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7 Anhang

7.1 Material

7.1.1 Nihrmedien

Nihrmedien fiir die Isolierung, Anziichtung und Differenzierung von Campylobacter
spp.

Preston Selektivanreicherungsbouillon

Selektivanreicherungsmedium zur Anziichtung von Campylobacter-Spezies

Basismedium:

Nihrbouillon Nr. 2 (Fertigbouillon, Oxoid, Wesel, Art.-Nr. CM 67)

Zusammensetzung (g/1):

Fleischextrakt ,Lab-Lemmco®“(10,0), Pepton (10,0), Natriumchlorid (5,0), pH 7,5
12,5 g der Ndhrbouillon Nr. 2 werden in 475 ml Aqua dest. gelost und 15 Minuten bei 121°C
autoklaviert.

Zusdtze nach dem Autoklavieren:

Zusatz 1: 25 ml lysiertes Pferdeblut (Froschek, Miihlheim)

Zusatz 2: Campylobacter-Selektiv-Supplement Preston

(Fertigprodukt, Oxoid, Wesel, Art.-Nr. SR 0204 E)

Zusammensetzung je Rohrchen:

Polymyxin B (2500 L.E), Rifampicin (5 mg), Trimethoprim (5 mg),

Amphotericin B (5 mg).

Der Inhalt eines Rohrchens wird aseptisch in 2 ml sterilem Aqua dest. geldst.

Zusatz 3: Campylobacter-growth-supplement

(Fertigprodukt, Oxoid, Wesel, Art.-Nr. SR 84)

Zusammensetzung je Rohrchen: Natriumpyruvat (0,125 g), Natriumdisulfit (0,125 g),
Eisenbisulfat (0,125 g).

Der Inhalt eines Rohrchens wird aseptisch in 2 ml sterilem Aqua dest. gelost.
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Das Basismedium wird nach dem Autoklavieren auf 50°C abgekiihlt. AnschlieBend werden
aseptisch das lysierte Pferdeblut (Zusatz 1), 1 gelostes Rohrchen (a 0,375g) Campylobacter-
growth-supplement (Zusatz 3) und 1 gelostes Rohrchen Campylobacter-Selektiv-Supplement
Preston (Zusatz 2) (a 16 mg) hinzugegeben, gut vermischt und in Portionen zu je 9 ml in steri-
le Reagenzrohrchen abgefiillt und mit einem Stopfen versehen.

Preston Selektivnidhrboden

Selektivagar zum Nachweis von Campylobacter-Spezies

Basismedium:

Campylobacter-Agar-Basis

(Fertigmedium, Oxoid, Wesel, Art.-Nr. CM 689)

Zusammensetzung (g/1): Lab-Lemco-Powder (10,0), Pepton (10,0), NaCl (5,0), Agar (20,0),
pH 7,5

18,5 g der Campylobacter-Agar-Basis werden zusammen mit 3 g Agar-Agar in 475 ml Aqua
dest. gelost und 15 Minuten bei 121°C autoklaviert.

Zusitze:

Zusatz 1: 25 ml lysiertes Pferdeblut (Froschek, Miilheim) werden zusammen mit 21,5 g Cam-
pylobacter-Agar-Basis in 475 ml Aqua dest. vermischt.

Zusatz 2: Campylobacter-Selektiv-Supplement Preston (Zusatz 2)

Das Basismedium wird nach dem Autoklavieren auf 50°C abgekiihlt. AnschlieBend werden
aseptisch das lysierte Pferdeblut (Zusatz 1) und 1 gelostes Rohrchen Campylobacter-Selektiv-

Supplement Preston (Zusatz 2) hinzugegeben, gut vermischt und Platten gegossen.

Karmali Selektivnihrboden
Blutfreier Selektivagar zum Nachweis vom Campylobacter Spezies

Basismedium:

Campylobacter -Agar-Basis nach Karmali

(Fertigmedium, Oxoid, Wesel, Art.-Nr. CM 935)

Zusammensetzung (g/1): Columbia-Agar-Basis (39,0), Aktivkohle (4,0), pH 7,4

21,5 g Campylobacter-Agar-Basis nach Karmali werden in 500 ml Aqua dest. geldst und 15
Minuten bei 121°C autoklaviert.

