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1. EINLEITUNG

1.1. BACILLUS CEREUS-GRUPPE und BACILLUS SPP.

Insgesamt zahlen 2289 Bacillus Spezies und 85 Subspecies zum Genus Bacillus und zum Phylum der

Firmicutes (https://www.bacterio.net/; eingesehen am: 31.03.2021). Die ,klassische” Bacillus cereus-

Gruppe besteht aus neun Vertretern, die sich phylogenetisch nahestehen. Die Gram-positiven Bazillen
mit niedrigem GC-Gehalt haben die Form gerader Stabchen, die aerob wachsen und Sporen formen
kénnnen (EHLING-SCHULZ et al., 2019; MESSELHAURER und EHLING-SCHULZ, 2014). ,Bacillus“ kommt
aus dem Lateinischen und bedeutet auf Deutsch ,Stabchen”. ,Cereus” ebenfalls aus dem Lateinischen
heiRt ,,wachsfarben” (MESSELHAURER und EHLING-SCHULZ, 2014). Bacillus anthracis, B. cereus und B.
thuringiensis sind fur ihr pathogenes Potenzial bekannt (EHLING-SCHULZ et al., 2019).

Tabelle 1: Die , klassischen” B. cereus Gruppe Vertreter (B. cereus sensu lato).

SPEZIES ERSTBESCHREIBUNG RISIKO - BESONDERHEIT
GRUPPE

Cohn 1872 3 Obligat pathogen

Fligge 1886 1 Lebensmittelverderbserre
ger

Frankland and Frankland 2 Fakultativ pathogen

1887

Berliner 1915 1 Insektizides Toxin

Nakamura 1998 1 Lebensmittelverderbserre
ger

Lechner et al. 1998 2 Lebensmittelverderbserre
ger

Jiménez et al. 2014 1 Futtermittelzusatz

Guinebretiere et al. 2013 2 Lebensmittelbedingte
Erkrankung

Miller et al. 2016 2 Erstmals aus Rohmilch
isoliert

Quelle: Bacillus cereus, Vorkommen, Nachweis und Priaventionsstrategien, U. MesselhduRer, M. Ehling-Schulz,
2014, http://www.bacterio.net/bacillus.html; eingesehen am 31.03.2021; https://bacdive.dsmz.de/;
eingesehen am 31.03.2021und https://www.bfr.bund.de/cm/343/bacillus-cereus-bakterien-in-lebensmitteln-
koennen-magen-darm-erkrankungen-verursachen.pdf, zuletzt eingesehen am 31.03.2021.




GemaR dem Arbeitnehmerlnnenschutzgesetz gilt fiir Mikroorganismen mit Infektionspotenzial eine
Einteilung in vier Risikogruppen. Von Mikroorganismen der Risikogruppe 1 geht die geringste Gefahr
aus, denn es ist unwahrscheinlich, dass sie beim Menschen keine Krankheit auslésen. In der
Risikogruppe 2 findet man Mikroorganismen, die eine Krankheit hervorrufen kdnnen, aber eine
Vorbeugung bzw. eine Behandlung moglich ist. Ab der dritten Risikogruppe besteht zusatzlich die

Gefahr der Verbreitung der Erkrankung in der Bevolkerung.

Die vierte und somit gefdhrlichste Gruppe besteht aus den Mikroorganismen, die eine schwere
Krankheit auslésen und wo keine wirksame Vorbeugung oder Behandlung moglich ist

(https://www.ris.bka.gv.at/GeltendeFassung.wxe?Abfrage=Bundesnormen&Gesetzesnummer=1000

8910; eingesehen am 20.03. 2021).

B. anthracis ist am besten bekannt als ursachlicher Ausloser des Milzbrandes. Bereits im spaten 19.
Jahrhundert kam es zu den ersten Impfversuchen und es war die erste Infektionskrankheit, gegen die
man ein attenuiertes Lebendvirus zu Impfung einsetzte. Es kann alle Saugetiere, manche Vogel und
womoglich sogar Reptilien infizieren. Am starksten betroffen sind Zentralasien und westliche Teile
Afrikas, sie bilden den sogenannten , Anthrax-Giirtel”. Aber auch in Nordamerika gibt es vor allem bei
heilem, trockenem Wetter immer wieder Ausbriiche. Einige Stimme sind sogar schon weltweit zu
finden, vor allem durch den starken Personenverkehr und Tierhandel (vor allem Schafe und Ziegen). In
einer Studie von CARLSON et al. (2019) wurde mittels Hochrechnung ermittelt, dass rund 63,8
Millionen Viehhalter aus armen landlichen Regionen und etwa 1,1 Milliarden Vieh in gefdhrdeten
Regionen lebt. Genaue tatsachliche Zahlen sind nicht zuganglich, da viele der betroffenen Lander arm
sind und die dortigen Uberwachungsprogramme nicht ausreichend sind. Je nach Eintrittspforte
kénnen unterschiedliche Formen der Erkrankung entstehen: Haut-, Gastro-intestinale oder Lungen-

Form.

Vor allem im Bereich der Milchprodukte stellen Bacillus cereus (s. |.) und seine Sporen Probleme dar,
da man zwar die Umwelteinfliisse (pH-Wert, Temperatur, Wasseraktivitat, Salzgehalt oder andere
Zusatze) verandern kann, aber auch Gefahr lauft die vorhandenen Sporen zur Auskeimung zu bringen.
Hohere Temperaturen bei der Erhitzung oder andere Anpassungen der Parameter sind bei vielen
Produkten wie z. B. Sduglingsnahrung nicht moglich, da sonst auch wichtige Inhaltstoffe verloren gehen

konnen (VIDIC et al., 2020). So konnen laut dem Ministerium fur landlichen Raum und



Verbraucherschutz von Baden-Wirttenberg bereits bei der Pasteurisierung der Milch bis zu zehn

Prozent von Vitamin B, Vitamin C und Folsaure verloren gehen.

Ein Milchprodukt, das keiner Behandlung wie Mikrofiltration oder Bakofugation vor dem
Erhitzungsprozess unterzogen wurde, kann auf Grund der enzymatischen Aktivitat (Protease, Lipase
oder Amylase) von B. cereus (s.l.) verderben. Dabei kommt es zur StRgerinnung (,,sweet curdling”)
durch die Phospholipase C Aktivitat von B. cereus (s.l.) oder zur Bildung von Flocken im Rahm wenn er
heiBen Getrdnken hinzugefiigt wird (,bitty cream”) (KROMKER, 2006; KUMARI et al. 2014;

https://www.mpi.govt.nz/dmsdocument/14149/direct; eingesehen am: 04.03.2021).

B. cereus (sensu stricto) Intoxikationen gehen mit zwei Symptomen einher, abhangig vom Toxin, das in

dem Lebensmittel vorhanden war:

Erbrechen, ausgeldst vom emetischen B. cereus Typ ist meistens assoziiert mit stdrkehaltigen
Lebensmitteln (wie zum Beispiel Reis oder Nudeln), in denen von B. cereus das emetische hitzestabile
Toxin Cereulid vor der Verdauung noch im Lebensmittel produziert wird. Die infektidose Dosis dabei
betragt 10°-10% Zellen pro Gramm. Typische Symptome dieser Infektion sind Ubelkeit und Erbrechen,
die bereits 30 Minuten bis 6 Stunden nach der Aufnahme eintreten und etwa fiir 6 bis 24 Stunden

anhalten (MCDOWELL et al., 2019; ROUZEAU-SZYNALSKI et al., 2020).

Der diarrhoeische Typ (Durchfallkrankheit) ist oft mit proteinreichen Lebensmitteln (wie zum Beispiel
Fleisch, Gemise, Milchprodukte etc.) assoziiert. Vegetative Zellen in den kontaminierten
Lebensmitteln produzieren dabei Entertoxine im Diinndarm (e.g. NHE, HBL, CYTK). Ab einer Menge von
10°-107 Zellen pro Gramm spricht man von einer infektidsen Dosis. Symptome wie Bauchschmerzen,
wissriger Durchfall, Ubelkeit und Erbrechen treten bei einer Infektion innerhalb von 8 bis 16 Stunden
nach der Aufnahme auf, allerdings verschwinden sie auch wieder nach 12 bis 24 Stunden (ABEE et al.,
2011). Das Toxin ist nicht hitzeresistent, bei mindestens 56°C Uber einen Zeitraum von fiinf Minuten

wird es inaktiviert (GHARIB et al., 2020; GRIFFITHS und SCHRAFT, 2017).

B. cereus kann nicht nur intestinale, sondern auch in selteneren Fallen extraintestinale Erkrankungen

auslosen, wie zum Beispiel Endokarditis, Endophthalmitis und Septikamien (GLASSET et al., 2018).

B. thuringiensis Berliner wurde 1901 in den Larven der Seidenraupe in Japan zum ersten Mal isoliert.

Eine Infektion mit dem Bakterium verursachte bei diesen wertvollen Tieren einen plotzlichen Tod



(,,Sudden-collapse disease”). 1977 wurde entdeckt, dass B. thuringiensis auch auf Mosquitos, einige
Insektenarten und Wirbellose eine tddliche Wirkung hat, daher wird es als Insektizid genutzt. Die
verantwortlichen Toxine sind Cry und Cyt, die die fiir B. thuringiensis charakteristischen parasporalen

Kristalle bilden (AZIZOGLU, 2019; JOUZANI et al, 2017; MENDOZA-ALMANZA et al., 2020).

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) wird in Mickenbekdampfungsprogrammen als
zielgerichtetes Biozid eingesetzt. Der Einsatz von Bti ist nicht unumstritten, da aquatische und
terrestrische Raubtiere Miicken als Nahrungsquelle nutzen, was sich womaéglich auf die biologische

Vielfalt auswirkt (BRUHL et al., 2020).

Im Bereich der Lebensmitteluntersuchung ist B. thuringiensis und B. cereus kaum zu unterscheiden.
Als Biopestizid eingesetzte B. thuringiensis Stamme zeigten, dass sie unter simulierten
Darmbedingungen wachsen und signifikante Mengen an Enterotoxinen produzieren kénnen. Im
Zytotoxizitatstests wurde die Mehrheit der Isolate als hochtoxisch eingestuft, dabei waren Biopestizid-

Stamme nicht von anderen Isolaten unterscheidbar (SCHWENK et al., 2020).

In einer Studie zeigten die B. thuringiensis-Biopestizid-Stamme in einem Vero-Zell-Test eine mittlere
Zytotoxizitat, wobei einige dieser Stdmme nicht von Lebensmittel- oder Ausbruchs- assozierten
Isolaten unterschieden werden konnten. Die Verwendung von B. thuringiensis-Stimmen als
Biopestizide stellt ein Risiko fiir die Lebensmittelsicherheit dar, was die Bedeutung der Bewertung des
Gefahrdungspotenzials jedes verwendeten Stammes und jeder verwendeten Formulierung

unterstreicht (JOHLER et al., 2018).

B. mycoides und B. pseudomycoides sind nicht beweglich und zeigen ein rhizoides Wachstum am Agar.
Sie unterscheiden sich somit makroskopisch stark von den anderen Vertretern der B. cereus Gruppe.
Diese beiden apathogenen Spezies spielen im Bereich des Lebensmittelverderbs eine Rolle (SOUFIANE

und COTE, 2013).

B. weihenstephanensis ist im Gegensatz zu den meisten anderen B. cereus-Gruppenmitglieder
psychrotolerant und somit in der Lage auch niedrigen Temperaturen bis 4°C, also
Kihlschranktemperaturen, stand zu halten. Deshalb spielt er eine wichtige Rolle als Verderbserreger
im Bereich von Milch und Milchprodukten. B. weihenstephanensis wachst nicht bei 43 °C und besitzt

ein cold shock protein A (cspA) Gen das die Kalteadaption steuert. Emetische B. cereus (s. s.) Stamme
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sind meist mesophil, wachsen nicht unter 10 °C und produzieren Cereulid am besten > 16 °C, was zu

einer guten Abgrenzung von B. weihenstephanensis fiihrt (LABBE und GARCIA, 2013).

BENO et al. (2019) beschrieb genetische und phanotypische Unterschiede in der Psychrotoleranz von
milchassoziierten B. mycoides/B. weihenstephanensis Isolaten und zeigte, dass die Psychrotoleranz

vom Wachstumsmedium abhangig ist.

Genetisch gesehen ist B. weihenstephanensis kaum zu unterscheiden von B. mycoides was zu einer

fehlerhaften Artbestimmung fiir mehrere Stamme fiihrte (LIU et al., 2018).

B. toyonensis BCT-7112T besitzt probiotische Eigenschaften und wird auch Tierfutter zugesetzt, da es
die Wirkung eines Anabolikums besitzt (EHLING-SCHULZ et al., 2019). Dieser ist in der Europaischen
Union als Futtermittelzusatzstoff bei Schwein, Rind, Gefliigel und Hasen zugelassen. Der Bacillus
cereus-Vertreter ist flir diese Aufgabe besonders geeignet, da seine Sporen ldngere Lagerung,
Pelletierung und sogar den sauren pH-Wert des Magens unbeschadet tibersteht (ABDULMAWJOOD et
al., 2019).

B. cytotoxicus konnte bisher vor allem aus Gemise und gemiseassoziierten Produkten, wie zum
Beispiel Kartoffelpiirree, isoliert werden und |6ste 1998 einen Ausbruch in Frankreich aus (CONTZEN
et al., 2014; GUINEBRETIERE et al., 2013). Diese Spezies besitzt die Fihigkeit das Enterotoxin CytK-1 zu
bilden (FAGERLUND et al. 2004, 2007).

Aktuell konnte eine Sammlung von B. cytotoxicus Isolaten aus geothermalen Gebieten isoliert werden
und verfligte Gber betradchtliche proteolytische und keratinolytische Kapazitaten (CAVELLO et al.,
2020).

B. wiedmannii wurde erstmals 2016 beschrieben (MILLER et al., 2016). Wie oben beschrieben wurde
er aus Rohmilch isoliert und besitzt sowohl nhe als auch hbl und cytK Gene. Seine Zytotoxizitat wurde
allerdings nur als moderat eingestuft. Einige Isolate von B. wiedmannii (phylogenetische Gruppe )
zeigten die Fahigkeit bei 6°C zu wachsen wie es zuvor nur fir B. mycoides/B. weihenstephanensis

(Gruppe VI) beschrieben wurde (MILLER et al., 2018a).

Ein Vergleich von B. cereus (s. I.) isoliert aus Erde zeigte, dass die Gene nheA und hblA in allen

phylogenetischen Gruppen vorhanden waren. Im Gegensatz dazu, wurde das cytK Gen in B. cereus (s.
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[.) Stdmmen aus geographischen Regionen mit trocken Klima isoliert und wurde der mesophilen
genetischen Gruppe lll und IV zugeordnet. Die hochste in vitro Zytozoxizitdt wurde in der genetischen

Gruppen Il und IV beobachtet (DREWNOWSKA et al., 2020).

MILLER et al. (2018b) untersuchte die Zytotoxizitdt von lIsolaten aus Milch. B. pseudomycoides
(genetische Klade 1), der als harmloser Umweltmikroorganismus gilt, produzierte Toxine in der
Zellkultur. B. mycoides/B. weihenstephanensis-lsolate wiesen, trotz der Prdsenz von multiplen
Toxingenen, keine Zytotoxizitat auf. Weiterhin sind neue Methoden zur Unterscheidung pathogener
von nicht-pathogenen Spezies innerhalb der B. cereus Gruppe dringend gesucht. Im weiteren Sinne
umfasst die B. cereus-Gruppe 22 Mitglieder, inklusive der ,klassischen Vertreter”, die bereits in Tabelle

1 dargestellt wurden. Die weiteren 13 Mitglieder werden in Tabelle 2 beschrieben.

Tabelle 2: Weitere Vertreter der B. cereus-Gruppe.

