adhésionsfahigkeit von B. cereus an CaCo-2-Zellen

Nach Uberleben der Magenpassage ist der nichste physiologische Abschnitt, der
von den Bakterien erreicht wird, der Dinndarm. Von anderen, diarrho-
assoziierten Erregern (Escherichia (E.) coli, S. aureus, Salmonellen) weill man,
dass viele Virulenzfaktoren am Darmepithel angreifen (Pizarro-Cerda et al., 2006;
Stones et al., 2016). Eine wichtige Rolle spielt dabei die Fahigkeit der Bakterien,
sich zundchst an das Epithel anzuheften. Ramarao et al. (2006) konnten bereits
nachweisen, dass auch B. cereus in der Lage ist, an Epithelzellen zu binden. Ob es
sich dabei um einen Mechanismus handelt, mit dessen Hilfe man pathogene von
apathogenen Stdmmen unterscheiden kann, war ein weiterer Gegenstand dieser
Studie. Da nicht bekannt ist, ob die Auskeimung der Sporen im Lumen oder an
der Zielzelle stattfindet, wurde der Adhésionsassay mit Sporen und vegetativen

Zellen durchgefihrt.

3.1. Adhasion von B. cereus Sporen an CaCo-2-Zellen

Zur Bestimmung der Sporenadhésion wurden ausdifferenzierte CaCo-2-Zellen mit
B. cereus Sporen (MOI 1) fir eine halbe Stunde inkubiert und die erhitzten
Proben ausplattiert. Abbildung 14A zeigt den Anteil adh&rierter Sporen in Prozent
im Vergleich zum Inokulum. Absolute Werte sind im Anhang in Tabelle 11A
dargestellt. Wie in Abbildung 14A ersichtlich ist, konnten alle 20 Stdmme an
CaCo-2-Zellen adharieren. Die Stamme WSBC 10035 und INRA C3, beides
starke Toxinproduzenten isoliert aus pasteurisierten Lebensmitteln, adh&rierten
mit Uber 2 % am besten. Auch der probiotische Stamm IP 5832 band mit 1,37 %
im Vergleich zu den uUbrigen Stdammen noch gut an die Zielzellen. Die
schlechteste Adhé&sionsrate zeigte SDA KA96 (0,04 %). Die 16 tbrigen Stamme
wiesen niedrige Werte zwischen 0,15 und 1,03 % auf. Auch bei diesem Versuch
fanden sich neben stammspezifischen Unterschieden keine weiteren

Zusammenhange innerhalb der Einteilung des Stammsets.

3.2. Adhaésion von vegetativen B. cereus an CaCo-2-Zellen

Fir die Adhdsion von vegetativen B. cereus wurde das Inokulum auf eine MOI
von 10 eingestellt und die Suspension fur eine Stunde auf den CaCo-2-Zellen
belassen, bevor die Ausplattierung auf CGY erfolgte. Bei dieser
Versuchsanordnung war es erneut allen 20 Stammen mdglich an die CaCo-2-
Zellen zu binden (Abb. 14B). Am besten adhé&rierte Stamm F528/94 (6,11 %),
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gefolgt von 14294-3 (M6), RIVM BC 964 und INRA C3 (> 3 %). Die Stdimme
SDA KA96, F4429/71 und RIVM BC 90 adhéarierten nur wenig (< 1%). Mit
0,34 % adhérierte F3162/04 (D8) am schlechtesten an die Zellen. Stark und
schwach adhdrente Stamme lieBen sich auch hier nicht anhand ihres genetischen

Toxinprofils oder ihres Ursprungs (Lebensmittel oder Vergiftungsfall) einteilen.
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Abbildung 14: Adhasionsfahigkeit von B. cereus an CaCo-2-Zellen.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil adhé&rierter Sporen (A) bzw. vegetativer
Zellen (B) im Vergleich zum Inokulum.
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Vergleichend kann festgestellt werden, dass alle 20 Stamme, als Sporen oder in
vegetativer Form, an CaCo-2-Zellen adharieren konnen. Mit Ausnahme der
Stdmme F4429/71, F3162/04 (D8), WSBC 10035, RIVM BC 90 und IP 5832
banden Sporen im Durchschnitt schlechter an die Zellen als die vegetative Form
(Abb. 15A). Hierbei ist allerdings die unterschiedlich eingesetzte MOI zu
beachten. Auffallend ist auch, dass die in vegetativer Form am besten adhérierten
Stamme als Sporen nur Werte von unter 0,5 % erreichten. Lediglich INRA C3
zeigte hier &hnliche Adhdsionsraten. Ein Muster nach der vorgenommenen
Einteilung bezlglich Toxinprofil, Toxizitat und Ursprung der Stdamme war nicht

erkennbar.

Bildet man den Mittelwert aus je allen stark und schwach toxischen Stammen
bzw. aus den aus Lebensmitteln oder Krankheitsféallen isolierten Stammen, fuhrte
dies bei den vegetativen Zellen zu einem &hnlichen Wert (zwischen 1,9 und
1,99 %) (Abb. 15B). Die aus dem Sporenversuch gebildeten Mittelwerte jedoch
sind flr die stark toxischen Stamme hoher (0,85 %) als fiir die schwach toxischen
(0,37 %) (Abb. 15B). Auch bei der Herkunft fanden sich hier unterschiedliche
Werte. Ein Mittelwert von 0,75 % ergab sich bei den aus Lebensmitteln isolierten
Stammen, wahrend die Adhasionsrate bei den aus Vergiftungsfallen isolierten
Stammen nur bei 0,48 % lag (Abb. 15B).
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Abbildung 15: Unterschiede in der Adhéasionsfahigkeit. A. Adhésion
vegetativer Zellen und Sporen im Vergleich. Dargestellt ist der Anteil
adhdrierter Bakterien in %. Das Adhé&sionsvermdgen vegetativer Zellen wurde
mit MOI 10 untersucht, Sporen wurden mit MOI 1 getestet. B. Direkter
Vergleich von Toxizitat und Ursprung zwischen Sporen und vegetativen Zellen.
Berechnet wurde der Mittelwert aus dem prozentualen Anteil adhé&rierter
Bakterien aller stark und schwach toxischen Stdmme (orange) bzw. aller aus
Lebensmitteln und Vergiftungsféllen isolierten Stamme (grin). Die Ergebnisse
der Adhé&sion mit Sporen sind schraffiert dargestellt.
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4. Einfluss verschiedener Lebensmittel auf die toxische

Aktivitat von B. cereus Kulturiiberstanden

Um zu testen, ob sich Lebensmittel, die bereits das Uberleben von B. cereus
Sporen in der Magenpassage beeinflussten, auch auf die zytotoxische Aktivitét
der Entertoxine auswirken, wurden zwei verschiedene Tests mit CaCo-2-Zellen
eingesetzt. Die hochtoxischen Referenzstimme NVH 0075-95 (reiner Nhe-
Produzent) und F837/76 (Nhe- und Hbl-Produzent) wurden verwendet. Zusétzlich
erfolgte die Testung einer Mutante, die Nhe nicht sekretiert. Diese, im Rahmen
dieser Arbeit verwendete Nhe-Mutante, wurde von Frau Dr. Kristina Schauer zur
Verfligung gestellt (Lehrstuhl fur Hygiene und Technologie der Milch,
unveréffentlichte Daten). Beim PI-Test findet eine sofortige Auswertung nach
zeitnaher Zugabe von Kaulturiiberstand und Pl statt. Die toxinbedingte
Porenformung in der Zellmembran ermdglicht einen Einstrom von PIl. Der
fluoreszierende Farbstoff formt dabei Komplexe mit der Zell-DNA, welche
photometrisch gemessen werden kénnen. Im Gegensatz zum PI-Test werden im
WST-1-Bioassay lebende Zellen nachgewiesen. Nach 22-stundiger Inkubation
wird die Stoffwechselaktivitat bestimmt, um damit die Toxinkonzentration zu
ermitteln, bei der die Zellviabilitdt um 50 % reduziert ist. Der Einsatz von
Lebensmitteln war auf Grund der Empfindlichkeit beider Testsysteme limitiert. In
Vorversuchen wurden deshalb verschiedene Produkte gepruft und ggf. auf
Lebensmitteleinzelkomponenten zurtickgegriffen.

4.1. WST-1-Bioassay mit Lebensmitteln

Der zytotoxische Effekt von Kulturliberstanden der Stamme NVH 0075-95 und
F837/76 sowie der Nhe-Mutante auf CaCo-2-Zellen wurde im WST-1-Bioassay
getestet. Als Lebensmittelmatrix wurde Milch (1,5 % und 3,5 % Fett), lactosefreie
Milch und Folgemilch verwendet. Die Gbrigen, in der Magenpassage verwendeten
Lebensmittel konnten hier nicht eingesetzt werden, da sie die Messung
behinderten. In jedem Ansatz wurde der reine Kulturlberstand als Positivkontrolle
mitgefuhrt. Durch den Zusatz der Lebensmittel konnte bei allen getesteten
Uberstanden eine Verringerung des reziproken Titers im Vergleich zur Kontrolle
erzielt werden. Am deutlichsten war dieser Effekt bei Stamm F837/76 zu
beobachten, wéhrend er bei NVH 0075-95 am schwachsten war (Abb. 16B und
A). Folgemilch schwaéchte die toxische Wirkung am starksten ab. Der reziproke
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Titer der Nhe-Mutante wurde dabei Uber die Halfte reduziert (Abb. 16C). F837/76
war zusammen mit Folgemilch bei einem reziproken Titer von 7,3 tiberhaupt nicht
mehr toxisch fir die CaCo-2-Zellen. Die geringste Auswirkung auf die
Zytotoxizitat von F837/76 und der Nhe-Mutante hatte lactosefreie Milch. Stamm
NVH 0075-95 wurde am wenigsten von Milch mit 3,5 % Fett beeinflusst.
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Abbildung 16: WST-1-Bioassay mit Lebensmitteln. Die zytotoxische Wirkung
von NVH 0075-95 (A), F837/76 (B) und einer Nhe-Mutante (C) auf CaCo-2-
Zellen wurde unter dem Einfluss von Milchprodukten getestet. Der
Kulturtiberstand wurde als Positivkontrolle mitgefiihrt. Dargestellt sind die
reziproken Titer.
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4.2. Propidiumiodid-Test

Wie unter 111.2.4.3. beschrieben, wurde zusétzlich ein modifizierter PI-Test
durchgefihrt. Die meisten Lebensmittel konnten hier nicht mehr getestet werden,
da sie die fluoreszenz-basierte Auswertung des Tests behinderten. Jeder Stamm
wurde zusammen mit Milch (1,5 % Fett) und den einzelnen Casein- und
Molkenproteinfraktionen, sowie mit Lactoferrin getestet. Zur Kontrolle wurden
Kulturtiberstdande und Lebensmittelkomponenten jeweils einzeln mitgefuhrt. Alle
sieben getesteten Komponenten allein hatten keinen Einfluss auf die Messung
oder die Zellen an sich, da kein Einstrom von Pl gemessen werden konnte (roter
Graph entlang der x-Achse) (Abb. 17-19). Vergleicht man die reinen
Kulturiiberstande untereinander (blauer Graph), so erreichten alle dhnliche Werte.
Jedoch zeigte Stamm NVH 0075-95 eine geringfugig starkere Fluoreszenz (Abb.
17-19).

Betrachtet man Stamm NVH 0075-95 in Abhéngigkeit zu den Komponenten,
fielen kaum Unterschiede auf (Abb. 17). Lediglich der Zusatz von J-
Lactoglobulin ermdglichte eine steilere Fluoreszenzkurve als die Positivkontrolle,
wahrend die Einstromkurve mit dem Milchzusatz unter die des reinen Toxins fiel
(Abb. 17F und A). Besonders deutlich war auch ein starker PI-Einstrom unter
Zugabe von B-Lactoglobulin bei Stamm F837/76 zu beobachten (Abb. 18F). Die
Fluoreszenzintensitdt wurde hier gegenlber der Toxinkontrolle mehr als
verdoppelt. Auch der Zusatz von a-Lactalbumin, Lactoferrin, x-Casein und Milch
verstarkte den PI-Einstrom in die Zellen (Abb.18E, G, D und A). Eine leicht
schiitzende Wirkung gegen das Toxin konnte bei a- und B-Casein beobachtet
werden (Abb. 18B und C). Der starkste Einfluss der Lebensmittelkomponenten
wurde bei der Nhe-Mutante sichtbar. Bis auf B-Lactoglobulin fuhrten alle
Einzelbestandteile sowie die Milch zu einem geringeren Einstrom von PI
verglichen zur deutlichen Steigung der Toxinkontrolle (Abb. 19). Die
Fluoreszenzintensitdt nahm unter dem Zusatz von Lactoferrin sogar um das
Finffache ab (Abb. 19G). Im Gegensatz zu den anderen beiden Stammen war die
Einstromgeschwindigkeit der Positivkontrolle und der Probe mit B-Lactoglobulin
gleich (Abb. 19F).
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Abbildung 17: PI-Test auf CaCo-2-Zellen mit Kulturiberstand von NVH
0075-95. Der zytotoxische Effekt des Stammes wurde zusammen mit Milch (A)
und den Lebensmitteleinzelkomponenten o-, B- und «x-Casein (B-D), o-
Lactalbumin (E), B-Lactoglobulin (F) und Lactoferrin (G) getestet. Dargestellt ist
die Fluoreszenzintesitat in Abhéngigkeit der Zeit. Als Positivkontrolle diente der
reine Kulturliberstand (blaue Linie). Die Lebensmittelkomponente allein wurde
als Negativkontrolle mitgefiihrt (rote Linie).
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Abbildung 18: PI-Test auf CaCo-2-Zellen mit Kulturtiberstand von F837/76.
Der zytotoxische Effekt des Stammes wurde zusammen mit Milch (A) und den
Lebensmitteleinzelkomponenten a-, B- und x-Casein (B-D), a-Lactalbumin (E),
B-Lactoglobulin  (F) und Lactoferrin (G) getestet. Dargestellt ist die
Fluoreszenzintesitat in Abhangigkeit der Zeit. Als Positivkontrolle diente der
reine Kulturtiberstand (blaue Linie). Die Lebensmittelkomponente allein wurde
als Negativkontrolle mitgefiihrt (rote Linie).
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Abbildung 19: PI-Test auf CaCo-2-Zellen mit Kulturiiberstand der Nhe-
Mutante. Der zytotoxische Effekt des Stammes wurde zusammen mit Milch (A)
und den Lebensmitteleinzelkomponenten a-, - und «-Casein (B-D), o-
Lactalbumin (E), p-Lactoglobulin (F) und Lactoferrin (G) getestet. Dargestellt ist
die Fluoreszenzintesitat in Abhangigkeit der Zeit. Als Positivkontrolle diente der
reine Kulturlberstand (blaue Linie). Die Lebensmittelkomponente allein wurde
als Negativkontrolle mitgefthrt (rote Linie).
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4.3. Auswirkung der Lebensmitteleinzelkomponenten auf die toxische
Aktivitat der Nhe-Mutante im WST-1-Bioassay

