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I. EINLEITUNG

Die Bacillus cereus Gruppe (Bacillus cereus sensu lato) umfasst eine Reihe
verschiedener Vertreter, welche von sehr unterschiedlicher Bedeutung sind. Es
handelt sich um Gram-positive, stdbchenformige, sporenbildende Bakterien, die
regelmiBig aus natiirlichen Umgebungen wie Staub, Bodenproben und von
Pflanzenoberflichen, aber auch aus Lebensmitteln und in Zusammenhang mit
Vergiftungsfillen isoliert werden (Stenfors Arnesen et al., 2008, Jessberger et al.,

2020).

Bacillus cereus sensu stricto (s. s.) ist ein pathogenes Bakterium, dessen Eintrag in
die Lebensmittelkette aufgrund seiner weiten Verbreitung und seiner Fahigkeit zur
Sporenbildung nicht génzlich verhindert werden kann (Stenfors Arnesen et al.,
2008). Der Keim ist fiir zwei lebensmittelassoziierte Krankheitsbilder
verantwortlich (Dietrich et al., 2021). Einerseits kann es durch Aufnahme des
emetischen Toxins Cereulid zu einer Lebensmittelintoxikation kommen (Agata et
al., 1995, Ehling-Schulz et al., 2004). Andererseits konnen, nach Ingestion von
Sporen und anschlieBender Auskeimung im Diinndarm, vegetative,
enteropathogene  B.  cereus  Enterotoxine  produzieren, was  eine
Lebensmittelinfektion zur Folge hat (Diarrh6-Form) (Stenfors Arnesen et al., 2008,
Jessberger et al., 2020). Die Haupttoxine sind zwei drei-Komponenten-Toxine,
Hamolysin BL und das nicht-hdmolytische Enterotoxin, sowie Zytotoxin K
(Beecher und Macmillan, 1991, Lund und Granum, 1996, Lund et al., 2000). Jedoch
sind neben der Toxinproduktion und der Féhigkeit zur Auskeimung unter
Darmbedingungen weitere entscheidende Voraussetzungen ndétig, um zu einem
Krankheitsausbruch zu fiihren. Dazu ziihlen unter anderem die Uberlebensfiéhigkeit
der Sporen im Magen, die Motilitidt, sowie das Adhdsionsvermdgen an das
Darmepithel (Mazzantini et al., 2016, Da Riol et al., 2018, Gao et al., 2020,
Jessberger et al., 2020, Liu et al., 2020b).

Bacillus thuringiensis wird weltweit zur biologischen Schéadlingsbekdmpfung in
der Land- und Forstwirtschaft eingesetzt (Chattopadhyay und Banerjee, 2018). Die
entomopathogene Wirkung beruht hauptsichlich auf der Bildung von kristallinen
(Cry) und zytolytischen (Cyt) Toxinen wahrend der Sporulation (Xu et al., 2014).

Die hohe Toxizitat und Spezifitit gegeniiber verschiedener Insektenarten sind klare
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Vorteile, die den Einsatz von B. thuringiensis als Biopestizid befiirworten.
Allerdings wird dies im Hinblick auf die genetisch nahe Verwandtschaft zu B.
cereus s. s. kontrovers diskutiert (EFSA, 2016b), insbesondere da nicht nur die
Produktion von Enterotoxinen durch B. thuringiensis (Cho et al., 2015), sondern
auch der Zusammenhang mit Lebensmittelinfektionen nachgewiesen werden

konnte (MclIntyre et al., 2008).

Im Hauptteil wurden 24 B. thuringiensis Staimme unterschiedlichen Ursprungs auf
ihre potentiell enteropathogenen Eigenschaften untersucht. Die Stimme waren
durchaus in der Lage Enterotoxine zu produzieren, sie erwiesen sich toxisch
gegeniiber CaCo-2 Zellen und zeigten neben der Fahigkeit zur Auskeimung auch
Wachstum unter simulierten Darmbedingungen. Zusétzlich wurde die
Empfindlichkeit der Stimme gegeniiber alternativen antimikrobiellen Substanzen
gepriift, um deren Einsatz in Hinsicht auf Risikoprdvention im Lebensmittel zu

evaluieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zusdtzlich das Auskeimungsvermdgen
verschiedener B. cereus Sporen vergleichend getestet, um ein
Risikobewertungsschema fiir enteropathogene B. cereus zu komplettieren, welches
sich bereits aus mehreren Vorarbeiten zusammensetzte. Auf diese Weise kann die
Enteropathogenitit neuer B. cereus Isolate unter Beriicksichtigung der vielen
einzelnen Schritte dieses multifaktoriellen Lebensmittelinfektionsprozesses

beurteilt werden.

Teile dieser Arbeit wurden im Rahmen des Projekts JE 871/2-1 von der Deutschen

Forschungsgemeinschaft gefordert.
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I1. LITERATURUBERSICHT

1. Bacillus cereus

1.1. Taxonomie

Bacillus cereus sensu stricto (s. s.) ist ein Gram-positives, stibchenférmiges,
sporenbildendes, ubiquitdres Bakterium. Es ist fakultativ anaerob, beweglich und
zahlt mit einigen weiteren Vertretern zu Bacillus cereus sensu lato (s. [.) (Lindback
et al., 2004, Stenfors Arnesen et al., 2008). Diese so genannte B. cereus Gruppe
umfasst eine Vielfalt an Spezies und wird kontinuierlich um neue erweitert. Neben
der namesgebenden Spezies, B. cereus s. s., sind bekannte Vertreter wie B.
anthracis, B. thuringiensis, B. cytotoxicus, B. mycoides, B. pseudomycoides, B.
toyonensis und B. weihenstephanensis dieser Gruppe zugehorig (Guinebreticre et
al., 2013, Liu et al., 2015, Fayad et al., 2019). Zudem wurden B. wiedmannii, B.
cereus biovar anthracis, B. bingmayongensis, B. gaemokensis und B. manliponensis
beschrieben (Jung et al., 2010, Jung et al., 2011, Liu et al., 2014, Brézillon et al.,
2015, Miller et al., 2016).

Die klassische Einteilung der verschiedenen Spezies fand primér {iber ihre
unterschiedlichen ~ pathogenen,  morphologischen und  physiologischen
Eigenschaften statt. Hinsichtlich ihrer nahen genetischen Verwandtschaft, welche
schon friith mittels 16S rRNA Analysen gezeigt werden konnte, erscheint die
Taxonomie der B. cereus Gruppe inkonsistent (Ash et al., 1991, Carroll et al., 2020).
Besonders kontrovers wird die Klassifizierung von B. cereus, B. thuringiensis und
B. anthracis diskutiert, da sich eine Unterscheidung dieser Spezies auch mit
neuartigen molekularbiologischen Methoden als schwierig erweist (Rasko et al.,
2005, Ehling-Schulz und Messelhdusser, 2013). Sowohl B. thuringiensis als auch
B. anthracis differenzieren sich von B. cereus in erster Linie durch ihre Plasmide,
welche die genetische Grundlage ihrer charakteristischsten Virulenzfaktoren bilden
(Helgason et al., 2000b). Mobile, extrachromosomale genetische Elemente wie
Plasmide bedingen durch dynamischen Austausch die flieBenden Uberginge
zwischen den Vertretern der B. cereus Gruppe (Hu et al., 2009, Brézillon et al.,
2015). Infolge dessen wurde mehrfach vorgeschlagen, B. cereus als eine Spezies
mit diversen Subspezies zu betrachten, welche sich vor allem durch ihren

Plasmidgehalt differenzieren (Daffonchio et al., 2000, Helgason et al., 2000b,
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Rasko et al., 2005).

Die Erstellung eines phylogenetischen Stammbaums und die Einteilung der Spezies
in verschiedene Clades wird unter anderem durch whole genome sequencing
(WGS) ermoglicht. Urspriinglich wurden die Spezies in drei Clades unterteilt, dabei
wurde B. anthracis Clade I zugeordnet, B. cereus und B. thuringiensis Clade I und
II; Clade Il umfasste beispielsweise Spezies wie B. weihenstephanensis und B.
mycoides (Didelot et al., 2009). Guinebreticre et al. ermittelten sieben Clades und
bezogen unter anderem die Temperaturoptima der Spezies in die phylogenetischen
Analysen ein (Guinebretiere et al., 2008). Singlelocus sequence typing des panC
Gens, welches die Pantothenat Synthetase kodiert, erlaubt die Klassifizierung in
sieben Gruppen, welche eine hohe Ubereinstimmung mit der WGS Phylogenie
aufweist und deshalb hiufig zur Einteilung herangezogen wird (Guinebretiere et
al., 2008, Kovac et al., 2016). Eine jiingere Studie bezog die Daten aller publizierten
B. cereus s. I. Genome (n= 2231) ein und schlug eine neue Herangehensweise an
die Nomenklatur der Gruppe vor. Hier wurde die grundlegende Einteilung der
Spezies durch das Herabsetzen des Schwellenwertes der ANI (average nucleotide
identity) von 95 % auf 92,5 % erreicht, wodurch sich weniger Uberlappungen in
verschiedenen Clustern ergaben. Zudem wurde der Vorschlag gebracht,
Subspeziesnamen sowie Biovarbezeichnungen zu etablieren, welche medizinisch

und industriell relevante Mitglieder der Gruppe hervorheben (Carroll et al., 2020).

1.2. Krankheitsbilder

B. cereus gilt als klassischer Erreger zweier lebensmittelassoziierter,
gastrointestinaler Krankheitsbilder. Es kann die emetische von der Diarrho-
auslosenden Form unterschieden werden. Obwohl beide Arten meist relativ mild

und selbstlimitierend auftreten, wurden auch einige schwer verlaufende Fille

beschrieben (Lund et al., 2000, Dierick et al., 2005, Stenfors Arnesen et al., 2008).

Das emetische Syndrom ist bedingt durch eine Lebensmittelintoxikation und wird
ausgelost durch die Aufnahme von Cereulid, ein hitze-, sdure- und
proteolysebestindiges Toxin (Agata et al., 1995, Granum und Lund, 1997, Rajkovic
et al., 2008). Cereulid, ein zyklisches Dodecadepsipeptid, wird durch die ces-
kodierte Cereulid Synthetase gebildet und fiihrt 0,5-6 Stunden nach Verzehr des
kontaminierten Lebensmittels zu Ubelkeit und Erbrechen (Ehling-Schulz et al.,
2005, Rouzeau-Szynalski et al., 2020). Haufig werden mehlhaltige Lebensmittel
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wie Reis und Nudelprodukte mit diesem Krankheitsbild assoziiert (Ehling-Schulz
et al., 2004).

Im Gegensatz zur emetischen Form handelt es sich beim Diarrh6-Syndrom um eine
Lebensmittelinfektion. Die Bakterien werden meist als Sporen aufgenommen,
welche die Magenpassage tiberdauern, im Diinndarm auskeimen und wéhrend ihres
vegetativen Wachstums verschiedene krankheitsauslosende Enterotoxine
produzieren (Ehling-Schulz et al., 2015, Jessberger et al., 2017, Jessberger et al.,
2020). Die Leitsymptome der Erkrankung sind abdominale Schmerzen und
Durchfall, welche nach etwa 8-16 Stunden in Erscheinung treten. Milch- und
Fleischprodukte, Fisch und Gemiise, aber auch andere Nahrungsmittel wie Suppen
konnen vegetative Zellen oder Sporen enthalten. Differentialdiagnostisch kommt
auch eine Erkrankung durch Clostridium perfringens Toxine in Frage (Schoeni und
Wong, 2005). Die infektidse Dosis wird in der Literatur meist mit 10°-108
koloniebildenden Einheiten pro Gramm Lebensmittel (KBE/g) angegeben (Granum
und Lund, 1997, Stenfors Arnesen et al., 2008, EFSA, 2016b).

Neben lebensmittelbedingten Ausbriichen kann B. cereus eine Reihe nicht-
gastrointestinaler Erkrankungen hervorrufen. Kutane Infektionen, sowie
Infektionen des zentralen Nervensystems, ebenso wie Endophthalmitis,
Periodontitis, Sepsis oder Bakteridmie, aber auch respiratorische Erkrankungen,
Endokarditis, Osteomyelitis oder Harnwegsinfektionen sind beschrieben worden
(Beecher et al., 2000, Helgason et al., 2000a, Bottone, 2010, Sasahara et al., 2011,
Tatara et al., 2013, Michelotti und Bodansky, 2015, Ishida et al., 2019, Koizumi et
al., 2020).

1.3. Virulenzfaktoren

Im Wesentlichen werden drei Enterotoxine mit der Diarrh6-Form in Verbindung
gebracht. Dazu zihlt Zytotoxin K (CytK), und die beiden drei-komponenten-Toxine
Héamolysin BL (Hbl) und nicht-hdmolytisches Enterotoxin (Nhe). Gene, welche fiir
Nhe kodieren, konnen in nahezu 100 % der enteropathogenen B. cereus Stimme
nachgewiesen werden, wohingegen die 4b! Gene weniger frequent vorkommen

(Guinebreticre et al., 2002, Moravek et al., 2006).

1.3.1.  Hamolysin BL
Héamolysin BL wurde erstmals aus dem Stamm F837/76 (Turnbull et al., 1979)

isoliert und setzt sich aus einer bindenden Einheit, B, sowie den zwei lytischen
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Komponenten L1 und L2 zusammen, welche alle zur Aktivitit des Komplexes
benotigt werden (Beecher und Macmillan, 1991, Beecher et al., 1995b).
Urspriinglich ging man davon aus, dass die einzelnen Proteine unabhéngig an die
Oberfliche von Erythrozyten binden und darauthin einen ,,Membran-
attackierenden-Komplex* formen, welcher durch Porenbildung eine kolloid-
osmotische Lyse der Zelle nach sich zieht (Beecher und Wong, 1997). Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass Hbl B die entscheidende Komponente zur Bindung an
die Zielzelle darstellt und das Fundament zur Anlagerung von Hbl L1 und
anschliefend L2 bildet (Sastalla et al., 2013, Jessberger et al., 2019). Eine neuere
Studie konnte mittels CRISPR-Cas9 Knockout Screening LITAF (LPS-induced
TNF-a factor) als primdren Hbl Rezeptor identifizieren und zeigte auf, dass

zelluldre Rezeptoren zur Ausbildung der Toxizitédt ndtig sind (Liu et al., 2020a).

Stimme, die fahig sind Hbl zu produzieren, zeigen auf Blutagarplatten ein
charakteristisches, diskontinuierliches Himolysemuster: die Lysezone erscheint in
deutlichem Abstand zur Kolonie (Beecher und Wong, 1997). Dies ergibt sich durch
unterschiedliche Diffusionsgeschwindigkeiten der Hbl Komponenten, welche
dadurch einen Konzentrationsgradienten bilden. An dem Punkt des geeigneten
Konzentrationsverhiltnisses kommt es zur Lyse der Erythrozyten (Beecher und
Wong, 1997, Jessberger et al., 2019). Neben der namensgebenden hédmolytischen
Eigenschaft zeigten Tier- und Zellkulturversuche dermonekrotische Reaktionen
durch vaskuldre Permeabilitidtserh6hung, sowie okulare Nekrosen und vermehrte
Fliissigkeitsansammlung im Darmschlingenligationstest infolge der Hbl
Applikation (Beecher und Wong, 1994, Beecher et al., 1995a, Beecher et al.,
1995b).

Hbl L2, L1 und B werden kodiert durch 4#b/C, hblD und hbl4 (Ryan et al., 1997).
Es konnte zusitzlich eine zweite Variante des #b/ Operons mit einem weiteren Gen,
hblB, nachgewiesen werden, dessen Transkription, Translation sowie die Sekretion
des korrespondierenden Proteins im B. cereus Stamm ATCC 14579 gezeigt werden
konnte (Clair et al., 2010). Die Expression des #hbl Operons wird durch
regulatorische Proteine wie PIcR, CodY, CcpA, ResD, SinR und Fnr beeinflusst
(Duport et al., 2006, Esbelin et al., 2008, Gohar et al., 2008, van der Voort et al.,
2008, Esbelin et al., 2009, Lindbéck et al., 2012, Fagerlund et al., 2014, Bohm et
al., 2016). Der pleiotrope Phospholipase C Regulator, PIcR, dient der

Expressionsregulation der Hauptvirulenzgene von B. cereus (Agaisse et al., 1999).
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Die Genexpression von p/cR wird durch Autoinduktion ermoglicht, welche mit dem
Einsatz der stationdren Phase beginnt (Lereclus et al., 1996). Die Repression ist
vom Sporulationsfaktor SpoOA abhingig (Lereclus et al., 2000). Das Signalpeptid
PapR dient der Bindung von PIcR an die DNA und ermdoglicht die Regulation in
Anpassung an die Umweltbedingungen (Slamti und Lereclus, 2002, EFSA, 2016b).
Die Enterotoxingenexpression wird allerdings nicht nur von bekannten
Regulationsfaktoren transkriptional beeinflusst, sondern vermutlich auch durch
stammspezifische posttranskriptionale und posttranslationale Mechanismen

(Jessberger et al., 2015).

1.3.2.  Nicht-himolytisches Enterotoxin

Das nicht-hdmolytische Enterotoxin wurde erstmals 1995 aus dem Stamm NVH
0075-95 isoliert (Lund und Granum, 1996) und setzt sich aus den drei
Komponenten NheA, NheB und NheC zusammen, welche durch die Gene nheA,
nheB und nheC kodiert werden (Granum et al., 1999). Die Expression des nhe
Operons wird durch dieselben Transkriptionsregulatoren moduliert, die auch die
hbl Genexpression regulieren (Zigha et al., 2007, Gohar et al., 2008, van der Voort
et al., 2008, Esbelin et al., 2009).

Im Widerspruch zur urspriinglichen Bezeichnung des Toxins konnten hdmolytische
Eigenschaften gegeniiber Erythrozyten verschiedener Spezies nachgewiesen
werden (Fagerlund et al., 2008). Der Nhe Komplex zeigt auch zytotoxische
Eigenschaften gegeniiber verschiedenen Zelllinien, wobei ein molares Verhiltnis
zwischen NheA:NheB:NheC von 10:10:1 die hochste Aktivitdt hervorruft
(Lindback et al., 2004). Die Zytotoxizitdt beruht auf kolloid-osmotischer Lyse der
epithelialen Zellen und ist Folge der Porenbildung in der Plasmamembran
(Fagerlund et al., 2008). Zunichst kommt es, nach individueller Sekretion der
einzelnen Proteine, zur Komplexbildung zwischen NheB und NheC mit
darauffolgender Anlagerung des Oligomers an die Zelloberfliche, was eine
Erhohung der Membranpermeabilitdit zur Folge hat (Zhu et al, 2016).
Konformationsdnderungen im NheB-NheC-Komplex fiithren anschlieBend zur
Bindung von freiem NheB. SchlieBlich kann NheA an das zellgebundene NheB-
NheC binden und nachfolgende Konformationsdnderungen fiihren zur Bildung der
vollstdndigen Transmembranpore (Heilkenbrinker et al., 2013, Didier et al., 2016).
Eine neuere Studie konnte zeigen, dass die hydrophobe Region der Untereinheit C

die Verankerung an die Membran vermittelt (Fox et al., 2020).
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1.3.3. Zytotoxin K

Zytotoxin K ist ein B-porenbildendes Toxin (f-barrel pore formin toxin), welches
Ahnlichkeiten zu o-Hédmolysin von Staphylococcus aureus oder auch dem B-Toxin
von C. perfringens aufweist (Stenfors Arnesen et al., 2008, Senesi und Ghelardi,
2010). Die Genexpression von cytK wird wie die meisten Hauptvirulenzfaktoren
durch PlcR reguliert (Gohar et al., 2008). Urspriinglich wurde das Toxin aus dem
Stamm NVH 391/98, welcher in Zusammenhang mit einem schweren
Krankheitsausbruch der Diarrhd-Form stand, isoliert (Lund et al., 2000). Im Jahr
2004 wurde eine zweite Variante, CytK2, beschrieben, welche sich in
Zellkulturversuchen weitaus weniger toxisch darstellte als CytK1 (Fagerlund et al.,
2004). Die geringere Zytotoxizitdt ergibt sich durch eine schlechtere
Ionenleitfahigkeit der gebildeten Poren (Fagerlund et al., 2004). Der essentielle
Beitrag von CytK2 zur Pathogenese des Diarrh6-Syndroms ist unklar (Castiaux et
al., 2015). CytK1, welches fiir die schweren nekrotischen Enteritiden im Jahr 2000
verantwortlich war, wird nur von einem separaten Cluster der B. cereus Gruppe
produziert. Aus diesem Grund wurde eine neue Spezies, B. cytotoxicus, klassifiziert
(Guinebreticre et al., 2013). Eine Studie aus dem Jahr 2014 wies B. cytotoxicus in
35 % von 151 untersuchten Kartoffelproben nach, vermutlich stellte Bodenmaterial
die Quelle der Kontaminationen dar. Eine hohe Pridvalenz konnte in dehydrierten
Kartoffelprodukten und Kartoffelpiirees fiir den sofortigen Verzehr ermittelt
werden (Contzen et al., 2014). Eine neuere Studie wies in neun von neun
Kartoffelpiireeproben B. cytotoxicus nach. Die Autoren kamen zu dem Schluss,
dass weitere Forschungen beziiglich der 6kologischen Nischen von B. cytotoxicus

erforderlich sind (Heini et al., 2018).

1.3.4. Weitere Virulenzfaktoren

In einer Studie aus dem Jahr 2008 wurde eine umfassende Liste an Genen erstellt,
welche zum PIcR Regulon gehdren. Dies ermdglichte den Uberblick iiber weitere
Faktoren, welche an der PIcR-basierten Virulenzantwort von B. cereus beteiligt
sind (Gohar et al., 2008). Die Deletion des p/cR Gens fiihrte zu einer Verringerung,
allerdings nicht zur vollstaindigen Aufthebung der Virulenz (Callegan et al., 2003).
Faktoren wie InhA1(Immuninhibitor A), NprA (neutrale Protease A) und HlyIl
(Hamolysin II) sind PlcR-unabhingig und spielen ebenso eine Rolle beim
Infektionsprozess (Ramarao und Lereclus, 2005, Cadot et al., 2010, Tran et al.,

2011). Die Metalloproteasen InhAl und NprA sind im Stande,
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Gewebekomponenten wie Fibronektin, Laminin und Kollagen zu spalten (Chung et
al., 2006). Der Abbau dieser Bestandteile durch Metalloproteasen ermoglicht das
Uberwinden von Barrieren des Wirts und das Eindringen in tiefere Schichten, was
fiir den Infektionsvorgang entscheidend ist (Miyoshi und Shinoda, 2000, Cadot et
al., 2010). InhAl-produzierenden B. cereus Stdmmen ist es durch Spaltung von
NprA mdglich, der zelluldren Immunantwort durch Makrophagen zu entgehen
(Ramarao und Lereclus, 2005, Haydar et al., 2018). AuBlerdem konnte gezeigt
werden, dass die Expression von nprd und inhAl in pathogenen Stimmen
vergleichsweise hoch ist (Cadot et al., 2010). Hamolysin II ist, wie CytK, ein -
porenbildendes Toxin (Miles et al., 2002) und kann die Apoptose von Makrophagen
induzieren (Tran et al., 2011). Zudem sind seine zytotoxischen Eigenschaften schon
langer bekannt (Andreeva et al., 2006). Weitere Faktoren, wie beispielsweise die
Sphingomyelinase (SMase), tragen zur Pathogenitit des Organismus bei, indem sie
synergistisch mit den Haupttoxinen Hbl und Nhe wirken (Beecher und Wong, 2000,
Doll et al., 2013). SMase induziert aulerdem den Tod epithelialer Zellen und ist in
vivo pathogen (Doll et al., 2013). Die Pathogenitét von B. cereus beruht jedoch nicht
ausschlieBlich auf der Produktion verschiedener Toxine und Virulenzfaktoren
sowie dem Zusammenspiel dieser, sie beinhaltet ebenso Fahigkeiten wie Motilitét,
Adhision oder Biofilmbildung, welche die Kolonisierung des Wirts ermdglichen
(Ramarao und Lereclus, 2006, Ghelardi et al., 2007, Wijman et al., 2007,
Mazzantini et al., 2016, Huang et al., 2020). Flagellin, als Hauptbestandteil des
Flagellums, wird traditionell mit der Motilitit in Verbindung gebracht, doch seine
Funktion als Adhésin gilt als wesentlicher Faktor im Infektionsprozess (Ramarao
und Lereclus, 2006, Gao et al., 2020). Durch die direkte Interaktion mit dem
Immunsystem des Wirts kommt Flagellin als Adjuvans im Bereich der
Impfstoffentwicklung in Frage (Il Kim et al., 2018). Zusétzlich sezerniert B. cereus
eine Reihe weiterer Faktoren, wobei Enterotoxin FM (EntFM), eine
Zellwandpeptidase, zur Motilitdt, Adhdsion und Biofilmbildung beitrdgt (Clair et
al., 2010, Tran et al., 2010).