Sudchinesischen Meeres
Bacillus clarus Liu et al. 2019 Erde (Papua Neuguinea)
Bacillus gaemokensis Jung et al. 2010

Bacillus bingmayonensis Liu et al. 2014

BACILLUS CEREUS GROUP ERSTBESCHREIBUNG ISOLATIONSQUELLE
Bacillus albus Liu et al. 2017, sp. nov. N35-10-2 aus Sedimenten des
_ Sudchinesischen Meeres
Bacillus luti Liu et al. 2017 TDA41 aus Sedimenten des Pazifischen
Bacillus mobilis Liu et al. 2017 0711P9-1 aus Sedimenten des Indischen
Bacillus nitratireducens Liu et al. 2017 4049 aus Sedimenten des Pazifischen
Bacillus pacificus Liu et al. 2017 EB422 aus Sedimenten des Pazifischen
Bacillus paramycoides Liu et al. 2017 NH24A2 aus Sedimenten des
_ Sudchinesischen Meeres
Bacillus paranthracis Liu et al. 2017 Mn5 aus Sedimenten des Pazifischen
Bacillus proteolyticus Liu et al. 2017 TD42 aus Sedimenten des Pazifischen
Liu et al. 2017 N24 aus Sedimenten des
| Bacillusclarus |
| Bacillus gaemokensis |
| Bacillus bingmayonensis |
| Bacillus maliponensis |

Bacillus maliponensis Jung et al. 2011
Quelle: http://www.bacterio.net/bacillus.html, https://bacdive.dsmz.de/; eingesehen am 04.03. 2021, LIU et al. 2017.
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B. albus, B. luti, B. mobilis, B. nitratireducens, B. pacificus, B. paramycoides, B. paranthracis, B.
proteolyticus und B. tropicus sind nur schwer von einander unterschiedbar. Eine gesamte
Genomsequenzierung ist notwendig, um die Nukleotidabweichungen festzustellen und somit die

Spezies zu identifizieren (LIU et al. 2017; https://www.bfr.bund.de/cm/343/bacillus-cereus-bakterien-

in-lebensmitteln-koennen-magen-darm-erkrankungen-verursachen.pdf; eingesehen am: 04.03.2021).

1.2. BACILLUS CEREUS SENSU LATO VORKOMMEN und AUSBRUCHE

Die B. cereus Gruppe (oder B. cereus sensu lato) ist heterogen in der Zusammensetzung und wurde
phylogenetisch in sieben Gruppen (,Clades”) eingeteilt. Besonders die optimalen
Wachstumsbedingungen der einzelnen Vertreter waren entscheidend in der Clusterbildung
(psychrotroph bis thermophil). Bacillus cereus sensu lato ist besonders adaptionsfahig an verschiedene
Klimabedingungen und stellt dadurch eine Herausforderung an die Erhaltung der
Lebensmittelsicherheit dar (CARLIN et al., 2010). Die meisten Unterschiede in der B. cereus Gruppe
hdangen vom Vorhandensein von groRen Plasmiden zusammen, die verschiedene Toxine kodieren.
Aber auch Mutation oder Rekombination, sind an der Gestaltung der Evolution und der

Populationsstruktur dieser Bakterien beteiligt (PATINO-NAVARRETE und SANCHIS, 2017).

Die erste risikobasierte Einschatzung der Europaischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (European
Food Safety Authority, EFSA) zum Thema B. cereus und Bacillus spp. in Lebensmitteln erschien 2005
(EFSA, 2005). Ab 2006 findet man auch in den jahrlichen Zoonose-Berichten eine eigene Rubrik mit
Fallzahlen. In Abbildung 1 sind die gemeldeten B. cereus Intoxikationen zwischen 2006 und 2014
grafisch dargestellt. Ab 2008 wurde auch die Anzahl der Lander angefiihrt, in denen die Intoxikationen
stattgefunden haben (blaue Balken). Die B. cereus Inzidenzrate stieg dabei im Laufe der Jahre von 0,03

auf 0,1 per 100000 capita.

Am Anfang der Berichterstattung (2006) lag der prozentuale Anteil von gemeldeten B. cereus-
assoziierten Intoxikationen an allen gemeldeten Ausbriichen nur bei 1,3%. Allerdings stieg er im Laufe

der Jahre stetig bis auf 5,5% im Jahre 2014 an (Abbildung 2).
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Abbildung 1: Anzahl der EFSA gemeldeten B. cereus Intoxikationen zwischen 2006 und 2014.

Quelle: EFSA und ECDC 2006 bis 2014, https://www.ecdc.europa.eu/en/all-topics-z/food-and-waterborne-
diseases-and-zoonoses/surveillance-and-disease-data/eu-one-health; eingesehen am 27. 01 2021.

Im Jahr 2015 wurden 291 Ausbriiche, die durch Bacillus-cereus-Toxine verursacht wurden, von neun
europdischen Mitgliedsstaaten gemeldet. Involvierte Vektoren waren gemischte Fertigprodukte und
Getreideprodukte einschlieRlich Reis und Samen/Hilsenfriichte (NUsse, Mandeln). Die Ausbriiche
traten in Kantinen, Restaurants, Hotels, Flugzeugen, Schiffen und auch in Privathaushalten auf (EFSA
und ECDC, 2016). Ab 2016 wurden durch Bacillus cereus ausgeléste Ausbriiche unter dem Begriff
,andere bakterielle Toxine als Clostridium botulinum” dokumentiert (EFSA und ECDC, 2017).

Im Jahr 2017 wurden Ausbriiche ausgelost durch bakterielle Toxine (B. cereus, Clostridium botulinum,
Staphylococcus aureus) von 20 europaischen Mitgliedsstaaten gemeldet, wobei Frankreich die meisten
Ausbriiche dokumentierte (EFSA und ECDC, 2018). In dem aktuellen EFSA and ECDC Zoonosebericht

wurde insgesamt 12 B. cereus assozierte Ausbriiche dokumentiert, wobei von e. g. B. cereus,
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Clostridium botulinum oder Clostridium perfringens produzierte Bakterientoxine fiir 6 von 40

Todesfillen verantwortlich waren (15 %) (EFSA und ECDC, 2019).
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Abbildung 2: Prozentualer Anteil von B. cereus-assoziierten Intoxikationen an allen an die EFSA
gemeldeten zoonosebedingten Erkrankungen vorhanden.

Quelle: EFSA und ECDC 2006, 2009, 2011-2014, https://www.ecdc.europa.eu/en/all-topics-z/food-and-
waterborne-diseases-and-zoonoses/surveillance-and-disease-data/eu-one-health; eingesehen am 27. 01. 2021.

Das Diagramm (Abbildung 3) zeigt deutlich, dass die meisten Kontaminationen mit B. cereus, die an
das Europdische Schnellwarnsystem fiir Lebensmittel und Futtermittel (Rapid Alert System for Food
and Feed, RASFF) gemeldet werden, aus der Kategorie Krauter und Gewiirze kommen. Von den 188
Meldungen (im Zeitraum von 2010-2020) betrafen diesen Bereich 50 Meldungen und damit 26,6
Prozent aller Meldungen. An zweiter Stelle mit 36 Meldungen liegt der Obst und Gemiise Bereich. Dicht
gefolgt von der Kategorie der zubereiteten Gerichte und Snacks. Die weiteren Kategorien wie
didtetische Lebensmittel, Nahrungserganzungsmittel, angereicherte Lebensmittel, Milch und
Milchprodukte und Suppen, Briihen, SoRen und Gewiirze machen mit 12-14 Meldungen jeweils 6-7
Prozent aller Meldungen beim RASFF aus. Am seltensten kamen Meldungen aus den Bereichen der

nicht-alkoholischen Getranke, Lebensmittelzusatzstoffe und Aromen, Speiseeis und Desserts, Eier und
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Eiprodukte, Fleisch und Fleischprodukte, Fisch und Fischprodukte mit je nur einer Meldung und somit

jeweils einem halben Prozent.
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Abbildung 3: Prozentuelle Verteilung der in RASFF dokumentierten B. cereus Kontaminationen nach
Probenkategorie (Meldungen n=188).

Quelle: https://webgate.ec.europa.eu/rasff-window/portal/?event=SearchForm&cleanSearch=1; eingesehen
am: 28.01.2021.

Eine genaue Aussage zu treffen welche Infektionsdosis ein Gesundheitsrisiko darstellt ist wegen der

Vielfaltigkeit innerhalb der Bacillus cereus Gruppe schwierig. Es muss sowohl die Lagerung als auch die
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Zusammensetzung der Lebensmittel mitbedacht werden. Die meisten lebensmittelassoziierten
Ausbriiche wurden mit einer Bakterienkonzentration von 10° kolonienbildende Einheiten (KbE)/g oder
ml in Verbindung gebracht. Allerdings kann es sowohl bei der Brech- als auch der Durchfallkrankheit
schon ab einer Bakterienkonzentration von 10° KbE/g zu einer Intoxikation kommen (EFSA Panel on
Biological Hazards - BIOHAZ, 2016). GLASSET et al. (2016) dokumentierte sogar Ausbriiche die durch
mit 10% KbE/g B. cereus kontaminierten Lebensmitteln verursacht wurden.

Wichtige MalBnahmen, die gesetzt werden missten, um die Bacillus cereus Gruppe kontrollieren zu
kénnen, sind laut dem Gremium der EFSA, nach dem Ernten die Lebensmittel und Uberreste am besten
<4 °C zu lagern (EFSA Panel on Biological Hazards, 2016).

Bei Produkten wie z.B. Rohmilch und Rohmilchkdse kann die natiirliche Mikroflora eine hemmende
Wirkung auf das Wachstum von B. cereus haben. In pasteurisierter Milch oder Milchprodukten und
Kase, wo der pH-Wert fiir das Wachstum von B. cereus nicht einschrankend wirkt kommt es zu einer
raschen Vermehrung bis zu Belastungen von 7 log kolonienbildende Einheiten (KBE)/g (TIRLONI et al.,
2017).

1.3. GESETZLICHE GRUNDLAGEN, RICHT- UND WARNWERTE

Man geht immer von einem ,,prasumtiven” B. cereus aus, da es schwierig ist die verschiedenen Spezies
zu unterscheiden (ISO 7932:2004). Einige Aufsichtsbehérden haben Grenzwerte fir die
Lebensmittelsicherheit der B. cereus Gruppe von 10%cfu/g in Milchprodukten festgelegt und 10° KBE/g
in Sauglingsanfangsnahrung.

In der Verordnung (EG) Nr. 1441/2007 ist die Anderung der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 {iber die
mikrobiologischen Kriterien fiir Lebensmittel mitenthalten.

Die neue Verordnung enthalt unter anderem die Grenzwerte der einzelnen Bakterien in den
verschiedenen Lebensmitteln aber auch Vorgaben diese zu kontrollieren. Im Falle vom prasumtiven B.
cereus wird eine Kontrolle der Temperatur und die Einrichtung eines Kontrollsystems basierend auf
dem Konzept der Gefahrenanalyse und kritische Kontrollpunkte (Hazard analysis and critical control
points, HACCP) empfohlen. Es wird auf die Gefahr hingewiesen, dass Sporen die in getrockneten
didtetischen Lebensmitteln, wie getrocknete Sauglingsanfangsnahrung und Gewdiirzen, vorhanden sind
sich nach Rehydratisierung wieder vermehren kdnnen und hierbei die Gefahr bestehen wiirde, dass

eine anfillige Person diese verzehren konnte. Deshalb sollte der Sporengehalt wahrend der
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Herstellung so gering wie moglich sein und ein Prozesshygienekriterium sollte etabliert werden, das
den Zeitraum zwischen Zubereitung und Verzehr geringhalt.

Bei den Prozesshygienekriterien in Kapitel 2 unter dem Punkt ,,2. Milch und Milcherzeugnisse” wird als
letztes die Lebensmittelkategorie ,getrocknete Sauglingsanfangnahrung und getrocknete diatetische
Lebensmittel fir besondere medizinische Zwecke, die fiir Sduglinge unter 6 Monaten bestimmt sind“
in Zusammenhang mit dem Mikroorganismus , prasumtiver Bacillus cereus” aufgefiihrt. Hier wird ein
Toleranzwert (m) von 50 KBE/g und ein Grenzwert (M) von 500 KBE/g abgegeben. Weiters soll bei der
Probennahme eine Probeneinheit von fiinf eingehalten werden und maximal eine darf davon zwischen
dem Toleranz- und Grenzwert liegen. Dieses Kriterium gilt fiir das Ende des Herstellungsprozesses. Im
Falle eines unbefriedigenden Ergebnisses missen MalRnahmen ergriffen werden, wie die
Verbesserung der Herstellungshygiene, eine Verhinderung der Rekontamination oder eine bessere
Auswahl der Rohstoffe. Als analytische Referenzmethode wird auf die ISO 7932 (2004) verwiesen. Das
Wachstumsoptimum von B. cereus liegt bei 30-37°C, aber auch bei 2 4°C und < 50°C, abhangig von der
phylogenetischen Gruppe (B. weihenstephanensis 5°C, B cytotoxicus bis 50 °C). Wachstum ist
auBerdem moglich im pH Bereich von 4,3 bis 9,3 und Wasseraktivitatsbereich von 0,912 bis 0,995

(https://www.fil-idf.org/wp-content/uploads/2016/12/Bacillus-cereus-in-Milk-and-Dairy-

Products.pdf; eingesehen am: 05.02.2021).
Die Deutsche Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) hat mikrobiologische Richt- und
Warnwerte flr einige Lebensmittelkategorien definiert

(https://www.dghm.org/fachinformationen/richt-warnwerte/; eingesehen am: 05.02.2021). In

Tabelle 3 sind diese fir die Produktkategorien aufgefiihrt, die am haufigsten von Kontaminationen mit
Bacillus cereus sensu lato betroffen sind (nachzulesen in Abbildung 3). Die DGHM legt einen Warnwert
von 10° KBE/g fiir Obst, Salat, Convenience und Instantprodukte fest, wiahrend bei Krautern und
Gewiirzen, die laut den RASFF Berichten am hiufigsten betroffen sind, ein Warnwert von 10*
beschrieben wird. Die Kontaminationsmenge an prasumtiven B. cereus fir getrocknete
Sdulingsanfangsnahrung wird bereits in der Verordnung 2073/2005 festgelegt und hier beschreibt die
DGHM denselben Richt- und Warnwert fiir Sduglingsanfangsnahrung auf Milchpulverbasis.

In Frankreich wurde der behérdliche Grenzwert fur B. cereus in Lebensmitteln, insbesondere in
starkehaltigen Lebensmitteln, auf 1 x 10° KBE/g Lebensmittel festgelegt (Gesetz DGAL/MUS/N2009-
8188, 07. Juli 2009, https://info.agriculture.gouv.fr/gedei/site/bo-agri/instruction-N2011-

8191/telechargement; RAMARAO et al., 2020).
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Tabelle 3: Richt- und Warnwerte (laut der deutschen Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie,
DGHM) der laut RASFF-Bericht (siehe Abbildung 3) am starksten betroffenen Produktkategorien.

KATEGORIE RICHTWERT WARNWERT QUELLE

Convenience gegarte TK-Fertiggerichte 10? 103 DGHM 2013
ohne rohe Anteile, auf

Verzehrtemperatur zu

erhitzen

rohe oder teilgegarte TK- 5x10? 103 DGHM 2014
Fertiggerichte bzw. Teile
davon, vor Verzehr gegart
kalt angeriihrt 102 103 DGHM 2014
_ Kochprodukte, 102 103 DGHM 2019
Trockensuppen etc.
getrocknete Krauter und 103 104 DGHM 2018
Gewlirze

frische(s), verzehrfertige 5x10? 103 DGHM 2019
vorbereitete(s),

geschnittene(s)

Obst(mischungen)

Mischsalate roh, frisch, 5x10? 103 DGHM 2016
verzehrfertig

Sauglingsnahrung 5x10 5x10? DGHM 2012
Milchpulverbasis

_ getrocknete 5x10 5x102 VO (EG) 2073/2005
Sauglingsanfangsnahrung

Quelle: https://www.ladr-lebensmittel.de/richt-warnwerte, eingesehen am 05.02.2021.