Da die einzelnen Milchbestandteile den PI-Einstrom in CaCo-2-Zellen durch die

Nhe-Mutante (nur Hbl) am starksten behinderten, wurde diese Kombination im

WST-1-Bioassay wiederholt (Abb. 20). Besonders hervorstechend war dabei, dass

unter Zusatz von Lactoferrin der reziproke Titer um ein Funffaches verringert

werden konnte. Dies entspricht dem Ergebnis des PI-Tests.
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Abbildung 20: Einfluss von Lebensmitteleinzelkomponenten auf die
Zytotoxizitat der Nhe-Mutante. Der reziproke Zytotoxizitatstiter wurde mittels
WST-1-Bioassay auf CaCo-2-Zellen bestimmt. Reiner Kulturiiberstand diente
zur Kontrolle.
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4.4. Auswirkung der Lebensmitteleinzelkomponenten auf das
Dreikomponententoxin Hbl
Ob die Lebensmittelkomponenten eine direkte Auswirkung auf die Toxine haben
konnen, wurde, auf Grund der Resultate aus 4.2. und 4.3., fur die Nhe-Mutante
ermittelt. Die Titerbestimmung erfolgte fir alle drei Komponenten des Hbl-
Komplexes mittels EIAs. Analog zum Einsatz der Milchkomponenten im WST-1-
Bioassay wurden sie in diese Assays integriert. Kulturiiberstand und
Lebensmittelkomponenten wurden zusammen bei Raumtemperatur fir 30 min
inkubiert und erst dann als serielle Verdunnungsreihen auf die Mikrotiterplatten

aufgetragen.

Die reziproken Titer der Komponenten L2 und B erreichten unter Zusatz von -
Lactoglobulin ein Maximum (Abb. 21A und B). Eine Steigerung der Hbl L2-Titer
konnte zudem mit a-Lactalbumin und Lactoferrin nachgewiesen werden (Abb.
21A). Einen reduzierten Nachweis von L2 und B bewirkte k-Casein. Beachtlich
ist das Ergebnis des indirekten EIAs der Komponente L1 (Abb. 21C). Nur die
Positivkontrolle und der mit a-Lactaloumin inkubierte Uberstand fiihrten zum
Nachweis  der  Toxinkomponente. Unter  Zusatz  der  ubrigen
Lebensmittelkomponenten konnte kein Hbl L1 mehr nachgewiesen werden. Eine
mogliche Erklarung ware, dass die Lebensmittelkomponenten an L1 binden und
somit eine Erkennung durch den L1-spezifischen mAk verhindern. Ebenso

kdnnten sie durch diese Bindung die zytotoxische Aktivitat von Hbl beeinflussen.
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Abbildung 21: Toxinproduktion der Nhe-Mutante in Abhangigkeit von
Lebensmitteleinzelkomponenten. Dargestellt sind die reziproken Toxintiter.
Fur die Hbl-Komponenten L2 und B wurden Sandwich-EIAs durchgefihrt (A
und B), Hbl L1 (C) wurde im indirekten EIA ermittelt.
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5. Erweiterung des Stammsets um genetische Marker

Da im bestehenden Stammset bisher nur genetische Informationen Uber die
wichtigsten Toxine enthalten waren, wurde es hinsichtlich weiterer Virulenz- und
Adhasionsfaktoren ergénzt (Tab. 8). Mit Hilfe des Programms MAUVE wurden
Gesamtgenomalignments der 20 Stdmme mit dem annotierten Referenzstamm
F837/76 erstellt (B6hm et al., 2016). Die Sequenz des gesuchten Gens wurde aus
dem entsprechenden Contig ermittelt. Die Sequenzen von putativen
Adhasionsfaktoren (Sanchez et al., 2009) sowie von ausgewahlten Flagellengenen
- fur flaA (Flagellin) sowie fur flhA und flhF wurde bereits eine Beteiligung an
Adhésion bzw. Motilitat beschrieben (Ghelardi et al., 2002; Ramarao et al., 2006;
Salvetti et al., 2007) - wurden mittels clustal Q verglichen und phylogenetische
Stammbé&ume wurden erstellt. Es zeigte sich allerdings keine Korrelation mit stark
oder schwach adhérenten bzw. stark oder schwach motilen Stammen (siehe
Anhang).
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6. Bewertung des Stammsets durch Kombination aller

Ergebnisse

Momentan stehen keine Maoglichkeiten zur Verfligung, um sicher zwischen
enteropathogenen und apathogenen Stdmmen zu unterscheiden. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden deshalb verschiedene Faktoren untersucht, die die Virulenz von B.
cereus naher bestimmen konnten. Diese Ergebnisse wurden mit den bestehenden
Informationen des Stammsets kombiniert (Tab. 9). Ziel war es, mit Hilfe dieser
Aufstellung eine Bewertung der Stdamme hinsichtlich ihrer potentiellen
Pathogenitét zu ermdglichen.

Bereits im Stammset enthalten waren die Angaben zu Toxinproduktion und
Zytotoxizitat (Mohr, 2014; Jessberger et al., 2015). In die Auswertung wurde die
Toxinproduktion von NheB unter Laborbedingungen (6 h CGY) und unter
simulierten Darmbedingungen (2 h RPMI) aufgenommen. Die zytotoxische
Wirkung auf CaCo-2-Zellen wurde mittels WST-1-Bioassay ermittelt. Verwendet
wurden dabei ebenfalls Uberstinde, die unter optimalen (6 h CGY) und unter
darméhnlichen Bedingungen (6 h RPMI) gewonnen wurden. Die
unterschiedlichen Zeitpunkte der simulierten Darmbedingungen fuhren darauf
zurlick, dass bei der Toxinproduktion in erster Linie der rasche Einstieg in die
Produktion von Bedeutung ist und weniger die Gesamtkonzentration. Hinzu kam
die Motilitat bei 30 °C und 37 °C. Hier wurden die gemessenen Werte nach 24 h
miteinbezogen. Auch die Adhasionsfahigkeit wurde zur Auswertung
beriicksichtigt. Die Uberlebensfahigkeit von Sporen unter simulierten
Magenbedingungen war der letzte Parameter, der mitberechnet wurde. In diesem
Fall eigneten sich die Werte nach einer Stunde am besten, weil Unterschiede zu

diesem Zeitpunkt am deutlichsten ausfielen.

Da diese Kriterien urspriinglich unterschiedliche Einheiten (Titer, mm, Prozent,
usw.) besitzen, mussten sie fir die Analyse angeglichen werden. Daher wurde der
beste bzw. starkste Stamm jedes einzelnen Tests mit 100 % gleichgesetzt und die
Werte der (brigen Stdmme angepasst. Die Prozentpunkte jedes einzelnen
Stammes wurden summiert und die Stdmme daraufhin erneut eingeteilt (Tab. 10).
Stdmme mit einer Gesamtsumme von (ber 500 Prozentpunkten wurden als
potentiell hochpathogen und bis zu 300 Prozentpunkte als potentiell pathogen
definiert. Stdamme unter 300 Prozentpunkten wurden fir nicht, bzw. geringfiigig
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pathogen befunden.

Nach dieser Einteilung hatte Stamm INRA C3 die hdchste Pathogenitdt im Set.
Dieser besitzt zwar hohe Toxinproduktion und Zytotoxizitat, steht jedoch nicht im
Zusammenhang mit einem Krankheitsausbruch. Stamm 14294-3 (M6) war der
einzige Stamm in dieser Gruppe, dem nach der bisherigen Einteilung nur eine
mittlere Toxizitat zugesprochen wurde. Die beiden Referenzstdmme F837/76 und
NVH 0075-95, beide fir den Menschen nachgewiesen pathogen, wéren nach
dieser Einschatzung potentiell pathogen. Unter den geringfiigig pathogenen
Stdmmen fanden sich tatsachlich nur solche, die auch im bisherigen Stammeset als
schwach toxisch eingestuft waren. Ebenfalls dort eingeordnet war der probiotische

Stamm IP 5832, der von allen Stdammen die wenigsten Prozentpunkte erreichte.
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Tabelle 10: Neue Einteilung der Stamme bezlglich ihrer potentiellen
Pathogenitat. Uber 500 Prozentpunkte wurden als potentiell hochpathogen, tiber
300 als pathogen und unter 300 als geringfligig pathogen definiert.

Stamm

INRA C3
WSBC 10035
RIVM BC964
SDA KA96
F3175/03 (D7)
14294-3 (M6)
INRA A3
NVH0075-95
6/27/8
F4429/71
F837/76
7/27/8

RIVM BC 126
F3162/04 (D8)
F528/94
RIVM BC934
MHI226
RIVM BC 90
MHIS6

IP 5832

Summe

583,0
580,5
577,0
537.2
513,4
508,3
462,5
454,1
432,1
386,6
385,5
379,7
329.6
320,9
311,5
286,0
271,3
254,5
178,2
167,5

potentiell hochpathogen

potentiell pathogen

potentiell geringfiigig pathogen
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V. DISKUSSION

Zur moglichen Abgrenzung zwischen enteropathogenen und apathogenen B.
cereus Stammen steht bislang der Nachweis der Toxinproduktion sowie der
zytotoxischen Wirkung in vitro zur Verfugung. Allerdings kann mit Hilfe der
bislang etablierten Verfahren keine Aussage (Uber das tatséchliche
Toxinbildungsvermdgen im Darm gemacht werden. Neben den momentan als
Hauptvirulenzfaktoren angesehenen Enterotoxinen Hbl, Nhe und CytK werden
viele weitere Faktoren mit der Pathogenese der Diarrh6-Form in Verbindung
gebracht. Einige dieser moglichen Faktoren, wie beispielsweise Motilitat und
Adhasion gelten bei anderen Bakteriengattungen als gesicherte Virulenzfaktoren.
Auch bei B. cereus hat man die Vermutung, dass das Darmmilieu und andere
wirtspezifische Faktoren eine entscheidende Rolle bei der Krankheitsentstehung
spielen. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit ein umfassend charakterisiertes
Set mit 20 Stammen (vgl. Tab. 7) auf Motilitdt und Adhésion getestet. AuRerdem
wurde der Einfluss von Lebensmitteln und Lebensmitteleinzelkomponenten auf
die Resistenz der Bakterien im Magen-Darm-Trakt als auch auf das
Toxizitatspotential untersucht. Das so erlangte Wissen soll zum besseren
Verstandnis der Pathogenese von B. cereus beitragen und eine Risikobewertung

der Stamme ermdglichen.

1. Motilitat von B. cereus

Die Fahigkeit zur gerichteten Fortbewegung ist fur pathogene Erreger in vielerlei
Hinsicht vorteilhaft. Sie erlaubt eine gezielte Ann&herung an passende
Umweltbedingungen, eine erfolgreiche Kolonisation, sowie die Weiterverbreitung
nach einer erfolgreichen Wachstumsphase (Chaban et al., 2015). So finden
flagellierte Bakterien, wie E. coli, Helicobacter pylori oder Vibrio cholerae,
wahrend ihrer aktiven Suche nach einem geeigneten Infektionsort diesen durch
Chemotaxis (Chaban et al., 2015). Campylobacter jejuni reagiert auf Mucin und
Glycoproteine, die chemischen Hauptbestandteile der mukusgefillten Krypten im
Dinndarm (Chaban et al., 2015). Fir L. monocytogenes wurde gezeigt, dass
bewegliche Bakterien Darm und Leber schneller und besser kolonisieren kdnnen
als nichtmotile (O'Neil et al., 2006). Die Rolle der Motilitat bei der Pathogenese

in vivo konnte indirekt auch fir B. cereus bewiesen werden. Im kinstlich
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infizierten Kaninchenauge kam es durch nichtmotile Stamme von B. thuringiensis
(v. a. insektizide Wirkung) zu einer verzogerten und nicht vollstandig
ausgebreiteten Infektion im Gegensatz zu motilen Stdammen, die nach 18 h zu
vollstandiger Blindheit fiihrten (Callegan et al., 2005).