14. Sporen

B. cereus s. I. ist durch Sporulation dazu fahig, auf nachteilige Umweltbedingungen
wie Néhrstoffmangel zu reagieren (Hornstra et al., 2006, Swick et al., 2016). Dabei
wird innerhalb der Mutterzelle in mehreren Phasen eine Endospore formiert und

anschlielend in die Umwelt entlassen (Errington, 2003, Vidic et al., 2020). Die
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gebildeten Dauerformen sind metabolisch inaktiv und erweisen sich als extrem
widerstandsfahig. Sie sind resistent gegeniiber Austrocknung, Frost, feuchter und
warmer Hitze, sowie UV- und y-Strahlung, aber auch hohem Druck, extremen pH-

Werten und verschiedener Chemikalien (Setlow, 2003, Setlow, 2014).

Die hohe Tenazitét ergibt sich durch den kompakten Aufbau der Sporen, welche
sich aus mehreren Hiillen zusammensetzen. Im Kern befindet sich die DNA, welche
mit kleinen sdureldslichen Peptiden (small acid-soluble proteins) verbunden ist. Im
innersten Kompartiment sind zudem Kationen und Pyridin-2,6-Dicarbonsdure
enthalten, welche einen Chelatkomplex mit einem zweiwertigen Calciumion bildet
(Ca?>’DPA) (Setlow, 2014). Umgeben ist der Kern von einer inneren Membran,
welche die Diffusion von Wasser einddmmt. An diese schlieBen sich die
Keimzellwand und der Cortex an. Auf eine zweite, dullere Membran folgt die

Mantelschicht, welche vom Exosporium umgeben ist (Swick et al., 2016).

Der Auskeimungsprozess lduft kaskadenartig ab und beginnt mit der Registrierung
von verdanderten Umweltbedingungen, ausgeldst durch kleine Signalmolekiile wie
Aminosduren, Zucker, Purine oder Nukleoside (Atluri et al., 2006, Setlow et al.,
2017). AnschlieBend folgt die Freisetzung von Ca?'DPA, die Hydrolyse des
Peptidoglycancortex, Hydratation des Kerns und die Umwandlung der Zellwand.
Der Metabolismus der Zelle nimmt zu und schlieBlich beginnt die Wachstumsphase

(Setlow et al., 2017).

Durch das allgegenwirtige Vorkommen in Béden, Sedimenten und Staub konnen
B. cereus Sporen leicht aus natiirlichen Reservoiren in die Lebensmittelkette
transferiert werden (Stenfors Arnesen et al., 2008). Haufig sind rohe Produkte wie
frisches Gemiise, Friichte, Samen, aber auch Milch mit Sporen kontaminiert
(Berthold-Pluta et al., 2019, Vidic et al., 2020). Die Beschaffenheit der Sporen
bildet die Voraussetzung, MaBBnahmen der Lebensmittelindustrie wie Desinfektion
oder Hitzebehandlungen zu iiberstehen (Alvarenga et al., 2018, Kim et al., 2019,
Radmehr et al., 2020). Der Verderb von Nahrungsmitteln durch Kontamination mit
sporenbildenden Bakterien ist neben Lebensmittelinfektionen gesellschaftlich
bedeutsam, da hohe 6konomische Verluste damit einhergehen konnen (André et al.,

2017, Vidic et al., 2020).
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2. Bacillus thuringiensis

2.1. Eigenschaften und Verwendung

Bacillus thuringiensis ist ein weiterer Vertreter der B. cereus Gruppe und besonders
durch seinen Einsatz als Biopestizid bekannt (Jouzani et al., 2017). B. thuringiensis
Sporen sind in der Umwelt weit verbreitet und konnen aus einer groflen Vielfalt an
Okosystemen wie Boden, Getreidestaub, Gewissern, Insekten, Insektivoren, aber

auch aus Bestandteilen von Pflanzen isoliert werden (Raymond et al., 2010).

Erstmals isoliert wurde B. thuringiensis aus Larven des Seidenspinners (Bombyx
mori) im Jahr 1901 in Japan (de Barjac und Bonnefoi, 1968). Wenig spiter, im Jahr
1911, wies Berliner das sporenbildende Bakterium in Larven der Mehlmotte
(Ephestia kiihniella) nach und gab ihm seinen aktuellen Namen B. thuringiensis
(Berliner, 1915, de Barjac und Bonnefoi, 1968, Melo et al., 2016). Das Potential als
Insektizid wurde schon friith beschrieben (Mattes, 1927, Sanahuja et al., 2011) und
in Frankreich wurde 1938 das erste Prdparat mit Namen Sporeine vermarktet
(Sanahuja et al., 2011). B. thuringiensis ist heute der am haufigsten zur biologischen
Schidlingsbekdampfung verwendete Mikroorganismus weltweit (Lacey et al.,
2015). In Deutschland stehen der Land- und Forstwirtschaft 16 B. thuringiensis
Préaparate zur Verfligung, welchen fiinf unterschiedliche Staimme zugrunde liegen
(siehe Tab. 1). Elf dieser Produkte sind fiir den privaten Verbraucher frei zugénglich
und sind fiir die Anwendung im Haus- und Kleingartenbereich zugelassen (BVL,
2020). Es wurden keine Riickstandshochstgehalte flir diese Préparate festgelegt
(Européisches Parlament und Rat der Europdischen Union, 2005, Anastassiadou et
al., 2020a, 2020b, 2020c, 2020d, 2020¢).

Tabelle 1: Ubersicht iiber die derzeit in Deutschland zugelassenen B.

thuringiensis Priparate inklusive Anwendungsbereiche (BVL, 2020). *:
Zugelassen zur Anwendung im Haus- und Kleingartenbereich.

Bezeichnung Wirkstoff und Wirkstoffgehalt Einsatzgebiet

BACTOSPEINE ES* 33,2 g/l Bacillus thuringiensis spp. Ackerbau, Gemiisebau, Obstbau,
kurstaki Stamm ABTS-351 (Stamm Weinbau, Zierpflanzenbau

HD-1)

DiPel DF 540 g/kg Bacillus thuringiensis spp. Ackerbau, Gemiisebau, Obstbau,
kurstaki Stamm ABTS-351 (Stamm Weinbau, Zierpflanzenbau
HD-1)

Dipel ES* 33,2 g/l Bacillus thuringiensis spp. Ackerbau, Gemiisebau, Obstbau,

kurstaki Stamm ABTS-351 (Stamm Weinbau, Zierpflanzenbau
HD-1)
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FLORBAC* 540 g/kg Bacillus thuringiensis spp. Forst, Gemiisebau,  Obstbau,
aizawai Stamm ABTS-1857 Weinbau, Zierpflanzenbau
Gnatrol SC 123 g/l Bacillus thuringiensis spp. Zierpflanzenbau

israelensis (Serotyp H-14) AM65-52

Lepinox Plus

150 g/kg Bacillus thuringiensis spp.
kurstaki Stamm EG-2348

Gemiisebau, Hopfenbau, Obstbau,

Weinbau,

Lizetan

Buchsbaumziinslerfrei*

33,2 g/l Bacillus thuringiensis spp.
kurstaki Stamm ABTS-351 (Stamm
HD-1

Ackerbau, Gemiisebau, Obstbau,

Weinbau, Zierpflanzenbau

Lizetan Raupen- &

Zunslerfrei*

540 g/kg Bacillus thuringiensis spp.
aizawai Stamm ABTS-1857

Forst, Gemiisebau, Obstbau,

Weinbau, Zierpflanzenbau

Neudomiick Pro

123 g/l Bacillus thuringiensis spp.
israelensis (Serotyp H-14) AM65-52

Zierpflanzenbau

Turex

500 g/kg Bacillus thuringiensis spp.

aizawai Stamm GC-91

Gemiisebau, Zierpflanzenbau

Universal-Raupenfrei

33,2 g/l Bacillus thuringiensis spp.

Ackerbau, Gemiisebau, Obstbau,

Lizetan* kurstaki Stamm ABTS-351 (Stamm Weinbau, Zierpflanzenbau
HD-1)

XenTari* 540 g/kg Bacillus thuringiensis spp. Forst, Gemiisebau,  Obstbau,
aizawai Stamm ABTS-1857 Weinbau, Zierpflanzenbau

Xentari 540 g/kg Bacillus thuringiensis spp. Forst, Gemiisebau,  Obstbau,

BuchsbaumziinslerFrei*

aizawai Stamm ABTS-1857

Weinbau, Zierpflanzenbau

Xentari RaupenFrei*

540 g/kg Bacillus thuringiensis spp.
aizawai Stamm ABTS-1857

Forst, Gemiisebau, Obstbau,

Weinbau, Zierpflanzenbau

Ziinsler- & Raupenfrei*

33,2 g/l Bacillus thuringiensis spp.
kurstaki Stamm ABTS-351 (Stamm
HD-1)

Ackerbau, Gemiisebau, Obstbau,

Weinbau, Zierpflanzenbau

Ziinsler & Raupenfrei

Xentari*

540 g/kg Bacillus thuringiensis spp.
aizawai Stamm ABTS-1857

Forst, Gemiisebau, Obstbau,

Weinbau, Zierpflanzenbau

2.2, Virulenzfaktoren

B. thuringiensis produziert wahrend der Sporulation kristalline Einschliisse, welche
hauptsdchlich zwei insektizide Proteine beinhalten (Hofte und Whiteley, 1989,
Chattopadhyay und Banerjee, 2018). Es handelt sich um zytolytische (Cyt) und
kristalline (Cry) Toxine, welche in unterschiedlichem MaBle gebildet werden und
gegen verschiedene Arten von Insekten und Invertebraten aktiv sind. Zu diesen
zahlen unter anderem Spezies der Ordnungen Lepidoptera, Coleoptera, Diptera,
Hemiptera und Hymenoptera, aber auch Milben und Nematoden (Schnepf et al.,
1998, Wei et al., 2003, Dominguez-Arrizabalaga et al., 2020). Wie bereits erwéhnt

unterscheidet sich B. thuringiensis von B. cereus s. s. im Wesentlichen durch

Plasmide, welche die Gene fiir die insektiziden Toxine tragen (Gonzalez und
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Carlton, 1984, Gillis et al., 2018). Interessanterweise konnte eine Studie aus dem
Jahr 2020 feststellen, dass die Féhigkeit zur Produktion von kristallinen
Einschliissen weniger mit der phylogenetischen Beziehung der einzelnen Stimme,
sondern eher mit einer Nischenadaptation zusammenhéangt. Die phylogenetischen
Untersuchungen zeigten eine positive Korrelation der cry Gene auch mit B. cereus
Spezies, was wiederum die flieBenden Ubergiinge der Gruppe hervorhebt (Torres

Manno et al., 2020).

2.2.1. Cry Toxine

Das erste cry Gen wurde 1985 kloniert und beschrieben (Schnepfet al., 1985), viele
weitere Cry Proteine wurden seither identifiziert und anhand ihrer
Aminosduresequenz klassifiziert (Crickmore et al., 1998). Eine Einteilung der
Toxine kann durch Subfamilien erfolgen, zu ihnen zéhlt beispielsweise die grofite
Gruppe, die drei-Doménen-Toxine, aber auch Etx Mtx2 Proteine, Toxin 10
Proteine und a-helikale Toxine (Li et al., 1991, Kelker et al., 2014, Dementiev et
al., 2016, Liu et al., 2018, Dominguez-Arrizabalaga et al., 2020). Mitte 2020 wurde
eine strukturbasierte Nomenklatur der Toxine vorgeschlagen, welche
ausschlieBlich drei-Doménen-Toxine als Cry Proteine bezeichnet (Crickmore et al.,
2020). Der GroBteil der Cry Proteine wird in diese Kategorie eingeordnet und ist

deshalb am besten erforscht. Die folgenden Absédtze beziehen sich auf diese.

Der Wirkungsmechanismus der Cry Toxine kann grob in zwei Modelle eingeteilt
werden. Zum einen das Modell der sequentiellen Bindung (siche Abb. 1), welches
als der klassische Mechanismus bezeichnet werden kann, und zum anderen das
Signalweg-Modell (Melo et al., 2016). Grundsétzlich ist die primire Wirkung des
ersten Modells die Lyse der Epithelzellen des Mitteldarms, bedingt durch die
Formation einer Transmembranpore an der apikalen Mikrovillimembran (de Maagd
et al., 2001, Bravo et al., 2007). Nach der Ingestion der kristallinen Einschliisse
kommt es in der alkalischen Umgebung des Insektendarms zur Losung der Toxine
und anschlieBend zur Aktivierung der Protoxine durch Proteasen des Darms
(Lecadet und Martouret, 1967, Bravo et al., 2007). Durch bakterielle Chitinasen
kann die peritrophische Membran des Insektendarms {iiberwunden werden
(Malovichko et al., 2019) und die Toxine konnen an spezifische
Oberfldchenproteine wie N-Aminopeptidase (APN) und alkalische Phosphatase
(ALP) Rezeptoren binden (Knight et al., 1994, Jurat-Fuentes und Adang, 2004).

Dies fordert die Bindung an Cadherin Rezeptoren, was proteolytische Spaltungen,
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vor allem die Abspaltung einer a-1 Helix, und strukturelle Verdnderungen im Toxin
mit anschlieBender Bildung eines pripordsen Oligomers zur Folge hat (siche Abb.
1). Diese Prozesse erleichtern die Bildung einer Membranpore, die zum Zelltod
durch osmotischen Schock fiihrt (Vadlamudi et al., 1995, Gémez et al., 2002, Bravo
et al., 2007).

Das Signalwegmodell beruht auf der Beeinflussung einer Mg?* und Ca®"
abhédngigen Signalkaskade. Durch die Aktivierung einer Adenylatzyklase kommt
es zum Anstieg von zyklischem Adenosinmonophosphat, was wiederum eine
Proteinkinase A aktiviert. Letzten Endes werden Ionenkanéle aktiv und ein
Signalweg wird eingeleitet, der den Zelltod induziert (Zhang et al., 2005, Zhang et
al., 2006, Castella et al., 2019).
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Abbildung 1: Modell der sequenziellen Bindung, modifiziert nach Xu et al., 2014.
1) Aufnahme der B. thuringiensis Sporen durch das Insekt. 2) Losung der Cry
Toxine im alkalischen Milieu des Mitteldarms. 3) Bindung der Toxine an N-
Aminopeptidase (APN) und alkalische Phosphatase (ALP) Rezeptoren. 4) Bindung
an Cadherin Rezeptoren mit anschlieBenden strukturellen Verdnderungen des
Toxins. §5) und 6) Erh6hung der Bindungsaftinitit und Bildung eines Oligomers mit
Folge der Porenbildung.
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2.2.2. Cyt Toxine

In vivo konnte schon friih die spezifische Toxizitéit gegeniiber Insekten der Ordnung
Diptera nachgewiesen werden (de Maagd et al., 2003). Aus diesem Grund werden
Cyt produzierende Stimme, wie B. thuringiensis spp. israelensis (Bti), in hohem
MalBle zur Stechmiickenbekdmpfung eingesetzt (Bravo et al.,, 2007, Mendoza-
Almanza et al., 2020). Cyt Toxine weisen zudem zytolytische Eigenschaften
gegeniiber verschiedenen Sdugetierzelllinien und Erythrozyten auf (Thomas und
Ellar, 1983a, de Maagd et al., 2003). Die dreidimensionale Struktur besteht aus
einem [-Faltblatt im Zentrum, welches aus sechs antiparallelen Stringen
zusammengesetzt und von einer o-Helix-Schicht umgeben ist (Li et al., 1996,
Cohen et al., 2008, Cohen et al., 2011). Strukturelle Ubereinstimmungen bestehen
mit Volvatoxin 2 (VVA2), welches aus einem Speisepilz, Volvariella volvacea,
isoliert wurde (Lin et al., 1973, Cohen et al., 2008, Xu et al., 2014). Dieses formt
zusammen mit Volvatoxin 1 Volvatoxin A, welches hidmolytisch und zytotoxisch

aktiv ist (Lin et al., 1973, Fassold et al., 1976).

Es werden zwei Modelle der Toxinwirkung beschrieben. Im Modell der
Porenbildung kommt es zundchst zur Bindung des Monomers an Membranlipide
wie Sphingomyelin, Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin (Thomas
und Ellar, 1983b, Mendoza-Almanza et al., 2020). Die C-terminale Region des
Toxins bindet zundchst an die Membran, anschlielend kommt es zu
Konformationsdnderungen im N-Terminus, was die Oligomerisierung fordert
(Rodriguez-Almazan et al., 2011). Eine regenschirméhnliche Struktur wird
gebildet, welche die Lipiddoppelschicht durchzieht und iiberspannt, Folge ist eine
Anderung der Membranpermeabilitit (Butko, 2003, Xu et al., 2014). Ein anderes
Modell beschreibt einen Detergenz-Effekt, wobei die Toxine Membranbestandteile
16sen und so die Lipiddoppelschicht zerstoren, was den Zelltod verursacht. Es wird
vermutet, dass niedrigere Toxinkonzentrationen eine Porenbildung nach sich
ziehen, wobei die Lipiddoppelschicht bestehen bleibt. Wird ein kritischer Punkt des
Verhiltnisses zwischen Toxinen und Lipiden {iberschritten, resultiert die Auflosung

der Membran in ihre Bestandteile (Butko, 2003).

Des Weiteren sind synergistische Effekte zwischen Cry und Cyt Toxinen bekannt,
beispielsweise findet eine Bindung zwischen Cryl1Aa und CytlAa statt, welche
die Bildung der Cry Oligomerstruktur erleichtert (Chang et al., 1993, Pérez et al.,
2007).
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2.2.3. Vip und Sip Proteine
B. thuringiensis synthetisiert neben den beiden Haupttoxinen weitere insektizide
Proteine, die wéhrend des vegetativen Wachstums sekretiert werden. Zu diesen

zahlen Vip (vegetative, insektizide Proteine) und Sip (sekretierte, insektizide

Proteine) (Palma et al., 2014).

Bisher wurden vier unterschiedliche Gruppen vegetativer, insektizider Proteine
beschrieben. Vipl und Vip2 bilden ein bindres Toxin, wobei Vipl als Membran-
bindende Einheit dient und es Vip2 durch Porenbildung ermdglicht in die Zelle zu
gelangen, wo es als enzymatischer Bestandteil wirkt (Leuber et al., 2006, Jucovic
et al., 2008, Geng et al., 2019). Fir Vip3 Toxine wird ein sequenzielles
Porenbildungsmodell, dhnlich dem der Cry Toxine, in Betracht gezogen (Lee et al.,
2003). Die Aktivierung durch Proteasen ist dabei erforderlich, um eine
nadeldhnliche Struktur zu formen, welche die Lipiddoppelschicht durchdringen
kann (Nunez-Ramirez et al., 2020). Die insektiziden Eigenschaften von Vip4 sind
bisher nicht bekannt, allerdings zeigt es Sequenzhomologien zu Vipl. Es wird
vermutet, dass es mit einer anderen, bisher unbekannten Komponente agiert,

dhnlich dem Prinzip der Vip1/Vip2 Toxine (Palma et al., 2014).

2006 wurde das sekretierte, insektizide Protein erstmals aus Uberstinden des B.
thuringiensis Stammes EG2158 isoliert (Donovan et al., 2006). Bisher wurden zwei
Sip Proteine identifiziert (Donovan et al., 2006, Sha et al.,, 2018). Der
Wirkungsmechanismus des Toxins ist bisher nicht bekannt, doch es besteht eine
geringe Sequenziibereinstimmung zu Mtx3, welches von Bacillus sphaericus
gebildet wird, weshalb ein Porenbildungsmodell in Betracht gezogen wird. Gezeigt
werden konnte eine hohe Toxizitdt gegeniiber Larven verschiedener Kéferarten

(Donovan et al., 2006).

2.3. B. thuringiensis als potentiell humanpathogener Keim

Angesichts der engen taxonomischen Beziehung zwischen B. cereus und B.
thuringiensis erscheint es fragwiirdig, solche Pridparate extensiv in der
Landwirtschaft zu gebrauchen. B. thuringiensis besitzt Enterotoxingene wie nhe,
hbl und cytK und die Produktion dieser Toxine wurde mehrfach nachgewiesen
(Damgaard, 1995, Kyei-Poku et al., 2007, Ankolekar et al., 2009, Kim et al.,
2017a). Der Einsatz der Pestizide wurde schon friih in Frage gestellt und es wurde

darauf hingewiesen, Landwirte und Verbraucher iiber den Gebrauch der Insektizide
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und Methoden des Selbstschutzes aufzukldren (Green et al., 1990). Die Aufnhahme
der Biopestizidisolate durch den Anwender ist nicht nur wahrscheinlich, sondern
konnte durch den Nachweis in humanen Fézes bestitigt werden (Jensen et al.,
2002). Zudem gibt es Belege iiber Immunreaktionen (Immunglobulin G und E) bei
Mitarbeitern landwirtschaftlicher Betriebe nach Exposition mit B. thuringiensis
Pestiziden (Bernstein et al., 1999, Baeclum et al., 2012). Es wurde dokumentiert,
dass keine respiratorischen Symptome oder Storungen der Lungenfunktion
auftraten (Baelum et al., 2012), jedoch konnte bei Miusen durch wiederholte
Aerosolexposition mit kommerziellen B. thuringiensis Préparaten eine sub-

chronische Lungenentziindung hervorgerufen werden (Barfod et al., 2010).

In einer Studie aus dem Jahr 2008 wurden retrospektiv Bacillus Spezies, welche im
Zusammenhang mit 39 Lebensmittelausbriichen standen, untersucht. In vier dieser
Félle wurde B. thuringiensis nachgewiesen. Die Patienten zeigten Symptome wie
Erbrechen, Ubelkeit, Diarrhd, abdominale Krimpfe, aber auch Fieber und
Kopfschmerzen (Mclntyre et al., 2008). Im Jahr 2015 wurde B. thuringiensis als
Ausloser einer schweren, akuten Entziindung des Gastrointestinaltrakts beschrieben
(Matsumoto et al., 2015). 2016 wurde ein Fall veréffentlicht, in dem drei von fiinf
Familienmitgliedern an Ubelkeit und Diarrhé litten, nachdem sie Salat und ein
Nudelgericht verzehrt hatten. Nur diejenigen, die den Salat aBlen, wiesen die
beschriebenen Symptome auf, zudem bestétigte der Hersteller die Anwendung von
XenTari® (B. thuringiensis spp. aizawai). Darauffolgende Kontrollen der
Salatproben ermittelten B. thuringiensis-Konzentrationen von bis zu 1,5 x 10°

KBE/g (EFSA, 2016b).

Neben lebensmittelassoziierten Erkrankungen konnte B. thuringiensis mit nicht-
gastrointestinalen Infektionen in Verbindung gebracht werden. Damgaard et al.
konnten B. thuringiensis Stamme aus infizierten Brandwunden und Wasser,
welches zur Reinigung dieser verwendet wurde, isolieren (Damgaard et al., 1997).
AuBlerdem sind okulare und periorbitale Infektionen, ausgelost durch B.
thuringiensis, beschrieben worden, sowie Parodontitis (Helgason et al., 2000a,
Callegan et al., 2006, Peker et al., 2010). Wenngleich sich die klinische Behandlung
der Infektionen durch B. cereus und B. thuringiensis sehr dhnlich gestaltet, ist die
Differenzierung der Spezies dennoch erforderlich, um das Risiko, das potentiell von

Biopestiziden ausgeht, zu {iberwachen und einzuschitzen (Damgaard et al., 1997).
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Ebenso wie sein naher Verwandter B. cereus kann B. thuringiensis Bakteridmien
verursachen. 2009 konnten in einer Studie mehrere Stidmme aus Blut der
betroffenen Patienten, Katheterspitzen, Gaze und der Krankenhausumgebung
isoliert werden. Das Vorkommen der Spezies in Kliniken und ihre Fahigkeit zur
Biofilmbildung deutet darauf hin, dass B. thuringiensis nosokomiale Infektionen

hervorrufen kann (Kuroki et al., 2009).