1.4. NACHWEISMETHODEN und PHYLOGENIE

1.4.1. Mikrobiologische Nachweismethoden

Der kulturelle Nachweis wird im europdischen Raum gemal I1SO 7932 (2004): Mikrobiologie von
Lebens- und Futtermitteln - Horizontales Verfahren zur Zahlung von prasumtiven Bacillus cereus -
Colony-count Technik bei 30 °C durchgefiihrt.

Dabei muss das Probenmaterial im Verhaltnis von 1:10 verdiinnt werden, homogenisiert und dann
eine Verdlinnungsreihe hergestellt werden. Davon werden jeweils 0,1 ml je Verdiinnungsstufe im
Doppelansatz auf Mannitol-Eigelb-Polymyxin-Agar (Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar, MYP-Agar)
ausgespatelt. Danach wird es fiir 24h bei 30°C bebritet und abgelesen. Zur Auswertung verwendet
man Platten von zwei aufeinanderfolgenden Verdiinnungsstufen mit typischen Kolonien (nicht mehr
als 150 Kolonien pro Platte). Finf der typischen Kolonien werden auf Schafblutagar Gberimpft. Zeigen

sie hier eine positive 3-Hadmolysereaktion von zwei bis vier Millimetern, werden sie als ,,prdsumtiver B.
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cereus” bezeichnet. B. cereus verdachtige Kolonien werden auf MYP-Agar rosa und haben einen
Prazipitationshof, der durch die positive Lecithinase-Reaktion entsteht (ISO 7932, 2004). Eine
Verbesserung der B. cereus Diagnostik stellt die Entwicklung von chromogenen Nahrmedien dar, bei
der ein spezifischerer Nachweis moglich ist mit Hilfe von z.B. B-D Glukosidase und Phospatidyl-inositol
spezifische Phospholipase C (PI-PLC) (Tabelle 4).

Isolate der B. cereus Gruppe konnen morphologisch variabel sein (e.g. rhizoidaler Aspekt, rauhe
Kolonien, variabler Durchmesser). Ein kleiner Prozentsatz der B. cereus-Stimme exprimiert die
Phospholipase oder B D-Glukosidase Aktivitat nicht und bildet dadurch keinen Hof oder errscheint als
weile Kolonien (FRICKER et al.,, 2008; HENDRIKSEN und HANSEN, 2011; https://www.bio-

rad.com/webroot/web/pdf/fsd/literature/Technical Sheets/RAPIDB cereus V2 %2028 Nov 2018.p

df; eingesehen am: 16.02.2021).

Nicht alle Stamme zeigen eine Hamolysereaktion am Blutagar oder einen Prazipitationshof am MYP-
Agar (MESSELHAURER et al., 2014).

Eine eindeutige Identifizierung einiger Bazillen-Isolate mittels biochemischer Verfahren (e.g. API
Identification System, Biomerieux) ist nicht immer moglich da es auch atypische Reaktionen gibt, die
nicht zu einer klaren Spezieszuordnung fithren (CELANDRONI et al., 2016: ARUWA und OLATOPE,
2015).

Empfohlen werden hier von der US Food and Drug Administration (FDA) folgende Tests: Voges
Proskauer Reaktion, Nitratreduktion, Phenolrot-Glukose-Test, Lysozymresistenz und Verwertung von
Tyrosin. AuRerdem werden zur Differenzierung folgende Kriterien empfohlen: Motilitat und
Hamolyseaktivitat (zum Ausschluss von B. anthracis), rhizoides Wachstum (Nachweis von B. mycoides),
Produktion von Toxinkristallen (Nachweis von B. thuringiensis), Psychrotoleranz (Nachweis von B.
weihenstephanensis) und der Nachweis von Cereulid (emetischer B.  cereus)

(https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-chapter-14-bacillus-cereus; eingesehen

am 16.02.2021). Ein Biotyping Schema wurde von JHA und NARAYAN (1995) entwickelt und basiert auf
der Verwertung der Ammoniumsalze der Zucker Xylose, Salicin und Cellobiose. Biotyp 5 verwertet alle
drei Zucker, wahrend Biotyp 2, 7 und 8 nur jeweils 2 Zucker fermentieren. Biotyp 3, 4 und 6 sind nur in
einer Zuckerreaktion positiv (Salicin, Xylose und Cellobiose) und Biotyp 1 ist in allen Reaktionen
negativ.

Im Anhang der I1SO 7932 (2004; Amendment 2020) ist nun ein optionales Vorgehen fir

epidemiologische Fragestellungen angefiihrt, das mikro- und auch molekularbiologische Methoden
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kombiniert. Diese inkludieren den Nachweis des cytK-1 und cytk-2 Gens zur Differenzierung von B.

cytotoxicus (cytk-2 positiv), von anderen B. cereus Gruppen Spezies.

Tabelle 4: Alternative Nahrmedien flr den prasumtiven B. cereus Nachweis.

AGAR (HERSTELLER) KOLONIEMORPHOLOGIE ENZYMNACHWEIS

Bacillus ChromoSelect Agar hellblaue, groRe, flache Kolonien B-D Glukosidase

(SIGMA ALDRICH; MERCK mit blauer Mitte

MILLIPORE); Hicrome™ Bacillus

Agar Synonym

BRILLIANCE BACILLUS CEREUS Blau-griin B-D Glukosidase,

AGAR (OXOID) Substrat: X-B,d-Glucopyranosid
(X-Glc)

COMPASS® BACILLUS CEREUS Griin B-D Glukosidase

AGAR (BIOKAR, SOLABIA GROUP)

B. cereus Rapid Agar-BACARA Pink-orange mit opaquer Zone B-D Glukosidase,

(BIOMERIEUX) Phospholipase C (opaque Zone)

U R Y 1T K (1 [e):7:\e) B Rote Kolonien mit opaquer Zone B-D Glukosidase,

Phospholipase C (opaque Zone)
CHROMAGAR B. CEREUS Turkis-blau mit opaquer Zone B-D Glukosidase, Substrat: X-B,d-
(Chromagar) Glucopyranosid (X-Glc)
Phospholipase C (opaque Zone)
CHROMATIC BACILLUS CEREUS Turkis-blau mit opaquer Zone B-D Glukosidase,

(LIOFILCHEM) Phospholipase C (opaque Zone)
CHROMOGENIC B.CEREUS Turkis-blau mit opaquer Zone B-D Glukosidase,

(BIOLIFE) Phospholipase C (opaque Zone)

Quelle: https://www.rapidmicrobiology.com/test-method/microbiological-analysis-using-chromogenic-and-fluorogenic-
media; https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma-Aldrich/Datasheet/1/92325dat.pdf;
http://www.chromagar.com/publication.php; https://www.biomerieux-industry.com/;
https://www.solabia.com/Produto_304,9/BIOKAR-Diagnostics/COMPASS-BACILLUS-CEREUS-AGAR--COMPASS-BACILLUS-
PLUS-AGAR.html; www.oxoid.com; https://www.bio-rad.com/; https://www.liofilchem.com/search.html;
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/chromogenic-substrate;
eingesehen am: 16.03.2021.

Emetische B. cereus Stamme werden mittels ces Gen PCR nachgewiesen (Cereulid positiv). In
Kombination mit der Beweglichkeitsprifung fiir B. anthracis und dem mikroskopischen Nachweis der

parasporalen Kristalle von B. thuringiensis ist die Differenzierung der prasumtiven B. cereus moglich.
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Die Matrix-unterstiitzte Laserdesorptions/lonisations-Flugzeit-Massen-Spektometrie (MALDI-TOF MS)
basiert auf der Analyse von ribosomalen Proteinen. Eben diese Proteine des zu identifizierenden
Bakteriums, das in der Matrix eingebettet wurde, werden mit einem Laser beschossen und ionisieren.
Es kommt zu einer Beschleunigung im elektrischen Feld und somit im Flugrohr zu einer Auftrennung
entsprechend der Ladung und Masse, was zu einem Spezies-spezifischen Muster fihrt. Diese Muster
missen nur noch mit einer Datenbank abgeglichen werden (SCHUBERT et al., 2010). Dies klingt nach
einem schnellen und einfachen Weg zu Speziesbestimmung verschiedener Bakterien und Pilzarten,
allerdings ist das Gerat sehr teuer und bei der genauen Speziesbestimmung von B. cereus nur bedingt
einsetzbar. Denn so nahe verwandten Spezies wie zum Beispiel B. cereus und B. thuringiensis sind auch
in der MALDI-TOF MS nicht differenzierbar (HA et al., 2019). Eine Target-spezifische Differenzierung ist
moglich wie z.B. auf Basis des Zytotoxin K1 (CytK1) und nicht-hdmolytisches Enterotoxin (NHE) (TSILIA
et al., 2012). Cereulid-positive B. cereus kénnen mit dem gut etablierten Ethanol/Ameisensaure-
Extraktionsverfahren identifiziert werden: Die spezifischen Peaks liegen bei m/z 1175 und 1191. Ein
Peak-Positionsunterschied von 16 Th (Thomson) zeigt den Nachweis der Natrium- und Kaliumaddukte
von Cereulid an (DOELLINGER et al., 2020). Die B. anthracis Differenzierung von anderen Spezies der
B. cereus Gruppe ist auch vielversprechend. PAUKER et al. (2018) identifizierten 7, 10, 18 und 14 B.
anthracis-spezifische Biomarker, die in B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis und B.
weihenstephanensis Stammen fehlten. Psychrotolerante Arten der Gruppe B. cereus, B. mycoides und
B. weihenstephanensis konnen aufgrund von vier ribosomalen Untereinheiten-Proteinen (S10, S16,
S20 und L30) differenziert werden (TAKAHASHI et al., 2020).

Ein maschineller Lernansatz, basierend auf der Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie (FTIR)
mit klinstlichen neuronalen Netzen (ANN) zur Unterscheidung von Mitgliedern der B. cereus Gruppe
wurde von BAGCIOGLU et al. (2019) entwickelt. Die FTIR-Spektroskopie zeigte eine hohere
Ubereinstimmung mit der genetischen Profilerstellung im Vergleich zur proteomischen (MALDI-TOF

MS) Typisierung (RADMEHR et al., 2020).

1.4.2. Molekularbiologische Methoden

PCR-Nachweisverfahren zur Bestatigung der B. cereus Gruppe, zielen auf die Gene die die Biomarker
Chaperonin-Protein (GroEL) und das Topoisomerase-Enzym-Protein (gyrB) kodieren, ab (WEI et al.,

2018).
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Einzel PCR-Nachweis von B. cereus ces Gen (emetisches Toxin Cereulid), cytK1 und cytk2, nhe und hbl
sind etabliert und teilweise in Protokollen fiir die molekulare Epidemiologie enthalten (1ISO 7934:2004;
Amd, 2020). Die Gene werden auch in Multiplex PCRs kombiniert z.B. (nheA, hbID, cytk2 und cesB),
wobei die Nachweisgrenze fiir die direkte Extraktion aus Instantsiuglingsnahrung bei 2 x 10°KBE/g liegt
(SANCHEZ-CHICA et al., 2020).

Die , digital-droplet“-PCR (ddPCR) ist eine der neuesten und vielversprechendsten Methoden zum
Nachweis und zur Quantifizierung von molekularen Targetsmittels PCR. Der Vorteil ist, dass die
Nachweisgrenze im Vergleich zur Standard-qPCR-Assay gesenkt werden kann. Das ist von besonderem
Vorteil in Milchproben, wo der B. cereus Target Anteil in geringer Anzahl vorliegt (PORCELLATO et al.,
2016).

FRENTZEL et al. (2018) gelang eine Differenzierung und Quantifizierung mittels real-time PCR-Assays
von B. pseudomycoides, cryl positivem B. thuringiensis, B. weihenstephanensis von Arten der B.
cereus-Gruppe mit nicht-rhizoider Koloniemorphologie. Die DNA-Extraktion von Sporen in Gewiirzen
gestaltete sich als anspruchsvoll. Die Cetyltrimethylammoniumbromid-Methode (CTAB) war bei
Paprika, Pfeffer und Oregano anderen Fertigkits zur DNA Extraktion (iberlegen (Nachweisgrenze 10>
bis 10® KbE/g im Vergleich zu 10° KbE/g). Fiir den Nachweis von B. anthracis gibt es sowohl PCR- als
auch Real-Time-PCR-Systeme, die durch das Nachweisen der Toxingenkomponenten (cra) oder des
Kapselsynthesegens (capB) funktionieren. Mit diesen Methoden ist nicht nur eine Identifizierung,
sondern auch eine Differenzierung der unterschiedlichen Virulenztypen méglich (MESSELHAUSSER und
EHLING-SCHULZ, 2014).

Toxingenprofiling mittels PCR oder Real-Time-PCR eignet sich auRerdem zur Differenzierung von
emetischen und diarrhoeischen B. cereus Typ. Dabei konzentrieren sich die Verfahren auf das
genetisch verankerte Vermogen der Bakterien das wichtigste emetische Toxin (Cereulid, ces Gen) oder
der relevantesten diarrhoeischen Toxin Typen (NHE, HBL, CytK) herzustellen (MESSELHAUSSER und
EHLING-SCHULZ, 2014). Dabei werden sowohl einzel Target PCRs als auch Multiplex-PCR Systeme
entwickelt (EHLING-SCHULZ et al., 2006).

FORGHANI et al. (2014) studierte die Nachweisrate von Toxingenen in einem Stammset von B. cereus
Gruppe Isolaten aus Umwelt, Lebensmitteln und klinischen Ursprungs, dabei waren die Enterotoxin-

Gene nheA, entFM, hbIC und cytK zu 92,33 %, 77,21 %, 59,47 % bzw. 47,58 % im Stammset vorhanden.
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1.4.3. Toxin Nachweis

Flissigchromatographie-Massenspektrometrie und MALDI-TOF bieten eine geringe Kreuzreaktivitat
und hohe Spezifitat fir die Quantifizierung von Cereulid. Diese Messungen erfordern einen
chemischen Standard zur Quantifizierung des Molekiils der langen Zeit fehlte und tber Valinomycin
durch seine Ahnlichkeit in der chemischen Struktur Giberbriickt wurde (RAMARAO et al., 2020).

Die von B. cereus produzierten Enterotoxine sind hitzelabil und werden bei der
Lebensmittelverarbeitung oder beim Wiedererwarmen der Lebensmittel zerstort, deshalb greift man
fiir den Nachweis auf molekulare Methoden zurtick (EHLING-SCHULZ et al., 2006).

Aullerdem gibt es kommerziell erhiltliche Immunoassays, die die Enterotoxine Nhe und Hbl
detektieren, auf Lateral-Flow-Technik basieren und eine schnelle Auswertung ermoglichen

(https://www.rapidmicrobiology.com/tag/bacillus-cereus; eingesehen am: 16.02.2021).

1.4.4. Phylogenie

Phylogenetische Hypothesen Uber B. cereus s. |. wurden aus einer Vielzahl von Datenquellen generiert,
darunter 16S rRNA-Sequenzen, Daten zum amplifizierten Fragmentlangen-Polymorphismus (AFLP),
Multilokus-Sequenztypisierung (MLST) von ,housekeeping”-Genen, Ganzgenom-Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNPs) [18] oder digitale DNA-DNA-Hybridisierungsdaten (dDDH) (BAZINET, 2017;
STEVENS et al., 2019).

Die B. cereus-Gruppe kann in drei Klassen eingeteilt werden. Die Zuordnung der Stdamme zu den

Klassen erfolgt mittels spoll/AB-Typisierung (EHLING-SCHULZ et al., 2005).