Um die Motilitdt der B. cereus Stdmme zu testen, wurden in dieser Arbeit
swimming und swarming vergleichend bei 30 °C und 37 °C untersucht. Wé&hrend
beim swarming keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Temperaturen festgestellt wurden, wies swimming neben stammspezifischen auch
temperaturabhéngige Unterschiede auf (grofRere Durchmesser bei 37 °C) (vgl.
Abb. 2 und 3). Im Gegensatz dazu bildet L. monocytogenes bei 37 °C weniger
Flagellen aus, als unter normalen Umwelttemperaturen (22-30 °C) (Kamp et al.,
2011). Ein moglicher Erklarungsansatz hierfir ware, dass pathogene Erreger
darauf angewiesen sind, ihre Flagellengene abzuschalten oder nur noch reduziert
zu exprimieren, wenn sie an der richtigen Stellen im Wirt sind (Chaban et al.,
2015).

Zusatzlich wurde das Stammset auf die Prasenz von Flagellengenen gescreent. In
den Genomen aller Stdmme konnten Flagellengene identifiziert werden (vgl. Tab.
8), was die allgemein hohe Fahigkeit zum swimming begriinden koénnte. Von
besonderem Interesse sind die Gene flaA, flhA und flhF. Diese Gene kodieren fiir
Proteine, die am Aufbau des Flagellenapparates beteiligt sind und somit direkt die
Fahigkeit zur Motilitat beeinflussen (Albertini et al., 1991; Ghelardi et al., 2002;
Salvetti et al., 2007). Fir FlaA, FIhA und FIhF wurden phylogenetische
Stammbé&ume basierend auf DNA-Sequenzhomologien erstellt (siehe Anhang
Abb. 22-25). Betrachtet man die phylogenetischen Baume, so besteht allerdings
kein verwandtschaftlicher Zusammenhang mit der Fahigkeit zu swimming und
swarming. Warum keiner der 20 Stdmme bei der Untersuchung auf swarming
hohe Durchmesserzahlen erreichte, bleibt zu kl&ren. Um festzustellen, ob es sich
bei Durchmessern unter 20 mm tatséchlich um swarming-Zonen oder lediglich um
bakterielles Wachstum handelt, sollte hierzu zusatzlich eine Identifizierung von
Schwarmzellen mittels Elektronenmikroskopie erfolgen. Eine weitere Erklarung
wére die Tatsache, dass swarming nicht nur abhé&ngig von der Viskositat des
Mediums ist, sondern v. a. von der Art und Anzahl der enthaltenen Né&hrstoffe
(Senesi et al., 2010).

Uber die Motilitat und ihre Zusammenhange bei B. cereus ist auf genetischer
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Ebene noch nicht so viel bekannt wie beispielsweise bei Gram-negativen
Bakterien, jedoch gibt es bereits einige Erkenntnisse (Senesi et al., 2010). So gilt
es als gesichert, dass FIhF allgemein zur Pathogenitat beitrdgt und nicht nur zum
swarming gebraucht wird (Salvetti et al., 2007; Mazzantini et al., 2016). Salvetti
et al. (2011) konnten zeigen, dass die Fahigkeit zum swarming sich auf die
Expression von 118 Genen auswirkt. Und obwohl die Expression von Toxingenen
im Allgemeinen herabreguliert wurde, konnte eine erhohte Hbl-Sekretion
festgestellt werden (Ghelardi et al., 2007; Salvetti et al., 2011). Eine bessere
Beweglichkeit wurde fiir Stamme aus klinisch assoziierte Fallen in der Studie von
Ghelardi et al. (2007) festgestellt. Dies deckt sich nicht mit den Ergebnissen aus
dieser Arbeit, bei denen Lebensmittelisolate und Klinische Isolate in beiden
Gruppen zu finden waren. Interessant ist auch, dass durch das Vorhandensein von
Flagellen eine Auswirkung auf das Immunsystem des Wirts ausgeldst wird (Duan
et al, 2013). Eine wirtsabhdngige Immunreaktion konnte auch die
unterschiedlichen Schweregrade einer B. cereus Infektion erklaren. Aufgrund
bisheriger Forschungsergebnisse ist eine Beteiligung der Motilitdt an der
Pathogenese von B. cereus sehr wahrscheinlich. Wie die Ergebnisse dieser Arbeit
aber zeigen, kann dadurch alleine noch keine Abgrenzung zwischen
krankheitsauslosenden und harmlosen Stammen erfolgen. Vielmehr mussen dabei

noch wirtsabhangige Faktoren in die Untersuchung miteinbezogen werden.

2. Uberlebensfahigkeit von B. cereus unter simulierten

Magenbedingungen

Am Anfang einer B. cereus Lebensmittelinfektion steht das Uberleben der
Bakterien in der Magenpassage. Da vegetative Bakterien im niedrigen pH-Bereich
des Magens i. d. R. abgetttet werden (Clavel et al., 2004; Ceuppens et al., 2012c¢),
konzentriert sich diese Arbeit auf das Uberleben der Sporen im Magen. Dabei

wurde neben reinem Magensaft auch die Wirkung von Lebensmitteln getestet.

Im Versuch wurde der pH-Wert dauerhaft auf 2 belassen. Diesen konnten alle 20
Stdmme eine Stunde Uberdauern (vgl. Abb. 8). Nach 6 h zeigten die
Uberlebensraten stammspezifische Unterschiede, die sich jedoch nicht nach
Genprofil oder Toxizitat einteilen lieBen. Auch der Ursprung der Stamme
korrelierte nicht mit den Ergebnissen. Dies wére zu vermuten gewesen, da im

Gegensatz zu den Lebensmittelisolaten, Stdmme, die bereits aus einem
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Vergiftungsfall isoliert wurden, die Magenbedingungen offensichtlich schon
einmal ausreichend gut Uberstanden hatten. Die Uberlebensraten der Stamme
erscheinen auf den ersten Blick relativ gering. So erreichte Stamm WSBC 10035
mit 2,75 % die hochste Rate. Betrachtet man allerdings die absoluten Werte (siehe
Anhang Tab. 12), erreichte dieser Stamm nach sechs Stunden immer noch Uber

10° KBE und liegt damit im Bereich der infektiésen Dosis.

Die Miteinbeziehung von Lebensmitteln in den Versuch stitzt sich auf
verschiedene Studien, die einen Einfluss von Lebensmitteln auf B. cereus
nachgewiesen hatten. So wurde bereits gezeigt, dass Milch die Sporen vor einem
Sdureabbau schitzt (Clavel et al., 2004), die Toxinproduktion von der
Néhrstoffverfugbarkeit abhangt (Ouhib-Jacobs et al., 2009) und der zytopathische
Effekt von B. cereus Kulturtberstanden durch Kefir aufgehoben wird (Medrano et
al., 2009).

Auch in dieser Arbeit konnte die protektive Wirkung der Lebensmittel bei den
meisten der eingesetzten Stdimme nachgewiesen werden. Jedoch waren es hier
neben den stammspezifischen Unterschieden auch die Lebensmittel, die
verschiedene Ergebnisse lieferten. Da fur diesen Versuch nur sechs der 20
Stamme eingesetzt wurden, kann hier keine Aussage zur Einteilung nach dem

Stammset gemacht werden.

Interessant ist sicherlich, dass der hochtoxische Referenzstamm NVH 0075-95,
bekannt als Ausldser eines groBen Vergiftungsfalles in Norwegen (Lund et al.,
1996), generell schlecht in Magensaft tberlebte und durch die hier getesteten
Milchprodukte kaum geschitzt wurde. Nach sechs Stunden waren meist keine
Sporen mehr nachweisbar. Auffallend ist dabei auch, dass dieser Stamm nach
einer Stunde die beste Uberlebensrate in Milchreis aufwies, obwohl dieses
Produkt bei den meisten Stdmmen nur einen geringen Einfluss auf die
Uberlebensrate zeigte. Daher stellt sich die Frage, ob fir Stamm NVH 0075-95
andere Nahrungskomponenten wichtiger sind, oder ob weniger die Lebensmittel
als wirtsabhangige Faktoren eine Rolle fiir das Uberleben dieses Stammes im

Magen spielen.

Clavel et al. (2004), die einen &hnlichen Versuch mit drei verschiedenen
Lebensmittelmatrices (Milch, Erbsen- und Hihnersuppe) und nur einem Stamm
durchgefuhrt hatten, kamen zu dem Ergebnis, dass Sporen nicht um mehr als 1,5
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log Stufen reduziert wurden. Auch bei Ceuppens et al. (2012b) blieb die
Sporenanzahl Gber die Versuchszeit stabil. In der vorliegenden Arbeit reduzierte
sich die Sporenanzahl mit der Zeit zum Teil deutlich. Um den Grund fiir diesen
Unterschied zu finden, missten noch weitere Studien durchgefiihrt werden, da

sich auch in der Literatur keine weiteren Anhaltspunkte finden.

Allerdings kann man vermuten, dass die meisten Stdmme unter natirlichen
Bedingungen deutlich hoéhere Uberlebensraten zeigen wiirden und damit das
Risiko eines Krankheitsausbruches gegeben ware. Der pH-Wert wurde im Verlauf
diese Versuchs stabil auf 2 gehalten, was fir die Sporen eine extreme Situation
darstellt. Im menschlichen Magen wirde es aber auf Grund der
Lebensmittelzugabe initial zu einem Anstieg des pH-Wertes kommen, der sich
dann allméhlich wieder senken wirde. Abhangig von Menge und Art der Mahlzeit
konnen dann Werte von (ber 5 erreicht werden, was sogar von vegetativen

Bakterien noch toleriert werden kann (Dressman et al., 1990; Clavel et al., 2004).

Auch der Einfluss des MHD auf die Uberlebensfahigkeit der Sporen wurde
untersucht. Laut 8 7 (1) der Lebensmittel-Kennzeichnungsverordnung (LMKYV)
ist das MHD als jenes Datum definiert, ,,...bis zu dem dieses Lebensmittel unter
angemessenen Aufbewahrungsbedingungen seine spezifischen Eigenschaften
behilt.“. Dies bedeutet, dass Zusammensetzung, Genusswert, oder Brauchbarkeit
nicht veréndert sind (BVL, 2017). Obwohl die mikrobiologische Untersuchung
des abgelaufenen Mascarpone ohne Befund blieb, sowie optisch und olfaktorisch
keine Auffélligkeiten festgestellt werden konnten, zeigte sich doch nach 6 h eine
vergleichsweise bessere Uberlebensrate als in den anderen, nicht abgelaufenen
Lebensmitteln (vgl. Abb. 10). Es stellt sich daher die Frage, ob im Produkt bereits
Prozesse im Gang waren, die hier nicht detektiert werden konnten aber einen
Einfluss auf die Zusammensetzung und somit auf die Uberlebensfahigkeit der
Sporen hatten. Allerdings sei auch angemerkt, dass Mascarpone Il (MHD nicht
Uberschritten) die Sporen gut vor den Magenbedingungen schitzte. Deshalb
kdénnte man annehmen, dass das sehr fetthaltige Produkt tber die langere Zeit
gesehen einen Vorteil gegeniiber weniger reichhaltigen Produkten zeigte. So
konnten die in der Milch enthaltenen Proteine und Lipide die Bakterien in einem
Komplex einschlieBen und somit einen schitzenden Effekt auf die Sporen haben
(Berthold-Pluta et al., 2015).

Aulergewohnlich war zudem das Verhalten von drei Stéammen (F837/76, WSBC
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10035 und IP 5832) wéhrend der Magenpassage unter Lebensmittelzusatz. Sie
zeigten z. T. Uberlebensraten von tiber 100 %, Stamm WSBC 10035 zeigte sogar
Werte, die an die 1000 %-Marke reichten. Bereits ohne die Lebensmittel konnte
bei einigen Stammen beobachtet werden, dass die Uberlebensraten im Laufe der
Versuchsdauer wieder anstiegen. Jedoch waren die Unterschiede in diesen Fallen
nicht sehr gro und v. a. wurde der initial bestimmte Wert nie Uberschritten. Die
wahrscheinlichste Erklarung fir diese geringen Unterschiede liegt in der
Versuchsdurchfiihrung, da nur eine sehr geringe Probemenge (300 pl) enthommen
wurde und zudem die Sporen zur Bildung von Agglomeraten neigten, die auch

durch grundliches Mischen vermutlich nicht immer getrennt werden konnten.

Ein Erklarungsansatz flr die extremen Werte ware eine Auskeimung. Die Sporen
waren bei Versuchsbeginn bereits mehrere Monate gelagert, aber mikroskopisch
unverdndert. Durch das wiederholte Zentrifugieren konnte jedoch eine
mechanische Schéadigung der Sporen stattgefunden haben. Zusammen mit den
Induktoren im Milieu (Zucker, Aminosauren, Nucleoside, Salze) hatte dies zu
einer Aktivierung der Sporen und einer rasch folgenden Auskeimung beitragen
konnen (Jones et al., 2005; Wells-Bennik et al., 2016). Auch moderate Warme
soll zur Auskeimung beitragen (Wells-Bennik et al., 2016). Ob 37 °C dazu
ausreichend sind, ist allerdings fraglich, da Hitzeaktivierung erst ab 65 °C
stattfindet (Ghosh et al., 2010).

