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1. Motivation & Ziele (gemaR Antrag VibrioNet C2; Forderkennzeichen 01KI1015B)

Der wissenschaftliche Beirat globale Umweltveranderungen (WBGU) der Deutschen
Budesregierung gibt an, dass die globalen Klima-Veranderungen bereits zu einem Anstieg
der Oberflachen-Temperatur der Ozeane um ca. 1 °C gefiihrt haben. Auch die Langzeitserie
der Biologischen Anstalt Helgoland in der Deutschen Bucht an der Position ,Kabeltonne” (54
°11.3’ N, 7 ° 54.0’ O) zeigt, dass die Wassertemperatur der Nordsee seit 1962 bereits um 1.5
°C angestiegen ist [1]. Diese Erhéhung der Wassertemperatur kénnte nun direkt das
Wachstum von Vibrionen beeinflussen und damit zu einer ndrdlicheren Verbreitung
pathogener Vibrio Spezies flihren [2, 3].

Bis heute sind Studien (iber humanpathogene Vibrionen (z.B. V. parahaemolyticus oder V.
vulnificus) in Nord Europa nur selten durchgefiihrt worden. [4-6], was auch darin begriindet
liegt, dass zumindest in Deutschland bislang Infektionen (V. vulnifius) nur sporadisch
aufgetreten sind [7]. Gleichwohl belegen mehrere Studien, den starken Einfluss der
Temperatur auf das Wachstum pathogener Vibrionen [8, 9]. Man darf daher annehmen, das
auch humanpathogene Vibrionen sich bei einer Erhohung der Temperatur sowohl in der
Nordsee als auch in der Ostsee in der Zukunft verbreiten kénnen. Da der Klimawandel alle
trophischen Ebenen betreffen wird und weiterhin bekannt ist, dass Vibrionen sich an
lebende Oberflachen anheften [10], muss hier ebenfalls einbezogen werden, inwiefern auch
Prokaryonten/Eukaryonten Konsortien (z.B. mit Phytoplankton, Zoopklankton) durch
steigende Wassertemperaturen beeinflusst werden koénnen. Bisher waren ,Outbreaks”
pathogener Vibrio spp. (z.B. V. parahaemolyticus, V. cholerae) eher ein Problem
unterentwickelter Lander. Der Globale Wandel und die intensiv vernetzte Welt (Tourismus,
Ballastwasser) werden in der Zukunft hochstwahrscheinlich zu einer intensiven Verbreitung

potentiell pathogener Vibrio spp. fihren. Daher ist die Analyse von potentiell pathogenen
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Vibrio spp. Populationen und ihrer aktuellen und moglichen zukiinftigen Nischen
zweifelsohne nicht nur ein Thema der Dritten Welt, sondern ist auch fur Industrielander kalt
gemaRigter Breiten -wie Deutschland- von hoher Bedeutung.

Aus den genannten Griinden ist in diesem wachsenden Problemfeld eine Evaluierung und
Kopplung verschiedener empirischer, experimenteller, methodischer und statistischer
Analysen notwendig, um eine Risikobewertung zu ermaéglichen.

Ein groRes Problem bei der Detektion spezifischer Vibrionen ist die groBe Ahnlichkeit der
ribosomalen Gene (16S rDNA) eng verwandter Arten sowie deren enorme intraspezifische
Diversitat (V. parahaemolyticus and V. alginolyticus) [11]. Die meisten 0kologischen Studien
zu bakteriellen Gemeinschaften basieren auf kulturunabhangigen Analysen der ribosomalen
RNA (z.B. FISH) oder DNA (z.B. DGGE). Auf Grund der oben erwdahnten engen Verwandtschaft
von Vibrionen (insbesondere V. parahaemolyticus and V. alginolyticus [12-14]) ist es daher
hier wichtig, sowohl kulturabhangige als auch - unabhdngige Methoden in einem
polyphasischen Ansatz einzusetzen, um lIdentitat und Diversitdt der Vibrionen detailliert

erfassen zu kénnen.

2. Ziele des TP C2

e FEvaluierung eines Analyse Schemas fiir potentiell pathogene Vibrio spp. Populationen
in der Deutschen Bucht

e Beschreibung des Vorkommens potentiell pathogener Vibrio spp. Populationen in
Deutschen Gewdissern

e Beschreibung und Bewertung von Umweltfaktoren, die das Auftreten von pathogenen
Vibrio spp. in Deutschen Gewdissern beeinflussen

e Abschdtzung des zukiinftigen Auftretens potentiell pathogener Vibrio spp.

Populationen in Deutschen Gewdssern in Abhéngigkeit von der Klimaerwdrmung

3. Ergebnisse

Im Rahmen des Vorhabens konnten wesentliche Ziele des Antrages erfolgreich bearbeitet
werden. Der Schwerpunkt der Arbeiten lag primar im Aufbau einer umfangreichen
Stammsammlung an  Umweltstammen und deren Charakterisierung  mittels
molekularbiologischer (u.A. rpoB Sequenzierung, Detektion von Virulenzgenen) und

massenspektrometrischer Methoden (MALDI-TOF). Die Bearbeitung des zweiten Projekt-
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Schwerpunktes, der im Bereich Monitoring und der Abschatzung des Einflusses von
Umweltfaktoren auf potentiell pathogene Vibrio spp. Populationen lag, konnte nur teilweise
bearbeitet werden, da im Projektzeitraum die Sommer-Wassertemperaturen in Nord- und
Ostsee vergleichsweise niedrig lagen und damit das Auftreten von Vibrionen nicht beglinstigt
haben. Die Ergebnisse werden im Folgenden analog den formulierten Projekt-Zielen

detailliert vorgestellt.