Die B. cereus-Gruppe kann weiters in sieben phylogenetische Gruppem unterteilt werden
(GUINEBRETIERE et al., 2008; Tabelle 5). Diese Gruppen unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihrer
Zytotoxizitat, sondern auch anhand ihres Vermogens innerhalb bestimmter Temperaturgrenzen zu
wachsen. Unterschieden werden diese Stdamme anhand eines Sequenzabschnitt des panC-Gens
(welches die Biosynthese von Pantothenat und CoEnzym A codiert). Stdamme von B. cereus (s.s.)
werden der Gruppe I, lll, IV und V zugeordnet, die konkrete Pathogenitat ist allerdings stark Stamm-
abhingig (GUINEBRETIERE et al. 2008, 2010). B. cytotoxicus ist der panC-Gruppe VIl zuzuordnen,
allerdings gibt es eine hohe Variabilitat der Zytotoxizitat der einzelnen Stamme. Das Toxin-Expressions-
Level ist stark stammabhangig und somit sind nicht alle stark zytotoxisch wie einige Studien zeigen

(FAGERLUND et al., 2007, HEINI et al., 2018). B. weihenstephanensis und B. mycoides sind sich
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genetisch so dhnlich, dass von LIU et al. (2015) nach einer Genomsequenzierung beschrieben wurde,
dass es sich um die gleiche Spzies handle. Beide sind der phylogenetischen Gruppe VI zuzuordnen. B.
thuringiensis wird von GUINEBRETIERE et al. (2010) in alle phylogenetischen Gruppen, auRer Gruppe |
und VII, zugeordnet. B. toyonensis besitzt sowohl die Gene als auch die Fahigkeit Enterotoxine (nhe
und hbl) zu bilden, aber nicht so effektiv wie B. cereus (s.s.). Somit wird er von MILLER et al. (2018a)
und STEVENS et al. (2019) der Gruppe V zugeteilt. B. wiedmannii wird der Gruppe |l zugeordnet
(MILLER et al. 2016, 2018a). Er besitzt ebenfalls sowohl nhe- als auch hbl Gene und in einigen Stammen

wurden ebenfalls cytk-Gene gefunden.

Tabelle 5: Die sieben phylogenetischen Gruppen von B. cereus (s.l.).

GRUPPE ZYTOTOXIZITAT WACHSTUMSTEMPERATUR- VERTRETER
GRENZEN
m Sehr gering zytotoxisch 210°C und <43°C B. pseudomycoides
Stark zytotoxisch >7°C bis <40°C B. cereus
m B. thuringiensis
am starksten zytotoxisch 215°C bis <45°C B. anthracis
B. cereus
B. thuringiensis

Gruppe IV Stark zytotoxisch 210°C bis £45°C B. cereus
- B. thuringiensis

Gruppe V Weniger zytotoxisch >8°C bis <40°C B. cereus
- B. thuringiensis

Gruppe VI Sehr gering zytotoxisch >5°C und £37°C B. weihenstephanensis
B. mycoides
B. thuringiensis

Gruppe VII Stark zytotoxisch 220°C bis £50°C B. cytotoxicus

Quelle: GUINEBRETIERE et al., 2010, BfR, 2019; https://tools.symprevius.org/Bcereus/caracteristics.htm; eingesehen am 27.
02. 2021.

CARROLL et al. (2020) entwickelten ein Tool BTyper3 (https://github.com/Imc297/BTyper3;

eingesehen am 03.03. 2021) um Genomospezies besser zu identifizieren. Dazu wurden 2.231 Genome
charakterisiert und unterschiedliche Methoden der Subtypisierung verglichen: average-nucleotide
Identity Vergleich von Genomen, MLST Typisierungs Ergebnisse, panC und rpoB-Allel-Gruppen

Zuordnung, sowie Enterotoxin Profiling.
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1.5. ZIEL DER STUDIE

Ziel der vorliegenden Studie war es kommerziell erhaltliche Selektivndhrmedien zum Nachweis von
prasumtiven Bacillus cereus in Lebensmitteln (u.a. Milchprodukte; n=64) zu evaluieren. Die Spezies von
prasumtiven Bacillus cereus wurde mittels PCR Methode bestatigt (gyrB Gen) und subtypisiert (Toxin
Profiling, panC Typing) (Abbildung 5).

Die Hypothese ist, dass sich die Zusammensetzung der B. cereus Gruppe nach dem Einfrieren des

Probenmaterials verandert.

Mikrobiologische Untersuchung von
gekiihlten Milchproben und Lebensmitteln
mit und ohne Provokation (Bebriitung bei
30°C fur 24 h), vor und nach Einfrieren

Differenzierung der Koloniemorphologie auf
-ISO Referenzagar (MYP Agar)
-Alternativmedien

(Bacillus ChromoSelect Agar, Brilliance™
Bacillus-Cereus-Agar, CHROMagar™ B.cereus,
BACARA™ agar )

Bestatigung und epidemiologische
Differenzierung mit Hilfe von
molekulargenetischen Verfahren:

-PCR Bestatigung (gyr B) und
-Subtypisierung (Toxin Profiling, panC Typing)

Abbildung 4: Versuchsaufbau im Rahmen der Diplomarbeit zum Nachweis von prasumtiven Bacillus
cereus und Bacillus spp.
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2. MATERIAL & METHODEN

2.1. GERATE UND MATERIALIEN
Ein Uberblick tiber die in dieser Studie eingesetzten Gerite und Verbrauchsmaterialien wird in

Supplemente Tabelle 1 gegeben.

2.2. PROBEN UND PROBENZIEHUNG

Milchproben (n=51), davon eine Rohmilchprobe und 50 pasteurisierte Proben aus dem Einzelhandel
und von Molkerein eingesendet, wurden zur prasumtiven B. cereus Untersuchung von Dr. med. vet.
Beatrix Stessl an der Abteilung fiir Lebensmittelmikrobiologie (Veterinarmedizinische Universitat
Wien) fir die Diplomarbeit zur Verfligung gestellt. AuRerdem waren 13 Lebensmittelproben aus dem
Bereich ethnische Lebensmittel (Lebensmittelkategorien Kakao und Kakaozubereitungen, Kaffee und
Tee, Krustentiere und deren Produkte, Fisch und Fischprodukte, Krauter und Gewiirze, Nisse,
Nussprodukte und Samen und Obst und Gemiise) fiir die B. cereus Untersuchung vorliegend. Die
Proben wurden gekiihlt und nach Provokation bei 30 °C Inkubation fiir 24 h vor und nach einfrieren
untersucht. Der Provokationstest wird von Molkereien zur Prozesskontrolle angewendet und dient der
Auskeimung vorhandener B. cereus Gruppe Sporen um die Sporeneliminierung und das angewendete
Erhitzungsverfahren zu Uberprifen. Die Milchproben werden unterschiedlichen Erhitzungverfahren
innerhalb der Molkereien unterzogen. Das einfachste Verfahren (Pasteurisierung =Erhitzung fir 15-30
Sekunden bei 72-75°C ohne Homogenisierung; PM) war bei 15 Milchproben angewendet worden und
16 Milchproben wurden homogenisiert, mikrofiltiriert und pasteurisiert (PM; extended shelf life —
ESL“). Homogenisierung, Mikrofiltrierung und Hocherhitzung (Hocherhitzung=Erhitzung fir 2
Sekunden bei 125 bis 127°C; HP-ESL) war bei sechs Produkten angewendet worden. Ziegen - und
Schafmilch waren meist hocherhitzt, Gber vorangegangene Mikrofiltration fehlten die Angaben.
Pasteurisierte Milch ist gekiihlt und unged6ffnet 7 bis 10 Tage haltbar, wahrend hocherhitzte Milch bis
zu 3 Wochen gekiihlt und originalverpackt haltbar ist (TOPEL, 2015).

Ein hoher Prozentsatz (n=38/51; 74.51%) wurde unter Biorichtlinien produziert (https://www.bio-

austria.at/download/bio-austria-produktionsrichtlinien/; https://www.demeter.at/;

https://bioinfo.at/; https://www.zurueckzumursprung.at/; https://www.janatuerlich.at/wir-sind-

bio/wofuer-wir-stehen/strengste-kontrollen/; eingesehen am: 02.02.2021; Tabelle 6).
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Die Milchproben umfassten Hersteller H-Q und deckten Kuh- (Hersteller H bis N) sowie Schaf- und

Ziegenmilch ab (Hersteller P und Q und Hersteller O, P und Q). Die ethnischen Lebensmittel

stammten von den Herstellern A bis G.

Tabelle 6: ProbenUberblick zum Nachweis von Bacillus cereus (n=64).

PROBEN Hersteller

~N
(4]

w
~N

~
I 60O 6O 6 M mM m m m m O O @ >

4,42,70
11-D, 41,71

16,17,84

139, 141
73,74,75
2,13,15,76

120, 128, 130
123, 125, 127, 129
131, 132

~N
~N

~N
N
T O P VO 222 2220 AR ARARAR RS-

1, 8, 44, 66, 67
9,11-A, 11-B, 11-C, 43,

el

ID

KATEGORIE

Kakao und Kakaozubereitungen, Kaffee und Tee
Krebstiere und ihre Produkte
Fisch und Fischereierzeugnisse
Fisch und Fischereierzeugnisse
Gemuse und Friichte

Gemuse und Friichte

Fisch und Fischereierzeugnisse
Gemuse und Friichte

Gemuse und Friichte

Krauter und Gewdirze

Gemuse und Friichte

Kerne und Niisse

Kerne und Niisse

PM, NHOMOG.

PM, NHOMOG.

PM-ESL, MIKROFILT.

PM, NHOMOG.

RM

PM

PM-ESL, MIKROFILT.

HP-ESL, MIKROFILT.

PM-ESL, MIKROFILT.

PM-ESL, MIKROFILT.

HP-ESL, MIKROFILT.

PM-ESL, MIKROFILT.

PM-ESL, MIKROFILT.

HP-ESL, MIKROFILT.

PM-ESL, MIKROFILT.

PM, NHOMOG.

HP-ESL

PM, NHOMOG.

PM, NHOMOG.

HP-ESL

HP-ESL

PROBENBEZEICHNUNG ZUSATZ
Vietnamesischer griiner Tee

Flusskrebse

getrockneter Eidechsenfisch
getrocknete, gesalzene Sardellen
Pandan-Blatter

Tamarindenpaste, feucht

getrocknete, gesalzene Sardellen
Sojasprossen

Goji-Beeren

Korianderpulver

Galanga-Wurzel

Granatapfelkerne

gemahlen Egussi

Kuhmilch Bio, Heu
Kuhmilch Bio
Fettarme Milch Bio
Kuhmilch Bio
Baktofuge vor Entleerung

Buttermilch Bio
Kuhmilch Bio
Kuhmilch

Kuhmilch

Kuhmilch Bio
Kuhmilch Bio
Kuhmilch Bio, Heu
Kuhmilch

Kuhmilch Bio
Kuhmilch Bio
Kuhmilch Bio
Ziegenmilch Bio
Schafmilch

Ziegenmilch

Schafmilch Bio
Ziegenmilch Bio

Legende: PM: pasteurisiert, ESL: extended shelf life, HP: hocherhitzt, MIKROFILT.: mikrofiltriert, NHOMOG.: nicht

homogenisiert, RM: Rohmilch.
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2.3. MIKROBIOLOGISCHE UNTERSUCHUNG

2.3.1. Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar: Zusammensetzung und Koloniemorphologie von
prasumtiven B. cereus

Die Zusammensetzung des Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar (MYP) ist in Tabelle 7 ersichtlich. Zur
Herstellung von 500 ml des Agars werden 21,5 g eingewogen, mit einem Magnetrihrstab in 450 ml
destilliertem Wasser aufgeldst und 15 Minuten lang bei 121°C autoklaviert. Anschliefend wenn die
Mischung auf etwa 49°C abgekiihlt ist, werden 50 ml Eigelb-Suspension und eine Ampulle Polymyxin B

(entspricht 50.000 IE) hinzugefigt.

Tabelle 7: Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar Zusammensetzung (pH at 25 °C 7.2 £ 0.2).

GRUNDKOMPONENTEN DIFFERENTIAL- SELEKTIVSUPPLEMENT  Konz (IE/I)
SYSTEM

Fleischextrakt 1,0 Sojalecithin 100 ml/I Polymyxin B 10 000 IE/I

Pepton 10,0 Mannitol 10,0 g/l

Natriumchlorid 10,0 Phenolrot 0,025 g/l

Agar 12,0

Quelle: http://www.oxoid.com/UK/blue/prod_detail/prod_detail.asp?pr=CM0929&c=UK&lang=EN; eingesehen am 02. 03.

2021.

Das Indikatorsystem im Agar setzt sich aus Mannitol, Phenolrot und Eigelb dar. Polymyxin B soll das
Wachstum von Begleitflora unterdriicken. Die Inkubationsbedingungen fiir MYP Agar nach Inokulation
sind 30 °C fur 18-40h. Prasumtive B. cereus stellen sich als groRe, rosa und kornige Kolonien dar, die
Mannitol negativ sind und von einer Eigelbprazipitiationszone umgeben sind.

Bei Proben mit einer hohen Bakterienbelastung wird die Begleitflora nicht ausreichend unterdriickt
und es kommt zu einer starken Saurebildung durch z.B. Milchsdurebakterien. Dadurch kénnen
prasumtive B. cereus Kolonien {ibersehen werden, da sich der gesamte Agar gelb verfarbt. Es gibt auch
atypische B. cereus die keine deutliche Eigelb-Reaktion aufweisen. Diese Kolonien sind in der
Bestatigung  neben  typischen  Kolonien zu  berlcksichtigen  (ISO 7932, 2004;
file:///C:/Users/Win10/Downloads/Merck%20Rebrand 105267 1906.pdf; eingesehen am

22.01.2021).
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2.3.2. Alternative Selektivndhrmedien: Zusammensetzung und Wachstum von B. cereus

Ein Uberblick zu den in dieser Studie eingesetzten chromogenen B. cereus Selektivnahrmedien ist in
Tabelle 8 gegeben.

Zur Herstellung des Bacillus ChromoSelect Agar (Zusammensetzung in Tabelle 8 ersichtlich) werden
49,2 g in 1000 ml destilliertem Wasser aufgel6st, mit einem Magnetrihrer geriihrt und anschlielend
bei 15 Minuten bei 121°C autoklaviert. Nach Abkihlung des Agars auf 50 °C wird das
Selektivsupplement Polymyxin B zugefiigt. Das Indikatorsystem basiert auf dem MYP Agar (Mannitol
und Phenolrot). AuBerdem ist ein chromogenes Substrat zugesetzt, das zur Koloniefarbe durch den
Nachweis der B-D Glukosidase Aktivitat beitragt. Prasumtive B. cereus Kolonien wachsen hellblau, grol
und flach nach einer Inkubation von 24-48 h bei 30 °C

(https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma-

Aldrich/Datasheet/1/92325dat.pdf; eingesehen 22.01.2021).

Fir die Herstellung vom Brilliance Bacillus cereus Agar werden 20,5 g in 500 ml destilliertem Wasser
aufgeldst, mit einem Magnetriihrer gemischt und fiir 15 Minuten bei 121°C autoklaviert.

Nach dem Abkiihlen des Agars auf 50°C wird das Selektivsupplement bestehend aus Polymixin B und
Trimethoprim hinzufligen. Trimethoprim unterdriickt kokkoide Begleitflora und andere Bacillus
Species als die Cereus-Gruppe. Um die Koloniemorphologie beurteilen zu kdnnen miissen die
Agarplatten fir 24 Stunden bei 37°C inkubiert werden. B. cereus Kolonien wachsen grof3, blau-griin
mit unregelmaligem Rand

(http://www.oxoid.com/uk/blue/prod detail/prod detail.asp?pr=CM1036&org=9&c=uk&lang=EN;

eingesehen am 03. 03. 2021).

Zur Herstellung des Bacillus cereus Rapid Agar (BACARA) wird der in einer Flasche befindliche
Fertigagar in einem Wasserbad bei 100°C verflissigt und anschlieRend auf 44-47°C abgekihlt. Pro 100
ml Medium werden 4 ml BACARA Anreicherungssupplement und 0,5 ml BACARA Selektivsupplement,
welches auch die chromogene Mischung enthilt, zugefiigt. Um die Koloniemorphologie beurteilen zu
kénnen missen die Agarplatten fiir 22-26 Stunden bei 30°C inkubiert werden. Typische B. cereus
Kolonien stellen sich durch den Zusatz eines chromogenen Substrats pink-orange mit einem

undurchsichtigen Hof (Phospholipase C Reaktion) dar (https://www.biomerieux.at/industrielle-

mikrobiologie/resources/bacillus-cereus-kulturmedien; https://nf-validation.afnor.org/wp-

content/uploads/2014/03/Synt-AES-10-10-07-10 en.pdf; eingesehen am 22.01.2021).

