Bacillus-Cereus-
Selektivhdhrboden (PEMBA)

Zur Isolierung und Koloniezahlbestimmung von Bacillus
cereus. Der Ndhrboden entspricht der DIN 10198-1" und
dem §35 LMBG?2.
Bacillus-Cereus-Agar-Basis

Art.-Nr. CM 617

Typische Zusammensetzung  (g/l)
Pepton 1,0
Mannit 10,0
Natriumchlorid 2,0
Magnesiumsulfat 0,1

Dinatriumhydrogenphosphat 2,5

Kaliumdihydrogenphosphat 0,25
Bromthymolblau 0,12
Natriumpyruvat 10,0
Agar 14,0
pH7,2+0,2

Bacillus-Cereus-Selektiv-
Supplement

Art.-Nr. SR 99

Zusammensetzung je Rohrchen
(1 Réhrchen je 500 ml Nahrboden)
Polymyxin B 50000 IE

Zubereitung

20,5 g Bacillus-Cereus-Agar-Basis in 475 ml Aqua dest.
suspendieren und vorsichtig bis zum vollstandigen Lésen
erhitzen. 15 Minuten bei 121°C autoklavieren und auf
50°C abktihlen. Den Inhalt eines Réhrchens Bacillus-Cere-
us-Selektiv-Supplement aseptisch in 2 ml sterilem Aqua
dest. 16sen. Den geldsten Inhalt und 25 ml Eigelb-Emul-
sion (OXOID, Art.-Nr. SR 47) aseptisch zu 475 ml
abgekihlter Bacillus-Cereus-Agar-Basis geben, gut mi-
schen und Platten giefRen.

Beschreibung

Bacillus-Cereus-Selektivndhrboden basiert auf dem hoch-
spezifischen diagnostischen Selektivnédhrboden, der in der
Literatur von Holbrook und Anderson? als PEMBA-Medi-
um zur Isolierung und Koloniezahlbestimmung von Bacil-
lus cereus beschrieben wurde. Der Nahrboden ist ausrei-
chend selektiv, um selbst kleine Anzahlen von Bacillus
cereus-Zellen und -Sporen in Anwesenheit anderer Kon-
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taminanten in Lebensmitteln nachzuweisen. Die Bedeu-
tung von Bacillus cereus als "Lebensmittelvergifter” durch
Toxinbildung ist besonders fiir kontaminierten Reis gut
belegt 47 Bei Augeninfektionen®® und einer Reihe ande-
rer Erkrankungen wie AbszeRbildung, Meningitis, Septi-
kdmie und Wundinfektionen ist B. cereus als Erreger nach-
gewiesen worden. Die Beteiligung von B. cereus bei
schwerwiegenden klinischen Erscheinungsbildern ist durch
Turnbull et al.’ zusammengefaBt worden. In der Vete-
rindrmedizin ist der Keim als Krankheitsursache insbeson-
dere von Mastitis bei Rindern und Farsen bekannt'.

In der Bacillus-Cereus-Agar-Basis sorgen ein Peptonan-
teil von 0,17% und der Zusatz von Natriumpyruvat fir
verbesserte Eigelb-Prézipitation und Sporenbildung. Der
pH-Indikator Bromthymolblau zeigt Mannit-Verwertung
an. Der Nahrboden enthélt nach Zusatz von Bacillus-Cere-
us-Selektiv-Supplement eine Endkonzentration von 100 IE
Polymyxin B je ml. Polymyxin B wurde als selektives Agens
zur Isolierung von B. cereus von Donovan'? und Mos-
sel’® empfohlen. Wird eine groBe Anzahl von Schimmel-
pilzen im Untersuchungsmaterial erwartet, sollte sterilfil-
triertes Cycloheximid (Endkonzentration 40 pg/ml) zuge-
fugt werden.

Die typischen Kolonien von B. cereus sind gezackt, etwa
5 mm groB, aufféllig turkis bis pfauenblau gefarbt, umge-
ben von einer ausgepragten Eigelb-Prazipitation mit glei-
cher Farbung.

Diese Merkmale unterscheiden Bacillus cereus von ande-
ren Bacillus-Spezies auBer von Bacillus thuringiensis.
Andere Keime, die auf diesem Ndhrboden wachsen und
Eigelb verwerten kénnen, wie z.B. Staphylococcus aure-
us, Serratia marcescens und Proteus vulgaris, sind auf-
grund ihrer Kolonieform und -farbe von Bacillus cereus
unterscheidbar. Diese Mikroorganismen kdénnen eine
eigelbaufhellende Reaktion hervorrufen, die sich von der
Eigelb-Prézipitation von Bacillus cereus deutlich unter-
scheidet.

Als schnelle und bestatigende Untersuchung auf Bacillus
cereus wird die mikroskopische Uberpriifung auf die
Anwesenheit von Lipidtrépfchen in den vegetativen Zel-
len empfohlen, die eine weitere biochemische Differen-
zierung ersetzt. Holbrook und Anderson? haben bestétigt,
daR von allen Bacillus spp. nur Bacillus cereus wéhrend
des Wachstums auf dem Selektivndhrboden Lipidtropf-
chen in den vegetativen Zellen einlagern kann. Ein wei-
terer Vorteil dieser Methode ist, dal Bacillus cereus-Stdm-
me, die nur eine schwache oder gar keine Eigelb-Prézipi-
tation zeigen, leicht nachgewiesen und bestatigt werden
kdnnen.

