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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, stäbchenförmige, sporenbildende Bakterien, die 

regelmäßig aus natürlichen Umgebungen wie Staub, Bodenproben und von 

Pflanzenoberflächen, aber auch aus Lebensmitteln und in Zusammenhang mit 

Vergiftungsfällen 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 Fähigkeit zur 

Sporenbildung nicht gänzlich verhindert werden kann (Stenfors Arnesen et al., 

2008). Der Keim ist für 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 können, nach Ingestion von 

Sporen und anschließender Auskeimung im Dünndarm, vegetative, 

enteropathogene B. cereus Enterotoxine produzieren, was eine 

Lebensmittelinfektion zur Folge hat (Diarrhö-Form) (Stenfors Arnesen et al., 2008, 

Jessberger et al., 2020). Die Haupttoxine sind zwei drei-Komponenten-Toxine, 

Hämolysin BL und das nicht-hämolytische Enterotoxin, sowie Zytotoxin K 

(Beecher und Macmillan, 1991, Lund und Granum, 1996, Lund et al., 2000). Jedoch 

sind neben der Toxinproduktion und der Fähigkeit zur Auskeimung unter 

Darmbedingungen weitere entscheidende Voraussetzungen nötig, um zu einem 

Krankheitsausbruch zu führen. Dazu zählen unter anderem die Überlebensfähigkeit 

der Sporen im Magen, die Motilität, sowie das Adhäsionsvermögen 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 Schädlingsbekämpfung in 

der Land- und Forstwirtschaft eingesetzt (Chattopadhyay und Banerjee, 2018). Die 

entomopathogene Wirkung beruht hauptsächlich auf der Bildung von kristallinen 

(Cry) und zytolytischen (Cyt) Toxinen während der Sporulation (Xu et al., 2014). 

Die hohe Toxizität und Spezifität gegenüber verschiedener Insektenarten sind klare 
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Vorteile, die den Einsatz von B. thuringiensis als Biopestizid befürworten. 

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 (McIntyre et al., 2008). 

Im Hauptteil wurden 24 B. thuringiensis Stämme unterschiedlichen Ursprungs auf 

ihre potentiell enteropathogenen Eigenschaften untersucht. Die Stämme waren 

durchaus in der Lage Enterotoxine zu produzieren, sie erwiesen sich toxisch 

gegenüber CaCo-2 Zellen und zeigten neben der Fähigkeit zur Auskeimung auch 

Wachstum unter simulierten Darmbedingungen. Zusätzlich wurde die 

Empfindlichkeit der Stämme gegenüber alternativen antimikrobiellen Substanzen 

geprüft, um deren Einsatz in Hinsicht auf Risikoprävention im Lebensmittel zu 

evaluieren. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zusätzlich das Auskeimungsvermögen 

verschiedener B. cereus Sporen vergleichend getestet, um ein 

Risikobewertungsschema für enteropathogene B. cereus zu komplettieren, welches 

sich bereits aus mehreren Vorarbeiten zusammensetzte. Auf diese Weise kann die 

Enteropathogenität neuer B. cereus Isolate unter Berücksichtigung der vielen 

einzelnen Schritte dieses multifaktoriellen Lebensmittelinfektionsprozesses 

beurteilt werden. 
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II. LITERATURÜBERSICHT 

1. Bacillus cereus 

1.1. Taxonomie 

Bacillus cereus sensu stricto (s. s.) ist ein Gram-positives, stäbchenförmiges, 

sporenbildendes, ubiquitäres Bakterium. Es ist fakultativ anaerob, beweglich und 

zählt mit einigen weiteren Vertretern zu Bacillus cereus sensu lato (s. l.) (Lindbäck 

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 zugehörig (Guinebretière 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 primär über ihre 

unterschiedlichen pathogenen, morphologischen und physiologischen 

Eigenschaften statt. Hinsichtlich ihrer nahen genetischen Verwandtschaft, welche 

schon früh 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 Messelhäusser, 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 fließenden Übergänge 

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) ermöglicht. Ursprünglich wurden die Spezies in drei Clades unterteilt, dabei 

wurde B. anthracis Clade I zugeordnet, B. cereus und B. thuringiensis Clade I und 

II; Clade III umfasste beispielsweise Spezies wie B. weihenstephanensis und B. 

mycoides (Didelot et al., 2009). Guinebretière et al. ermittelten sieben Clades und 

bezogen unter anderem die Temperaturoptima der Spezies in die phylogenetischen 

Analysen ein (Guinebretière et al., 2008). Singlelocus sequence typing des panC 

Gens, welches die Pantothenat Synthetase kodiert, erlaubt die Klassifizierung in 

sieben Gruppen, welche eine hohe Übereinstimmung mit der WGS Phylogenie 

aufweist und deshalb häufig zur Einteilung herangezogen wird (Guinebretière et 

al., 2008, Kovac et al., 2016). Eine jüngere Studie bezog die Daten aller publizierten 

B. cereus s. l. 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 Überlappungen 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 Diarrhö-

auslösenden Form unterschieden werden. Obwohl beide Arten meist relativ mild 

und selbstlimitierend auftreten, wurden auch einige schwer verlaufende Fälle 

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

Das emetische Syndrom ist bedingt durch eine Lebensmittelintoxikation und wird 

ausgelöst durch die Aufnahme von Cereulid, ein hitze-, säure- und 

proteolysebeständiges 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 führt 0,5-6 Stunden nach Verzehr des 

kontaminierten Lebensmittels zu Übelkeit und Erbrechen (Ehling-Schulz et al., 

2005, Rouzeau-Szynalski et al., 2020). Häufig 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 Diarrhö-Syndrom um eine 

Lebensmittelinfektion. Die Bakterien werden meist als Sporen aufgenommen, 

welche die Magenpassage überdauern, im Dünndarm auskeimen und während ihres 

vegetativen Wachstums verschiedene krankheitsauslösende 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 Gemüse, aber auch andere Nahrungsmittel wie Suppen 

können vegetative Zellen oder Sporen enthalten. Differentialdiagnostisch kommt 

auch eine Erkrankung durch Clostridium perfringens Toxine in Frage (Schoeni und 

Wong, 2005). Die infektiöse Dosis wird in der Literatur meist mit 105-108 

koloniebildenden Einheiten pro Gramm Lebensmittel (KBE/g) angegeben (Granum 

und Lund, 1997, Stenfors Arnesen et al., 2008, EFSA, 2016b). 

Neben lebensmittelbedingten Ausbrüchen kann B. cereus eine Reihe nicht-

gastrointestinaler Erkrankungen hervorrufen. Kutane Infektionen, sowie 

Infektionen des zentralen Nervensystems, ebenso wie Endophthalmitis, 

Periodontitis, Sepsis oder Bakteriämie, 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 Diarrhö-Form in Verbindung 

gebracht. Dazu zählt Zytotoxin K (CytK), und die beiden drei-komponenten-Toxine 

Hämolysin BL (Hbl) und nicht-hämolytisches Enterotoxin (Nhe). Gene, welche für 

Nhe kodieren, können in nahezu 100 % der enteropathogenen B. cereus Stämme 

nachgewiesen werden, wohingegen die hbl Gene weniger frequent vorkommen 

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

1.3.1. Hämolysin BL 

Hämolysin 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 Aktivität des Komplexes 

benötigt werden (Beecher und Macmillan, 1991, Beecher et al., 1995b). 

Ursprünglich ging man davon aus, dass die einzelnen Proteine unabhängig an die 

Oberfläche von Erythrozyten binden und daraufhin 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 

anschließend L2 bildet (Sastalla et al., 2013, Jessberger et al., 2019). Eine neuere 

Studie konnte mittels CRISPR-Cas9 Knockout Screening LITAF (LPS-induced 

TNF-α factor) als primären Hbl Rezeptor identifizieren und zeigte auf, dass 

zelluläre Rezeptoren zur Ausbildung der Toxizität nötig sind (Liu et al., 2020a). 

Stämme, die fähig sind Hbl zu produzieren, zeigen auf Blutagarplatten ein 

charakteristisches, diskontinuierliches Hämolysemuster: 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 

Konzentrationsverhältnisses kommt es zur Lyse der Erythrozyten (Beecher und 

Wong, 1997, Jessberger et al., 2019). Neben der namensgebenden hämolytischen 

Eigenschaft zeigten Tier- und Zellkulturversuche dermonekrotische Reaktionen 

durch vaskuläre Permeabilitätserhöhung, sowie okulare Nekrosen und vermehrte 

Flüssigkeitsansammlung 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 hblC, hblD und hblA (Ryan et al., 1997). 