Zusitze:

Campylobacter-Selektiv-Supplement Karmali
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Zusammensetzung je Rohrchen: Natriumpyruvat (50,0 mg), Himin (16,0 mg), Cefoperazon
(16,0 mg), Vancomycin (16,0 mg)

1 Rohrchen wird aseptisch in jeweils 1 ml sterilem Aqua dest. und 1 ml Ethanol gelost.

Das Grundmedium wird nach dem Autoklavieren auf 50°C abgekiihlt. AnschlieBend wird
aseptisch 1 gelostes Rohrchen Campylobacter-Selektiv-Supplement Karmali dazu gegeben

und nach guter Durchmischung werden Platten gegossen.

Mueller-Hinton-Bouillon
(Fertigbouillon, Oxoid, Wesel, Art.-Nr. CM 405) Bouillon zur Herstellung einer Keimsuspen-

sion fiir die Resistenztests.
Zusammensetzung (g/l): Rindfleisch, getrocknete Infusion aus 300 g (2,0), Casein hydrolysat
(17,5), Stirke (1,5), pH 7,4
Das Gemisch wird in 1000 ml Aqua dest. gelost und anschlieBend fiir 15 Minuten bei 121°C
autoklaviert. Nach dem Abkiihlen auf ca. 50°C wird die Bouillon in sterile Reagenzgléser in

Portionen von 4 ml abgefiillt.

Mueller-Hinton-Agar mit Zusatz von 5 % Schafblut
(Fertignahrboden, Oxoid, Wesel, Art.-Nr. CM 337) Agar zur Durchfiihrung des Resistenz-

tests.

Zusammensetzung (g/1): Rindfleisch, getrocknete Infusion aus 300 g (2,0), Caseinhydrolysat
(17,5), Starke (1,5), Agar (17,0), pH 7,4

38 g Mueller-Hinton-Agar werden in 1000 ml Aqua dest. gelost und 15 Minuten bei 121°C
autoklaviert. Dem auf 50°Cabgekiihltem Grundmedium wird anschlieend aseptisch 5 %
Schafblut (Froschek, Miihlheim) zugegeben und nach Durchmischen werden Platten zu Porti-

onen von je 18 ml gegossen.

Nitrat-Nihrmedium
Medium zur Durchfiihrung der Nitratreduktion

Basismedium:

Zusammensetzung: Pepton (Oxoid, Wesel, Art.-Nr. L 34) (10 g), Fleischextrakt ,,Lab-Lemco®
(Oxoid, Wesel, Art.-Nr. L29) (5,0 g), NaCl (Roth, Karlsruhe, Art.-Nr. 9265) (3,0 g), Dinatri-
umhydrogenphosphat (Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.06585) (2,0 g), pH 7,2

Das Basismedium wird 15 Minuten bei 121°C autoklaviert. Nach dem Abkiihlen werden in

1000 ml des Basismediums 1,5 g Kaliumnitrat (KNO,) (Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.05063)
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gelost. Das Medium wird hiernach zu Portionen von 8 ml in sterile Reagenzrohrchen abgefiillt

und bei 100°C im Dampftopf fiir 30 Minuten sterilisiert.

Nihrmedien fiir die Isolierung und Anziichtung von Yersinia enterocolitica

Yersinia-Selektiv-Anreicherungsbouillon nach O8mer
Selektivanreicherungsbouillon zur Anziichtung von Yersinia enterocolitica.

Yersinia-Selektiv-Anreicherungs-Medium (Fertigmedium, Merck, Art.-Nr. 1.167701.0500)
Zusammensetzung (g/1): Peptone (10,0), L-Asparginsidure (20,0), Na-Pyruvat (2,5), Bacitrac
(0,15), Irgasan (0,01), Tween 80 (0,5), MOPS/TRIS (5,5).

38,7 g des Yersinia-Selektiv-Anreicherungsmediums nach OBmer werden in 1000 ml Aqua
dest. gelost und 15 Minuten bei 121°C autoklaviert und nach dem Abkiihlen auf ca. 50°C in

Portionen zu je 10 ml in sterile Petrischalen gegossen.

