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1 Einleitung

1 Einleitung

Bei Vibrio (V.) Spezies (spp.) handelt es sich um gram-negative Bakterien, die ubiquitar
in der marinen Umwelt verbreitet sind. Es sind zwo6lf humanpathogene Vibrio spp.
beschrieben, die durch den Verzehr kontaminierter Lebensmittel oder durch
Wundkontakt mit der erregerhaltigen marinen Umwelt zu Infektionen fiihren kénnen
(Alter 2012). V.cholerae, V.parahaemolyticus und V.vulnificus gelten als die
bedeutendsten Erreger.

V. parahaemolyticus und V.vulnificus sind eine Hauptursache von bakteriellen
Infektionen, die mit Meeresfriichten assoziiert sind, und treten regelmaflig in Asien, den
Vereinigten Staaten von Amerika (USA) und Lateinamerika auf (Baker-Austin et al
2010; Raszl et al. 2016). In vielen asiatischen Landern, darunter China (31 %) und Japan
(20-30 %), ist V. parahaemolyticus fiir einen grofden Teil aller Lebensmittel-assoziierten
Infektionen verantwortlich (Liu et al. 2004; MHLW 2009; Karunasagar et al. 2013). In
den USA stellt V.parahaemolyticus die haufigste Ursache (23,9%) von mit
Meeresfriichten assoziierten Infektionen dar (Iwamoto et al. 2010; Letchumanan et al.
2014). In Lateinamerika auftretende V.parahaemolyticus-Infektionen konzentrieren
sich v. a. an der Pazifikkiiste (Raszl et al. 2016). Ausbriiche wurden u. a. in Chile (1997-
1998 > 300 Fille, 2004 > 1.500 Falle, 2005 > 10.000 Falle), Mexiko (2004 > 1.200 Fille),
Peru (1998 > 20 Fille) und Brasilien (2001-2002 > 10 Falle) dokumentiert (Heitmann et
al. 2005; Cabanillas-Beltran et al. 2006; Gil et al. 2007; Leal et al. 2008). In Europa
wurden sporadisch auftretende Ausbriiche beschrieben. Dazu zdhlten Ausbriiche in
Grofdbritannien (1973, 12 Falle), Frankreich (1997, 44 Falle), Spanien (1999, 64 Fille)
und Italien ( 2010, 4 Falle) (Hooper et al. 1974; Lemoine et al. 1999; Lozano-Leon et al.
2003; Ottaviani et al. 2012). Fiir V. vulnificus werden geringere Fallzahlen registriert (in
den USA ca. 40 Falle pro Jahr), jedoch zeigen V. vulnificus-Infektionen zu einem deutlich
hoheren Anteil einen letalen Verlauf (> 50 % bei primadren Septikdmien) (Jones und
Oliver 2009; Baker-Austin et al. 2010). In Japan wurden von 1998-2003 94 Fille von
V. vulnificus-Infektionen mit 68 Toten registriert (Miyasaka et al 2006). In
Lateinamerika treten V. vulnificus-Infektionen verstarkt an der Atlantikkiiste auf (Raszl
et al. 2016). Es sind Fallbeschreibungen aus Peru, Uruguay, Chile, Brasilien und Ecuador
bekannt (Ibarra Trujillo et al. 1999; Chicheff Pérez et al. 2001; Poblete et al. 2002;
Franca et al. 2013; Villacrés et al. 2013). Cholera, die durch Toxin-produzierende
V. cholerae-Stamme ausgelost wird, fiithrt jahrlich zu mehreren hunderttausend
Infektionen mit tausenden Toten (317.534 Fille und 7.543 Tote 2010), die tiiberwiegend
in Afrika und Asien auftreten (WHO 2011a). Aufgrund einer hohen Dunkelziffer wird die
tatsachliche Fallzahl auf 3-5 Millionen Erkrankungen und 100.000-130.000 Tote pro
Jahr geschatzt (WHO 2010).

Ecuador zdhlt zu den sechs grofdten Shrimps-Produzenten weltweit und ist der grofite
Produzent von Shrimps aus Aquakulturen auf dem amerikanischen Kontinent
(Anderson und Valderrama 2013; FAO 2015b). Der tiberwiegende Teil (ca. 99 %) der
jahrlichen Produktion (> 300.000 Tonnen) stammt aus Aquakulturen (FAO 2011-2014;
Anderson et al. 2014). Nahezu die gesamte Produktion ist fiir den Export bestimmt (FAO
2011-2014) und zeigt bei zunehmendem Wachstum, neben dem amerikanischen Markt
(15 %), immer hohere Anteile auf den europdischen (11 %) und asiatischen Markten
(China 10 %) (Anderson et al. 2014; FAO 2014c). Von 2008 bis 2013 war Ecuador der
Hauptlieferant von Shrimps in die Europaische Union (EU) (FAO 2014c). Zur Pravalenz
von humanpathogenen Vibrio spp. in Shrimps aus Ecuador existieren nur wenige
Studien und ebenso ist kaum etwas zu den Antibiotikaresistenzen von entsprechenden
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Vibrio spp.-Stammen bekannt. Untersuchungen zum Vorkommen humanpathogener
Vibrio spp. in Meeresfriichten sind jedoch essenziell zur Einschitzung des humanen
Infektionsrisikos.

Das Ziel dieser Arbeit war es, grundlegende Daten zum Vorkommen von potentiell
humanpathogenen Vibrio spp. in Shrimps aus Ecuador zu ermitteln. Uber
Probennahmen auf lokalen Markten und von Shrimps-Aquakulturen wurde die
Verbreitung von fiunf Vibriospp. (V. alginolyticus, V.cholerae, V. mimicus,
V. parahaemolyticus, V. vulnificus) in Shrimps untersucht. Durch Serotypisierungen und
Untersuchungen zum Vorkommen von Virulenz-codierenden Genen wurden Isolate von
V. cholerae und V. parahaemolyticus naher charakterisiert. Isolate aller Spezies wurden
auf ihre Sensibilitdt gegeniiber 22 Antibiotika aus sechs Stoffgruppen hin untersucht.
Das seit 2009 in Asien auftretende Akute Hepatopankreatische Nekrose-Syndrom
(AHPNS) oder auch Early Mortality Syndrome (EMS) wurde mit seinem Ausbruch in
Mexiko (2013) erstmals auf dem amerikanischen Kontinent nachgewiesen (Nunan et al
2014). Eine Untersuchung zum Vorhandensein des Plasmids, welches die Toxin-
codierenden Gene enthalt, die fiir das Auslosen der neuartigen Erkrankung von Shrimps
verantwortlich gemacht werden, erfolgte fir V. parahaemolyticus-1solate (Flegel und Lo
2014).

2 Schrifttum

2.1 Produktion, globaler Handel und Konsum von Shrimps
2.1.1 Shrimps-Produktion

Die globale Produktion von Shrimps setzt sich aus Wildfangen und kultivierten Shrimps
zusammen (Lem 2006). Wildfange unterteilen sich in Kaltwasser- und Warmwasser-
Shrimps. Bei Aquakultur-Shrimps handelt es sich hingegen ausschlief}lich um
Warmwasser-Shrimps (Anderson et al. 2003). Bis Mitte der 1980er Jahre dominierten
die Wildfange die globale Shrimps-Produktion deutlich, der Anteil der Aquakulturen
betrug unter 10 % (FAO 2015b; FAO 2015c). Die Produktionsmenge an kultivierten
Shrimps belief sich 1985 weltweit auf etwa 200.000 Tonnen mit einem Warenwert von
ca. 1 Milliarde US-Dollar (FAO 2015b). Im Verlauf der letzten drei Jahrzehnte ist der
Anteil kultivierter Shrimps jedoch stark gestiegen (Abb. 1). Im Jahr 2002 lag die
Produktion bei nahezu 1,5 Millionen Tonnen und einem Wert von fast 8 Milliarden US-
Dollar. Der Anteil an der weltweiten Shrimps-Produktion betrug 34 % (FAO 2008b). Bis
2006 erfolgte eine Verdopplung der Produktionsmenge auf 3,1 Millionen Tonnen und
seit 2008 dominierten Aquakultur-Shrimps die globale Shrimps-Produktion mit einem
Anteil von tiber 50 % (FAO 2008b; FAO 2014d).
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Abbildung 1. Weltweite Shrimps-Produktion
Weltweite Produktion von Shrimps aus Wildfangen und Aquakulturen von 1980 bis 2013
Quelle: FAO (2015b); FAO (2015c)

Der Wildfang von Shrimps wies in den letzten drei Jahrzehnten keine vergleichbare
Veranderung auf (Anderson et al. 2003). Es zeigte sich auch hier ein kontinuierliches
Wachstum, jedoch verlief die Produktionssteigerung weniger steil als bei Aquakultur-
Shrimps (Abb. 1). Eine Verdoppelung der Produktionsmenge von 1980 (1,6 Millionen
Tonnen) wurde 2003 (3,3 Millionen) erreicht. Die Fangquote zeigte seit dem Erreichen
des Hochstwertes von 3,3 Millionen Tonnen, eine stabile Produktionsmenge zwischen
3,1 und 3,3 Millionen Tonnen (FAO 2015c). Zu den gréfiten Produzenten wildgefangener
Shrimps zahlten fiir den Zeitraum von 2000 bis 2015 China, Indien, Indonesien,
Gronland und die USA (FAO 2015c¢).

Die grofditen Produktionsregionen fiir Aquakultur-Shrimps sind Asien und
Lateinamerika (Anderson et al. 2014). Zu den finf grofdten Shrimps-Produzenten in
Asien zahlen China, Thailand, Vietnam, Indonesien und Indien. In Lateinamerika fiihrend
sind Ecuador, Mexiko, Brasilien, Honduras und Nicaragua. Fir die globale Produktion
kultivierter Shrimps wird auch weiterhin ein kontinuierliches Wachstum mit jahrlichen
Zuwachsraten von ca. 8 % vorausgesagt (Anderson et al. 2014). Es zeigte sich jedoch fiir
Aquakultur-Shrimps bereits mehrfach, dass Produktionsriickginge, bedingt durch
Krankheiten, die sich regional oder auch global schnell verbreiteten, zu starken
Schwankungen auf dem Shrimps-Markt fithrten (Lem 2006; Karunasagar und Ababouch
2012). Beispielsweise 2013, als das Auftreten des Akuten Hepatopankreatischen
Nekrose-Syndroms in Mexiko und verschiedenen asiatischen Landern zu einem
Riickgang der weltweiten Produktion von Aquakultur-Shrimps um 19,3 % gegeniiber
dem Vorjahr, fiihrte (Anderson et al. 2014). In der Vergangenheit waren es haufig
Viruserkrankungen wie White Spot Syndrom, Taura Syndrom oder Yellow Head Disease,
die zu hohen Produktionsriickgangen fiihrten (Karunasagar und Ababouch 2012).

Die weltweit am haufigsten geziichteten Shrimps-Spezies sind Litopenaeus (L.) vannamei
(Whiteleg Shrimp) und Penaeus (P.) monodon (Giant Tiger Prawn) (Lem 2006).
Wildbestdande von L. vannamei kommen natirlicherweise vor der Westkiiste Siid- und
Mittelamerikas, von Peru bis Mexiko, vor und sind die bevorzugt geziichtete Shrimps-
Spezies in dieser Region. Ihre kommerzielle Nutzung im asiatischen Raum begann 1996
in China und Taiwan sowie anschlieféend (2000-2001) auch auf den Philippinen, in
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Indonesien, Vietnam, Thailand, Malaysia und Indien (FAO 2004). Die starke Zunahme
der L. vannamei-Produktion in China, Thailand und Indonesien war zu einem grofien
Teil fiir das starke Wachstum der weltweiten Produktion an Krustentieren
verantwortlich, die in den Jahren von 2000 bis 2008 eine jahrliche Wachstumsrate von
15 % aufwies (FAO 2010; Bondad-Reantaso et al. 2012). Im Jahr 2012 betrug der Anteil
von L. vannamei an der weltweiten Shrimps-Produktion 42 %, auf P. monodon entfielen
14 % (FAO 2014c). Verantwortlich fiir den Wechsel von den urspriinglich in Asien
liberwiegend geziichteten Spezies P. chinensis (China) und P. monodon (ganz Asien), hin
zu L.vannamei, waren schlechte Leistung, langsames Grofdenwachstum und eine
Anfalligkeit fiir Krankheiten (FAO 2004). L.vannamei zeichnet sich gegeniiber
P. monodon u.a. durch ein schnelleres Grofienwachstum, eine hohere Toleranz
gegeniber niedrigen Salzgehalten und niedrigen Temperaturen, eine bessere

Futterverwertung sowie eine geringere Krankheitsanfalligkeit aus (Bondad-Reantaso et
al. 2012).

2.1.2 Shrimps-Handel

Meeresfriichte zdhlen weltweit zu den meist gehandelten Lebensmittelerzeugnissen
(FAO 2012). In Bezug auf den Handelswert sind Shrimps das wichtigste international
gehandelte Fischereierzeugnis und die wertvollste in Aquakultur produzierte Spezies
(FAO 2008a; Asche und Bjorndal 2011). Fiir die produzierenden Staaten, tiberwiegend
Entwicklungslander, ist das Generieren von Exportglitern mit einem hohen Handelswert
entscheidend fiir ihre wirtschaftliche Entwicklung und Unabhéangigkeit. Zugleich leistet
die Shrimps-Produktion einen zunehmenden Beitrag zur Versorgung der
Industriestaaten mit Meeresfriichten (Bondad-Reantaso et al. 2012; Stentiford et al
2012).

Die Nachfrage nach Shrimps ist steigend (Norhana et al. 2010) und der internationale
Handel wachst (FAO 2014a). Diese Entwicklung spiegelte sich in den weltweiten
Exportzahlen von Shrimps wider, die von etwa 400.000 Tonnen im Jahr 1980 auf 2,7
Millionen Tonnen im Jahr 2011 anstiegen (FAO 2015a). Der starke Anstieg der
Exportvolumina stand in Zusammenhang mit der grofen Zunahme der globalen
Shrimps-Produktion (Abb. 1), die zum uberwiegenden Teil auf die Zunahme der
Produktion von Aquakultur-Shrimps zuriickzufiihren war (Norhana et al. 2010).

Im Jahr 2008 betrug die weltweite Shrimps-Produktion 6,5 Millionen Tonnen, davon
stammten 3,4 Millionen Tonnen aus Aquakulturen und 3,1 Millionen Tonnen aus
Wildfangen (FAO 2015b; FAO 2015c). Etwa 60 % der Gesamtproduktion wurden
international und 40 % wurden national gehandelt (FAO 2008a). Da die weltweite
Produktion an Aquakultur-Shrimps stark exportorientiert ist (Lem 2006), wird
angenommen, dass mehr als 80 % aller geziichteten Shrimps exportiert werden. Thr
Anteil am Handelswert international gehandelter Shrimps betridgt damit etwa 60 %
(Anderson et al. 2003). Trotz genauer Daten zur weltweiten Produktionsmenge von
Shrimps aus Aquakulturen und Wildfangen beruhen die Daten zur Herkunft der
international gehandelten Shrimps auf Schiatzungen, da die Handelsstatistiken die
Produktionsform nicht beriicksichtigen (Lem 2006).

Die wichtigsten Markte fiir den internationalen Handel sind die USA, Japan und Staaten
der Europdischen Union. Das gemeinsame Importvolumen dieser Linder machte von
1976 bis 2011 76-88 % der weltweit gehandelten Shrimps aus (FAO 2015a). Auf dem
japanischen Markt dominierten im Zeitraum von 2008 bis 2013 Importe aus Vietnam,
Indonesien, Thailand, Indien und China. Im selben Zeitraum stammte in den USA ein
Grofdteil der Importe aus Thailand, Indonesien, Ecuador, Vietnam und China. Fiir den
europaischen Markt war von 2008 bis 2013 Ecuador der grofdte Exporteur. Zu den fiinf
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grofdten Exporteuren zdhlten daneben Gronland, Indien, Argentinien und Ddnemark
(FAO 2014c).

