
Abb. 1: Fließschema zur Nachweismethode nach ISO/TS 21872-1:2017 (Teil 1 & 2) mit anschließender mPCR und Gelelektrophorese. Die Proben wurden im Verhältnis 1:10 in APW (alkalisches

Peptonwasser mit 2,0 % Salz) verdünnt, im Stomacher homogenisiert und für 6±1 h bei 37±1 °C vorangereichert. Anschließend wurde jeweils 1 ml der Voranreicherung in 9 ml APW überführt und weitere 18

h bei 37±1 °C inkubiert. Aus der Voranreicherung wurde mit einer Impföse auf TCBS- und VCS (Thiosulfat-Citrat-Galle-Sucrose und Vibrio ChromoSelect) Agar ausgestrichen und die Platten für weitere 24 h

bei 37±1 °C inkubiert. Typische Kolonien auf den Selektivnährmedien wurden ausgewählt und auf LB-Agar (Lysogen-Broth) subkultiviert. Nach der Subkultivierung wurde die Oxidase-Aktivität verdächtiger

Kolonien geprüft und anschließend die DNA durch thermische Lyse gewonnen. Hierzu wurden die Zellen in sterilem Wasser erhitzt (95 °C, 10 min) und zentrifugiert. Der Überstand wurde mittels mPCR

untersucht, um die verschiedenen Vibrio-Spezies (V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. cholerae, V. vulnificus) zu identifizieren und bestimmte Virulenzgene (tdh, trh, ctx) nachzuweisen. Die mPCR-

Produkte wurden mittels Gelelektrophorese untersucht und mit Referenzstämmen verglichen.
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