PBS-Losung
(Fertigprodukt, Oxoid, Wesel, Art.-Nr. Br 14 a)

Tabletten zur Herstellung einer ausbalancierten Salzlosung ohne Calzium und Magnesium
Zusammensetzung (g/1): Natriumchlorid (8,0), Kaliumchlorid (0,2), Dinatriumhydrogen-
phosphat (1,15), Kaliumdihydrogenphosphat (0,2), pH 7,3.

1 Tablette wird in 100 ml Aqua dest. gelost und bei 115°C fiir 15 Minuten autoklaviert.

KOH-Lauge
(Fertigprodukt, Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 5033)

0,25% KOH-Losung zur Laugenbehandlung von Probenmaterial.
12 g der Kaliumhydroxid (KOH) Plitzchen werden in 480 ml Aqua dest. bei 100°C im
Dampftopf gelost und in Reagenzgldschen zu je 4,5 ml abgefiillt.

Yersinia-Selektivagar nach Wauters
Selektivagar zum Nachweis von Yersinia Spezies. Yersinia Selectiv Agar acc. to Wauters;

(Fertigprodukt, Merck, Art.-Nr. 1.11443.0500)

Zusammensetzung (g/1): Fleischextrakt (5,0), Pepton aus Fleisch (5,0), Hefeextrakt (5,0), Lak-
tose (10,0), Neutralrot (0.025), Ochsengalle, getrocknet (8,5), Natriumcitrat (10,0), Natrium-
thiosulfat (8,5), Eisen(IIl)citrat (1,0), Natrium-desoxycholat (10,0), Calciumchlorid (1,0),
Brilliantgriin (0,0003), Agar-Agar (12,0), pH 7,4.
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76 g des Yersinia-Selektivagars nach Wauters werden in 1000 ml Aqua dest. geldst und in

dicken Schichten von ca. 0,5 cm Dicke werden Platten gegossen.

Yersinia-Selektivagar nach Schiemann (Basis) (CIN-Agar)
Selektivagar zur Anziichtung von Yersinia Species, insbesondere Y. enterocolitica, nach

Schiemann (1979) aus klinischem Material sowie aus Lebensmitteln, Wasser u. a.
Basismedium:

Yersinia Selektive Agar Base acc. to Schiemann (CIN Agar)

(Fertigprodukt, Merck, Art.-Nr. 1.16434.0500)

Zusammensetzung (g/1): Pepton aus Casein (10,0), Pepton aus Fleisch (10,0), Hefeextrakt
(2,0), D(-)-Mannit (20,0), Natriumpyruvat (2,0), Natriumchlorid (1,0), Magnesiumsulfat
(0,01), Gallesalzmischung (1,0), Neutralrot (0,03), Kristallviolett (0,001), Agar-Agar (12,5),
pH 7,4.

58,5 g der Yersinia-Selektivagarbasis nach Schiemann werden in 1000 ml Aqua dest. gelost
und fiir 15 Minuten bei 121°C autoklaviert.

Zusitze:

Yersinia-Selektivsupplement (CIN) (Fertigprodukt, Merck, Art.-Nr. 1.16466.0001)
Zusammensetzung je Rohrchen: Cefsulodin (7,5 mg), Irgasan (2,0 mg), Novobiocin
(1,25 mg).

Der Inhalt eines Rohrchens mit den drei Hemmstoffen wird aseptisch in jeweils 1 ml Etha-
nol/steriles Aqua dest. gelost.

Das Basismedium wird nach dem Autoklavieren auf 50-45°C abgekiihlt. AnschlieBend wer-
den, pro 500 ml Yersinia-Selektivagar nach Schiemann, der Inhalt eines Fldschchens Yersinia-

Selektivsupplement (CIN) steril eingemischt und Platten gegossen.

Salmonella-Shigella-Agar mit Natriumdesoxycholat und Calciumchlorid (SSDC)
(Fertigprodukt, Merck, Darmstadt)
Selektivagar zum Nachweis von Yersinia-Spezies

Zusammensetzung (g/1): Hefeextrakt (5,0), Peptone (10,0), Lactose (10,0), Gallesalzmischung
Nr. 3 (8,5), Natriumdesoxycholat (10,0), Calciumchlorid (1,0), Natriumcitrat (10,0), Natri-
umthiosulfat (5,42), Ammoniumeisen(IIl)-citrat (1,0), Brilliantgriin (0,0003), Neutralrot
(0,025), Agar-Agar (15,0), pH 7,4.