3.1 Evaluierung eines Analyse Schemas fiir potentiell pathogene Vibrio spp. Populationen
in der Deutschen Bucht

Im Rahmen des TP C2 kamen sowohl kulturabhdngige, wie auch kulturunabhangige
Methoden zum Einsatz. Diese sollten hinsichtlich einer Eignung fiir eine zukinftige
Umweltliberwachung hinsichtlich Vibrio spp. evaluiert werden. Im Falle kulturabhangiger
Methoden lag der Schwerpunkt zum einen im Aufbau einer umfangreichen Stammsammlung
an Umweltisolaten und deren Charakterisierung. Zum anderen sollte geprift werden,
inwieweit ,fast microbiology” Methoden -wie z.B. MALDI-TOF- fir Umwelt-
Uberwachungssysteme hinsichtlich potentiell pathogener Vibrio spp. nutzbar gemacht
werden kdnnen. Fiir eine biogeographische Analyse der Okotypen der wichtigsten potentiell
humanpathogenen Vibrio spp. wurde ferner ein genomisches Fingerprinting (ERIC)
eingesetzt. Ferner wurde Uberprift inwiefern bereits in angereicherter Biomasse (APW
Anreicherungen; Kolonien), -mithin ohne Isolierung- Vibrio spp. eindeutig nachgewiesen
werden kénnen (MALDI-TOF; DHPLC). Im Falle kulturunabhangiger Ansatze wurden die im
Rahmen des Verbundprojektes von Q-Bioanalytik entwickelte QPCR kits (siehe TP C9) zum
Nachweis von V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. vulnificus und V. cholerae in
natirlichen Wasserproben aus Nord- und Ostsee eingesetzt. Im Rahmen einer gemeinsamen
VibrioNet Forschungsfahrt mit dem FS Heincke im Sommer 2012 wurden verschiedene im
Rahmen von VibrioNet entwickelte Ansatze fiir die Detektion von potentiell

humanpathogenen Vibrio spp. z.T. an Bord evaluiert (Darstellung unter 3.2).

Vibrio spp. Stammsammlung. Bis dato wurden 1408 Umweltisolate aus der Nord- und
Ostsee sowie von der englischen Kanalkiiste in die Stammsammlung integriert. Isoliert
wurden diese Vibrio spp. entweder aus Wasser, Plankton, Sediment oder Muscheln (u.A.

wahrend einer VibrioNet Forschungsfahrt mit dem FS Heincke im Jahre 2011 und eigener
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Voruntersuchungen). Aufgenommen wurden weiterhin Vibrio spp. Isolate aus Sammlungen
der fir die Gewasserqualitat zustandigen Landesuntersuchungsamter aus Schleswig-Holstein
(ZE Medizinaluntersuchungsamt und Hygiene) , Niedersachsen (NLGA) und Mecklenburg
Vorpommern (LAGUS), sowie vom britischen CEFAS, vom niederlandischen Centre for
Infectious Disease Control Netherlands und weitere Typstamme des DSMZ.

Tabelle 1 gibt eine Ubersicht tiber den gegenwirtigen Umfang der Stammsammlung. Alle

Isolate werden gegenwartig in fl. Stickstoff gelagert (Microbank System).

Tabelle 1: VibrioNet TP C2 Stammsammlung

strain owner No. Sampling location sample origin sampling date
CEFAS! 23 South England water, mussels, crabs 2001-2006
RIVM? 28 Netherlands water 2009-2011
NLGA® 240 Lower Saxony, Germany Water 2010-2011
LAGuS® 130 Mecklenburg-Vorpommern, Germany Water 2010-2011
LAVES® 82 Lower Saxony, Germany Mussels ?
(AWIG/UKSH7) 216 Schleswig-Holstein, Germany Water 2011

AWI 110 North Sea, Kattegat, Baltic Sea water, plankton, sediment 2011

AWI 207 Helgoland Roads water, plankton, mussels 2008-2009
BfR® 7 (type strains) Diverse

TUD® 1 (Dresden) clinical samples 2011
(BRHVm) 2 (Bremerhaven) clinical samples 2012
DSMz™ 23 (type strains) Diverse

! Centre for Environment, Fisheries & Aquaculture Science (United Kingdom)

2 Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieu (Netherlands; National Institute for Public Health and the Environment)

® Niedersachsisches Landesgesundheitsamt (Germany; Governmental Institute of Public Health of Lower Saxony)

* Landesamt fiir Gesundheit und Soziales Mecklenburg-Vorpommern (Germany; Regional Office for Health and Social Affairs
of Mecklenburg-Western Pomerania)

® Niedersichsischen Landesamtes fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (Germany; Lower Saxony State Office
for Consumer Protection and Food Safety)

6 Alfred-Wegener-Institut fiir Polar- und Meeresforschung (Germany; Alfred Wegener Institute for Polar and Marine
Research)

