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Nachweis von Bacillus cereus (B. cereus) Toxin Cereulid
Im Jahresbericht 2010 wurde erstmals über die LC-MSMS-Analysenmethode berichtet, die in unserem Labor etabliert wurde, um das emetische (Erbrechen verursachende) B. cereus Toxin, Cereulid, in Extrakten von emetischen B. cereus-Kulturen nachzuweisen. B. cereus Stämme vermehren sich vor allem in vorgekochten stärkehaltigen Lebensmitteln wie z.B. Reis, Teigwaren und Kartoffelstock. Die Hygieneverordnung in der Schweiz legt für hitzebehandelte, kalt oder aufgewärmt genussfertige Lebensmittel einen Toleranzwert von 1000 KbE B. cereus pro g Lebensmittel fest.
	Cereulid, ein zyklisches Dodekadepsipeptid, schädigt Mitochondrien-Membranen und Leberzellen und wird als gesundheitlich gefährlich eingestuft. Das hitzestabile Cereulid wird nicht erst im Darm nach Verzehr vom kontaminierten Lebensmittel gebildet, sondern liegt präformiert im Lebensmittel vor. Dies erklärt, wieso erste Leitsymptome wie Erbrechen und Übelkeit schon 1 bis 6 Stunden nach Einnahme der kontaminierten Speisen auftreten können. 
	

Molekülstruktur von Cereulid


Bis vor kurzem gelang der Nachweis von Cereulid nur indirekt und ausschliesslich in wenig routinetauglichen Tierversuchen und Zellkultursystemen. Die neue LC-MSMS-Methode erlaubt den direkten Nachweis von Cereulid in mit B. cereus kontaminierten Lebensmitteln auch nach dem Absterben der Cereulid-bildenden Erreger. Gezielte Abklärungen von Lebensmittelvergiftungen mit Verdacht auf B. cereus-Intoxikation sind somit innert wenigen Stunden möglich geworden.
Im Berichtsjahr wurden Massnahmen getroffen, um die analytische Methode zu optimieren und eine quantitative Bestimmung von Cereulid in Lebensmitteln zu ermöglichen. Cereulid ist als handelsübliche Referenzsubstanz noch nicht erhältlich. Die hauseigene Biosynthese konnte nur unreine Zellextrakte mit niedriger und unbekannter Cereulidkonzentration liefern. Demzufolge wurde die Synthese von hochreinen Referenzsubstanzen einem externen Labor in Auftrag gegeben. Mit dem Erwerb von synthetisch hergestelltem Cereulid und isotop-markiertem internen Standard (13C6-Cereulid), konnte die Nachweismethode erheblich verbessert werden. Damit ist eine genaue und reproduzierbare quantitative Bestimmung von Cereulid bis in den Spurenbereich von 20 µg/kg möglich geworden.

Nach Optimierung der LC-MSMS-Methode wurde eine Extraktionsmethode für eine breite Auswahl an stärkereichen Lebensmitteln etabliert und validiert. Mit dem 2-Phasen-Extraktionssystem wurden für Cereulid hohe Wiederfindungsraten (>95%) aus allen untersuchten Lebensmitteln erzielt. Danach erfolgten erste quantitative Untersuchungen an B. cereus-Stämmen, die seit Projektbeginn aus Lebensmitteln isoliert wurden, die im Rahmen von Routine-untersuchungen in Restaurationsbetrieben erhoben wurden. Die Ergebnisse sind in der untenstehenden Tabelle aufgeführt. In bisher 21 vorgekochten Lebensmitteln, die in Restaurationsbetrieben amtlich erhoben wurden, wurden Überschreitungen vom Toleranzwert für B. cereus zwischen 1.1·103 und 1.7·106 KbE/g erfasst. Aus jedem dieser Lebensmittel wurden wenn möglich fünf B. cereus-Isolate auf ihre Fähigkeit Cereulid zu bilden geprüft. In Isolaten aus vier (19%) Lebensmitteln wurde das für die Bildung des emetischen Toxins verantwortliche ces-Gen nachgewiesen mit Real-Time PCR. Aus diesen Isolaten konnten 9.20 bis 91.0 µg Cereulid pro g Zellmaterial (Nassgewicht) extrahiert werden. In den vier kontaminierten Lebensmitteln selber konnte jedoch kein Cereulid nachgewiesen werden.