24. Kontroverse Debatte iiber den Einsatz von B. thuringiensis
Biopestiziden
Die Debatte iiber die Verbrauchersicherheit bei der Verwendung von B.
thuringiensis Stimmen in Biopestiziden wird seit langem gefiihrt, jedoch wurde die
Diskussion im Jahr 2016, nach Untersuchungen der Europdischen Behorde fiir
Lebensmittelsicherheit, wieder aktuell (EFSA, 2016b). Es wurde hervorgehoben,
dass in der Routinediagnostik keine Speziesdifferenzierung stattfindet. So werden
mogliche lebensmittelassoziierte Infektionen, aber auch klinische Erkrankungen,
welche durch B. thuringiensis verursacht sind, ibersehen (EFSA, 2016b, Johler et
al., 2018). Die Gesamtgenomsequenzierung der Biopestizidstimme soll in Zukunft
eine Risikoanalyse und eindeutige Identifizierung der Isolate ermdglichen.
AuBerdem wurde ausdriicklich nach Kontrollmanahmen und Feldstudien zur
Persistenz der Isolate nach der Applikation verlangt (EFSA, 2016b, Torres Manno
et al., 2020). Die Befiirworter erkldrten die mikrobiellen Pestizide allerdings als
auBerordentlich  sicher = (Raymond und  Federici, 2017). Nach
lebensmittelassoziierten Ausbriichen seien keine Biopestizidstimme, sondern
ausschlieBlich natiirlich vorkommende Stidmme isoliert worden (Raymond und
Federici, 2017, Raymond und Federici, 2018). Dies steht wiederum in Kontrast zu
Resultaten anderer Autoren (Johler et al., 2018). Eine weitere Studie konnte
Lebensmittelisolate nicht von Biopestizidstimmen unterscheiden, und kam ebenso
zu dem Schluss, dass die Genomsequenzen aller verwendeter Pestizidstimme
offentlich zuginglich sein sollten, um Auswirkungen auf die Umwelt und
Lebensmittel zu kontrollieren (Frentzel et al.,, 2020). Eine ausfiihrliche
Risikobewertung der verschiedenen Biopestizide und deren Rezepturen ist fiir viele

Autoren unabdingbar (Johler et al., 2018).
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I11. ZIELSETZUNGEN DIESER ARBEIT

Ziel der vorliegenden Arbeit war zum einen die Vervollstindigung eines bereits in
Vorarbeiten etablierten Risikobewertungsschemas fiir enteropathogene B. cereus,
durch die Untersuchung des Auskeimungsvermdgens von Sporen unter simulierten
Darmbedingungen. Auf diese Weise kann das toxische Potential neuer B. cereus
Isolate wesentlich genauer abgeschitzt werden. Im Gegensatz zur bisherigen
Routinediagnostik, die sich hauptsdchlich auf das Toxinbildevermdgen unter
Laborbedingungen stiitzt, werden nun die einzelnen Schritte dieses

multifaktoriellen Lebensmittelinfektionsprozesses mit einbezogen.

Zum anderen sollte auch das enteropathogene Potential des eng verwandten B.
thuringiensis untersucht werden. Hierzu wurden Isolate aus Lebensmitteln, der
Umwelt und Biopestiziden vergleichend untersucht. Sowohl Wachstum als auch
Enterotoxinproduktion wurde unter simulierten intestinalen Bedingungen evaluiert.
Es wurden aulerdem die Auswirkungen auf CaCo-2 Zellen im Zytotoxizitdtsassay
getestet sowie weitere Pathogenitétsfaktoren, welche Teil des Infektionsprozesses
sind. Dariiber hinaus wurde die Empfindlichkeit der Isolate gegeniiber alternativen
antimikrobiellen Substanzen, welche als potentielle Dekontaminationsmittel

genutzt werden konnen, ermittelt.



III. Zielsetzungen dieser Arbeit

20




IV. Publikation I 21

IV. PUBLIKATION I

Titel
»Assessing the toxic potential of enteropathogenic Bacillus cereus*
Autoren

Nadja Jessberger?, Markus Kranzler®, Claudia Da Riol?, Valerie Schwenk? Tanja
Buchacher®, Richard Dietrich®, Monika Ehling-Schulz®, Erwin Mirtlbauer?

2 Department fiir Veterinirwissenschaften, Veterinirmedizinische Fakultit, Ludwig-Maximilians-Universitiit

Miinchen, Schonleutnerstr. 8, 85764, Oberschleifheim, Deutschland

b Funktionelle Mikrobiologie, Institut fiir Mikrobiologie, Department fiir Pathobiologie,

Veterinirmedizinische Universitdt Wien, 1210, Wien, Osterreich

Journal
Food Microbiology (IF 2019: 4,155)
Status
akzeptiert am 20.07.2019
publiziert online am 22.07.2019
Food Microbiology 84 (2019) 103276

doi: 10.1016/5.fm.2019.103276

This article was published in Food Microbiology, 84, Nadja Jessberger?, Markus Kranzler®, Claudia Da Riol?,
Valerie Schwenk?, Tanja Buchacher®, Richard Dietrich?, Monika Ehling-Schulz®, Erwin Mértlbauer?,
Assessing the toxic potential of enteropathogenic Bacillus cereus, 103276, Copyright Elsevier (2019).



IV. Publikation I 22

Food Microbiology 84 (2019) 103276

Contents lists available at ScienceDirect

Food Microbiology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/fm

Assessing the toxic potential of enteropathogenic Bacillus cereus )

Check for
Updates

Nadja Jessberger® !, Markus Kranzler™!, Claudia Da Riol?, Valerie Schwenk?,
Tanja Buchacher™?, Richard Dietrich?, Monika Ehling-Schulzb, Erwin Mértlbauer®

? Department of Veterinary Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Ludwig- imilians-Universitdt Miinchen, onl . 8, 85764, Ober
® Functional Microbiology, Institute of Microbiology, Department of Pathobiology, University of Veterinary Medicine Vienna, 1210, Vienna, Austria

Germany

ARTICLE INFO ABSTRACT
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The diarrheal type of food poisoning caused by enteropathogenic Bacillus cereus has been linked to various
exotoxins. Best described are the non-hemolytic enterotoxin (Nhe), hemolysin BL (Hbl), and cytotoxin K (CytK).
Due to the ubiquitous prevalence of B. cereus in soil and crops and its ability to form highly resistant endospores,
contaminations during food production and processing cannot be completely avoided. Although phylogeneti-
cally closely related, enteropathogenic B. cereus strains show a high versatility of their toxic potential. Thus,
functional tools for evaluating the pathogenic potential are urgently needed in order to predict hazardous food
contaminations. As the diarrheal syndrome is the result of a toxico-infection with enterotoxin production in the
intestine, the entire passage of the bacteria within the host, from spore survival in the stomach, spore germi-
nation, host cell adherence, and motility, to enterotoxin production under simulated intestinal conditions was
compared in a panel of 20 strains, including high pathogenic as well as apathogenic ones. This approach resulted
in an overarching virulence analysis scheme. In parallel, we searched for potential toxico-specific secreted
markers to discriminate low and high pathogenic strains. To this end, we targeted known exotoxins using an easy
to implement immunoblotting approach as well as a caseinolytic exoprotease activity assay. Overall, Nhe
component B, sphingomyelinase, and exoproteases showed good correlation with the complex virulence analysis
scheme and can serve as a template for future fast and easy risk assessment tools to be implemented in routine
diagnostic procedures and HACCP studies.

1. Introduction MesselhduBer et al., 2014; Ehling-Schulz et al., 2015). Recently, the

identification of cereulide producing B. cereus by MALDI-TOF MS was

Bacillus cereus is an important pathogen involved in food poisoning
outbreaks (Mead et al., 1999; Scallan et al., 2011; Anonymous, 2015;
Messelhdufer and Ehling-Schulz, 2018). Although the course of disease
is often mild and self-limiting, severe and even lethal cases are pub-
lished (Lund et al., 2000; Dierick et al., 2005; Naranjo et al., 2011). Two
types of gastrointestinal diseases, the emetic and the diarrheal syn-
drome, are known (Stenfors Arnesen et al., 2008; Ehling-Schulz et al.,
2019). The emetic form, which manifests in vomiting and nausea, is
caused by the heat-stable cyclic dodecadepsipeptide cereulide (Agata
et al., 1995; Ehling-Schulz et al., 2004; Messelhdufer et al., 2014).
Cereulide is pre-formed in contaminated foods and thus, food in-
toxication appears shortly after ingestion. Diagnostics of emetic B.
cereus has been massively improved by developing PCR methods for the
detection of emetic strains as well as mass-spectrometry for cereulide
quantification in foods (Ehling-Schulz and Messelhdufer, 2013;

“ Corresponding author.
E-mail address: N.Jessberger@mbh.vetmed.uni-muenchen.de (N. Jessberger).
! contributed equally.

described (Ulrich et al., 2019). These methods contribute to an easier
and more reliable discrimination between hazardous and harmless food
samples. Unlike the emetic toxin, the enterotoxins responsible for the
diarrheal form are heat-, protease- and acid labile (Stenfors Arnesen
et al., 2008). This means that enterotoxins pre-formed in foods do most
certainly not contribute to the disease, but rather the enterotoxins
produced in the intestine. Three enterotoxins have been linked to the
diarrheal form of disease, which are the single protein CytK (cytotoxin
K (Lund et al., 2000);) and mainly the two three-component toxin
complexes Nhe (non-hemolytic enterotoxin (Lund and Granum, 1996;
Didier et al., 2016);) and Hbl (hemolysin BL (Beecher and MacMillan,
1990; Beecher et al., 1995);). Nhe consists of the proteins NheA, NheB
and NheC, while Hbl comprises the two lytic proteins L1 and L2 and the
binding component B. Tools for the detection of these enterotoxins in
culture supernatants of B. cereus are available, which are based on
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monoclonal antibodies against the single toxin components (Dietrich
et al., 1999, 2005; Tausch et al., 2017). In addition to these toxins,
several other virulence factors have been described that might also
contribute to enteropathogenicity. These virulence factors include en-
zymes such as the sphingomyelinase (SMase) and the phosphocholine-
specific phospholipase C (PC-PLC), as well as proteinases such as im-
mune inhibitor A metalloproteases (InhAs) and collagenase-specific
matrix metalloproteases such as ColA (for review see Ehling-Schulz
et al., 2019). However, for a holistic virulence assessment of en-
teropathogenic B. cereus, only investigating their ability to produce
toxins is insufficient, as the establishment of a B. cereus-associated food
infection also depends on several other factors. First of all, the ability of
the bacteria, mainly spores, to survive the stomach passage (Clavel
et al., 2004; Wijnands et al., 2009; Ceuppens et al., 2012; Berthold-
Pluta et al., 2015) is of utmost importance. Only spores able to ger-
minate will contribute to the onset of disease (Clavel et al., 2004;
Wijnands et al., 2006, 2007). Furthermore, adherence to the intestinal
epithelium, which helps the bacteria to settle in the intestine, as well as
the ability to actively move towards the epithelium, can play a decisive
role in the course of disease (Minnaard et al., 2004; Ramarao and
Lereclus, 2006; Ghelardi et al., 2007; Salvetti et al., 2007; Mazzantini
et al., 2016). Thus, for the prediction of the health risk originating from
a certain enteropathogenic B. cereus isolate, the aformentioned para-
meters have to be considered. A strain, for instance, which produces
high levels of toxins but its spores are not able to germinate in the host
environment could be classified less hazardous than a lower toxin
producer with high stomach survival rates. In an animal model, all
these parameters could be addressed simultaneously, but currently no
suitable animal model exists for B. cereus. Hence, the aim of this study
was to create an overarching virulence assessment scheme for en-
teropathogenic B. cereus, considering parameters from bacterial sur-
vival during stomach passage to enterotoxin production under simu-
lated intestinal conditions. To achieve this, the pathogenicity
parameters mentioned above were compared in a set of 20 B. cereus
strains, including high toxic as well as apathogenic isolates. However,
since such in depth investigations are not suitable for fast and easy
virulence assessment in routine diagnostics of food samples, we de-
veloped an easy to implement analysis tool, based on secreted bacterial
virulence factors, which reflected the results of the detailed virulence
assessment.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains and culture conditions

The B. cereus strains used in this study are listed in Table 1. Ad-
ditionally, strains 2/25, 1/26, 1/27, 1/28, 1/30, 11/6 1I AR, 10/12 D
from two food poisoning outbreaks in Austria (Schmid et al., 2016)
were examined. Strains were pre-cultured in 20 ml CGY (casein-glu-
cose-yeast) medium with 1% glucose at 37 °C and 120 rpm for 17 h. For
motility assays, ODggp Of all strains was adjusted to 20. To adjust the
MOI in adhesion assays, cfu of all strains at ODgoo = 0.05 was de-
termined. For this, dilution series of 10 - 10~ 7 were applied to CGY
agar plates. For incubation under simulated intestinal conditions, pre-
paration of cRPMI medium was carried out as described previously
(Jessberger et al., 2017). In brief, RPMI 1640 medium (with stable
glutamine; Biochrom GmbH, Germany), supplemented with 1% glucose
and 2% casein hydrolysate, was incubated with differentiated CaCo-
2 cells for 22 h and filtered using a 0.2 um filter. The pre-culture was
adjusted to a start ODggo of 0.05 in 45 ml cRPMI and incubated stati-
cally at 37 °C and 7% CO,, atmosphere. Samples for analyses were taken
after 2, 3, 4, and 6 h, and centrifuged at 3500 g at 4 °C for 15 min. For
immunoblot and protease activity analyses, the supernatant was filtered
through a 0.2 pum Filtropur filter (Sarstedt, Germany) and stored at
—80 °C until use.

Food Microbiology 84 (2019) 103276

2.2. Cell lines and culture conditions

CaCo-2 cells were obtained from DSMZ (German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Germany), and cul-
tivated in RPMI 1640 medium (with stable glutamine) supplemented
with 10% fetal bovine serum (Biochrom AG). For cultivation, 80 cm?
culture flasks and a humidified incubator (37 °C and 7% CO,) were
used. Cells were passaged 1:6 every 3—4 d. For adhesion assays, 5 x 10*
CaCo-2 cells/well were seeded in 24 well plates and differentiated for
14 d. Medium was changed every 2-3 d. According to Jessberger et al.
(2017), differentiated CaCo-2 cells were incubated for 22 h with RPMI
1640 medium containing 1% glucose and 2% casein hydrolysate to gain
“CaCo-2 treated” (cRPMI) medium.

2.3. Spore preparation

B. cereus spores were prepared as described previously (Fricker
et al., 2011; Da Riol et al., 2018). Briefly, cultures were incubated for
3d in minimal sporulation medium (1M MgCl, x 6 H,O, 1M Ca
(NO3)2 X 4 H50, 12.5 mM ZnCl,, 2.5 mM CuCl,, 2.5 mM CoCl, x 6 H,0,
2.5mM Na,MoO, x 2 H,0, 5mM (NH,4)»SO4, 0.066 mM MnSO, x H,0,
1 mM FeSO,4 and 1 M maltose in bacto nutrient broth (Oxoid); pH 7.6)
until > 80% spore content was reached. Sporulation was monitored
via bright-field microscopy. After centrifugation at 4000 g, 7 min and
4°C, the cultures were washed three times in pre-cooled spore washing
buffer (2mM KH,PO4, 8 mM K,HPO,, pH 7.4) and stored at 4 °C. To
determine spore concentrations, washed spore suspensions were again
centrifuged (4000g, 7min, 4°C) and resuspended in 5ml spore
washing buffer. ODgoo was adjusted to 0.4.4 x 200 pl were transferred
to Eppendorf tubes. 2 x 200 ul were heated for 10 min at 80 °C. Sub-
sequently, a 1:10 dilution series of all samples was prepared and plated
on CGY agar. Heat treatment guaranteed the determination of the pure
spore count by eliminating residual vegetative bacteria. Furthermore,
the comparison of heat treated and untreated samples allowed verifying
the purity of the spore preparations. For cfu determination, the
weighted arithmetic mean of dilutions 10~ 2 to 10~ * was used.

2.4. Adhesion to CaCo-2 cells

Adhesion assays were performed with vegetative cells and spores of
20 B. cereus strains. Overnight cultures as well as spore suspensions
were adjusted to the desired MOI in RPMI 1640 medium. Differentiated
CaCo-2 cells were washed twice with 1 ml PBS and infected with 1 ml
bacterial suspension. MOI 1 and 10 were used for vegetative cells, MOI
1 for spores. After infection, samples were incubated at 37 °C and 7%
CO, for 30 min. The bacterial suspension was siphoned, and cells were
washed three times in 1 ml PBS and lysed in 1 ml H,O. Spore suspen-
sions were incubated at 80 °C for 10 min to eliminate putative residual
or newly germinated vegetative cells. Serial dilutions were plated on
CGY agar. After 24 h incubation at 37 °C, cfu were determined and the
number of adhered bacteria or spores was calculated in relation to the
inoculum. Each strain was tested in triplicates.

2.5. Germination

Germination of B. cereus spores was compared in CGY, RPMI and
cRPMI medium, each with and without prior heat activation for
10 minat 80 °C. As described before (Jessberger et al., 2019), media
were inoculated to an ODggp = 1. Samples (200 pl, 3 technical re-
plicates each) were incubated at 37 °C for 1 h in 96-well plates. Every
3 min the optical density at 620 nm was measured in a Tecan photo-
meter using Ridawin software. At least 2 replicates per strain were
examined. Germination is shown as the decrease of ODgy (in %) per
time.
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Table 1
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B. cereus strains used in this study. A set of 19 enteropathogenic and apathogenic strains has already been characterized in detail (Jessberger et al., 2015, 2017).

Probiotic IP 5832 (Kniehl et al., 2003) was added to the analyses.

B. cereus strain Origin Genotype Clade (group) Toxin gene profiling ces hbl nhe cytK2 profile Pathogenicity*
14294-3 (M6) Ice cream 13m - + + + A m/hi
SDA KA96 Raw milk 1.(1m) - + + + A hi
INRA A3 Starch I (v) - + + + A m/lo
INRA C3 Pasteurized carrot I avy - + + + A hi
6/27/S Human feces I av) - + + + A m
F3175/03 (D7) Human feces 11 (av) - + + + A m
RIVM BC 934 Lettuce I av) - + + + A lo
F528/94 Beef & chow mein and rice, outbreak 10 - + + - C lo
F837/76 Human, postoperative infection 1.1 - + + - C hi
RIVM BC 126 Human feces 13D - i+ + - C hi
MHI86 Infant food 1 (11m) - - + + D lo
F4429/71 Vanilla pudding 1.1 - + + D hi
RIVM BC 964 Kebab I (1v) - - + + D hi
F3162/03 (D8) Human feces 171 - + + D m/hi
MHI226 Milk and milk products 11 - - + - F lo
NVH 0075-95 Stew with vegetables, foodpoisoning 1(1m) - - + - F hi
WSBC10035 Pasteurized milk 1 (1) - - + - F m/hi
RIVM BC 90 Human feces 1am - - + - F lo
7/27/S Human feces 1(1m) - - + - F m/hi
1P 5832 Probiotic, Bactisubtil nd. - - + nd. n.d. lo

*: according to NheB production and toxic activity against CaCo-2 cells (Jessberger et al., 2015). m: medium; hi: high; lo: low; n.d.: not determined.

2.6. Motility assay

Motility of 20 B. cereus strains was compared by investigating
swimming behavior. In brief, 1 ul overnight culture (ODggo = 20) was
injected in the center of 53mm diameter plates containing CGY
medium with 0.25% agar. Each strain was tested at least in triplicates.
After 24 h incubation at 30 and 37 °C, colony diameters were measured.

2.7. Immunoblotting

A representative subset of six strains - NVH0075-95, F4429/71,
F837/76, 7/27/S (potentially/high pathogenic) and RIVM BC 90, MHI
86 (potentially low pathogenic) - was used to test the suitability of
selected virulence factors as markers for enteropathogenicity. To this
end, mouse monoclonal antibodies against NheA (mAb 1A8), NheB
(mAb 1E11), NheC (mAb 3D6) (Dietrich et al., 2005), and sphingo-
myelinase (SMase; mAb 2A12) (Dietrich et al., 1999), as well as rabbit
polyclonal antibodies against collagenase A (ColA) (Abfalter et al.,
2016), immune inhibitor metalloprotease (InhA; SE4342, INRA,
France) and phosphocholine-specific phospholipase C (PC-PLC;
ABIN459259, antibodies-online, Germany) were used.

Samples from filtered culture supernatant were prepared as de-
scribed above. For Western blots, proteins from the supernatants were
precipitated with 100% trichloracetic acid, washed with acetone and
resuspended in 30 mM Tris buffer (pH 8.5) containing 7 M urea, 2M
thiourea, 1% serdolit, and 4% CHAPS. The protein concentration was
determined using the 2D Quant Kit (GE Healthcare, UK). SDS-PAGE was
carried out according to Laemmli (1970) and proteins were subse-
quently transferred onto a 0.45um nitrocellulose blotting membrane
(Amersham™ Protran’ Premium, GE Healthcare, UK) with blotting
buffer (50 mM Tris, 39 mM glycine, 0.0039% SDS), by using a BioRad
Transblot SD Semi Dry Transfer Cell (Bio Rad, USA). Calculation of total
protein load was carried out by staining with Ponceau S Solution (Ap-
plichem, Germany) and was adjusted for each target. 5 ug were loaded
for the detection of NheA, NheB, SMase, and PC-PLC, 10 pug for the
detection of InhA, and 20 pg for the detection of NheC, respectively.

For Slot blots, a defined volume of supernatant was applied directly.
Slot blotting was performed using a Bio-Dot” SF Microfiltration
Apparatus (Bio Rad, USA) with a 0.45um nitrocellulose blotting
membrane (Amersham™ Protran” Premium, GE Healthcare, UK). The
volume of applied supernatant was determined by first using 500 pl of

the sample with lowest ODgg and then by adjusting the other samples
via [lowest ODggp * 500 pl/ODgol, respectively. The protein solutions
were loaded into the slots and proteins were transferred to the mem-
brane via vacuum blotting for 45 min. Blocking of unspecific binding
was carried out using 5% milk powder solved in 1x TBS at room tem-
perature for 1 h. Primary antibodies were incubated with the membrane
at 4°C overnight and the respective secondary antibody (peroxidase-
conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG, Dianova, Germany; Goat
Anti rabbit IgG, HRP conjugated, Agrisera, Germany) was incubated
with the membrane for 1hat room temperature. The blots were de-
veloped using SuperSignal™ West Pico chemiluminescence substrate
(Thermo Scientific, USA). Quantification of blot signals was performed
using the Image Quant TL Software (GE Healthcare Life Sciences, UK).
Values were calculated as arithmetic mean with standard deviation
from two blot experiments.

2.8. Protease activity assay

Casein-specific activity of secreted proteases was determined using
the Pierce™ Fluorescent Protease Activity Kit (ThermoFischer, USA),
according to manufacturer's instructions, with modifications. The fol-
lowing dilutions of trypsin, based on a 1 pug/ml solution in TBS, were
used as standards: 1,000, 750, 500, 250, 100, 75, 50, 25, 10, 0 ng/ml).
75 pl of a FITC casein working solution (10 pug/ml) were added to 75 pl
of supernatant sample or standard in a black 96-well plate with trans-
parent bottom (Greiner Bio One, Austria) and incubated for 60 min at
37 °C in the dark. After 10 min of cooling down, 50 pl of assay buffer
was added to stabilize the pH value. The fluorescence signal was
measured at 485nm (cut off: 530 nm, 538 nm) in a SpectraMax° M3
Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, USA). To determine
the metalloprotease activity, 0.15ul of 0.5M EDTA (pH 8.0) were
added. Final protease activity was depicted as relative fluorescence
units (RFU). All values were obtained from two biological samples and
two technical replicates, respectively.

2.9. Statistical analyses

Data were statistically validated using the column statistics program
of GraphPad Prism version 5.00 for Windows (GraphPad Software, San
Diego California USA, www.graphpad.com). Unpaired t-test was ap-
plied with two-tailed p values and 95% confidence interval. All data
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Fig. 1. Adhesion to CaCo-2 cells. Differentiated CaCo-2 cells were infected for 30 min with B. cereus spores (MOI 1) or vegetative cells (MOI 10). A. Percentage of
adhered spores compared for 20 B. cereus strains. B. Percentage of adhered vegetative cells compared for 20 B. cereus strains. Statistically significant differences
compared to the respective strain with highest adhesion (spores: WSBC 10035, vegetative cells: F528/94) are shown. *: p value < 0.05, **: p value < 0.01. C. Mean
adhesion of high and low toxic strains as well as isolates from food samples and from infections.

were compared to the respective “best” strain - with strongest adhesion
or germination, highest motility, virulence factor expression or protease
activity. Significant differences were marked with * (p value < 0.05),
** (p value < 0.01) or *** (p value < 0.001).