7 Universitatsklinikum Schleswig-Holstein (Germany; University Medical Center Schleswig-Holstein)

& Bundesinstitut fir Risikobewertung (Germany; Federal Institute for Risk Assessment)

® Technische Universitit Dresden (Germany, University of Dresden)

1% Bremerhaven Hospital -Reinkenheide (Germany)

" Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Germany; German Collection of Microorganisms and Cell

Cultures)



Charakterisierung & Identifizierung von Vibrio spp. Fir die Identifikation potentiell
pathogener Vibrio spp. wurde das von der Firma Bruker entwickelte Biotyper-System
eingesetzt. Da das System vornehmlich Einsatz im klinischen Bereich findet, war (und ist) die
Spektren-Datenbank auf klinische Erreger ausgerichtet, Eintrage fir Umwelt- bzw. Meeres-
Bakterien sind kaum vorhanden. Trotz dieses Nachteils bietet das System sehr groRRe Vorteile
far eine schnelle Identifizierung neuer Isolate ohne aufwendige biochemische Tests oder
molekularbiologische Techniken. Im TP C2 wurde daher im Laufe des Projektzeitraumes die
Datenbank mit neuen Vibrio spp. und Stammen standig erweitert und diese in der Mehrzahl
der Falle mittels rpoB Sequenzierung eindeutig phylogenetisch eingeordnet [15]. In der
Datenbank VibrioBase liegen gegenwadrtig MALDI-TOF Referenzspektren fir 977
Spezies/Okotypen vor [15]. Von nahezu allen dieser Spezies wurden rpoB Sequenzierungen
durchgefihrt, um die Spektren eindeutig referenzieren zu kdnnen. Die Datenbank wird als
Supplement der Publikation Erler et. al. [15] der wissenschaftlichen Gemeinschaft frei zur
Verfigung gestellt.

Ferner wurden fir die Spezies V. vulnificus, V. parahaemolyticus und V. cholerae zur
weiteren Absicherung der Ergebnisse, Spezies-spezifische PCR Nachweise durchgefihrt
(toxR) bzw. bei den letzteren beiden Spezies, das Auftreten von Virulenzgenen (tdh, trh,
Vctox) Uberpriuft [16]. Die Spezies-spezifischen toxR PCRs waren dabei in allen Fallen
kohdrent mit den Ergebnissen der rpoB-Sequenzierung (Phylogenie) und der MALDI-TOF
Klassifizierung. Virulenzgene (nur trH) konnten nur in wenigen Ausnahmefillen
nachgewiesen werden.

Tabelle 2 gibt einen Uberblick {iber die in VibrioBase enthaltenen Spezies und der Anzahl
der jeweiligen Stimme (Okotypen) im Vergleich zur aktuellen Bruker Biotyper™ Datenbank.
In Abbildung 1 ist ein Cluster Analyse (UPGMA) der Referenzspektren der in Vibriobase
enthaltenen Vibrio spp. dargestellt. Es wird deutlich, dass auch eng verwandte Spezies, wie

z.B. V. parahaemolyticus und V. alginolyticus eindeutig differenzierbar sind.



Tabelle 2 Uberblick tiber die in VibrioBase enthaltenen Spezies und der Anzahl der jeweiligen

Stamme (Okotypen) im Vergleich zur aktuellen Bruker Biotyper™ Datenbank.

MALDI-TOF MS Biotyper™ VibrioBase
species cluster main spectra main spectra
Listonella anguillarum 7 18
V. aestuarianus 1 7
V. agarivorans 1 1
V. alginolyticus 4 252
V. cholera 0 64
V. coralliilyticus 1 1
V. diazotrophicus 2 12
V. ezurae 1 1
V. fluvialis 3 29
V. fortis 1 1
V. furnissii 2 1
V. gazogenes 1 1
V. gigantis 1 1
V. harveyi/campbellii 4 44
V. kanaloae 1 1
V. mediterranei 1 1
V. mimicus 1 27
V. natriegens 1 1
V. navarrensis 1 9
V. parahaemolyticus 7 306
V. superstes 1 1
V. tasmaniensis 1 1
V. vulnificus 5 216
V. xuii 1 1
Total 49 997
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Abbildung 1 Cluster Analyse (UPGMA) der VibrioBase MALDI TOF Referenzspektren

basierend auf dem Jaccard Index [15]