Weltweit grofdter Produzent sowohl geziichteter als auch wildgefangener Shrimps ist
China (FAO 2008a; FAO 2015b). Im Gegensatz zu anderen Produzenten ist der Grof3teil
der dortigen Aquakulturproduktion (> 80 %) fiir den inlandischen Markt bestimmt
(Anderson et al. 2003; Lem 2006; TFS 2007). Trotzdem verfiigt China sowohl tliber ein
grofdes Import- als auch Exportvolumen von Shrimps. Von 2008 bis 2013 waren die fiinf
Hauptimporteure nach China Kanada, Thailand, Grénland, Ecuador und Argentinien. Die
wichtigsten Exportlinder fir chinesische Shrimps waren Japan, die USA, Malaysia,
Hongkong und Siidkorea (FAO 2014c).

2.1.3 Shrimps als Konsumgut

Der globale Pro-Kopf-Verbrauch von Meeresfriichten zeigte seit den 1960er Jahren eine
stetige Zunahme und steigerte sich von 9 kg (1961) auf 19,7 kg (2013) (FAO et al. 2006;
FAO 2013b). Weltweit zdhlen Shrimps zu den populdrsten Meeresfriichten (Lem 2006).
Der internationale Markt fiir Shrimps konzentrierte sich traditionell auf die USA, Japan
und die EU (Bondad-Reantaso et al. 2012). Zu Beginn des Millenniums verteilten sich
90 % der weltweiten Exporte an gefrorenen, kultivierten Shrimps auf die USA (48 %),
Japan (25 %) und die EU (17 %) (FAO 2011).

Die USA gelten weltweit als der grofite Shrimps-Konsument (Bondad-Reantaso et al
2012). Im Jahr 2011 stellten Shrimps, mit einem Pro-Kopf-Verbrauch von mehr als
1,8 kg, das in den USA am meisten konsumierte Fischereierzeugnis dar (NOAA 2014).
Der tiberwiegende Anteil (90 %) der in den USA konsumierten Shrimps stammte dabei
aus Aquakulturen und wurde zumeist aus Thailand, Indonesien, China, Ecuador oder
Mexiko importiert (NOAA 2014). Das Importvolumen von Shrimps betrug im Jahr 2012
533.495 Tonnen mit einem Warenwert von 4,5 Milliarden US-Dollar (NOAA 2012). Fur
den europaischen Markt sind Shrimps EUMOFA (2014) zufolge eines der am meisten
importierten Fischereierzeugnisse. Im Jahr 2011 betrug der Pro-Kopf-Verbrauch von
Shrimps in der EU 0,75 kg und setzte sich aus geziichteten Shrimps (54 %) und
Wildfangen (46 %) zusammen. Innerhalb der EU waren Spanien und Frankreich 2012
die grofdten Importeure von Warmwasser-Shrimps, mit Ecuador und Indien als den
hauptsachlichen Herkunftslindern. Das Importvolumen fiir Shrimps insgesamt betrug
2012 > 500.000 Tonnen mit einem Wert von 3,05 Milliarden Euro (EUMOFA 2014).
Japan, drittgrofdter Markt fiir Shrimps, verzeichnete im Jahr 2014 ein Importvolumen
von 223.423 Tonnen (FAO 2015d).

Zusatzlich zu den traditionellen Markten steigt die Nachfrage in den Produktionslandern
selbst an, was in der besseren Einkommensentwicklung begriindet liegt (FAO 2014b).
Eine erhohte Nachfrage zeigten 2014 vor allem China und Stidkorea mit Importvolumina
von entsprechend 78.000 Tonnen und 63.000 Tonnen (FAO 2015d).

2.2 Shrimps-Zucht in Ecuador
2.2.1 Produktionssysteme

Die Produktion von Shrimps ldsst sich in die Larvenzucht und die Aufzucht bis zur
Marktreife unterteilen (Abb. 2).

In Larvenzuchtanlagen erfolgt die Entwicklung von der Eiablage tiber den Schlupf des
ersten Larvenstadiums (Nauplius), der 12 bis 18 Stunden nach der Eiablage stattfindet,
und den weiteren Entwicklungsstadien Zoea, Mysis und Postlarve (FAO 2006-2014). Die
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Entwicklung von Postlarven zu adulten Tieren vollzieht sich iiber eine Hautung
(Anonym 2015b). Die zur Larvenzucht genutzten Elterntiere stammen aus Wildfangen
oder aus Aufzuchtanlagen (Shrimps-Aquakulturen) mit einer zusitzlichen Zuchtdauer
von zwei bis drei Monaten bis zur Geschlechtsreife (> 7 Monate, 30-35 g). Weiterhin
existieren = Zuchtlinien  spezifisch  pathogenfreier = (SPF) oder  spezifisch
pathogenresistenter (SPR) Elterntiere in den USA (FAO 2006-2014). Postlarven (PL)
werden nach ihrem Alter in Tagen als PL-1, PL-2 etc. bezeichnet (Rosenberry 2015).

Zur Eiablage werden spezielle Laichtanks in abgedunkelten Raumen genutzt. Die Larven
im ersten Stadium (Nauplien) werden in Meerwasser gewaschen, desinfiziert (Jod
und/oder Formalin) und in separate Zuchtbecken iiberfiihrt. Die Aufzucht vom Stadium
der Nauplien bis zur PL-12 erfolgt in Tanks mit einer Grofde von 4-100 m3, mit taglichen
Wasserwechseln von 10-100 % und einer Dauer von ca. 21 Tagen (FAO 2006-2014). Die
Flitterung variiert in Abhangigkeit des Larvenstadiums und umfasst Lebendfutter wie
Mikroalgen (u.a. Chaetoceros muelleri) und Nauplii von Salzwasserkrebsen (Artemia)
sowie kommerzielle oder selbst hergestellte Mischfuttermittel (FAO 2006-2014;
Rosenberry 2015).

Ein Transfer der Postlarven in Aquakulturen, wo diese bis zur Marktreife geziichtet
werden, erfolgt fiir PL-10-12 in Plastiktiiten oder Transporttanks. In gemafdigten
Klimazonen werden evtl. beheizbare, kleinere Vorzuchtbecken (0,5-5 Hektar) genutzt,
bis die Postlarven nach ca. 25 Tagen ein Gewicht von 0,2 bis 0,5g erreichen.
Anschlief3end werden sie in die bis zum Zuchtende genutzten Zuchtbecken umgesetzt. In
tropischen Regionen erfolgt meist ein direkter Transfer der PL-10 oder PL-12 in die
Zuchtbecken (FAO 2006-2014; Rosenberry 2015).

A Meerwasser
Elterntierbestand —_—
— Laich
* 12-18 Stunden
Reifungstank Nauplius Nauplius
Wilde Laicher —_—
Zoea
— * Mysis
Laichtanks f
26-31 Tage Postllarve Postlarve
extensiv semi-intensiv intensiv super-intensiv
Ernte nach 3,5-5 Monaten Ernte nach 4-6 Monaten Ernte nach 3-3,5 Monaten Ernte nach 3-5 Monaten
mit 20-35 g mit 30-45 g mit 50 g mit 15-25 g
aoa |:|
Brackwasser

Abbildung 2. Produktionszyklus von L. vannamei

Larvenzucht (A) der Shrimps-Spezies L. vannamei in Zuchtsystemen von der Eiablage bis zur Postlarve
und die Aufzucht bis zur Marktreife (B) in extensiven, semi-intensiven, intensiven und super-intensiven
Produktionssystemen.

Modifiziert nach Anonym (2015b) und FAO (2006-2014)
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Flr die Zucht der in Ecuador iiberwiegend geziichteten Shrimps-Spezies L. vannamei
(Thompson 2014) existieren verschiedene Produktionssysteme, die in vier
Hauptkategorien eingeteilt werden kdnnen. Man unterscheidet zwischen extensiven,
semi-intensiven, intensiven und super-intensiven Haltungsformen, die sich
entsprechend durch niedrige, mittlere, hohe oder sehr hohe Besatzdichten in den
Zuchtbecken auszeichnen (FAO 2006-2014). In Lateinamerika existieren hauptsachlich
extensive und semi-intensive Produktionssysteme. Intensive Haltungen werden
liberwiegend in Asien angewendet. Die Produktion in super-intensiven Systemen
beschrankt sich bisher auf die USA (Samocha et al. 2004; FAO 2006-2014). In Tabelle 1
sind die Hauptcharakteristika der vier Produktionsformen dargestellt.

Extensive Systeme sind generell durch grofde, unregelmafiig geformte Becken (bis zu
100 ha) und einen geringen Kosten- und Materialaufwand charakterisiert (Padlan
undatiert). Sie sind in kiistennahen Gebieten lokalisiert, wo eine Verbindung zum Meer
besteht. Ein Wasseraustausch kann tiber das Offnen von Schleusen zum Meer hin
erfolgen (Anonym 2015b). Pumpen sowie zusatzliche Beliiftungssysteme werden nur in
geringem Mafde eingesetzt (FAO 2006-2014). Urspriinglich nutzte man die mit den
Gezeiten in die Becken gespllten Larven oder solche, die wild gefangen wurden
(Anonym 2015b). Seit den 1980er Jahren werden Larven aus Larvenzuchtanlagen
verwendet. Die Besatzdichte pro Quadratmeter betrigt vier bis zehn Postlarven. Die
Flitterung erfolgt tber natiirlich vorkommendes Phytoplankton, dessen Produktion
durch den Einsatz von Diinger verstirkt werden kann sowie durch zusitzliche
Futtermittel mit einem niedrigen Proteingehalt (FAO 2006-2014).

Semi-intensive Systeme unterscheiden sich von extensiven Systemen durch die
Verwendung hoherer Besatzdichten (10-30 Larven/m?) und kleinerer Becken (1-5 ha),
haufigere Wasserwechsel, eine stiarkere Beliiftung und haufigere Fiitterung (FAO 2006-
2014).

Intensive Systeme nutzen kleine runde oder quadratische Becken (0,1-1ha) mit
taglichem oder konstantem Wasseraustausch, zusatzlicher Beliiftung und einer
liberwiegend auf externen Futtermitteln basierenden Fiitterung (FAO 2006-2014;
Padlan undatiert). Die Becken sind hdufig aus Beton, was eine bessere Reinigung und
Desinfizierung ermoglicht (Anonym 2015b). Intensive Systeme sind zunehmend in
kostengiinstigeren, kiistenfernen Gebieten mit niedriger Salinitat lokalisiert (FAO 2006-
2014). Mit einer steigenden Intensivierung der Zuchtmethoden werden héhere Ertrage
erwirtschaftet, jedoch steigt auch die Anfalligkeit fiir Krankheiten (Kautsky et al. 2000).
Die Fiitterung, die Qualitit und der Austausch des Wassers, die Beliiftung sowie die
Phytoplanktonproduktion intensiver Systeme, miissen konstant iiberwacht werden
(FAO 2006-2014). Ein hoherer technischer und organisatorischer Aufwand ist die Folge.
In super-intensiven Systemen werden iiberdachte, betonierte Becken mit einer Grofie
von 280m? (0,028 ha) verwendet. Diese Systeme nutzen Grundwasser mit einer
niedrigen Salinitdt (1,8-2,6 ppt) und es erfolgt kein Wasserwechsel, was die biologische
Sicherheit stark erhoht (Samocha et al. 2004; FAO 2006-2014).

Tabelle 1. Produktionssysteme fiir L. vannamei

Produktions- Anwendungs- Stand- Becken Besatzdichte Fiitterung Wasser- Ertrag pro Zi’::len
system land ort (ha) (Larven/m2) pro Tag wechsel ZyKlus (kg/ha) ;)ahr
Extensiv  Lateinamerika Kiiste ~ 5-100 4-10 1 Gezeiten, 150-500 1-2
Pumpen
Semi- . . .
. Lateinamerika Kiiste 1-5 10-30 2-3 Pumpen 500-2.000 2
Intensiv

Tabelle 1 wird auf der folgenden Seite weitergefiihrt.
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Produktions- Anwendungs- Stand- Becken Besatzdichte Fiitterung Wasser- Ertrag pro Zyklen

system land ort (ha) (Larven/m2) pro Tag wechsel ZyKlus (kg/ha) });l(l)r

tensiv. 25 jgland 0,11 60-300 4-5 Pumpen, 7.000-35.000  2-3
Lateinamerika Beliiftung

Super- USA Inland 0,028 300-450 3 Kein Wasser- 56 000-68.000 2

Intensiv wechsel

ha: Hektar; m: Meter; m2: Quadratmeter; kg: Kilogramm
Quelle: Samocha et al. (2004); FAO (2006-2014)

2.2.2 Historischer Uberblick

Eine Expansion der kommerziellen Shrimps-Zucht (Penaeus spp.) begann Ende der
1960er und Anfang der 1970er Jahre (Lester 1992; FAO 2004). In der westlichen
Hemisphare bestand bis zu diesem Zeitpunkt, im Gegensatz zu Asien, noch keine
Aquakulturtradition fiir Shrimps (Lester 1992). Untersuchungen zur Optimierung der
Haltungsbedingungen von Shrimps begannen in Asien bereits in den 1930er Jahren
(Stentiford et al. 2012). Ab 1973 entwickelten franzdsische Wissenschaftler auf Tahiti
und Neu-Kaledonien Techniken zur intensiven Zucht verschiedener Penaeus (P.) spp.
(Aquacop 1984). Ebenfalls zu dieser Zeit begannen auch in den USA Untersuchungen zur
Zucht von Shrimps. China produzierte damals bereits P.chinensis in semi-intensiver
Haltungsform ersten und auch Taiwan produzierte schon P. monodon (FAO 2004).

Die ersten Shrimps-Aquakulturen in der westlichen Hemisphadre entstanden 1968 in
Ecuador (FAO 2005-2014; Stickney und Granvil 2012). In der Provinz El Oro, in der
Umgebung von Santa Rosa, wurden 1968 von lokalen Bauern erste Testldaufe
durchgefiihrt. Ecuadors 2859 km lange Kiiste (Abb. 3) bot ideale Bedingungen fiir die
Zucht mariner Shrimps und weitete sich in den 1970er Jahren innerhalb der Provinzen
El Oro, Guayas und Santa Elena weiter aus (FAO 2005-2014).
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Die jahrliche Produktionsmenge lag Mitte der 1970er Jahre bei etwa 1.500 Tonnen, die
von extensiv arbeitenden Aquakulturanlagen produziert wurde (Stern und
Sonnenholzner 2010; FAO 2015b). Die ersten zehn Jahre wurde ausschlief3lich mit
einem extensiven Produktionssystem gearbeitet. Der Aufbau der Aquakulturen war
insgesamt sehr simpel und es bestand keine Kontrolle iiber die Besatzdichten der
Becken (Hirono und Leslie 1992). Wie fiir extensive Systeme zu dieser Zeit lblich,
bestand der Grofdteil der Aquakulturen aus unregelmifdig geformten Becken
verschiedener Grof3en, deren Wasserzulauf abhdngig von den Gezeiten war. Mit der Flut
wurden Shrimps-Larven in die Becken gespiilt und spater, durch Ablassen des Wassers,
geerntet (FAO 2006-2014; Stern und Sonnenholzner 2010).

Eine Industrialisierung der Shrimps-Produktion erfolgte etwa ab 1976 (FAO 2005-
2014). Vor allem internationale Investitionen zur Einfiihrung moderner Methoden
fiihrten zu einer gesteigerten Produktion. Die ersten semi-intensiven
Produktionssysteme wurden versuchsweise 1977 und 1978 betrieben und nutzten
importierte Futtermittel. Viele Aquakulturbetreiber wechselten zu einem semi-
intensiven System oder konstruierten neue Produktionsanlagen mit gréfieren
Pumpkapazitiaten und verbesserten Kanalsystemen zur Wasserversorgung (Hirono und
Leslie 1992; Stern und Sonnenholzner 2010). Die fiir Shrimps-Aquakulturen genutzte
Flache betrug 1977 etwa 3.000 ha und wuchs bis 1988 auf etwa 100.000 ha an (Hirono
und Leslie 1992).