3. Results

3.1. Strain-specific adhesion to CaCo-2 cells

The ability to adhere to human colon epithelial cells was compared

for 20 B. cereus strains. Ramarao and coworkers showed that B. cereus is
generally capable of adhesion (Ramarao and Lereclus, 2006). As it is
unclear if spore germination occurs in the lumen or at the epithelia,
adhesion assays were performed with spores as well as vegetative B.
cereus. To determine adhesion of spores, CaCo-2 cells were infected with
MOI 1 for 30 min. Fig. 1A shows the percentage of adhered spores
compared to the inoculum. Generally, spores of all strains were able to
adhere, but with clear strain-specific differences. Strains WSBC 10035
and INRA C3, both high toxic strains isolated from pasteurized foods,
showed the highest adhesion of 3 and 2%, respectively. With 1.4%,
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former probiotic strain IP 5832 followed. Strain SDA KA96 had the
lowest adhesion rate with 0.036%. To investigate adhesion of the re-
spective vegetative bacteria, CaCo-2 cells were infected with MOI 10 for
30 min. Preliminary tests revealed no significant differences between
MOI 1 and 10 for adhesion of vegetative B. cereus (data not shown).
Again, all of the tested strains were able to adhere to the CaCo-2 cells
(Fig. 1B). F528/94, a low toxic strain, showed the highest adhesion rate
with 6%, followed by 14294-3 (M6), RIVM BC 964 and F837/76
(all > 3%). Strains SDA KA96 and F4429/71 adhered comparably low
(< 1%). F3162/04 (D8) showed the lowest adhesion rate with 0.45%.
Determining the mean of all tested samples, it became obvious that
under the chosen conditions vegetative cells generally adhered with
higher rates than spores (Fig. 1C). Furthermore, spores of high toxic
strains adhered better than spores of low toxic strains and spores of food
isolates showed a higher adhesion rate than spores of strains isolated
from food infections. No differences could be determined among the
vegetative cells.

3.2. Germination

Germination of B. cereus spores was tested in CGY, RPMI as well as
cRPMI medium, with and without prior heat activation for 10 min at
80 °C. Generally, all tested spores were somehow able to germinate and
germination was higher in CGY than in RPMI/cRPMI medium, and
higher after previous heat treatment. While germination in CGY full
medium varied from 10 to 50%, average germination in RPMI/cRPMI
medium plus heat treatment was 2-30%. Only very poor germination
was observed in RPMI/cRPMI medium without prior heat treatment.
Nevertheless, high strain-specific differences were detected, which is
exemplarily shown in Fig. 2. Strains with strong (RIVM BC 934) and
weak (probiotic IP 5832) germination in CGY medium were found. In
contrast to that, strain MHI86 responded rather to heat treatment than
to the chosen medium (Fig. 2A). With approximately 30%, strain 7/27/
S showed the strongest germination in RPMI and cRPMI medium, but
highly dependent on heat treatment. On the contrary, heat treatment
did not accelerate germination of strains F837/76 and RIVM BC 964,
which responded better to CaCo-2-treated cRPMI than to RPMI medium
(Fig. 2B). Besides newly produced spores, also three year old spore
preparations were tested for their germination ability. For example, old
spores of strain RIVM BC 934 germinated the same way as freshly
prepared ones, while 7/27/S germinated even better in RPMI than in
CGY medium, and MHI86 responded less clearly to heat treatment
(Fig. 2C). To compare germination rates of all strains, decrease of ODg2
of all new spores at 20 min (CGY) and 40 min (cRPMI plus heat treat-
ment) was chosen (see Table 2).

3.3. Strain-specific motility

To compare motility of the selected strains, their swimming ability
on CGY plates containing 0.25% agar was investigated. While diameters
were measured at different time points, the clearest differences were
detected after 24 h incubation. At 30 °C, the two strains F3175/03 (D7)
and RIVM BC 964, both highly toxic, had reached the plates’ edge
(maximum diameter 53 mm). On the other hand, strains RIVM BC 934,
F528/94 and F837/76 showed no or only poor extension (=<2mm)
(Fig. 3A). At 37 °C, swimming diameters of 13 out of 20 strains were
increased. Next to F3175/03 (D7) and RIVM BC 964, strains NVH
0075-95, WSBC 10035 (high toxic) as well as 6/27/S and RIVM BC 90
(low toxic) also showed maximum extension (Fig. 3B). Nevertheless,
some strains were not affected by the increase of temperature, as for
instance 14294-3 (M6) and MHI 226 (medium extension) or RIVM BC
934 and probiotic IP 5832 (no or low extension). Thus, it can be con-
cluded that swimming motility of B. cereus is partially temperature-
dependent, but highly strain-specific.
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3.4. Detailed virulence assessment scheme

To achieve our overall goal, the creation of a holistic virulence as-
sessment scheme for enteropathogenic B. cereus, the parameters spore
survival of the stomach passage (Da Riol et al., 2018), adhesion of spores
(this study), germination under simulated intestinal conditions (this study),
motility (this study), adhesion of vegetative cells (this study), enterotoxin
(NheB) production under laboratory (Jessberger et al., 2015) and simu-
lated intestinal conditions (Jessberger et al., 2017) and cytotoxicity to-
wards CaCo-2 cells (Jessberger et al., 2015, 2017) were compared for the
set of 20 highly pathogenic and apathogenic strains. To reconcile these
different data, the strain with the respective utmost result was set
100%, and the results of the remaining strains were adjusted to that
(Table 3). The percentage points of each strain were totaled and ac-
cording to that, the strain set was reclassified (Table 4I). Strains with a
total amount of > 350 percentage points were defined potentially high
pathogenic, strains with 240-350 percentage points potentially patho-
genic, and strains with < 240 percentage points potentially apatho-
genic. This classification can serve as the basis for a scientifically sub-
stantiated and reliable risk evaluation of enteropathogenic B. cereus
isolates. It is highly advantageous compared to the former routinely
performed risk evaluation mainly based on toxin (NheB) production
after cultivation under standard laboratory conditions. The old classi-
fication (Table 4. III) for instance overlooks highly toxic strains with
mutated nheB genes, such as F3162/03 (D8), which occurs in ap-
proximately 2% of the isolates (Didier et al., 2015).

3.5. Identifying candidate markers displaying B. cereus cytotoxicity

Investigating all parameters mentioned above is highly time and
resource consuming. For routine diagnostics of food samples, an equally
reliable, but faster screening scheme is needed. Thus, we investigated B.
cereus virulence factors as putative candidate markers on a subset of six
representative strains (NVH0075-95, F4429/71, F837/76, 7/27/S,
RIVM BC 90, MHI 86), according to their correlation with the estab-
lished toxicity scheme. To this end, the proteins secreted by the bacteria
under host mimicking conditions were subjected to Western blotting.
The single components A, B, and C of the non-hemolytic enterotoxin
(Nhe), sphingomyelinase (SMase), immune inhibitor metalloprotease
(InhA), phosphocholine-specific phospholipase C (PC-PLC), and col-
lagenase A (ColA) were tested (Fig. S1). The candidate virulence factors
NheA, NheC, InhA, PC-PLC, and ColA showed differences in their ex-
pression. However, these differences were rather strain-specific and did
not correlate with the enteropathogenic potential of the strains. By
contrast, a good correlation to entoropathogenicity was observed for
NheB and SMase. Maximum blot intensities were observed after 4 h and
6 h, however, strain F4429/71 showed a decrease after 6 h (Fig. S2).
Therefore, NheB and SMase were selected as appropriate markers.

In another preliminary test, the relevance of exoprotease activity for
the evaluation of the toxic potential was investigated on this subset of
six strains. High toxic strains showed a more rapid and raised activity
compared to low toxic strains (data not shown). Maximum activity of
the high toxic strains was achieved after 3h and 4h, and decreased
after 6 h. In contrast, the low toxic strains showed a diminished pro-
tease activity after 2 h, 3 h, and 4 h. Activity increased with progressing
time, reaching a maximum after 6 h. Hence, exoprotease activity was
compared after 4 h of incubation.

3.6. NheB/SMase expression and protease activity of the strain set

To establish diagnostic tools based on NheB/SMase expression and
exoprotease activity for discrimination of high and low pathogenic B.
cereus strains, a panel of the 20 pre-characterized strains was used (see
Table 1). All strains were incubated for 4h under host mimicking
conditions and supernatants of strains, collected from the bacteria by
centrifugation, were subsequently subjected to immunoblotting and
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Fig. 2. Germination of B. cereus spores. Germination is depicted as the decrease of ODgyo per unit of time. ODgyq at time point 0 was set to 100%. One biological
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protease activity tests. Inmunoblotting was carried out using a slot blot
system with monoclonal antibodies against NheB and SMase. In par-
allel, exoprotein activity was tested with the commercially available
Pierce™ Fluorescent Protease Activity Kit (ThermoFischer, USA), using

FITC-labeled casein as a substrate.

each) is exemplarily shown. A. CGY and cRPMI medium. B. Comparison of RPMI and cRPMI medium. C. Three year old spore

Additionally, strains from two food poisoning outbreaks in Austria
(2/25, 1/26, 1/27, 1/28, 1/30, 11/6 II AR, 10/12 D; Schmid et al.,
2016) with hitherto unknown cytotoxicity and toxin titers were in-
cluded in order to revise whether their NheB/SMase production and

protease activity profile correlates with the epidemiological association
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Table 2

Germination of B. cereus spores. Germination was measured as the decrease of
ODg2o per unit of time. ODgyp at time point O was set to 100%. To compare
germination rates of the 20 tested B. cereus strains, ODgzo (in %) after 20 min
incubation in CGY full medium is shown, as well as ODgy0 (in %) after 40 min
incubation in cRPMI medium with prior heat treatment. Shown are means and
standard deviations of at least two biological replicates, each comprising three
technical replicates. p value < 0.05, **: p value < 0.01, ***: p value <
0.001 compared to the strain with best germination (F528/94 for CGY and 7/
27/8 for cRPMI 80 °C).

B. cereus strain Germination (ODgy in %) 20 min CGY 40 min cRPMI 80 °C

14294-3 (M6) 78.19 % 0.86%** 96.62 *
SDA KA96 78.17 * 6.8** 93.95 *
INRA A3 92.78 * 7.11%** 85.85 *
INRA C3 68.92 * 1.41%** 93.97 *
6/27/8 78.02 = 8.35** 97.71 %=
F3175/03 (D7) 72.03 * 1.18*** 80.28 *
RIVM BC 934 64.26 * 4.16 94.97 *
F528/94 55.61 * 2.91 98.00 *
F837/76 80.44 * 20.44 93.96 *
RIVM BC 126 83.94 * 4.23%** 97.47 %
MHI86 90.80 * 3.96%** 75.84 *
F4429/71 83.66 * 8.85** 83.44 *
RIVM BC 964 58.25 * 0.09 98.14 *
F3162/04 (D8) 96.64 + 2.10%** 87.83 %
MHI226 87.54 * 10.64** 79.23 *
NVH 0075/95 94.17 * 0.90*** 76.57 *
WSBC 10035 95.89 * 1.76%** 89.09 =
RIVM BC 90 106.4 1 = 7.94%** 95.91 *
7/27/8 91.30 * 3.62*** 67.37 *
1P 5832 97.13 £ 2.70%** 97.74 %

and, thus, directly with enterotoxicity. The signal intensities of the re-
spective blots are shown in Fig. 4. Most of the strains classified as high
pathogenic, such as INRA C3 and RIVM BC 964, showed a strong ex-
pression of both proteins. In contrast, the five potentially low patho-
genic strains expressed none or only marginal levels of NheB and/or
SMase (RIVM BC 934, RIVM BC 90, MHI 86) or produced only one of
the toxins in higher amounts (IP 5832: NheB, MHI 226: SMase). Ad-
ditionally, all potentially low pathogenic strains showed a protease
activity below 120 RFU, whereas those of the potentially high patho-
genic strains showed values higher than 135 RFU (Fig. 5). The strains
classified as potentially toxic showed diverse blot intensities and pro-
tease activities. Addition of EDTA inhibited the major part of protease
activity which indicates a major contribution of metalloproteases to
total proteolytic activity.

3.7. Virulence assessment based on NheB/SMase slot blots and protease
activity

In order to establish a virulence assessment based on NheB/SMase
expression and protease activity, a point assignment scheme was gen-
erated (Table 5). Toxin expression in slot blots (see Fig. 4) was de-
termined as strong (blot signal intensity of 15 or higher), medium
(between 5 and 15), low (between 1 and 5), and absent/marginal
(below 1). Protease activity (see Fig. 5) was evaluated as strong with an
RFU of 300 and above, medium between 200 and 300 RFU, low be-
tween 100 and 200, RFU and absent/marginal with an RFU below 100.
The rating of the intensities was conducted as follows: 3 = strong,
2 = medium, 1 = low, 0 = absent/marginal. The sum reflects the ac-
tual pathogenic potential: 7-9 = potentially high pathogenic,
4-6 = potentially pathogenic, 0-3 = potentially low pathogenic/apa-
thogenic. This classification (Tables 5 and 4. II) is congruent to the
detailed virulence assessment scheme (Table 4I) to a large part. How-
ever, strains WSBC 10035, 14294-3 (M6) and F3175/03 (D7), classified
in Table 41 as potentially high pathogenic, are reduced in rank to po-
tentially pathogenic. Contrary, strain INRA A3 is upgraded from po-
tentially pathogenic to highly pathogenic. Most important, all
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potentially low pathogenic strains remain within their group. No po-
tentially high pathogenic or pathogenic strain is underestimated fol-
lowing the combinatory scheme of NheB/SMase blot intensities and
protease activity. For better comparison, results of the tests systems I, IT
and III were summarized in Table 4. IV.

Next, we tested this scheme on isolates from foodborne outbreaks in
Austria in 2013 (Schmid et al., 2016). Epidemiological association has
been previously confirmed for the strains 2/25 (human feces), 1/26
(ragout) and 11/61I AR (soup powder). No epidemiological association
could be proven for 1/27 (spinach) and 1/30 (potatoes dumpling). For
strains 1/28 (buttermilk) and 10/12 D (parsley), epidemiological as-
sociation has not been tested. Here, by applying the rating from NheB/
SMase blot intensities and protease activity, we were able to confirm
the toxic potential of strains 2/25, 1/26 and 11/61I AR, as well as the
non-toxicity of strain 1/30. Strain 1/28 was evaluated as potentially
high toxic and 10/12 D as potentially toxic. However, strain 1/27
would also be ranked here as potentially high toxic due to strong ex-
pression of both NheB and SMase and medium protease activity.

4. Discussion

A reliable risk analysis of products contaminated with B. cereus is
essential for food industry. On the one hand, food poisoning outbreaks
with sometimes severe consequences (Lund et al., 2000; Dierick et al.,
2005; Naranjo et al., 2011; Schmid et al., 2016) can be prevented. On
the other hand, product charges containing verifiably non-pathogenic
B. cereus will not be destroyed in vain, which will contribute sig-
nificantly to food security and prevent economic losses of the manu-
facturer. In contrast to emetic strains, toxin production in the host in-
testine has to be considered for enteropathogenic B. cereus, which
makes risk analyses rather complex. The toxic potential of the strains
used in this study has been previously determined by combining NheB
toxin titers and cytotoxicity under laboratory (CGY medium, shaking,
30 °C, no CO,) and intestinal conditions (cRPMI medium, static, 37 °C,
7% CO,) (Jessberger et al., 2015, 2017). The strain set was com-
plemented by the apathogenic strain IP 5832, which was in use as a
probiotic (Kniehl et al., 2003). Simulated intestinal conditions have
been previously shown to diminish bacterial growth, but also to trigger
toxin production and protein secretion. Also, overall protein secretion
was accelerated, with highest protein concentration after 2h and
highest reciprocal titers of NheB after 4h of incubation in cRPMI
medium (Jessberger et al., 2017). Thus, in the current study we
maintained these parameters in order to determine the actual patho-
genic potential of a strain as accurate as possible. Nevertheless, toxin
production and cytotoxicity determined after growth under laboratory
conditions (CGY medium) was also kept in the scheme (see Table 3) for
reasons of comparison, since the latter conditions are still the method of
choice in routine diagnostics.

We showed that a complex virulence assessment scheme including
spore survival, adhesion of spores and vegetative cells, germination,
motility, toxin production and cytotoxicity towards colon epithelial
cells correlates well with a fast and comparably easy system comprising
NheB/SMase blots and protease activity. This system could provide the
basis for the development of rapid tests for routine diagnostics. So far,
there are three systems for enterotoxin detection commercially avail-
able: BCET-RPLA kit (Oxoid, UK) detects Hbl L2, TECRA-BDE kit (Tecra
Interational, Australia) detects NheA and Duopathm Cereus Enterotoxins
kit detects NheB and Hbl L2. However, these tests provide only a re-
lative indication of the amounts of the specific toxin compounds pro-
duced, and do barely allow to estimate the overall enterotoxicity of a
given strain (Moravek et al., 2006; Jessberger et al., 2014).

Sphingomyelinases hydrolyze sphingomyelin to ceramide and
phosphorylcholine. With acidic, secretory, Mg>* ~dependent neutral,
Mg?" ~independent neutral and alkaline, different types of SMases are
known (Goni and Alonso, 2002). Bacterial SMases can contribute to
virulence, as shown for Staphylococcus aureus, Listeria ivanovii or
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Corynebacterium pseudotuberculosis (McNamara et al., 1994; Gonzalez-
Zorn et al., 1999; Hayashida et al., 2009; Huseby et al., 2010; Katayama
et al., 2013; Flores-Diaz et al., 2016). B. cereus SMase is, like the en-
terotoxin genes, controlled by the global regulator PIcR (Pomerantsev
et al., 2003; Gohar et al., 2008) and synergistic interactions between
Nhe and SMase have been reported previously. Using the Galleria mel-
lonella insect model, it has been shown that SMase enhances Nhe
toxicity towards epithelial cells and substantially contributes to mor-
tality of the larvae (Doll et al., 2013). In the present study, SMase was
detected in all tested strains, except in the potentially apathogenic
RIVM BC 90 and IP 5832. Considering the important role of SMase as
virulence factor - in particular, when acting synergistically with Nhe -
we reasoned that SMase can constitute a crucial marker protein for
virulence assessment, though also requiring the consideration of NheB
expression.

NheB is one of the three components of the non-hemolytic en-
terotoxin (Nhe), which is formed by nearly 100% of the B. cereus strains
(Anderson Borge et al., 2001; Moravek et al., 2006; Ngamwongsatit

et al., 2008). To acquire full cytotoxicity, all three components (A, B
and C) are needed. Moreover, a molar ratio of NheA:NheB:NheC of
10:10:1 as well as a concerted binding order of the single components is
required (Lund and Granum, 1996; Lindbéck et al., 2004, 2010). Con-
firming prior studies (Moravek et al., 2006; Jessberger et al., 2014), we
observed that NheA and NheC expression did not correlate with cyto-
toxicity, and differences in blot intensities of these components ap-
peared to be strain-specific only. The expression of NheB (refer to
Fig. 4), however, showed rough concordances with strain toxicity, as it
was formed by nearly all high and potentially toxic strains and was not
detectable in the low pathogenic strains MHI86, MHI226, and RIVM BC
90. The second three-component enterotoxin of B. cereus, hemolysin BL
(Beecher and MacMillan, 1990; Beecher et al., 1995) also contributes to
pathogenicity, but is not suitable as a marker protein as it is produced
only by 45-65% of the strains (Senesi and Ghelardi, 2010). The strain
set of this study comprised 10 of 20 strains, which produce Hbl. Simi-
larly, CytK2 - a beta-barrel channel forming toxin (Lund et al., 2000) -
is produced by strains of different toxicity and therefore not reliable as
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Table 3
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Summary of the data (in %) of nine assays, in which the 20 pathogenic and apathogenic B. cereus strains were applied. To compare the different data, the strain with
the respective utmost result (e.g. WSBC 10035 for spore survival) was set 100%, and the results of the remaining strains in each assay were adjusted to that.

B. cereus Strain  Stomach Adhesion Germination” Motility” Adhesion NheB (6 h NheB (6 h Toxicity CaCo-2 Toxicity CaCo-2 Total
survival® spores” vegetative” CGY)* cRPMD)! (6h CGY)* (6h cRPMD)!

14294-3 (M6) 6.15 11.96 10.35 73.58 60.29 41.54 93.85 50.14 32.13 379.99
SDA KA96 6.98 1.28 18.53 50.94 10.72 66.86 72.52 100.00 46.54 374.37
INRA A3 72.50 5.25 43.37 45.91 32.52 10.35 56.76 19.61 19.29 305.56
INRA C3 32.08 72.04 18.49 38.99 54.34 49.34 100.00 24.80 100.00 490.09
6/27/S 2.29 6.10 7.03 100.00 17.02 11.49 11.51 54.10 32.40 241.94
F3175/03 (D7) 0.31 19.89 60.44 100.00  32.59 27.98 40.05 48.96 25.61 355.83
RIVM BC 934 1.25 6.31 15.42 3.77 25.54 17.11 21.75 44.60 18.99 154.75
F528/94 14.69 7.96 6.12 51.89 100.00 8.08 23.68 38.90 21.98 273.30
F837/76 0.94 7.88 18.51 10.06 45.23 100.00 74.75 68.52 30.00 355.89
RIVM BC 126  0.21 15.26 7.75 33.33 35.60 36.51 43.74 75.67 34.07 282.14
MHI86 0.63 14.14 74.03 78.30 16.55 0.28 0.57 2.89 5.54 192.92
F4429/71 3.65 25.56 50.74 72.64 11.47 28.24 65.52 22.80 21.35 301.97
RIVM BC 964  61.67 15.92 5.69 100.00  59.36 47.92 56.09 53.05 42.63 442.33
F3162/04 (D8) 39.69 18.47 37.30 62.26 5.56 27.29 38.03 42.67 20.27 291.55
MHI226 21.56 8.65 63.66 50.94 25.00 3.49 8.10 31.41 10.84 223.66
NVH 0075/95  4.27 15.29 71.79 100.00  16.41 79.41 83.98 65.95 27.72 464.82
WSBC 10035 100.00 100.00 33.43 100.00 25.22 87.93 41.43 41.00 25.27 554.28
RIVM BC 90 1.04 35.59 12.55 100.00 10.80 3.05 2.49 2.74 1.91 170.16
7/27/S 44.06 22.49 100.00 57.23 22.64 49.63 50.37 45.12 12.50 404.05
IP 5832 10.73 47.40 6.91 5.70 17.30 1.90 6.30 9.60 29.40 135.24

a

® This study.

© Original data published in Jessberger et al. (2015).
d Original data published in Jessberger et al. (2017).

Table 4

Original data published in Da Riol et al., 2018). Spore survival after 1 h in simulated stomach fluid was used for comparison.

Virulence evaluation of 20 B. cereus strains determined with three different test systems. Red: potentially high pathogenic. Orange: potentially pathogenic. Green:

potentially apathogenic.

assays (see Table 3)

I According to total percentage
points achieved in nine different

According to Slot blots (SMase
and NheB) and protease assays

III  According to toxin production
after cultivation under standard

laboratory conditions

IV Summary of test systems I, IT and III

B. cereus strain
WSBC 10035
INRA C3
NVH 0075/95
RIVM BC 964
7127/S
14294-3 (M6)
SDA KA96
F837/76
F3175/03 (D7)
INRA A3
F4429/71
F3162/04 (D8)
RIVM BC 126
F528/94
6/27/S
MHI226
MHI86

RIVM BC 90
RIVM BC 934
IP 5832

Total (%)
554.28
490.09
464.82
442.33
404.05
379.99
374.37
355.89
355.83
305.56
301.97
291.55
282.14
273.30
241.94
223.66
192.92
170.16
154.75
135.24

B. cereus strain
INRA A3

INRA C3
F837/76

SDA KA96
RIVM BC 964
NVH 0075-95
727/8
F3175/03 (D7)
F3162/03 (D8)
F4429/71
14294-3 (M6)
WSBC10035
RIVM BC 126
6127/S
F528/94
RIVM BC 934
MHI226

IP 5832
MHIg6

RIVM BC 90

Total points

W W WA R UL GG OGN NS ® ® ® O

B. cereus strain
RIVM BC 964
7127/
F837/76
RIVM BC 126
NVH 0075/95
SDA KA96
'WSBC 10035
F3175/03 (D7)
F4429/71
INRA C3
14294-3 (M6)
6/27/S
F528/94
INRA A3
MHI226
RIVM BC 934
IP 5832

RIVM BC 90
MHI86
F3162/04 (D8)

NheB Titer!
10266
9011
8598
7757
7729
6481
6205
5157
4907
4460
2062
1964
1759
1299
930
769
406
146
87
41

B. cereus strain 1

INRA C3
NVH 0075/95
RIVM BC 964
712718

SDA KA96
F837/76
WSBC 10035
F3175/03 (D7)
F4429/71
RIVM BC 126
14294-3 (M6)
INRA A3
F3162/04 (D8)
F528/94
6/27/3
MHI226
MHI86

RIVM BC 90
RIVM BC 934
IP 5832

1: Titers were determined when a set of 136 B. cereus strains was pre-classified.

low: < 2000 (Jessberger et al., 2015).

a marker.