Genomische Fingerprints von Vibrio spp. (Biogeographie). Die im Rahmen des Projektes
analysierten Isolate stammten aus zwei, hinsichtlich der Salinitdit, fundamental
unterschiedlichen Okosystemen. Mithin konnte prinzipiell erwartet werden, dass die
unterschiedlichen o6kologischen Nischen, auch durch unterschiedliche Spezies bzw.
Populationen besetzt sein kénnten. Der Fokus der Untersuchungen lag dabei auf den drei
potentiell humanpathogenen Vibrio Spezies V. parahaemolyticus, V. vulnificus und V.
cholerae. Insgesamt wurden 472 Stamme mit Hilfe der genomischen Fingerprint-Technik
ERIC [17] analysiert. Dabei wurden die resultierenden Elektropherogramme in band-
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matching Tabellen umgewandelt und statistisch ausgewertet. Fir die Defintion der
Genotypen/Okotypen wurde zunichst eine 80%ige Ahnlichkeit der Profile herangezogen.
Beispielhaft ist in Abbildung 2 die Verteilung der V. parahaemolyticus Genotypen/Okotypen
im Untersuchungsgebiet dargestellt. Auffallend ist, dass wie zu erwarten, eine Trennung der
Nord- und Ostsee Populationen beobachtet werden konnte, aber dass auch eindeutige
kleinrdumige Differenzierungen auftraten. Interessant ist hier die Trennung von
Populationen entlang des Elbe-Urstromtales in der Deutschen Bucht, die wir auf das
hydrographische Regime zurlickfihren. Insgesamt verdeutlicht die Analyse die enorme
intraspezifische Diversitdat der drei untersuchten Spezies. Im Hinblick auf das Vorhaben,
wurde, wie auch schon im Falle der bereits publizierten MALDI-TOF Datenbank VibrioBase,
eine weitere BioNumerics basierte Datenbank erstellt (VibERIC), die es gestattet in
zukunftigen Untersuchungen z.B. die Dispersion einzelner Populationen im Hinblick auf ein
sich veranderndes hydrographisches System (Klimawandel) zu verfolgen bzw. ggf. invasive
Populationen zu adressieren. So konnten wir in aktuellen Untersuchungen bereits eindeutig
nachweisen, dass Mikroplastik-Partikel in der Nord- und Ostsee als Vektoren fiir potentiell

humanpathogene Vibrionen fungieren kénnen (Publikation in Vorbereitung).
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Abbildung 2: Verteilung von verschiedenen V. parahaemolyticus Genotypen/Okotypen in

Nord- und Ostsee [18]

Charakterisierung & Identifizierung von Vibrio spp. in angereicherter Biomasse. Bei der
Bewertung einzelner methodischer Ansatze hinsichtlich der Eignung fiir ein zukiinftiges
Vibrio spp. Monitoring, missen die Praxistauglichkeit, die Dauer der Analyse und die
grundsatzlichen methodenbedingten Vor- und Nachteile in Betracht gezogen werden (um
einen Befund richtig einordnen zu kénnen). Klassische mikrobiologische Ansatze, die auf der
Isolierung von Bakterien und deren Identifizierung mit Hilfe biochemischer oder
molekularbiologischer Verfahren beruhen, sind z.T. extrem zeitaufwendig. Weiterhin ist ein
Befund abhangig vom verwandten Nahrmedium bzw. vom physiologischen Status des Ziel-
Organismus. Im Falle von Vibrio spp. sei hier das ,viable but not culturable” (VBNC)
Phdanomen genannt [19], welches dazu fiihrt, dass lebensfahige Vibrionen zwar vorhanden,
aber nicht auf Festmedium kultivierbar sind. Kulturunabhangige Verfahren die in der
Mehrzahl der Falle auf direkten molekularbiologischen Verfahren beruhen (PCR, QPCR), sind
deutlich weniger zeitaufwendig, haben aber den Nachteil, dass sowohl unglnstige

target/non-target Verhaltnisse, wie auch die Prasenz von PCR-inhibierenden Substanzen in
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einer Probe, Befunde extrem verfdlschen konnen. Hierauf wird im Einzelnen unter 3.2
eingegangen. Da fir die Detektion von warmeliebenden Vibrio spp. haufig vor der
eigentlichen Isolierung von Kolonien eine Vor-Anreicherung in APW (Alkaline Peptone
Water) erfolgt, lag es nahe, Methoden zu evaluieren, die es ggf. gestatten, bereits anhand
von APW Anreicherungen, eine Analyse der in der Probe befindlichen Vibrio spp.
vorzunehmen. Im Rahmen des TP C2 wurden hier zwei methodische Ansatze verfolgt bzw.
geprift, die grundsatzlich auf den anhand der Isolate durchgefiihrten Sequenz- (rpoB) und
MALDI-TOF Analysen beruhen.

rpoB-DHPLC. Die Methodik der DHPLC (Denaturing High Pressure Liquid Chromatography)
wird im klinischen Bereich in der Regel fiir die Detektion von Mutationen (SNPs) eingesetzt
[20], kann aber ebenso fiir die Sequenz-abhangige Auftrennung von Amplikons (z.B. 16S-
rDNA) verwandt werden [21, 22]. Auf der Basis der in TP C2 generierten rpoB Sequenzen der
Isolate, sowie weiterer via Genbank integrierter Sequenzen, wurden im Rahmen einer
Masterarbeit [23] mit Hilfe des Softwarepaketes ARB (http://www.arb-silva.de/)
verschiedene universelle Vibrio spp. Primer hinsichtlich Exklusivitat/Inklusivitdt und
Schmelzverhalten in silico generiert und in vitro evaluiert (PCR, DHPLC). Neben Einzel-
Analysen wurden hier auch unterschiedlich komplexe Mischungen verschiedener Vibrio spp.
untersucht. Es zeigte sich, dass rpoB Amplikons mittels DHPLC grundsatzlich aufgetrennt
werden koénnen (siehe Abbildung 3), eng verwandte Vibrio Spezies aber nicht, da die
Auftrennung direkt mit dem GC Gehalt des Amplikons, nicht aber -wie z.B. im Falle der
DGGE- auf Sequenzvariation (Schmelzdomédnen) basiert [24] (siehe Abbildung 4). Mithin
erscheint zum gegenwartigen Zeitpunkt, dieser Ansatz ungeeignet, flir eine Analyse von