Bereits 1980 lag die Produktion von Shrimps in Aquakulturen bei > 9.000 Tonnen, 1988
bei > 70.000 Tonnen und ab 1991 > 100.000 Tonnen (FAO 2015b). Daten der Kammer
der Shrimps-Produzenten (Camara de productores de camaron) entsprechend,
existierten im Jahr 1987 1.366 Shrimps-Aquakulturen, die sich zum Grofsteil in den
Provinzen Guayas (71 %) und El Oro (18 %) sowie in Manabi (8 %) und Esmeraldas
(3 %) befanden (Hirono und Leslie 1992). Zu den in Aquakulturen geziichteten Shrimps-
Spezies zadhlten in Lateinamerika L.vannamei, P.stylirostris und zu einem geringen
Anteil P. setiferus und P. occidentalis. In Ecuador waren L. vannamei und P. stylirostris die
hauptsachlich und z. T. in Polykultur geziichteten Spezies. Bedingt war dies durch die
Verwendung wildgefangener Larven. Mit Entstehung und Verbreitung von
Larvenzuchtanlagen (Abb. 2) in den 1980er Jahren veranderte sich dies (Stern und
Sonnenholzner 2010). Wildgefangene Larven wurden als Grundstock fiir die Zucht von
Shrimps durch geziichtete Larven abgeldst. Daraus resultierte ein stabileres Angebot an
Larven, was sich in einer gesteigerten Produktion bis 1993 widerspiegelte (Calderén
2002).

Ecuador zdhlte von 1980-1999 weltweit zu den fiinf grofdten Produzenten von
Aquakultur-Shrimps (FAO 2015b). Jedoch fiihrte das Auftreten von verschiedenen
Shrimps-Erkrankungen zu starken Produktionsverlusten (FAO 2011-2014).
Insbesondere das White Spot Syndrom Virus (WSSV) verursachte starke
Produktionsverluste, die sich auf die Wirtschaft des ganzen Landes auswirkten (FAO
2005-2014). Abbildung 4 stellt die Produktion von L.vannamei in Aquakulturen von
1970 bis 2013 dar.
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Abbildung 4. Produktion von L. vannamei in Ecuador
Quelle: FAO (2015b).

Die durch Krankheiten reduzierten Mengen in den Produktionsjahren 1989-1990, 1993-
1996 und 1999-2006 sind erkennbar.

2.2.1.1. Shrimps-Erkrankungen

Die erste beschriebene Erkrankung, die zu einer signifikant reduzierten Produktion
fiihrte, war das 1989 aufgetretene Sea Gull Syndrome (SGS). Die Ausbriiche des Taura
Syndrom Virus (TSV) ab 1992 und des White Spot Syndrom Virus ab 1999 reduzierten
die Produktion erneut (Stern und Sonnenholzner 2010).

Der Ausbruch des Sea Gull Syndrome wurde primar durch Vibrio spp. verursacht und
reduzierte die Shrimps-Produktion von 1989 um mehr als 4.000 Tonnen (5,9 %)
(McClennen 2004; FAO 2015b). Atiologisch relevant waren vermutlich, neben
Vibrio spp., simultane Infektionen mit anderen Krankheitserregern wie Protozoen
(Gregarinen) oder Viren (Baclovirus penaei, Infectious Hypodermal und Hematopoietic
Necrosis Virus) (Mohney et al. 1994).

Das Taura Syndrom Virus wurde erstmals 1992 in der Region Taura in der Provinz
Guayas festgestellt und verursachte bis 1996 grofie Verluste in der ecuadorianischen
Shrimps-Zucht. Rund 15.000 ha Produktionsflache lagen brach und die geschatzten
Verluste betrugen etwa 300 Millionen US-Dollar (Stern und Sonnenholzner 2010). Die
Erkrankung stellte eine bisher nicht beschriebene und sich weltweit verbreitende
Shrimps-Krankheit dar (Lightner 2011). Die virale Atiologie wurde 1994 beschrieben
und der Erreger daraufhin Taura Syndrom Virus genannt (Hasson et al. 1995). Die durch
das Virus verursachten Verluste traten hauptsachlich in der Provinz Guayas auf. Die
anderen Shrimps-Zuchtgebiete waren in geringerem Ausmafd betroffen (Stern und
Sonnenholzner 2010). Die Shrimps-Produktion Ecuadors lag 1993 bei 83.404 Tonnen
und damit 26 % niedriger als 1992. Bereits ab 1994 zeigte sich jedoch wieder ein
Produktionsanstieg (6 %) und 1997 lag das Produktionsniveau tiber dem von 1992
(FAO 2015b).

Im Jahr 1999 erreichte das aus Asien stammende White Spot Syndrome Virus Ecuador
und fiihrte erneut zu gravierenden Verlusten (Lightner 2011). Der durch WSSV
ausgeloste Schaden war deutlich grofier als die zuvor durch das TSV verursachten
Verluste und hatte gesamtwirtschaftliche Auswirkungen fiir Ecuador (Stern und
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Sonnenholzner 2010). Im Jahr 1999 verringerte sich die Produktion um 17 % und bis
2001 lag die Reduktion bei 70 % gegeniiber dem Produktionsvolumen von 1998 (FAO
2015b). Zusatzlich belastend fiir die Shrimps-Industrie Ecuadors war der internationale
Preisverfall fiir Shrimps, der durch eine steigende Produktion in China, Brasilien und
Taiwan hervorgerufen wurde. Trotz eines Anstiegs der Produktionszahlen ab 2002
(40 %) gegeniiber dem Vorjahr, stiegen die Exportzahlen (3,2 %) im gleichen Zeitraum
nur wenig an. Das Produktionsniveau von 1998 wurde erstmals ab 2006 wieder erreicht
(FAO 2005-2014; FAO 2015b).

WSSV blieb endemisch, jedoch verringerte sich die Intensitit der durch WSSV
verursachten Produktionsverluste (Stern und Sonnenholzner 2010). Ein
persistierendes, niedriges Infektionsniveau in gesunden Shrimps-Populationen in
Aquakulturen ist fiir WSSV, TSV und andere shrimppathogene Viren beschrieben. Zu
Krankheitsausbriichen kommt es, wenn die Produktionsverhaltnisse in Aquakulturen zu
Stress bei den Tieren fliihren (Walker und Winton 2010).

Stern und Sonnenholzner (2010) fiihrten den Anstieg der Produktionszahlen trotz der
Persistenz des WSSV auf ein verbessertes Aquakulturmanagement zuriick. Zu den
Veranderungen zdhlten eine verringerte Besatzdichte der Becken (80.000-100.000
Larven/Hektar), der Einsatz von Immunstimulatoren und Probiotika sowie verbesserte
Kontrollen der Wasser- und Bodenqualitdt der Zuchtbecken. Zum anderen wurde eine
Resistenzentwicklung der Shrimps gegeniiber WSSV sowie eine Abnahme der Virulenz
des Erregers vermutet (Stern und Sonnenholzner 2010).

Von 2006 bis 2013 zeigte die ecuadorianische Shrimps-Produktion wieder ein stabiles
Wachstum (Abb. 4) von durchschnittlich 11 % pro Jahr (FAO 2015b). Eingesetzt wurden
weiterhin extensive (80 %) und semi-intensive (20 %) Produktionssysteme mit einem
geringen technologischen Einsatz (Thompson 2014). Die auch ohne eine Intensivierung
der Haltungssysteme beobachtete steigende Produktionsmenge (Anderson et al. 2014)
scheint liberwiegend das Resultat der Domestizierung der Brutbestinde zu sein, die
bessere Uberlebens- und Wachstumsraten der Shrimps zur Folge hatte (Mutter 2015).
Die erwartete durchschnittliche Wachstumsrate von 2013 bis 2016 sollte bei 8,5 % pro
Jahr liegen, vorausgesetzt, dass eine weitere Ausbreitung von AHPNS auf dem
amerikanischen Kontinent ausbliebe (Anderson et al. 2014).

2.2.3 Probiotika

Infolge der zunehmenden Intensivierung der Aquakulturproduktion haben
Krankheitsausbriiche und daraus resultierende Produktionsverluste immer mehr an
Bedeutung gewonnen und gelten als limitierender Faktor fiir die Produktion von
Shrimps (Kautsky et al. 2000; Verschuere et al. 2000). Schatzungen zufolge betragt der
jahrliche Produktionsverlust in Shrimps-Aquakulturen bis zu 40 %. Der Grofteil (60 %)
der Verluste, die auf uber 3 Milliarden US-Dollar beziffert werden, wird durch Viren
verursacht. Der Anteil bakterieller Infektionen belduft sich auf etwa 20 % (Lundin 1996;
Stentiford et al. 2012). Speziell Vibrio spp. (u. a. V. alginolyticus, V. harveyi, V. splendidus,
V. parahaemolyticus) gelten hier als Hauptursache, die vor allem in frithen
Entwicklungsstadien Verluste verursachen (Lee et al. 1996; Lavilla-Pitogo et al. 2000;
Sudheesh und Xu 2001; Thompson et al. 2010). Uber eine lange Zeit erfolgte der Einsatz
von Antibiotika als Praventiv- und Behandlungsmafinahme gegen bakterielle und virale
Erkrankungen. Auch wenn ein Effekt gegeniiber Viren ausgeschlossen war, erachtete
man die Antibiotikagabe als Prophylaxe gegeniiber bakteriellen Sekundarinfektionen
(Stern und Sonnenholzner 2010; Martinez Cruz et al. 2012). Aufgrund des Risikos einer
Selektion und Weitergabe von Resistenzgenen sowie der Persistenz von
antibiotikaresistenten Mikroorganismen (Martinez Cruz et al 2012) wurde nach
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anderen Strategien gesucht, um krankheitsbedingte Verluste in Aquakulturen zu
vermeiden. Die Verwendung von Probiotika wurde zunehmend als Alternative zur
Antibiotikabehandlung gesehen (Balcazar et al. 2006).

Fir den Einsatz in Aquakulturen sind Probiotika nach Verschuere et al. (2000) definiert
als ein lebender mikrobieller Zusatz, der einen vorteilhaften Effekt auf den Wirt hat,
indem die mit dem Wirt oder mit der Umwelt assoziierte mikrobielle Gemeinschaft
modifiziert wird, eine verbesserte Verwertung des Futters gesichert oder der Nahrwert
gesteigert wird, die Reaktion des Wirts gegeniiber Krankheiten steigt oder die Qualitat
der Umwelt verbessert wird (Verschuere et al. 2000).

Bisher erfolgreich verwendet wurden wu.a. Vibriospp. Bacillus(B.)spp. und
Milchsaurebakterien (Lactobacillus spp.) (Tab. 2). IThre Anwendung beinhaltete eine
erhohte Uberlebensrate, Wachstumsfoérderung, Inhibition von Pathogenen (in vitro und
in vivo), Verbesserung der Wasserqualitat und Reduktion von pathogenen Vibrio spp.

Tabelle 2. Probiotika in Shrimps-Aquakulturen

Bakterielle Spezies Effekt Wirkmechanis- Referenz
mus
Bacillus S11 Erhéhte Uberlebensrate, Antagonismus Rengpipat et al. (1998)
Wachstumsférderung,
Inhibition von Pathogenen
(V. harveyi), Reduktion von
Vibrio spp.
Bacillus spp., Erhéhte Uberlebensrate, Antagonismus Wang et al. (2005)
photosynthetische Verbesserung der
Bakterien, Saccharomyces Wasserqualitat, Reduktion
cerevisiae, von Vibrio spp.
Nitrosomonas spp.,
Nitrobacter spp.
Bacillus spp. Erhéhte Uberlebensrate, Antagonismus Decamp et al. (2008)
Verbesserung der
Wasserqualitat, Reduktion
von Vibrio spp.
Milchsdurebakterien (C2 Erhéhte Uberlebensrate, Antagonismus Vieira et al. (2007)
und B6) Inhibition von Pathogenen
(V. harveyi), Reduktion von
Vibrio spp.
V. alginolyticus Erhéhte Uberlebensrate, Antagonismus Garriques und Arevalo
Wachstumsférderung, (1995)
Reduktion von Vibrio spp.
V. alginolyticus, B-1,3/1,6-  Inhibition von Pathogenen Antagonismus, Rodriguez et al. (2007)
Glucane (WSSV) Immunstimulation
Pseudomonas spp., Antivirale Aktivitat Antagonismus Direkbusarakom et al.

Aeromonas spp., Vibrio spp.,
Corynebacterium spp.

gegeniiber IHNV und OMV

(1998), Kamei et al. (1988)

Rengpipat et al (1998) berichteten von einem aus einer P. monodon-Aquakultur
isolierten Bacillus-Stamm (Bacillus S11), der einen signifikanten Effekt auf die
Gewichtszunahme und die Uberlebensrate von P. monodon-Larven hatte. In
unbehandelten Becken war das durchschnittliche Gewicht mit 4 + 0,4 g, gegeniiber
7,1+£0,5g in mit Bacillus S11 behandelten Becken, signifikant niedriger. Die
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Uberlebensrate in behandelten Becken betrug 33,3 *+ 4,4 %, in der Kontrollgruppe lag sie
bei 15,8 £5,2 %. Bacillus S11 bildete mit 106-107 KBE/g den Hauptbestandteil des
Mikrobioms (107-108 KBE/g) im Hepatopankreas und Darm von Shrimps aus
behandelten Becken. In unbehandelten Shrimps bildeten Vibrio spp. (106 KBE/g) den
Hauptbestandteil. Ein anschliefSender Kontaminationstest (10 Tage) mit V. harveyi (10°-
107 KBE/ml) wies eine protektive Wirkung von Bacillus S11 nach, die sich in einer
signifikant héheren Uberlebensrate behandelter Shrimps (100 %) gegeniiber der
Kontrollgruppe (26 %) zeigte (Rengpipat et al. 1998).

Der Einsatz kommerzieller Probiotika in L. vannamei-Aquakulturen in China fiihrte zu
einer signifikant hoheren Futterumsatzrate (1,13 +0.05 %), Uberlebensrate
(81 + 6,25 %) und durchschnittlichen Shrimps-Produktion (8215 + 265 kg Shrimps/ha).
In der Kontrollgruppe betrugen die Futterumsatzrate, die Uberlebensrate und die
Shrimps-Produktion, entsprechend 1,35+ 0,12 %, 48,67 + 3,51 % und 4985 + 503 kg
Shrimps/ha. Eingesetzt wurden kommerziell erhaltliche Probiotika mit einem
Bakteriengehalt von 10° KBE/ml. Die Hauptbestandteile der verwendeten Probiotika
waren Bacillus spp. und photosynthetische Bakterien, mit einem Zusatz von
Saccharomyces cerevisiae (4,5x10% Zellen/ml), Nitrosomonas spp. (6,4x10% Zellen/ml)
und Nitrobacter spp. (2,8x10° Zellen/ml). Weiterhin zeigte sich eine signifikant
verbesserte Wasserqualitiat (Wang et al. 2005).

Decamp et al. (2008) beschrieben den Einsatz von Bacillus spp. bei Larvenzuchten in
Thailand (P. monodon) und Brasilien (L.vannamei). Es zeigte sich, dass die
Uberlebensraten der Larven aus den Testgruppen der Antibiotika und Probiotika
gegeniiber der Kontrollgruppe durchschnittlich um mind. 30 % hoher waren. Die
Behandlung mit Probiotika und Antibiotika verbesserte in beiden Fallen die
Wasserqualitat und fiihrte zu einer signifikant niedrigeren Vibrio-Konzentration in den
Zuchtbecken (Decamp et al. 2008).