Es konnte zusätzlich eine zweite Variante des hbl 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 PlcR, 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, Lindbäck et al., 2012, Fagerlund et al., 2014, Böhm et 

al., 2016). Der pleiotrope Phospholipase C Regulator, PlcR, dient der 

Expressionsregulation der Hauptvirulenzgene von B. cereus (Agaisse et al., 1999). 
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Die Genexpression von plcR wird durch Autoinduktion ermöglicht, welche mit dem 

Einsatz der stationären Phase beginnt (Lereclus et al., 1996). Die Repression ist 

vom Sporulationsfaktor Spo0A abhängig (Lereclus et al., 2000). Das Signalpeptid 

PapR dient der Bindung von PlcR an die DNA und ermöglicht 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-hämolytisches Enterotoxin 

Das nicht-hämolytische 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 ursprünglichen Bezeichnung des Toxins konnten hämolytische 

Eigenschaften gegenüber Erythrozyten verschiedener Spezies nachgewiesen 

werden (Fagerlund et al., 2008). Der Nhe Komplex zeigt auch zytotoxische 

Eigenschaften gegenüber verschiedenen Zelllinien, wobei ein molares Verhältnis 

zwischen NheA:NheB:NheC von 10:10:1 die höchste Aktivität hervorruft 

(Lindbäck et al., 2004). Die Zytotoxizität beruht auf kolloid-osmotischer Lyse der 

epithelialen Zellen und ist Folge der Porenbildung in der Plasmamembran 

(Fagerlund et al., 2008). Zunächst kommt es, nach individueller Sekretion der 

einzelnen Proteine, zur Komplexbildung zwischen NheB und NheC mit 

darauffolgender Anlagerung des Oligomers an die Zelloberfläche, was eine 

Erhöhung der Membranpermeabilität zur Folge hat (Zhu et al., 2016). 

Konformationsänderungen im NheB-NheC-Komplex führen anschließend zur 

Bindung von freiem NheB. Schließlich kann NheA an das zellgebundene NheB-

NheC binden und nachfolgende Konformationsänderungen führen zur Bildung der 

vollständigen 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 β-porenbildendes Toxin (β-barrel pore formin toxin), welches 

Ähnlichkeiten zu α-Hämolysin von Staphylococcus aureus oder auch dem β-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). Ursprünglich wurde das Toxin aus dem 

Stamm NVH 391/98, welcher in Zusammenhang mit einem schweren 

Krankheitsausbruch der Diarrhö-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 Zytotoxizität ergibt sich durch eine schlechtere 

Ionenleitfähigkeit der gebildeten Poren (Fagerlund et al., 2004). Der essentielle 

Beitrag von CytK2 zur Pathogenese des Diarrhö-Syndroms ist unklar (Castiaux et 

al., 2015). CytK1, welches für 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 

(Guinebretière 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 Prävalenz konnte in dehydrierten 

Kartoffelprodukten und Kartoffelpürees für den sofortigen Verzehr ermittelt 

werden (Contzen et al., 2014). Eine neuere Studie wies in neun von neun 

Kartoffelpüreeproben B. cytotoxicus nach. Die Autoren kamen zu dem Schluss, 

dass weitere Forschungen bezüglich der ökologischen 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 PlcR Regulon gehören. Dies ermöglichte den Überblick über weitere 

Faktoren, welche an der PlcR-basierten Virulenzantwort von B. cereus beteiligt 

sind (Gohar et al., 2008). Die Deletion des plcR Gens führte zu einer Verringerung, 

allerdings nicht zur vollständigen Aufhebung der Virulenz (Callegan et al., 2003). 

Faktoren wie InhA1(Immuninhibitor A), NprA (neutrale Protease A) und HlyII 

(Hämolysin II) sind PlcR-unabhängig und spielen ebenso eine Rolle beim 

Infektionsprozess (Ramarao und Lereclus, 2005, Cadot et al., 2010, Tran et al., 

2011). Die Metalloproteasen InhA1 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 ermöglicht das 

Überwinden von Barrieren des Wirts und das Eindringen in tiefere Schichten, was 

für den Infektionsvorgang entscheidend ist (Miyoshi und Shinoda, 2000, Cadot et 

al., 2010). InhA1-produzierenden B. cereus Stämmen ist es durch Spaltung von 

NprA möglich, der zellulären Immunantwort durch Makrophagen zu entgehen 

(Ramarao und Lereclus, 2005, Haydar et al., 2018). Außerdem konnte gezeigt 

werden, dass die Expression von nprA und inhA1 in pathogenen Stämmen 

vergleichsweise hoch ist (Cadot et al., 2010). Hämolysin II ist, wie CytK, ein β-

porenbildendes Toxin (Miles et al., 2002) und kann die Apoptose von Makrophagen 

induzieren (Tran et al., 2011). Zudem sind seine zytotoxischen Eigenschaften schon 

länger bekannt (Andreeva et al., 2006). Weitere Faktoren, wie beispielsweise die 

Sphingomyelinase (SMase), tragen zur Pathogenität des Organismus bei, indem sie 

synergistisch mit den Haupttoxinen Hbl und Nhe wirken (Beecher und Wong, 2000, 

Doll et al., 2013). SMase induziert außerdem den Tod epithelialer Zellen und ist in 

vivo pathogen (Doll et al., 2013). Die Pathogenität von B. cereus beruht jedoch nicht 

ausschließlich auf der Produktion verschiedener Toxine und Virulenzfaktoren 

sowie dem Zusammenspiel dieser, sie beinhaltet ebenso Fähigkeiten wie Motilität, 

Adhäsion oder Biofilmbildung, welche die Kolonisierung des Wirts ermöglichen 

(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 Motilität in Verbindung gebracht, doch seine 

Funktion als Adhäsin 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). Zusätzlich sezerniert B. cereus 

eine Reihe weiterer Faktoren, wobei Enterotoxin FM (EntFM), eine 

Zellwandpeptidase, zur Motilität, Adhäsion und Biofilmbildung beiträgt (Clair et 

al., 2010, Tran et al., 2010). 

1.4. Sporen 

B. cereus s. l.  ist durch Sporulation dazu fähig, auf nachteilige Umweltbedingungen 

wie Nährstoffmangel zu reagieren (Hornstra et al., 2006, Swick et al., 2016). Dabei 

wird innerhalb der Mutterzelle in mehreren Phasen eine Endospore formiert und 

anschließend 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 

widerstandsfähig. Sie sind resistent gegenüber Austrocknung, Frost, feuchter und 

warmer Hitze, sowie UV- und γ-Strahlung, aber auch hohem Druck, extremen pH-

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

Die hohe Tenazität ergibt sich durch den kompakten Aufbau der Sporen, welche 

sich aus mehreren Hüllen zusammensetzen. Im Kern befindet sich die DNA, welche 

mit kleinen säurelöslichen Peptiden (small acid-soluble proteins) verbunden ist. Im 

innersten Kompartiment sind zudem Kationen und Pyridin-2,6-Dicarbonsäure 

enthalten, welche einen Chelatkomplex mit einem zweiwertigen Calciumion bildet 

(Ca2+DPA) (Setlow, 2014). Umgeben ist der Kern von einer inneren Membran, 

welche die Diffusion von Wasser eindämmt. An diese schließen sich die 

Keimzellwand und der Cortex an. Auf eine zweite, äußere Membran folgt die 

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

Der Auskeimungsprozess läuft kaskadenartig ab und beginnt mit der Registrierung 

von veränderten Umweltbedingungen, ausgelöst durch kleine Signalmoleküle wie 

Aminosäuren, Zucker, Purine oder Nukleoside (Atluri et al., 2006, Setlow et al., 

2017). Anschließend folgt die Freisetzung von Ca2+DPA, die Hydrolyse des 

Peptidoglycancortex, Hydratation des Kerns und die Umwandlung der Zellwand. 

Der Metabolismus der Zelle nimmt zu und schließlich beginnt die Wachstumsphase 

(Setlow et al., 2017). 

Durch das allgegenwärtige Vorkommen in Böden, Sedimenten und Staub können 

B. cereus Sporen leicht aus natürlichen Reservoiren in die Lebensmittelkette 

transferiert werden (Stenfors Arnesen et al., 2008). Häufig sind rohe Produkte wie 

frisches Gemüse, Früchte, Samen, aber auch Milch mit Sporen kontaminiert 

(Berthold-Pluta et al., 2019, Vidic et al., 2020). Die Beschaffenheit der Sporen 

bildet die Voraussetzung, Maßnahmen der Lebensmittelindustrie wie Desinfektion 

oder Hitzebehandlungen zu überstehen (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 ökonomische Verluste damit einhergehen können (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 können aus einer großen Vielfalt an 

Ökosystemen wie Böden, Getreidestaub, Gewässern, 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 später, im Jahr 

1911, wies Berliner das sporenbildende Bakterium in Larven der Mehlmotte 

(Ephestia kühniella) 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 früh beschrieben (Mattes, 1927, Sanahuja et al., 2011) und 

in Frankreich wurde 1938 das erste Präparat mit Namen Sporeine vermarktet 

(Sanahuja et al., 2011). B. thuringiensis ist heute der am häufigsten zur biologischen 

Schädlingsbekämpfung verwendete Mikroorganismus weltweit (Lacey et al., 

2015). In Deutschland stehen der Land- und Forstwirtschaft 16 B. thuringiensis 

Präparate zur Verfügung, welchen fünf unterschiedliche Stämme zugrunde liegen 

(siehe Tab. 1). Elf dieser Produkte sind für den privaten Verbraucher frei zugänglich 

und sind für die Anwendung im Haus- und Kleingartenbereich zugelassen (BVL, 

2020). Es wurden keine Rückstandshöchstgehalte für diese Präparate festgelegt 

(Europäisches Parlament und Rat der Europäischen Union, 2005, Anastassiadou et 

al., 2020a, 2020b, 2020c, 2020d, 2020e). 