Angaben zu Sporenaktivierung, -inaktivierung und -auskeimung sowie madgliche
Einflussfaktoren weichen in der Literatur voneinander ab und sind zudem
speziesspezifisch (Clavel et al., 2004; Fricker et al., 2011; Setlow, 2014b). So
lasst sich letztendlich nicht feststellen, welche dieser méglichen Ursachen zu einer
Erhohung der Uberlebensrate (iber die urspriinglich eingesetzte Anzahl gefiihrt
hat. Weiterfihrend mussten die Sporen dazu auf Auskeimung und
Séureadaptation untersucht werden und zusétzlich die Auswirkung der

Lebensmittel (Zucker, Fett, Salz) miteinbezogen werden.

2.1. Phéanotypische Besonderheit des Stammes WSBC 10035 wahrend
der simulierten Magenpassage

Zu beachten ist dartiber hinaus die phanotypische Auffalligkeit, die der Stamm

WSBC 10035 im Verlauf dieses Versuches zeigte. Dieser Stamm, der schon durch

die sehr hohen Uberlebensraten auffiel, zeigte nach der Magenpassage (mit und
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ohne Lebensmittel) Kolonien mit zwei unterschiedlichen GréRRen (Abb. 11). Die
kleinen Kolonien zeigten sowohl eine erhéhte Nhe-Produktion als auch eine
verstarkte toxische Wirkung im WST-1-Bioassay.

Einige Bakterienarten (u. a. Staphylokokken, Salmonellen, E. coli) besitzen die
Fahigkeit, sog. small colony variants (SCVs) auszubilden. Gekennzeichnet sind
diese durch morphologische Unterschiede und langsameres Wachstum (Proctor et
al., 2006). Da auch die hier isolierten Kolonien dieser Definition entsprechen,
liegt die Vermutung nahe, dass es sich dabei um eine SCV handelt. SCVs wurden
bereits vor tber 100 Jahren zum ersten Mal bei Staphylokokken beschrieben. Die
Forschung konzentriert sich (berwiegend auf diese Gattung, da hier ein
Zusammenhang zwischen dieser Form und persistierenden, wiederkehrenden
Infektionen verschiedener Gewebe und Organe erkannt wurde (Kahl et al., 2016).
Auch bei der Gattung Bacillus (B. licheniformis) wurde das Auftreten einer SCV
beschrieben, die zur Bakteridmie nach der Implantation eines Herzschrittmachers
fihrte (Kahl et al., 2016). Frenzel et al. (2015) konnten erstmals bei einem
emetischen B. cereus Stamm eine SCV nachweisen, die sich in Gegenwart eines

Aminoglycosid-Antibiotikums entwickelte.

Bisherige Studien fanden heraus, dass diese Subpopulationen einen fehlerhaften
Elektronentransport aufweisen oder die Thymidin-Biosynthese unzureichend ist.
Verschiedenste Genmutationen koénnen diese Ausfalle ebenso hervorrufen, wie
auch eine Langzeittherapie mit Antibiotika (Proctor et al., 2006; Kahl et al.,
2016). Allerdings nimmt man an, dass es noch weitere Mdéglichkeiten gibt, die zu
einem veranderten Metabolismus dieser Kolonievarianten fiuhren (Kahl et al.,
2016). So konnen auch N&hrstoffmangel und chemische Stressoren die
Ausbildung von SCVs bewirken (Bui et al., 2015).

Aus welchem Grund nur einer der 20 Stdmme diese Besonderheit trotz gleicher
Bedingungen zeigte, ist nicht klar. Die lange Lagerungszeit der Sporen oder die
Saureeinwirkung wahrend des Versuchs kdnnten ebenso eine Mutation in Stamm
WSBC 10035 hervorgerufen haben, wie die Hitzeeinwirkung vor dem
Ausplattieren. Eine kinstlich durch Mutation erzeugte SCV von E. coli zeigte sich
sehr widerstandsfahig gegentiber Sdure, Hitze und osmotischem Stress (Santos et
al., 2016). So kénnte auch Stamm WSBC 10035 durch die Kolonievariation eine
hohere Resistenz gegentiber den duReren Einflissen, denen er ausgesetzt war,

erreicht haben. Bei S. aureus wird vermutet, dass die SCVs ein besseres
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Uberleben im Wirt gewahrleisten (Proctor et al., 2006).

SCVs bei B. cereus wurden, wie bereits oben erwahnt, erst einmal beschrieben.
Die SCV von Stamm WSBC 10035 stellt daher eine Besonderheit dar, da sie
spontan und vermutlich aufgrund duRRerer Einfliisse entstand und zudem aus einem
Sporenpraparat hervorging. Ein eingehenderes Studium der SCV Dbietet
moglicherweise eine weitere Herangehensweise an die Erforschung der
Virulenzmechanismen von enteropathogenen B. cereus. Aus diesem Grund sollte
die SCV biochemisch und genetisch genauer untersucht werden, sowie eine

Bestimmung der Motilitats- und Adhé&sionsrate erfolgen.

3. Adhasionsfahigkeit von B. cereus an CaCo-2-Zellen

Aufgrund bisheriger Untersuchungen wird vermutet, dass Sporen an die
Mukusschicht des Darmepithels adhdrieren und es dann zu Auskeimung,
Auswuchs und folgend zur Enterotoxinproduktion kommt (Ceuppens et al., 2013).
Im Allgemeinen geht man davon aus, dass vegetative Zellen dabei eine
untergeordnete Rolle spielen, da die Magenpassage i. d. R. nicht tberlebt wird.
Eine mogliche Uberlebensrate von bis zu 26 % (Wijnands et al., 2009) und die
Tatsache, dass die Sporen spétestens in Epithelnahe auskeimen missen, lie3 es fur
sinnvoll erscheinen, dass im Rahmen dieser Arbeit nicht nur die
Adhasionsfahigkeit von Sporen an Darmepithelzellen, sondern auch die der

vegetativen Zellen Gberprift wurde.

Generell konnten alle 20 Stdamme in beiden Versuchsdurchfiihrungen an CaCo-2-
Zellen binden. In beiden Gruppen konnte allerdings kein Hinweis darauf gefunden
werden, dass die Adhésionsfahigkeit mit den Einteilungskriterien des Stammsets
korreliert. Vergleicht man die Adhdsionsraten von Sporen und vegetativen Zellen,
so adhdrierten, bis auf einige Ausnahmen, die vegetativen Zellen besser (Sporen
erreichten Werte zwischen 0,04 und 2,89 %, die Adhésionsrate der vegetativen
Zellen lag zwischen 0,34 und 6,11 %). Wijnands et al. (2007) ermittelten fir
Sporen eine Adhasionsrate von ca. 1 %, was die Resultate dieser Arbeit in etwa
widerspiegelt. Ein Vergleich der Ergebnisse mit anderen Studien gestaltet sich
schwierig, da sich die angewandten Methoden meist erheblich unterscheiden.
Erstaunlich ist, dass in der Studie von Andersson et al. (1998) die vegetativen
Zellen nicht in der Lage waren zu adhérieren, was u. a. auf die fehlenden
hydrophoben Eigenschaften zurtickgefiihrt wurde, die den Sporen eine verbesserte
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Adhasionsfahigkeit verschafften. Auch Sanchez et al. (2009) stellten eine bessere
Adhasionsfahigkeit bei Sporen fest. Eine weitere Studie, die die Adhdsion von
vegetativen Zellen Uberprufte, wies hingegen bei zwei Stammen Raten von 1,8
und 40 % auf CaCo-2-Zellen nach (Ramarao et al., 2006). Minnaard et al. (2004)
zeigten erstmals, dass ein kleiner Anteil der adhérierten Bakterien sogar in der
Lage ist, in die Zellen einzudringen. Die Fahigkeit zur Invasion ist v. a. bei
Salmonellen und Listerien bekannt. So zeigen Salmonellen beispielsweise
deutlich hohere Adhasionsraten, damit eine addquate Anzahl an Bakterien
Uberhaupt in die Zielzelle eindringen kann (Gagnon et al., 2013). Daher ist
fraglich, ob B. cereus tatsachlich invasive Eigenschaften besitzt, auch weil sich

die Pathogenitdtsmechanismen dieser Bakterienarten grundlegend unterscheiden.

Betrachtet man die Adhasionsraten der vegetativen Zellen in dieser Arbeit, so fallt
auf, dass Stamm F528/94 einen Wert von Uber 6 % erreichte. Dieser Stamm
wurde zwar aus einem Lebensmittel isoliert, welches aber in Zusammenhang mit
einer Lebensmittelvergiftung gebracht werden konnte. Bemerkenswerterweise
ergaben sich fur diesen Stamm aber nur sehr geringe Zytotoxizitatstiter und auch
die Produktion von Nhe und Hbl wurde nur als gering bzw. mittel eingestuft.
Daher stellt sich die Frage, ob nicht auch in vivo eine aullergewthnlich hohe
Adhésion zum Krankheitsausbruch hatte beitragen kdnnen. Die Sporen desselben
Stammes adhérierten im Vergleich dazu eher schlecht. Dies kénnte bedeuten, dass
die Adhasion vegetativer Zellen bislang unterschétzt wird. Der Referenzstamm
NVH 0075-95, der ebenfalls aus einem Vergiftungsfall stammt, zeigte in beiden
Féallen mittlere Adhé&sionsraten, gehort allerdings auch einem anderen
Toxingenprofil an. Die Entstehung einer Infektion konnte daher durch ein
Zusammenspiel von Adhésion und Toxinprofil begtnstigt werden. Im Vergleich
zu den Adhésionsraten der vegetativen Zellen zeigte Stamm WSBC 10035 eine
deutlich bessere Adhasion der Sporen. Im Hinblick auf die bereits oben erwahnten
Besonderheiten dieses Stammes kann man vermuten, dass diese Sporen besondere

Eigenschaften aufweisen, die noch zu untersuchen sind.

Vergleicht man die erstellten Mittelwerte von Ursprung bzw. Toxizitét, ist
besonders interessant, dass bei vegetativen Zellen fast keinerlei Unterschiede
zwischen den Gruppen festzustellen waren, wahrend Sporen der toxischen
Stamme besser adhérierten als die der schwach toxischen (vgl. Abb. 15B).

Unerwartet war die schlechtere Adhésionsféahigkeit der Sporen, die von



V. Diskussion 81

Krankheitsfallen isolierten Stimmen gewonnen wurden. Wie bereits oben erwahnt
widersprechen diese Ergebnisse der gangigen Meinung, dass v. a. die
Sporenadhésion ein wichtiger Bestandteil der Pathogenese sein kdnnte. Jedoch
fehlen fir B. cereus in vivo Studien, die diese Hypothese untermauern. Bei der
Interpretation der vorliegenden Ergebnisse muss zusatzlich beachtet werden, dass
die eingesetzte MOI in den beiden Versuchen nicht gleich war. Obwohl ein
Vorversuch ahnliche Ergebnisse fur beide MOls ergab, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass eine hohere MOI im Sporenversuch nicht doch auch zu einer
hoheren Adhésionsrate gefiihrt hatte. Im Wirt wirde die Adhasion auch nicht
direkt an der Epithelschicht stattfinden, sondern zunédchst die Mukusschicht des
Darms betreffen. Hierzu gibt es bereits einige Studien, die dies in vitro bestatigen
konnten (Sanchez et al., 2009; Laparra et al., 2009; Tsilia et al., 2016). Zudem
muss auch bedacht werden, dass das Vorhandsein anderer Bakterien (z. B.
natlrliche Darmflora, Probiotika) die Adhésion beeinflussen kann (Zhang et al.,
2016).

Bei einigen Bakteriengattungen sind Flagellen direkt an der Adhésion beteiligt
(Chaban 2015). Sanchez et al. (2009) bestimmten die Oberflachenproteine eines
sehr gut adhérierenden B. cereus Stammes. Das Stammset wurde auf einige dieser
putativen Adhdsionsfaktoren untersucht und es stellte sich heraus, dass alle 20
Stamme diese Gene besitzen. Allerdings konnte auch hier keine Korrelation
zwischen der Gensequenz und den Adhésionsraten festgestellt werden (siehe
Anhang Abb. 26 und 27).

Laparra et al. (2009) konnten zeigen, dass probiotische Keime besser adharieren
konnen als pathogene. Stamm IP 5832 zeigte in diesem Versuch weder sehr gute
noch sehr schlechte Adhdsionsraten. Interessant ist dies deshalb, weil IP 5832
fruher Bestandteil probiotischer Praparate war (Bactisubti/™ fir den
Humangebrauch, Paciflor™ als Futtermittelzusatz) (Duc et al.,, 2004).
Mittlerweile sind beide Praparate nicht mehr zugelassen, da die Produktion von
Nhe und Hbl nachgewiesen werden konnte und zudem bei Mdusen eine letale
Dosis von 10° KBE ermittelt wurde, was ungefahr der empfohlenen
therapeutischen Dosis entsprach (Kniehl et al.,, 2003; Duc et al.,, 2004,
Sorokulova, 2008). Die gute Uberlebensfahigkeit wahrend der Magenpassage
wirde fir die probiotischen Eigenschaften dieses Stammes sprechen, die relativ

geringe Adhasionsfahigkeit stellt allerdings die friher angenommene, positive
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Wirkung im Darm in Frage. Sowohl Zytotoxizitat als auch NheB Toxinproduktion
waren flr diesen Stamm sehr gering. Dies zusammen mit der geringen Adhésion
konnte erklaren, warum es nicht haufiger zu groReren Krankheitsausbriichen kam,

wahrend das Préaparat auf dem Markt war.