Vieira et al. (2007) demonstrierten einen positiven Effekt von Milchsaurebakterien (C2
und B6), die aus L. vannamei isoliert wurden, auf die Uberlebensrate von Shrimps-
Larven. Mit C2 (44 = 4,3 %) und B6 (50 *+ 2,8 %) behandelte Larven zeigten signifikant
hohere Uberlebensraten als die Kontrolle (21 + 11,3 %). Weiterhin zeigte sich fiir mit B6
behandelte Larven eine niedrigere Besiedlung mit Vibrio spp. und nach einem
Kontaminationstest mit V. harveyi, eine signifikant héhere Uberlebensrate (79.8 + 18 %)
gegenliber der Kontrolle (49 £ 4 %) und den mit C2 behandelten Larven (48 +9 %)
(Vieira et al. 2007).

Der Einsatz von V.alginolyticus-Stammen als Probiotikum in der Larvenzucht von
L. vannamei in Ecuador fithrte zu einer durchschnittlich hoheren Uberlebensrate und
einem hoheren Lebendgewicht, verglichen mit der prophylaktischen Gabe von
Oxytetracyclin und der Kontrollgruppe. In Zuchtbecken, die mit V. alginolyticus
behandelt wurden, wurde V. parahaemolyticus nicht nachgewiesen. In den anderen
Testgruppen wurde V. parahaemolyticus in durchschnittlich 10 % der Proben detektiert
(Garriques und Arevalo 1995).

Rodriguez et al (2007) beschrieben einen Schutz gegeniiber WSSV durch die
Anwendung von V. alginolyticus als Probiotikum und (3-1,3/1,6-Glucane als Prabiotika
(Martinez Cruz et al. 2012) in frithen Stadien der L. vannamei-Larvenzucht. Es wurde
vermutet, dass der Einsatz eines Probiotikums und (3-1,3/1,6-Glucanen wahrend der
Larvenaufzucht zu einer veranderten Immunantwort in juvenilen Shrimps fiihrt und so
die Privalenz von WSSV und die Uberlebensrate in den Zuchtbecken beeinflusst
(Rodriguez et al. 2007).

In vitro Studien, durchgefiihrt von Kamei et al. (1988) und Direkbusarakom et al
(1998), wiesen eine antivirale Aktivitit gegeniiber dem Infectious Hematopoetic
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Necrosis Virus (IHNV) und dem Oncorhynchus Masou Virus (OMV) nach, die durch
verschiedene  bakterielle  Spezies (Pseudomonas, Aeromonas, Vibrio und
Corynebacterium) verursacht wurden. Ermittelt wurde der antivirale Effekt durch
Zellkultur Plaque Assays. Als Wirkmechanismus wurde die Sekretion antiviraler
Substanzen vermutet, die bisher nicht nidher bestimmt wurden (Kamei et al. 1988;
Direkbusarakom et al. 1998).

Als primdren Wirkmechanismus machten Rengpipat et al. (1998), Wang et al. (2005)
Decamp et al. (2008), Vieira et al. (2007) und Garriques und Arevalo (1995) die
Substitution pathogener Bakterien durch die probiotische Bakterienpopulation (u.a.
Bacillus spp., Milchsaurebakterien, V. alginolyticus) verantwortlich (kompetitive
Exklusion). Viele Vibriospp. sind als Shrimppathogene bekannt und haufig fur
Produktionsverluste verantwortlich (Wang et al. 2005). Die erhohte Uberlebensrate und
das bessere Wachstum kéonnten somit auf die Reduktion von Vibrio spp. zuriickzufiihren
sein. Durch eine bakterielle Substitution ist es moglich, die Anhaftung von Pathogenen in
der Wirtspezies zu reduzieren und damit das Infektionsrisiko zu senken (Gullian et al.
2004). Verschuere et al. (2000) zufolge kann die Produktion von antibakteriellen
Substanzen  (Antibiotika, Bakteriozine, Lysozyme, Siderophore, Proteasen,
Hydrogenperoxide, organischer Sduren) ebenfalls entscheidend sein, um die
Proliferation von opportunistischen Pathogenen zu mindern (Williams und Vickers
1986; Sugita et al. 1997; Verschuere et al. 2000). Die Fahigkeit von Milchsaurebildnern,
eine Inhibition bakterieller Pathogene durch die Produktion von Bakteriozinen,
organischen Sduren und Wasserstoffperoxid zu verursachen, ist beschrieben (Munoz-
Atienza et al. 2013). Die Verbesserung der Wasserqualitdt, die bei der Verwendung von
Bacillus spp. detektiert wurde, kénnte durch die Tatsache bedingt sein, dass gram-
positive Bacillus spp. organisches Material effektiver abbauen, als gram-negative
Bakterien (Ghosh et al. 2010). Eine Immunstimulation durch Pra- und Probiotika wurde
von Rodriguez et al. (2007) als primarer Wirkmechanismus fiir den beobachteten Schutz
gegeniiber WSSV beschrieben. Ahnliche Beobachtungen gegeniiber bakteriellen
Pathogenen (V. harveyi) machten auch Rengpipat et al. (2000) und Balcazar et al. (2003)
(Rengpipat et al. 2000; Balcazar 2003). Ein anderer moéglicher Wirkmechanismus
umfasste eine Verbesserung der Verdauungsaktivitit durch die Synthese von Vitaminen
und Co-Faktoren oder eine verbesserte Enzymaktivitit mit dem Effekt einer erhohten
Nahrstoffabsorption und somit einer Wachstumsfoérderung (Gullian et al. 2004).

Trotz vielfach beschriebenen Nutzens von Probiotika in Shrimps-Aquakulturen, birgt
der Einsatz unter Umstinden auch Gefahren. Die Verwendung von Vibrio spp. als
Probiotika ist strittig, da das Genus auch shrimppathogene Stdmme beinhaltet (Gullian
et al. 2004). Vandenberghe et al. (1999) isolierten V. alginolyticus in Larvenzuchten von
gesunden und kranken Tieren (Vandenberghe et al. 1999). Die Verwendung anderer als
der spezifischen, in Publikationen genannten V. alginolyticus-Stammen ist mit einem
Risiko verbunden (Gullian et al. 2004). Bacillus spp. sind nicht als Pathogene aquatischer
Lebewesen beschrieben und eignen sich dadurch fiir den Einsatz in Aquakulturen
(Moriarty 1998; Gullian et al. 2004). Das Genus beinhaltet jedoch die humanpathogenen
Spezies B. anthracis und B. cereus. Dartliber hinaus ist eine Toxinproduktion fiir Spezies
aufderhalb der B. cereus-Gruppe beschrieben (From et al. 2005; Decamp et al. 2008).
Weitere Probleme bestehen in Hinblick auf fehlerhafte oder unzureichende
Deklarationen von kommerziellen Probiotika in Bezug auf die enthaltenen
Bakterienstimme (Noor Uddin et al. 2015). Verschiedene Studien demonstrierten, dass
bei mehr als 28 % kommerzieller Kulturen, die fiir die Nutzung als Probiotika bestimmt
waren, eine fehlerhafte Identifizierung auf der Genus- oder Speziesebene vorlag
(Ninawe und Selvin 2009). Ferner ist ein Vorhandensein von Antibiotikaresistenzgenen
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in probiotischen Stimmen und deren mégliche Ubertragung in Aquakulturen von
Bedeutung (Noor Uddin et al 2015) Munoz-Atienza et al (2013) detektierten in
Milchsaurebakterien, die antibiotische Aktivitit gegen Fischpathogene zeigten und
somit potentielle Probiotika fiir Aquakulturen darstellten, das Vorhandensein von
Virulenzgenen und einen hohen Grad an Antibiotikaresistenzen. Der gleichzeitige
Nachweis von  Virulenzgenen und  Antibiotikaresistenzen  erfolgte  bei
Enterococcus (E.) spp- (E. faecalis, 100 %; E. faecium, 79 %) (Munoz-Atienza et al. 2013).
Probiotika kénnten damit, ebenso wie in Aquakulturen eingesetzte Antibiotika, eine
Rolle bei der Verbreitung von Antibiotikaresistenzen im aquatischen Milieu spielen
(Baquero et al. 2008). Bei der Verwendung antibiotikaresistenter probiotischer Stamme
besteht die Maoglichkeit des horizontalen Transfers von Resistenzgenen auf
humanpathogene Erreger (Defoirdt et al. 2007).

Um eine Gefihrdung der Wirtspezies (Shrimps), der Umwelt und des Menschen durch
den Einsatz von bakteriellen Stdammen in probiotischen Produkten auszuschliefden, ist
die zweifelsfreie Identifizierung und Charakterisierung der bakteriellen Stamme
essentiell.

2.3 Vibrio spp.
2.3.1 Historie

Beschreibungen von Cholera-ahnlichen Erkrankungen kénnen bis ins fiinfte Jahrhundert
vor unserer Zeitrechnung zuriickverfolgt werden (Harris et al. 2012). Die moderne
Geschichte der Cholera begann jedoch mit dem Auftreten der ersten Pandemie im Jahr
1817, die ihren Ursprung in Indien hatte (Reidl und Klose 2002). Erstmalig beschrieben
wurde Vibrio cholerae von dem italienischen Arzt Filippo Pacini, der das Bakterium im
Jahr 1854 mikroskopisch nachwies (Thompson et al. 2004). Eine Isolierung in
Reinkultur gelang Robert Koch 1884 bei Untersuchungen in Indien. Koch demonstrierte,
dass Cholera durch ein Bakterium verursacht wurde, das er als komma- oder
spiralférmig und hoch motil beschrieb (Brock 1999).

V. cholerae hat seit 1817 zu sieben Pandemien gefiihrt, die alle von Asien ausgingen
(Sack et al 2004). Die bis heute andauernde siebte Pandemie begann 1961 in
Indonesien und verbreitete sich von dort ausgehend innerhalb Asiens und dariiber
hinaus nach Afrika, Europa und Lateinamerika (Harris et al. 2012). Schatzungen zufolge
fiihrt Cholera jahrlich zu 3-5 Millionen Erkrankungen (WHO 2010), mit periodisch
auftretenden Epidemien, wie dem Ausbruch in Haiti 2010 (WHO 2009; Chin et al. 2011).
V. parahaemolyticus wurde erstmals 1951 in Japan von dem Mediziner Fujino als
Ausloser Lebensmittel-assoziierter Infektionen beschrieben (Alter 2012). Seit den
1960er Jahren wurden in Japan jahrlich Hunderte Ausbriiche dokumentiert (Barker
1974). Der erste bestdtigte Ausbruch von V.parahaemolyticus in der westlichen
Hemisphare (USA) ereignete sich 1971 (Dadisman et al. 1972). Bis Ende 1972 wurden in
den USA 13 Ausbriiche beschrieben (Barker 1974). Fortschritte in der taxonomischen
Forschung fiihrten ab Ende der 1970er Jahre zur Identifizierung weiterer
humanpathogener Vibrio-Spezies (Janda et al. 1988). Heute sind zwo6lf humanpathogene
Vibrio-Spezies bekannt. Neben V. cholerae gelten V. parahaemolyticus und V. vulnificus
als die bedeutendsten Erreger (Alter 2012). V. parahaemolyticus- und V. vulnificus-
Infektionen treten regelmafdig in den USA sowie in verschiedenen asiatischen und
lateinamerikanischen Lindern auf und gelten als Hauptverursacher von bakteriellen
Erkrankungen, die mit Meeresfriichten assoziiert sind (Baker-Austin et al. 2010; Raszl et
al. 2016).
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2.3.2 Taxonomie und Charakteristika

Vibrionen werden in das Phylum Proteobacteria eingeordnet und gehéren zur Klasse
der Gammaproteobacteria. Innerhalb dieser Klasse sind sie Teil der Ordnung Vibrionales
und werden der Familie Vibrionaceae zugeordnet. Die Gattung Vibrio besteht zurzeit aus
114 Spezies, einschlieflich zweier Subspezies (Anonym 2015a).

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (2004) entsprechend sind Vibrionen gram-
negative Stabchenbakterien mit einer Lange von 1,4 bis 2,6 um und einer Breite von 0,5
bis 0,8 um. lhre Form ist gerade oder gebogen und sie sind durch eine polare
Begeifdelung beweglich. Sie haben einen fakultativ fermentativen Stoffwechsel, sind
mesophil und chemoorganotroph. Die meisten Vibriospp. sind Oxidase positiv,
reduzieren Nitrat zu Nitrit und fermentieren D-Glukose ohne Gasbildung (Farmer III
und Janda 2004). Alle Vibrionen kommen ubiquitdar in der marinen Umwelt vor und
benotigen zur Anzucht, mit Ausnahme von V. cholerae und V. mimicus, einen Zusatz von
Kochsalz (Drake et al. 2007). Die optimale Kochsalzkonzentration liegt bei etwa 2-4 %.
Der pH-Wert sollte zwischen 7,5 und 8,6 liegen. Abhingig von der Spezies ist ein
Wachstum aber von pH 5 bis pH 11 mdglich. Alle Vibrio spp. nutzen D-Glukose, D-
Fruktose, Maltose und Glycerol (Sieffert 2003). Ein haufig verwendetes Nahrmedium ist
Thiosulfat-Zitrat-Gallensalz-Saccharose-Agar (TCBS), das als selektives Medium fiir
Vibrio spp. gilt. Es nutzt die Fermentierung von Saccharose zur Vibrio Differenzierung
(Kobayashi et al. 1963). Saccharose fermentierende Vibrionen wie V. cholerae (2-3 mm),
V. alginolyticus (3-5 mm), V. metschnikovii (3-4 mm) und V. fluvialis (2-3 mm) wachsen
in gelben Kolonien. Nicht-Saccharose fermentierende Vibrionen, wie
V. parahaemolyticus (3-5mm), V.vulnificus (2-3 mm) und V. mimicus (2-3 mm),
erscheinen blaugriin (Oxoid Limited 2001-2014).

Biochemische Charakteristika und spezielle Wachstumseigenschaften, die sich innerhalb
der Spezies unterscheiden, werden traditionell zur Identifizierung genutzt
(Ramamurthy und Nair 2007). Einige Eigenschaften, die haufig zur
Speziesidentifizierung humanpathogener Vibrionen eingesetzt werden sind in Tabelle 3
dargestellt.

Von den mehr als 100 beschriebenen Vibrio spp. gelten zwolf als humanpathogen
(V. alginolyticus, V. cholerae, V. cincinnatiensis, V. (Photobacterium) damsela, V. furnissii,
V. fluvialis, V. harveyi, V. hollisae, V. metschnikovii, V. mimicus, V. parahaemolyticus,
V. vulnificus) (Alter 2012; Anonym 2015a).

Flr die drei humanmedizinisch bedeutendsten Spezies (V. cholerae, V. parahaemolyticus,
V. vulnificus) existieren lber die Speziesebene hinaus weitere Testverfahren, um
potentiell humanpathogene Erreger zu identifizieren und die Spezies ndher zu
klassifizieren.

V. cholerae kann uber die Struktur des O-Antigens der Lipopolysaccharid-Hiille in
Serogruppen eingeteilt werden. Es sind mehr als 200 Serogruppen bekannt, wobei nur
Toxin-produzierende Isolate der Serogruppen 01 und 0139 als Ausléser von Cholera,
die in epidemischer und pandemischer Form auftritt, bekannt sind (Cho et al. 2010).
V. cholerae-Isolate anderer Serogruppen werden kollektiv als non-O1/non-0139
bezeichnet. Weiter differenziert werden Isolate der Serogruppe 01 in die zwei Biotypen
klassisch und El Tor sowie in die drei Serotypen Inaba, Ogawa und Hikojima (Mandal et
al. 2011). Fir die Biotypen klassisch und El Tor sind Unterschiede in Bezug auf die
Uberlebensfihigkeit in der Umwelt und die Virulenz beschrieben (Koelle et al. 2005).
Zur Differenzierung der beiden Biotypen koénnen phanotypische Unterschiede genutzt
werden, die sich durch Tests oder Eigenschaften wie die Voges-Proskauer-Reaktion, die
Inhibition durch Polymyxin B, die Phagen-Sensibilitat oder die Agglutination mit Hithner
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Erythrozyten ermitteln lassen (Kaper et al. 1995; Son et al. 2011). Eine Differenzierung
kann jedoch auch iiber genetische Marker (ctxB, tcpA, rstR) erfolgen (Son et al. 2011).
Die Zusammensetzung der O1-Serogruppe aus den somatischen Antigenen A, B, und C
erlaubt eine Unterteilung in die Serotypen Inaba, Ogawa und Hikojima. Ogawa, der
Serotyp mit der hochsten Pravalenz, exprimiert iiberwiegend die Antigene A und B,
Inaba exprimiert A und C und Hikojima-Isolate beinhalten alle drei Antigene. Eine
Zuordnung des Serotyps erfolgte durch die Verwendung von Antiseren (Kaper et al.
1995; Mandal et al. 2011).