Zur Herstellung des CHROMagar B. cereus werden 33,3 g in 1000 ml destilliertem Wasser gelost, mit

einem Magnetrihrer vermischt und autoklaviert (121 °C 15 min). Nach der Abkiihlung des Agars auf

30



47 °C werden 40 ml des Selektivsupplements aseptisch zugesetzt. Inkubiert werden die Platten bei
30°C fir 24 Stunden. Typische B. cereus Kolonien zeigen sich auf dem hellen CHROMagar als intensiv
blaue Kolonien mit Hof (Phospholipase C)

(http://www.chromagar.com/fichiers/1542790606NT_EXT 068 NOTICE BC.pdf?PHPSESSID=f7327f6

7dc1db88280c6e03ab373b4el; eingesehen am 22.01.2021).

Tabelle 8: Zusammensetzung der in dieser Studie eingesetzten chromogenen Bacillus cereus
Selektivnahrmedien.

AGAR AGARZUSAMMENSETZUNG g/l SELEKTIVSUPPLEMENT
Bacillus Pepton 10,0  Polymyxin Sulfat (10 mg/I)
CSCREREIEEE Flajschextrakt 1,0
Agar D-Mannitol 10,0
Natriumchlorid 10,0
chromogene Mischung 3,2
Phenolrot 0,02
5
Agar 15,0
EiRlIEN i Hefeextrakt 4,0 Polymyxin B (106 000 IE/l)
cereus Agar Pepton 10,0 Trimethoprim (10,0 mg/l)
Di-Natriumhydrogenphosphat 2,52
Kalium Di-Hydrogenphosphat 0,28
Natrium pyruvate 10,0
Chromogene Mischung 1,2
Agar 13,0
olal[V5@=g=llG Y spezielle Peptonmischung 10,0  Selektivsupplement (0,5 ml)
Rapid Agar Hefextrakt 4,0
[EACARRY Natriumchlorid 4,0
Phosphatpuffer 10,0
Agar 18,0
Antibiotikamischung 0,26
Chromogenes Substrat 0,05
Phospholipide
CHROMagar Agar 15,0  Selektivmix 3,0 g/I
Bacillus cereus Pepton und Hefeextrakt 8,0
Natriumchlorid 10,0
Chromogene Mischung 0,3
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2.4. MOLEKULARBIOLOGISCHE BESTATIGUNG UND SUBTYPISIERUNG

2.4.1. Isolatsammlung und DNA-Extraktion aus Isolaten mit Chelex

Die prasumtiven B. cereues Kolonien gewachsen auf MYP Agar und chromogenen Selektivnahrmedien
(Tabelle 8) werden in einem Isolatset zur weiteren Bestatigung archiviert (Stammsammlung Abteilung
fir Lebensmittelmikrobiologie, Veterinarmedizinische Universitat Wien).

Dazu wurden verdichtige Kolonien subkultiviert und als Reinkultur mit einer Ose in 1 ml Glyzerolstocks
Ubertragen (25% Glyzerolkonzentration). Die Bakterienstocks wurden bei -80 °C aufbewahrt.

Fur die DNA-Extraktion nach WALSH et al. (1991) werden zwei bis drei verdachtige Einzelkolonien in
Reinkultur mit einer Ose vom Agar abgenommen. Diese werden in ein 2,0 ml Tube mit 100 pl 0,01 M
Trishydroxymethylaminomethan (Tris HCl) Uberfiihrt und gevortext. Dazu wird noch 400 pl Chelex
Resin-Losung gegeben und anschlieBend gevortext. Das Tube mit DNA, Tris HCl und Chelex-Losung
wird fur 10 Minuten bei 100°C in einem Heizblock inkubiert und anschlieBend fiir fiinf Sekunden bei
15.000 Umdrehungen zentrifugieren. Es lauft fir 20 Extraktionen jeweils eine Leerkontrolle (nur Tris

HCl und Chelex, keine DNA) mit.

2.4.2. PCR-Assays

In allen PCR Assays wurde sowohl die Chelex-DNA als Negativkontrolle, als auch DEPC Wasser inklusive
der Mastermixkomponenten als PCR Non-Template-Kontrolle (NTC) eingesetzt.

Um zu bestatigen, dass die Isolate der gesammelten Proben der B. cereus-Gruppe angehéren wurde
eine gyrB PCR durchgefihrt (DZIECIOL et al., 2013). Die verwendeten Primer umfassten 5 - GCC CTG
GTA TGT ATA TTG GAT CTA C - 3 als Forward Primer und 5 — GGA CAT AAT AAC TTC TAC AGC AGG A
— 3" als Reverse Primer.

Als Positivkontrolle wird die DNA des Referenzstamms B. cereus DSM 31 (Frankland and Frankland
1887) mitgefiihrt. Die Zusammensetzung des PCR-Mastermix, das Reaktionsvolumen und der Ablauf

sind in Tabelle 9 ersichtlich.
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Tabelle 9: PCR Assay (Mastermix und Cyclereinstellungen) fiir die gyrB PCR nach DZIECIOL et al.

(2013).
Mastermix Endkonz. Stock konz. Ixin pl
Aqua dest. 12,95
10x Puffer 1x 2,5
MgCI2 3,5 mM 50 mM 1,75
BCG FP2 0,3 uM 10 uM 0,75
BCG RP2 0,3 uM 10 uM 0,75
dNTP's 200 puM 5000 puM 1
Taq pol (Plat.) 1,5 U 5 U/ul 0,3
Gesamt 20
Template 5
Reaktionsvolumen 1x 25
Temperatur Zeit Zyklen
95°C 5 min
94°C 40 sec
60°C 40 sec 30 Zyklen
72°C 1 min
72°C 7 min
4°C oo

Die Identifizerung des ces Gens dient der Differenzierung emetischer und nicht-emetischer B. cereus-

Stammen. Die Zusammensetzung des PCR-Mastermix, das Reaktionsvolumen und der Ablauf sind in

Tabelle 10 ersichtlich. Die Sequenz des verwendeten Forward Primer ist 5 — GGT GAC ACA TTATCA

TAT AAG GTG — 3“ und des Reverse Primer 5'— GTA AGC GAA CCT GTC TGT AAC AAC A — 3’ (EHLING-

SCHULZ, 2006).

Die PCRs die zur Identifizierung der Gene die zur Bildung von Toxinen des Diarrh-Types fihren werden

in den Tabellen 11 bis 13 dargestellt.

In Tabelle 11 wird die Zusammensetzung des PCR-Mastermix, das Reaktionsvolumen und der Ablauf

flr die cytK PCR dargestellt (EHLING-SCHULZ, 2006). Die Sequenz des verwendeten Forward Primer ist

5‘— ACA GAT ATC GGI CAA AAT GC -3 und des Reverse Primer 5 — CAA GTI ACT TGA CCI GTT GC - 3"
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Tabelle 10: PCR Assay (Mastermix und Cyclereinstellungen) fiir die ces PCR nach EHLING-SCHULZ
(2006).

Mastermix Endkonz. Stock Konz. Ix in pl
DEPC Wasser 14,05
10x PCR Puffer 1x 2,5
MgCl2 2,5 mM 50 mM 1,25
ces F1 1 uM 50 uM 0,5
ces R2 1 uM 50 uM 0,5
dNTP's 0,2 mM 5 mM 1
Taq 1 U 5 U/ul 0,2
Mastermix ges. 20
Template 5
Reaktionsvolumen 1x 25
Temperatur Zeit Zyklen

95°C 2 min

95°C 35 sec

60°C 30 sec 30 Zyklen

72°C 40 sec

72°C 5 min

10°C oo

Tabelle 11: PCR Assay (Mastermix und Cyclereinstellungen) fir die CytK PCR nach EHLING-SCHULZ
(2006).

Mastermix Stock Konz.

DEPC Wasser 14,7
10x PCR Puffer 1x 2,5
MgCI2 2,5 mM 50 mM 1,25
CKF2 0,25 uMm 50 uM 0,125
CK1R5 0,25 uM 50 uM 0,125
dNTP 0,2 mM 5 mM 1
Taq 1,5 U 5 U/ul 0,3
Gesamt 20
Template 5
Reaktionsvolumen 1x 25
Temperatur Zeit Zyklen

95°C 2 min

95°C 35 sec

57°C 30 sec 30 Zyklen

72°C 35 sec

72°C 5 min

10°C oo
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In Tabelle 12 wird die Zusammensetzung des PCR-Mastermix, das Reaktionsvolumen und der Ablauf
flr die Nhe PCR dargestellt (EHLING-SCHULZ, 2006). Die Sequenz des verwendeten Forward Primer ist
5— AAG CIG CTC TTC GIATTC — 3 und des Reverse Primer 5'— ITI GTT GAA ATA AGC TGT GG — 3".

Tabelle 12: PCR Assay (Mastermix und Cyclereinstellungen) fiir die Nhe PCR nach EHLING-SCHULZ
(2006).

Mastermix Endkonz. Stock Konz. 1xin pl
DEPC Wasser 14,7
10x PCR Puffer 1x 2,5
MgCl2 2,5 mM 50 mM 1,25
NA2F 0,25 uM 50 uM 0,125
NB1R 0,25 uM 50 uM 0,125
dNTP 0,2 mM 5 mM 1
Taq 1,5 U 5 U/ul 0,3
Gesamt 20
Template 5
Reaktionsvolumen 1x 25
Temperatur Zeit Zyklen

95°C 2 min

95°C 35 sec

49°C 30 sec 30 Zyklen

72°C 66 sec

72°C 5 min

10°C oo

In Tabelle 13 wird die Zusammensetzung des PCR-Mastermix, das Reaktionsvolumen und der Ablauf
flr die Hbl PCR dargestellt (EHLING-SCHULZ, 2006). Die Sequenz des verwendeten Forward Primer ist
5‘— GTA AAT TAI GAT GAI CAATTT C— 3’ und des Reverse Primer 5‘— AGA ATA GGC ATT CAT AGATT
-3

In Tabelle 14 wird die Zusammensetzung des PCR-Mastermix, das Reaktionsvolumen und der Ablauf
fiir die panC PCR dargestellt. Die Sequenz des verwendeten Forward Primer ist 5’- TYG GTT TTG TYC
CAA CRA TGG-3’ und des Reverse Primer 5’- CAT AAT CTA CAG TGC CTT TCG-3‘ (GUINEBRETIERE und
NGUYEN-THE, 2003).
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Tabelle 13: PCR Assay (Mastermix und Cyclereinstellungen) fiir die Hb/ PCR nach EHLING-SCHULZ

(2006).
Mastermix Endkonz. Stock Konz. Ixin pl
DEPC Wasser 14,7
10x PCR Puffer 1x 2,5
MgCl2 2,5 mM 50 mM 1,25
HD2F 0,25 uM 50 uM 0,125
HA4R 0,25 uM 50 uM 0,125
dNTP 0,2 mM 5 mM 1
Taq 1,5 U 5 U/ul 0,3
Gesamt 20
Template 5
Reaktionsvolumen 1x 25
Temperatur Zeit Zyklen
95°C 2 min
95°C 35 sec
49°C 30 sec 30 Zyklen
72°C 66 sec
72°C 5 min
10°C oo
Tabelle 14: PCR (Mastermix und Cyclereinstellungen) fur die panC PCR modifiziert nach
GUINEBRETIERE und NGUYEN-THE (2003).
Mastermix Endkonz. Stockkonz. Ixin pl
Aqua dest. 30,1
10 x PCR Rxn Puffer 1x 5
MgCl2 2,5 mM 50 mM 2,5
panC-FP 250 nM 5000 nM 2,5
panC-RP 250 nM 5000 nM 2,5
dNTP's 200 uM 5000 uM 2
Tag Polymerase (Plat.) 2 U 5 U/ul 0,4
Gesamt 45
Template 5
Reaktionsvolumen 1x 50
Temperatur Zeit Zyklen
94°C 5 min
94°C 15 sec
55°C 30 sec 30 Zyklen
72°C 30 sec
72°C 7 min
4°C oo
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2.4.3. Gelelektrophorese

Um die PCR Amplifikate nach GroRRe und Ladung aufzutrennen muss zuerst ein 1,5%iges Agarosegel
hergestellt werden. Dieses besteht aus 1,5 g Agarose, 100 ml 10 x Tris-Borat-EDTA (TBE) Puffer
(Zusammensetzung: 108 g Trishydroxymethylaminmethan, 55 g Borsdure, 9,3 g EDTA und 1000 mi
Millipore Wasser) und 3 pl PeqGreen. Als Vergleich zur besseren Auswertung werden in die erste und
in die letzte Tasche jeweils 5 pl der 1000 Bp-Marker pippettiert. In die restlichen Taschen werden
jeweils die Mischungen aus 10 pl PCR-Amplifikat und 3-4 pul sample loading buffer (SLB) pipettiert. Die
Auftrennung erfolgt bei 120 V fir 30 Minuten. AnschlieBend werden die Banden unter UV-Licht

sichtbar gemacht (GelDoc 2000) und als Foto dokumentiert.

3. RESULTATE

3.1. PROBEN

Die 64 prasumtiv B. cereus positiven Proben (Tabelle 6) waren sieben Probenkategorien zugeordnet:
Milch und Milchprodukte (n=51; 79,69%), Gemise und Frichte (n=5; 7,81%), Fisch und
Fischereierzeugnisse (n=3; 4,69%), Samen und Nusse (n=2; 3, 13%), Kakao und Kakaozubereitungen,
Kaffee und Tee (n=1; 1,56 %), Krebstiere und Erzeugnisse (n=1; 1,56 %) und Krauter und Gewdrze (n=1;
1,56 %).

Alle prasumtiven B. cereus Isolate (n=241) waren positiv in der gyrB PCR, also konnten der B. cereus
Gruppe zugeornet werden.

In Abbildung 5 werden die B. cereus gyrB positiven Proben hinsichtlich der Verteilung der panC Gruppe
in Kombination mit den Toxin Profilen dargestellt. Die Proben waren in der PCR Bestatigung des
emetischen Toxin-Gens (ces) negativ, deshalb waren die Toxin Profile B (nhe, hbl, ces Genkombination
positiv) und E (nhe, ces Genkombination positiv) im Isolatset nicht nachweisbar. Die panC/Toxin
Kombination IV/A war im Probenset am haufigsten vertreten (33,02%), gefolgt von IlI/F (21,70 %) und
VI/C (10,38%) (Abbildung 5).

Vertreter der B. cereus panC Gruppe IV sind als stark zytotoxisch beschrieben und wachsen generell 2
10 °C, also mesophil. Das Toxin Profil A reprasentiert nhe, hb/ und cytK Gen (cytk2) positive Isolate. Die
Enterotoxin-Gene (nhe, hbl, cytk2) befinden sich im Chromosom von diversen Spezies der B. cereus

Gruppe. Das cytK1 Gen ist ausschlieRlich in der thermophilen Spezies B. cytotoxicus (panC Gruppe VII)

37



chromosomal verankert (https://www.bfr.bund.de/cm/343/bacillus-cereus-bakterien-in-

lebensmitteln-koennen-magen-darm-erkrankungen-verursachen.pdf; eingesehen am 11. 03. 2021).

Vertreter der Gruppe panC VIl wurden in keiner Probe nachgewiesen. Die panC Gruppe Il gilt als
stark zytotoxisch und B. cereus Gruppe Vertreter wachsen > 15 °C. Das Toxin Profil F ist durch ein
positives nhe Gen gekennzeichnet (nicht-hdmolytisches Enterotoxin). Die panC Gruppe VI ist wenig
bis gar nicht zytotoxisch und wachst bei 2 5 °C. Das Toxin Profil C ist charakterisiert durch ein

positives nhe und hbl Gen.