4. Einfluss verschiedener Lebensmittel auf die toxische

Aktivitat von B. cereus Kulturtuberstanden

Bislang sind nur wenige Studien bekannt, die sich mit der Wirkung eines
Lebensmittels auf die Zytotoxizitat von B. cereus befasst haben (Medrano et al.,
2008; Medrano et al., 2009). Aus diesem Grund wurde die toxische Aktivitat der
beiden Referenzstimme und einer Nhe-Mutante im Zusammenhang mit
verschiedenen Lebensmitteln bzw. Einzelkomponenten getestet. Durch den Zusatz
der ausgewahlten Lebensmittel konnte bei allen getesteten Stdmmen die
zytotoxische Aktivitat reduziert werden. Der deutlichste Effekt im WST-1-
Bioassay konnte bei Stamm F837/76 erreicht werden, gefolgt von der Nhe-
Mutante. Die Titer des reinen Nhe-Produzent NVH 0075-95 wurden durch die
Lebensmittelzugabe nur wenig beeinflusst. Dies lasst den Schluss zu, dass die
Lebensmittel sich anscheinend starker auf den Hbl-Toxinkomplex auswirken. Die
wahrscheinlichste Erklarung dafiir ist der unterschiedliche Wirkmechanismus der
Enterotoxine, der bereits in verschiedenen Zellkulturassays nachgewiesen werden
konnte (Jessberger et al., 2014). Was die Lebensmittel betrifft, so konnte
Folgemilch die toxische Wirkung z. T. betrachtlich reduzieren. Welche Zutat in
der verwendeten Sduglingsnahrung dazu fihrte, wurde nicht untersucht. Jedoch
konnte in weiteren Tests festgestellt werden, dass bei den Einzelkomponenten der
Zusatz von Lactoferrin den zytopathischen Effekt der Nhe-Mutante deutlich
verringern konnte. Interessant wére nun, in welcher Menge diese Komponente in
der Folgemilch vorliegt, um einen moglichen Zusammenhang herzustellen. Der
Einsatz der Einzelkomponenten im PI-Test deckte sich allerdings nicht vollig mit
den Ergebnissen des WST-1-Bioassays, vielmehr traten stammspezifische
Unterschiede auf. Dies ist jedoch nicht Gberraschend, da sich die beiden Tests
unterschiedlicher Wirkmechanismen bedienen. Nachfolgend wurden EIAs
durchgefuhrt, um die Auswirkungen der Lebensmitteleinzelkomponenten auf den
Hbl-Komplex zu charakterisieren. Tatsdachlich konnte gezeigt werden, dass v. a.

Hbl L1 mit den Lebensmitteln reagierte und nicht mehr detektiert werden konnte.
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Die Ursache fiir die Verminderung der toxischen Aktivitat liegt also vermutlich an
der Bindung der einzelnen Lebensmittelkomponenten an die Toxinkomponenten,

was deren volle Funktionsfahigkeit einschrankt.

Die Tatsache, dass B. cereus zwar h&ufig in Milchprodukten zu finden ist, es aber
selten zu damit verbunden Krankheitsfallen kommt, konnte somit erklart werden.
Welche Bestandteile und Schritte dabei genau betroffen sind, konnte im Rahmen
dieser Arbeit nicht mehr bearbeitet werden, wére aber ein interessanter neuer
Forschungsansatz. So kénnten neben den hier getesteten Milchkomponenten auch

Milchzucker und -fette sowie andere Lebensmittel miteinbezogen werden.

5. Risikoorientierte Bewertung des Stammesets

Die vollstandige Vermeidung einer Kontamination von Lebensmitteln mit B.
cereus ist nicht mdglich, deshalb gibt es zumindest fiir Sduglingsnahrung einen
EU-weiten Grenzwert (EFSA, 2016a). Mit Hilfe von Grenzwerten kann immerhin
die Gefahr eines Krankheitsausbruchs reduziert werden. Jedoch werden zugleich
auch Lebensmittel, die mit einem apathogenen Stamm kontaminiert sind,
vernichtet, obwohl sie zum Verzehr geeignet waren. Zwar konnen fur B. cereus
sowohl Toxingene detektiert als auch Toxinproduktion und Toxizitat ermittelt
werden, allerdings kann nach momentanem Forschungsstand nicht beurteilt
werden, ob ein Stamm deshalb krankheitsauslosend ist oder nicht. Da die
momentane Routinediagnostik Raum fir Fehlinterpretationen lasst (z. B. der
Nachweis prasumtiver B. cereus auf chromogenen Medien) und zudem
wirtsabhangige Faktoren nicht in die Gefahrenanalyse miteinbezogen werden, ist
die Etablierung eines ganzheitlichen, risiko-orientierten Bewertungsschemas von
Noten. Deshalb war ein Ziel, auf Grundlage bereits bestehender Erkenntnisse und
den Ergebnissen dieser Arbeit ein Schema zu entwickeln, welches die
Unterscheidung zwischen enteropathogenen und apathogen B. cereus ermoglicht.
So wurden die bestehenden Informationen mit den Daten zu Motilitét,
Uberlebensfahigkeit der Sporen unter simulierten Magenbedingungen, Adhéasion,
Toxinproduktion und Zytotoxizitat erganzt und die Stdmme neu in potentiell
hochpathogen, pathogen und geringfligig pathogen eingeteilt (vgl. Tab. 9 und 10).
Die Gruppe der geringfugig pathogenen Stdmme beinhaltete auch nur Stamme,
die in der vorigen Einteilung, basierend auf Toxinproduktion unter

Laborbedingungen und Zytotoxizitatstests auf Vero-Zellen (vgl. Tab. 7), als
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gering toxisch bezeichnet wurden. Ahnlich verhielt es sich fir die Gruppe der
hochpathogenen Stdmme. Besonders interessant ist aber die dazwischenliegende
Gruppe der potentiell pathogenen Stdmme. Hier finden sich neben
nachgewiesenen Krankheitsauslosern (die beiden Referenzstimme F837/76 und
NVH 0075-95) auch einige Stamme, die friher nur als gering toxisch eingestuft
waren. Darunter befindet sich z. B. Stamm F528/94, der, obwohl nur ein geringer
Toxinproduzent mit geringer Zytotoxizitat, aus einem Vergiftungsfall isoliert
worden war. Durch das Hinzufligen weiterer, putativer Virulenzmerkmale in die

Liste wird er nun als pathogen eingestuft.

Die neue Einteilung ermdglicht somit prazisere Aussagen und moglicherweise
sogar die Abgrenzung zwischen pathogenen und apathogenen Stammen, da es die
relevantesten Kriterien von der Aufnahme des Bakteriums bis hin zur Toxizitét
miteinschlielt. Zur Verifizierung musste das Bewertungsschema jedoch mit einer
noch groReren Anzahl an Stdmmen getestet werden. Trotzdem bleibt die
Beurteilung der Stdimme immer unsicher, da die in vivo Situation nach wie vor
nicht bekannt ist. Zusétzlich gilt zu beachten, dass die Abgrenzung zwischen den

einzelnen Gruppen letztendlich noch Spielraum bietet.

Eine eindeutige Unterscheidung zwischen pathogenen und apathogenen Stammen
auf  Grund von Motilitat, Adhasion, Biofilmbildung, Zytotoxizitat,
Antibiotikaresistenz und der Virulenz im Insektenmodell wurde von Kamar et al.
(2013) postuliert, was nach den Ergebnissen dieser Arbeit nicht eindeutig moglich
ist. Dartiber hinaus lasst diese Studie einige Fragen offen, was Methodik und
Auswertung betrifft. Zudem ist ein Vergleich der Ergebnisse unmdglich, da im
Rahmen dieser Arbeit die Einteilung nach einzelnen Stammen erfolgte, wéhrend
Kamar et al. (2013) nur Mittelwerte der klinischen und lebensmittelassoziierten
Stdmme bildete. So wird Stamm INRA A3 in der oben genannten Studie als nicht
pathogen eingeordnet, wahrend das vorliegende Bewertungsschema ihm eine

potentiell pathogene Wirkung zuspricht.

Ein sehr schwer zu kalkulierender Faktor bei der Risikobewertung bleibt vorerst
der Wirt selbst, der durch eine Vielzahl von Mechanismen an der Pathogenitét
beteiligt ist. Die Miteinbeziehung von lebensmittelabh&ngigen Faktoren kdnnte
das Schema zusatzlich prézisieren, aber auch aufwandiger machen. Fur den
Einsatz in der Routinediagnostik ist das Bewertungsschema momentan noch zu

umfangreich und auch nicht fir den Schnellnachweis geeignet, da viele der
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Methoden sehr arbeits- und zeitaufwandig sind. Bis eindeutige Marker gefunden
werden, die pathogene und apathogene Stdmme voneinander abgrenzen, kann
dieses umfassende Bewertungsschema jedoch ein sinnvolles Instrument zur

Abschatzung der Enteropathogenitat von B. cereus darstellen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Enteropathogene B. cereus Stamme sind in der Lage, im Darm Toxine zu
produzieren und losen damit Lebensmittelinfektionen in Form von Diarrh6 aus.
Jedoch fihrt nicht jeder Stamm zu einem Krankheitsausbruch, so dass man
bislang dahinter ein multifaktorielles Geschehen vermutet, was wiederum die
Abgrenzung zwischen pathogenen und apathogenen Stammen erschwert. Daher
wurden im Rahmen dieser Arbeit 20 Stdmme auf verschiedene putative
Virulenzmechanismen untersucht und aus diesen Erkenntnissen ein
Bewertungsschema erstellt, um damit die potentielle Gefahrdung, die von einem
B. cereus Stamm ausgeht, abschétzen zu kénnen. Zudem wurde der Einfluss von

Lebensmitteln auf das Infektionsgeschehen analysiert.

Motilitat durch swimming und swarming zeigte stammspezifische Unterschiede,
die v. a. beim swimming auch temperaturabhangig waren, aber Kkeine
Ubereinstimmung mit Toxinprofil, Toxizitdt oder Ursprung zeigten. Auch die
Adhasionsfahigkeit der Stdmme konnte nicht in Zusammenhang mit den
bestehenden Einteilungskriterien gebracht werden. Allerdings adhérierten
vegetative Zellen starker an CaCo-2-Zellen als B. cereus Sporen. Die simulierte
Magenpassage bei einem pH-Wert von 2 konnten die Sporen aller Stdimme eine
Stunde Uberleben. Nachfolgend zeigten sich stammspezifische Unterschiede, die
allerdings erneut nicht dem Toxinprofil oder der Toxizitdt zugeordnet werden
konnten. Die Zugabe von Lebensmitteln, v. a. fetthaltigerer Milchprodukte, flihrte
bei manchen Stdammen zu einer erhdhten Widerstandsfahigkeit gegeniiber den
Magenbedingungen, wahrend andere nicht geschitzt wurden. Zudem zeigten
Zytotoxizitatstests mit CaCo-2-Zellen, dass in den meisten Fallen durch die
Zugabe von Lebensmitteln eine Reduktion der toxischen Wirkung erzielt werden
konnte. Einzelne Lebensmittelkomponenten binden vermutlich an die

Toxinkomponenten und verhindern somit deren volle Funktionsfahigkeit.

Mit Hilfe dieser Arbeit wurden wichtige Aspekte einer B. cereus Infektion - vom
Uberleben der mitverzehrten Sporen in der Magenpassage bis hin zur
Toxinproduktion im Darm — zusammengefasst. Auf der Basis dieser Daten wurde

ein vorlaufiges Bewertungsschema erstellt.



VII. Summary 87

VII. SUMMARY

Enteropathogenic B. cereus strains are able to produce toxins in the human
intestine and thereby cause foodborne infections which lead to diarrhea. It is
assumed that due to a multifactorial process not every strain triggers an outbreak,
which makes it difficult to distinguish between pathogenic and non-pathogenic
strains. Therefore, 20 strains were tested for various putative virulence
mechanisms in order to estimate the potential threat of a B. cereus strain. In

addition, the effects of the food matrix on the course of infection were analyzed.

Swimming motility showed strain-specific and temperature-dependent differences,
whereas differences in swarming motility were only strain-specific. Both did not
correlate with toxin profile, toxicity or origin. Moreover between adhesion ability
and the existing classification no match was found. However, vegetative cells
adhered better to CaCo-2 cells than B. cereus spores. Spores of all strains survived
the simulated gastric passage at a pH of 2 for one hour. In the course of the
experiment strain-specific differences were found, which again could not be
attributed to toxin profile or toxicity. The addition of food, especially fatty dairy
products, led to increased resistance towards gastric conditions in some strains,
while others were not protected. Moreover, cytotoxicity tests with CaCo-2 cells
showed that in most cases the addition of food reduced the toxic effect. Single
food components probably bind to the toxin components and thus prevent their

full functionality.