Die primare Klassifizierung von V. parahaemolyticus beruht auf der Bestimmung der
somatischen (0)-Antigene und Kapsel (K)-Antigene (Nair et al 2007). Identifiziert
wurden bisher 13 O-Serogruppen und 71 K-Serogruppen, die mit Gastroenteritiden
beim Menschen in Zusammenhang standen (Alam et al. 2009). Seit 1996 gibt es eine
Serogruppe (03:K6), die weltweit auftritt und als Ausléser der ersten
V. parahaemolyticus-Pandemie gilt (Okuda et al 1997; Ceccarelli et al. 2013). Als
pathogen werden Stimme betrachtet, die u.a. die Gene Gene tdh (thermostabiles
direktes Hamolysin) und/oder trh (TDH-verwandtes Hamolysin) codieren. Eine
Untersuchung auf die Anwesenheit dieser Gene wird zur Ermittlung der Pathogenitat
durchgefiihrt (Drake et al. 2007; Nordstrom et al. 2007).

Fiur V.vulnificus wurden drei Biotypen identifiziert. Alle drei Biotypen sind mit
Erkrankungen des Menschen assoziiert (Horseman und Surani 2011). Biotyp 1 ist fur
die meisten der weltweit auftretenden Falle verantwortlich. V. vulnificus-Stamme des
Biotyps 2 verursachen primar Infektionen bei Aalen, es wurden jedoch auch humane
Falle beschrieben. Der Biotyp 3 wurde erstmals 1996 in Israel detektiert und scheint
nicht aufderhalb Israels vorzukommen (Baker-Austin et al. 2010). Es wird angenommen,
dass Biotyp 3 eine Hybridform zweier Bakterienpopulationen darstellt (Bisharat et al.
2005).
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Tabelle 3. Biochemische Charakteristika und Wachstumseigenschaften humanpathogener Vibrio spp.

V. cholerae V. mimicus ‘I)/};;?:;::laem- Z'ct:liqm‘)b’- V. vulnificus V.damsela V. fluvialis V. hollisae ,I(/;):thschm- Z;rf;;lscmnat-

Koloniefarbe (TCBS-Agar) Gelb Griin Griin Gelb Griin/Gelb Griin Gelb Griin/KW Gelb Gelb
Oxidase + + + + + + + + - +
Indola + + + + + - -/+ + -+ -
Voges-Proskauera + - - + - + - - + -
Nitrat zu Nitrita + + + + + + + + - +
Simmons-Citrat + + - - + - + - + e
ONPG + + - - + - -/+ R + +
Urease - - + - - - - - - -
Gelantinase + + + + + - + - + -
Motilitat + + + + + -/+ + - + +
Polymyxin B Inhibition -/+ + + + - + + + + +
Arginindihydolasea - - - - - + + - + _
Lysindecarboxylasea + + + + + + - - -/+ +
Ornithindecarboxylasea + + + + + - - - - _
L-Arabinose-Fermentation - - + - - - + + - +
D-Arabitol-Fermentation - - - - - - + - - -
Cellobiose-Fermentation - - - - - -/+ - - +
Laktose-Fermentation - -/+ - - + - - - + .
Maltose-Fermentation + + + + + + + - + +
D-Mannitol-Fermentation + + + + -/+ - + - + +
Salicin-Fermentation - - - - + - - - - +
Wachstum bei 0 % Nacl + + - - - - - - - -
Wachstum bei 3 % Nacl + + + + + + + + +
Wachstum bei 6 % Nacl + + + + + + + + + +
Wachstum bei 8 % Nacl - - + + - - - - + -
Wachstum bei 10 % Nacl - - + + - - - - - -

TCBS: Thiosulfat-Zitrat-Gallensalz-Saccharose-Agar, ONPG: o-Nitrophenyl-f3-D-galactopyranosid, (+) > 90 % Positive, (+) variabel > 50 % Positive, (-/+) variabel < 50 % Positive, (-) <
10 % Positive, KW: kein Wachstum

a: Testreaktion mit 1 % Nacl

Quelle: Ramamurthy und Nair (2007)
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2.3.3 Okologie

Vibrionen sind weltweit in aquatischen Habitaten verbreitet (Pruzzo et al 2005).
Bedingt durch variierende Anspriiche an den Salzgehalt des Wassers reicht ihr
Vorkommen von Meerwasser, besonders in kustennahen Bereichen, tuber
Flussmiindungsgebiete, bis hin zu Siifwasser (Farmer III und Janda 2004). Innerhalb
dieser aquatischen Habitate kommen sie frei und in Assoziation mit biotischen und
abiotischen Substraten vor (Thompson et al. 2004; Islam et al. 2007). Die Konzentration
und die Verteilung von Vibrionen werden sowohl in Siif3- als auch in Salzwasser, durch
verschiedene Umweltfaktoren reguliert. Dazu zdhlen organische und anorganische
chemische Stoffe, die Temperatur, die Salinitit, der Sauerstoffgehalt und der
Einstrahlung von UV-Licht (Chakraborty et al 1997). Die Salinitdt, speziell die
Konzentration von Natrium, ist der wichtigste Faktor fiir die Verbreitung von Vibrionen
in der Umwelt. Die Natriumkonzentration, die fiir ein optimales Wachstum benotigt
wird, ist je nach Spezies unterschiedlich. Fiir V. cholerae und V. metschnikovii liegt sie mit
5-15mM (0,29-0,87 %0) am niedrigsten (Baumann et al 1984). Daneben ist die
Temperatur ein wichtiger Wachstumsfaktor. Unabhdngig von der Salinitit férdern
hohere Wassertemperaturen, bei Vorhandensein der erforderlichen Nahrstoffe, das
Wachstum von Vibrionen, folglich kommen sie typischerweise in tropischen Regionen
vor (Farmer III und Janda 2004). Bei Temperaturen zwischen 15 und 30 °C zeigt sich im
Allgemeinen ein gutes Wachstum (Thompson et al. 2004).

Neben dem Vorkommen in tropischen Regionen sind Vibrio spp. in den Sommermonaten
auch in Gewassern gemafdigter Klimazonen nachweisbar (Huehn 2012). In den
Wintermonaten nehmen sie durch Verdnderungen in der Zellstruktur und des
Zellmetabolismus eine reversible Uberdauerungsform, den VBNC-Zustand (viable but
non-culturable-lebend aber nicht kultivierbar), an. Zellen im VBNC-Zustand sind mit den
herkémmlich genutzten Nahrmedien nicht anziichtbar (Oliver et al. 1995; Oliver 1999).
Zu den natiirlichen Stressoren, die einen Ubergang in den VBNC-Zustand hervorrufen
konnen, zdhlen u.a. Wassertemperaturen oder osmotische Konzentrationen oberhalb
und unterhalb der Wachstumsgrenze, ein Mangel an Nahrstoffen, bestimmte Starken
weifden Lichts (40 klux) oder eine niedrige Sauerstoffkonzentration (Oliver 1993;
Gourmelon et al. 1994; Mascher et al. 2000; Oliver 2010). In Sediment, das Vibrionen
ebenfalls als Habitat dient, konnen lebende Zellen auch in den Wintermonaten
nachgewiesen werden (Huehn 2012).

Eine weitere Strategie, um negativen aufderen Einfliissen Stand zu halten, ist die Bildung
von Biofilmen (Huq et al 2008; Johnson 2008). Unter Biofilmen versteht man
Bakterienpopulationen, die von einer selbst gebildeten extrazellularen Polymer-Matrix
umschlossen sind, eine veranderte Wachstumsrate und Gen-Transkription aufweisen
sowie eine irreversible Verbindung zu einer Oberflaiche oder den eigenen Zellen
besitzen (Donlan und Costerton 2002). Biofilme koénnen sich an einer Vielzahl
abiotischer Oberflichen oder dem Aufleren von Zoo- und Phytoplankton bilden (Islam et
al. 2007).

Das Vorkommen von Vibriospp. in Verbindung mit biotischen und abiotischen
Substraten ist entscheidend fiir das Uberleben in der aquatischen Umwelt - ob als
Individuen, kleine Kolonien oder als Bakterienpopulation in Biofilmen (Islam et al
2007).
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2.4 Vibrio spp. in der Shrimps-Zucht
2.4.1 Humanpathogene Vibrio spp. in der Shrimps-Zucht

In Meeresfriichten enthaltene Pathogene (Bakterien, Viren, Parasiten) sind weltweit flr
einen grof3en Anteil Lebensmittel-assoziierter Erkrankungen verantwortlich (Huss et al.
2000; Iwamoto et al. 2010; Santos und Vieira 2013). In den USA waren bakterielle
Erreger fir 76,1% der mit Meeresfrichten assoziierten Humaninfektionen
verantwortlich. Mit Krustentieren assoziierte Infektionen wurden zu 93,3 % durch
Bakterien verursacht. Insgesamt waren Vibrio spp. die haufigste Ursache der mit
Meeresfriichten assoziierten Erkrankungen (Iwamoto et al 2010). Zu den
bedeutendsten bakteriellen Pathogenen in Meeresfriichten zdhlen neben Vibrio spp.
auch Salmonella enterica subsp. enterica, Shigella, Listeria monocytogenes,
Campylobacter, Clostridium botulinum und andere Toxin-produzierende Bakterien
(Wangetal 2011).

Die Produktion von Meeresfriichten, insbesondere von Shrimps, findet liberwiegend in
Entwicklungslandern statt. Der Konsum hingegen erfolgt zum Grofdteil in
Industriestaaten (Kirkwood 1993). Durch den wachsenden internationalen Handel mit
Meeresfriichten wird die Ubertragung von Pathogenen in neue geografische Gebiete und
Bevolkerungsgruppen erleichtert. Die Lebensmittelsicherheit von Meeresfriichten erhalt
daher zunehmend Bedeutung (Norhana et al 2010). Fir den Export bestimmte
Meeresfriichte miissen die mikrobiologischen Standards der Importliander erfillen. Das
Vorhandensein von Vibrio spp. und Salmonella in rohen, tiefgefrorenen Shrimps wird
von vielen Importeuren nicht akzeptiert (Banerjee et al. 2012). Insbesondere von der
EU, den USA und Japan, den drei grofdten Importeuren von Meeresfriichten, werden
zunehmende Anforderungen an die mikrobiologische Sicherheit von Meeresfriichten
gestellt, die von exportierenden Landern einzuhalten sind (FAO 2005a; Stentiford et al.
2012).

Der Nachweis bakterieller Erreger in international gehandelten Fisch- und
Fischereierzeugnissen ist eine haufige Ursache (23-72 %) von Beanstandungen und
Zuruckweisungen bei der Einfuhr in die EU, die USA und nach Japan (FAO 2005a). Dem
RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed) entsprechend, waren von 1999-2002
Vibrio (39,8 %) und Salmonella (27,7%) fir 67,5% der mikrobiologischen
Beanstandungen von Meeresfriichten an europdischen Grenzen verantwortlich.
Beanstandungen erfolgten fiir den genannten Zeitraum aufgrund des Nachweises von
Mikroorganismen (31-72 %), Chemikalien (25-65 %) und aus anderen Griinden (1-4 %)
(FAO 2005a). In den USA waren, Daten der FDA (Food and Drug Administration) zufolge,
2001 und 2002 Nachweise von Salmonella (21,3 %) und Listeria (2,1 %) die Ursache
mikrobiologischer Beanstandungen (23,4 %) von Meeresfriichten. Zu den weiteren
Beanstandungskategorien zdhlten Chemikalien (5 %) und andere Griinde (71,6 %) (FAO
2005a). Neben den Einfuhrkontrollen von Meeresfriichten existieren nur wenige
Untersuchungen zum Vorkommen von Vibrio spp. in Meeresfriichten (Sieffert 2003;
Wang et al. 2011; Robert-Pillot et al. 2014).

2.4.1.1 Pravalenz humanpathogener Vibrio spp. in der Shrimps-Zucht
Vibrio spp. sind in Kiisten- und Flussmiindungsgebieten weitverbreitet. Zu einer
Kontamination von Meeresfriichten kommt es vor allem in tropischen Regionen und in

gemafdigten Klimazonen zur Sommerzeit (Reilly und Kéferstein 1997; Butt et al. 2004).
Ein Infektionsrisiko kann bei der Handhabung oder dem Verzehr roher, kontaminierter
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Meeresfriichte bestehen. Aufgrund der Hitzesensibilitdat von Vibrionen reicht allerdings
eine Erhitzung auf 70 °C Kerntemperatur fiir 2 Minuten aus, um das Infektionsrisiko mit
Vibrio spp. zu eliminieren (Feldhusen 2000; Johnston und Brown 2002). Jedoch kann es
insbesondere bei der Zubereitung von Krusten- und Schalentieren dazu kommen, dass
eine zu niedrige Kerntemperatur zu einer ungeniigenden Bakterienabtotung fiihrt
(Sieffert 2003). Dartiber hinaus besteht bei gekochten Meeresfriichten im Fall einer
Rekontamination die Gefahr einer starken Vermehrung, infolge der durch die Erhitzung
abgetoteten Konkurrenzflora (Sieffert 2003).

Durch Meeresfriichte ausgeldste Vibrio-Infektionen sind tiberwiegend, bis zu 80 %, mit
Gastroenteritiden assoziiert und zu einem geringeren Anteil mit primaren Septikdmien
und Wundinfektionen (Butt et al. 2004). Zu den Vibrio spp., die als Ausléser von
Lebensmittel-assoziierten Gastroenteritiden bekannt sind, z3hlen V. cholerae,
V. parahaemolyticus, V. fluivalis, V. hollisae, V. mimicus, V.vulnificus, V. furnissii und
V. metschnikovii (SCVPH 2001). Muscheln und Krustentiere sind haufig mit Vibrio spp.
assoziierten Lebensmittelinfektionen verbunden (Butt et al. 2004). Insbesondere das
Vorkommen pathogener Vibriospp. in Muscheln wurde in zahlreichen Studien
untersucht. Daten zum Vorkommen von Vibrio spp. in Krustentieren sind hingegen rar
(Robert-Pillot et al. 2010).

Tabelle 4 stellt Studien zum Vorkommen von Vibrio spp. in Shrimps und anderen
Meeresfriichten aus Produktionsregionen (Aquakulturen, Einzelhandel) und
Importlandern (Grof3- und Einzelhandel, Gastronomie) dar. Nachweise von Vibrio spp.
erfolgten dabei aus lebenden, frischen, gefrorenen, gekochten und verzehrfertigen
Meeresfriichten.