PanC Gruppe und Enterotoxin-Profile in Kombination in
natiirlich kontaminierten Proben (n=64)
6: 5,66% 1 D,94%
et N _ 10;9,43%
II/F
11; 10,38%
N I/c
9; 8,49%
a8 ’ n/F
2;1,89% n/o
= lIl/A
3;2,83%_—| = l/C
IV/A
IV/D
v/c
\_23; 21,70%
vI/C
VI/A
VI/F
35;33,02%__—
\ \3; 2,83%
1,0,94% \ ;.1 goy

Abbildung 5: GyrB PCR-positive B. cereus Proben (insgesamt n=64) eingeteilt in panC-Gruppen in
Kombination mit Toxin Profilen prozentual und numerisch dargestellt.

Legende: Il, panC Gruppe Il (stark zytotoxisch, Wachstum = 7°C); Ill, panC Gruppe Il (stark zytotoxisch, Wachstum > 15 °C);
IV, panC Gruppe IV (stark zytotoxisch, Wachstum = 10 °C); V, panC Grupp V (wenig zytotoxisch, Wachstum 2 8°C); VI, panC
Gruppe VI (nicht oder wenig zytotoxisch; Wachstum = 5°C); Toxin Profil A (nhe, hbl, cytK Gen positiv); Toxin Profil C (nhe, hbl
Gen positiv), Toxin Profil D (nhe, cytK Gen positiv), Toxin Profil F (nhe Gen positiv).
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Generell waren 17,19% (n=11/64), 32,81% (n=21/64) und 50,00% (n=32/64) der Proben vor, nach oder
vor und nach dem Einfrieren B. cereus Gruppe positiv.

Auf MYP-Agar wurden die 64 Proben sowohl vor als auch nach dem Einfrieren auf ein Vorhandensein
von B. cereus untersucht. Der groRere Anteil der untersuchten Proben war vor dem Einfrieren auf MYP

Agar positiv (67,19%; n=43/64), im Unterschied zu 54,69% (35/64) nach dem Einfrieren.

Nach dem Einfrieren wurden auch weitere Selektivnahrmedien zum Recovery (=Wiederfindungs)
Nachweis von B. cereus Gruppe eingesetzt. Dabei war der ,Best Performer” B. cereus Rapid Agar-
BACARA (Biomerieux) (57,81%; n=37/64), gefolgt von CHROMagar (56,25%; n=36/64) und Brilliance
Bacillus cereus Agar (Oxoid) (53,13%; n=34/64) (Abbildung 6).

Interessanterweise waren die Proben vor und nach dem Einfrieren auf MYP Agar nicht ident positiv. Es
war bei 25 Probenpaaren vor und nach Einfrieren ein positiver B. cereus Nachweis mdoglich (25/64;
39,1%), wahrend 18 (28.1%) und 10 Proben (15.6%) exklusive vor oder nach dem Einfrieren B. cereus

positiv waren.

NE-BA | 57,81 |

NE-CH | 56,25 |

NE-BRI | 53,13

NE-HI | 46,88 |
NE-MYP | 54,69
VE-MYP | 67,19 |

0,00 1o,loo 20100 3o,loo 40100 50100 so:oo 70,|00 80100 90100 1ool,oo
Prozent (%)

Abbildung 6: B. cereus positive Proben (n=64 gesamt) detektiert auf Bacara Agar, CHROMagar,
Brilliance Agar, ChromoSelect und Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar dargestellt in Prozenten.

Legende: NE: nach Einfrieren, VE: vor Einfrieren, BA: Bacara Agar, CH: CHROMagar, BRI: Brilliance Agar, HI:
ChromoSelect Agar, MYP: Mannitol Egg Yolk Polymyxin-Agar.
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Die meisten Ubereinstimmungen (n=6) beim B. cereus Nachweis in natiirlich Proben auf verschiedenen
Selektivnahrmedien wurden bei Milch und Milchprodukten (n=15 Proben) der Hersteller H, I, J, K, M,
Q und R (Tabelle 6) beobachtet (Supplemente Tabelle 2). Die zweithdufigsten Ubereinstimmungen
(n=5) beim B. cereus Nachweis auf den Testmedien (MYP vor und nach Einfrieren, Bacara Agar,
ChromoSelect Agar, Brilliance Agar und Chromoselect Agar) wurden bei Milch und Milchprodukten der
Hersteller J, K, M und R festgestellt (n=7 Proben) (Supplemente Tabelle 2).

Auffallig ist, dass die Heterogenitat der B. cereus panC und Toxin Kombinationen nach dem Einfrieren
zunimmt. In 14 Proben (21,88%) waren vor und nach Einfrieren die panC und Toxin Profile ident. In
jeweils 12 und 14 Proben (18,75 und 21,88%) waren entweder erst vor oder nach dem Einfrieren B.
cereus nachweisbar. Im grofSten Anteil der Proben waren nach dem Einfrieren andere panC und Toxin

Kombinationen detektierbar als vor dem Einfrieren (n=24/64; 37,50%) (Supplemente Tabelle 3).

In Abbildung 7 ist ein phylogenetischer Baum der B. cereus Gruppe lsolate dargestellt. Die
Evolutionsgeschichte wurde mit Hilfe der Maximum-Likelihood-Methode und dem Tamura-Nei-Modell
abgeleitet. Der Baum mit der héchsten logarithmischen Wahrscheinlichkeit (-3212.10) ist dargestellt.
Die anfanglichen Baume fiir die heuristische Suche wurden automatisch durch Anwendung der
Algorithmen Neighbor-Join und BioNJ auf eine Matrix paarweiser Abstande, die mithilfe des Tamura-
Nei-Modells geschatzt wurden, ermittelt und dann die Topologie mit dem hochsten Log-Likelihood-
Wert ausgewadhlt. Der Baum ist mal3stabsgetreu gezeichnet, wobei die Zweigldangen in der Anzahl der
Substitutionen pro Stelle gemessen werden. Diese Analyse umfasste 241 Nukleotidsequenzen.
Insgesamt gab es 628 Positionen im endgililtigen Datensatz. Die evolutiondaren Analysen wurden in
MEGA X durchgefiihrt. Die Mehrheit der Isolate clusterte in panC Gruppe IV, Il und Il und der geringere
Anteil in panC Gruppe V und VI (Abbildung 7).
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Evolutionary analysis by Maximum Likelihood method: Bacillus cereus Gruppe

panC Gruppe Il

’ panC Gruppe IV

panC Gruppe Il

panC Gruppe VI ‘ panC Gruppe V

Abbildung 7: Maximum Likelihood tree der B. cereus panC-Gruppen isoliert aus 64 Proben.

3.2. AGAR

Auf dem Referenznahrmedium Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar (MYP-Agar) wird die typische Kolonie
vom prasumtiven B. cereus, laut ISO 7932 (2004), rosa mit einem Prazipitationshof. Schlagt der Agar in
eine Gelbfarbung um (durch mangelhaft unterdriickte bzw. GberméaRig vorhandene Begleitflora), so
kénnen sich dennoch darunter B. cereus Kolonien befinden, die allerdings kaum in Reinkultur
abnehmbar sind, was eine Erkennung, Bestdtigung und Subtypisierung von B. cereus bei zu stark

vorhandener Begleitflora erschwert (siehe Abbildung 7).

Der Bacillus ChromoSelect Agar ist eine Modifizierung des MYP Agars durch Einsatz von Mannitol und
zusatzlich einem chromogenen Substrat das prasumtive B. cereus als blaue Kolonien darstellt. Bei
Proben mit hohem Keimanteil ist Polymyxin B nicht ausreichend um den Begleitflora-Anteil

ausreichend zu unterdriicken (Abbildung 8).
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Die prasumtiven B. cereus farben sich Kolonien abweichend der Beschreibung des Agars hier nicht

hellblau, sondern blaugriin oder violettblau (siehe Abbildung 8).

Im Gegensatz zu den beiden gerade genannten Nahrmedien enthalt der Brilliance Bacillus cereus Agar
nicht nur Polymyxin als Selektivsupplement, sondern auch Trimethoprim. Dadurch ist die Begleitflora
deutlich besser gehemmt. Das chromogene Substrat sollte laut Beschreibung die prasumtiven B.
cereus Kolonien blaugriin farben, aber einige farben sich auch tirkisblau mit weiRem Rand (siehe
Abbildung 8). Wenn die Kolonien das Farbsubstrat schlecht oder gar nicht aufnehmen kénnen auch

atypische B. cereus Kolonien mit einer hellblauen oder weiBen Farbung entstehen (siehe Abbildung 9).

In der Beschreibung vom CHROMagar Bacillus cereus wird nicht angegeben, welche
Selektivsupplemente genau enthalten sind, aber durch die Hofbildung (Phospholipase C) ist die
Begleitflora, selbst wenn viele pinpoint Kolonien vorhanden sind, gut von den prasumtiven B. cereus

Kolonien zu unterscheiden. Die Farbgebung ist wie beschrieben Tiirkis (siehe Abbildung 9).

Der Bacillus cereus Rapid Agar inhibiert die Begleitflora sehr gut (auch hier wird keine detaillierte
Beschreibung des enthaltenen Selektivsupplements gegeben). Das Farbsubstrat wird von den
prasumtiven B. cereus Kolonien aufgenommen und so entstanden fast keine atypischen Kolonien
(Abbildung 10: in der unteren Bilderreihe in der Mitte eine Pospholipase C negative Kolonie, sonst alle

Kolonien orange oder orange mit weilem Rand und mit Hof).

42



REFERENZAGAR-MYP; prasumtive B. cereus Kolonien

s

REFERENZAGAR-MYP, Begleitflora

Mannitol positiv Mannitol negativ Mannitol positiv

Abbildung 8: Beispiele typischer prasumtiver B. cereus Kolonien und non-target Begleitflora auf Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar.
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CHROMOGENE AGAR; prasumtive B. cereus Kolonien

Bacillus ChromoSelect Agar

Blau-grine Kolonien- B. cersus
Rosa Hintergrund: Bagleitflora

Bacillus ChromoSelect
Agar

Blaue Kolonien - B. cereus,
[0 Glukosidase negative - B. cerews

Bacillus ChromoSelect Agar

Blau-grine Kolonien- B. cersuws
gelber Hintergrund: Begleitflora,
hMannitol positiv

Erilliance Bacillus cereus
Agar

i

—

Blaue-grine Kolonien - B. cereus

Bacillus ChromoSelect Agar

Blaue Kolonien - B, cemnsus

Brilliance Bacillus cereus
Agar

Blaue-irkise Kalonien mit weilam Rand
-B. ceraus

Abbildung 9: Beispiele typischer und atypischer prasumtiver B. cereus Kolonien und Begleitflora auf ChromoSelect und Brilliance Agar.
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CHROMOGENE AGAR; prasumtive B. cereus Kolonien

Brilliance Bacillus cereus Brilliance Bacillus cereus thromagar Bacillus cereus Agar

Agar & %

hellblave Kolonian- 8. waile Kolonien - B. cereus hellblaue Kolonien mit Hof - B.
CEIBLS atypisch cereus,
hellblave Kolonien - Begleitflora

Chremagar Baocillus eereus Agar Chromagar Bacillus cereus Agar Chromagar Bacillus cereus Agar

hellblaue Kolonien mit Hof - B. tirkis-blaus Kolonien mit Hof - B. cerous, turkis-blave pin-point Kolonien, waike

cereus, Fin-point Kolonien im Hintergrund - Kolonian _
weille Kolonien - Begleitflora Begleitflora - beides Beglaitflora

Abbildung 10: Beispiele typischer und atypischer prasumtiver B. cereus Kolonien und Begleitflora auf Brilliance Agar und Chromagar.
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CHROMOGENE AGAR; prasumtive B. cereus Kolonien

B. cereus Rapid Agar-BACARA

Pink-crange Kolonien mit Hof Pink-orange rhizoide Kolonien mit Pink-orange pin point Kolonken mit
- B. cereus Hof- B. cereus Hof -B. cereus

Pink-crange grofie Kelonien mit Hof Pink-orange atypische Kolonien ohne Hof Pink-orange pin point Kolonien mit
- B. cereus - B. cereus Hof - B. cereus

Abbildung 11: Beispiele typischer und atypischer prasumtiver B. cereus Kolonien auf B. cereus Rapid Agar
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4. DISKUSSION & KONKLUSION

Bacillus cereus s. I. verursacht Intoxikationen beim Menschen, da sein haufiges Vorkommen in der
Umwelt und die Hitze- und Desinfektionsmittelresistenz seiner Sporen im Hinblick auf die

Lebensmittelsicherheit eine unglinstige Kombination sind (CARLIN et al., 2010).

Produkte im ungewaschenen (Gemiuse, Obst, Krduter) oder vorgewaschen Zustand (Convenience Stufe
V; verzehr-tischfertig), Fertiggerichte (Convenience Stufe IV; regenerierfertig; durch Aufwarmen
verzehrfertig), Produkte, die der Convenience Stufe Ill zugeordnet werden (aufbereitfertig; Instant-
Suppen, Puddingpulver, FertigsoRen; Krauter und Gewirze) sowie erhitzte Milch und Milchprodukte
sind haufig mit B. cereus belastet. Aktuelle Meldungen zeigen auch eine gewisse Belastung in
didtetischen Lebensmittel und Nahrungserganzungsmittel (RASFF-Portal;

https://webgate.ec.europa.eu/; eingesehen am 22.03.2021). Das emetische Toxin akkumuliert

besonders in stirkereichen Produkten (MESSELHAUSER und EHLING-SCHULZ, 2014). B. cereus wird
bereits durch kontaminierte Rohstoffe in die Produktionskette eingetragen und ldsst sich durch
Lenkungspunkte (kritische Kontrollpunkte, CCPs) im HACCP Konzept wie Temperatur-Zeit Profil, pH-
Wert, Wasseraktivitdt, Salz und/oder Zuckergehalt nicht vollkommen eliminieren. Bei kleinen
Abweichungen in der Kiihlkette kann B. cereus im Produkt (noch innerhalb des Haltbarkeitsdatums)
auskeimen und sich besonders in keimarmen Produkten vermehren. Bei sporadischen B. cereus
Ausbriichen waren meist Faktoren wie unzureichende Kiihlung, Lagerung und/oder Wiedererwarmung

bei der Auskeimung von Sporen beglinstigend (WEBB et al., 2019).

Ziel der vorliegenden Studie war es kommerziell erhaltlichen Selektivnahrmedien zum Nachweis von

prasumtiven Bacillus cereus in Lebensmitteln (u.a. Milchprodukte; n=64; Tabelle 6) zu evaluieren.

Die Diagnostik von prasumtiven B. cereus auf konventionellen Selektivndhrmedien (Polymyxin Eigelb
Mannitol Bromothymol Blau-PEMBA und Mannit-Eigelb-Polymyxin-MYP Agar) die gemaR 1SO
Standards empfohlen werden ist oft fehleranfallig, besonders wenn das Laborpersonal nicht speziell
auf die Bandbreite der B. cereus typischen und atypischen Koloniemorphologien geschult wurde
(FRICKER et al., 2008). Bei hochgradigem Wachstum von Begleitflora mit Saurebildung aus Mannitol ist
der fir B. cereus typische Farbumschlag nicht sichtbar, stattdessen verfarbt sich der gesamte Agar gelb
(FRICKER et al., 2008; HENDRIKSEN und HANSEN, 2011). Diese Beobachtung wurde auch in der aktuell

vorliegenden Diplomarbeit gemacht: prasumtive B. cereus die unter einem Rasen von Mannitol-
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positiver Begleitflora liegen, sind kaum in Reinkultur abnehmbar, was eine Erkennung, Bestatigung und
Subtypisierung von B. cereus erschwert (siehe Abbildung 7). Die Bestatigung nach ISO Standard
beiinhaltet die Beurteilung der Hamolyse auf Schafblutagar, wobei auch hier atypische Kolonien keine
R-Hamolyse aufweisen und eine weitere Bestadtigungsreaktion inkludiert werden sollte

(MESSELHAURER et al., 2014).