APW-Anreicherungen.
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Abbildung 3 DHPLC Chromatogramme von rpoB-Amplifikaten ausgewahlter Vibrio spp. [23]
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Abbildung 4 DHPLC Retentionszeit des Peaks ausgewahlter Vibrio spp. rpoB-Amplifikate und
errechnete GC Gehalte der Amplifikate [23]

MALDI-TOF Biomarker. Neben dem zunehmenden Einsatz massenspektrometrischer
Methoden in der klinischen Diagnostik von Isolaten [25], werden zunehmend auch Ansatze
verfolgt, zumindest gering-diverse Proben, wie z.B. Urin [26] oder Blut [27] direkt mittels
MALDI-TOF hinsichtlich des Vorhandenseins spezifischer Erreger zu untersuchen. Da
prinzipiell davon auszugehen ist, dass APW Anreicherungen sowohl selektiv (hinsichtlich

Vibrio spp.), als auch geringer divers als die urspriingliche Probe sind, wurde auch im
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Rahmen von TP C2, in einem zur rpoB-DHPLC Studie vergleichbaren Ansatz gepriift, ob
Spezies-spezifische MALDI-TOF Biomarker in unterschiedlich diversen APW Anreicherungen
nachgewiesen werden kénnen. Dass Spezies-spezifische MALDI TOF Biomarker existieren,
konnte anhand von in silico Analysen bereits zweifelsfrei nachgewiesen werden [15, 28-30].
Im Rahmen einer Masterarbeit [31] sollte dies nun mit einem Schwerpunkt auf potentiell
humanpathogene Vibrio spp., in vitro (berprift werden. Basierend auf den in VibrioBase
hinterlegten = Referenzspektren  wurden  zundchst alle  Spektren hinsichtlich
Exklusivitat/Inklusivitat einzelner Massen in silico analysiert und solche Massen adressiert,
die einzeln oder in Kombination, als Spezies-spezifisch angesehen werden kdnnen. In
Abbildung 5 ist eine Clusteranalyse aller Massen hinsichtlich der Sensitivitat fiir einzelne
Spezies-Komplexe dargestellt. In einem weiteren Schritt wurden nun von insgesamt 10
Vibrio Spezies Bindarmischungen aller Kombinationen hergestellt, mittels MALDI-TOF
vermessen und anhand der adressierten Biomarker analysiert. In fast allen Fallen konnten
die Spezies eindeutig identifiziert werden. Im Falle von komplexeren Mischungen (5, 10)
gelang dies nicht fiir alle im Versuch eingesetzten Spezies. Auffallig war aber, dass auch in
komplexen Versuchsansdtzen mit wenigen dominierenden Spezies (ungleiche
Mischungsansatze), diese nachgewiesen werden konnten. Wenngleich die Diversitadt in
einfachen APW Anreicherungen sehr wahrscheinlich zu hoch ist, um alle vorhandenen Vibrio
Spezies mittels MALDI-TOF Biomarker Analyse eindeutig adressieren zu kénnen, besteht die
valide Moglichkeit, durch die Verwendung eines MPN-APW (Most Probable Number)
Ansatzes, zumindest die dominanten Spezies eindeutig identifizieren zu kénnen. Dies ware
eine interessante Alternative zu den bislang eingesetzten MPN-PCR Methoden (Zitat), da die

Analyse mittels MALDI-TOF einen erheblichen Zeitgewinn bringen wiirde.
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Abbildung 5: 2D Cluster Analyse (average distance) ausgewahlter Vibrio spp. und ihrer

MALDI-TOF Protein-Massen. Massen mit unterschiedlicher Sensitivitat fir einzelne Spezies

sind farblich hervorgehoben [30]

3.2 Beschreibung des Vorkommens potentiell pathogener Vibrio spp. Populationen in

Deutschen Gewdssern

Auf Initiative des Projektantragstellers wurde seitens des MSGFG Schleswig Holstein das ZE

Medizinaluntersuchungsamt und Hygiene beauftragt, im Sommer 2011, im Rahmen der

behdérdlichen Badewasseruntersuchungen, die Proben zusatzlich hinsichtlich Vibrio spp. zu
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untersuchen. Die Isolate wurden dem TP C2 zur Verfligung gestellt. Die Kampagnen wurden
in den darauf folgenden Jahren fortgefiihrt.