With this study, important aspects of a B. cereus infection were summarized so
that the entire course of an infection - from the survival of the spores during the
gastric passage to the toxin production in the intestine - can now be assessed more

thoroughly.
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Tabelle 11: Adhéasion — Mittelwert (MW) und Standardabweichung (STAB)
aller Replikate in absoluten Zahlen A. Adhéasion von Sporen an CaCo-2-Zellen.
B. Adhé&sion von vegetativen Zellen an CaCo-2-Zellen.

absolute Werte Adhésion Sporen
MW?* STAB* |MW STAB
A Stamm Inokulum | Inokulum [Infektion |Infektion
14294-3 (M6) | 42E+06] 1,5E+05] 1,5E+04|  3,9E+03
SDA KA96 1,0E+07| 7,2E+05| 3,7E+03| 2,5E+03

INRA A3 8,0E+06| 2,0E+06( 1,2E+04| 2,4E+03
INRA C3 2,7E+06| 2,0E+05| 5,5E+04| 3,9E+04
6/27/8 3,0E+06| 3,3E+05| 5,2E+03| 1,1E+03

F3175/03 (D7)| 7,9E+06| 5,1E+05| 4,5E+04| 6,0E+03
RIVM BC 934 | 6,2E+06| 1,7E+06| 1,1E+04| 5,7E+03

F528/94 43E+06| 5,56+05| 1,0E+04| 8,3E+03
F837/76 6,1E+06| 2,1E+06| 1,4E+04| 7,7E+03
RIVM BC 126 | 2,5E+06| 2,4F+05| 1,1E+04| 2,9E+03
MHIS6 6,3E+06| 2,9E+05| 2,6E+04| 5,1E+03
F4429/71 1,4E+07| 3,9E+06| 1,0E+05| 5.1E+04

RIVM BC 964 | 1,8E+06| 7,7E+04| 8,1E+03| 5,9E+03
F3162/04 (D8)| 2,2E+07| 3,2E+06| 1,2E+05| 4.,3E+04
MHI226 3,7E+06| 3,2E+05| 9,3E+03 1,9E+03
NVH 0075/95 | 49E+06| 2,2E+05| 2,2E+04 6,2E+03
WSBC 10035 | 7,9E+06| 2,0E+06| 2,3E+05| 2,5E+04
RIVM BC 90 1,6E+07| 3,0E+06| 1,6E+05| 6,4E+03
7/27/8 1,1IE+07| 1,5E+06| 6,9E+04 1,2E+04
IP 5832 2,97E+06|2,97E+05|4,07E+04| 8.51E+03

absolute Werte Adh#sion vegetative Zellen
B MW#* STAB* |MW STAB
Stamm Inokulum |Inokulum |Infektion |Infektion
14294-3 (M6) |1,28E+06|5,25E+05|4,73E+04| 3,59E+04
SDA KA96 6,32E+06|3,19E+06|4,14E+04| 1,82E+04

INRA A3 2,13E+06| 8,85E+05|4,23E+04| 2,05E+04
INRA C3 3,27E+06| 1,25E+06| 1,09E+05| 5,08E+04
6/27/8 1,30E+07| 9,51 E+06| 1,35E+05| 8,29E+04

F3175/03 (D7)|2,03E+06|1,48E+05]4.05E+04| 1,45E+04
RIVM BC 934 |1,28E+06|3,23E+05] 1,99E+04| 1,29E+04

F528/94 1,76E+06|3,81E+05| 1,08E+05| 6,64E+04
F837/76 5,75E+05|2,08E+05| 1,59E+04|4,40E+03
RIVM BC 126 |1,37E+05| 1,47E+04|2,98E+03 | 4,68F+02
MHIS6 2,15E+06| 8,30E+05|2, 17E+04| 1,15E+04
F4429/71 3,50E+06/3,77E+05] 2,45E+04/ 1,18E+04

RIVM BC 964 |2,02E+05] 5,92E+04|7,33E+03 5,80E+03
F3162/04 (D§)|4.87E+06|3,82E+06]| 1,65E+04| 7,43E+03
MHI226 3,66E+06| 1,58E+06|5,60E+04|2,84E+04
NVH 0075/95 |3,17E+06[ 1,26E+06| 3, 18E+04| 1,12E+04
WSBC 10035 |6,89E+05| 8,89E+04| 1,06E+04|4,63E+03
RIVM BC 90  |4,67E+06|3,34E+06|3,08E+04| 8,50E+03
7/27/8 3,82E+06| 1,69E+06(5,29E+04| 2,40E+04
IP 5832 3,10E+06| 8,74E+05|6,79E+04| 1,76 E+04
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Tabelle 12: Magenpassage ohne Lebensmittel. A. Mittelwerte aller Replikate in
absoluten Zahlen. B. zugehdrige Standardabweichungen in absoluten Zahlen.

Mittelwert
A Stamm Inokulum |1 h 2h 3h 4h 5h 6h
14294-3 (M6) |1,24E+07|7,27E+04|5,91E+04|4,55E+04|2,73E+04| 1,82E+04 | 1,14E+04

SDA KA 96 1,08E+08|7,23E+05 | 8,64E+05|3,59E+05| 1,00E+05]2,68E+05|5,23E+04

INRA A3 1,25E+078,73E+05[4,23E+05(2,45E+05| 1,23E+05] 1,84E+05|4,32E+04
INRA C3 1,74E+07|5,36E+05|3,86E+05|4,98E+05|3,43E+05| 1,86E+05]| 1,34E+05
6/27/8 1,29E+08)2,86E+05[1,93E+05( 8,18E+04 | 8,64E+04 8,18E+04| 5,00E+04

F3175/03 (D7)|9,82E+08|2,70E+05|3,30E+05| 1,36E+05] 6,59E+04| 1,50E+05| 5,91 E+04
RIVM BC 934 |8,05E+07)9,32E+04| 1,09E+05| 8,64E+04|3,18E+04|5,91E+04| 2,05E+04

F528/94 1,84E+07]2,59E+05[1,95E+05( 1,05E+05|7,95E+04| 1,00E+05| 7,50E+04
F837/76 7,70E+08|7,02E+05[9,61E+05| 6,20E+05| 2,89E+05|2,64E+05| 1,91E+05
RIVM BC 126 |4,99E+08| 1,20E+05|6,14E+04|4,09E+04(2,27E+04| 1,14E+04| 9,09E+03
MHIS6 4,12E+08|2,27E+05|2,02E+05| 1,07E+05| 6,36E+04 | 5,00E+04] 1,82E+04
F4429/71 1,99E+08| 6,95E+05|1,95E+05] 1,41 E+05|1,02E+05| 8,86E+04| 8,41 E+04

RIVM BC 964 |6,95E+06|4,11E+05|2,20E+05|1,11E+05|2,95E+04|2,27E+04| 1, 14E+04
F3162/04 (DS)] 1,01E+07|3,86E+05|2,09E+05|2,18E+05| 1,32E+05| 1,00E+05]| 3,64E+04
MHI226 2,32E+07|4,80E+05|2,80E+05| 1,36E+05|9,09E+03| 1, 14E+04| 2,27E+03
NVH 0075-95 | 1,10E+07|4,55E+04|5,00E+04|9,09E+03 [ 2,27E+03| 2,27E+03| 2,27E+03
WSBC 10035 |1,52E+08(1,46E+07| 1,50E+07| 1,03E+07|6,77E+06|4,50E+06|4,18E+06
RIVM BC 90 |3,45E+08|3,32E+05|3,02E+05| 1,09E+05| 8,18E+04| 6,14E+04|4,09E+04

7/27/8 1,84E+07|7,77E+05| 3,45E+05| 2,66E+05 | 2,05E+05| 1,39E+05|2,73E+04
IP 5832 6,82E+08| 7,00E+06| 3,66E+06| 1,87E+06| 1,71E+06| 5,39E+05] 3,25E+05
Standardabweichung

Stamm Inokulum |1 h 2h 3h 4h 5h 6h

B 14294-3 (M6) |1,48E+06(4,50E+04|7,07E+04|6,43E+03|2,57E+04|6,43E+03|3,21E+03
SDA KA 96 3,11E+07|3,21E+05(4,89E+05| 1,16E+05| 1,93E+04| 1,80E+05|9,64E+03

INRA A3 1,29E+05|5,08E+05[ 1,99E+05| 7,07E+04 | 1,93E+04| 8,04E+04| 3,54E+04
INRA C3 5,72E+06|4,69E+05|2,76E+05|2,86E+05| 1,57E+05]|0,00E+00| 7,39E+04
6/27/8 1,75E+08|1,61E+05| 1,06E+05|2,57E+04 5,14E+04| 1,93E+04| 6,43E+03

F3175/03 (D7) 1,61E+08|2,09E+05|2,86E+05|3,86E+04|2,89E+04| 1,29E+05| 1,29E+04
RIVM BC 934 |3,54E+06]9,64E+03|1,16E+05|1,29E+041,93E+04| 0,00E+00| 3,21E+03

F528/94 5,34E+06| 9,00E+04| 9,64F-+04| 5, 14E+04|2,89E+04] 1,29E+04] 1,61 E+04
F837/76 0,00E+00|3,89E+05|2,86E+05|2,09E+05 | 1,70E+05|9,00E-+04| 6,43E-+04
RIVM BC 126 |2,56E+08|7.39E+04|9,64E+03|4,50E+04|6,43E+03] 9,64E+03| 1,29E+04
MHIS86 5,87E+07|2,51E+05| 8,68E+04| 4,82E+04| 1,93E+04| 1,29E+04| 6,43E+03

F4429/71 8,13E+07|3,15E+05| 1,22E+05|7,07E+04 | 3,21E+03| 5,46E+04|4,82E+04
RIVM BC 964 |4,82E+06|1,77E+05|9,96E+04| 8,04E+04|9,64E+03|2,57E+04|3,21E+03
F3162/04 (D8)|8,36E+05|3,02E+05|8,36E+04|9,64E+04| 1,03E+05|7,71E+04|4,50E+04
MHI226 6,43E+05|9,96E+04| 1,25E+05|2,57E+04| 6,43E+03|3,21E+03|3,21E+03
NVH 0075-95 |5,14E+05(3,86E+04| 1,29E+04| 6,43E+03|3,21E+03|3,21E+03|3,21E+03
WSBC 10035 | 1,17E+08] 8,23E+06|4,50E+06|2,60E+06(2,12E+06| 1,41E+06[ 1,61E+06
RIVM BC 90 |1,41E+07|6,43E+03|6,75E+04|9,00E+04| 5,79E+04|9,64E+03| 1,93E+04
7/27/8 0,00E+00|4,95E+05[1,29E+05| 8,04E+04 | 7,71E+04|2,89E+04| 1,93E+04
IP 5832 3,06E+08]|3,15E+06|6,11E+05|3,76E+05| 6,07E+05] 1,19E+05|4,18E+04
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Tabelle 13: Magenpassage mit Lebensmitteln. Angegeben sind jeweils die
Mittelwerte  (MW) aus allen Replikaten sowie die  zugehdrigen
Standardabweichungen (STAB) fir Milch 1,5 % (A), Milch 3,5 % (B),
Mascarpone | (C), Mascarpone Il (D), Sahne (E), lactosefreie Milch (F),

Folgemilch (G) und Milchreis (H).

A

MW

Milch 1.5 % | F837/76 F528/94 WNVH 0075-95| MHI226  |WSBC 10035 | IP 5832
0h 1L66E+06|  7.91E+06|  1,685+06|  2,79E+06|  4,55E+06|  3,10E+06
1 h 3,32E+06|  2.09E+05 1,36E+05|  2,64E+05|  4,60E+07|  1,18E+07
2h 2,20E+06]  1,05E+05|  9,55E+04 1,09E+05|  4,00E+07|  6,86E+06
3h 1,00E+06|  5,00E+04|  2276+04|  2,73B+04]  2,11E+07|  1,80E+06
4h 768E+05|  227E+04]  4.55E+03]  4,55E+03 1L60E+07|  1,39E+06
5h 341505  3,18E+04]  0,00E+00]  0,00E+00 1,03E+07|  6,17E+05
6h 2,05E+05|  4,55E+03]  0,00E+00]  0,00E+00]  9,68F+06|  2,34E+05
STAB

Mileh 1,5 % | F837/76 F528/94 WNVH 0075-95| MHI226  |WSBC 10035 | IP 5832
0h 701E+04)  0,00E+00]  L9IE+05|  325E+05]  2.57E+05]  5.73E+04
1h 3,54E+05 1,03E+05|  0,00E+00 1,80E+05 1L41E+06]  6,43E+05
2h 4,18E+05|  3.21E+04|  6,43E+03]  9,00E+04]  2.83E+06|  4,50E+05
3h 3,34F+05 1,93E+04|  6,43F+03]  3,86F+04|  6,43F+05|  9,56E+04
4h 4,18E+05|  643E+03|  6,43E+03|  6,43E+03 1,03E+06|  1,53E+05
Sh 120E+05]  643E+03|  0,00E+00]  0,00E+00]  3.21E+05 1,59E+05
6h 8.36E+04]  6,43E+03]  0,00E+00|  0,00E+00 1,86E+06]  2,55E+04
MW