Tabelle 1: Übersicht über die derzeit in Deutschland zugelassenen B. 

thuringiensis Präparate 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. 

kurstaki Stamm ABTS-351 (Stamm 

HD-1) 

Ackerbau, Gemüsebau, Obstbau, 

Weinbau, Zierpflanzenbau 

DiPel DF 540 g/kg Bacillus thuringiensis spp. 

kurstaki Stamm ABTS-351 (Stamm 

HD-1) 

Ackerbau, Gemüsebau, Obstbau, 

Weinbau, Zierpflanzenbau 

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

kurstaki Stamm ABTS-351 (Stamm 

HD-1) 

Ackerbau, Gemüsebau, Obstbau, 

Weinbau, Zierpflanzenbau 
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FLORBAC* 540 g/kg Bacillus thuringiensis spp. 

aizawai Stamm ABTS-1857 

Forst, Gemüsebau, Obstbau, 

Weinbau, Zierpflanzenbau 

Gnatrol SC 123 g/l Bacillus thuringiensis spp. 

israelensis (Serotyp H-14) AM65-52 

Zierpflanzenbau 

Lepinox Plus 150 g/kg Bacillus thuringiensis spp. 

kurstaki Stamm EG-2348 

Gemüsebau, Hopfenbau, Obstbau, 

Weinbau, 

Lizetan 

Buchsbaumzünslerfrei* 

33,2 g/l Bacillus thuringiensis spp. 

kurstaki Stamm ABTS-351 (Stamm 

HD-1 

Ackerbau, Gemüsebau, Obstbau, 

Weinbau, Zierpflanzenbau 

Lizetan Raupen- & 

Zünslerfrei* 

540 g/kg Bacillus thuringiensis spp. 

aizawai Stamm ABTS-1857 

Forst, Gemüsebau, Obstbau, 

Weinbau, Zierpflanzenbau 

Neudomück 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 

Gemüsebau, Zierpflanzenbau 

Universal-Raupenfrei 

Lizetan* 

33,2 g/l Bacillus thuringiensis spp. 

kurstaki Stamm ABTS-351 (Stamm 

HD-1) 

Ackerbau, Gemüsebau, Obstbau, 

Weinbau, Zierpflanzenbau 

XenTari* 540 g/kg Bacillus thuringiensis spp. 

aizawai Stamm ABTS-1857 

Forst, Gemüsebau, Obstbau, 

Weinbau, Zierpflanzenbau 

Xentari 

BuchsbaumzünslerFrei* 

540 g/kg Bacillus thuringiensis spp. 

aizawai Stamm ABTS-1857 

Forst, Gemüsebau, Obstbau, 

Weinbau, Zierpflanzenbau 

Xentari RaupenFrei* 540 g/kg Bacillus thuringiensis spp. 

aizawai Stamm ABTS-1857 

Forst, Gemüsebau, Obstbau, 

Weinbau, Zierpflanzenbau 

Zünsler- & Raupenfrei* 33,2 g/l Bacillus thuringiensis spp. 

kurstaki Stamm ABTS-351 (Stamm 

HD-1) 

Ackerbau, Gemüsebau, Obstbau, 

Weinbau, Zierpflanzenbau 

Zünsler & Raupenfrei 

Xentari* 

540 g/kg Bacillus thuringiensis spp. 

aizawai Stamm ABTS-1857 

Forst, Gemüsebau, Obstbau, 

Weinbau, Zierpflanzenbau 

 

2.2. Virulenzfaktoren 

B. thuringiensis produziert während der Sporulation kristalline Einschlüsse, welche 

hauptsächlich zwei insektizide Proteine beinhalten (Höfte und Whiteley, 1989, 

Chattopadhyay und Banerjee, 2018). Es handelt sich um zytolytische (Cyt) und 

kristalline (Cry) Toxine, welche in unterschiedlichem Maße gebildet werden und 

gegen verschiedene Arten von Insekten und Invertebraten aktiv sind. Zu diesen 

zählen unter anderem Spezies der Ordnungen Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, 

Hemiptera und Hymenoptera, aber auch Milben und Nematoden (Schnepf et al., 

1998, Wei et al., 2003, Domínguez-Arrizabalaga et al., 2020). Wie bereits erwähnt 

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

Plasmide, welche die Gene für die insektiziden Toxine tragen (González und 
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Carlton, 1984, Gillis et al., 2018). Interessanterweise konnte eine Studie aus dem 

Jahr 2020 feststellen, dass die Fähigkeit zur Produktion von kristallinen 

Einschlüssen weniger mit der phylogenetischen Beziehung der einzelnen Stämme, 

sondern eher mit einer Nischenadaptation zusammenhängt. Die phylogenetischen 

Untersuchungen zeigten eine positive Korrelation der cry Gene auch mit B. cereus 

Spezies, was wiederum die fließenden Übergänge der Gruppe hervorhebt (Torres 

Manno et al., 2020). 

2.2.1. Cry Toxine 

Das erste cry Gen wurde 1985 kloniert und beschrieben (Schnepf et al., 1985), viele 

weitere Cry Proteine wurden seither identifiziert und anhand ihrer 

Aminosäuresequenz klassifiziert (Crickmore et al., 1998). Eine Einteilung der 

Toxine kann durch Subfamilien erfolgen, zu ihnen zählt beispielsweise die größte 

Gruppe, die drei-Domänen-Toxine, aber auch Etx_Mtx2 Proteine, Toxin_10 

Proteine und α-helikale Toxine (Li et al., 1991, Kelker et al., 2014, Dementiev et 

al., 2016, Liu et al., 2018, Domínguez-Arrizabalaga et al., 2020). Mitte 2020 wurde 

eine strukturbasierte Nomenklatur der Toxine vorgeschlagen, welche 

ausschließlich drei-Domänen-Toxine als Cry Proteine bezeichnet (Crickmore et al., 

2020). Der Großteil der Cry Proteine wird in diese Kategorie eingeordnet und ist 

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

Der Wirkungsmechanismus der Cry Toxine kann grob in zwei Modelle eingeteilt 

werden. Zum einen das Modell der sequentiellen Bindung (siehe Abb. 1), welches 

als der klassische Mechanismus bezeichnet werden kann, und zum anderen das 

Signalweg-Modell (Melo et al., 2016). Grundsätzlich ist die primäre 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 Einschlüsse 

kommt es in der alkalischen Umgebung des Insektendarms zur Lösung der Toxine 

und anschließend 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 überwunden werden 

(Malovichko et al., 2019) und die Toxine können an spezifische 

Oberflächenproteine wie N-Aminopeptidase (APN) und alkalische Phosphatase 

(ALP) Rezeptoren binden (Knight et al., 1994, Jurat-Fuentes und Adang, 2004). 

Dies fördert die Bindung an Cadherin Rezeptoren, was proteolytische Spaltungen, 
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vor allem die Abspaltung einer α-1 Helix, und strukturelle Veränderungen im Toxin 

mit anschließender Bildung eines präporösen Oligomers zur Folge hat (siehe Abb. 

1). Diese Prozesse erleichtern die Bildung einer Membranpore, die zum Zelltod 

durch osmotischen Schock führt (Vadlamudi et al., 1995, Gómez et al., 2002, Bravo 

et al., 2007). 

Das Signalwegmodell beruht auf der Beeinflussung einer Mg2+ und Ca2+ 

abhängigen Signalkaskade. Durch die Aktivierung einer Adenylatzyklase kommt 

es zum Anstieg von zyklischem Adenosinmonophosphat, was wiederum eine 

Proteinkinase A aktiviert. Letzten Endes werden Ionenkanäle aktiv und ein 

Signalweg wird eingeleitet, der den Zelltod induziert (Zhang et al., 2005, Zhang et 

al., 2006, Castella et al., 2019). 