104 7 Anhang

76 g des SSDC-Agars werden in 1000 ml Aqua dest. suspendiert und im kochenden Wasser-
bad gekocht, bis der Agar vollstindig gelost ist. AnschlieBend wird der Nihrboden auf 50°C

abgekiihlt, nochmals gut gemischt und in sterile Petrischalen gegossen.

Nihrmedien zur Isolierung und Anziichtung von Salmonella spp.

Gepuffertes Peptonwasser
(Fertigprodukt, Oxoid, Wesel, Art.-Nr. CM 509), Medium zur Voranreicherung

Basismedium:

Zusammensetzung (g/1): Pepton (10,0), NaCl (5,0), Dinatriumhydrogenphosphat (3,5), Kali-
umhydrogenphosphat (1,5)

Zusitze:

Ammoniumeisen(IIl)citrat (5,6 g) (Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.03761)

20 g des Basismediums und der Zusatz werden in 1000 ml Aqua dest. geldst, der pH-Wert auf
7,2 eingestellt und das Medium anschlieBend fiir 15 Minuten bei 121°C autoklaviert und nach

dem Abkiihlen auf ca. 50°C in Portionen zu je 8 ml in sterile Petrischalen gegossen.

Salmonella-Anreicherungsbouillon nach Rappaport und Vassiliadis
(Vassiliadis et al., 1976)

(Fertigmedium, Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.07700), Selektivanreicherungsmedium
Zusammensetzung (g/1): Pepton aus Casein (4,0), Pepton aus Sojamehl (1,0), Magnesium-
chlorid (29,0), Natriumchlorid (8,0), Dikaliumhydrogenphosphat (0,4), Kaliumdihydrogen-
phosphat (0,6)

43 g des Fertigmediums werden in 1000 ml Aqua dest. gelost, der pH-Wert auf 5,2 eingestellt

und das Medium anschlieBend bei 121°C fiir 15 Minuten autoklaviert.

Salmonellenanreicherung in Kaliumtetrathionat-Bouillon
Selektivanreicherungsmedium

Basismedium:

Gewohnliche Nihrbouillon

Zusammensetzung (g/1): Pepton (10,0), (Oxoid, Wesel, Art.-Nr. L34), Fleischextrakt , Lab
Lemco® (5,0), (Oxoid, Wesel, Art.-Nr. L29), Natriumchlorid (3,0), (Roth, Karlsruhe, Art.-Nr.
9265), Dinatriumhydrogenphosphat (2,0), (Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.06585)
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Die aufgelisteten Zutaten werden in 1000 ml Aqua dest. gelost und der pH-Wert mit einer 1 N
HCI-Losung (Merck, Darmstadt, Art.-Nr 1.09057) auf 6,5 eingestellt.

Zusitze:

Zusatz 1: 0,1% ige Kristallviolett-Losung

Zusammensetzung: Kristallviolett (0,1 g), (Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.01408)

Das Kiristallviolett wird in 100 ml Aqua dest. gelost.

Zusatz 2:

Kaliumtetrathionat, Pulver (20.0 g), (Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.05169)

5 ml der 1%igen Kiristallviolett-Losung (Zusatz 1) werden zu 1000 ml gewdhnlicher Néhr-
bouillon gegeben, fiir 15 Minuten bei 121°C autoklaviert und anschlieBend mit 20 g des Kali-
umtetrathionat-Pulvers (Zusatz 2) vermischt. Nach dem Abkiihlen auf ca. 50°C wird die Kali-

umtetrathionat-Bouillon in sterile Glidschen abgefiillt.

Rambach Agar (Rambach, 1990)
(Fertigagar, Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.07500)

Selektivmedium zur Isolierung von Salmonella-Spezies
Zusammensetzung (g/1): Pepton (8,0), Natriumchlorid (5,0), Natriumdesoxycholat (1,0),
Chromogen-Mischung (1,5), Propylenglycol (10,5), Agar-Agar (15,0), pH 7,3

Brilliantgriin-Phenolrot-Lactose-Agar
Selektivmedium zur Isolierung von Salmonellen-Spezies

Basismedium: Zusammensetzung: Agar-Agar (20,0 g), (Difco, Augsburg, Art.-Nr. 0140),
Fleischextrakt (3,0 g), (Oxoid, Wesel, Art.-Nr. L29), Fleischpepton (10,0 g), (Oxoid, Wesel,
Art.-Nr. L 34), NaCl (5,0 g), (Roth, Karlsruhe, Art.-Nr. 9265), pH 6,9

Das Basismedium wird in 1000 ml Aqua dest. gelost und anschlieBend fiir 15 Minuten bei
121°C autoklaviert.