Im Rahmen des Projektes wurden zwei VibrioNet Forschungsfahrten mit dem FS Heincke in
die Kiistengewdsser der Nord- und Ostsee jeweils im Sommer der Jahre 2011 und 2012
durchgefiihrt. Abbildung 6 zeigt die Lage der Stationen in Nord- und Ostsee der
Forschungsfahrt im Sommer 2012 (im Wesentlichen identisch mit der Lage der Stationen bei
der vorherigen Fahrt). Wahrend die Fahrt 2011 primar auf die Isolierung neuer
Umweltisolate aus diversen  Okosystemkompartimenten (Wasser, Zooplankton,
Phytoplankton, Sediment) ausgerichtet war, sollten im Sommer 2012 verschiedene im
Rahmen von VibrioNet entwickelte Ansatze fir die Detektion von potentiell
humanpathogenen Vibrio spp. z.T. an Bord evaluiert werden. Die Forschungsfahrt wurde in
Kooperation mit den TPs C2, C4, C6 und C9 durchgefiihrt. Auf beiden Forschungsfahrten
wurden ozeanographische Daten (Temperatur, Salzgehalt, Sauerstoff, Chlorophyll) mit Hilfe
einer sogenannten CTD Sonde aufgenommen. Die exakte GPS Position jeder Station wurde
notiert. Die Wassertemperaturen lagen wahrend der Forschungsfahrt im Jahre 2011
zwischen 16 °C - 18.5 °C und 2012 zwischen 13 °C - 18 °C. Damit fiir die Jahreszeit auf jeweils
relativ niedrigem Niveau. Die Salinitat variierte auf beiden Forschungsfahrten zwischen 6S
und 34 S. Abbildung 7 zeigt eine Darstellung der durchfahrenen Wasserkdrper (reprasentiert
als °C und S) fur beide Forschungsfahrten beginnend an der ostfriesischen Kiste, der
Westkiste Danemarks bis zum Skagerrak, Kattegat und der Ostsee bis Riigen (analog zu den

aufsteigenden Stationsnummern in Abbildung 6)
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Oberflaichenwasser-Proben wurden mit einer CTD Sonde, Zooplankton-Proben mit einem
CALCOFI Netz (300 um), Phytoplankton-Proben mit einem Handnetz (20 um) und

Abbildung 7 Wassertemperatur und Salinitat wahrend der Forschungsfahrten in den
Sedimentproben mit einem VanVeen-Greifer genommen.

Sommern 2011 und 2012



Wahrend der Forschungsfahrt 2011 wurden die auf Membranfilter (0.45 um) aufgebrachte
Proben in APW vorinkubiert (37°C, 24 h), danach auf CHROMagar™ Vibrio ausgestrichen und
nach erneuter Inkubation (37°C, 24 h), V. parahaemolyticus, V. cholerae und V. vulnificus
Kolonien gemald dem Farbschema des Herstellers isoliert. Ziel war es hier, die Vibrio spp.
Stammsammlung grundsatzlich zu erweitern.

Die gemeinsame VibrioNet Forschungsfahrt 2012 hatte im Gegensatz zur vorherigen Fahrt
das Ziel, potentiell humanpathogene Vibrio spp. in den jeweiligen Proben auch zu
guantifizieren. Hierzu wurde im Falle kulturabhangiger Methoden unterschiedliche Aliquots
(100 ml, 50 ml, 5 ml, 1 ml, 0.1 ml; triplicates) der jeweiligen Proben auf Membranfilter (0.45
pum) und diese direkt auf CHROMagar™ Vibrio inkubiert (37°C, 24 h). Nach Inkubation
wurden einzeln stehende Kolonien analog des Farbschemas (siehe oben) gepickt, in
Reaktionsgefdsse mit 50%S 2216E Medium (berflhrt, nach erneuter Inkubation (37°C, 24h)
zentrifugiert und das Pellet fir die spatere Messung mit dem MALDI-TOF Biotyper-System
eingefroren (Mikro-Kulturen).

Im Falle kulturunabhéngiger Methoden wurden Aliquots der jeweiligen Proben erneut auf
Membranfilter filtriert. Von diesen Filtern wurde direkt DNA extrahiert (TP C9; Q-Bio kit).
Weiterhin wurde im Laufe der Forschungsfahrt entschieden, weitere Membranfilter in APW
zu inkubieren und auch von der so angereicherten Biomasse, DNA zu extrahieren. Alle DNA
Extrakte wurden mit zwei unterschiedlichen Q-PCR Geraten und zwei unterschiedlichen Q-
PCR-Systemen analysiert. System 1 (TP C4): V. parahaemolyticus VP1332 (binding
component ABC transporter); V. cholerae hlyA (nonclassical hemolysine) & V. vulnificus vwhA
(cytolysine). System 2 (TP C9): V. alginolyticus exoprotease A gene; V. cholerae exoprotease
A gene; V. parahaemolyticus hemolysin gene & V. vulnificus cytolysin gene. Weiterhin
wurden die DNA-Extrakte mit Hilfe eines vom TP C6 entwickelten Vibrio-Microarrays
analysiert (siehe Abschlussbericht TP €6). Insgesamt konnten in 64 Proben erfolgreich die

adressierten Vibrio Spezies nachgewiesen werden (siehe Tabelle 3).
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Tabelle 3 Q-PCR Nachweis verschiedener Vibrio spp. in unterschiedlichen Proben der

Forschungsfahrt im Sommer 2012

V.chol V.para V.vulni V.algi

Seewasser 0 2 10 2
Seewasser, APW 0 2 9 5
Phytoplankton 0 2 3 0
Phytoplankton, APW 0 0 11 7
Zooplankton 1 0 4 1
Zooplankton, APW 0 5 9 6

2 1 11 46 21

V. chol: V. cholerae; V. para: V. parahaemolyticus; V. vulni: V.

vulnificus; V. algi: V. alginolyticus; APW: Alkaline Peptone Water

Nach der Forschungsfahrt wurden alle Mikrokulturen mit Hilfe des MALDI-TOF Biotyper-
Systems auf Helgoland vermessen und anhand der Biotyper- und VibrioBase Datenbank
identifiziert. Insgesamt konnten 84% der 2055 wahrend der Forschungsfahrt angelegten
Mikrokulturen erfolgreich identifiziert werden:
e Nur 29 % der gefunden Spezies waren Vibrionen
e 40 % der Spezies in Phytoplankton-Proben waren Vibrionen, hauptsachlich V.
fluvialis, V. anguillarum, V. diazotrophicus und V. aestuarianus
e Insgesamt konnten nur 7 V. parahaemolyticus identifiziert werden (2 x Wasser ; 5 x
Zooplankton)
e V. vulnificus und V. cholerae waren nicht vorhanden
e 43 % der gefunden Spezies wurden als Exiguobacterium identifiziert
Abbildung 8 zeigt eine Ubersicht, tUber die Spezies, die erfolgreich identifiziert werden

konnten.