 

Abbildung 1: Modell der sequenziellen Bindung, modifiziert nach Xu et al., 2014. 
1) Aufnahme der B. thuringiensis Sporen durch das Insekt. 2) Lösung 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 anschließenden strukturellen Veränderungen des 
Toxins. 5) und 6) Erhöhung der Bindungsaffinität und Bildung eines Oligomers mit 
Folge der Porenbildung. 
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2.2.2. Cyt Toxine 

In vivo konnte schon früh die spezifische Toxizität gegenüber Insekten der Ordnung 

Diptera nachgewiesen werden (de Maagd et al., 2003). Aus diesem Grund werden 

Cyt produzierende Stämme, wie B. thuringiensis spp. israelensis (Bti), in hohem 

Maße zur Stechmückenbekämpfung eingesetzt (Bravo et al., 2007, Mendoza-

Almanza et al., 2020). Cyt Toxine weisen zudem zytolytische Eigenschaften 

gegenüber verschiedenen Säugetierzelllinien und Erythrozyten auf (Thomas und 

Ellar, 1983a, de Maagd et al., 2003). Die dreidimensionale Struktur besteht aus 

einem β-Faltblatt im Zentrum, welches aus sechs antiparallelen Strängen 

zusammengesetzt und von einer α-Helix-Schicht umgeben ist (Li et al., 1996, 

Cohen et al., 2008, Cohen et al., 2011). Strukturelle Übereinstimmungen 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 hämolytisch 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 zunächst 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 zunächst an die Membran, anschließend kommt es zu 

Konformationsänderungen im N-Terminus, was die Oligomerisierung fördert 

(Rodriguez-Almazan et al., 2011). Eine regenschirmähnliche Struktur wird 

gebildet, welche die Lipiddoppelschicht durchzieht und überspannt, Folge ist eine 

Änderung der Membranpermeabilität (Butko, 2003, Xu et al., 2014). Ein anderes 

Modell beschreibt einen Detergenz-Effekt, wobei die Toxine Membranbestandteile 

lösen und so die Lipiddoppelschicht zerstören, 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 

Verhältnisses zwischen Toxinen und Lipiden überschritten, resultiert die Auflösung 

der Membran in ihre Bestandteile (Butko, 2003). 

Des Weiteren sind synergistische Effekte zwischen Cry und Cyt Toxinen bekannt, 

beispielsweise findet eine Bindung zwischen Cry11Aa und Cyt1Aa 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 während des vegetativen Wachstums sekretiert werden. Zu diesen 

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

Proteine) (Palma et al., 2014). 

Bisher wurden vier unterschiedliche Gruppen vegetativer, insektizider Proteine 

beschrieben. Vip1 und Vip2 bilden ein binäres Toxin, wobei Vip1 als Membran-

bindende Einheit dient und es Vip2 durch Porenbildung ermöglicht in die Zelle zu 

gelangen, wo es als enzymatischer Bestandteil wirkt (Leuber et al., 2006, Jucovic 

et al., 2008, Geng et al., 2019). Für Vip3 Toxine wird ein sequenzielles 

Porenbildungsmodell, ähnlich dem der Cry Toxine, in Betracht gezogen (Lee et al., 

2003). Die Aktivierung durch Proteasen ist dabei erforderlich, um eine 

nadelähnliche Struktur zu formen, welche die Lipiddoppelschicht durchdringen 

kann (Núñez-Ramírez et al., 2020). Die insektiziden Eigenschaften von Vip4 sind 

bisher nicht bekannt, allerdings zeigt es Sequenzhomologien zu Vip1. Es wird 

vermutet, dass es mit einer anderen, bisher unbekannten Komponente agiert, 

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

2006 wurde das sekretierte, insektizide Protein erstmals aus Überständen 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 Sequenzübereinstimmung zu Mtx3, welches von Bacillus sphaericus 

gebildet wird, weshalb ein Porenbildungsmodell in Betracht gezogen wird. Gezeigt 

werden konnte eine hohe Toxizität gegenüber Larven verschiedener Käferarten 

(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 fragwürdig, solche Präparate 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 früh in Frage gestellt und es wurde 

darauf hingewiesen, Landwirte und Verbraucher über den Gebrauch der Insektizide 
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und Methoden des Selbstschutzes aufzuklären (Green et al., 1990). Die Aufnahme 

der Biopestizidisolate durch den Anwender ist nicht nur wahrscheinlich, sondern 

konnte durch den Nachweis in humanen Fäzes bestätigt werden (Jensen et al., 

2002). Zudem gibt es Belege über Immunreaktionen (Immunglobulin G und E) bei 

Mitarbeitern landwirtschaftlicher Betriebe nach Exposition mit B. thuringiensis 

Pestiziden (Bernstein et al., 1999, Baelum et al., 2012). Es wurde dokumentiert, 

dass keine respiratorischen Symptome oder Störungen der Lungenfunktion 

auftraten (Baelum et al., 2012), jedoch konnte bei Mäusen durch wiederholte 

Aerosolexposition mit kommerziellen B. thuringiensis Präparaten eine sub-

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

In einer Studie aus dem Jahr 2008 wurden retrospektiv Bacillus Spezies, welche im 

Zusammenhang mit 39 Lebensmittelausbrüchen standen, untersucht. In vier dieser 

Fälle wurde B. thuringiensis nachgewiesen. Die Patienten zeigten Symptome wie 

Erbrechen, Übelkeit, Diarrhö, abdominale Krämpfe, aber auch Fieber und 

Kopfschmerzen (McIntyre et al., 2008). Im Jahr 2015 wurde B. thuringiensis als 

Auslöser einer schweren, akuten Entzündung des Gastrointestinaltrakts beschrieben 

(Matsumoto et al., 2015). 2016 wurde ein Fall veröffentlicht, in dem drei von fünf 

Familienmitgliedern an Übelkeit und Diarrhö litten, nachdem sie Salat und ein 

Nudelgericht verzehrt hatten. Nur diejenigen, die den Salat aßen, wiesen die 

beschriebenen Symptome auf, zudem bestätigte der Hersteller die Anwendung von 

XenTari® (B. thuringiensis spp. aizawai). Darauffolgende Kontrollen der 

Salatproben ermittelten B. thuringiensis-Konzentrationen von bis zu 1,5 × 105 

KBE/g (EFSA, 2016b). 

Neben lebensmittelassoziierten Erkrankungen konnte B. thuringiensis mit nicht-

gastrointestinalen Infektionen in Verbindung gebracht werden. Damgaard et al. 

konnten B. thuringiensis Stämme aus infizierten Brandwunden und Wasser, 

welches zur Reinigung dieser verwendet wurde, isolieren (Damgaard et al., 1997). 

Außerdem sind okulare und periorbitale Infektionen, ausgelöst 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 ähnlich gestaltet, ist die 

Differenzierung der Spezies dennoch erforderlich, um das Risiko, das potentiell von 

Biopestiziden ausgeht, zu überwachen und einzuschätzen (Damgaard et al., 1997). 
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Ebenso wie sein naher Verwandter B. cereus kann B. thuringiensis Bakteriämien 

verursachen. 2009 konnten in einer Studie mehrere Stämme aus Blut der 

betroffenen Patienten, Katheterspitzen, Gaze und der Krankenhausumgebung 

isoliert werden. Das Vorkommen der Spezies in Kliniken und ihre Fähigkeit zur 

Biofilmbildung deutet darauf hin, dass B. thuringiensis nosokomiale Infektionen 

hervorrufen kann (Kuroki et al., 2009). 

2.4. Kontroverse Debatte über den Einsatz von B. thuringiensis 

Biopestiziden 

Die Debatte über die Verbrauchersicherheit bei der Verwendung von B. 

thuringiensis Stämmen in Biopestiziden wird seit langem geführt, jedoch wurde die 

Diskussion im Jahr 2016, nach Untersuchungen der Europäischen Behörde für 

Lebensmittelsicherheit, wieder aktuell (EFSA, 2016b). Es wurde hervorgehoben, 

dass in der Routinediagnostik keine Speziesdifferenzierung stattfindet. So werden 

mögliche lebensmittelassoziierte Infektionen, aber auch klinische Erkrankungen, 

welche durch B. thuringiensis verursacht sind, übersehen (EFSA, 2016b, Johler et 

al., 2018). Die Gesamtgenomsequenzierung der Biopestizidstämme soll in Zukunft 

eine Risikoanalyse und eindeutige Identifizierung der Isolate ermöglichen. 