Zusitze:

Zusatz 1: Laktose-Losung

Zusammensetzung: Laktose-Monohydrat (15,0 g), (Roth, Karlsruhe, Art.-Nr. 6868)

15,0 g Laktose-Monohydrat werden in 20 ml Aqua dest. gelost.

Zusatz 2: Brilliantgriin-Losung

Zusammensetzung: Brilliantgriin - (0,03 mg), (Chroma, Kongen, Art.-Nr. 10320)
0,03 mg Brilliantgriin werden in 12 ml Aqua dest. geldst.
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Zusatz 3: Phenolrot-Losung

Zusammensetzung: Phenolrot (0,04 g), (Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.07241)

0,04 g Phenolrot werden in 20 ml Aqua dest. gelost. Die Lactose-, Brilliantgriin- und Phenol-
rot-Losungen (Zusitze 1-3) werden bei 100°C im Dampftopf fiir 30 Minuten sterilisiert, asep-
tisch dem 1000 ml Basismedium zugegeben und nach dem Abkiihlen auf ca. 50°C in sterile

Petrischalen gegossen.

Bromthymolblau-Nihrboden
Basismedium:

Zusammensetzung:

Blut-Agar (40,0 g), (Oxoid, Wesel, Art.-Nr. CM 55), Agar-Agar (5,0 g), (Difco, Augsburg,
Art.-Nr. 0140), pH 7,2

45 g des Basismediums werden in 970 ml Aqua dest. geldst und anschlieBend fiir 15 Minuten
bei 121°C autoklaviert.

Zusitze:

Zusatz 1: Laktose-Losung

Zusammensetzung: Laktose-Monohydrat (15,0 g), (Roth, Karlsruhe, Art.-Nr. 6868)

15,0 g Laktose-Monohydrat werden in 20 ml Aqua dest. gelost.

Zusatz 2: 1%ige wissrige Bromthymolblau-Losung

Zusammensetzung: Bromthymolblau (0,1 g), (Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.03026)

1 g Bromthymolblau werden in 10 ml Aqua dest. gelost.

Dem Basismedium werden 20,0 ml der Laktose (Zusatz 1) und 10,0 ml der 1%igen
Bromthymolblau-Losung (Zusatz 2) zugegeben. Die Zutaten werden vermischt, bei 100°C im
Dampftopf fiir 30 Minuten sterilisiert und nach dem Abkiihlen auf ca. 50°C in sterile Petri-
schalen zu je 15 ml abgefiillt.
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7.1.2 Sonstige Medien

Blut-Nihrboden

(Fertigndhrboden, Oxoid, Wesel, Art.-Nr. CM 55)

Basismedium:

Zusammensetzung (g/1): Fleischextrakt ,,Lab Lemco“ (10,0), Pepton (10,0), Natriumchlorid
(5,0), Agar (15,0), pH 7,3

Zusitze: Agar-Agar (5,0 g) (Difco, Augsburg, Art.-Nr. 0140), steriles, defibriniertes Schafblut
(50 ml) (Froschek, Miihlheim)

Das Basismedium und die 5 g Agar-Agar werden in 1000 ml Aqua dest. geldst und 15 Minu-
ten bei 121°C autoklaviert. Nach Abkiihlen auf 50°C werden 50 ml Schafblut zugegeben und

in sterile Petrischalen gegossen.

7.1.3 Diagnostika und Reagenzien

Diagnostika und Reagenzien zur Identifizierung von Campylobacter spp.

Dry Slide Oxidase-Test
(Difco, Augsburg, Art.-Nr. 3530-75)

Katalase-Reagenz
(Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.08600)

35%ige Wasserstoffperoxidlosung. Diese 35%ige Wasserstoffperoxidlosung wird mit sterilem

Aqua dest. auf eine Konzentration von 3% verdiinnt.