In this study, we determined that strains classified as high and po-
tentially pathogenic showed an expression of both NheB and SMase,
which appears to be stringent for effectual enterotoxicity of B. cereus. In

Classification according to NheB titers: high: > 4000; Medium: 2000-4000,

particular, both toxins have to be secreted and at least one of the two
toxins has to be strongly expressed in order to deploy high toxigenicity.
In contrast, strains with low toxic potential showed an expression of
none or only one of the toxins or - in case of strain RIVM BC 934 - both
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Fig. 4. NheB and SMase expression of all strains tested in this study. A. Quantification of blot signals for NheB using the Image Quant TL Software (GE Healthcare Life
Sciences, UK). B. Quantification of blot signals for SMase. Statistically significant differences in blot signal intensity are depicted as asterisks and are referred to the

strain RIVM BC 964, which showed highest intensity.
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*: p value < 0.05, **: p value < 0.01, ***: p value < 0.001.

Fig. 5. Protease activity of the B. cereus strains tested in this
study. Relative fluorescence units are shown. EDTA was
added to determine the metalloprotease activity. Expressed
results are from two technical replicates, each from two
single experiments. Statistically significant differences be-
tween total protease and non-metalloprotease activity within
each strain are depicted as black asterisks. Significant dif-

ferences between the total protease activity of each strain,
referred to the strain with strongest activity (INRA A3), are
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with low intensity. Our results fit with the observations of Doll and
coworkers (Doll et al., 2013), where pathogenicity of B. cereus NheB or
SMase single deletion mutants was decreased, and even drastically at-
tenuated when both toxin genes were knocked out.

Moreover, we included exoprotease activity in our virulence as-
sessment scheme. Extracellular proteases play a crucial role for viru-
lence in many pathogens. In S. aureus, they are characterized as key
mediators of virulence-determinant stability (Kolar et al., 2013).
Npr599 and InhA proteases are described as multifunctional pathogenic
factors in Bacillus anthracis (Chung et al., 2006). CwpFM (EntFM)
peptidase plays an important role in motility, adhesion and virulence of
B. cereus (Tran et al., 2010). The InhA metalloproteases have also been

shown as grey asterisks with underline. *: p value < 0.05,
**: pvalue < 0.01, ***: p value < 0.001.

N
0\

described as important pathogenicity factors of B. cereus, being in-
volved in macrophage escape, toxicity and virulence (Guillemet et al.,
2010). The results of protease activity assays in the present work gen-
erally complement the pattern observed by NheB and SMase intensities.
The exception proves the rule, e.g. as shown for strain RIVM BC 964,
displaying a low proteolytic activity. However, NheB and SMase ex-
pression were distinctly strong, thus rendering this strain as still highly
toxic. On the other hand, proteolytic activity of each of the potentially
apathogenic strains was diminished compared to those of all other
strains.

By following this virulence assessment combined of NheB/SMase
blots and exoprotease activity, we could observe a shift of certain
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Table 5

Summary of slot blot analyses (NheB and SMase) and protease assays. 20 pre-
characterized B. cereus strains were investigated (Jessberger et al., 2015, 2017),
as well as seven isolates from a food poisoning outbreak in Austria (Schmid
et al., 2016). Results of each test were classified as strong (= 3 points), medium
(= 2 points), weak (= 1 point) or 0 and totaled. 7-9 points (red): potentially
high pathogenic. 4-6 points (orange): potentially pathogenic. 0-3 points
(green): potentially apathogenic.

B. cereus strain Nhe B* SMase” Protease activity” Score
INRA A3 3(18) 3(20) 3(382) 9
INRA C3 3(25) 3(22) 2 (235) 8
F837/76 3(25) 2(9) 3(302) 8
SDA KA96 3(15) 2(13) 3(304) 8
RIVM BC 964 3(23) 3(23) 1 (160) 7
NVH 0075-95 3(18) 2(6) 2(183) 7
7/27/8 3(17) 2(8) 2(213) 7
F3175/03 (D7) 2 (10) 2(8) 2 (256) 6
F3162/03 (D8) 2 (14) 14 3 (362) 6
F4429/71 2(12) 2014 2(215) 6
14294-3 (M6) 3019 12 2 (220) 6
WSBC10035 2014 13 2(210) 5
RIVM BC 126 2(13) 205 1(87) 5
6/27/S 209 14 1(150) 4
F528/94 14 14 2(195) 4
RIVM BC 934 12 13 1(118) 3
MHI226 0(0.9) 3015 0 (68) 3
IP 5832 2(8) 0(0) 1(87) 3
MHI86 0(0) 13 0Qa7) 1
RIVM BC 90 0(0) 0(0) 1(113) 1
1727 3 (15) 3(18) 2 (288) 8
2/25 3a7) 2(6) 2 (2649) 7
1/26 2 (10) 3 (20) 2(182) 7
1/28 2014 3Q7) 2 (264) 7
11/611 AR 3016) 1) 2 (288) 6
10/12/D 2(13) 12 2(288) 5
1/30 0(0) 0(0) 0 (50) 0

@ Slot blot signal intensities for NheB and SMase > 15: 3 points, 5-15: 2
points, 1-5: 1 point, < 1: 0 points.

b Relative fluorescence units (protease activity) > 300: 3 points, 200-300: 2
points, 100-200: 1 point, < 100: 0 points.

strains, from formerly classified as potentially toxic to highly toxic
(INRA A3) and vice versa (WSBC 10035, 14294-3 (M6), F3175/03 (D7),
when compared to the virulence assessment comprising also phenotypic
attributes (Table 4). However, no shift was observable in potentially
low or apathogenic strains. Most important, no toxic strain could be
rendered as false negatively apathogenic, which might be fatal in terms
of food safety. We could also verify this virulence assessment scheme by
using seven additional strains from two food outbreaks in Austria with
previously unknown toxicity (Schmid et al., 2016). With the exception
of one strain, three strains (2/25, 1/26, 11/6II AR) with epidemiolo-
gical association would be ranked as highly or potentially toxic. One
strain (1/30) with no epidemiological association showed no NheB/
SMase expression or protease activity as well. Two strains with un-
determined epidemiological association could be assigned as highly (1/
28) and potentially toxic. This outcome depicts that epidemiological
association does not necessarily give information on the toxicity of a
strain. Hence, in order to ensure confident predictions, the pathogenic
potential has to be determined as proposed in the current study.

In conclusion, this study provides the first holistic virulence as-
sessment scheme for enteropathogenic B. cereus, including the most
important steps of a foodborne infection - survival of the stomach
passage, adhesion to epithelial cells, germination, motility, toxin pro-
duction and cytotoxicity. An analogically precise and credible classifi-
cation of the tested strains was achieved by determining NheB and
SMase expression and exoprotease activity. These assays provide the
fundament for rapid and easy to use tests in routine diagnostics of en-
teropathogenic B. cereus. To this date, the combinatory approach pre-
sented in this study is the most accurate and rapid test system for

Food Microbiology 84 (2019) 103276

determining the toxic potential of food-borne enteropathogenic B.
cereus.
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Fig. S1: Western Blots of virulence factors as putative candidate markers.
Single components of non-hemolytic enterotoxin (NheA, NheB, NheC),
sphingomyelinase (SMase), immune inhibitor metalloprotease (InhA) and
phosphocholine-specific phospholipase C (PC-PLC) were investigated. A subset of
six strains was tested, representing high (NVH0075-95, I'837/76, '4429/71, 7/27/S;
bold) and low toxic strains (MHI 86, RTVM BC 90).
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Fig. S2: Slot blots of virulence factors as putative candidate markers.
Sphingomyelinase (SMase), phosphocholine-specific phospholipase C (PC-
PLC), B component of non-hemolytic enterotoxin (NheB) and collagenase A
(ColA) were tested. High toxic strains are bold.
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Abstract: Despite its benefits as biological insecticide, Bacillus thuringiensis bears enterotoxins,
which can be responsible for a diarrhoeal type of food poisoning. Thus, all 24 isolates from foodstuffs,
animals, soil and commercially used biopesticides tested in this study showed the genetic prerequisites
necessary to provoke the disease. Moreover, though highly strain-specific, various isolates were
able to germinate and also to actively move, which are further requirements for the onset of the
disease. Most importantly, all isolates could grow under simulated intestinal conditions and produce
significant amounts of enterotoxins. Cytotoxicity assays classified 14 isolates as highly, eight as
medium and only two as low toxic. Additionally, growth inhibition by essential oils (EOs) was
investigated as preventive measure against putatively enteropathogenic B. thuringiensis. Cinnamon
Chinese cassia showed the highest antimicrobial activity, followed by citral, oregano and winter savory.
In all tests, high strain-specific variations appeared and must be taken into account when evaluating
the hazardous potential of B. thuringiensis and using EOs as antimicrobials. Altogether, the present
study shows a non-negligible pathogenic potential of B. thuringiensis, independently from the origin
of isolation. Generally, biopesticide strains were indistinguishable from other isolates. Thus, the use
of these pesticides might indeed increase the risk for consumers’ health. Until complete information
about the safety of the applied strains and formulations is available, consumers or manufacturers
might benefit from the antimicrobial activity of EOs to reduce the level of contamination.

Keywords: Bacillus thuringiensis; Bacillus cereus; food infections; enterotoxins; cytotoxicity; essential oils;
risk evaluation; biopesticide

1. Introduction

Bacillus thuringiensis is a Gram-positive and spore-forming bacterium, which is used worldwide
as biopesticide due to its capability to produce insecticidal proteins [1-3]. The two main parasporal
toxins are Cyt (cytolytic) and Cry (crystal) toxins [4]. In addition to that, B. thuringiensis produces
other entomopathogenic factors such as vegetative insecticidal proteins (Vip) and secreted insecticidal
proteins (Sip) [1,5,6]. As a result of its distinct types of toxins, B. thuringiensis is virulent to a wide
range of insect orders and species, e.g., Coleoptera, Diptera and Lepidoptera, as well as nematodes and
even plant and animal pathogenic microorganisms [2,7,8]. A clear advantage is the host-specific mode
of action of the mentioned toxins, which do rarely harm non-target species.

Foods 2020, 9, 1484; d0i:10.3390/foods9101484 www.mdpi.com/journal/foods
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Despite the benefits, the close relation to other members of the Bacillus cereus group must not
be neglected. The B. cereus group includes at least eight species: B. cereus sensu stricto, B. anthracis,
B. weihenstephanensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. cytotoxicus, B. toyonensis and B. thuringiensis [9-12],
while recently, more and more additional species are described. B. cereus s. s. is a human pathogen
that causes two types of foodborne diseases, the emetic syndrome due to cereulide intoxication
and the diarrhoeal type of disease [12]. The latter arises from an infection with vegetative cells,
which produce enterotoxins, mainly the non-haemolytic enterotoxin (Nhe), haemolysin BL (Hbl)
and cytotoxin K (CytK), in the human intestine [13-17]. Like B. cereus, B. thuringiensis exhibits the
enterotoxin genes nhe, hbl and cytK [18-20]. Moreover, B. thuringiensis could be related to food-borne
outbreaks [21]. These facts led to the debate if the biopesticides represent a risk for public health and
thus, it seems questionable using potential harmful preparations extensively in agriculture. A further
problem is that routine clinical and food diagnostics does not usually differentiate the B. cereus group
species [22,23]. Thus, food-borne diseases and clinical infections caused by B. thuringiensis might be
significantly under-reported. The aim of this study was to investigate the toxic and enteropathogenic
potential of B. thuringiensis isolates gained from food, animal and soil samples, as well as from
commercially used biopesticides. These 24 isolates were systematically characterized regarding
their phylogenetic relationship, occurrence of toxin genes, growth and enterotoxin production under
simulated intestinal conditions, cytotoxic activity, as well as further pathogenicity factors involved in
the onset of B. cereus-associated food infections, such as spore germination and motility. Moreover,
growth inhibition by essential oils (EOs) was investigated as preventive measure against putatively
enteropathogenic B. thuringiensis.

2. Materials and Methods

2.1. Bacterial Strains and Culture Conditions

The B. thuringiensis strains used in this study are listed in Table 1. For gaining cell-free culture
supernatants, they were pre-cultured in casein glucose yeast (CGY) medium with 1% glucose for 17 h
at 32 °C and 200 rpm. Samples of 20 mL fresh CGY medium were inoculated to an optical density
(ODggp) = 0.2 and cultured for further 6 h. After centrifugation at 3500 rpm and 4 °C for 12 min,
1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) was added, the supernatants were filtered through a
0.2 um filter, aliquoted and stored at —20 °C. For cultivation under simulated intestinal conditions,
preparation of “conditioned” (c(RPMI) medium was carried out as described previously [15]. In brief,
RPMI 1640 medium (with stable glutamine; Biochrom AG, Berlin, Germany), supplemented with 1%
glucose and 2% casein hydrolysate, was incubated with differentiated CaCo-2 cells for 22 h and filtered
using a 0.2 um filter. Overnight cultures obtained as described above were incubated at 37 °C and
adjusted to a start ODgg of 0.05 in 20 mL ¢cRPMI. They were incubated statically at 37 °C and 7% CO,
atmosphere. For growth analyses, ODgny was measured every hour for eight hours. Cell-free culture
supernatants were harvested after six hours as described above.
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2.2. Cell Lines and Culture Conditions

CaCo-2 cells from DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig,
Lower Saxony, Germany) were cultivated in RPMI 1640 medium (with stable glutamine) supplemented
with 10% foetal bovine serum (Biochrom AG, Berlin, Germany). For cultivation, 80 cm? culture flasks
and a humidified incubator (37 °C and 7% CO,) were used. Cells were passaged 1:6 every three to
four days. For differentiation, cells were incubated for 14 days. Medium was changed every three to
four days.

2.3. PCR Analyses

Generally, amplification was performed with a total volume of 50 uL in a Biometra thermocylcer
(Analytik Jena, Jena, Thuringia, Germany). The reaction mixtures contained 5 pL 10x buffer, 4 pL
MgCl, (25 mM), 1 uL dNTP suspension (10 mM each), 0.5 uL. Tag DNA polymerase, 2.5 uL of each
primer (10 uM) and 2 pL template DNA (colony material). Initial denaturation at 95 °C for five
minutes was followed by 30 reaction cycles: denaturation at 95 °C for 15-60 s, annealing for 15-60 s
at the appropriate temperature (see Table S1) and extension for 20-60 s at 72 °C. The final extension
was performed at 72 °C for seven minutes. PCR fragments were separated on 1% agarose gels by
electrophoresis and made visible by UV illumination. Primers used for all PCR analyses are listed
in Table S1. First, the panC (pantothenate synthetase) gene was amplified for sequence analysis
(see Section 2.4). Subsequently, all strains were screened for cry toxin genes and allocated to five
groups according to Ben-Dov et al. [24]. Furthermore, the strain set was tested for the presence of
the (entero)toxin genes hbIC, nheA, ces and cytK1 via multiplex PCR according to Wehrle et al. [25],
as well as cytK2 according to Ehling-Schulz et al. [26].

2.4. PanC Sequence Typing

To allocate the B. thuringiensis isolates tested in this study to phylogenetic groups, sequencing of a
485 bp fragment of the pantothenate synthetase gene (panC; [27]) was applied (Eurofins Genomics
Germany GmbH, Ebersberg, Bavaria, Germany). Sequences were aligned using CLUSTAL () [28].
Further cluster analysis was carried out using SplitsTree software (version 4, Eberhard Karls University
Tiibingen, Tiibingen, Baden-Wiirttemberg, Germany ) [29]. The sequences of the following reference
strains were added to the analysis: type I: B. pseudomycoides 219,298 (CP007626.1); type II: B. wiedmannii
SR52 (CP032365.1); type III: B. anthracis Ames (AE016879.1); type IV: B. cereus ATCC 14579 (NC_004722.1);
type V: B. toyonensis BCT-7112 (CP006863.1); type VI: B. weihenstephanensis WSBC 10,204 (DQ301426.1);
type VII: B. cytotoxicus NVH391-98 (CP000764.1) [23,27,30].

2.5. Spore Preparation

B. thuringiensis spores were prepared as described previously [14,31,32]. Briefly, 100 mL of minimal
sporulation medium (1 mM MgCl, x 6 H,O, 1 mM Ca(NO3); x 4 HyO, 12.5 uM ZnCl,, 2.5 uM CuCl,,
2.5 uM CoCl, x 6 H,O, 2.5 uM Na,MoO,4 x 2 H,O, 5 uM (NH4)2SO4, 0.066 uM MnSOy4 X H,O, 1 mM
FeSO,4 and 1 M maltose in bacto nutrient broth (Oxoid, Wesel, Northrhine-Westphalia, Germany);
pH 7.6) were inoculated with 0.5% overnight culture (see Section 2.1) and incubated for three days at
32 °C and 200 rpm. Sporulation was monitored via bright-field microscopy. When >80% spore content
was reached, the cultures were centrifuged at 3500 rpm and 4 °C for 10 min, washed three times in
pre-cooled spore washing buffer (1 M KH,POy, 1 M KyHPOy, pH 7.4) and stored at 4 °C.

2.6. Germination

For assessing germination of B. thuringiensis spores, media were inoculated to ODggo = 1.
Two biological with three technical replicates for each strain were incubated in 96-well plates at 37 °C
for one hour. As described before [14], ODgyg was measured every three minutes in a Tecan photometer
using Ridawin software. Germination is shown as the decrease of ODgyg (in %) per time. Germination
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was compared in CGY and cRPMI medium, as well as with and without prior heat activation for
10 min at 80 °C.

2.7. Motility Assay

To evaluate swimming behaviour of the B. thuringiensis strains, three replicates each were tested.
For this, 1 uL. CGY overnight culture was injected into the centre of 53 mm diameter CGY agar plates
containing 0.25% agar and incubated at 37 °C. Motility diameters were assessed after 24 h.

2.8. Enzyme Immunoassays (EIAs)

Sandwich enzyme immunoassays for the detection of the enterotoxin components NheB and Hbl
L2 were performed as described previously [33-35]. The following antibodies were used for detection:
5 pg/mL mAb 2B11/1E11-HRP 1:2000 (NheB) and 10 pug/mL mAb 1A12/1H9-HRP 1:1000 (Hbl L2).
Titres are defined as the reciprocal of the highest dilutions resulting in an absorbance value of
>1.0. Results were compared according to those titres, which were calculated from at least three
replicates each.

2.9. WST-1 Bioassay

WST-1 bioassays were performed on CaCo-2 cells as described earlier [15]. Briefly, serial dilutions
of the culture supernatants were applied to 96-well plates in RPMI 1640 medium (100 uL/well) before
2 x 10* three days old CaCo-2 cells/well (100 uL) were added. After 24 h incubation at 37 °C and 7%
CO,, cell viability was determined by addition of the cell proliferation regent WST-1 (water soluble
tetrazolium, Roche diagnostics, Penzberg, Bavaria, Germany). Increasing amounts of formazan were
detected in a Tecan infinite F50 photometer at 450 nm. Dose-response curves and thus, 50% lethal
concentrations of at least two replicates were calculated with Magellan software and are shown as
reciprocal titres.

2.10. Haemolysis Assays

CGY culture supernatants (10 pL) were filled into stamp holes with five mm diameter on sheep
blood agar plates. After five hours incubation at 32 °C, haemolysis patterns were assessed.

2.11. Disk Diffusion Assays

To investigate antimicrobial effects of essential oils (EOs) on the B. thuringiensis isolates,
disk diffusion assays were carried out according to Dussault et al. [36]. Cinnamon Chinese cassia and
cinnamon OR (Cinnamomum cassia), citral (pure; 2,6-octadienal,3,7-dimethyl), oregano (Thymus capitatus
Hoff.) and thyme (red; Thymus vulgaris and Thymus zygis L. var. gacilis Boissier) were provided by BSA
Food Ingredients s.e.c./L.p. (Montréal, Canada). Winter savory (Satureja montana L.) was purchased
from Alixir Essential Oils (Grondines, Canada). For the disk diffusion assays, CGY overnight cultures
(see Section 2.1) were set to ODggp = 0.5 (approx. 107 CFU/mL) and 100 pL were plated onto CGY agar.
A sterile Whatmann paper disk (& 5 mm) was placed in the middle of the plate and 1 uL. EO was
dripped on it. After 24 h incubation at 37 °C, growth inhibition zones were measured. At least three
replicates were prepared and examined.

2.12. Antimicrobial Broth Dilution Assays

EOs with antibacterial effects in the disk diffusion tests (see Section 2.11) were applied in
antimicrobial broth dilution assays to determine minimal inhibitory as well as maximal tolerated
concentrations according to Dussault et al. [36]. The EOs were set to a concentration of 2.5% (dissolved
in sterile HyO with 5% Tween 80). The first column of a 96-well microtitre plates was filled with
167.7 uL CGY medium and 33.3 uL of the prepared EO solution. Columns two to 12 were filled with
100 uL CGY and a two-fold dilution series was prepared. EO concentrations thus ranged from 0.42 to
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0.00041%. Column 12 was not filled with EOs and served as positive control. The B. thuringiensis
CGY overnight cultures were set to ODggp = 0.5 (approx. 107 CFU/mL) and further diluted to approx.
10* CFU/mL. Rows A and H served as negative control, the remaining wells were filled with 10 pL
bacterial suspension. For the determination of the minimal inhibitory concentration (MIC) a total of 10°
CFU/mL were used, 103 CFU/mL to establish the maximal tolerated concentration (MTC). After 24 h
incubation at 37 °C, 10 pL iodonitrotetrazolium chloride (Sigma-Aldrich/Merck KGaA, Darmstadt,
Hesse, Germany) were added to each well. After further 60 min incubation at 37 °C, bacterial growth
was measured at ODsy in a Tecan infinite F50 photometer. The MIC was calculated from the mean
values of the lowest EO concentrations that prevented bacterial growth. The MTC was determined by
the mean values of the maximal concentrations that allowed bacterial growth. The experiment was
done twice with three technical replicates per strain.

2.13. Statistical Analyses

Data were statistically validated using the column statistics program of GraphPad Prism
version 5.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA USA). Unpaired f-tests were applied
with two-tailed p-values and 95% confidence interval. Significant differences were marked with
* (p-value < 0.05). Furthermore, Spearman correlation tests were performed with two-tailed p-values
and 95% confidence interval to determine correlations between data sets. Significant correlation was
marked with * (p-value < 0.05).

3. Results

3.1. Genetic Prerequisites of the Tested Strains

In this study, 24 B. thuringiensis isolates of different origin (see Table 1) were characterized. For a
rough overview on their phylogenetic relationship, the isolates were subjected to panC sequence typing,
allocating them to panC type IV (Figure 1A). Distinct clusters within this group appeared (Figure 1B).
In cluster a, MHI 2882 (B. thuringiensis ssp. israelensis isolated from larva) was found, as well as
MHI 3241 and the older, barely documented isolate MHI 2878 (both B. thuringiensis ssp. tenebrionis),
which might be identical. Cluster b comprised MHI 271, MHI 2873 (ATCC type strain) and MHI 3370.
The reference strain B. cereus ATCC 14579 and MHI 2870 (B. thuringiensis ssp. entomocidus) belonged to
cluster c. All further isolates clustered closer together. Cluster d comprised four biopesticidal strains
and four food isolates, while in cluster e mainly soil and salad isolates appeared, with the exception of
biopesticidal isolate MHI 3240. Interestingly, MHI 2872 and MHI 3189 (from ready-to-eat salad) in
cluster d as well as MHI 2874 (B. thuringiensis ssp. kurstaki, isolated from soil) and MHI 3164 (also from
ready-to-eat salad) in cluster e seemed to be identical.

Furthermore, all isolates were tested for the presence of cry genes via PCR with universal primers
according to Ben-Dov et al. [24]. Thus, they could be verified as B. thuringiensis and additionally
grouped in cry-type gene profiles (see Table 1). Twenty strains (83%) were classified as cry1, while 13
of those (54%) were also positive for cry2. Two strains (MHI 2878 and MHI 3241; B. thuringiensis
ssp. tenebrionis) were allocated to the cry3-type and one strain (MHI 2882; Culicidae larva isolate)
to cry4. MHI 3370, the ancrystalliferous derivate Bt 407 Cry~ [37,38], was negative for all cry-types.
Equally, all isolates were screened for the presence of (entero)toxin genes. All isolates harboured nheA
as well as hbIC, but were negative for ces as well as cytK1 (see Table 1). Twenty two strains (92%) were
tested positive for cytK2 and could thus be assigned to toxin profile A (nhe+, hbl+, cytK2+), while only
two isolates (MHI 2878 and MHI 3241; B. thuringiensis ssp. tenebrionis) were cytK2 negative and thus,
allocated to toxin profile C (nhe+, hbl+) [39]. Interestingly, these were the two isolates assigned to
the cry3-type. However, investigating a larger set of strains would be necessary to contextualize
these observations.
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Figure 1. Phylogenetic relationship between the 24 tested B. thuringiensis strains, based on panC sequence
analysis. Sequences were aligned with Clustal () [28] and further analysed using SplitsTree4 [29].
(A) Overview. (B) Enlargement of the B. thuringiensis isolates, which were all assigned to panC
type IV. Within these, five distinct clusters (a—e) were identified. Blue: animal isolate, green: food,
red: biopesticide, brown: soil, black: unknown origin.