17



V.ordalii  v. parahaemolyticus

L Aerococcus
V. mimicus

Acinetobacter

V. fluvialis
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Enterobacter
Halomonas
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Sonstige
Pseudomonas

Micrococcus

Abbildung 8 Ubersicht tiber die Spezies, die in Mikrokulturen der Forschungsfahrt Sommer

2012 erfolgreich identifiziert werden konnten (N = 1726)

Mithin ergibt sich fir die Ergebnisse der Forschungsfahrt im Sommer 2012 eine extrem
unklare Befundlage. Obwohl die Q-PCR Ergebnisse auf das Vorhandensein V.
parahaemolyticus, V. vulnificus und im Einzelfall V. cholerae hindeuten, kann dies im Hinblick
auf den durchgefiihrten kulturabhangigen Ansatz nicht bestatigt werden. Im Gegensatz zur
vorherigen Forschungsfahrt wurden die Proben ohne APW Voranreicherung direkt auf
CHROMagar™ Vibrio aufgebracht. Dies konnte darauf hindeuten, dass ohne vorherige Vor-
Selektion bei marinen Proben das verwendete Medium nicht geeignet ist. Da es kaum
Studien zur Verwendung von CHROMagar™ Vibrio im marinen (Hochsee) Bereich gibt, kann
an dieser Stelle keine weitere Einschatzung des Befundes erfolgen. Interessanterweise
fiihrte die Verwendung des Mediums in einem vergleichbaren Ansatz in der in 2011
durchgefiihrten Studie des ZE Medizinaluntersuchungsamt und Hygiene, zur erfolgreichen
Isolierung der adressierten Erreger. Allerdings wurden in letzterem Fall die Proben direkt am
Strand genommen und sind somit hinsichtlich der gesamten Wasserchemie kaum
vergleichbar. Aufgrund der unklaren Befundlage wurde im Frihjahr 2013 anhand von in
einem anderen Zusammenhang wahrend der Forschungsfahrt im Sommer 2012

genommenen Proben, eine erneute Q-PCR Analyse aller beprobten Stationen (insgesamt 28)
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durchgefiihrt. Diese Proben wurden wahrend der Forschungsfahrt sequentiell Giber 10 um, 3
pm und 0.2 um filtriert und stellen mit jeweils 10 L Filtrationsvolumen (gegenlber dem 1 L
Ansatz) eine reprdsentativere Probe dar. Ferner wurde, ebenfalls im Gegensatz zur
Forschungsfahrt, hier ein vom TP C9 weiterentwickeltes QPCR-Primer-System eingesetzt,
welches in dieser Form auch Eingang in die innerhalb des Verbundes durchgefiihrten Ring-
Versuche gefunden hat. Uberraschenderweise ergab sich nun erneut ein von den vorherigen
Befunden abweichendes Bild. In insgesamt drei Proben konnte V. cholerae nachgewiesen
werden (1 x 0.2 um; 2 x 3 um) und nur in zwei, V. alginolyticus (beide 10 um). Weder V.
parahaemolyticus, noch V. vulnificus konnten detektiert werden. Betrachtet man parallel
dazu die Ergebnisse, der Ansatz-internen Kontroll-Reaktionen fallt auf, dass Proben der 0.2
pum Fraktion keine, der 3 um Fraktion, zum grossen Teil und Proben der 10 um Fraktion, fast
alle, PCR Inhibitoren enthalten haben. Mithin ergibt sich weder fiir die hier eingesetzten
kulturabhangigen, noch fir die kulturunabhangigen Analyse-Methoden ein , bias-freies” Bild
der Belastung der untersuchten Gewadsser mit V. parahaemolyticus, V. cholerae und V.

vulnificus.

3.3 & 3.4 Beschreibung und Bewertung von Umweltfaktoren, die das Auftreten von
pathogenen Vibrio spp. in Deutschen Gewassern beeinflussen.
Abschatzung des zukiinftigen Auftretens potentiell pathogener Vibrio spp. Populationen

in Deutschen Gewadssern in Abhédngigkeit von der Klimaerwarmung

Aufgrund der im Projektzeitraum relativ niedrigen Wassertemperaturen, muss konstatiert
werden, dass das Wachstum der adressierten Vibrio spp. nicht beglinstigt wurde, was
grundsatzliche Aussagen Uber den weiteren Einfluss von Umweltfaktoren erschwert. In einer
im Vorwege von VibrioNet durchgefiihrten Studie konnten wir aber bereits zeigen, dass an
der Helgolander Reede, das Wachstum der Vibrionen (als Gesamtzellzahl ermittelt tber