Gram-Firbung
Grams Karbolgentianaviolettlosung (Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.09216), Lugolsche Losung

(Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.09261), Ethanol 95% (Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.00972),
Ziehl-Neelsen Karbolfuchsinlosung (Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.09215)

Api-Campy-System
(BioMérieux Deutschland, Niirtingen, Art.-Nr. 20800)

Test zur biochemischen Identifizierung der Campylobacter-Isolate.
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Zusatzreagenzien fiir das Api-Campy-System
(BioMérieux Deutschland, Niirtingen)

Nit 1 Sulfanilsdure (Art.-Nr. 70440)

Nit 2 N-n-Dimethyl-1-Naphtylamin (Art.-Nr. 70450)
Nin Ninhydrin (Art.-Nr. 70490)

FB Fast Blue BB (Art.-Nr. 70560)

Diagnostika und Reagenzien zur Identifizierung von Yersinia enterocolitica

Harnstoffbouillon
(Fertigmedium, Difco, Art.-Nr. 227210), Medium zur Differenzierung von Mikroorganismen

aufgrund der Ureaseproduktion.

Zusammensetzung (g/1): Hefeextrakt (0,1), Monokaliumphosphat (KH,PO,) (9,1), Dikalium-
phosphat (K;HPO,) (9,5), Harnstoft (20,0), Phenolrot (0,01), pH 6,8

38,7 g der Harnstoffbouillon werden in 1000 ml Aqua dest. suspendiert und griindlich ver-
mischt. Nach einer Filtersterilisation wird die Bouillon zu je 10 ml in Reagenzrohrchen abge-

fiillt und jeweils mit einem sterilen Zellstoffstopfen verschlossen.

Phenolrot-Dextrose-Bouillon
(Fertigmedium, Difco, Art.-Nr. 293100); Medium zur Bakterienkulturdifferenzierung auf der

Basis der Dextrose-Fermentation

Zusammensetzung (g/1): Proteose Peptone Nr. 3 (10), Fleischextrakte (1), Dextrose (5), NaCl
(5), Phenolrot (0,018), pH 7,4

21 g der Phenolrot-Dextrose-Bouillon werden in 1000 ml Aqua. dest. gelost und bei 121°C
fiir 15 Min autoklaviert. AnschlieBend wird die Bouillon zu 10 ml in Durham-Rdéhrchen abge-

fillt.

Kligler-Eisen-Zweifachzucker-Niahrboden
(Fertigprodukt, Oxoid, Wesel, Art.-Nr. CM33); Nihrboden zur Identifizierung von Entero-

bacteriaceae

Zusammensetzung (g/1):

Fleischextrakt , Lab-Lemco“ (3,0), Hefeextrakt (3,0), Pepton (20,0), Natriumchlorid (5,0),
Laktose (10,0), Glukose (1,0), Eisen(IlI)-ammoniumcitrat (0,3), Natriumthio-sulfat (0,3),
Phenolrot (0,05), Agar (12,0), pH 7,4
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54,65 g des Nihrbodens werden in 1000 ml Aqua dest. im Dampftopf bei 100°C geldst. An-
schlieBend werden damit Reagenzrohrchen zu je 7 ml befiillt und fiir 15 Minuten bei 121°C

autoklaviert. Beim Auskiihlen werden sie schrig gelagert.

Hitchen-Agar
Agar zur Beweglichkeitspriifung

Basismedium:

Zusammensetzung (g/1): Fleischpepton (20,0), (Oxoid, Wesel, Art.-Nr. L 34), Fleischextrakt
(12,0), (Oxoid, Wesel, Lab Lemco Art.-Nr. L29), Agar-Agar (3), (Difco, Augsburg, Art.-Nr.
0140)

Die Zutaten werden in 1000 ml Aqua dest. im Dampftopf bei 100°C gelost, autoklaviert und
anschlieend auf 60-70°C abgekiihlt.

Zusdtze: D(+)-Glukose (2 g), (Roth, Karlsruhe, Art.-Nr. 6780), Kaliumnitrat (2 g)

Die Zusitze werden mit dem Basismedium gut vermischt und dann in Reagenzgléser zu je 8
ml abgefiillt. Diese werden mit einem Zellstoffstopfen verschlossen und bei 100°C fiir 30

Minuten sterilisiert. Der pH Wert betrédgt 7,5.