Außerdem wurde ausdrücklich nach Kontrollmaßnahmen und Feldstudien zur 

Persistenz der Isolate nach der Applikation verlangt (EFSA, 2016b, Torres Manno 

et al., 2020). Die Befürworter erklärten die mikrobiellen Pestizide allerdings als 

außerordentlich sicher (Raymond und Federici, 2017). Nach 

lebensmittelassoziierten Ausbrüchen seien keine Biopestizidstämme, sondern 

ausschließlich natürlich vorkommende Stämme 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 Biopestizidstämmen unterscheiden, und kam ebenso 

zu dem Schluss, dass die Genomsequenzen aller verwendeter Pestizidstämme 

öffentlich zugänglich sein sollten, um Auswirkungen auf die Umwelt und 

Lebensmittel zu kontrollieren (Frentzel et al., 2020). Eine ausführliche 

Risikobewertung der verschiedenen Biopestizide und deren Rezepturen ist für viele 

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

Ziel der vorliegenden Arbeit war zum einen die Vervollständigung eines bereits in 

Vorarbeiten etablierten Risikobewertungsschemas für enteropathogene B. cereus, 

durch die Untersuchung des Auskeimungsvermögens von Sporen unter simulierten 

Darmbedingungen. Auf diese Weise kann das toxische Potential neuer B. cereus 

Isolate wesentlich genauer abgeschätzt werden. Im Gegensatz zur bisherigen 

Routinediagnostik, die sich hauptsächlich auf das Toxinbildevermögen unter 

Laborbedingungen stützt, 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 außerdem die Auswirkungen auf CaCo-2 Zellen im Zytotoxizitätsassay 

getestet sowie weitere Pathogenitätsfaktoren, welche Teil des Infektionsprozesses 

sind. Darüber hinaus wurde die Empfindlichkeit der Isolate gegenüber alternativen 

antimikrobiellen Substanzen, welche als potentielle Dekontaminationsmittel 

genutzt werden können, ermittelt. 
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VI. DISKUSSION 

1. Komplettierung und Anwendung eines umfassenden 

Risikobewertungsschemas für präsumtive B. cereus in 

Lebensmitteln 

Das Risiko für den Verbraucher, das von Lebensmitteln ausgeht, die mit 

enteropathogenen B. cereus kontaminiert sind, ist schwer vorherzusagen. Dies liegt 

zum einen an der enormen Variabilität 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 

Verständnis der einzelnen Schritte des multifaktoriellen Infektionsprozesses 

essentiell. Durch sein allgegenwärtiges Vorkommen in Böden, Staub, aber auch auf 

der Oberfläche von (Nutz-)Pflanzen ist ein Eintrag von B. cereus in die 

Lebensmittelkette nahezu unvermeidbar (Stenfors Arnesen et al., 2008). Die extrem 

resistenten Sporen (siehe 1.4.) widerstehen sowohl verschiedenen Umweltfaktoren, 

als auch Prozessen der Lebensmittelherstellung. Selbst hohe Temperaturen können 

Sporen nicht vollständig eliminieren, weshalb Konservierungsprozesse häufig 

unzureichend sind (Radmehr et al., 2020). B. cereus ist außerdem zur 

Biofilmbildung fähig, was die Wirksamkeit von Desinfektionsmaßnahmen 

einschränkt (Ryu und Beuchat, 2005). B. cereus zeigt Wachstum in einem großen 

Temperaturbereich, von ca. 7 °C bis 50 °C, und ebenso bei pH-Werten zwischen 

ca. 4,6-7,5 (Guinebretière et al., 2008, Carlin et al., 2013). Dies ermöglicht das 

Überleben in einer Bandbreite an Lebensmitteln und während unterschiedlicher 

Prozessstufen und Lagerungsbedingungen in der Lebensmittelkette. Die 

beschriebene Problematik kann mitunter hohe wirtschaftliche Einbußen nach sich 

ziehen. Das im Rahmen dieser Arbeit vervollständigte Risikobewertungsschema 

stellt einen umfassenden und präzisen Leitfaden zur Beurteilung von neuen B. 

cereus s. l. Isolaten dar. Durch die korrekte Kategorisierung der Stämme können 

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 (siehe Publikation I). 

In der Routinediagnostik findet grundsätzlich keine Unterscheidung der Vertreter 
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der B. cereus Gruppe statt (ISO, 2004, Ehling-Schulz und Messelhäusser, 2013), 

weshalb eine Einschätzung des Beitrags von B. thuringiensis zu 

lebensmittelassoziierten Ausbrüchen 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 für B. cereus s. s., sondern auch für weitere Mitglieder der B. cereus Gruppe 

angewandt werden kann. Auch das Gefährdungspotential der hoch umstrittenen B. 

thuringiensis Isolate, welche Hauptgegenstand dieser Arbeit sind, kann durch 

dieses Testsystem eingeschätzt 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 (siehe auch 

Publikation I, Tabelle 3 und Tabelle 4). 

 

Abbildung 2: Umfassendes Risikobewertungsschema für enteropathogene B. 

cereus. A. Berücksichtigung des gesamten Infektionsprozesses in der 
Risikobewertung. Die Bewertung des Auskeimungsvermögens wurde im Rahmen 
dieser Arbeit vorgenommen. Insgesamt werden das Überleben von Sporen im 
Magensaft, deren Adhäsion an Darmepithelzellen, deren Auskeimungsvermögen, 
Motilität und Adhäsion von vegetativen Zellen in das Bewertungsschema mit 
einbezogen. Außerdem wird die Produktion der Toxinkomponente NheB im 
Vollmedium und unter simulierten intestinalen Bedingungen ermittelt, sowie die 
toxische Aktivität der Zellkulturüberstände gegenüber CaCo-2 Zellen. Der Stamm 
mit dem jeweils höchsten 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. a Da Riol 
et al., 2018., b Publikation I., c Jessberger et al., 2015., d Jessberger et al., 2017. 
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Am Beginn des Infektionsprozesses steht das Überleben von B. cereus Sporen in 

der Magenpassage, welches stammspezifisch stark variiert. Außerdem können sich 

verschiedene Lebensmittel schützend auf B. cereus Sporen im Magen auswirken. 

Die Art des Lebensmittels beeinflusst nicht nur die Anzahl der Bakterien im 

Magen-Darm-Trakt, sondern später auch die zytotoxischen Eigenschaften der 

Enterotoxine (Da Riol et al., 2018). B. cereus Sporen müssen sich nicht nur 

niedrigen und wechselnden pH Milieus stellen, die Interaktion mit 

Mikroorganismen des Gastrointestinaltrakts, sowie der Einfluss von 

Verdauungsenzymen und vieler weiterer Wirtsfaktoren müssen in die Evaluierung 

der Widerstandsfähigkeit, und somit der Enteropathogenität der einzelnen Stämme 

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

Ein weiterer essentieller Bestandteil für 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. Grundsätzlich waren die Sporen nahezu 

aller getesteter B. cereus Stämme in der Lage auszukeimen, wobei starke 

stammspezifische Unterschiede beobachtet wurden. In CGY (Casein-Glucose-

Hefe) Medium zeigten sich nach 20 Minuten Auskeimungsraten von 0 % 

(Fäzesisolat RIVM Bc 90) bis 45 % (Ausbruchsisolat F528/94). Diese starke 

Variabilität im Auskeimungsverhalten zwischen den getesteten Stämmen kann in 

der Sensitivität und der Anzahl von Auskeimungsrezeptoren an der 

Bakterienoberfläche begründet sein, die spezifisch für Signalmoleküle 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 zusätzlich mit der humanen Colonkarzinom-

Zelllinie CaCo-2 vorinkubiert wurde. Außerdem wurde ein Zellkultur-Inkubator 

(37 °C, 7 % CO2) gewählt, und die Sporen zuvor für 10 Minuten bei 80 °C erhitzt. 

Dies aktiviert zum einen die Auskeimung und simuliert zum anderen auch ein 

Wiederaufwärmen 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. Ähnliches 

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 Molekülen um Aminosäuren 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 Auslösung 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 tatsächlich gegebenen Bedingungen im Gastrointestinaltrakt schwer 

vorherzusagen, da bespielweise auch Lebensmittelinhaltsstoffe Einfluss auf die 

Auskeimung nehmen können. 

Liegen vegetative B. cereus im Darm vor, ist ein weiterer wichtiger Faktor zur 

Besiedelung des Wirts ihre Fähigkeit 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. Ihr Beitrag zur Adhäsion 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 maßgeblich durch die Adhäsionsfähigkeit der Bakterien beeinflusst wird, 

einen entscheidenden Faktor zur Enteropathogenität dar (Stones und Krachler, 

2016). Außerdem wurden neben Flagellin auch S-Layer Komponenten und 

Proteasen als Adhäsionsfaktoren identifiziert, sie binden an Muzin oder Fibronektin 

(Sánchez et al., 2009). Wenngleich alle beschriebenen Elemente entscheidend für 

den Ausbruch der Krankheit sind, kommt dem Grad der Kontamination, sowie dem 

Ausmaß 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. 

ausführlich beschrieben. 

Mit dem erarbeiteten, vollständigen Risikobewertungsschema können neue B. 
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cereus Isolate präzise und zuverlässig eingeordnet werden. Hierfür wurden alle 

oben beschriebenen Parameter für ein ausgewähltes Set an 20 enteropathogenen 

und apathogenen Stämmen vergleichend getestet. Dem Stamm mit dem jeweils 

höchsten Ergebnis je Test wurden 100 Prozentpunkte zugeordnet, alle übrigen 

daran angepasst. Anschließend erfolgte die Addition aller Prozentpunkte und die 

darauffolgende Einteilung in drei Kategorien. Lebensmittelisolate können 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 

können. 