Positiv- und Negativkontrollen von nachweislich Cereulid-bildenden bzw. nachweislich nicht emetischen B. cereus-Referenzstämmen wurden in allen Untersuchungen routinemässig mitgemessen. Sämtliche Analysen haben ausschliesslich übereinstimmende Ergebnisse zwischen den mikrobiologischen, molekularbiologischen und chemischen Untersuchungen hervorgebracht. Alle 17 isolierte ces-Gen-positive B. cereus Stämme produzierten unter idealen Wachstumsbedingungen (bei 30ºC auf Blutagar) Cereulid. In der Regel ist ab einem B. cereus-Gehalt von 105-106 KbE/g Lebensmittel damit zu rechnen, dass, sofern es sich um einen emetischen Stamm handelt, genügend Toxin vorliegt, um eine Erkrankung beim Menschen auszulösen. Unsere ersten Resultate zeigen, dass sogar Lebensmittel, die mit mehr als 1·106 KbE emetischen B. cereus/g kontaminiert sind, auch Cereulid-unbelastet sein können. Die kontaminierten Lebensmittel wurden nach ihrer Zubereitung vermutlich korrekt aufbewahrt, d.h. zu kühl und kurz, um optimale Bedingungen für eine Cereulid-Produktion zu gewährleisten. Die Sauerstoffverfügbarkeit, welche von der Beschaffenheit des kontaminierten Lebensmittels abhängt, ist ein weiterer Faktor, der die Bildung und Verteilung von Cereulid in einem Lebensmittel massgeblich beeinflusst. Die Auswirkung solcher Faktoren auf die Cereulid-Produktion soll als nächstes in Laborversuchen mit unterschiedlichen Lebensmitteln, die mit verschiedenen Cereulid-bildenden B. cereus Stämmen künstlich kontaminiert werden, untersucht werden.

	Lebensmittel
	B. cereus

KbE/g
	ces-Gen*
	Cereulid im Isolat**

(µg/g)
	Cereulid im Lebensmittel**
(µg/kg)

	Reis
	7.0·103
	n.n. (in 5 von 5 Isolaten)
	n.n.
	-

	Wirz
	1.2·103
	n.n. (in 5 von 5 Isolaten)
	n.n.
	-

	Erbsenpüree
	1.1·103
	n.n. (in 5 von 5 Isolaten)
	n.n.
	-

	Spargelsuppe
	1.7·106
	nachweisbar (in 5 von 5 Isolaten)
	9.20
	n.n.

	Reis
	2.8·104
	nachweisbar (in 4 von 4 Isolaten)
	18.4
	n.n.

	Lammkopf für Suppe
	5.3·103
	n.n. (in 5 von 5 Isolaten)
	n.n.
	-

	Risotto-Funghi
	7.4·103
	n.n. (in 5 von 5 Isolaten)
	n.n.
	-

	Püree
	4.7·105
	n.n. (in 5 von 5 Isolaten)
	n.n.
	-

	Reis
	9.9·103
	nachweisbar (in 5 von 5 Isolaten)
	56.5
	n.n.

	Nudeln
	2.5·103
	n.n. (in 4 von 4 Isolaten)
	n.n.
	-

	Spargeln weiss
	1.7·104
	n.n. (in 5 von 5 Isolaten)
	n.n.
	-

	Risotto
	7.5·103
	n.n. (in 5 von 5 Isolaten)
	n.n.
	-

	Schupfnudelnpfanne
	1.7·103
	nachweisbar (in 3 von 5 Isolaten)
	91.0
	n.n.

	Reis
	1.5·103
	Analyse ausstehend
	n.n.
	n.n.

	Gemüsesuppe
	>1.0·104
	Analyse ausstehend
	n.n.
	n.n.

	Tomatensauce
	2.4·103
	Analyse ausstehend
	n.n.
	n.n.

	Gefüllte Omeletten
	3.2·103
	Analyse ausstehend
	n.n.
	n.n.

	Spätzli
	2.0·104
	-
	-
	n.n.

	Rosenkohl
	4.6·104
	-
	-
	n.n.

	Risotto
	5.9·103
	-
	-
	n.n.

	Spätzli
	3.0·103
	-
	-
	n.n.


*mittels Real-Time PCR geprüft

**Durchschnittswerte der jeweiligen Anzahl ces-Gen positiven Isolate

- = Isolate bzw. Lebensmittel nicht vorhanden
n.n. = nicht nachweisbar
Seit Oktober 2011 bietet das Kantonslabor Basel-Stadt Untersuchungen von Lebensmittelproben, die in Verdacht stehen mit emetischen B. cereus-Keimen kontaminiert zu sein, für alle kantonalen Laboratorien in der Schweiz an. Erste Lebensmittelproben, die in ausserkantonalen Restaurationsbetrieben amtlich erhoben wurden und Toleranzwertüberschreitungen für B. cereus aufwiesen, sind Teil der hier präsentierten Untersuchungen gewesen. Ferner wird das Kantonslabor Basel-Stadt im 2012 in einer internationalen Zusammenarbeit des Europäischen Komitees für Normung (CEN) an der Standardisierung und Validierung einer LC-MSMS-Methode für die Quantifizierung von Cereulid in Lebensmitteln mitwirken. 
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