Api-20-E-System
(BioMérieux Deutschland, Niirtingen, Art.-Nr. 20100)

Biochemisches Testsystem zur Identifizierung von Yersinia-Isolaten.

Zusatzreagenzien fiir das Api-20-E-System
(BioMérieux Deutschland, Niirtingen)

TDA Eisenperchlorid (Art.-Nr. 70400)

James Verbindung mit J 2183 (Art.-Nr. 70540)
VP 1 Kaliumhydroxid (Art.-Nr. 70420)

VP2 o-Naphtol (Art.-Nr. 70430)

Antiseren

(SIFIN, Berlin)
Anti-Yersinia enterocolitica 03 (Art.-Nr. TS 1701); Anti-Yersinia enterocolitica 05
(Art.-Nr. TS 1704); Anti-Yersinia enterocolitica 09°(Art.-Nr. TS 1703)
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Diagnostika und Reagenzien zur Identifizierung von Salmonella-Spezies

Antiseren
Salmonella-Antiseren (Behringwerke AG, Marburg)

Reagenzien zum Nachweis von Rotaviren

Bio-X Rotavirus Elisa-Kit
(Fertigprodukt, Bio-X Diagnostics, Marche-en-Farmenne, Belgien, Art.-Nr. K70)

Bestandteile eines Test-Kits:

2 Mikrotitertestplatten mit je 96 Vertiefungen (12 x 8)

Vertiefungen der mit A, C, E und G gekennzeichneten Reihen sind mit monoklonalen Anti-
Rotavirus Antikorpern beschichtet; Vertiefungen der Reihen B, D, F und H sind mit einem
unspezifischen Antikorper beschichtet

100 ml Waschlésung (20 x konz.)

Herstellung der gebrauchsfertigen Waschlosung durch Zugabe von 50 ml Konzentrat zu 950
ml Aqua dest.

50 ml Verdiinnungspuffer (5 x konz.)

Herstellung des gebrauchsfertigen Verdiinnungspuffers durch Zugabe von 50 ml Konzentrat
zu 200 ml Aqua dest.

500 ul Peroxydasekonjugat anti Rotavirus, gefriergetrocknet

Es handelt sich um einen spezifischen monoklonalen Antikdrper, an den Meerrettichperoxy-
dase gebunden ist. Das Pulver wird in 0,5 ml Aqua dest. aufgeldst. Vor dem Gebrauch wird
das aufgeloste Peroxydasekonjugat noch 1:50 im Verdiinnungspuffer verdiinnt.

2 x 0,5 ml Rotavirus (Positive Kontrolle), gefriergetrocknet.

Das Pulver jedes Flischchens wird in 0,5 ml Aqua dest geldst.

1 x 2 ml Farblosung, TMB (Tetramethylbenzidin, Chromogen)

30 ml Substratlosung

15 ml Stopplosung ( 1 M Phosphatsiaure)
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Reagenzien zum Nachweis von Kryptosporidium parvum

Bio-X Kryptosporidien Elisa Kit
(Fertigprodukt, Bio-x Diagnostics, Marche-en-Farmenne, Belgien, Art.-Nr.: Bio K70)

Bestandteile eines Test-Kits:

2 Mikrotitertestplatten zu je 96 Vertiefungen (12 x 8)

Vertiefungen der mit A, C, E und G gekennzeichneten Reihen sind mit monoklonalen Anti-
Kryptosporidien Antikérpern beschichtet; Vertiefungen der Reihen B, D, F und H sind mit
einem unspezifischen Antikorper beschichtet

100 ml Waschlésung (20 x konz.)

Herstellung der gebrauchsfertigen Waschlosung durch Zugabe von 50 ml Konzentrat zu 950
ml Aqua dest.

50 ml Verdiinnungspuffer (5 x konz.)

Herstellung des gebrauchsfertigen Verdiinnungspuffers durch Zugabe von 50 ml Konzentrat
zu 200 ml Aqua dest.