3.2. Strain-Specific Germination and Motility

So far, all B. thuringiensis isolates in this study showed the genetic premises (presence of enterotoxin
genes) to provoke the diarrhoeal type of food poisoning. Nevertheless, prerequisites for B. cereus
enterotoxin production and cytotoxicity are also spore germination [14,40-43] and motility [14,44-46]
in the host’s intestine.

Within the B. thuringiensis strain set a high variability was detected, from maximal germination
of 45% in CGY medium with heat activation to no germination. Furthermore, different germination
patterns emerged (see Figure 2 and Table 2). Pattern A is characterized by minimal or no germination
(MHI 2870 and MHI 2873). Strong germination in nutrient-rich medium with heat activation, but
little germination in cRPMI medium was classified as pattern B (six food isolates, three biopesticidal
strains and MHI 2882 isolated from larva). Pattern C germination seemed to be heat- as well as
nutrient-dependent. This was detected for spores of biopesticidal strains as well as isolates of unknown
origin. Pattern D comprised mostly soil isolates, which showed heat- and nutrient-independent
germination. Spores with heat-dependent, but mostly nutrient-independent germination were
summarized in pattern E.
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Figure 2. Germination of B. thuringiensis spores. Germination is depicted as the decrease of ODgp per
unit of time. ODg) at time point 0 was set to 100%. Due to different patterns, strains were assigned to
five germination types. (A) Minimal to no germination. (B) Strong germination in nutrient-rich medium
plus heat activation with little germination in cRPMI medium. (C) Heat- and nutrient-dependent
germination. (D) Heat- and nutrient-independent germination. (E) Germination heat-dependent,
but mostly nutrient-independent. Blue: animal isolate, green: food, red: biopesticide, brown: soil,
black: unknown origin. CGY: casein-glucose-yeast full medium. CGY 80 °C: casein-glucose-yeast
full medium with prior heat activation for 10 min at 80 °C. cRPMI: RPMI 1640 cell culture medium
pre-incubated with CaCo-2 cells. cRPMI 80 °C: RPMI 1640 cell culture medium pre-incubated with
CaCo-2 cells and additional prior heat activation for 10 min at 80 °C.

Table 2. Germination of B. thuringiensis spores. Germination was measured as the decrease of ODgpq
per time. ODgy at time point 0 was set to 100%. To compare germination rates of the 24 tested isolates,
ODgy (in %) after 15 min incubation is shown. Shown are means and standard deviations of at least
two biological replicates, each comprising three technical replicates. Origin of the isolates: A: animal,
F: food, P: pesticide, S: soil, U: unknown. Strains are sorted according to their germination patterns:
A. Minimal to no germination. B. Strong germination in nutrient-rich medium plus heat activation
with little germination in cRPMI medium. C. Heat- and nutrient-dependent germination. D. Heat- and
nutrient-independent germination. E. Germination heat-dependent, but mostly nutrient-independent.

Germination (ODgy in %) after 15 min

Internal Number (MHI) Origin Germination Pattern
CGY CGY80°C cRPMI c¢RPMI 80 °C
2870 U 942+ 0.6 96.4 + 0.5 978 +1.3 98.1+0.6 A
2873 A 96.6 + 0.8 96.8 £ 0.1 985+ 1.3 942+19 A
2880 F 935+2.8 714+ 14 98.1+15 989 + 14 B
2882 A 852 +4.1 780+ 1.0 972+ 1.6 964 +28 B
3163 F 94.8 + 0.6 865+12 98.8 +0.7 976 +13 B
3164 F 94.1+0.3 86.9 £2.5 98.6 +1.7 96.6 1.1 B
3186 P 985+ 0.3 885 +25 99.8 0.3 100.1 £ 0.6 B
3187 P 98.9 +0.9 904 +2.7 99.4 +0.7 99.7 +0.5 B
3188 P 96.0 + 0.4 788 +0.3 984 +05 100.5 + 1.1 B
3189 F 96.21+1.6  882+23 98.6 + 0.4 100.6 + 0.8 B
3190 F 98.4 + 0.6 94.8 £2.0 99.1 +0.9 99.6 +0.2 B
3191 F 93.1+04 772+0.7 99.3+0.8 99.2+0.1 B
2871 18) 90.6 +3.2 824 +21 89.7 +4.4 91.3+3.0 C
2872 18) 815+1.2 726 +29 96.5+0.2 934 +04 C
3240 P 98.1+19 792+13 90.3 +5.8 93.0+19 C
3241 P 865+71 756+109 119.1+247 852 +11.1 C
3369 P 873+ 16 752+27 969 +1.9 95.0 + 1.6 C
2874 S 829+315 620+41 744+ 15 81.7+15 D
2875 S 788 £ 6.2 748 £19 839 +20 827+18 D
2876 S 871+19 89.9+1.0 90.1 +4.9 89.1+04 D
2877 S 813+7.8 75.6 £9.6 913 +22 935+ 14 D
3370 A 719 £ 6.8 645 +82 786 £9.1 782+95 D
271 A 952 +13 819+33 97.7 £ 0.6 80.2+0.1 E
2878 P 96.1+1.8 88.8+22 96.4 +2.0 923 +21 E
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Beyond germination, the swimming ability of the isolates was investigated using CGY plates
with 0.25% agar. With the exception of insect isolates MHI 2873 and MHI 2882, and biopesticide
isolate MHI 3241, all strains were able to actively move after 24 h incubation at 37 °C, while MHI
2870, as well as the salad and biopesticide isolates MHI 3186, MHI 3187, MHI 3188, MHI 3189 and
MHI 3190 showed maximal diameters (Figure 3). Generally, various strains—including isolates from
biopesticides—were able to germinate in low-nutrient cRMPI medium and also to actively move;
hence, further prerequisites for the onset of the disease are given.

60

'S
S
1

diameter in mm

I~
=)
L

MHI 2882

Figure 3. Motility of the B. thuringiensis isolates. The 1 uL overnight culture was injected into the centre
of CGY plates with 0.25% agar. Swimming diameters were measured after 24 h incubation at 37 °C.
*: Significant difference compared to full-plate expansion (p-value < 0.05; unpaired t-test, 95% confidence
interval). Blue: animal isolate, green: food, red: biopesticide, brown: soil, black: unknown origin.

3.3. Growth under Simulated Intestinal Conditions and Production of Enterotoxins

The crucial step for B. cereus-associated food infections is growth and enterotoxin production of
the bacteria in the human intestine. Representatively, reciprocal titres of toxin components NheB and
Hbl L2 were determined in culture supernatants after six hours of growth. All B. thuringiensis isolates
tested in this study were able to grow under simulated intestinal conditions (c(RPMI medium, 37 °C,
7% CO,) and to secrete significant amounts of NheB (Figure 4A,B). Applying a classification scheme
developed for B. cereus (high NheB production: titres >2000; medium: 1000-2000; low: <1000; [15]),
a uniform distribution of high, medium and low toxin producing strains was observed (see Table 1
and Figure 4B). Under these terms, eight strains (mainly biopesticide and salad isolates) showed NheB
titres below 1000 (Figure 4B), but conclusions should be drawn carefully, as this is still sufficient to
cause significant damage to CaCo-2 cells (see Section 3.4). Additionally, NheB titres were determined
after six hours growth in CGY medium, as this is applied in routine diagnostics of B. cereus [39].
Due to accelerated growth, titres were enhanced in CGY medium compared to cRPMI. Furthermore,
all isolates secreted significant amounts of Hbl L2 under both conditions, similar to B. cereus [15,39],
with the exception of Culicidae larva isolate MHI 2882 (Figure 4C).
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Figure 4. Growth and enterotoxin production of the B. thuringiensis strains. (A) Growth under
simulated intestinal conditions (RPMI 1640 medium treated with CaCo-2 cells, 37 °C, 7% COy).
(B) NheB production after six hours growth under simulated intestinal conditions (cRPMI, red).
Reciprocal NheB titres after six hours growth in CGY medium (nutrient-rich, aerobic conditions)
are shown for comparison (orange). (C) Hbl L2 production after six hours growth under simulated
intestinal conditions (c(RPMI, dark blue). Reciprocal Hbl L2 titres after six hours growth in CGY medium
(nutrient-rich, aerobic conditions) are shown for comparison (light blue). *: Significant difference
compared to the isolate with highest toxin production (p-value < 0.05; unpaired t-test, 95% confidence
interval). Blue: animal isolate, green: food, red: biopesticide, brown: soil, black: unknown origin.

3.4. Exhibition of Cytotoxic and Haemolytic Activity

Beyond toxin production, all tested B. thuringiensis isolates grown under simulated intestinal
conditions showed cytotoxic activity towards the human colon adenocarcinoma cell line CaCo-2
(Figure 5A). According to a prior classification of B. cereus strains [15], 14 of the tested B. thuringiensis
isolates were classified as highly (titres > 100) and eight isolates as medium (titres from 50 to 100)
toxic (see Table 1). Only two strains exhibited low cytotoxicity (titres < 50), which were MHI 2870 and
biopesticide isolate MHI 3241. Similar to toxin production (see Section 3.3), cytotoxicity titres where
accordingly enhanced when the strains were grown in CGY medium (Figure 5A). Data from WST-1
bioassays were supported by haemolysis (Figure 5B). Only strain MHI 3241 exhibited no haemolytic
activity on sheep blood agar. Extension of the haemolytic zone varied strain-specifically, with isolates
MHI 271, MHI 2873 and MHI 3370 showing the discontinuous haemolysis zone phenomenon [13,47,48].
Furthermore, data obtained from EIAs and WST-1 bioassays were statistically analysed. Spearman
correlation tests revealed that NheB, Hbl L2 and cytotoxicity titres of all tested B. thuringiensis isolates
generally tended to increase together, but weakly and in a non-significant manner (Table 3A).
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Figure 5. Cytotoxic activity of the 24 tested B. thuringiensis isolates. A. Results of WST-1 bioassays on
CaCo-2 cells. Reciprocal titres for 50% lethal doses are shown. *: Significant difference compared to the
isolate with highest cytotoxicity (p-value < 0.05; unpaired t-test, 95% confidence interval). B. Haemolytic
activity of the 24 isolates obtained after five hours incubation on sheep blood agar plates. +: Haemolysis
clearly detectable. —: Haemolysis not detectable. (+): Weak haemolysis. Further, examples of five
different haemolysis patterns are shown. Blue: animal isolate, green: food, red: biopesticide, brown: soil,
black: unknown origin.

Table 3. Results of Spearman correlation tests. Correlation between reciprocal titres from EIAs and
cytotoxicity tests (A), as well as correlation between MICs and MTCs of EOs (B) was determined for the
24 tested B. thuringiensis isolates. Pairs with positive correlation coefficients are shown, which tended to
increase together. R: correlation coefficient. *: significant correlation (p-value < 0.05). ns: not significant.

A WST-1 CGY NheB CGY
NheB CGY R =0.37 (ns) NheB cRPMI R = 0.35 (ns)
HblL2 CGY R =0.237 (ns) Hbl L2 CGY R =0.297 (ns)
WST-1 cRPMI NheB cRPMI
NheB cRPMI R =0.381 (ns) Hbl L2 cRPMI R =0.283 (ns)
Hbl L2 cRPMI R = 0.375 (ns)
WST-1 CGY Hbl L2 CGY
WST-1cRPMI R = 0.237 (ns) HblL2 cRPMI R = 0.13 (ns)
B MIC Citral MIC Oregano
MTC Citral R =0.35 (ns) MTC Oregano R =0.65 (¥)
MIC Cassia MIC Winter s.
MIC Citral R =0.126 (ns) MIC Citral R =0.322 (ns)
MIC Oregano R =0.446 (*)
MTC Cassia MTC Winter s.
MTC Oregano R =0.285 (ns) MTC Oregano R =0.16 (ns)
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3.5. Growth Inhibition by Essential Oils (EOs)

Nearly all B. thuringiensis isolates tested in this study secreted sufficient amounts of enterotoxins
under simulated intestinal conditions to harm human colon cells in a B. cereus-like magnitude.
Thus, the antimicrobial activity of essential oils (EOs) was assessed as a preventive measure against
putatively enteropathogenic B. thuringiensis. Initially, inhibition zones in disk diffusion assays were
investigated. Except thyme, each EO was able to inhibit growth of all tested B. thuringiensis strains
(Figure 6A and Figure S1). Susceptibility of all isolates to cinnamon OR was similar (inhibition zone approx.
11 mm), with the exception of highly sensitive MHI 3241 (22 mm). For the other EOs, especially oregano,
winter savory and citral, higher strain-specific variations were detected (Figure 6A and Figure S1).
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Figure 6. Antimicrobial activity of essential oils (EOs). (A) Disk diffusion assay. Approx. 107 CFU/mL
were plated onto CGY agar, a sterile paper disk was placed in the middle of the plate and 1 pL
EO was dripped on it. Growth inhibition zones were measured after 24 h incubation at 37 °C.
(B) The minimal inhibitory concentrations (MICs) were determined in antimicrobial broth dilution
assays using 10° CFU/mL. @: Average MIC value for all strains. (C) The maximal tolerated concentrations
(MTCs) were determined in antimicrobial broth dilution assays using 103 CFU/mL. @: Average MTC
value for all strains. For a better overview, separate diagrams including statistics are depicted in Figures
S1-S3. Blue: animal isolate, green: food, red: biopesticide, brown: soil, black: unknown origin.
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Cinnamon Chinese cassia, citral, oregano and winter savory were then chosen to evaluate MIC
and MTC values by performing antimicrobial broth dilution assays (Figure 6B,C, Figures S2 and S3).
Average MICs were 0.067% for winter savory, 0.044% for oregano, 0.025% for citral and 0.022% for
cinnamon Chinese cassia. Average MTCs were 0.0037% for winter savory, 0.003% for oregano, 0.0019%
for citral and 0.0016% for cinnamon Chinese cassia. Thus, cinnamon Chinese cassia showed the highest
antimicrobial activity towards the tested B. thuringiensis isolates, followed by citral, oregano and
winter savory. Nonetheless, the previously observed highly strain-specific antimicrobial activity was
further intensified (Figure 6B,C, Figures 52 and S3). MIC and MTC values of the strain set were also
statistically analysed. Results of Spearman correlation tests are summarized in Table 3B. With the
exception of oregano, MIC and MTC values did not significantly correlate. MIC values of citral and
cinnamon Chinese cassia (not significantly), citral and winter savory (not significantly), and winter
savory and oregano (significantly) tended to increase together. This was also observed for the MTC
values of cinnamon Chinese cassia and oregano, and winter savory and oregano (not significant).
Thus, despite some correlation, the great variability between the tested isolates became yet again
obvious. Nevertheless, soil isolate MHI 2876, which showed highest resistance to all tested EOs,
as well as biopesticide isolate MHI 3241 (B. thuringiensis ssp. tenebrionis), which was most susceptible
to all tested EOs except cinnamon Chinese cassia, were particularly remarkable.

4. Discussion

Over 400 B. thuringiensis-based formulations have been registered, mostly consisting of insecticidal
toxins and viable spores [22]. In Germany, there are currently 16 authorized plant protection products
containing B. thuringiensis, including biopesticides 1, 2 and 4 tested in the present study. The license
for biopesticide 3 ended in 2019, its grace period ends in October 2020. B. thuringiensis concentrations
of up to 540 g/kg are used in these products [49]. The present study aimed to investigate the
enteropathogenic potential of B. thuringiensis as well as its susceptibility to essential oils, with special
attention being paid to differences between the single isolates from soil, animals, food and commercially
available biopesticides. It is already known that B. thuringiensis, as member of the B. cereus group,
harbours genes encoding enterotoxins, which were also detected in the present study (see Table 1).
Remarkably, all strains harboured hbl, which is typically found in 40-70% of B. cereus group isolates
under investigation [26,50,51]. One older study also described a significantly higher presence of
hbICDA in B. thuringiensis than in B. cereus [52].

Furthermore, all isolates investigated in the present study were assigned to panC type IV.
The authors of a previous study with similar results concluded that biopesticide strains can thus indeed
be present in foods [23]. Meanwhile, B. cereus group isolates of panC type IV cannot only be found
in soil, water or insects, but also in conjunction with diarrhoeal outbreaks [23,27,39]. Additionally,
potentially toxigenic pesticidal strains were isolated from tomatoes, cucumbers and peppers [53].
B. thuringiensis strains from tomatoes and bell pepper matched MLST (Multilocus Sequence Typing)
types of the biopesticidal strains B. thuringiensis ssp. kurstaki ABTS-351 and B. thuringiensis ssp. aizawai
ABTS-1857 [54]. In another study, isolates from food and beverage samples were indistinguishable
from B. thuringiensis ssp. kurstaki from commercial biopesticides [55]. B. thuringiensis ssp. kurstaki
HD1 was detected in cabbage products for human consumption [56], and a biopesticidal strain was
even isolated from faecal samples of greenhouse workers who were exposed to B. thuringiensis-based
insecticides [57].

In order to assess the potential health risk originating from (biopesticidal) B. thuringiensis isolates
in more detail, we additionally investigated germination and motility behaviour of the strain set,
which are further crucial prerequisites for the onset of the diarrhoeal disease [14,40-46]. Although
different germination patterns emerged, spores of most isolates were able to germinate, even in
cRPMI medium with preceding heat treatment mimicking re-heating of stored foods and subsequent
consumption. Although highly strain-specific, no significant differences between biopesticidal and
other isolates were detected, which was also true for swimming motility (see Figures 2 and 3 and
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Table 2). A connection between motility and enterotoxin secretion in B. thuringiensis has already been
made [58,59].

Despite all important prerequisites, production of enterotoxins in the intestine is the most
relevant factor for the manifestation of the diarrhoeal disease. Although enterotoxin production by
B. thuringiensis isolated from different sources including biopesticides has been shown in previous
studies, comparative cytotoxicity assays were rarely performed [23,60-63]. Moreover, to our knowledge,
the present study is the first one to compare enterotoxin production and cytotoxicity of a set of
B. thuringiensis isolates grown under simulated intestinal conditions. Generally, enterotoxin production
as well as cytotoxic activity is highly variable within enteropathogenic B. cereus strains. The reasons for
this are still not completely explored [39,64]. A similar variability in NheB and Hbl L2 production as
well as cytotoxicity towards CaCo-2 cells could be shown for the B. thuringiensis isolates investigated
in the present study (see Figures 4 and 5). Nevertheless, applying a classification scheme established
for enteropathogenic B. cereus grown under simulated intestinal conditions [15], the majority of our
B. thuringiensis isolates had to be classified as medium or highly toxic, including biopesticide strains
(see Table 1). Hence, despite high strain-specific variations, a considerable hazardous potential due to
B. thuringiensis isolates from various origins is indisputable.

Due to these facts, the scientific opinion of the EFSA (European Foods Safety Authority) BIOHAZ
Panel (2016) is entirely comprehensible. Clear discrimination between B. cereus and B. thuringiensis in
routine food and clinical diagnostics is required as well as unequivocal identification of biopesticide
strains by whole genome sequencing or additional, specific markers. For an improved risk assessment,
further data on dose-response and characterization of B. thuringiensis are urgently needed, as well as
field studies after application of the biopesticides to determine pre-harvest intervals [22]. On the other
hand, the major advantage of B. thuringiensis—its high specificity towards single insect species—must
not be neglected, which led to a significant reduction of the use of chemical insecticides [1,65]. Moreover,
defenders of B. thuringiensis claim that the genotypes of biopesticidal strains have never been found in
outbreaks, and that only environmental isolates, not biopesticidal strains, have been detected in high
concentrations in foodstuffs [66]. However, particularly to prove this, more data on the biopesticide
strains as well as reliable tools for their clear identification are necessary.

Until these data are available, the use of EOs can be an additional preventive strategy against
putatively enteropathogenic B. thuringiensis. It has been shown that B. cereus is sensitive to EOs
from nutmeg, mint, clove, oregano, cinnamon, sassafras, sage, thyme and rosemary [67-72], Satureja,
Origanum and Thymus species [73,74], lemon, orange and bergamot [75], cumin, black pepper and black
cumin [76,77], Daucus gracilis [78], as well as carvacrol [79-82] and many others. Nevertheless, most of
these studies have been conducted with only one or few representative isolates, and a comparative
study including B. cereus strains of different origin, toxin profile, cytotoxic activity etc. is missing.
Studies on the sensitivity of B. thuringiensis are rarely found, and—due to the high variability inside
the B. cereus group—conclusions cannot necessarily be drawn for B. thuringiensis. Only two earlier
studies showed susceptibility of B. thuringiensis towards EOs of Thymus vulgaris [83] and Ferulago
angulata [84]. In contrast to that, none of the tested strains in the present study was inhibited by thyme
oil (Figure 6), which once more underlines the high variability of EO effects. Comparing average MIC
values, we determined an antimicrobial activity of cinnamon Chinese cassia > citral > oregano > winter
savory, which largely corresponds with earlier studies on B. cereus [72]. However, as in all tests applied
in this study, strain-specific differences must be considered.

5. Conclusions

Altogether, the present study stresses the enteropathogenic potential of B. thuringiensis, even of
biopesticidal strains, which were generally indistinguishable from other isolates in the applied tests.
Application of these pesticides might thus indeed constitute a hazard to human health. On the
other hand, the use of B. thuringiensis in agriculture significantly reduced the application of chemical
insecticides. We conclude that banning of B. thuringiensis biopesticides is not implementable due to
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its various advantages. Nevertheless, the applied strains have to be extremely well characterized
(for instance by whole genome sequencing) and labelled to provide gapless information about their
safety and to eliminate any human health hazard. At this, routine discrimination between B. cereus and
B. thuringiensis is as important as controlled application of the biopesticides. Additionally, clear labelling
of foods treated with B. thuringiensis can benefit consumers.

Until then, the use of essential oils as antimicrobials might diminish the risks by reducing the
level of contamination, especially in times of increased antibiotic resistance and enhanced consumers’
demand for natural antimicrobial agents. It can also be concluded from the present study that,
whenever predicting the hazardous potential or using antimicrobials, the high variety within B. cereus
group strains, even B. thuringiensis, must be taken into account, whether it be their ability to produce
enterotoxins, their cytotoxic activity, or their resilience towards antimicrobials.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2304-8158/9/10/1484/s1,
Table S1: Primers used in this study, Figure S1: Disk diffusion assay, Figure S2: Determination of minimal
inhibitory concentrations (MICs) in antimicrobial broth dilution assays, Figure S3: Determination of maximal
tolerated concentrations (MTCs) in antimicrobial broth dilution assays.
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Table S1: Primers used in this study.