Chromogene Nahrmedien bieten neue Optionen in der Identifizierung und Isolierung von prasumtiven
B. cereus. Im ersten Ansatz wird auf die Selektivitdat Wert gelegt wie zum Beispiel durch den Zusatz von
weiteren Supplementen wie Trimethoprim, das auch in Brilliance Bacillus cereus Agar von

Thermofisher, Oxoid enthalten ist (HENDRIKSEN und HANSEN, 2011; KIM et al., 2013).

Die Spezifitat von chromogenen Agarformen wurde eindeutig durch den Einsatz von alternativen
Supplementen in Kombination mit spezifischeren chromogenen Substraten erhéht (Ubersicht
chromogene Substrate:

https://www.carbosynth.com/carbosynth/website.nsf/category sub sublopen&category=Enzyme%

20Substrates-Chromogenic%20Substrates; eingesehen am 26.03.2021).

Atypische Kolonievarianten von B. cereus s. |. die nicht korrekt identifizierbar waren, oder fehlendes
Wachstum gezigt haben (Selektivitdt) wurden aber weiterhin auf den Testmedien BCM® B. cereus
group plating medium (BCM, Biosynth AG, Switzerland) und Brilliance Bacillus cereus Agar
(Thermofisher, Oxoid) beschrieben (FRICKER et al., 2008; HENDRIKSEN und HANSEN, 2011). Im
Gegensatz dazu zeigte Brilliance Bacillus cereus Agar (Thermofisher, Oxoid) in einer Studie von CHON
et al. (2014) eine erhohte Spezifitat und Selektivitat in Lebensmitteln mit hoher Grundkeimbelastung

und wurde besonders fir die quantitative Analyse empfohlen.

In einer Vergleichsanalyse von B. cereus Rapid Agar-BACARA (Biomerieux) und Brilliance Bacillus cereus
Agar (Thermofisher, Oxoid) waren diese beiden Ndhrmedien den konventionellen Ndhrmedien
deutlich liberlegen, wobei Brilliance Bacillus cereus Agar in diesem Setting effizienter und selektiver

fir die Isolierung von Bacillus war (KABIR et al., 2017).

In der vorliegenden Diplomarbeit waren CHROMagar Bacillus cereus (Chromagar) und B. cereus Rapid
Agar-BACARA (Biomerieux) in der Darstellung der typischen Koloniemorphologie den anderen

chromogenen Agartypen und MYP Agar Uberlegen (Abbildung 7-10). Es gab kaum atypische B. cereus
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die entweder Phospolipase C oder B-D Glukosidase (Tabelle 4) negativ waren (weifSe Kolonien, oder

fehlende Hofbildung um die Kolonie).
Es gibt in der Literatur immer wieder kontroversielle Ergebnisse zu den einzelnen Agartypen:

Bacillus ChromoSelect Agar (Synonym: HiCrome Bacillus cereus Agar; HiMedia; Merck KgaA) und
PEMBA waren in einer Performance Testung dem MYP Agar bei der Isolierung und Identifizierung von

B. cereus unterlegen, da hier ein klareres Koloniebild zur Quantifizierung vorlag (TEWARI et al., 2013).

Die Uberlegenheit von MYP Agar im Vergleich zu Bacillus ChromoSelect Agar (HiMedia, Merck KgaA)
und Brilliance Bacillus cereus Agar (Thermofisher, Oxoid) wurde auch bei einer Untersuchung von
Molkerei spezifischen Proben festgestellt, wo nur wenige Sporen/ml enthalten waren, also an der

methodischen Nachweisgrenze lagen (NEMECKOVA et al., 2012).

Unerwiinschte Konkurrenzflora war der haufigste Storfaktor in der Quantifizierung, Isolierung und
Identifizierung von prasumtiver B. cereus Kolonien, deshalb wurde MYP Agar mit Cefuroxim
supplementiert. Dabei wurden die Konkurrenzflora in signifikant weniger Proben (70 %) im Vergleich

zu der originalen MYP Agar Rezeptur (93 %) nachgewiesen (CHON et al., 2019).

In dieser Studie wurde der Ansatz vefolgt die Proben auch nach dem Einfrieren zu charakterisieren, um
die potentielle Diversitat der Stamme zu erfassen. Der groRRere Anteil der untersuchten Proben war
vor dem Einfrieren auf MYP Agar positiv (67,19%; n=43/64), im Unterschied zu 54,69% (35/64) nach

dem Einfrieren.

Einige Proben waren sehr gering kontaminiert, wie auch bei schon zuvor fir Milch und Milchprodukte
beschrieben (NEMECKOVA et al., 2012). Dieser niedrig belastete B. cereus Kontaminationsstatus ist
nach dem Einfrieren nicht mehr methodisch nachweisbar. Deshalb sollten Lebensmittel naturlich

immer im frischen, gekiihlten Zustand (4 °C) unmittelbar nach Erhalt untersucht werden.

Wenn die B. cereus Stamm - Diversitdt in starker kontaminierten Produkten erfasst werden sollten,
erweist sich eine Untersuchung vor und nach dem Einfrieren wie in unserem Ansatz als durchaus
hilfreich. Im Fall der ,Recovery Rate” (Wiederfindungsrate) auf einzelnen Agarndhrmedien zum B.
cereus Nachweis nach dem Einfrieren waren Bacillus cereus Rapid Agar-BACARA (Biomerieux) und

Bacillus cereus CHROMagar die ,,Best Performer” (57,81 und 56,25%).
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Wenn konkretere Aussagen bezliglich des Risikos in bestimmten Lebensmitteln getroffen werden
missen, dann ist eine Quantifizierung und Zuordnung der B. cereus Gruppe Vertreter mithilfe von
Subtypisierungsmethoden unabdingbar (CHAVES et al., 2017; DIETRICH et al., 2021). Dabei werden oft
PCR Methoden eingesetzt. B. cereus Isolate konnen mithilfe von PCR Methoden in sieben verschiedene
Toxinprofile eingeteilt werden: A (nhe+, hbl+, cytK+), B (nhe+, cytK+, ces+), C (nhe+, hbl+), D (nhe+,
cytK+), E (nhe+, ces+), F (nhe+), und G (cytK+) (EHLING-SCHULZ et al., 2006).

In unserem Studien-Ansatz haben wir uns fiir eine weitere Subtypisierungsmethode entschieden - die
Charakterisierung des panC Gens (enkodiert Pantothenate Synthetase). Auf diese Weise kdnnen
sieben phylogenetische Hauptgruppen (I bis VII) innerhalb der B. cereus Gruppe identifiziert werden
und eine 6kologische Nische aufgrund der Wachstumsoptima zugeordnet werden (GUINEBRETIERE et
al., 2008; Tabelle 5). Die thermotolerante Gruppe VIl (B. cytotoxicus) und die mesophile Gruppe | (B.
pseudomycoides) waren in unserem Probenset nicht vertreten. Die zwei mesophilen Gruppen (llI, IV),
eine intermedidre Gruppe (V) und zwei psychrotolerante Gruppen (VI, 1l) waren im Probenset
vorhanden. Durch die Kombination Toxin und panC -Profil konnte eine Art erstes , Risk profiling” der
Isolate durchgefiihrt werden. Die Heterogenitdt der B. cereus panC und Toxin Kombinationen im
Stammset nahm nach dem Einfrieren, besonders in Milchproben der Hersteller H, O (Kuhmilch), Q und
R (Schaf und Ziegenmilch) zu. In diesen Proben waren drei bis vier verschiedene Toxin/panC Gruppe
Kombinationen nachweisbar (Supplemente Tabelle 3).

Nach dem Einfrieren waren in 37,50% der Proben andere panC und Toxin Kombinationen detektierbar
als vor dem Einfrieren (Supplemente Tabelle 3). Das Toxin Gen ces (enkodiert das emetischen Toxin
Cereulid) war in keiner Proben nachweisbar. Die panC/Toxin Kombination IV/A war im Probenset am
haufigsten vertreten (33,02%), gefolgt von III/F (21,70 %) und VI/C (10,38%) (Abbildung 5;
Supplemente Tabelle 3). Es gab keinen klaren Trend, das bestimmte panC Gruppen nur in Milch und
Milchprodukten vorkamen, oder in anderen Lebensmittelkategorien wie z. B. Gemise und Friichte
(Tabelle 5). Die einzige Auffalligkeit war, dass panC Gruppe V in Kombination mit dem Toxin Profil C
(nhe+, hbl+) ausschlieRlich in Produkten des Herstellers M nachweilRbar waren (Supplemente Tabelle
3).

Eine dhnliche Diversitat der panC Gruppen wurde auch in der Literatur in Mehl, Kartoffelpiree,
Sauglingsanfangsnahrung, Schalentieren und Molkerei Isolaten aufgezeigt (HEINI et al., 2018; HSU et
al., 2021; KINDLE et al., 2019; MILLER et al., 2018a). In der phylogenetischen Studie von MILLER et al.

(2018a) wurde wiederum unterstrichen, dass die Clade VI (B. mycoides/B. weihenstephanensis) bei

50



37°C nicht zytotoxisch war, was darauf hindeutet, dass Isolate dieser Clade weniger wahrscheinlich

lebensmittelbedingte Krankheiten verursachen.

Ein vermehrter Eintrag von als Biopestizide zugelassener B. thuringiensis Stamme in die
Lebensmittelproduktion wird berichtet (FRENTZEL et al., 2020; JOHLER et al., 2018). Dabei kann im
konventionellen mikrobiologischen Ansatz bisher nicht zwischen hochpathogenen B. cereus Stammen
und Biopestizidstdmmen unterschieden werden. Es kommt durchaus zu Grenzwertiiberschreitungen
(Tabelle 3) u. a. durch den Eintrag von Biopestizidstimmen und damit zu einer nicht verkehrsfahigen
Probe laut EU VO 852 und 853/2004. JOHLER et al. (2018) charakterisierten B. thuringiensis
Biopestizistamme (Serovar aizawai, kurstaki, israelensis, morrisoni) die bis auf einen Stamm (panC

Gruppe V) alle in die panC Gruppe IV clusterten.

In der milchverarbeitenden Kette kann man durch einfache Euter- und MelkhygienemalRnahmen die
Sporenbelastung in der Tankmilch deutlich reduzieren (Zitzenendhygiene, Einwegreinigungstiicher)
(EVANOWSKI et al., 2020). Wenn Stallhygiene und Melkhygiene einen Eintrag von Sporenbildnern in
die Verarbeitskette beinhalten, kann dies zu einer Verschleppung der B. cereus Sporen und auch zu

Persistenz in Anlagenteilen der Molkerei fiihren.

Biofilme werden oft als problematisch beschrieben (GOPAL et al.,, 2015; RADMEHR et al., 2020;
KUMARI et al., 2014, HUANG et al., 2021). In roher und pasteurisierter Milch fand RADMEHR et al. in
einer Studie von 2020in 42,3 % der 97 Proben B. cereus spp. und davon konnten 53,7% Biofilme bilden.
Das Ergebnis bei KUMARI et al. (2014) fiel dhnlich aus: 230 Milchproben und Milchprodukte wurden
untersucht und mit einer Pravalenz von 33-55% wurden 144 Isolate generiert, von welchen 71% auch

bei 4°C einen Biofilm bilden konnten.

In dieser Studie wurde B. cereus nicht nur in Milch, sondern auch in getrockneten Lebensmitteln wie
Gewiirze und Kriuter gefunden. Die Trocknung der Lebensmittel hat keinen Einfluss auf das Uberleben
der Sporen von B. cereus und B. thuringiensis (THANH et al., 2018). Wie auch in unserer Studie findet
man B. cereus (s.l.) allerdings am haufigsten in Milch (KUMARI et al. 2014, GOPAL et al. 2015).
Phenolische Substanzen, wie sie in Gewirzen und Krautern vorkommen, und andere
Lebensmittelinhaltsstoffe konnen eine PCR inhibieren, was einen Nachweis erschwert. AuBerdem
macht die widerstandsfahige Hille der Sporen ein Freisetzen der DNA zum Nachweis mittels PCR auch
schwierig. Es bedarf deshalb besonderer Probenvorbereitungen und AufschluRverfahren, z.B. die auf

,bead-based” Technologien basieren (FRENTZEL et al.,, 2018; RAMARAO et al., 2020;
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https://international.neb.com/monarch/high-molecular-weight-dna-extraction ; eingesehen am

30.03.2021). B. cereus Stammen die Biofilme in Steriltanks bilden kdnnen, weisen auch eine erhéhte
Toleranz gegeniber Reinigungsmittel mit Saure oder Alkali-Anteil auf (LIN et al., 2017). In unserer
Studie waren die panC Gruppe IV und Il und VI am h&ufigsten in Milch und Milchprodukten vertreten.
Bei der panC Gruppe IV ware die Differenzierung hinsichtlich der B. thuringiensis Biopestizidstamme
sehr hilfreich um den massiven Anteil dieser Gruppe im Probenset abzuklaren. Dazu sollte in weiterer
Folge die Kristallbildung bei B. thuringiensis als Bestatigung durchgefiihrt werden und eine
Gesamtgenomsequenzierung (FRENTZEL et al.,, 2020) und eine Analyse mittels Fourier-

Transformations-Infrarot-Spektroskopie (FTIR) folgen (BAGCIOGLU et al., 2019).
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Vertreter der Bacillus cereus-Gruppe (B. anthracis, B. mycoides, B. cereus, B. thuringiensis, B.
pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B. toyonensis, B. cytotoxicus, B. wiedmannii) kénnen sowohl
aerob wachsen als auch unter anaeroben oder sonstigen widrigen Bedingungen Sporen ausbilden.
Aufgrund der Adaptationsfahigkeit und Widerstandsfahigkeit von B. cereus (s. I.) kommt es immer
wieder zu lebensmittelbedingten Intoxikationen weshalb sich diese Studie mit dem Nachweis von B.
cereus (s. I.) beschaftigt. Evaluiert wurden dabei vier verschiedene kommerziell erhiltliche
Selektivnahrmedien (Bacillus ChromoSelect Agar, Brilliance Bacillus cereus Agar, Bacillus cereus Rapid
Agar und CHROMagar Bacillus cereus) im Vergleich zum Referenzndhrmedium (Mannitol Egg Yolk
Polymyxin Agar). Dazu wurden 64 natirlich kontaminierte Proben mikrobiologisch bearbeitet und
Isolate generiert, sowohl vor als auch nach Einfrieren. Zuerst wurde mit der gyrB PCR die Spezies
bestatigt und danach eine Subtypisierung durchgefiihrt: Zuordnung in panC Gruppen und
Toxinprofiling (ces, hbl, nhe, cytK Gene).

Auf der Basis dieser PCRs wurden die generierten Isolate in panC Gruppen und Toxin Gen
Kombinationen zugeordnet. Alle Isolate (n=241) beherbergten zumindest ein Enterotoxin Gen.Die
haufigste Kombination war die der panC Gruppe IV und des Toxin Gen Profil A (33,02%), gefolgt von
panC Gruppe Il Toxin Profil F (21,70%) und panC Gruppe VI und Toxin Profil C (10,38%). In dieser Studie
wurde kein ces Gen und keine panC Gruppe | und VIl gefunden.

Dabei war die Hélfte der Proben (50,00%; n=32/64) sowohl vor als auch nach Enfrieren positiv, 11
(17,19%) waren nur vor und 21 (32,81%) nur nach Enfrieren positiv. Bei der Wiederfindungsrate von
prasumtiven B. cereus war der BACARA Agar der ,,best performer” mit 57,81% (entspricht 37 Proben),
dicht gefolgt vom CHROMagar mit 56,25% (36 Proben). Die Heterogenitat der B. cereus panC Gruppen
und Toxin Gen Kombinationen hat nach dem Einfrieren zugenommen.Die Spezifitdt und Selektivitat
der B. cereus Nahrmedien steigt durch den Einsatz alternativer Selektivsupplemente und chromogener
Zusatze. In weiterer Folge wird eine Unterscheidung von B. thuringiensis Biopestidstimmen von
anderen Feldstammen der B. cereus Gruppe unabdingbar, da es hier zu einer potentiell vermehrten
Akkumulation in der Lebensmittelkette kommt. Dazu missen mikro- als auch molekularbiologischen
Methoden kombiniert werden und eine Risikobewertung folgen, da auch in zugelassenen B.

thuringiensis Praparaten Enterotoxingene prasent sind.
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6. SUMMARY

Evaluation of novel alternative agar planting media for the quantification of the food spoilage
associated and pathogenic Bacillus cereus group.