Aus Ecuador, Indien, Malaysia, Mexiko und Thailand stammende Studien, die Shrimps,
Wasser, Sediment und Futtermittel aus Shrimps-Aquakulturen und Larvenzuchtanlagen
untersuchten, wiesen Vibrio spp. mit einer Pravalenz von 12 % bis 76 % nach (Tab. 4).
Ein Nachweis erfolgte aus allen getesteten Probentypen. Zu den detektierten Vibrio spp.
zahlten V. alginolyticus (1,7-69,2 %), V. cholerae (2,6-60 %), V. parahaemolyticus (1,6-
40 %), V.vulnificus (6,6-26,6 %), V. mimicus (0-5,2 %) und V. fluvialis (Mohney et al.
1994; Dalsgaard et al. 1995b; Bhaskar et al. 1998; Noriega-Orozco et al. 2007; Banerjee
et al. 2012). Die aus Indien und Mexiko stammenden Untersuchungen erfassten das
Auftreten unterschiedlicher Vibrio spp. im Verlauf der Zuchtperiode. Bhakar et al
(1998) stellten bei P. monodon-Aquakulturen in Indien wahrend der Zuchtphase die
hochste Vibrio-Pravalenz in Sediment fest. Zum Erntezeitpunkt zeigten Shrimps die
hochste Pravalenz an Vibrio spp. V. alginolyticus war zu beiden Zeitpunkten in Sediment
und Shrimps die dominante Vibrio sp. In Shrimps wurde wahrend der Zuchtperiode
V. parahaemolyticus am zweithdufigsten festgestellt. Zum Zeitpunkt der Ernte war es
V. vulnificus. In Sediment blieb V.parahaemolyticus zu beiden Zeitpunkten die
zweithaufigste Vibrio sp. Noriega-Orozco et al. (2007) stellten flr L. vannamei-Zuchten
in Mexiko fest, dass gegen Ende der Zuchtperiode liberwiegend Vibrio spp. mit einer
hoheren  Salztoleranz = nachgewiesen = wurden (V. harveyi, V. alginolyticus,
V. parahaemolyticus).

Studien zum Vorhandensein von Vibrio spp. in Proben aus dem Einzelhandel in Indien
und Thailand untersuchten Shrimps, Krebse, Muscheln, Austern, Fisch, Tintenfisch,
diverse verarbeitete Meeresfriichte sowie verzehrfertige Produkte mit Meeresfriichten
(Tab. 4). Sie wiesen Vibrio spp. in 17,5 % bis 92 % der Proben nach. Die verarbeiteten
und verzehrfertigen Produkte wiesen trotz eines zum Teil hohen Verarbeitungsgrades
(Pasteurisierung), in vielen Fallen (17,5-25%) mindestens eine der potentiell
pathogenen Vibrio spp. auf. Die detektierten Vibrio spp. aller drei Studien umfassten
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V. alginolyticus (0-61,5%), V.parahaemolyticus (0-68,1 %), V.cholerae (1-51 %),
V. mimicus (1-23,1 %), V.vulnificus (0-14 %), V. fluvialis (7 %) und V. harveyi (1 %)
(Chitov et al. 2009b; Woodring et al. 2012; Sudha et al. 2014).

Studien aus Deutschland, Frankreich und den USA wiesen Vibrio spp. mit einer
Pravalenz von 1,6 % bis 63,3 % aus Krustentieren (Shrimps, Gambas, Krebse), Muscheln
und Fisch nach (Tab. 4). Die Proben stammten aus dem Grof3-und Einzelhandel sowie
aus Gastronomiebetrieben und waren bei der Probennahme lebend, roh und gefroren
bzw. zuvor gefroren, gekocht und gefroren oder frisch. Bei den nachgewiesenen
Vibrio spp. handelte es sich um V. parahaemolyticus (1 %-36,7 %), V. alginolyticus (8 %-
29 %), V. vulnificus (1,8 %-16,7 %), V. cholerae (0,6 %-10 %), V. fluvialis (0,7 %-6,7 %),
V. mimicus (1 %), V. metschnikovii (1 %) und V. anguillarum (1 %). Ein Nachweis von
tdh- und/oder trh-tragenden V. parahaemolyticus-Staimmen erfolgte  durch
Messelhdusser et al. (2010) (n=1) und Robert-Pillot et al. (2014) (n=13) (Berry et al
1994; Sieffert und Stolle 2002; Messelhausser et al. 2010; Robert-Pillot et al. 2014).
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Tabelle 4. Untersuchungen zum Vorkommen von Vibrio spp. in Meeresfriichten

Probenherkunft Probennahme Probentyp Positiver Nachweis Vibrio sp. Referenz
Ecuador Aquakultur, Shrimps, Wasser, 76 % V. p. (40 %), Mohney et al. (1994)
Larvenzucht Sediment (n = 44) V.a. (16 %),
V.v. (8 %)
Indien Aquakultur Shrimps (n = 36), Shrimps (41-43,5 %), V.p.(1,6-39,5 %), Bhaskar et al. (1998)
Wasser (n = 36), Wasser (28-39 %), V.c (2,6-60 %),
Sediment (n = 36), Sediment (34-48 %), V.v. (6,6-26,6 %),
Futtermittel (n = 60) Futtermittel (12-42 %) V. a. (26,3-69,2 %),
V. m. (0-5,2 %)
Malaysia Aquakultur Shrimps (n = 180), Shrimps (48,3 %) V.c. (18,3 %), Banerjee et al. (2012)
Wasser V. m. (16,7 %),
V. p. (10 %),
V.v. (6,7 %),
V.a. (1,7 %)
Mexiko Aquakultur Wasser (n = 30), V.a,V.c,V.m,V.p, V.f. Noriega-Orozco et al. (2007)
Sediment (n = 15)
Thailand Aquakultur Kiistenwasser (n = 28), Kiistenwasser (54 %), V.c 01 (2 %), Dalsgaard et al. (1995)
Beckenwasser (n = 28), Beckenwasser (32 %), V.c non-01 (33 %)
Sediment (n = 26), Sediment (27 %),
Shrimps (n = 25) Shrimps (16 %)
Indien Einzelhandel =~ Shrimps (n = 83), Shrimps (63,8 %), V. p. (68,1 %), Sudha et al. (2014)
Krebse (n = 8), Krebse (37,5 %), V.a. (18,1 %),
Muscheln (n = 19) Muscheln (84,2 %) V.v. (2 %),
V.c (1%),
V. h. (1%),V.m. (1%)
Thailand Einzelhandel = Shrimps (n = 30), 92 % V. p. (68 %), Woodring et al. (2012)
Fisch (n = 30), V.c. (51 %),
Austern (n = 30), V.a. (15 %),
Muscheln (n = 30) V.v. (14 %),
V. m. (8 %),
V£ (7 %)

Tabelle 4 wird auf der folgenden Seite weitergefiihrt.
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Probenherkunft Probennahme Probentyp Positiver Nachweis Vibrio sp. Referenz
Thailand Einzelhandel = Rohe Meeresfriichte Verarbeitete V.a. (0-61,5 %), Chitov et al. (2009)

(Muscheln, Fisch, Meeresfriichte (25 %), V.p. (0-43,6 %),

Krustentiere, Tintenfisch) verzehrfertige V.c. (10,8-35,9 %),

(n = 39), verarbeitete Produkte mit V.m. (9,2-23,1 %),

Meeresfriichte (n = 16), Meeresfriichten V.v. (0-2,6 %)

verzehrfertige Produkte mit (17,5 %)

Meeresfriichten (n = 63)
Siidostasien, Einzelhandel, = Shrimps (n=121), Muscheln (6,5 %), V.p. (9,5 %), Messelhdusser et al. (2010)
Indischer, Grofshandel, Fisch (n = 31), Shrimps (32,2 %), V.c. (3,6 %),
Pazifischer, Restaurant Muscheln (n = 64) Fisch (1,6 %) V.v. (1,8 %)
Atlantischer Ozean,
Nordsee
Gronland, Einzelhandel, = Shrimps (n = 64), 19,5 % V.a. (8 %), Sieffert und Stolle (2002)
Bangladesch, Gaststitten Muscheln (n = 18) V.c.(3 %),
Indonesien, V.p. (1 %),
Indopazifik V.m. (1 %),
(Thailand), Italien, V. f (1 %),
Holland, Nordsee, V.t (1 %),
Danemark V.g.(1%)
Indischer Ozean, Einzelhandel, Krustentiere (n =91), 34,7 % V.p. (31,1 %), Robert-Pillot et al. (2014)
Lateinamerika, Grofshandel Fisch (n = 64), V.v. (12,6 %),
Ecuador, Asien, Muscheln (n =12) V.c. (0,6 %)
Atlantischer Ozean
China, Einzelhandel, Shrimps (n = 30) 63,3 % V. p. (36,7 %), Berry et al. (1994)
Mexiko, GrofRhandel V.a. (26,7 %),
Ecuador V.v. (16,7 %),

V.c. (10 %),
V. f.(6,7 %)

V. a.: Vibrio alginolyticus, V. g.: Vibrio anguillarum, V. c.: Vibrio cholerae, V. f.: Vibrio fluvialis, V. h.: Vibrio harveyi, V. m.: Vibrio mimicus, V. t.: Vibrio metschnikovii, V. p.:
Vibrio parahaemolyticus, V. v.: Vibrio vulnificus
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2.4.2 Vibrio spp. als Pathogene in Aquakulturen

Vibrio spp. zdhlen weltweit zu den bedeutendsten bakteriellen Erregern in
Aquakulturen und sind fiir grofde wirtschaftliche Schaden verantwortlich (Chatterjee
und Haldar 2012). Nahezu alle Spezies, die kultiviert werden (Krustentiere, Fische,
Mollusken), sind anfallig fiir Vibrio-Infektionen (Defoirdt et al. 2007).

Flr verschiedene Fischspezies zahlen V. anguillarum, V. salmonicida und V. vulnificus zu
den bedeutendsten Infektionserregern (Austin und Austin 2012). Fir Shrimps
(Penaeus spp.) wurden mindestens zehn Vibrio spp. mit Erkrankungen in Verbindung
gebracht, wobei V. harveyi, V. parahaemolyticus und V. vulnificus die gréfdite Bedeutung
zukommt (Lavilla-Pitogo 1995).

In vielen Fallen sind Vibrio spp. opportunistische Bakterien, die Erkrankungen nur dann
verursachen, wenn die Wirtspezies immunsupprimiert ist. Dies kann durch intensive
Haltungssysteme bedingt sein (Bell und Lightner 1992; Kautsky et al. 2000; Aguirre-
Guzman et al. 2004). Mortalitiaten von bis zu 100 % betreffen haufig frithe Larvenstadien
und treten zum Teil sehr plotzlich auf (Aguirre-Guzman et al. 2004; Thompson et al.
2004). Die schwerwiegendsten Verluste wurden fiir Shrimps-Zuchten (Penaeus spp.)
beobachtet (Austin und Zhang 2006; Chatterjee und Haldar 2012). Die steigende
Intensivierung der Shrimps-Zucht weltweit scheint das Auftreten neuer Erreger zu
fordern (Nunan et al. 2014).

Ausbriiche in P. monodon-Aquakulturen mit Mortalitdtsraten von bis zu 90 % wurden
u. a. auf den Philippinen (Lavilla-Pitogo et al. 1990) und in Indien (Karunasagar et al.
1994) beobachtet. Krankheitsauslosend waren in beiden Fallen lumineszierende
Bakterien (V. harveyi), die aus kranken oder toten Tieren isoliert wurden. V. harveyi-
Isolate aus erkrankten Shrimps waren virulenter als Umweltstimme (Liu et al. 1996).
Als mogliche Virulenzfaktoren identifizierten Liu et al (1996) Proteasen,
Phospholipasen, Hamolysine und Exotoxine. Die klinischen Symptome erkrankter
Shrimps umfassten Lethargie, Gewebsnekrose, Wachstumsverzogerung, Malformation,
Bolitas negricans, Biolumineszenz, leerer Mitteldarm und Anorexie (Aguirre-Guzman et
al. 2004).

Eine seit 2009 auftretende, bisher nicht beschriebene Shrimps-Erkrankung verursachte
grofde Produktionsverluste (bis zu 80 %) in siidostasiatischen und mexikanischen
Shrimps-Aquakulturen (Flegel und Lo 2014; Nunan et al 2014; Zorriehzahra und
Banaederakhshan 2015). Fiir die zunachst Early Mortality Syndrome (EMS) genannte
Krankheit wurde 2011 die Bezeichnung Akutes Hepatopankreatisches Nekrose-
Syndrom (AHPNS) eingefiihrt, da die Ausbriiche durch eine akute progressive
Degeneration des Hepatopankreas erkrankter Shrimps (L. vannamei, P. monodon)
gekennzeichnet waren, die sich wahrend der ersten 30 Tage der Kultivierung
manifestierte (Lightner et al. 2012a; Tran et al. 2013). Nach dem erstmaligen Auftreten
in China (2009) folgte eine schnelle geografische Ausbreitung mit Ausbriichen in
Vietnam (2010), Malaysia (2011), Thailand (2012) sowie in Mexiko (2013) und
weiteren mittelamerikanischen Staaten (Flegel und Lo 2014; Nunan et al. 2014; CNA
2015). Die weltweite Produktion kultivierter Shrimps zeigte 2013 AHPNS-bedingt einen
Riickgang um 19,3 % gegeniiber dem Vorjahr. In Mexiko lag der AHPNS-bedingte
Produktionsriickgang fiir 2013 bei 48 %, in Asien bei 21 %, mit dem grofdten Abfall in
China und Thailand (Anderson et al. 2014).

Als Infektionsursache wiesen Tran et al. (2013) einen V. parahaemolyticus-Stamm nach.
Yang et al. (2014) ermittelten in AHPNS-auslosenden V. parahaemolyticus-Isolaten ein
extrachromosomales Plasmid, das die Sequenz eines Toxins trug, welches fiir das
Auslésen des AHPNS verantwortlich sein konnte (Yang et al. 2014). Das Toxin weist
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Homologien zu dem bindren insektiziden Pir-Toxin auf, das fiir die Genera Photorhabdus
und Xenorhabdus beschrieben wurde (Thitamadee et al. 2016).

AHPNS-auslésende Stimme sind extrem virulent und die Mortalitatsrate in betroffenen
Becken kann bis zu 100 % betragen (Lightner et al. 2012a; Nunan et al 2014).
Betroffene Shrimps zeigen neben Lethargie und Inappetenz eine Atrophie des
Hepatopankreas, das bedingt durch einen Pigmentverlust in den R-Zellen blass
erscheint. In der terminalen Krankheitsphase zeigt sich eine schwarze Streifung des
Hepatopankreas (Lightner et al. 2012a; Tran et al. 2013). Die humanmedizinisch
relevanten Virulenzmarker tdh und trh wurden in AHPNS-auslésenden Stammen nicht
nachgewiesen (Flegel 2013).

Es wurde vermutet, dass der Ausbruch von AHPNS in Mexiko durch den illegalen Import
von Shrimps aus Asien verursacht wurde (Flegel 2013). Die meisten
lateinamerikanischen Lander verfiigen ilber strikte Quarantanebestimmungen oder
Einfuhrverbote, um die Ubertragung exotischer Pathogene zu verhindern (FAO 2006-
2014). Um eine weitere Ausbreitung auf dem amerikanischen Kontinent zu unterbinden,
haben die Linder Ecuador, Peru, Mexiko, Guatemala, Honduras und Panama weitere
Mafdnahmen, wie verscharfte Importverbote von lebenden Shrimps aus Landern, in
denen die Erkrankung detektiert wurde, getroffen (Acuerdo Ministerial No.043, 25. Juli
2013, Acuerdo Ministerial No.001 24. Juli 2014) (Navarro et al. 2013; MEF 2014).