FISH) Gber den Term

Vibrio spp. = 9.575 — (0.183*S) + (0.054 * °C) — (0.839 * PO,) — (0.033 * Secchi)

beschrieben werden kann [32]. Potentiell humanpathogene Vibrionen (nur V.

parahaemolyticus) wurden dabei meist nur in den Sommermonaten in Wasser, Zooplankton,
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Phytoplankton oder Muschelproben gefunden [33]. Eine numerische Auswertung der
wahrend der Forschungsfahrt im Sommer 2012 erhobenen bakteriologischen Daten und
deren Abgleich mit Umweltfaktoren kann nicht vorgenommen werden, da weder die
eingesetzten kulturunabhangigen, noch die kulturabhangigen Ansatze, eindeutige Ergebnisse
geliefert haben. Dies verdeutlicht erneut die Notwendigkeit weiterer Studien in
temperenten Gewassern auch Uber ldngere Zeitrdume, um solar-planetare Zyklen mit zu
berucksichtigen [34]. Im Gegensatz zu den Jahren 2011 und 2102 lagen die
Wassertemperaturen in 2013 und 2014 deutlich héher. Flir 2014 wird angenommen, dass es
das bislang warmste Jahr seit Beginn der Temperaturaufzeichnungen werden wird.

Alternativ zu dem im Antrag vorgeschlagenen Vorgehen, wurde daher eine in vitro Studie
durchgefiihrt. Dazu wurden wahrend der Forschungsfahrt im Sommer 2012 genommene
Wasserproben verwendet, die noch an Bord steril filtriert und anschliefend eingefroren
wurden. Im Labor wurden die Proben zunichst pasteurisiert (Abtotung von Grazern;
Inaktivierung von Phagen) und anschliefend jeweils entweder mit V. parahaemolyticus, V.
vulnificus, V. cholerae und V. alginolyticus lIsolaten inokuliert (10> Zellen/ml). Alle
eingesetzten Isolate wurden wahrend der Forschungsfahrt im Sommer 2011 aus dem Gebiet
Skagerrak/Kattegat gewonnen. Die Versuchsansatze wurden in Folge in dreier Parallelen bei
in situ Temperatur inkubiert (15,6 +/- 1,3 °C), das Zellwachstum wurde mittels Durchfluss-
Zytometrie (Anfarbung mit Sybr Green |) ermittelt. Die aufgenommenen Wuchskurven
wurden analog dem Vorgehen von Vital et al. [35] ausgewertet und verschiedene
Wachstumsparameter errechnet (u.A. lag-time, Wachstumsrate). In Abbildung 9 sind die
errechneten standardisierten Wachstumsraten der 4 Spezies gegen die gemessenen
Salinitdten der einzelnen Proben aufgetragen. V. alginolyticus, als z.T. hoch abundantes
Meerwasserbakterium in temperenten Gewassern, zeigt dabei mit zunehmendem Salzgehalt
ansteigende Wachstumsraten, was prinzipiell so erwartet werden konnte. Erst ab einer
Salinitat von ~ 30 S kommt es erneut zu einem Absinken der Wachstumsrate. Uberraschend
ist hingegen das Verhalten von V. parahaemolyticus. Haufig werden V. parahaemolyticus
und V. alginolyticus parallel aus denselben Wasserproben isoliert, mithin war ein
vergleichbares Wachstums-Verhalten zu erwarten gewesen. V. parahaemolyticus zeigte aber
im Vergleich, deutlich hoéhere Wachstumsraten auch bei niedrigeren Salinitdaten. Im
Vergleich mit allen anderen im Versuch eingesetzten Spezies konnten hier die hochsten

Wachstumsraten ermittelt werden. Die Wachstumsraten von V. cholerae und V. vulnificus
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schwankten Uber den untersuchten Salinitatsbereich erheblich. Obwohl die Salinitats-
Optima der beiden Keime prinzipiell deutlich im niedrigen Bereich liegen, konnten im
Versuch auch bei hoéherer Salinitat relativ hohe Wachstumsraten ermittelt werden. Dies
deutet darauf hin, dass noch weitere Faktoren -auBer der Salinitat- eine wichtige Rolle in der
Populationsdynamik von Vibrio spp. im marinen Milieu eine Rolle spielen, die in der
vorliegenden Studie nicht erfasst wurde. Weiterhin erkldrt die Studie ggf. die =z.T.
untypischen Befunde in Deutschen Kiistengewdassern (Prasenz eines Erregers aullerhalb der
Nische). Grundsatzlich bestiinde aber hier die Moglichkeit, im Falle einer optimierten
Wasseranalytik (z.B. hinsichtlich Aminosauren, Zucker), die Wachstumsmodelle besser
parametrisieren zu konnen. Dies koénnte die Chance bieten, die so ermittelten
Wachstumsparameter mit Okosystem-Modellen zu koppeln, um so eine zeitliche und
raumliche Risikoabschatzung fir Deutsche Kistengewdsser hinsichtlich der Belastung mit

potentiell humanpathogenen Vibrio spp. vornehmen zu kdnnen
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Abbildung 9 Darstellung der Wachstumsrate (SGR) fir V. alginolyticus, V. parahaemolyticus,

V. vulnificus und V. cholerae in Wasserproben unterschiedlicher Salinitat [36]
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