500 ul Peroxydasekonjugat anti-Kryptosporidien, gefriergetrocknet

Es handelt sich um einen spezifischen monoklonalen Antikorper, an den Meerrettichperoxy-
dase gebunden ist. Das Pulver wird in 0,5 ml Aqua dest. aufgeldst. Vor dem Gebrauch wird
das aufgeldste Peroxydasekonjugat noch 1:50 in Verdiinnungspuffer verdiinnt.

2 x 0,5 ml Kryptosporidien (Positive Kontrollen), gefriergetrocknet

Das Pulver jedes Flaschchen wird in 0,5 ml Aqua dest. aufgelost.

2 ml Farblosung, TMB (Tetramethylbenzidin, Chromogen)

30 ml Substratlosung

15 ml Stopplosung, (1 M Phosphatsiure)

7.1.4 Weitere Materialien und Gerite

Aufbewahrungssystem zur Stammhaltung von Bakterien
Protect-System (Transia, Ober-Morlen, Art.-Nr. 86070 AP)
Kotprobengefilie

PS-Stuhlgefil mit Loffelstopfen (Greiner, Frickenhausen, Art.-Nr. 3530-75)
Sterile Einmalosen

Impfschlingen blau, Ose 10 u1 (Greiner, Frickenhausen, Art.-Nr. 731170)
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Anaerobier System

Anaerobier Topf ,,Gas-Pak 100“ (Becton Dickinson, Heidelberg, Art.-Nr. 4360626)
Campylobacter-Gas-Generating-Kit (Oxoid, Wesel, Art.-Nr. BR 60)

Gasentwickler zur Erzeugung einer mikroaerophilen Atmosphire (s. ,,Wachstum unter anae-
roben Bedingungen).

Waage

Zum Abwiegen der Kotproben wurde eine Waage der Firma Sartorius, Gottingen verwendet.
Tischschiittler

Vortex-Genie ™ Mixer (Scientific Industries, New York, USA)

Brutschrinke

Bakteriologische Brutschrianke (Heraeus, Hanau).

Mikroskope

Phasenkontrastmikroskop (Wild, Heerbrugg, Schweiz)

Lichtmikroskop, Leitz Diaplan (Leitz, Wetzlar).

7.1.5 Bakterienstimme

Als Referenzstimme wurden verwendet:

Campylobacter jejuni 51/58; Campylobacter jejuni 81116; Campylobacter coli DSM 4689
Die Referenzstimme wurden mir freundlicherweise von Frau Dr. Elke Ruckaberle, einer
ehemaligen Doktorandin des CVUA Stuttgart, iiberlassen.

E. coli ATCC 25922

Der Referenzstamm wurde mir freundlicherweise vom CVUA Aulendorf zur Verfiigung ge-
stellt.

Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica DSM-Nr. 4780.
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Fragebogen Betrieb

1) Angaben zum Betrieb
Anschrift:

Tierzahl:

Rinder insgesamt:

Milchkiihe:

Rinder iiber 4 Monate, auBer Milchkiihe:
Aufzuchtkilber:

Andere gehaltene Tierarten wie z.B. Schweine, Gefliigel, Schafe, etc.

2) Angaben zur Kilberhaltung

Uberwiegend gehaltene Rasse:

Haltungsform: Anbindestall/Boxenlaufstall
Weidegang: ja/nein

Remontierung aus eigener Nachzucht: ja/nein

Zukauf von Kilbern: ja/nein

Impfregime:

Anzahl Kélber insgesamt;

Anzahl von Kélbern mit Durchfall:
momentan:
retrospektiv:

Anzahl der eingesandten Durchfallproben:

Behandlungserfolg:

Abbildung 7.1 Fragebogen zur Erhebung betriebsspezifischer Daten
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Fragebogen Durchfallkalb

Spezielle Angaben zum Kalb

Betrieb:
Identifizierungsnummer des Kalbes:
Proben-Nummer
Rasse:
Geschlecht
Geburtsdatum:
Trankemethode:
Haltung: einzeln
Gruppe
Durchfall: seit:
Konsistenz des Kotes: wissrig, diinnfliissig, dickfliissig
Beimengungen: nein / ja (Schleim/Blut)
Behandlung: nein
ja

mit was:

Abbildung 7.2 Fragebogen zur Erhebung von Einzeldaten eines durchfallkranken
Kalbes