2.5 Humane Vibrio-Infektionen

Aufgrund der ubiquitdaren Verbreitung von Vibrionen in der aquatischen Umwelt und
ihrer Assoziation mit biotischen und abiotischen Substraten existieren verschiedene
Infektionswege fiir humane Vibrio-Infektionen. Dazu zdhlen der direkte Kontakt mit
Wasser, aquatischen Pflanzen oder Tieren und die Aufnahme kontaminierter
Lebensmittel incl. Trinkwasser (Gomez et al. 2003; Baker-Austin 2010; Reilly et al
2011). Verantwortlich fiir Lebensmittel-assoziierte Vibrio-Infektionen sind haufig rohe
(v.a. Austern) oder unzureichend erhitzte Meeresfriichte (Shrimps und Miesmuscheln)
(Huehn 2012). Als allgemeine Infektionsdosis wird von Ramamurthy und Nair (2007)
eine Bakterienzahl von 10¢ angegeben. Die Infektionsdosis kann jedoch bei Vorliegen
einer Achlorhydrie (Reduktion des Sduregehalts im Magen) oder pradisponierten
Patienten niedriger liegen. Die Inkubationszeit variiert von 4 bis 96 Stunden, im
Normalfall belauft sie sich jedoch auf 12 bis 24 Stunden (Ramamurthy und Nair 2007).
Abhangig von der Infektionsform und der beteiligten Vibrio sp. sind unterschiedliche
Krankheitsbilder beschrieben. Tabelle 5 stellt die verschiedenen Infektionsarten beim
Menschen dar, die durch humanpathogene Vibrio spp. verursacht werden konnen. Zu
den  wichtigsten  Erkrankungen  zdhlen  Gastroenteritiden, =~ Wund-  und
Weichteilinfektionen sowie Septikdmien. Septikdmien werden typischerweise bei
Patienten mit einer Grunderkrankung wie Diabetes mellitus, Leber- oder
Krebserkrankungen und anderen Immunschwachen beobachtet (Ramamurthy und Nair
2007). Fir den tiberwiegenden Anteil humaner Vibrio-Infektionen waren in den USA
von 1996-2010, Daten von FoodNet entsprechend, V.parahaemolyticus (54 %),
V. vulnificus (12,7 %), V. alginolyticus (8,7 %) und V. cholerae non-01/non-0139 (5,1 %)
verantwortlich (Newton et al. 2012).

Weltweit wurde in den letzten Jahrzehnten eine Zunahme humaner Vibrio-Infektionen
registriert (Vezzulli et al. 2013; Robert-Pillot et al. 2014). Die globale Cholera-Inzidenz
zeigte, Daten der WHO entsprechend, von 2000 bis 2010 einen kontinuierlichen Anstieg.
Von 2009 auf 2010 stieg die jahrliche Cholera-Fallzahl, bedingt durch einen Ausbruch in
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Haiti, um 43 %. Gegentiber 2000 stellten die 2010 weltweit gemeldeten Cholera-Falle
(317.534) einen Anstieg um 130 % dar (WHO 2011a).

In den USA zeigte sich von 1996 bis 2009 eine Zunahme der jahrlichen humanen Vibrio-
Infektionen um 85 % (CDC 2010). Von 2010 bis 2013 zeigte sich eine weitere Zunahme
der Vibrio-Infektionen um 32 % (CDC 2014). Verschiedene Studien legten nahe, dass die
Zunahme humaner Vibrio-Infektionen mit den Folgen der globalen Klimaerwarmung
(steigende Meeresspiegel und Oberflachentemperaturen der Meere) in Zusammenhang
stehen konnte (WHO 2010; Vezzulli et al. 2011; Baker-Austin et al. 2012b; Vezzulli et al.
2013). Fiir nicht-Cholera Vibrio-Infektionen werden daneben der wachsende
internationale Handel und der steigende Konsum an Meeresfriichten, die oft roh oder
leicht erhitzt verzehrt werden, verantwortlich gemacht (Baker-Austin et al 2010;
Robert-Pillot et al. 2010). Die Zunahme an Personen, die aufgrund von Alter,
Mangelerndhrung, Immunsuppression (etwa bei HIV/AIDS, Transplantations- oder
Krebspatienten) und anderen Erkrankungen wie Diabetes mellitus, ein erhohtes Risiko
fiir Vibrio-Infektionen tragen, gilt ebenfalls als Ursache (Wright 2007; Baker-Austin et al.
2010; Norhana et al. 2010).
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Tabelle 5. Infektionsarten pathogener Vibrio spp. beim Menschen

Vibrio sp. Infektionsart
Gastroenteritis Wundinfektion Ohrinfektion Primare Septikimie Bakteriimie Lungeninfektion Meningitis
V. cholerae 01/0139 ++ (+) ? ? ? ? ?
V. cholerae non01/non0139  ++ + + (+) (+) ? +)
V. parahaemolyticus ++ + (+) ? +) (+) (+)
V. vulnificus + ++ ? ++ + (+) (+)
V. fluvialis ++ ? ? ? ? ? ?
V. alginolyticus ? ++ + ? +) ? ?
V. damsela ? ++ ? ? ? ? ?
V. furnissii +) ? ? ? ? ? ?
V. hollisae ++ ? ? +) ? ? ?
V. mimicus ++ + + ? ? ? ?
V. metschnikovii #) (+) ? ? ?
V. cincinnatiensis ? ? ? ? #) ? (+)
V. carchariae ? ++ ? ? ? ? ?

++ haufigste Infektion, + regelmafig vorkommende Infektion, (+) seltene Infektion, ? Hinweise auf Infektion

Modifiziert nach SCVPH (2001)
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2.5.1 Vibrio cholerae

V. cholerae 01/0139

Globales Auftreten

V. cholerae 01/0139 haben als Ausldser der schweren Durchfallerkrankung Cholera die
humanmedizinisch grofdte Bedeutung aller Vibrionen. In fritheren Jahrhunderten war
Cholera eine standige Bedrohung - auch fiir die heutigen Industrienationen in Europa,
Nordamerika und Nordasien (Reidl und Klose 2002). Gegenwartig ist Cholera vor allem
in Entwicklungsldndern konzentriert und dort noch immer fiir viele Todesféalle und
6konomische Schaden verantwortlich (Reidl und Klose 2002; WHO 2009).

Die erste beschriebene Cholera-Pandemie begann 1817 und hatte ihren Ausgangspunkt,
wie alle weiteren, ausgenommen der siebten Pandemie, auf dem indischen Subkontinent
(Pollitzer 1959; Cvjetanovic und Barua 1972; Faruque et al. 1998). Bis 1923 ereigneten
sich sechs Cholera-Pandemien, die sich hauptsachlich auf die siidliche Hemisphare
sowie Nordamerika und Europa beschrankten (Reidl und Klose 2002). Ausléser der
finften und sechsten Pandemie und vermutlich auch der vorherigen Pandemien war der
klassische Biotyp von V. cholerae 01 (Chin et al. 2011; Mutreja et al. 2011; Harris et al.
2012).

Die 1961 in Indonesien begonnene siebte Pandemie wurde durch einen neuen Biotyp
von V.cholerae 01 ausgelost (Cvjetanovic und Barua 1972). Dieser als El Tor
bezeichnete Biotyp wurde 1905 erstmalig in Agypten von indonesischen Pilgern isoliert
(Pollitzer 1959). Die durch diesen neuen Biotyp von V. cholerae O1 ausgeldste siebte
Pandemie ist in Bezug auf ihre geografische und zeitliche Ausdehnung die
umfangreichste aller bisher beschriebenen Pandemien (Faruque et al. 1998). Sie
verbreitete sich von Indonesien ausgehend in weiten Teilen Asiens und erreichte ab
1970 Afrika und Europa (Cvjetanovic und Barua 1972). Lateinamerika war ab 1991
ebenfalls betroffen (Evins et al. 1995). Insbesondere in Afrika und Lateinamerika zeigte
sich, aufgrund einer fehlenden Immunitit der Bevolkerung und einer =z.T.
unzureichenden medizinischen Versorgung, eine sehr schnelle Verbreitung (PAHO
1991; Kaper et al. 1995). Auf beiden Kontinenten stellten die Ausbriiche der siebten
Cholera-Pandemie die ersten beschriebenen Cholera-Fille im 20. Jahrhundert dar
(PAHO 1991; Mengel et al. 2014).

Der Ausbruch in Westafrika umfasste tiber 150.000 Erkrankungsfille mit 20.000 Toten
(Goodgame und Greenough 1975). In Lateinamerika traten die ersten Cholera-
Infektionen 1991 an der peruanischen Kiiste auf und weiteten sich entlang dieser sowie
tiber das Landesinnere auf gesamt Siid- und Mittelamerika aus (Tauxe et al. 1995). Von
1991 bis 1992 lag die geschatzte Zahl der Infektionen bei 750.000 mit 6.500 Todesfallen
(PAHO 1991).

Neben V. cholerae O1 trat seit 1992 erstmals eine weitere Serogruppe auf, die als
Ausloser von Cholera galt (Berche et al. 1994; Nair et al. 1994). Diese 0139 Serogruppe,
die keiner der zuvor bekannten Serogruppen glich, entstand vermutlich durch
horizontalen Gentransfer zwischen einem V. cholerae non-O1 und einem V. cholerae 01
El Tor Stamm (Shimada et al. 1993; Bik et al. 1995). Erstmals beschrieben wurden durch
0139 ausgeldste Fille in Indien und Bangladesch (Albert et al. 1993; Nair et al. 1994).
V. cholerae 0139 verbreitete sich schnell in weiten Teilen Siidostasiens und fiihrte zu
Hundertausenden Erkrankungsfallen (Bik et al. 1995; Sarkar et al. 2011). Weiterhin
wurden durch Reisende importierte Falle in Nordamerika und Europa beschrieben (CDC
1993; Cheasty et al 1993). Heute sind V.cholerae-0139-Infektionen auf Asien
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beschrankt (Cho et al. 2010).

Die siebte Cholera-Pandemie besteht weiter fort mit saisonalen Ausbriichen in
endemischen Gebieten und unregelmifig auftretenden Epidemien wie zuletzt in
Simbabwe (2008) und Haiti (2010) (Nelson et al. 2009; WHO 2009; Chin et al. 2011). Ali
et al. (2015) schatzten die Anzahl der Lander, in denen Cholera endemisch auftritt, auf
69. Diese Lander liegen vor allem in Afrika und Stidostasien (Ali et al. 2015).

Vorkommen in der Umwelt

V. cholerae einschliefdlich der pandemischen Stamme der Serogruppen O1 und 0139
sind ein natiirlicher Bestandteil der aquatischen Umwelt und kommen in kiistennahen
und Flussmiindungsgebieten vor (Reidl und Klose 2002; Constantin de Magny und
Colwell 2009). Der Nachweis aus Wasser, Sediment, Zooplankton sowie verschiedenen
Meeresfriichten wurde vielfach beschrieben (Huq et al. 1983; Dalsgaard et al. 1995b;
Bhaskar et al. 1998; Elhadi et al. 2004; Vezzulli et al. 2010). Es wird vermutet, dass die
Assoziation von V. cholerae mit verschiedenen biotischen und abiotischen Substraten in
Zusammenhang mit der Bildung von Biofilmen und der Fahigkeit, in den VBNC-Zustand
einzutreten, eine wichtige Rolle in der Epidemiologie von Cholera spielt (Alam et al.
2006; Vezzulli et al. 2010). Zooplankton gilt dabei als wichtiges Reservoir in den
Perioden zwischen Epidemien (Huq et al 1983). Der Beginn von Ausbriichen ist
klimaabhangig und stark durch Umweltfaktoren beeinflusst (Gil et al. 2004; Huq et al.
2005; Constantin de Magny und Colwell 2009).

Krankheitsbild

Die meisten Infektionen werden durch orale Aufnahme von kontaminiertem Wasser
oder kontaminierten Lebensmitteln (u.a. Meeresfriichten) verursacht (Tauxe et al
1995; Reidl und Klose 2002). Die Infektionsdosis von V. cholerae O1 liegt im Normalfall
bei 10> bis 108 (Nelson et al. 2011). Beim Vorliegen einer Achlorhydrie (Reduktion des
Sauregehalts im Magen) kann eine Infektionsdosis von 10% V.cholerae Zellen
ausreichend sein (WHO 2011b). Die Inkubationszeit variiert zwischen 12 Stunden und 5
Tagen (Harris et al. 2012). Als charakteristisches Symptom zeigen sich bei Cholera
reiswasserartige Durchfdlle, die mit einem unterschiedlichen Dehydratationsgrad
einhergehen (Mandal et al 2011). Der Schweregrad der Erkrankung reicht von
asymptomatischen Infektionen bis zu fatalen Verlaufsformen (WHO 2015). In der
schwersten Form (Cholera gravis) zahlt Cholera zu einer der am schnellsten zum Tod
fiihrenden Erkrankungen. Neben dem charakteristischen wassrigen Durchfall werden
auch abdominale Krampfe und Erbrechen beschrieben (Mandal et al 2011).
Flussigkeitsverluste von bis zu 1 Liter pro Stunde kénnen zu einer schweren
Hypovolamie mit metabolischer Azidose und in der Folge zu einem Kreislaufkollaps mit
Todesfolge fithren. Ausgeldst wird dieser Prozess durch die Besiedelung des Diinndarms
und der Produktion von Choleratoxin (CTX), dem primaren Virulenzfaktor pathogener
Stamme (Sack et al. 2004).

In schweren Fillen (Cholera gravis) liegt die Mortalitatsrate ohne Behandlung bei bis zu
50% (Sack et al 2004). Wird eine entsprechende Flissigkeitszufuhr mit
Elektrolytausgleich sowie eine wirksame antibiotische Therapie rechtzeitig verabreicht,
konnen nahezu alle Todesfille vermieden werden und die Sterblichkeitsrate liegt unter
1% (WHO 2015). Trotz dieser effektiven und simplen Therapierbarkeit verursacht
Cholera noch immer zahlreiche Todesopfer, da in vielen Ausbruchsgebieten keine
ausreichende medizinische Versorgung gewahrleistet ist (Sack et al. 2004).
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Vibrio cholerae non-01/non-0139

Globales Auftreten

Vibrio cholerae non-01/non-0139-Infektionen treten regelmifdig weltweit auf
(Ceccarelli et al. 2015). Non-01/non-0139-Stdmme gelten als Ausldser sporadischer
Falle oder gelegentlicher Ausbriiche von Durchfallerkrankungen sowie von invasiven
extraintestinalen Erkrankungen (Blake et al 1980; Khan et al 2013).
Fallbeschreibungen zum Vorkommen sporadischer gastrointestinaler sowie
extraintestinaler Infektionen stammen aus vielen Landern, darunter Argentinien,
Thailand, Slowenien, Indien, Niederlande, Frankreich und China (Rivas et al 1996;
Dalsgaard et al. 1999; Strumbelj et al. 2005; Chatterjee et al. 2009; Rozemeijer et al
2009; Petsaris et al. 2010; Lu et al. 2014). Lokale Ausbriiche von Durchfallerkrankungen
treten ebenfalls auf und sind u.a. fir Peru, die USA und Haiti beschrieben worden
(Dalsgaard et al. 1995a; Onifade et al. 2011; Hasan et al. 2012).

Vorkommen in der Umwelt

V. cholerae-non-01/non-0139-Stamme sind Teil der aquatischen Umwelt und werden
haufig aus Fliissen und kiistennahen Gebieten sowie verschiedenen Meeresfriichten
isoliert (Reidl und Klose 2002; Ottaviani et al. 2009; Woodring et al. 2012).

Krankheitsbild

Infektionen erfolgen durch den Konsum von kontaminierten Meeresfriichten oder den
Kontakt mit der erregerhaltigen aquatischen Umwelt (Lukinmaa et al. 2006; Ottaviani et
al. 2009). Die am haufigsten auftretende Infektionsform ist eine selbstlimitierende
Gastroenteritis mit Durchfall, abdominalen Krampfen und z. T. Fieber. Blutige Durchfalle
sind ebenfalls beschrieben (Daniels und Shafaie 2000). Nur ein geringer Teil der in der
Umwelt vorkommenden V. cholerae-non-01/non-0139-Stamme (1-3 %) besitzt die
Fahigkeit, CTX zu produzieren (Alam et al. 2006; Ceccarelli et al. 2015). Daher sind die
Symptome in der Regel milder als bei Infektionen mit toxigenen Stammen der
Serogruppen 01/0139 (Huehn 2012). Der Schweregrad gastrointestinaler Infektionen
variiert jedoch stark und reicht von asymptomatischen Verlaufen bis zu schweren
Cholera-ahnlichen Erkrankungen oder auch blutigen Durchfallen (Dutta et al. 2013).
Extraintestinale Manifestationen treten in Form von Wund- oder Ohrinfektionen auf. In
seltenen Fallen werden auch primdre Septikdmien bei immunsupprimierten Patienten
beschrieben (Sieffert 2003). Die Mortalititsrate liegt in diesen Fallen bei 23,8-61,5 %
(Khan et al. 2013).