  

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

Schädlingsbekämpfung 

B. thuringiensis Präparate bieten im Einsatz gegen Schädlinge in der Land- und 

Forstwirtschaft eine wirksame Alternative gegenüber chemischen Pestiziden. Diese 

werden vom Verbraucher häufig mit Kontamination und Verschmutzung der 

Umwelt, Beeinflussung und Schädigung von Organismen, welche nicht Ziel der 

Applikation sind, und Risiken für die Lebensmittelsicherheit und Gesundheit 

assoziiert (Kim et al., 2017b, Main et al., 2018). Ähnlich wie chemische Pestizide 

weisen B. thuringiensis Präparate einen schnellen Wirkeintritt auf, können 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 größte Vorteil bei der Anwendung der B. thuringiensis-basierten Pestizide liegt 

in der hohen Spezifität. Die Wirkungsweise schließt Solubilisierung sowie 

Aktivierung der Toxine im Insektendarm und Bindung an spezifische Rezeptoren 

ein (siehe 2.2.1. und 2.2.2.), was die Aktivität auf bestimmte Ordnungen von 

Insekten beschränkt (EFSA, 2016b). Der Selektionsdruck durch unterschiedliche, 

physiologische Wirtsfaktoren, welche bei der Wirkungskaskade der Cry und Cyt 

Toxine eine Rolle spielen, könnte unter anderem zu der großen Vielfalt und 

Spezifität dieser Toxine geführt haben (de Maagd et al., 2003, Palma et al., 2014). 

Auch die Wirkung der Vip Proteine ist abhängig von der Bindung an spezifische 
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Rezeptoren der Darmoberfläche, weshalb Spezies bestimmter Ordnungen wie 

Coleoptera, Hemiptera und Lepidoptera besonders anfällig sind (Chakroun et al., 

2016). B. thuringiensis Stämme, welche Sip Proteine sekretieren, sind spezifisch 

toxisch für 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 für den medizinischen Sektor 

von Relevanz. In Bezug auf vektorübertragene Krankheiten, für die weder eine 

geeignete Behandlung noch ein Impfstoff vorhanden ist, ist die Reduktion der 

Krankheitsüberträger die einzige Methode zur Eindämmung von Ausbrüchen 

(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 

Übertragung des Dengue Fiebers durch Aedes aegypti analysiert. Die Anwendung 

der Biopestizide in zwei Zyklen konnte die Übertragung deutlich verringern (Setha 

et al., 2016). Die Bekämpfung von A. aegypti durch B. thuringiensis ist auch bei 

der Prävention 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 Länder, deren Wasserversorgung von Wasserspeichern abhängig ist, 

müssen regelmäßig Präventionsmaßnahmen durchführen, um eine Eliminierung der 

verschiedenen Entwicklungsstadien der Vektoren zu gewährleisten (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 Überlebensfähigkeit, die 

Auskeimung und die Kolonisierung von B. thuringiensis Biopestizidstämmen 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 erklärten kürzlich, dass medizinische Daten der 

Präparate, 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 während der Prozesskette (Entwicklung, Herstellung, Zubereitung, 

Feldanwendung) enthielten (Anastassiadou et al., 2020a, 2020b, 2020c, 2020d, 

2020e). 



VI. Diskussion    67 

Mitte der 1990er Jahre wurden außerdem die ersten transgenen B. thuringiensis 

Nutzpflanzen hergestellt, welche zunächst cry (Llewellyn et al., 1994), später aber 

auch vip Gene trugen (Pradhan et al., 2016). Diese Entwicklung hatte primär 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 Schäden und Ausfälle durch 

Coleoptera, Hemiptera und Lepidoptera (Xiao und Wu, 2019). In Europa ist derzeit 

eine gentechnisch veränderte 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 (Consmüller et 

al., 2010). 

Trotz aller genannten Vorteile lässt vor allem die nahe genetische Verwandtschaft 

zwischen B. thuringiensis und B. cereus den hohen Einsatz eines potentiell 

schädlichen Bakteriums fragwürdig erscheinen. Durch 16S rRNA Analysen konnte 

eine Gensequenzübereinstimmung von über 99 % festgestellt werden (Ash et al., 

1991), weshalb sich die Identifizierung und die taxonomische Einteilung als sehr 

komplex erweist (siehe 1.1.). 

Wie bereits erläutert ist die Spezifität 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 

klären, ob die Vorteile der Präparate schwerer wiegen als ihre möglichen 

Auswirkungen auf die Lebensmittelsicherheit. Wahrscheinlich ist, dass durch den 

extensiven Einsatz der Präparate die Dunkelziffer der durch B. thuringiensis 

ausgelösten lebensmittelassoziierten Krankheitsausbrüche weitaus höher ist als 

bisher angenommen (EFSA, 2016b). Diagnostisch werden im Lebensmittelsektor 

nach internationalem Standard (ISO 7932:2004) mittels Selektivmedien und 

Auszählung der Kolonien präsumtive B. cereus nachgewiesen (ISO, 2004, Ehling-

Schulz und Messelhäusser, 2013). Eine Unterscheidung der Mitglieder der B. 

cereus Gruppe ist mit diesen Methoden nicht sicher möglich (Märtlbauer und 

Becker, 2016). Der Ausschuss der Europäischen Behörde für 

Lebensmittelsicherheit empfahl deshalb, in der Routinediagnostik 

Differenzierungsmethoden einzuführen (EFSA, 2016b). Eine unkomplizierte und 
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schnelle Methode zur Unterscheidung ist durch Phasenkontrastmikroskopie 

möglich, doch dies erfordert ein geschultes Auge, um kristalline Einschlüsse (B. 

thuringiensis) zweifelsfrei von anderen Bestandteilen zu differenzieren (EFSA, 

2016b). 

Lebensmittelinfektionen, welche mit B. cereus s. l. in Zusammenhang stehen, 

werden meist mit Konzentrationen von über 105 KBE/g assoziiert (EFSA, 2016b), 

allerdings sind auch Ausbrüche mit weitaus niedrigerer Keimbelastung, teilweise 

unter 103 KBE/g, dokumentiert (Glasset et al., 2016). Kommerzielle B. 

thuringiensis Präparate, die bis zum Beginn der Ernte eingesetzt werden dürfen 

(Lacey et al., 2015), weisen Sporenkonzentrationen von bis zu 6,4 × 1010 KBE/g 

(EFSA, 2016a) auf, um eine ausreichende Wirksamkeit zu ermöglichen. Es ist 

kaum möglich, Schlussfolgerungen über 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.) abhängt 

(EFSA, 2016b). Eine Studie aus dem Jahr 2020 untersuchte die Prävalenz von B. 

cereus s. l. auf Paprika und Tomaten, wobei B. thuringiensis 93 % und 99 % der 

Isolate ausmachte. Die Autoren stellten dar, dass nicht selten Koloniezahlen von 

103-104 KBE/g erreicht wurden, einige Proben lagen in einem Bereich, der als 

kritisch für die Lebensmittelsicherheit betrachtet werden kann (über 105 KBE/g). 

Außerdem konnten MLST Analysen die Isolate nicht eindeutig von 

Biopestizidstämmen unterscheiden (Frentzel et al., 2020). 

B. cereus Stämme variieren sehr stark in ihrem toxischen Potential (Jessberger et 

al., 2015), weshalb zur exakten Einschätzung komplexe Analyseschemata 

herangezogen werden müssen. Eine ähnliche Herangehensweise ist zur Beurteilung 

von B. thuringiensis erforderlich. In dieser Arbeit wurden 24 B. thuringiensis 

Stämme 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 

Aktivität, Auskeimungsvermögen und Motilität untersucht. 

Alle Isolate in dieser Studie wurden dem panC Typ IV zugeordnet, was mit anderen 
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Arbeiten übereinstimmt (Johler et al., 2018). Dort kamen die Autoren zu dem 

Schluss, dass die enge genetische Verwandtschaft zwischen den Isolaten auf ein 

Vorkommen von Biopestizidstämmen in Lebensmitteln hindeutet. Wenngleich das 

Risiko zur Auslösung einer Lebensmittelinfektion für Stämme mit panC Typ III am 

höchsten eingeschätzt wurde (Guinebretière et al., 2010), konnten Typ IV Stämme 

mit Ausbrüchen in Verbindung gebracht werden (Guinebretière et al., 2008, 

Jessberger et al., 2015). Aus diesen Gründen sollten Mitglieder dieser Gruppe in 

der Risikobewertung eine besondere Berücksichtigung finden. 