Milch 3,5 % | F837/76 F528/94 NVH 0075-95| MHI226  |WSBC 10035 | 1P 5832
0h I,8OE+06|  9.95E+06|  3.,79E+06|  3.18E+06|  9.82F+06|  3.41E+06
1h 1,94E+06]  3,45E+05 145E+05|  441E+05|  8,55E+07|  3,30E+06
2h I,ISE+06]  145F+05|  7,73F+04 1,0OOE+05|  3,40E+07|  2,32E+06
3h 795E+05|  5,00E+04]  2,73E+04 1,36E+04|  2,92E+07]  9.,82E+05
4h 1,82E+05|  3,64E+04|  1,36E+04|  0,00E+00 1,84E+07|  3,33E+05
Sh 2,00E+05]  5,00E+04]  0,00E+00]  0,00E+00 1,43E+07]  1,76E+05
6h 8,645+04)  227E+04|  0,00E+00]  0,00E+00 1LI3E+07|  6,31E+04
STAB

Milch 3,5 % | F837/76 F528/94 WNVH 0075-95| MHI226  |WSBC 10035 | IP 5832
0h 1,59E+05 148E+06]  121E+05]  0,00E+00]  9.00E+05|  7,39E+05
1h 2,57E+05]  3,60E+05|  7.71E+04 1,74E+05|  2,05E+07]  5,22E+05
2h 1,54E+05 1,80E+05 1,93E-+04 1,29E+04 1,LI0E+07,  5,10E+05
3h 321E+04]  7,07E+04]  1.29E+04 1,93E+04|  3,54FE+06|  3,19E+05
4h 2,57E+04]  3.86E+04]  643E+03|  0,00E+00|  4.69E+06|  1,91E+05
5h 1,20E+04]  7,076+04|  0,006+00]  0,00E+00]  3,66F+06]  4,46E+04
6h 1,93E+04]  3,21E+04|  0,00E+00  0,00E+00|  7.71E+05 1,27E+04
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MW
Mascarpone
1 F837/76 F528/94  WNVH0075-95| MHI226  |WSBC 10035 | IP 5832
0Oh 7,91E+06 6,36E+06 5,00E+06 2,41E+06 1,52E+07 5,09E+06
lh 5,65E+06 4,25E+06 2,73E+05 2,22E+06 9,40E+07 8,73E+06
2h 5,50E+06 2,95E+06 1,27E+05 8,82E+05 7,65E+07 5,82E+06
3h 2,15E+06 1,30E+06 1,36E+05 3,05E+05 7,20E+07 2,23E+06
4h 1,91E+06 1,49E+06 5,00E+04 2,55E+05 3,85E+07 2,36E+06
5h 1,44E+06 1,08E+06 5,45E+04 1,05E+05 5,20E+07 8,64E+05
6h 1,20E+06 9,64E+05 3,64E+04 0,00E+00 4,55E+07 5,45E+05
STAB
Mascarpone
1 F837/76 F528/94  WNVH0075-95| MHI226  |WSBC 10035 | 1P 5832
Oh 5,14E+05 1,54E+06 0,00E+00 1,27E+04 1,29E+06 9,00E+05
1h 2,12E+05 1,34E+06 5,14E+04 2,64E+05 0,00E+00 1,16E+06
2h 9,90E+05 6,36E+05 1,29E+04 1,67E+05 3,54E+06 7,71E+05
3h 2,70E+05 3,41E+05 2,57TE+04 1,61E+05 1,41E+07 1,72E+05
4h 5,14E+04 9,00E+04 6,43E+03 0,00E+00 1,34E+07 5,73E+04
5h 2,51E+05 1,35E+05 1,29E+04 6,43E+03 5,66E+06 5,73E+04
6h 2,12E+05 5,14E+04 0,00E+00 0,00E+00 4,95E+06 1,27E+05
MW
Mascarpone
11 F837/76 F528/94  WVH0075-95| MHI226  |WSBC 10035 | IP 5832
Oh 6,77E+06 2,93E+06 6,00E+06 5,59E+06 2,16E+07 1,50E+07
1h 2,57E+06 8,50E+05 3,45E+05 2,00E+06 5,30E+07 2,17E+07
2h 2,00E+06 7,50E+05 2,23E+05 8,14E+05 4,40E+07 1,16E+07
3h 1,09E+06 5,05E+05 1,68E+05 3,41E+05 2,86E+07 6,45E+06
4h 9,55E+05 4,82E+05 5,91E+04 1,82E+04 2,57E+07 4.32E+06
5h 5,32E+05 2,68E+05 2,73E+04 1,82E+04 2,38E+07 3,14E+06
6h 4,09E+05 2,95E+05 3,64E+04 4,55E+03 2,21E+07 1,85E+06
STAB
Mascarpone
11 F837/76 F528/94  WNVH0075-95| MHI226  |WSBC 10035 | 1P 5832
Oh 3,21E+05 1,91E+05 3,86E+05 4,50E+05 3,41E+06 1,22E+06
1h 6,43E+03 7,07E+04 5,14E+04 1,86E+05 0,00E+00 3,15E+06
2h 2,51E+05 1,09E+05 6,43E+03 1,61E+05 4,24E+06 1,93E+06
3h 0,00E+00 6,43E+03 1,35E+05 4,50E+04 7,71E+05 3,86E+05
4h 2,96E+05 1,16E+05 6,43E+03 1,29E+04 5,46E+06 1,93E+05
5h 1,93E+04 4,50E+04 0,00E+00 1,29E+04 4,11E+06 5,29E+05
6h 2,06E+05 6,43E+03 5,14E+04 6,43E+03 1,93E+05 8,28E+04
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MW
Sahne F837/76 F528/94 INVH0075-95| MHI226  |WSBC 10035 | IP 5832
0h 4,23E+08 1,72E+07 1,42E+06 1,20E+07 7,64E+06 1,81E+07
1h 1,25E+07 1,89E+06 1,14E+05 3,27E+05 7,55E+07 1,76E+07
2h 1,19E+07 1,15E+06 1,23E+05 3,.82E+05 2,47E+07 6,91E+06
3h 6,55E+06 8. 73E+05 4,55E+04 2,73E+04 2,01E+07 2,72E+06
4h 7,40E+06 7, 14E+05 1,82E+04 1,36E+04 1,56E+07 1,82E+06
5h 3,95E+06 5, 73E+05 9,09E+03 0,00E+00 1, 19E+07 6,98E+05
6h 3,50E+06 4,55E+05 4,55E+03 0,00E+00 1, 15E+07 4,01E+05
STAB
Sahne F837/76 F528/94 NVH0075-95| MHI226  |WSBC 10035 | IP 5832
0h 2,08E+08 3,60E+06 1,59E+05 6,43E+04 6,43E+05 1,99E+06
1h 3,04E+06 3. 79E+05 3,21E+04 2.44E+05 0,00E+00 2,51E+06
2h 2.19E+06 6,43E+04 1,35E+05 1,16E+05 2. 76E+06 7,71E+05
3h 4,95E+05 7. 71E+04 3,86E+04 2,57TE+04 2,12E+06 1,04E+06
4h 4,24F+05 1,93E+04 2,57E+04 6,43E+03 1,48E+06 2,10E+05
5h 6,36E+05 1,29E+04 1,29E+04 0,00E+00 2,44E+06 1,91E+04
6h 4,24E+05 3,86E+04 6,43E+03 0,00E+00 1,29E+05 1,72E+05
MW
lactosefreie
Milch F837/76 F328/94  WVH 0075-95| MHI226  |WSBC 10035 | [P 5832
0h 2,88E+05 8,59E+06 8,29E+05 1,12E+07 1,21E+07 5,09E+06
1 h 9,09E+03 1,36E+05 1,36E+04 4,55E+03 2,71E+07 8,96E+05
2h 4,55E+03 4,09E+04 4,55E+03 0,00E+00 2,27E+07 2,61E+05
3h 0,00E+00 1,36E+04 0,00E+00 0,00E+00 1,51E+07 5.41E+04
4h 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 9,35E+06 2,70E+04
5h 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 3,25E+06 0,00E+00
6h 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 3,80E+06 0,00E+00
STAB
lactosefreie
Milch F837/76 F528/94  WVH 0075-95| MHI226  |WSBC 10035 | [P 5832
0h 3,82E+04 9,64E+05 2,80E+05 1,22E+06 1,03E+06 1,29E+05
1h 0,00E+00 1,16E+05 1,93E+04 6,43E+03 0,00E+00 5,73E+04
2h 6,43E+03 1,93E+04 6,43E+03 0,00E+00 3,46E+06 1,91E+05
3h 0,00E+00 1,93E+04 0,00E+00 0,00E+00 7,07E+05 1,27E+04
4h 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 6,36E+05 1,27E+04
5h 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 3,54E+05 0,00E+00
6h 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 2,83E+05 0,00E+00
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G ww
Folgemilech | F837/76 | F528/94 NVH 0075-95| MHI226 _|WSBC 10035 | IP 5832
0h 3,38E+05|  4,70E+07)  6,22E+05|  2,92E+06|  1,15E+07|  1,55E+07
1h 5,00E+03|  1,00E+05|  0,00E+00]  9,09E+03|  1,93E+07|  4,I18E+06
2h 5,00E+03 3,64E+04 0,00E+00 4,55E+03 1,14E+07 1,39E+06
3h 0,00E-+00 4,55E+03 0,00E+00 0,00E-+00 7,91E+06 3,74F-+053
4h 0,00E+00|  9,09F+03|  0,00E+00]  0,00E+00|  4,23F+06|  1,58E+05
5h 0,00E+00|  4,55E+03|  0,00E+00|  0,00E+00|  245E+06|  1,08E+05
6h 0,00E+00|  0,00E+00]  0,00E+00|  0,00E+00|  1,73E+06|  2,70E+04
STAB
Folgemilch F837/76 F528/94  WNVH0073-95| MHI226 WSBC 10035 P 5832
0h 9,56E+04|  1,13E+07)  1,53E+05|  9,56E+04|  148E+06|  1,41E+06
1h 6,43E+03]  1,29E+04]  0,00E+00|  1,29E+04|  0,00E+00|  1,03E+06
2h 6,43E+03|  1,29E+04]  0,00E+00]  6,43E+03|  5,14E+05|  6,63E+05
3h 0,00E+00|  6,43E+03]  0,00E+00]  0,00E+00|  6,43E+05|  2,48E+05
4h 0,00E+00|  0,00E+00]  0,00E+00|  0,00E+00|  5,79E+05|  3,19E+04
5h 0,00E+00|  6,43E+03]  0,00E+00|  0,00E+00|  3,86E+05|  7,64E+04
6h 0,00E+00|  0,00E+00]  0,00E+00]  0,00E+00|  5,14E+05|  1,27E+04
MW

H |mitchreis F837/76 | F528/94 NVH0075-95| MHI226 _|WSBC 10035 | IP 5832
0h 532E+05|  143E+07|  1,76E+05|  7,09E+06  1,01E+07|  1,82E+07
1h 1,826+04]  1,73E+05|  227E+04|  818E+04|  8,60E+07|  4,36E+06
2h 1.36E+04|  S,91E+04)  4,55E+03|  9,09E+03|  1,03E+08|  1,74E+06
3h 4,55E+03 9,09E+03 0,00E+00 4,55E+03 6,00E+07 3,42E+05
4h 0,00E+00 4,55E+03 0,00E+00 0,00E+00 4,85E+07 2,61E+05
5h 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 1,47E+07 8.11E+04
6h 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 1,50E+07 2,70E+04
STAB
Milchreis F837/76 F528/94 WVH0075-95| MHI226 WSBC 10035 IP 5832
Oh 1,27E+05 2.38E+06 1,21E+05 1,54E+06 1,86E+06 2,06E+06
1h 2.576+04 1,93E+05 1,93E-+04 1,16E+03 0,00E-+00 7.71E+05
2h 6,43E+03|  4,50E+04]  6,43E+03]  1,29E+04|  3.61E+07|  1,85E+05
3h 6,43E+03]  0,00E+00]  0,00E+00|  6,43E+03|  0,00E+00|  6,37E+04
4h 0,00E+00|  6,43E+03]  0,00E+00|  0,00E+00|  3,54E+06|  1,27E+04
5h 0,00E+00|  0,00E+00]  0,00E+00|  0,00E+00|  4,18E+06|  8,92E+04
6h 0,00E+00]  0,00E+00]  0,00E+00]  0,00E+00|  4,.82E+06|  0,00E+00
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Phylogenetische Stammb&ume wurden fiir die Gene der Flagellenbestandteile
FlaA, FIhA und FIhF sowie fir die Gene eines S-layer proteins und zwei
Metalloproteasen (Sanchez et al., 2009) erstelllt (Tab. 8). Die Stammbaume der
Flagellengene wurden mit den Motilitatsversuchen  verglichen, den
Adhasionsversuchen wurden alle Stammbaume zugeordnet. Die Einteilung
erfolgte dabei Uber die Prozentpunkte der neuen Stammsetbewertung (Tab. 9).
Dabei wurden Stimme mit > 50 % als gut bewertet und rot markiert, wihrend

Stimme < 10 % als schlecht motil/adhérent eingestuft und blau markiert wurden.
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Phylogram Flagellin FlaA
Branch length: ® Cladogram © Real