Primer Sequence 5" -3’ Gene Ta Product  Reference
©Q) (bp)

panC-fw ATGAAAATCGTAACTACAGTGC panC 50 849 -

panC-rev TTATTTAACCGTTAATGTTATATTGTC

cryl-un-fw CATGATTCATGCGGCAGATAAAC cryl 53 276 [24]

cryl-un-rev TTGTGACA CTTCTGCTTCCCATT

cry2-un-fw GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGG cry2 53 700 [24]

cry2-un-rev CGGATAAAATAATCTCGCGAAATAGT

cry3-un-fw CGTTATCGCAGAGAGATGACATTAAC cry3 55 600 [24]

cry3-un-rev CATCTGTTGTTTCTGGAGGCAAT

cry4-un-fw GCATATGATGTAGCGAAACAAGCC cryd 55 439 [24]

cry4-un-rev GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC

cry7/8-un-fw AAGCAGTGAATGCCTTGTTTAC cry7/8 50 420 [24]

cry7/8-un-rev. CTTCTAAACCTT GACTACTT

45c¢1 GAG GGG CAA ACA GAA GTG AA nheA 49 186 [25]

45¢2 TGC GAA CTT TTG ATG ATT CG

L2aF CGA AAA TTA GGT GCG CAATC hblC 49 411 [25]

L2aR TAA TAT GCC TTC CGC AGT TG

CesF1 GGT GAC ACA TTA TCA TAT AAG GTG ces 49 1271 [25]

CesR2 GTA AGC GAA CCT GTC TGT AAC AACA

2 AAC AGA TAT CGG TCA AAA TGC cytK1 49 623 [25]

R7 CGT GCA TCT GTT TCA TGA GG

CK-F2 ACA GAT ATC GGT CAA AAT GC cytk2 50 421 [26]

CK-R5

CAA GTT ACT TGA CCT GTT GC
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VI. DISKUSSION

1. Komplettierung und Anwendung eines umfassenden
Risikobewertungsschemas fiir prisumtive B. cereus in

Lebensmitteln

Das Risiko fiir den Verbraucher, das von Lebensmitteln ausgeht, die mit
enteropathogenen B. cereus kontaminiert sind, ist schwer vorherzusagen. Dies liegt
zum einen an der enormen Variabilitdt in der Enterotoxinproduktion verschiedener
Isolate, zum anderen daran, dass eine Reihe weiterer Faktoren Einfluss auf den
Verlauf dieser typischen Lebensmittelinfektion nimmt. Daher ist ein detailliertes
Verstindnis der einzelnen Schritte des multifaktoriellen Infektionsprozesses
essentiell. Durch sein allgegenwiértiges Vorkommen in Boden, Staub, aber auch auf
der Oberfliche von (Nutz-)Pflanzen ist ein Eintrag von B. cereus in die
Lebensmittelkette nahezu unvermeidbar (Stenfors Arnesen et al., 2008). Die extrem
resistenten Sporen (siche 1.4.) widerstehen sowohl verschiedenen Umweltfaktoren,
als auch Prozessen der Lebensmittelherstellung. Selbst hohe Temperaturen kénnen
Sporen nicht vollstindig eliminieren, weshalb Konservierungsprozesse haufig
unzureichend sind (Radmehr et al., 2020). B. cereus ist auBerdem zur
Biofilmbildung fdhig, was die Wirksamkeit von DesinfektionsmafBnahmen
einschrinkt (Ryu und Beuchat, 2005). B. cereus zeigt Wachstum in einem grof3en
Temperaturbereich, von ca. 7 °C bis 50 °C, und ebenso bei pH-Werten zwischen
ca. 4,6-7,5 (Guinebretiere et al., 2008, Carlin et al., 2013). Dies ermdglicht das
Uberleben in einer Bandbreite an Lebensmitteln und wihrend unterschiedlicher
Prozessstufen und Lagerungsbedingungen in der Lebensmittelkette. Die
beschriebene Problematik kann mitunter hohe wirtschaftliche EinbuBlen nach sich
ziehen. Das im Rahmen dieser Arbeit vervollstindigte Risikobewertungsschema
stellt einen umfassenden und préizisen Leitfaden zur Beurteilung von neuen B.
cereus s. l. Isolaten dar. Durch die korrekte Kategorisierung der Stimme konnen
zum einen hoch risikobehaftete Lebensmittel identifiziert werden und Chargen
gesperrt werden, zum anderen Produkte, die mit geringen Mengen oder
nachweislich apathogenen B. cereus kontaminiert sind, freigegeben werden, was

weitere wirtschaftliche Verluste minimiert (siche Publikation I).

In der Routinediagnostik findet grundsitzlich keine Unterscheidung der Vertreter
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der B. cereus Gruppe statt (ISO, 2004, Ehling-Schulz und Messelhdusser, 2013),
weshalb eine Einschitzung des Beitrags von B. thuringiensis zu
lebensmittelassoziierten Ausbriichen momentan nicht gegeben werden kann.
Aufgrund der engen Verwandtschaft der Spezies (siehe 1.1.) kann davon
ausgegangen werden, dass das von uns etablierte Risikobewertungsschema nicht
nur fiir B. cereus s. s., sondern auch fiir weitere Mitglieder der B. cereus Gruppe
angewandt werden kann. Auch das Gefahrdungspotential der hoch umstrittenen B.
thuringiensis Isolate, welche Hauptgegenstand dieser Arbeit sind, kann durch
dieses Testsystem eingeschitzt werden. Da nur die Enterotoxine, die von viablen,
vegetativen Bakterien im Darm produziert werden, zum Krankheitsgeschehen
beitragen, flossen viele einzelne Schritte dieser ,,Toxiko-Infektion* in die
Risikobewertung mit ein. Diese ist in Abbildung 2 zusammengefasst (siche auch
Publikation I, Tabelle 3 und Tabelle 4).

A

Uberleben der Magenpassage?

>350 %
f . potentiell hoch
Magcn\ Adhision der Sporen® pathogen
Auskeimung®
240-350 %
o potentiell
Motilitit® pathogen
Adhision der vegetativen Zellen®
<240 %
potentiell
Produktion von Enterotoxinen®d apathogen

Zytotoxizitit gegeniiber Darmepithelzellend

Abbildung 2: Umfassendes Risikobewertungsschema fiir enteropathogene B.
cereus. A. Beriicksichtigung des gesamten Infektionsprozesses in der
Risikobewertung. Die Bewertung des Auskeimungsvermdgens wurde im Rahmen
dieser Arbeit vorgenommen. Insgesamt werden das Uberleben von Sporen im
Magensaft, deren Adhdsion an Darmepithelzellen, deren Auskeimungsvermogen,
Motilitdt und Adhésion von vegetativen Zellen in das Bewertungsschema mit
einbezogen. AuBerdem wird die Produktion der Toxinkomponente NheB im
Vollmedium und unter simulierten intestinalen Bedingungen ermittelt, sowie die
toxische Aktivitit der Zellkulturiiberstdnde gegeniiber CaCo-2 Zellen. Der Stamm
mit dem jeweils hochsten Ergebnis wird gleich 100 % gesetzt, alle anderen daran
angepasst. B. Nach Addition aller Prozentpunkte lassen sich die Isolate in drei
Kategorien einteilen- potentiell hoch pathogen, pathogen und apathogen. * Da Riol
et al., 2018., ® Publikation 1., © Jessberger et al., 2015., 9 Jessberger et al., 2017.
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Am Beginn des Infektionsprozesses steht das Uberleben von B. cereus Sporen in
der Magenpassage, welches stammspezifisch stark variiert. Aulerdem kdnnen sich
verschiedene Lebensmittel schiitzend auf B. cereus Sporen im Magen auswirken.
Die Art des Lebensmittels beeinflusst nicht nur die Anzahl der Bakterien im
Magen-Darm-Trakt, sondern spéter auch die zytotoxischen Eigenschaften der
Enterotoxine (Da Riol et al., 2018). B. cereus Sporen miissen sich nicht nur
niedrigen und wechselnden pH Milieus stellen, die Interaktion mit
Mikroorganismen des Gastrointestinaltrakts, sowie der Einfluss von
Verdauungsenzymen und vieler weiterer Wirtsfaktoren miissen in die Evaluierung
der Widerstandsfahigkeit, und somit der Enteropathogenitit der einzelnen Stimme

einbezogen werden (Ceuppens et al., 2012, Berthold-Pluta et al., 2015).

Ein weiterer essentieller Bestandteil fiir die Ausbildung der Lebensmittelinfektion
ist die Auskeimung der B. cereus Sporen im Darm. Da die experimentelle
Untersuchung des Auskeimungsverhaltens Gegenstand dieser Arbeit war, wird
dieses im Folgenden detailliert diskutiert. Grundsitzlich waren die Sporen nahezu
aller getesteter B. cereus Stamme in der Lage auszukeimen, wobei starke
stammspezifische Unterschiede beobachtet wurden. In CGY (Casein-Glucose-
Hefe) Medium zeigten sich nach 20 Minuten Auskeimungsraten von 0 %
(Fézesisolat RIVM Bc 90) bis 45 % (Ausbruchsisolat F528/94). Diese starke
Variabilitdt im Auskeimungsverhalten zwischen den getesteten Stimmen kann in
der Sensitivitit und der Anzahl von Auskeimungsrezeptoren an der
Bakterienoberfldche begriindet sein, die spezifisch fiir Signalmolekiile wie Inosin
und L-Alanin sind (Broussolle et al., 2008). Um das Auskeimungsverhalten unter
simulierten intestinalen Bedingungen zu testen, wurden die Sporen in RPMI 1640-
Zellkulturmedium gegeben, welches zusdtzlich mit der humanen Colonkarzinom-
Zelllinie CaCo-2 vorinkubiert wurde. AuBBerdem wurde ein Zellkultur-Inkubator
(37 °C, 7 % CO») gewihlt, und die Sporen zuvor fiir 10 Minuten bei 80 °C erhitzt.
Dies aktiviert zum einen die Auskeimung und simuliert zum anderen auch ein
Wiederaufwarmen kontaminierter Nahrung kurz vor dem Verzehr. Auch unter
diesen Bedingungen zeigte sich eine stammspezifische Auskeimung mit Raten von
ca. 2 bis 30 %. Besonders interessant war der Vergleich zwischen CaCo-2-
vorinkubiertem/ ,konditioniertem* und ,nicht konditioniertem*“ RPMI 1640
Medium, bei sonst gleichbleibenden Inkubationsbedingungen. Hierbei zeigte sich

eine Steigerung der Auskeimung durch den vorherigen Kontakt des Mediums mit
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CaCo-2 Zellen. Es kann also geschlussfolgert werden, dass sekretierte Faktoren
dieser Zelllinie die Sporen beeinflussen und die Auskeimung aktivieren. Ahnliches
beobachteten bereits Wijnands et al. (2007). Zudem konnten sie feststellen, dass die
Auskeimungs-aktivierenden Komponenten, die von CaCo-2 Zellen sekretiert
werden, sehr klein, hitze- und proteolysestabil sind, sowie vermutlich durch die
Sporen gebunden oder inaktiviert werden (Wijnands et al., 2007). Es wird vermutet,
dass es sich bei den sekretierten Molekiilen um Aminosduren oder Purine handelt
(Hornstra et al., 2009). Durch weitere, vergleichende Untersuchungen mit HEp-2
Zellen (Larynxkarzinomzellen) kamen Wijnands et al. allerdings zu dem Schluss,
dass eine Auslosung der Sporenauskeimung nicht generell von epithelialen
Zelllinien zu erwarten ist (Wijnands et al., 2007). Trotz der detaillierten
Experimente in der Zellkultur bleibt das Auskeimungsverhalten der Sporen unter
den tatsdchlich gegebenen Bedingungen im Gastrointestinaltrakt schwer
vorherzusagen, da bespielweise auch Lebensmittelinhaltsstoffe Einfluss auf die

Auskeimung nehmen koénnen.

Liegen vegetative B. cereus im Darm vor, ist ein weiterer wichtiger Faktor zur
Besiedelung des Wirts ihre Fahigkeit zur aktiven Bewegung. Diese wird auch als
»Swimming“ bezeichnet, wohingegen ,swarming (kooperative Bewegung,
Differenzierung zu Schwarmzellen) eher im Bereich der Biofilmbildung eine Rolle
spielt (Senesi et al., 2010, Mazzantini et al., 2016). Zur Fortbewegung werden
Flagellen genutzt, welche sich aus verschiedenen Proteinen, unter anderem
Flagellin, zusammensetzen. lhr Beitrag zur Adhdsion von B. cereus an
Darmeptihelzellen und letztendlich zur akuten Infektion wurde ebenfalls
nachgewiesen (Gao et al., 2020). So stellt auch die Verweildauer im Darmtrakt,
welche mafigeblich durch die Adhésionsfahigkeit der Bakterien beeinflusst wird,
einen entscheidenden Faktor zur Enteropathogenitit dar (Stones und Krachler,
2016). AuBerdem wurden neben Flagellin auch S-Layer Komponenten und
Proteasen als Adhédsionsfaktoren identifiziert, sie binden an Muzin oder Fibronektin
(Sanchez et al., 2009). Wenngleich alle beschriebenen Elemente entscheidend fiir
den Ausbruch der Krankheit sind, kommt dem Grad der Kontamination, sowie dem
Ausmal der Enterotoxinproduktion im Darm die wichtigste Rolle zu (Wijnands et
al., 2006). Die Haupttoxine Nhe, Hbl und CytK sind in den Kapiteln 1.3.1. bis 1.3.3.

ausfuhrlich beschrieben.

Mit dem erarbeiteten, vollstindigen Risikobewertungsschema konnen neue B.
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cereus Isolate prizise und zuverlédssig eingeordnet werden. Hierfiir wurden alle
oben beschriebenen Parameter fiir ein ausgewdéhltes Set an 20 enteropathogenen
und apathogenen Stidmmen vergleichend getestet. Dem Stamm mit dem jeweils
hochsten Ergebnis je Test wurden 100 Prozentpunkte zugeordnet, alle iibrigen
daran angepasst. Anschliefend erfolgte die Addition aller Prozentpunkte und die
darauffolgende Einteilung in drei Kategorien. Lebensmittelisolate konnen durch
dieses Testsystem sicher in hoch (> 350 Prozentpunkte), mittel (240-350
Prozentpunkte) und gering (< 240 Prozentpunkte) pathogen eingestuft werden
(siehe Abb. 2). Hervorzuheben ist, dass auch andere Vertreter der B. cereus Gruppe,
wie beispielsweise B. thuringiensis, in diesem System sicher beurteilt werden

konnen.

2. Vor- und Nachteile von B. thuringiensis in der biologischen

Schadlingsbekampfung

B. thuringiensis Praparate bieten im Einsatz gegen Schidlinge in der Land- und
Forstwirtschaft eine wirksame Alternative gegeniiber chemischen Pestiziden. Diese
werden vom Verbraucher hdufig mit Kontamination und Verschmutzung der
Umwelt, Beeinflussung und Schéddigung von Organismen, welche nicht Ziel der
Applikation sind, und Risiken fiir die Lebensmittelsicherheit und Gesundheit
assoziiert (Kim et al., 2017b, Main et al., 2018). Ahnlich wie chemische Pestizide
weisen B. thuringiensis Praparate einen schnellen Wirkeintritt auf, kdnnen mit
niedrigem Kostenaufwand produziert werden und besitzen eine lange Haltbarkeit.
Durch ihre selektive und spezifische Wirkungsweise sind sie ferner dem breiten

Wirkspektrum chemischer Pflanzenschutzmittel vorzuziehen (Lacey et al., 2015).

Der grofite Vorteil bei der Anwendung der B. thuringiensis-basierten Pestizide liegt
in der hohen Spezifitit. Die Wirkungsweise schlieft Solubilisierung sowie
Aktivierung der Toxine im Insektendarm und Bindung an spezifische Rezeptoren
ein (siche 2.2.1. und 2.2.2.), was die Aktivitit auf bestimmte Ordnungen von
Insekten beschrankt (EFSA, 2016b). Der Selektionsdruck durch unterschiedliche,
physiologische Wirtsfaktoren, welche bei der Wirkungskaskade der Cry und Cyt
Toxine eine Rolle spielen, konnte unter anderem zu der groBen Vielfalt und
Spezifitét dieser Toxine geflihrt haben (de Maagd et al., 2003, Palma et al., 2014).
Auch die Wirkung der Vip Proteine ist abhidngig von der Bindung an spezifische
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Rezeptoren der Darmoberfliche, weshalb Spezies bestimmter Ordnungen wie
Coleoptera, Hemiptera und Lepidoptera besonders anfillig sind (Chakroun et al.,
2016). B. thuringiensis Stimme, welche Sip Proteine sekretieren, sind spezifisch

toxisch fiir Coleoptera Larven (Donovan et al., 2006, Sha et al., 2018).

Doch nicht nur die Land- und Forstwirtschaft profitiert von den Eigenschaften der
mikrobiellen Pestizide, B. thuringiensis ist ebenso fiir den medizinischen Sektor
von Relevanz. In Bezug auf vektoriibertragene Krankheiten, fiir die weder eine
geeignete Behandlung noch ein Impfstoff vorhanden ist, ist die Reduktion der
Krankheitstibertrager die einzige Methode zur Einddmmung von Ausbriichen
(Setha et al., 2016). In einer Studie aus dem Jahr 2016 wurde der Einsatz von B.
thuringiensis spp. israelensis (Stamm AM 65-52) und dessen Einfluss auf die
Ubertragung des Dengue Fiebers durch Aedes aegypti analysiert. Die Anwendung
der Biopestizide in zwei Zyklen konnte die Ubertragung deutlich verringern (Setha
et al., 2016). Die Bekdmpfung von A. aegypti durch B. thuringiensis ist auch bei
der Pravention von Ausbreitungen des Chikungunya und Zika Virus von Bedeutung
(Pruszynski et al., 2017). Eine neuere Studie konnte belegen, dass Malaria Vektoren
durch die biologischen Larvizide stark reduziert wurden (Dambach et al., 2020).
Besonders Liander, deren Wasserversorgung von Wasserspeichern abhingig ist,
miissen regelméBig PraventionsmaBBnahmen durchfiihren, um eine Eliminierung der
verschiedenen Entwicklungsstadien der Vektoren zu gewihrleisten (Setha et al.,

2016).

Kontrollprogramme ergaben eine bemerkenswerte Sicherheitsbilanz der B.
thuringiensis Insektizide und stuften die Produkte als umweltfreundlich ein (Siegel,
2001). Eine Studie aus dem Jahr 2006 untersuchte die Uberlebensfihigkeit, die
Auskeimung und die Kolonisierung von B. thuringiensis Biopestizidstimmen in
HFA (human-flora-associated) Ratten und kam zu dem Schluss, dass keine
schwerwiegenden Gesundheitsprobleme durch die Pestizide auftraten (Wilcks et
al., 2006). Autoren der EFSA erklarten kiirzlich, dass medizinische Daten der
Préparate, welche B. thuringiensis spp. israelensis (serotype H-14) AM65-52, B.
thuringiensis spp. kurstaki SA-12 und SA-11, sowie B. thuringiensis spp. aizawai
ABTS-1857 und GC-91 enthalten, keine Hinweise auf negative Auswirkungen auf
Personen wiahrend der Prozesskette (Entwicklung, Herstellung, Zubereitung,
Feldanwendung) enthielten (Anastassiadou et al., 2020a, 2020b, 2020c, 2020d,
2020e).
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Mitte der 1990er Jahre wurden aullerdem die ersten transgenen B. thuringiensis
Nutzpflanzen hergestellt, welche zunéchst cry (Llewellyn et al., 1994), spéter aber
auch vip Gene trugen (Pradhan et al., 2016). Diese Entwicklung hatte priméir die
Reduktion des Einsatzes konventioneller Pestizide zur Folge und reduzierte zudem
den Schaden an anderen Organismen (Huang et al., 2005, Cattaneo et al., 2006,
Marvier et al.,, 2007). Weltweit sind wirtschaftlich bedeutsame, genetisch
modifizierte Nutzpflanzen wie Mais, Baumwolle, aber auch Sojabohnen und Reis
zugelassen und verhindern durch ihre Resistenz Schiden und Ausfille durch
Coleoptera, Hemiptera und Lepidoptera (Xiao und Wu, 2019). In Europa ist derzeit
eine gentechnisch verdnderte Pflanze, die Bt-Maislinie MON810, zum Anbau
zugelassen. In Deutschland wurde allerdings 2009, unter Berufung auf die so

genannte Schutzklausel, der Anbau dieser Pflanzensorte verboten (Consmiiller et

al., 2010).

Trotz aller genannten Vorteile ldsst vor allem die nahe genetische Verwandtschaft
zwischen B. thuringiensis und B. cereus den hohen Einsatz eines potentiell
schidlichen Bakteriums fragwiirdig erscheinen. Durch 16S rRNA Analysen konnte
eine Gensequenziibereinstimmung von iiber 99 % festgestellt werden (Ash et al.,
1991), weshalb sich die Identifizierung und die taxonomische Einteilung als sehr

komplex erweist (siche 1.1.).

Wie bereits erldutert ist die Spezifitit der insektiziden Toxine sehr hoch, doch
kommerzielle Biopestizide setzen sich meist aus einer Mischung aus Toxinen und
getrockneten B. thuringiensis Sporen zusammen (EFSA, 2016b). Es bleibt zu
kldaren, ob die Vorteile der Préparate schwerer wiegen als ihre moglichen
Auswirkungen auf die Lebensmittelsicherheit. Wahrscheinlich ist, dass durch den
extensiven Einsatz der Prdparate die Dunkelziffer der durch B. thuringiensis
ausgelosten lebensmittelassoziierten Krankheitsausbriiche weitaus hoher ist als
bisher angenommen (EFSA, 2016b). Diagnostisch werden im Lebensmittelsektor
nach internationalem Standard (ISO 7932:2004) mittels Selektivmedien und
Auszidhlung der Kolonien prasumtive B. cereus nachgewiesen (ISO, 2004, Ehling-
Schulz und Messelhdusser, 2013). Eine Unterscheidung der Mitglieder der B.
cereus Gruppe ist mit diesen Methoden nicht sicher mdglich (Martlbauer und
Becker, 2016). Der Ausschuss der FEuropdischen Behorde fiir
Lebensmittelsicherheit ~ empfahl  deshalb, in der Routinediagnostik

Differenzierungsmethoden einzufiihren (EFSA, 2016b). Eine unkomplizierte und
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schnelle Methode zur Unterscheidung ist durch Phasenkontrastmikroskopie
moglich, doch dies erfordert ein geschultes Auge, um kristalline Einschliisse (5.
thuringiensis) zweifelsfrei von anderen Bestandteilen zu differenzieren (EFSA,

2016b).

Lebensmittelinfektionen, welche mit B. cereus s. [. in Zusammenhang stehen,
werden meist mit Konzentrationen von iiber 10> KBE/g assoziiert (EFSA, 2016b),
allerdings sind auch Ausbriiche mit weitaus niedrigerer Keimbelastung, teilweise
unter 10° KBE/g, dokumentiert (Glasset et al., 2016). Kommerzielle B.
thuringiensis Priparate, die bis zum Beginn der Ernte eingesetzt werden diirfen
(Lacey et al., 2015), weisen Sporenkonzentrationen von bis zu 6,4 x 10'° KBE/g
(EFSA, 2016a) auf, um eine ausreichende Wirksamkeit zu ermdglichen. Es ist
kaum moglich, Schlussfolgerungen tliber den Verbleib der Sporen oder vegetativen
B. thuringiensis auf Pflanzen oder in den Produkten zu ziehen, da das Schicksal der
Sporen nach dem Auftragen von einer Vielzahl an Faktoren (Wetterbedingungen,
Temperaturen, UV-Strahlung, Art der Kultivierung und Prozessierung etc.) abhdngt
(EFSA, 2016b). Eine Studie aus dem Jahr 2020 untersuchte die Privalenz von B.
cereus s. [. auf Paprika und Tomaten, wobei B. thuringiensis 93 % und 99 % der
Isolate ausmachte. Die Autoren stellten dar, dass nicht selten Koloniezahlen von
103-10* KBE/g erreicht wurden, einige Proben lagen in einem Bereich, der als
kritisch fiir die Lebensmittelsicherheit betrachtet werden kann (iiber 10° KBE/g).
Aullerdem konnten MLST Analysen die Isolate nicht eindeutig von

Biopestizidstimmen unterscheiden (Frentzel et al., 2020).

B. cereus Stamme variieren sehr stark in ihrem toxischen Potential (Jessberger et
al., 2015), weshalb zur exakten Einschitzung komplexe Analyseschemata
herangezogen werden miissen. Eine &hnliche Herangehensweise ist zur Beurteilung
von B. thuringiensis erforderlich. In dieser Arbeit wurden 24 B. thuringiensis
Stamme auf ihr toxisches und enteropathogenes Potential untersucht. Dabei wurden
Isolate aus Lebensmittelproben, Bodenproben, Biopestiziden, sowie tierischen und
unbekannten Ursprungs systematisch untersucht. Die phylogenetische Beziehung
wurde anhand von DNA-Sequenzhomologien des panC Gens ermittelt, zudem
wurde das Vorkommen von  Enterotoxingenen, = Wachstum  und
Enterotoxinproduktion unter simulierten Darmbedingungen, zytotoxische

Aktivitdt, Auskeimungsvermogen und Motilitdt untersucht.

Alle Isolate in dieser Studie wurden dem panC Typ IV zugeordnet, was mit anderen
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Arbeiten iibereinstimmt (Johler et al., 2018). Dort kamen die Autoren zu dem
Schluss, dass die enge genetische Verwandtschaft zwischen den Isolaten auf ein
Vorkommen von Biopestizidstimmen in Lebensmitteln hindeutet. Wenngleich das
Risiko zur Auslosung einer Lebensmittelinfektion fiir Stdimme mit panC Typ III am
hochsten eingeschitzt wurde (Guinebretiere et al., 2010), konnten Typ IV Stdmme
mit Ausbriichen in Verbindung gebracht werden (Guinebreticre et al., 2008,
Jessberger et al., 2015). Aus diesen Griinden sollten Mitglieder dieser Gruppe in

der Risikobewertung eine besondere Beriicksichtigung finden.