Die Präsenz der Enterotoxingene bietet eine erste Einschätzung des pathogenen 

Potentials der B. thuringiensis Isolate. Die Gene sind chromosomal kodiert und eine 

Unterscheidung von B. cereus ist deshalb auf chromosomaler Ebene kaum möglich 

(EFSA, 2016b). Für alle 24 Isolate konnte ein Nachweis für hblC und nheA erbracht 

werden, was mit Resultaten anderer Studien übereinstimmt (Kim et al., 2014, Kim 

et al., 2017a). Diese Autoren konnten zudem eine Prävalenz von bis zu 100 % für 

hblD, hblA, nheB und nheC in den getesteten B. thuringiensis Stämmen nachweisen 

(Kim et al., 2014, Kim et al., 2017a). Erwartungsgemäß wies keiner der hier 

untersuchten B. thuringiensis Stämme cytK1 auf, wohingegen cytK2 in 92 % 

nachgewiesen wurde. Die ermittelte (cytK2) Prävalenz erscheint im Vergleich zu 

den Daten früherer Studien relativ hoch (Kovac et al., 2016, Kim et al., 2017a). Im 

Gegensatz dazu wurde in einer weiteren Arbeit, welche ebenso B. thuringiensis 

Stämme vielfältiger Ursprungsorte analysierte, eine ähnliche Prävalenz festgestellt 

(Johler et al., 2018). Interessanterweise besitzen B. cereus s. l. Stämme, welche 

panC Typ IV zugeordnet sind, besonders häufig cytK (Johler et al., 2018, Miller et 

al., 2018). 

Enterotoxingene scheinen, unabhängig des Ursprunges der Isolate (inklusive 

Biopestizidstämmen, Isolaten aus Lebensmitteln und Bodenproben), regelmäßig in 

B. thuringiensis vorzukommen, folglich ist die genetische Vorrausetzung zur 

Auslösung einer B. cereus-ähnlichen Infektion vorhanden. Zur Einschätzung des 

Risikopotentials sind allerdings weitere Charakterisierungsmethoden unbedingt 

nötig. In dieser Arbeit wurde besonders darauf Wert gelegt, das Stammset unter 

simulierten Darmbedingungen zu analysieren, da Wirtsfaktoren und 

Darmparameter eine entscheidende Rolle für die Enteropathogenität darstellen 

(Jessberger et al., 2017). Stämme, welche ein besonders gutes 

Auskeimungsvermögen, vor allem unter dem Einfluss von Faktoren des 
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Gastrointestinaltrakts aufweisen, können mit einer höheren Wahrscheinlichkeit zur 

Auslösung des Diarrhö-Syndroms führen. Die untersuchten Stämme zeigten sich in 

ihrer Fähigkeit zur Auskeimung sehr variabel. Bis auf zwei Isolate konnten alle in 

nährstoffreichem Medium auskeimen. Der größte Anteil der Isolate (42 %) keimte 

dabei besonders unter vorheriger Hitzeaktivierung aus. Einige Stämme wiesen auch 

deutliche Auskeimung unter simulierten Darmbedingungen auf, wobei Stamm MHI 

3370 (isoliert aus Mehlmotten-Larven) mit 32 % am deutlichsten auskeimte. Auch 

kommerziell erhältliche Biopestizidisolate keimten unter simulierten intestinalen 

Bedingungen aus. Dies steht in Kontrast zu den Resultaten eines anderen Autors, 

der die Sicherheit dieser Biopestizidstämme verficht (Zommick, 2018). In der 

Arbeit, die bislang nur als Konferenzbeitrag veröffentlicht wurde, werden 

Überleben, sowie Auskeimung und Adhäsion von zwei kommerziell verwendeten 

Biopestizidstämmen 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 104-105 KBE/ml überlebende Bakterien, inklusive 

ausgekeimter Sporen, verzeichnet (Zommick, 2018). 

Die Fähigkeit zur aktiven Fortbewegung stellt, wie bereits erwähnt, einen wichtigen 

Mechanismus der Pathogenese dar. Außerdem steht die Motilität in Zusammenhang 

mit Adhäsion und der Enterotoxinproduktion, wodurch ihre Bedeutung als 

Virulenzfaktor bekräftigt 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 Motilität von B. thuringiensis auf die Entwicklung einer 

Endophthalmitis. Es konnte gezeigt werden, dass der Verlust der Retinafunktion in 

nicht-motilen Stämmen, verglichen mit dem Wildtyp-Stamm, signifikant reduziert 

ist und die Fähigkeit zur Migration zur Pathogenese beiträgt (Callegan et al., 2005). 

Das vorliegende Stammset wurde auf „swimming“ (CGY Platten mit 0,25 % Agar, 

Inkubation bei 37 °C über 24 h) untersucht, bei dieser Form der Motilität bewegen 

sich die Bakterien individuell in flüssigen Medien fort (Senesi et al., 2010). Ebenso 

wie beim Auskeimungsvermögen wurde bei der Auswertung der Motilität eine 

stammspezifische Ausprägung der Fähigkeit festgestellt. Sechs der Isolate zeigten 
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eine sehr hohe Motilität und erreichten nach 24 h den maximalen 

Plattendurchmesser. Unter diesen waren auch drei Biopestizidisolate. 

Dennoch bleibt der entscheidende Schritt zur Auslösung des Diarrhö-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 Biopestizidstämme, dazu fähig zu wachsen. 

Zudem konnte mittels ELISA der Nachweis für die Produktion der 

Enterotoxinkomponenten NheB und Hbl L2 erbracht werden. Bei der Anwendung 

eines B. cereus-Klassifizierungsschemas für NheB Produktion unter simulierten 

Darmbedingungen (reziproke Titer im ELISA, Jessberger et al., 2017) konnte acht 

B. thuringiensis Stämmen eine geringe, ebenso vielen eine mittlere und hohe 

Toxinproduktion zugeschrieben werden. Fünf der Stämme, 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 Stämme aufgrund ihrer biologischen Aktivität 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 

ähnliche Toxizität von B. thuringiensis gegenüber Vero-Zellen fest, wie es auch auf 

B. cereus Stämme 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 standardmäßig 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 Aktivität in Zellkulturassays (Damgaard, 

1995, Gaviria Rivera et al., 2000, Kim et al., 2014). Die in dieser Arbeit 

untersuchten B. thuringiensis Stämme zeigten sich bezüglich ihrer 

Enterotoxinproduktion und der gemessenen Zytotoxizität zum einen sehr variabel. 

Zum anderen konnte in keinem der angewandten Tests eindeutig zwischen 

Biopestizidisolaten und anderen Isolaten unterschieden werden. Die zytotoxische 

Aktivität entsprach im Allgemeinen durchaus der von bekannten enteropathogenen 

B. cereus Isolaten. 
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Nach den hier dargestellten Ausführungen halten sich die Vor- und Nachteile der 

Verwendung von B. thuringiensis in der biologischen Schädlingsbekämpfung die 

Waage. B. thuringiensis ist aufgrund seiner vielen Vorteile und der 

unterschiedlichen Anwendungsmöglichkeiten aus der Land- und Forstwirtschaft 

nicht mehr wegzudenken. Andererseits gibt es ein berechtigtes Sicherheitsrisiko für 

den Verbraucher. Daher muss zum einen in der Diagnostik genau zwischen B. 

thuringiensis und B. cereus differenziert werden und zum anderen müssen 

Gesamtgenomsequenzen und eindeutige (genetische) Marker für die 

Biopestizidstämme zugänglich sein, um sie im Verdachtsfall als Erreger 

gastrointestinaler Erkrankungen ausschließen zu können. 

 

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. Außerdem wird der Verbraucherwunsch nach 

reduziertem Einsatz chemischer Substanzen in der Lebensmittelproduktion immer 

deutlicher (Calo et al., 2015). 

Im Gegensatz zu B. cereus beschäftigten sich weniger Studien mit der Sensitivität 

von B. thuringiensis gegenüber 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 Aktivität dieses Öls wurde auch für B. thuringiensis gezeigt 

(Marino et al., 1999), was in Kontrast zu den Ergebnissen dieser Arbeit steht, in der 

keiner der ausgewählten Stämme durch diesen pflanzlichen Extrakt im Wachstum 

gehemmt wurde. Dies verdeutlicht wiederum die großen 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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Öl des Cassia-Zimtes die stärkste antimikrobielle Wirkung gegenüber der 

getesteten B. thuringiensis Isolate aufweist, gefolgt von Zitrusöl (pure Zitralform; 

isoliert aus Zitronengras), Oregano und zuletzt Winterbohnenkraut. Für die 

untersuchten B. thuringiensis Isolate ergab sich eine ähnliche Effektivitätsskala 

bezüglich der MIC Werte wie für B. cereus Stämme (Dussault et al., 2014). 