Phylogram FlIhA

Branch length: ® Cladogram © Real

_r

Phylogram L1
Branch length: @ Cladogram © Real
|

14294-3_M6_0.1037
SDA_KA96 0.13579
INRA_C3 0.11007

F31 0.10077

RIVM_BC126 0.13858
6/27/S 0
F3162/04__D8_ 0.12024
7/27/S 0.12299

INRA_A3 0.1143
MHIB6 0
F4429/71 0
WS8510035 0
RIVM_Bc90 0

RIVM_Bc126 0.01112
INRA_A3 0.0066
6/27/S 0

INRA_C3 0.01115

RIVM_BC964 0.01625
F3162/04__D8_ 0.01847
SDA_KA96 0.00469

WSBC_10035 0
MHIB6 0.00048
F4429/71 0
7/27/S 0.00275

RIVM_BC126 0.01011

INRA_A3 0.00868
INRA_C3 0.00347
F3175/03_D7_0.00334

F3162/04__D8_ 0.00983
WSBC_10035 0
SDA_KA96 0.01106

MHIB6 0
F4429/71 0
7/27/S 0.0075

Abbildung 22: Phylogenetische Stammb&aume fir FlaA, FIhA und FlhF.
Einteilung nach swimming bei 30 °C nach 24 h. Rot markierte Stamme

erreichten Werte ber 50 %, blaue lagen unter 10 %.
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R — Flagellin FlaA

Branch length: ® Cladogram © Real

Phylogram FIhA

Branch length: ® Cladogram © Real

Phylogram

Branch length: ® Cladogram © Real

INRA_C3 0.11007

:
:
g

bef_08380 0.15126

INRA_A3 0.1143

:
H

°g K
o
o
2

C3 0.01115

;

g
2
-

RIVM_Bc126 0.01011

INRA_A3 0.00868
INRA_C3 0.00347

becf_08435 0.01106

Abbildung 23: Phylogenetische Stammbaume fir FlaA, FIhA und FIhF.
Rot markierte Stdmme

Einteilung nach swimming bei 37 °C nach 24 h.
erreichten Werte tber 50 %, blaue lagen unter 10 %.
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Phylogram Flagellin FlaA

Branch length: ® Cladogram © Real

Phylogram FIhA

Branch length: @ Cladogram © Real

Phylogram ElhE
Branch length: ® Cladogram © Real
|

14294-3_M6_ 0.1037
SDA_KA96 0.13579
INRA_C3 0.11007
RIVM_Bc964 0.09245
1P5832 0.09788
F3175-03_D7_ 0.10077
F528/94 0.16621
RIVM_BC126 0.13858
6/27/S 0

RIVM_Bc934 0
F3162/04__D8_ 0.12024
MHI226 0.09862

7/27/S 0.12299
bef_08380 0.15126
NVH_0075-95 0.1102
INRA_A3 0.1143

MHI86 0

F4429/71 0
WSBS10035 0
RIVM_Bc90 0

14294-3__M6_ 0.01065
RIVM_Bc126 0.01112
MHI226 0.01146
INRA_A3 0.0066
6/27/5 0

RIVM_Bc934 0
F3175/03__D7_ 0.0048
INRA_C3 0.01115
RIVM_Bc964 0.01625
F528/94_2 0.03682
IP5832 0.02559
F528/94_1 0.01981
F3162/04__D8_ 0.01847
SDA_KA96 0.00469
bef_08430 0.00692
WSBC_10035 0
RIVM_BC90 0

MHIB6 0.00048
F4429/71 0

7/27/S 0.00275
NVH_0075-95 0.004

14204-3__M6_ 0.01258
MHI226 0.01183
RIVM_BC126 0.01011
F528/94_1 0.02014
INRA_A3 0.00868
INRA_C3 0.00347
F3175/03__D7_ 0.00334
6/27/5 0

RIVM_Bc934 0
RIVM_Bc964 0.01379
IP5832 0.02091
F528/94_2 0.06237
F3162/04__D8_ 0.00083
NVH_0075-95 0.00037
WSBC_10035 0
RIVM_BCc90 0
SDA_KA96 0.01106
bef_08435 0.01106
MHIB6 0

F4429/71 0

7/27/S 0.0075

Abbildung 24: Phylogenetische Stammbaume fur FlaA, FIhA und FIhF.
Einteilung nach swarming bei 30 °C nach 24 h. Rot markierte Stamme

erreichten Werte tber 50 %, blaue lagen unter 10 %.
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Phylogram

Branch length: ® Cladogram © Real

Flagellin FlaA

Phylogram

Branch length: @ Cladogram © Real

Phylogram

Branch length: @ Cladogram |

14294-3_M6_ 0.1037
SDA_KA96 0.13579
INRA_C3 0.11007
RIVM_Bc964 0.09245
1P5832 0.09788
F3175-03__D7_0.10077
F528/94 0.16621
RIVM_Bc126 0.13858
6/27/S 0

RIVM_Bc934 0
F3162/04__D8_ 0.12024
MHI226 0.09862

7/27/5 0.12299
bef_08380 0.15126
NVH_0075-95 0.1102
INRA_A3 0.1143

F4429/71 0
WSBS10035 0
RIVM_Bc90 0

14294-3__M6_ 0.01065
RIVM_Bc126 0.01112
MHI226 0.01146
INRA_A3 0.0066
6/27/S 0

RIVM_Bc934 0
F3175/03_D7_ 0.0048
INRA_C3 0.01115
RIVM_Bc964 0.01625
F528/94_2 0.03682
1P5832 0.02559
F528/94_1 0.01981
F3162/04__D8_ 0.01847
SDA_KA96 0.00469
bef_08430 0.00692
WSBC_10035 0
RIVM_Bc90 0

F4429/710
7/27/5 0.00275
NVH_0075-95 0.004

14294-3__M6_ 0.01258
MHI226 0.01183
RIVM_BC126 0.01011
F528/94_1 0.02014
INRA_A3 0.00868
INRA_C3 0.00347
F3175/03__D7_ 0.00334
6/27/5 0

RIVM_Bc934 0
RIVM_BC964 0.01379
1P5832 0.02091
F528/94_2 0.06237
F3162/04__D8_ 0.00983
NVH_0075-95 0.00037
WSBC_10035 0
RIVM_BC90 0
SDA_KA96 0.01106
bcf_08435 0.01106

F4429/71 0
7/27/5 0.0075

Abbildung 25: Phylogenetische Stammbaume fir FlaA, FIhA und FIhF.

Einteilung nach swarming bei 37 °C nach 24 h.

erreichten Werte tber 50 %, blaue lagen unter 10 %.

Rot markierte Stamme
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A

Phylogram

Branch length: ® Cladogram © Real

Flagellin FlaA

sitbdn

Phylogram FlhA
Branch length: @ Cladogram © Real
——
s
—
| S
—
| S
P
| S
—I—
|
Phylogram S
Branch length: ® Cladogram © Real

| I

14294-3_M6_ 0.1037

INRA_C3 0.11007
RIVM_Bc964 0.09245
1P5832 0.09788
F3175-03_D7_0.10077

RIVM_BC126 0.13858

F3162/04__D8_ 0.12024

7/27/S 0.12299

NVH_0075-95 0.1102

MHIB6 0
F4429/71 0
WSB510035 0
RIVM_Bc90 0

14294-3__M6_ 0.01065
RIVM_Bc126 0.01112

F3175/03__D7_ 0.0048
INRA_C3 0.01115
RIVM_Bc964 0.01625
F528/94_2 0.03682
IP5832 0.02559

F3162/04__D8_ 0.01847

WSBC_10035 0

1
1

F4429/71 0
7/27/S 0.00275
NVH_0075-95 0.004

14204-3__M6_ 0.01258

RIVM_Bc126 0.01011

INRA_C3 0.00347

F3175/03__D7_ 0.00334

RIVM_BC964 0.01379
1P5832 0.02091
F528/94_2 0.06237

F3162/04__D8_ 0.00983
NVH_0075-95 0.00037
WSBC_10035 0

RIVM_Bc90 0

MHIB6 0
F4429/71 0
7/27/S 0.0075

Abbildung 26: Phylogentische Stammbéaume fur FlaA, FIhA und FIhF (A)
sowie fur s-layer protein, zinc metalloproteinase und cell-enevelope-bound
metalloprotease (Sanchez et al., 2009) (B). Einteilung nach Adhéasion von
Sporen an CaCo-2-Zellen. Rot markierte Stamme erreichten Werte tber 50
%, blaue lagen unter 10 %.
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B

Phylogram cell-envelope-bound metalloprotease

Branch length: @ Cladogram © Real
— 14294-3__M6_ 0.01255
e RIVM_BC126 0.00428

_| E MHI86 0
F4429/71 0
[r——— F3162/04__D8_ 0.09038

NVH_0075-95 0
7/27/S 0.00353

1P5832 0.03541
RIVM_Bc964 0.01169

e F3175/03__D7_0

Phylogram s-layer protein

Branch length: @ Cladogram © Real

[r— MHI86 -0.00024

e F4429/71 0.00024
7/27/S 0.00128

NVH_0075-95 0
RIVM_Bc90 0

Phylogram zinc metalloproteinase

Branch length: ® Cladogram © Real

l_: 14294-3__M6_ 0.00026
L RIVM_Bc126 0.00884

L F317s/03_p7_o0.00269

I 1P5832 0.03404

'SDA_KA96 0.00398

NVH_0075-95 0.00533
'—l_: wsec_10050

RIVM_Bc90 0

MHIB6 0

l_{: F4420/71 0
I— 7/27/S 0.00092
F3162/04__D8_ 0.02432
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A Phylogram Flagellin FlaA

Branch length: @ Cladogram © Real

A

Phylogram FIhA

Branch length: @ Cladogram ' Real

h

—
I
—
| S
—
| S
——
| I
Phylogram FIhE
Branch length: @ Cladogram ) Real

14294-3__M6_ 0.1037
SDA_KA96 0.13579
INRA_C3 0.11007
RIVM_BCc964 0.09245
IP5832 0.09788
F3175-03__D7_ 0.10077
F528/94 0.16621
RIVM_BC126 0.13858
6/27/S 0

RIVM_Bc934 0
F3162/04__D8_ 0.12024
MHI226 0.09862

7/27/S 0.12299
bef_08380 0.15126
NVH_0075-95 0.1102
INRA_A3 0.1143

MHIBS 0

F4429/71 0

WSBS10035 0
RIVM_Bc90 0

14294-3__M6_ 0.01065
RIVM_Bc126 0.01112
MHI226 0.01146
INRA_A3 0.0066
6/27/S 0

RIVM_Bc934 0
F3175/03_D7_ 0.0048
INRA_C3 0.01115
RIVM_Bc964 0.01625
F528/94_2 0.03682
IP5B32 0.02559
F528/94_1 0.01981
F3162/04__D8_ 0.01847
SDA_KA96 0.00469
bcf_08430 0.00692
WSBC_10035 0
RIVM_Bc%0 0

MHIB6 0.00048
F4429/71 0

7/27/S 0.00275
NVH_0075-95 0.004

14294-3__M6_ 0.01258
MHI226 0.01183
RIVM_Bc126 0.01011
F528/94_1 0.02014
INRA_A3 0.00868
INRA_C3 0.00347
F3175/03__D7_ 0.00334
6/27/5 0

RIVM_Bc934 0
RIVM_Bc964 0.01379
1P5832 0.02091
F528/94_2 0.06237
F3162/04__D&_ 0.00983
NVH_0075-95 0.00037
WSBC_10035 0
RIVM_Bc90 0
SDA_KA96 0.01106
bcf_08435 0.01106
MHI86 0

F4429/71 0

7/27/5 0.0075

Abbildung 27: Phylogentische Stammbaume fir FlaA, FIhA und FIhF (A)
sowie fur s-layer protein, zinc metalloproteinase und cell-enevelope-bound
metalloprotease (Sanchez et al., 2009) (B). Einteilung nach Adhasion von
vegetativen Zellen an CaCo-2-Zellen. Rot markierte Stdmme erreichten

Werte (ber 50 %, blaue lagen unter 10 %.
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B Phylogram cell-envelope-bound metalloprotease
Branch length: @ Cladogram © Real

— 14294-3__M6_ 0.01255
— RIVM_Bc126 0.00428

SDA_KA96 0.0026
_E MHI86 0

F4429/71 0

bcf_06490 0.01736

: F528/94 0.01907
MHI226 0.00955

NVH_0075-95 0
_E WSBC_10035 0
7/27/S 0.00353

1P5832 0.03541
RIVM_Bc964 0.01169
INRA_A3 0.00448
INRA_C3 0.00443
— 6/27/S 0

L — F3175/03_D7_0
RIVM_Bc934 0

s-layer protein

Phylogram

Branch length: @ Cladogram © Real

bcf_04560 0.13179
MHI86 -0.00024

— F4429/71 0.00024

7/27/S 0.00128

WSBC10035 0.0003

NVH_0075-95 0
RIVM_Bc90 0

Phylogram zinc metalloproteinase

Branch length: ® Cladogram © Real

14294-3__M6_ 0.00026
l_': MHI226 0.00035

| I RIVM_Bc126 0.00884
INRA_A3 0.00513

6/27/5 0
F3175/03__D7_ 0.00269

———  INRA_C30.00915

F528/94_2 0.03058
l_: bef_25305 0.02275

| I 1P5832 0.03404
l— SDA_KAS6 0.00398

NVH_0075-95 0.00533
|_|_: WSBC_10035 0
RIVM_Bc90 0

— L e
F4429/71 0

| B — 7/27/S 0.00092
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