Die Prisenz der Enterotoxingene bietet eine erste Einschétzung des pathogenen
Potentials der B. thuringiensis Isolate. Die Gene sind chromosomal kodiert und eine
Unterscheidung von B. cereus ist deshalb auf chromosomaler Ebene kaum mdoglich
(EFSA, 2016b). Fiir alle 24 Isolate konnte ein Nachweis fiir #b/C und nheA erbracht
werden, was mit Resultaten anderer Studien libereinstimmt (Kim et al., 2014, Kim
et al., 2017a). Diese Autoren konnten zudem eine Privalenz von bis zu 100 % fiir
hblD, hblA, nheB und nheC in den getesteten B. thuringiensis Stimmen nachweisen
(Kim et al., 2014, Kim et al., 2017a). Erwartungsgeméll wies keiner der hier
untersuchten B. thuringiensis Stamme cytKI auf, wohingegen cytK2 in 92 %
nachgewiesen wurde. Die ermittelte (cy?K2) Pravalenz erscheint im Vergleich zu
den Daten friiherer Studien relativ hoch (Kovac et al., 2016, Kim et al., 2017a). Im
Gegensatz dazu wurde in einer weiteren Arbeit, welche ebenso B. thuringiensis
Stamme vielféltiger Ursprungsorte analysierte, eine dhnliche Privalenz festgestellt
(Johler et al., 2018). Interessanterweise besitzen B. cereus s. I. Stimme, welche
panC Typ IV zugeordnet sind, besonders hiufig cytK (Johler et al., 2018, Miller et
al., 2018).

Enterotoxingene scheinen, unabhéngig des Ursprunges der Isolate (inklusive
Biopestizidstimmen, Isolaten aus Lebensmitteln und Bodenproben), regelméfig in
B. thuringiensis vorzukommen, folglich ist die genetische Vorrausetzung zur
Auslosung einer B. cereus-dhnlichen Infektion vorhanden. Zur Einschétzung des
Risikopotentials sind allerdings weitere Charakterisierungsmethoden unbedingt
ndtig. In dieser Arbeit wurde besonders darauf Wert gelegt, das Stammset unter
simulierten Darmbedingungen zu analysieren, da Wirtsfaktoren und
Darmparameter eine entscheidende Rolle fiir die Enteropathogenitit darstellen
(Jessberger et al., 2017). Stimme, welche ein besonders gutes

Auskeimungsvermdgen, vor allem unter dem Einfluss von Faktoren des
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Gastrointestinaltrakts aufweisen, konnen mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit zur
Auslosung des Diarrhd-Syndroms fiihren. Die untersuchten Stimme zeigten sich in
ihrer Féhigkeit zur Auskeimung sehr variabel. Bis auf zwei Isolate konnten alle in
ndhrstoffreichem Medium auskeimen. Der grofite Anteil der Isolate (42 %) keimte
dabei besonders unter vorheriger Hitzeaktivierung aus. Einige Stimme wiesen auch
deutliche Auskeimung unter simulierten Darmbedingungen auf, wobei Stamm MHI
3370 (isoliert aus Mehlmotten-Larven) mit 32 % am deutlichsten auskeimte. Auch
kommerziell erhéltliche Biopestizidisolate keimten unter simulierten intestinalen
Bedingungen aus. Dies steht in Kontrast zu den Resultaten eines anderen Autors,
der die Sicherheit dieser Biopestizidstimme verficht (Zommick, 2018). In der
Arbeit, die bislang nur als Konferenzbeitrag verdffentlicht wurde, werden
Uberleben, sowie Auskeimung und Adhésion von zwei kommerziell verwendeten
Biopestizidstimmen im SHIME® System (Simulator of the Human Intestinal
Microbial Ecosystem) getestet. Beide schneiden im Vergleich zum B. cereus
Referenzstamm ATCC 14579 gut ab und werden als dementsprechend harmlos
dargestellt. Aufgrund der sehr unterschiedlichen Rahmenbedingungen und
angewandten Methoden lassen sich die beiden Studien allerdings nur schwer
miteinander vergleichen. Nichtsdestotrotz werden auch hier in verschiedenen
Darmabschnitten zwischen 10*-10° KBE/ml iiberlebende Bakterien, inklusive

ausgekeimter Sporen, verzeichnet (Zommick, 2018).

Die Fahigkeit zur aktiven Fortbewegung stellt, wie bereits erwédhnt, einen wichtigen
Mechanismus der Pathogenese dar. Auerdem steht die Motilitdt in Zusammenhang
mit Adhidsion und der Enterotoxinproduktion, wodurch ihre Bedeutung als
Virulenzfaktor bekriftigt wird (Ghelardi et al., 2007, Salvetti et al., 2007, Senesi et
al., 2010, Mazzantini et al., 2016). Eine Studie aus dem Jahr 2005 untersuchte den
Einfluss der Motilitit von B. thuringiensis auf die Entwicklung einer
Endophthalmitis. Es konnte gezeigt werden, dass der Verlust der Retinafunktion in
nicht-motilen Stimmen, verglichen mit dem Wildtyp-Stamm, signifikant reduziert
ist und die Féhigkeit zur Migration zur Pathogenese beitriagt (Callegan et al., 2005).
Das vorliegende Stammset wurde auf ,,swimming* (CGY Platten mit 0,25 % Agar,
Inkubation bei 37 °C iiber 24 h) untersucht, bei dieser Form der Motilitit bewegen
sich die Bakterien individuell in fliissigen Medien fort (Senesi et al., 2010). Ebenso
wie beim Auskeimungsvermdgen wurde bei der Auswertung der Motilitdt eine

stammspezifische Auspragung der Fahigkeit festgestellt. Sechs der Isolate zeigten



VI. Diskussion 71

eine sehr hohe Motilitdt und erreichten nach 24 h den maximalen

Plattendurchmesser. Unter diesen waren auch drei Biopestizidisolate.

Dennoch bleibt der entscheidende Schritt zur Auslosung des Diarrh6-Syndroms das
Wachstum der Bakterien und die damit einhergehende Produktion von
Enterotoxinen im  menschlichen Darmtrakt. Unter den simulierten
Darmbedingungen, die in dieser Arbeit angewendet wurden, waren alle 24 B.
thuringiensis Isolate, inklusive der Biopestizidstimme, dazu fdhig zu wachsen.
Zudem konnte mittels ELISA der Nachweis fiir die Produktion der
Enterotoxinkomponenten NheB und Hbl L2 erbracht werden. Bei der Anwendung
eines B. cereus-Klassifizierungsschemas fiir NheB Produktion unter simulierten
Darmbedingungen (reziproke Titer im ELISA, Jessberger et al., 2017) konnte acht
B. thuringiensis Stimmen eine geringe, ebenso vielen eine mittlere und hohe
Toxinproduktion zugeschrieben werden. Fiinf der Stimme, welche eine geringere
Produktion im ELISA aufwiesen, waren Biopestizidisolate. Allerdings wurden
diese nach den Resultaten des WST-1 Zellkulturassays (reziproke Titer, Jessberger
et al., 2017) als mittel und sogar hoch toxisch eingestuft. Generell wurde die
Mehrheit der Stimme aufgrund ihrer biologischen Aktivitit im CaCo-2
Zellkulturtest als mittel und hoch toxisch klassifiziert, mit Ausnahme von MHI
2870 und des Biopestizidisolats MHI 3241. Gaviria Rivera et al. stellten eine
ahnliche Toxizitdt von B. thuringiensis gegeniiber Vero-Zellen fest, wie es auch auf
B. cereus Staimme zutraf, die aus Lebensmittelinfektionen isoliert worden waren
(Gaviria Rivera et al.,, 2000). Allerdings erscheint der Einsatz der humanen
Colonkarzinom-Zelllinie CaCo-2 zur Evaluierung des enteropathogenen Potentials
besser geeignet als die standardméBig verwendeten Vero-Zellen. Die Produktion
und Sekretion von Enterotoxinen durch B. thuringiensis konnte schon vielfach
mittels ELISA nachgewiesen werden, allerdings vergleichen bislang wenige
Studien diese mit deren zytotoxischer Aktivitdt in Zellkulturassays (Damgaard,
1995, Gaviria Rivera et al., 2000, Kim et al., 2014). Die in dieser Arbeit
untersuchten B.  thuringiensis Stimme zeigten sich beziiglich ihrer
Enterotoxinproduktion und der gemessenen Zytotoxizitdt zum einen sehr variabel.
Zum anderen konnte in keinem der angewandten Tests eindeutig zwischen
Biopestizidisolaten und anderen Isolaten unterschieden werden. Die zytotoxische
Aktivitét entsprach im Allgemeinen durchaus der von bekannten enteropathogenen

B. cereus Isolaten.
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Nach den hier dargestellten Ausfiihrungen halten sich die Vor- und Nachteile der
Verwendung von B. thuringiensis in der biologischen Schadlingsbekdmpfung die
Waage. B. thuringiensis ist aufgrund seiner vielen Vorteile und der
unterschiedlichen Anwendungsmoglichkeiten aus der Land- und Forstwirtschaft
nicht mehr wegzudenken. Andererseits gibt es ein berechtigtes Sicherheitsrisiko fiir
den Verbraucher. Daher muss zum einen in der Diagnostik genau zwischen B.
thuringiensis und B. cereus differenziert werden und zum anderen miissen
Gesamtgenomsequenzen und eindeutige (genetische) Marker fiir die
Biopestizidstimme zuginglich sein, um sie im Verdachtsfall als Erreger

gastrointestinaler Erkrankungen ausschliefen zu kénnen.

3. Pflanzenextrakte als alternative antimikrobielle

Substanzen

Der zweite Teil der Arbeiten zu B. thuringiensis bezog sich auf die Reduktion der
Keime durch den Einsatz von Pflanzenextrakten. Aufgrund zunehmender
Entwicklung von Antibiotikaresistenzen steigt die Nachfrage nach alternativen
antimikrobiellen ~Stoffen. AuBerdem wird der Verbraucherwunsch nach
reduziertem Einsatz chemischer Substanzen in der Lebensmittelproduktion immer

deutlicher (Calo et al., 2015).

Im Gegensatz zu B. cereus beschéftigten sich weniger Studien mit der Sensitivitét
von B. thuringiensis gegeniiber pflanzlichen Extrakten (Marino et al., 1999,
Moghaddam et al., 2018). B. cereus kann beispielsweise durch die Essenzen von
Cinnamomum zeylanicum Blume (Ceylon Zimtbaum) und Coriandrum sativum
(Echter Koriander) inhibiert werden (Matasyoh et al., 2009, Unlu et al., 2010). Eine
neuere Studie konnte eine Wachstumshemmung von B. cereus (LSPQ 2872) durch
den Extrakt von Thymus vulgaris (Echter Thymian) nachweisen (Ayari et al., 2020).
Die antibakterielle Aktivitit dieses Ols wurde auch fiir B. thuringiensis gezeigt
(Marino et al., 1999), was in Kontrast zu den Ergebnissen dieser Arbeit steht, in der
keiner der ausgewdhlten Stamme durch diesen pflanzlichen Extrakt im Wachstum
gehemmt wurde. Dies verdeutlicht wiederum die groBBen spezies- und vor allem
stammspezifischen Unterschiede, die bereits in den anderen Tests ersichtlich
wurden. Anhand der MIC und MTC Werte, die in dieser Arbeit ermittelt wurden,

kann darauf geschlossen werden, dass trotz stammesspezifischer Unterschiede das
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Ol des Cassia-Zimtes die stirkste antimikrobielle Wirkung gegeniiber der
getesteten B. thuringiensis Isolate aufweist, gefolgt von Zitrusdl (pure Zitralform;
isoliert aus Zitronengras), Oregano und zuletzt Winterbohnenkraut. Fiir die
untersuchten B. thuringiensis Isolate ergab sich eine dhnliche Effektivititsskala

beziiglich der MIC Werte wie fiir B. cereus Stimme (Dussault et al., 2014).

Doch inwiefern konnten pflanzliche Extrakte Anwendung in der
Lebensmittelindustrie finden? Neben der Priifung der Empfindlichkeit der
verschiedenen B. thuringiensis Stimme gegeniiber alternativen antimikrobiellen
Stoffen wurde im Rahmen dieser Arbeit auch ihr Einsatz beziiglich der
Risikoprdvention im Lebensmittel evaluiert (Daten nicht publiziert). Zur
Einschitzung des Risikos fiir den Verbraucher bei der Anwendung von
Biopestiziden wurden zunéchst Salatproben mit vegetativen B. thuringiensis Zellen
(ca. 107 KBE/ml) und Sporen (ca. 10° KBE/ml) beimpft. MHI 2873, ein Isolat
tierischen Ursprungs, MHI 3163, ein Lebensmittelisolat, und MHI 3240 und MHI
3369, zwei Biopestizidstimme, wurden zur Testung herangezogen. Im Fokus stand
die Untersuchung der Adhédsionsfdhigkeit der Zellen und der Effekt von
Waschschritten, welche zusitzlich durch die Anwendung von Zitrusdl optimiert
wurden. Der pflanzliche Extrakt wurde mit einer Konzentration von 0,053 %
eingesetzt, da diese Konzentration 1im  Mikrodilutionsversuch eine
Wachstumshemmung hervorrief (diese Arbeit, Publikation II). Ohne Zugabe des
Ols konnte im Schnitt eine Reduktion der vegetativen Zellen um 71 % und der
Sporen um 85 % erzielt werden, verglichen mit den Proben, welche keinem
Waschschritt unterzogen wurden (Inokulum). Der Einsatz von 0,053 % Zitrusdl im
Waschwasser fiihrte zu einer Reduktion um 88 %, sowohl fiir vegetative Zellen als
auch fiir Sporen. Jedoch muss an dieser Stelle auf stammspezifische Unterschiede
hingewiesen werden. Die KBE konnte (bezogen auf vegetative Zellen) durch den
Zusatz des Pflanzenextrakts um weitere 26 % (MHI 2873), 16 % (MHI 3240), 23
% (MHI 3369) und 2 % (MHI 3163) reduziert werden. Bezogen auf die Inokulation
mit Sporen konnte durch die Anwendung des Ols eine zusitzliche Reduktion um 4
% (MHI 3163), 8 % (MHI 3240) und 10 % (MHI 3369) errecicht werden. Die KBE

der Sporen von MHI 2873 konnte nicht weiter reduziert werden.

Es wird vermutet, dass pflanzliche Extrakte mit Oberflichenproteinen der
Bakterien interagieren und somit deren Adhisionsfahigkeit beeinflussen und

herabsetzen (Nostro et al., 2007, Soni et al., 2013). Diese Hypothese stellt eine
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mogliche Erklarung fiir die Verbesserung des Waschschritts durch den Einsatz
eines pflanzlichen Extrakts dar. Genauso konnten Millan-Sango et al. (2016) eine
Reduktion der Keimbelastung (Sa/monella enterica) auf Salat bei einer Erh6hung
der Konzentrationen der Pflanzenextrakte (Oregano und Thymian) feststellen
(Millan-Sango et al., 2016). Aulerdem gaben sie in einer anderen Studie an, dass
sich grole Mengen der Bakterien (Escherichia coli 0157:H7 NCTC 12900) im
Waschwasser befanden (Millan-Sango et al., 2015).

Es konnte in dieser orientierenden Studie gezeigt werden, dass pflanzliche Extrakte
eine praventive Maflnahme gegen B. thuringiensis darstellen und das Ausmalf} der
Kontamination verringern konnen. Zwar konnte die Zahl an KBEs nur um circa 0,5-
1 log Stufen reduziert werden, dennoch muss darauf hingewiesen werden, dass nur
die minimale Hemmkonzentration des Extrakts eingesetzt wurde und andererseits
verhéltnismdfBig hohe Bakterien- bzw. Sporenkonzentrationen. Weitere
Untersuchungen, welche die Auswirkungen hoéherer Konzentrationen der
Pflanzenextrakte betrachten, sowie Extrakt-Kombinationen und eine Optimierung
des Waschprozesses konnten vielversprechende Resultate liefern. Zudem sollten
mehr Stimme beprobt werden, um vergleichende Aussagen treffen zu konnen.
Interessant wéren weiterfilhrende Untersuchungen zur Ursache der Reduktion, ob
es sich beispielsweise tatsdchlich um eine Inaktivierung der Bakterien handelt, oder
ob die Zellen vermehrt im Waschwasser zu finden sind. Zudem sollte der Einfluss
von Lebensmittelinhaltsstoffen und extrinsischen Faktoren und ihre Interaktion mit

den Pflanzenextrakten separat betrachtet werden.

4. Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit konnte, durch die Implementierung des
Auskeimungsassays, das Risikobewertungsschema fiir enteropathogene B. cereus
vervollstindigt werden, welches groBtenteils auch auf den nahen Verwandten B.

thuringiensis anwendbar ist.

Diese Ausweitung der detaillierten Risikoanalyse auf weitere Vertreter der B.
cereus Gruppe ist extrem wichtig, da in dieser Arbeit deutlich gezeigt werden
konnte, dass ein nicht unerhebliches Gesundheitsrisiko von B. thuringiensis

Isolaten ausgehen kann. Aus diesem Grund ist die Anwendung von Biopestiziden
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als kritisch zu betrachten. Der Verzehr von Lebensmitteln, welche mit B.
thuringiensis behandelt wurden, konnte durchaus ein erhohtes Gesundheitsrisiko

mit sich bringen.

Dennoch scheint ein Verbot der Préparate keine Option zu sein, angesichts der
grolen Vorteile, welche diese bieten. Um mit der stets wachsenden
Weltbevolkerungszahl Schritt zu halten, muss die landwirtschaftliche Produktion
bis 2050 um nahezu das Doppelte ansteigen (Tilman et al., 2011, Pawlak und
Kotodziejczak, 2020). Zur Gewihrleistung dieses Ziels spielen unter anderem
nachhaltige und umweltfreundliche Insektizide eine entscheidende Rolle, um
Verluste zu minimieren. Durch den vermehrten Einsatz von B. thuringiensis

Préaparaten konnte der Gebrauch chemischer Mittel erheblich reduziert werden.

Eine Moglichkeit zur Minimierung der Sporenlast auf Lebensmitteln wére die
Einfiihrung von Applikationsintervallen, damit der Einsatz der Pestizide nicht bis
unmittelbar vor Beginn der Ernte moglich ist. Dies konnte zur Unterschreitung
einer potentiell schidlichen Konzentration von 10° KBE/g Lebensmittel fiihren.
Prozesshygienekriterien fiir B. cereus s. . wurden auf EU-Ebene ausschlieBlich fiir
getrocknete Sauglingsanfangsnahrung und getrocknete didtetische Lebensmittel fiir
besondere medizinische Zwecke, die fiir Sduglinge unter 6 Monaten bestimmt sind,
festgelegt (n=5,c=1, m=50 KBE/g, M =500 KBE/g) (Europiische Kommission,
2007). Denkbar wére auch eine Anpassung der Lebensmittel- und
Prozesshygienekriterien fiir B. cereus s. [. fiir weitere Lebensmittelgruppen. Eine
Konzentration festzulegen, welche sicher mit einem Risiko fiir den Verbraucher
einhergeht, stellt sich allerdings als problematisch dar, da das enteropathogene

Potential stammspezifisch stark variiert (EFSA, 2016b).

Eine Kennzeichnung von Lebensmitteln, welche mit B. thuringiensis Praparaten
behandelt wurden, konnte den Verbraucher sensibilisieren und die Einhaltung von
Hygienekonzepten und Lagerungsbedingungen zur Priavention von B. cereus s. .
Infektionen fordern. Diese Informationen sind besonders fiir immunsupprimierte
Gruppen und FEinrichtungen, welche Gerichte fiir diese Dbereitstellen

(Pflegeeinrichtungen, Krankenhduser), von Bedeutung.

Die genaue Charakterisierung der eingesetzten Biopestizidstimme und eine
Bewertung des Gefdahrdungspotentials der Préparate, wie es von der Européischen

Behorde fiir Lebensmittelsicherheit gefordert und bereits im Rahmen dieser Arbeit
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primdr umgesetzt wurde, ist dringend notwendig und scheint schlussendlich der

beste Weg zur Uberwachung der Biopestizidstimme.

Als alternative, natiirliche Agenzien gegen B. thuringiensis und B. cereus
Kontaminationen konnten Pflanzenextrakte in vielen Ebenen der Lebensmittelkette

Einzug finden und lebensmittelbedingte Infektionen einschrinken.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

B. thuringiensis ist der am héufigsten zur biologischen Schédlingsbekdmpfung
eingesetzte Mikroorganismus weltweit. Jedoch warfen seine nahe genetische
Verwandtschaft zu B. cereus s. s., seine Fahigkeit zur Enterotoxinproduktion und
lebensmittelbedingte Ausbriiche die Frage nach der Sicherheit der Préparate auf.
Aullerdem ist die Dunkelziffer der durch B. thuringiensis ausgelosten
Erkrankungen durch einen Mangel an Differenzierung der Spezies in der

Routinediagnostik vermutlich verhdltnisméBig hoch.

In der vorliegenden Arbeit wurden 24 B. thuringiensis Stimme unterschiedlichen
Ursprungs auf ihr enteropathogenes Potential untersucht. Die Stimme wiesen nicht
nur die genetischen Voraussetzungen (Toxingene: hbl, nhe und cytK2) zur
Auslosung einer lebensmittelassoziierten Diarrhé auf, sie zeigten zudem Wachstum
und Enterotoxinproduktion unter simulierten intestinalen Bedingungen. Zudem
konnten mittels Zytotoxizititsassay 14 Stimme als hochtoxisch gegeniiber CaCo-2
Zellen, acht als mittelgradig toxisch und nur zwei als kaum toxisch eingestuft
werden. Des Weiteren wurden das Auskeimungsvermogen und die Fahigkeit zur
Fortbewegung als zusitzliche Pathogenititsfaktoren des multifaktoriellen
Infektionsprozesses betrachtet. Interessanterweise waren auch Biopestizidstimme
zur Auskeimung unter simulierten Darmbedingungen féhig und zeigten ein hohes
Motilitdtsvermogen. Als praventive MaBnahme zur Einschrinkung des Risikos
einer B. cereus-dhnlichen Infektion wurden pflanzliche Extrakte auf ihre
antimikrobiellen Eigenschaften gegeniliber B. thuringiensis untersucht. Im
Mikrodilutionsversuch wies das Ol des Cassia-Zimtes die stirkste antimikrobielle

Wirkung auf, gefolgt von Zitrusdl, Oregano und zuletzt Winterbohnenkraut.

Diese Arbeit verdeutlicht, dass durchaus von einem enteropathogenen Potential von
B. thuringiensis auszugehen ist, wobei Biopestidzidstimme nicht eindeutig von
anderen Isolaten abgegrenzt werden konnten. Daher ist die eindeutige
Identifizierung dieser Stimme durch genetische Marker erforderlich, ebenso wie
eine umfangreiche Analyse zur Risikoermittlung. Das dargestellte und im Rahmen
dieser Arbeit vervollstidndigte Risikobewertungsschema fiir B. cereus kann hierbei
grofitenteils fir B. thuringiensis Anwendung finden. AufBerdem ist eine

Speziesdifferenzierung in der Lebensmitteldiagnostik unbedingt notwendig.
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VIII. SUMMARY

Assessing the enteropathogenic potential of Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis is the most commonly used microorganism for biological control
worldwide. However, its close genetic relationship to B. cereus s. s., its ability to
produce enterotoxins, as well as food-borne outbreaks raised the question about the
safety of the preparations. Especially since routine diagnostics do not differentiate
between the species, the number of unreported cases by B. thuringiensis is probably

relatively high.

In the present study 24 B. thuringiensis strains of different origin were examined
for their enteropathogenic potential. The isolates not only had the genetic
prerequisites (toxin genes: hbl, nhe and cytK?2) to cause food-associated diarrhea,
they also showed growth as well as enterotoxin production under simulated
intestinal conditions. In addition, cytotoxicity assays classified 14 strains as highly
toxic towards CaCo-2 cells, eight as medium and only two as low toxic.
Furthermore, the germination capacity and the ability to actively move were tested
as additional pathogenicity factors of the multifactorial infection process.
Interestingly, even biopesticide strains were capable of germination under
simulated intestinal conditions and showed high motility. As a preventive measure
to reduce the risk of infections similar to B. cereus, essential oils were tested for
their antimicrobial properties against B. thuringiensis. The antimicrobial broth
dilution assay showed that Cinnamon Chinese cassia was the essential oil with the

highest antimicrobial activity, followed by citral, oregano and winter savory.

The present work indicates that there is a certain enteropathogenic potential of B.
thuringiensis, whereby biopesticide strains can not be clearly distinguished from
other isolates. Therefore, the unambiguous identification of these strains by genetic
markers is necessary, as well as an extensive analysis for risk assessment. The
established risk assessment scheme for B. cereus can largely be applied to B.
thuringiensis. In addition, species differentiation is absolutely necessary in food

diagnostics.
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