Doch inwiefern könnten pflanzliche Extrakte Anwendung in der 

Lebensmittelindustrie finden? Neben der Prüfung der Empfindlichkeit der 

verschiedenen B. thuringiensis Stämme gegenüber alternativen antimikrobiellen 

Stoffen wurde im Rahmen dieser Arbeit auch ihr Einsatz bezüglich der 

Risikoprävention im Lebensmittel evaluiert (Daten nicht publiziert). Zur 

Einschätzung des Risikos für den Verbraucher bei der Anwendung von 

Biopestiziden wurden zunächst Salatproben mit vegetativen B. thuringiensis Zellen 

(ca. 107 KBE/ml) und Sporen (ca. 106 KBE/ml) beimpft. MHI 2873, ein Isolat 

tierischen Ursprungs, MHI 3163, ein Lebensmittelisolat, und MHI 3240 und MHI 

3369, zwei Biopestizidstämme, wurden zur Testung herangezogen. Im Fokus stand 

die Untersuchung der Adhäsionsfähigkeit der Zellen und der Effekt von 

Waschschritten, welche zusätzlich durch die Anwendung von Zitrusöl optimiert 

wurden. Der pflanzliche Extrakt wurde mit einer Konzentration von 0,053 % 

eingesetzt, da diese Konzentration im Mikrodilutionsversuch eine 

Wachstumshemmung hervorrief (diese Arbeit, Publikation II). Ohne Zugabe des 

Öls 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 % Zitrusöl im 

Waschwasser führte zu einer Reduktion um 88 %, sowohl für vegetative Zellen als 

auch für 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 Öls eine zusätzliche Reduktion um 4 

% (MHI 3163), 8 % (MHI 3240) und 10 % (MHI 3369) erreicht werden. Die KBE 

der Sporen von MHI 2873 konnte nicht weiter reduziert werden. 

Es wird vermutet, dass pflanzliche Extrakte mit Oberflächenproteinen der 

Bakterien interagieren und somit deren Adhäsionsfähigkeit beeinflussen und 

herabsetzen (Nostro et al., 2007, Soni et al., 2013). Diese Hypothese stellt eine 
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mögliche Erklärung für die Verbesserung des Waschschritts durch den Einsatz 

eines pflanzlichen Extrakts dar. Genauso konnten Millan-Sango et al. (2016) eine 

Reduktion der Keimbelastung (Salmonella enterica) auf Salat bei einer Erhöhung 

der Konzentrationen der Pflanzenextrakte (Oregano und Thymian) feststellen 

(Millan-Sango et al., 2016). Außerdem gaben sie in einer anderen Studie an, dass 

sich große 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 präventive Maßnahme gegen B. thuringiensis darstellen und das Ausmaß der 

Kontamination verringern können. 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 

verhältnismäßig hohe Bakterien- bzw. Sporenkonzentrationen. Weitere 

Untersuchungen, welche die Auswirkungen höherer Konzentrationen der 

Pflanzenextrakte betrachten, sowie Extrakt-Kombinationen und eine Optimierung 

des Waschprozesses könnten vielversprechende Resultate liefern. Zudem sollten 

mehr Stämme beprobt werden, um vergleichende Aussagen treffen zu können. 

Interessant wären weiterführende Untersuchungen zur Ursache der Reduktion, ob 

es sich beispielsweise tatsächlich 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 für enteropathogene B. cereus 

vervollständigt werden, welches größtenteils 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, könnte durchaus ein erhöhtes Gesundheitsrisiko 

mit sich bringen. 

Dennoch scheint ein Verbot der Präparate keine Option zu sein, angesichts der 

großen Vorteile, welche diese bieten. Um mit der stets wachsenden 

Weltbevölkerungszahl Schritt zu halten, muss die landwirtschaftliche Produktion 

bis 2050 um nahezu das Doppelte ansteigen (Tilman et al., 2011, Pawlak und 

Kołodziejczak, 2020). Zur Gewährleistung dieses Ziels spielen unter anderem 

nachhaltige und umweltfreundliche Insektizide eine entscheidende Rolle, um 

Verluste zu minimieren. Durch den vermehrten Einsatz von B. thuringiensis 

Präparaten konnte der Gebrauch chemischer Mittel erheblich reduziert werden. 

Eine Möglichkeit zur Minimierung der Sporenlast auf Lebensmitteln wäre die 

Einführung von Applikationsintervallen, damit der Einsatz der Pestizide nicht bis 

unmittelbar vor Beginn der Ernte möglich ist. Dies könnte zur Unterschreitung 

einer potentiell schädlichen Konzentration von 105 KBE/g Lebensmittel führen. 

Prozesshygienekriterien für B. cereus s. l. wurden auf EU-Ebene ausschließlich für 

getrocknete Säuglingsanfangsnahrung und getrocknete diätetische Lebensmittel für 

besondere medizinische Zwecke, die für Säuglinge unter 6 Monaten bestimmt sind, 

festgelegt (n = 5, c = 1, m = 50 KBE/g, M = 500 KBE/g) (Europäische Kommission, 

2007). Denkbar wäre auch eine Anpassung der Lebensmittel- und 

Prozesshygienekriterien für B. cereus s. l. für weitere Lebensmittelgruppen. Eine 

Konzentration festzulegen, welche sicher mit einem Risiko für 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 Präparaten 

behandelt wurden, könnte den Verbraucher sensibilisieren und die Einhaltung von 

Hygienekonzepten und Lagerungsbedingungen zur Prävention von B. cereus s. l. 

Infektionen fördern. Diese Informationen sind besonders für immunsupprimierte 

Gruppen und Einrichtungen, welche Gerichte für diese bereitstellen 

(Pflegeeinrichtungen, Krankenhäuser), von Bedeutung. 

Die genaue Charakterisierung der eingesetzten Biopestizidstämme und eine 

Bewertung des Gefährdungspotentials der Präparate, wie es von der Europäischen 

Behörde für Lebensmittelsicherheit gefordert und bereits im Rahmen dieser Arbeit 
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primär umgesetzt wurde, ist dringend notwendig und scheint schlussendlich der 

beste Weg zur Überwachung der Biopestizidstämme. 

Als alternative, natürliche Agenzien gegen B. thuringiensis und B. cereus 

Kontaminationen könnten Pflanzenextrakte in vielen Ebenen der Lebensmittelkette 

Einzug finden und lebensmittelbedingte Infektionen einschränken.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG 

B. thuringiensis ist der am häufigsten zur biologischen Schädlingsbekämpfung 

eingesetzte Mikroorganismus weltweit. Jedoch warfen seine nahe genetische 

Verwandtschaft zu B. cereus s. s., seine Fähigkeit zur Enterotoxinproduktion und 

lebensmittelbedingte Ausbrüche die Frage nach der Sicherheit der Präparate auf. 

Außerdem ist die Dunkelziffer der durch B. thuringiensis ausgelösten 

Erkrankungen durch einen Mangel an Differenzierung der Spezies in der 

Routinediagnostik vermutlich verhältnismäßig hoch. 

In der vorliegenden Arbeit wurden 24 B. thuringiensis Stämme unterschiedlichen 

Ursprungs auf ihr enteropathogenes Potential untersucht. Die Stämme wiesen nicht 

nur die genetischen Voraussetzungen (Toxingene: hbl, nhe und cytK2) zur 

Auslösung einer lebensmittelassoziierten Diarrhö auf, sie zeigten zudem Wachstum 

und Enterotoxinproduktion unter simulierten intestinalen Bedingungen. Zudem 

konnten mittels Zytotoxizitätsassay 14 Stämme als hochtoxisch gegenüber CaCo-2 

Zellen, acht als mittelgradig toxisch und nur zwei als kaum toxisch eingestuft 

werden. Des Weiteren wurden das Auskeimungsvermögen und die Fähigkeit zur 

Fortbewegung als zusätzliche Pathogenitätsfaktoren des multifaktoriellen 

Infektionsprozesses betrachtet. Interessanterweise waren auch Biopestizidstämme 

zur Auskeimung unter simulierten Darmbedingungen fähig und zeigten ein hohes 

Motilitätsvermögen. Als präventive Maßnahme zur Einschränkung des Risikos 

einer B. cereus-ähnlichen Infektion wurden pflanzliche Extrakte auf ihre 

antimikrobiellen Eigenschaften gegenüber B. thuringiensis untersucht. Im 

Mikrodilutionsversuch wies das Öl des Cassia-Zimtes die stärkste antimikrobielle 

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

Diese Arbeit verdeutlicht, dass durchaus von einem enteropathogenen Potential von 

B. thuringiensis auszugehen ist, wobei Biopestidzidstämme nicht eindeutig von 

anderen Isolaten abgegrenzt werden konnten. Daher ist die eindeutige 

Identifizierung dieser Stämme durch genetische Marker erforderlich, ebenso wie 

eine umfangreiche Analyse zur Risikoermittlung. Das dargestellte und im Rahmen 

dieser Arbeit vervollständigte Risikobewertungsschema für B. cereus kann hierbei 

größtenteils für B. thuringiensis Anwendung finden. Außerdem 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 cytK2) 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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