The members of the Bacillus cereus group (B. anthracis, B. mycoides, B. cereus, B. thuringiensis, B.
pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B. toyonensis, B. cytotoxicus, B. wiedmannii) can grow

aerobically as well as form spores under anaerobic or other adverse conditions.

Due to the adaptability and resistance of B. cereus (s. I.), foodborne intoxications occur frequently,
which is why this study deals with the detection of B. cereus (s. |.). Four different commercially available
selective culture media (Bacillus ChromoSelect Agar, Brilliance Bacillus cereus Agar, Bacillus cereus
Rapid Agar and CHROMagar Bacillus cereus) were evaluated in comparison to the reference culture
medium (Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar). For this purpose, 64 naturally contaminated samples
were microbiologically processed and isolates were generated, both before and after freezing. First,
gyrB gene PCR was used to confirm the species, followed by subtyping: Assignment into panC gene

groups and toxin gene profiling (ces, hbl, nhe, cytK).

Based on these PCRs, the generated isolates were assigned into panC groups and toxin gene
combinations. All isolates (n=241) harbored at least one enterotoxin gene.The most common
combination was that of panC group IV and toxin gene profile A (33.02%), followed by panC group IlI
toxin profile F (21.70%) and panC group VI and toxin profile C (10.38%). In this study, ces gene and

panC group | and VIl were absent in all samples.

Half of the samples (50.00%; n=32/64) were positive both before and after freezing, 11 (17.19%) were
positive only before freezing and 21 (32.81%) were positive only after freezing. In detecting recovery
rates, BACARA agar was the "best performer" with 57.81% (corresponding to 37 samples), closely
followed by CHROMagar with 56.25% (36 samples) positive samples. The heterogeneity of B. cereus
panC groups and toxin gene combinations increased after freezing.The specificity and selectivity of B.
cereus culture media increases with the use of alternative selective supplements and chromogenic
additives. Subsequently, differentiation of B. thuringiensis biopestid strains from other field strains of
the B. cereus group becomes indispensable due to potentially increased accumulation in the food
chain. For this purpose, microbiological as well as molecular biological methods have to be combined
and a risk assessment has to follow, since enterotoxins are also present in approved B. thuringiensis

preparations.
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8. SUPPLEMENTE

Tabelle 1: Gerate und Verbrauchsmaterialien.

BEZEICHNUNG

I. Gerate
Elektrophorese-Unit
Gefrierschrank -20 °C
Gefriertruhe -80 °C
GelDoc 2000 UV-Kamera

lka ® Vortex Genius 3
Inkubator 30 °C
Inkubator Friocell 7 °C

Messzylinder 100 mli
Integral Wasseraufbereitungssystem
Mini-Zentrifuge
Pipetten 1-1000 pl
T100™ Thermal Cycler
Waage

Zentrifuge

Il. Verbrauchsmaterialien

10 ml Tubes

100 bp DNA Leiter

10 x PCR Rxn Puffer (-MgCl2)

10 x Trishydroxymethylaminomethan(Tris)-Borat-

EDTA (TBE)-Puffer
Aqua bidestillata

Bacara Agar

Borsdure
Brain-Heart-Infusion-Broth
Brillance Bacillus cereus Agar

Chelexlosung

<
o)

ERZEUGER/DISTRIBUTOR

Bio-Rad Laboratories GsmbH, Hercules, USA
Liebherr, Korneuburg, Osterreich

Sanyo, Morigushi, Japan

Bio-Rad Laboratories GesmbH, Hercules, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Ika ® -Werke GmbH CO. KG, Staufen, Deutschland
Ehret, Emmendingen, Deutschland

MMM Medcenter Einrichtungen GmbH, Miinchen,
Deutschland
Tempelmann GmbH & Co KG, Hagen, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Bio-Rad Laboratories GesmbH, Hercules, USA
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Firma Invitrogen - Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham USA
Institut fir Milchhygiene, VUW, Wien, Osterreich

Milli-Q Integral Wasseraufbereitungssystem
Biomerieux, Marcy I'Etoile, Frankreich

VWR International GmbH, Radnor, USA
Oxoid Limited, Hampshire, UK

Oxoid Limited, Hampshire, UK
Sigma-Aldrich Co. LCC, St. Louis, USA
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Tabelle 1 fortgefiihrt: Gerdte und Verbrauchsmaterialien.

BEZEICHNUNG

Il. Verbrauchsmaterialien
CHROMagar Bacillus cereus
Columbia-Schafblutagar
Cryorohrchen

DEPC treated water (Aqua dest.)
dNTP Mix 20 mM

EDTA

Eppendorff-Tubes 1,5 ml
Glycerol

HiCrome Bacillus Agar

Impfésen 10 pl
Latex-Handschuhe

Mannitol Egg Yolk Polymyxin (MYP) Agar
MgCl, 50 mM

peqGOLD Universal Agarose
peqGreen
Platinum ® Taq DNA Polymerase

Safe-Lock-Tubes 0,5 ml
SafeSeal SurPhob Pipettenspitzen 1-1250 pl

Sample Loading Buffer (SLB)
Tris HCI
Trypton-Soja Agar mit 6% Hefe

ERZEUGER/DISTRIBUTOR

Chromagar, Paris, Frankreich

Oxoid Limited, Hampshire, UK

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Sigma-Aldrich Co. LCC, St. Louis, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich Co. LCC, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Oxoid Limited, Hampshire, UK

Firma Invitrogen - Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham USA
Peqlab, Erlangen, Deutschland

Peglab, Erlangen, Deutschland

Firma Invitrogen - Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham USA
Microsynth AG, Balgach, Schweiz

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldedorf,
Deutschland
Institut fir Milchhygiene, VUW, Wien, Osterreich

Sigma-Aldrich Co. LCC, St. Louis, USA
Oxoid Limited, Hampshire, UK
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Supplemente Tabelle 2: Tabelle der natiirlich kontaminierten Proben (n=64) zur Darstellung der Ubereinstimmungen beim Bacillus cereus

Nachweis vor und nach Einfrieren auf Bacara Agar, CHROMagar, Brilliance Agar, ChromoSelect Agar und Mannitol Egg Yolk Polymyxin-Agar.

Proben ID Hersteller | Kategorie Probe VE-MYP NE-MYP NE-HI NE-BRI NE-CH NE-BA Ubereinstimmung
42 H Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1 1 1 1 1 6
71 | Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1 1 1 1 1 6
84 J Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1 1 1 1 1 6
85 K Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1 1 1 1 1 6
120, 123,129,131,132 M Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1 1 1 1 1 6
45 Q Milch und Milchprodukte Ziege-PM 1 1 1 1 1 1 6
78, 88, 100 Q Milch und Milchprodukte Schaf-PM 1 1 1 1 1 1 6
44, 67 R Milch und Milchprodukte Schaf-PM 1 1 1 1 1 1 6
12 J Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1 1 1 5
139 K Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1 1 1 5
125, 128 M Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1 1 1 1 5
43 R Milch und Milchprodukte Ziege-PM 1 1 1 1 1 5
65 R Milch und Milchprodukte Ziege-PM 1 1 1 1 1 5
66 R Milch und Milchprodukte Schaf-PM 1 1 1 1 1 5
36 B Krebstiere und Erzeugnisse Flusskrebse getrocknet 1 1 1 1 4
40 F Gemiise und Frichte Goji-Beeren 1 1 1 4
34 G Gemiise und Frichte Galanga-Wurzel 1 1 1 4
4 H Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1 1 1 4
141 K Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1 1 4
6 P Milch und Milchprodukte Ziege-PM 1 1 1 4
5 Q Milch und Milchprodukte Schaf-PM 1 1 1 1 4
75 A Kakao und Kakaozubereitungen, Kaffee und Tee Vietnamesischer griiner Tee 1 1 1 3
37 D Fisch und Fischereierzeugnisse getrocknet, gesalzene Sardellen 1 1 1 3
33 F Gemiise und Frichte Bohnensprossen 1 1 1 3
41 G Samen und Nisse Granatapfelkerne —- 1 1 3
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Supplemente Tabelle 2 fortgefiihrt: Tabelle der natiirlich kontaminierten Proben (n=64) zur Darstellung der Ubereinstimmungen beim Bacillus
cereus Nachweis vor und nach Einfrieren auf Bacara Agar, CHROMagar, Brilliance Agar, ChromoSelect Agar und Mannitol Egg Yolk Polymyxin-

Agar.
Proben ID Hersteller | Kategorie Probe VE-MYP NE-MYP NE-HI NE-BRI NE-CH NE-BA Ubereinstimmung
17 J Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1 3
13 M Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1 1 3
72 (0} Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1 1 3
11-C R Milch und Milchprodukte Ziege-PM 1 1 1 3
35 C Fisch und Fischereierzeugnisse getrockneter Eidechsenfisch 1 1 5
66 E Fisch und Fischereierzeugnisse getrocknet, gesalzene Sardellen 1 5
47 G Samen und Nisse Gemahlene Egussi 1 1 5
16 J Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1 5
15 M Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1 5
127,130 M Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1 5
1 R Milch und Milchprodukte Schaf-PM 1 1 5
8,9 R Milch und Milchprodukte Schaf-PM 1 1 5
11-A R Milch und Milchprodukte Ziege-PM 1 1 5
32 E Gemuse und Friichte Pandanblatter 1 1
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Supplemente Tabelle 2 fortgefiihrt: Tabelle der natiirlich kontaminierten Proben (n=64) zur Darstellung der Ubereinstimmungen beim Bacillus

cereus Nachweis vor und nach Einfrieren auf Bacara Agar, CHROMagar, Brilliance Agar, ChromoSelect Agar und Mannitol Egg Yolk Polymyxin-

Agar.

Proben ID Hersteller | Kategorie Probe VE-MYP NE-MYP NE-HI NE-BRI NE-CH NE-BA Ubereinstimmung
32 E Gemdiise und Friichte Pandanblatter 1 1
38 E Gemduse und Frichte Tamarindenpaste, feucht 1
105 F Krauter und Gewdrze Korianderpulver 1 1
70 H Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1
11-D | Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1
41 | Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1
27,64 K Milch und Milchprodukte RM-bactofuge 1 1
73,74,75 L Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1
2 M Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1
76 M Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1
68,77 N Milch und Milchprodukte Kuh-PM 1 1
11-B R Milch und Milchprodukte Ziege-PM —- 1
SUMME 43 35 30 34 36 37

Legende: PM: pasteurisiert, ESL: extended shelf life, HP: hocherhitzt, MIKROFILT.: mikrofiltriert, NHOMOG.: nicht homogenisiert, RM: Rohmilch.NE: nach Einfrieren, VE: vor
Einfrieren, BA: Bacara Agar, CH: CHROMagar, BRI: Brilliance Agar, HI: ChromoSelect Agar, MYP: Mannitol Egg Yolk Polymyxin-Agar. Gelb: vor und nach Einfrieren auf

Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar positiv, Griin: vor Einfrieren auf Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar positiv, Blau: nach Einfrieren auf Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar positiv.
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Supplemente Tabelle 3: Probentabelle mit Darstellung der panC und Toxin Kombinationen der isolierten Bacillus cereus Kolonien vor und nach

Einfrieren.

Proben Proben ID Hersteller VE VE [ve |ve |ve v |NE |NE |NE |[NE |NE |[NE |NE
Vietnamesischer griiner Tee 75 A IV/A IV/A

Flusskrebse getrocknet 36 B I/F l/c

getrockneter Eidechsenfisch 35 C I/F 1/F

getrocknet, gesalzene Sardellen 37 D IV/A Vi/C
getrocknet, gesalzene Sardellen 66 E /D /D

Pandanblatter 32 E I/F

Tamarindenpaste, feucht 38 E I/F

Korianderpulver 105 F IV/A

Bohnensprossen 33 F IV/A

Goji-Beeren 40 F IV/A

Granatapfelkerne 41 G I1/C

Gemabhlene Egussi 47 G /D /D

Galanga-Wurzel 34 G 1/F -

Kuh-PM 4 H I1/C IV/A

Kuh-PM 42 H II/F IV/A VI/A IV/A Vi/C
Kuh-PM 70 H II/F Vi/C

Kuh-PM 11-D | IV/A

Kuh-PM 41 | Vi/C

Kuh-PM 71 | Vi/C Vi/C
Kuh-PM 12 J II/F IV/A

Kuh-PM 16 J II/F IV/A

Kuh-PM 17 J Vi/C
Kuh-PM 84 J IV/A IV/A

RM-bactofuge 27 K I/F

Butter milk 64 K /F
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Supplemente Tabelle 3 fortgefiihrt: Probentabelle mit Darstellung der panC und Toxin Kombinationen der isolierten Bacillus cereus Kolonien

vor und nach Einfrieren.

Proben Proben ID Hersteller VE VE |VE VE |vVE |VE NE |NE |NE |NE NE |NE |NE
Kuh-PM 85 K vi/c
Kuh-PM 139 K

Kuh-PM 141 K

Kuh-PM 73 L e

Kuh-PM 74 L vi/c

Kuh-PM 75 L -

Kuh-PM 2 M

Kuh-PM 13 M

Kuh-PM 15 M vi/c vi/c
Kuh-PM 76 M VI/A

Kuh-PM 120 M /e -

Kuh-PM 123 M /e /e

Kuh-PM 125 M -

Kuh-PM 127 M -
Kuh-PM 128 M -
Kuh-PM 129 M

Kuh-PM 130 M

Kuh-PM 131 M /e /e

Kuh-PM 132 M /e /e

Kuh-PM 68 N -

Kuh-PM 77 N e
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Supplemente Tabelle 3 fortgefiihrt: Probentabelle mit Darstellung der panC und Toxin Kombinationen der isolierten Bacillus cereus Kolonien

vor und nach Einfrieren.

Proben Proben ID Hersteller VE VE VE VE VE VE NE | NE NE NE NE |NE NE
Ziege-PM 6 P W/F IV/A
Schaf-PM 5 Q W/F IV/A
Ziege-PM 45 Q W/F VA W/F IV/A
Schaf-PM 78 Q VI/A W/F IV/A
Schaf-PM 88 Q vi/c W/F IV/A
Schaf-PM 100 Q In/F In/F
Schaf-PM 1 R I/c I/c

Schaf-PM 8 R W/F IV/A
Ziege-PM 9 R W/F IV/A
Ziege-PM 43 R VI/A I1/F IV/A
Schaf-PM 44 R VI/A W/F IV/A
Ziege-PM 65 R I1/F IV/A WFE  W/FIV/A
Schaf-PM 66 R I1/F WFE  W/FIV/A
Schaf-PM 67 R I1/F IV/A
Ziege-PM 11-A R Il/C

Ziege-PM 11-B R Il/C

Ziege-PM 11-C R e ngF

Legende: Il, panC Gruppe Il (stark zytotoxisch, Wachstum = 7°C); lll, panC Gruppe Il (stark zytotoxisch, Wachstum > 15 °C); IV, panC Gruppe IV (stark zytotoxisch, Wachstum >
10 °C); V, panC Grupp V (wenig zytotoxisch, Wachstum = 8°C); VI, panC Grupp VI (nicht oder wenig zytotoxisch; Wachstum = 5°C); Toxin Profil A (nhe, hbl, cytK Gen positiv);

Toxin Profil C (nhe, hbl Gen positiv), Toxin Profil D (nhe, cytK Gen positiv), Toxin Profil F (nhe Gen positiv).

PM: pasteurisiert, ESL: extended shelf life, HP: hocherhitzt, MIKROFILT.: mikrofiltriert, NHOMOG.: nicht homogenisiert, RM: Rohmilch.

NE: nach Einfrieren, VE: vor Einfrieren.
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