Die wesentlichen diagnostischen Merkmale des Bacillus-
Cereus-Selektivndhrbodens sind Kolonieformen, Prézipi-
tation von hydrolisiertem Lecithin und fehlende Mannit-
verwertung durch B. cereus. Die diagnostischen Merk-
male sind so eindeutig, dal B. cereus schnell identifiziert
und durch mikroskopische Untersuchungen bestatigt wer-
den kann.
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Kulturverfahren

1. 10 g Untersuchungsmaterial 30 Sekunden in 90 ml
0,1%igem Peptonwasser (OXOID, Art.-Nr. CM 9)
oder in Kochsalz-Pepton-Losung” (Maximal-Wieder-
belebungslésung, OXOID Art.-Nr. CM 733) im Sto-
macher homogenisieren. Getrocknete Lebensmittel
sollten erst eingeweicht werden: 20 g Untersu-
chungsmaterial in 90 ml Caseinpepton-Salz-Lésung
[0,3% Caseinpepton (OXOID, Art.-Nr. LP 42) und
0,8% Natriumchlorid, pH 7,31 30 Minuten bei Raum-
temperatur einweichen. Weitere 90 ml 0,1 %iges Pep-
tonwasser zuftigen, um schlieBlich eine 10fache Ver-
diinnung zu erreichen. 30 Sekunden in einem Sto-
macher homogenisieren.

2. Homogenisiertes Material in 0,1%igem Peptonwas-
ser weiter verdiinnen.

3. Die Oberflache des Nahrbodens mit jeweils 0,1 ml der
Verdiinnungsstufen (10" und hoher) beimpfen.

4. Platten 24 Stunden bei 36°C bebrtiten.

5. Platten auf typische Kolonien von Bacillus cereus
untersuchen.

6. Platten weitere 24 Stunden bei Raumtemperatur auf-
bewahren, um alle Bacillus cereus-Kolonien nachzu-
weisen.

7. Verdéchtige B. cereus-Kolonien durch das Schnellfar-
beverfahren nach Holbrook und Anderson (s. u.)
bestatigen.

8. Die Ergebnisse in Anzahlen von Bacillus cereus-Kolo-
nien je Gramm Untersuchungsmaterial angeben.

Der Nahrboden kann ebenso zum Nachweis von B. cere-
us aus Milch verwendet werden. Wenn noétig, sollten die
dezimalen Verdiinnungsstufen des Untersuchungsmate-
rials in 0,1 %igem Peptonwasser hergestellt werden. Die
Platten mit unverdiinnten und verdiinnten Proben direkt
beimpfen und bebrlten. Eine Bebritungstemperatur von
30°C fur 18 Stunden wird als optimal empfohlen, um das
Wachstum von B. cereus gegeniiber anderer Keime zu
fordern.?

Zur Untersuchung von klinischem Material kénnen die
Platten in der tiblichen Weise beimpft werden.

Koloniemorphologie

Bacillus cereus
Gezackte, etwa 5 mm grolRe, aufféllig turkis bis pfau-
enblau gefarbte Kolonien, die von einer ausgepréagten
Eigelb-Prazipitation der gleichen Farbung umgeben
sind.
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Schnellfarbeverfahren nach Holbrook und Anderson3

Diese Schnellfarbemethode kombiniert die Sporenfarbung

von Ashby'# mit der intrazellularen Lipidfarbung von Bur-
don’™.

1. Vom Zentrum einer eintdgigen Kolonie oder vom Rand
einer zweitdgigen Kolonie Objekttrdgerpréparate her-
stellen.

2. Préparate lufttrocknen und hitzefixieren.

3. Objekttrager iber kochendes Wasser halten und mit
5%iger (w/v) Malachitgriin-Lésung Giberschwemmen.

4. Nach 2 Minuten abwaschen und den Objekttrager mit
Léschpapier trocknen.

5. 15 Minuten mit 0,3 %iger (w/v) Sudanschwarz-Lésung
in 70%igem Ethanol farben.

6. Objekttrager 5 Sekunden mit Xylol waschen und
anschlieBend mit Léschpapier trocknen.

7. Mit 0,5%iger (w/v) Safranin-Losung 20 Sekunden
lang gegenfarben.

8. Waschen und unter dem Mikroskop betrachten.

Charakteristisches Erscheinungsbild vegetativer Zellen
von Bacillus cereus nach der Farbung

Die Zellen sind rechteckig, ca. 4-5 ym lang und 1-1,5 pm
breit, die Ecken leicht abgerundet.

Die Sporen sind schwach- bis mittelgriin gefarbt und zen-
tral oder parazentral angeordnet, ohne daB sie das Spo-
rangium ausdehnen.

Die Lipidtropfchen sind schwarz und das vegetative Zyto-
plasma ist rot geférbt.

Dieses Erscheinungsbild zusammen mit der typischen
Kolonieform bestétigt die Identifizierung von B. cereus.

Lagerung und Haltbarkeit
Trockenndhrboden:

Fest verschlossen, lichtgeschitzt, 10-25°C.
Selektiv-Supplement: 2-8°C.
Eigelb-Emulsion: -20° bis +8°C.
Haltbarkeit: siehe Etikett.

Qualitatskontrolle
Positivkontrolle

Bacillus cereus ATCC 10876

Bacillus subtilis ATCC 6633
Negativkontrolle

Bacillus coagulans ATCC 7050

Zusatzliche Hinweise

Auf diesem Nahrboden ist Bacillus cereus nicht von Bacil-
lus thuringiensis zu unterscheiden.

Bacillus cereus sollte durch Kolonieform und -farbe sowie
Eigelb-Hydrolyse identifiziert und durch Zell- und Spo-
renmorphologie bestatigt werden'®.

Gelegentlich zeigen Bacillus cereus-Stimme schwache
oder gar keine Lecithinase-Reaktion, d. h. schwache oder
gar keine Eigelb-Prazipitation.
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