2.5.2 Vibrio parahaemolyticus

Globales Auftreten

V. parahaemolyticus ist als Ursache von Lebensmittel-assoziierten Gastroenteritiden
weltweit verbreitet (Qadri et al. 2005). Insbesondere in asiatischen Landern mit einem
hohen Meeresfriichte-Konsum treten regelmaf3ig Ausbriiche auf (Chiou et al. 2000; Nair
et al. 2007; Jun et al 2012; Hara-Kudo und Kumagai 2014). In den USA gilt
V. parahaemolyticus ebenfalls als Hauptverursacher von Gastroenteritiden, die mit dem
Konsum von Meeresfriichten assoziiert sind (Letchumanan et al. 2014). Von 1973 bis
2006 war V.parahaemolyticus fir 45 Ausbriche mit 1393 Erkrankungsfallen
verantwortlich und stellte damit die haufigste Ursache (23,9 %) von mit Meeresfriichten
assoziierten Infektionen dar (Iwamoto et al. 2010).

Der erste beschriebene V. parahaemolyticus-Ausbruch ereignete sich 1950 in Japan und
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betraf 272 Menschen, 20 von ihnen starben (Alter 2012). Seither wurde weltweit
regelmafig von sporadischen Fallen und Ausbriichen berichtet, die mit dem Konsum
verschiedener Meeresfriichte in Zusammenhang standen. Fallbeschreibungen stammen
u.a. aus Japan, Indien, Vietnam, den USA, Togo, Bangladesch, der Karibik, Mexiko,
Spanien, Brasilien, Nigeria und Taiwan (Sakazaki 1969; Chatterjee et al. 1970; Neumann
et al. 1972; Barker 1974; Bockemuhl et al. 1975; Hughes et al. 1978; Lawrence et al.
1979; Abbott et al. 1989; Molero et al. 1989; Magalhaes et al. 1991; Utsalo et al. 1992;
Wong et al. 2000) - Ausloser waren dabei Stimme verschiedener Serogruppen.

Ab 1996 anderte sich die Epidemiologie von V. parahaemolyticus (Bisha et al. 2012). Ein
pandemischer Klon der Serogruppe 03:K6 fiihrte erstmals in Indien und darauffolgend
in den meisten siidostasiatischen Liandern sowie spdter weltweit zu Lebensmittel-
assoziierten Ausbriichen (Okuda et al. 1997; Matsumoto et al. 2000; Martinez-Urtaza et
al. 2008a). V.parahaemolyticus der Serogruppe 03:K6 und daraus entstandene
Serovarianten (> 20), darunter 04:K68, 01:K25, 01:KUT, sind seit 1996 fiir eine erhohte
Inzidenz von Gastroenteritiden in vielen Lindern verantwortlich und wurden in Asien,
Afrika, Europa und Amerika nachgewiesen (Nair et al. 2007; Su und Liu 2007). Auf dem
amerikanischen Kontinent trat der pandemische Klon erstmalig 1996 in Peru auf (Gil et
al. 2007). Nachfolgend ereigneten sich ab 1997 Ausbriiche in Chile mit insgesamt mehr
als 12.000 Erkrankungsfillen (Heitmann et al. 2005). Weitere Ausbriiche ereigneten
sich ab 1998 in den USA (> 400 Falle) und ab 2001 in Brasilien (18 Falle) (Daniels et al.
2000; Leal et al. 2008). In Mexiko wurde der pandemische Klon erstmals 2004 (>1.200
Falle) nachgewiesen (Cabanillas-Beltran et al. 2006). V. parahaemolyticus 03:K6 wird als
erster pandemischer V. parahaemolyticus Serotyp erachtet (Matsumoto et al 2000;
Bisha et al. 2012).

Baker-Austin et al. (2010) zufolge wurden zur gleichen Zeit in vielen Regionen neben
den pandemischen Stdmmen auch nicht-pandemische Stamme mit grofien Ausbriichen
in Verbindung gebracht. Darunter Ausbriiche in den USA (1997), Spanien (1999) und
Alaska (2004) (Baker-Austin et al. 2010).

Vorkommen in der Umwelt

V. parahaemolyticus kommt als halophile Spezies ubiquitadr in marinen und kiistennahen
Gewadssern sowie in Flussmiindungsgebieten vor (Ceccarelli et al. 2013). Der Nachweis
des Bakteriums aus Meerwasser, Sediment, Plankton und zahlreichen Meeresfriichten
wurde vielfach beschrieben und umfasste verschiedene Fischspezies sowie Krusten-
und Schalentiere (Kaneko und Colwell 1973; DePaola et al. 2000; Hara-Kudo et al. 2003;
Di Pinto et al. 2008; Parveen et al. 2008; Woodring et al. 2012; Robert-Pillot et al. 2014;
Sudha et al. 2014). Die Assoziation mit Zooplankton scheint in der Epidemiologie des
pandemischen Stammes von V.parahaemolyticus eine bedeutende Rolle zu spielen
(Martinez-Urtaza et al. 2008a).

Krankheitsbild

Zu den Krankheitsbildern, die V. parahaemolyticus verursacht, ziahlen Gastroenteritiden,
Wundinfektionen und Septikdmien (Qadri et al. 2005). Die bedeutendste und haufigste
Infektionsform ist eine Lebensmittel-assoziierte Gastroenteritis. Zur Ubertragung des
Erregers kommt es dabei durch den Konsum roher oder unzureichend erhitzter
Meeresfriichte (Velazquez-Roman et al. 2013). Die Inkubationszeit kann zwischen 4 und
96 Stunden betragen (Nair et al. 2007).

Zu den haufigsten Symptomen gehdren wassriger Durchfall, abdominale Krampfe,
Ubelkeit, Erbrechen, Kopfschmerzen und leichtes Fieber (Honda und lida 1993). In
seltenen Fallen zeigen sich blutige Durchfalle. In immunkompetenten Patienten nimmt
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die Erkrankung in der Regel einen milden Verlauf, ist selbstlimitierend und dauert ca. 3
Tage an (Nair et al. 2007). In schweren Fallen kann eine antibiotische Therapie indiziert
sein. Zu Todesfidllen kommt es nur dufderst selten (< 1 %) (Baker-Austin et al. 2010;
Newton et al. 2012).

Die Ursache des beschriebenen Krankheitsbilds sind Typ III-Sekretionssysteme, die
durch die Injektion bakterieller Toxine zu einer Schadigung der Darmschleimhaut
fiihren (Huehn 2012). Dieser Mechanismus ist fiir die inflammatorische Diarrho
verantwortlich, die bei V. parahaemolyticus-Infektionen typischerweise auftritt, sowie
fir die seltener beobachteten systemischen Manifestationen wie Septikdmien (Makino
etal 2003).

Durch V. parahaemolyticus ausgeloste Wundinfektionen treten selten auf. Sie werden
vermutlich, dhnlich wie V. vulnificus-Infektionen, durch eine Kontamination bereits
bestehender Hautwunden oder von Wunden, die wahrend des Kontakts mit der
aquatischen Umwelt oder Meeresfriichten entstehen, verursacht. Schwere
Verlaufsformen mit Septikdmie oder nekrotisierender Fasziitis werden sehr selten
beschrieben und treten nur bei Patienten mit Grunderkrankungen wie Diabetes
mellitus, Leber- oder Krebserkrankungen oder Immunschwachen auf (Blake et al. 1980;
Ahmad et al. 2013).

2.5.3 Vibrio vulnificus

Globales Auftreten

V. vulnificus verursacht weltweit sporadisch auftretende Infektionen beim Menschen,
mit einer Haufung von Fallen in den USA, Europa und Ostasien (Baker-Austin et al.
2012a). Trotz geringer Fallzahlen kommt dem Erreger aufgrund seiner hohen
Mortalitatsrate eine grofse Bedeutung zu (Rippey 1994). In den USA ist V. vulnificus fur
die Mehrzahl aller Todesfdlle von Lebensmittel-assoziierten Infektionen verantwortlich
(Strom und Paranjpye 2000; Jones und Oliver 2009). Die jahrlich gemeldete Fallzahl lag
in den USA von 1988-1996 durchschnittlich bei 50 (Shapiro et al. 1998). Wie auch fiir
andere Vibrio spp. beobachtet, scheint sich die Inzidenz von V. vulnificus-Infektionen zu
erhohen (Bross et al. 2007; Vezzulli et al. 2013). In den USA wurde von 1996 bis 2006
ein Anstieg der jahrlich gemeldeten Infektionen um etwa 78 % registriert. Die gemeldete
Fallzahl lag 2005 bei 121 (Jones und Oliver 2009).

Das Auftreten von Ausbriichen war vor 1996 fiir V. vulnificus nicht bekannt. Zwischen
1996 und 1997 ereignete sich jedoch in Israel ein Ausbruch von Wundinfektionen und
Septikdmien, ausgel6st durch einen neuen V.vulnificus-Stamm, der als Biotyp 3
klassifiziert wurde. Als Infektionsquelle wurde roher Fisch (Tilapia zillii) aus
Aquakulturanlagen identifiziert (Bisharat et al. 1999; Bisharat et al. 2011). Dieser Biotyp
fiihrt in Israel auch weiterhin zu Infektionen - Fille aus anderen Liandern sind bisher
nicht bekannt (Bisharat et al. 2007). Meteorologische Daten legten nahe, dass die durch
V. vulnificus-Stamme des Biotyps 3 verursachten Ausbriiche durch iiberdurchschnittlich
hohe Temperaturen (> 40 C°) in den Sommermonaten ausgelost wurden (Paz et al
2007). Beschreibungen weiterer V. vulnificus-Infektionen, die mit tiberdurchschnittlich
hohen Wassertemperaturen assoziiert waren, stammten u. a. aus Danemark (Bock et al.
1994) und Deutschland (Hoyer et al. 1995). Es wird angenommen, dass die erhdhte
Inzidenz in Endemiegebieten ebenso wie in Nicht-Endemiegebieten auf die globale
Klimaerwarmung zuriickzufiihren ist (Baker-Austin et al. 2012b; Vezzulli et al. 2013).
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Vorkommen in der Umwelt

Das Bakterium kommt in marinen Gewassern und Flussmiindungsgebieten unter einer
grof3en Breite an Salzgehalten und Temperaturen vor und kann aus Wasser, Plankton,
Sediment und einer Reihe von Meeresfriichten, darunter Shrimps, Fisch, Austern und
Muscheln, isoliert werden (Aznar et al. 1994; Jones und Oliver 2009). Der Konsum
kontaminierter Meeresfriichte (v.a. rohe Austern) kann zu primaren Septikdmien und
Gastroenteritiden fithren. Wundinfektionen entstehen durch den Kontakt mit der

erregerhaltigen aquatischen Umwelt oder mit kontaminierten Meeresfriichten (Aznar et
al. 1994).

Krankheitsbild

Verantwortlich fiir V. vulnificus-Infektionen beim Menschen sind drei Biotypen. Der
tiberwiegende Teil aller Infektionen wird durch Stamme des Biotyps 1 verursacht, der
weltweit verbreitet ist (Baker-Austin et al. 2010). Biotyp 1 gilt als Ausldser aller drei fiir
V. vulnificus beschriebenen Krankheitsbilder - Gastroenteritiden, Wundinfektionen,
primdre Septikdamien (definiert als Septikdmie mit unbekanntem Infektionsfokus)
(Laffera et al. 2000; Horseman und Surani 2011). Stdmme des Biotyps 2 sind primar
pathogen fiir Aale und fiihren nur selten zu Wundinfektionen beim Menschen
(Horseman und Surani 2011). Seine Verbreitung beschrankt sich auf Ostasien und
Westeuropa (Biosca et al. 1991; Amaro und Biosca 1996). Biotyp 3 verursacht schwere
Wundinfektionen und sekundare Septikamien (Bisharat et al. 1999).

Wundinfektionen (45 %) und primare Septikdmien (43 %) treten mit einer dhnlichen
Haufigkeit auf. Gastroenteritiden (5 %) treten hingegen selten auf (Shapiro et al. 1998).
Die genaue Infektionsdosis fiir V. vulnificus-Infektionen ist nicht bekannt, jedoch spielen
pradisponierende Faktoren eine entscheidende Rolle (Strom und Paranjpye 2000).
Diese umfassen Immunsuppression und Grunderkrankungen, die zu einem hohen
Eisengehalt im Blutserum fiihren. Hierzu zdhlen Lebererkrankungen (Zirrhose,
Hepatitis) sowie genetische Erkrankungen (Himochromatose) (Thompson et al. 2004).
Die primare Septikdmie ist die Infektionsform mit der hochsten Mortalitatsrate (> 50 %)
und ist iiberwiegend mit dem Konsum roher Austern verbunden (> 90 %). Patienten mit
pradisponierenden Vorerkrankungen sind fiir mehr als 95 % der Krankheitsfille
verantwortlich (Shapiro et al. 1998; Jones und Oliver 2009). Die Inkubationszeit kann 7
Stunden bis 10 Tage betragen (Oliver 2005a). Die klinischen Symptome umfassen Fieber
(84-94 %), Ubelkeit (55-60 %), Erbrechen (53 %), Durchfall (60 %) und Hypotonie
(systolischer Blutdruck < 85 mmHg) (43 %) (Hlady und Klontz 1996; Oliver 2005a).
Charakteristische Hautverdanderungen (Phlegmone, Ekchymose, Bullae) entstehen bei
ca. 50 % der Erkrankten und treten insbesondere an den Gliedmafden auf. Sie konnen
sich bis zu einer nekrotisierenden Fasziitis mit Muskelnekrose entwickeln und eine
Amputation der betroffenen Gliedmafie erfordern (Oliver 2005a; Bross et al. 2007).

Das zweite, mit V. vulnificus assoziierte Krankheitsbild, ist eine Wundinfektion. Die
Symptome einer durch V.vulnificus ausgelosten Wundinfektion sind denen einer
primaren Septikdmie dhnlich. Sie unterscheiden sich jedoch im Schweregrad und dem
zeitlichen Ablauf (Klontz et al 1988). Zu einer Infektion kommt es durch die
Kontamination bereits bestehender Hautwunden oder von Wunden, die wahrend des
Kontakts mit der aquatischen Umwelt oder Meeresfriichten entstehen. Die
Inkubationszeit kann wenige Stunden bis 12 Tage betragen (Oliver 2005b). Zu den
Symptomen zdhlen Schmerz, R6tung und Schwellung um den Wundbereich. Haufig zeigt
sich eine schnelle Ausbreitung der Infektion zu einer Phlegmone, Ekchymose und Bullae.
Es kann auch hier zu einer nekrotisierenden Fasziitis kommen, z.T. mit einer
Ausbreitung in tiefere Muskelschichten (Oliver 2005a; Jones und Oliver 2009). Patienten
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mit nekrotisierender Fasziitis entwickeln haufig eine sekundare Septikdmie (Strom und
Paranjpye 2000). Im Gegensatz zur primdren Septikdmie ist die Entstehung von
Wundinfektionen grundsatzlich unabhdngig von Grunderkrankungen (Linkous und
Oliver 1999; Oliver 2005a). Jedoch treten schwere Verlaufsformen mit sekundarer
Septikdmie iiberwiegend bei Patienten mit einer Grunderkrankung, die zu einem
erh6hten Eisenwert im Blut fiihrt, auf (Hlady und Klontz 1996; Oliver 2005a). Die
Mortalitatsrate von 20-30% bei Wundinfektionen (Strom und Paranjpye 2000)
resultiert aus Infektionen, die sich zu einer Septikamie entwickeln (Oliver 2005a). Eine
schnelle antibiotische Behandlung ist bei primdren Septikdmien und Wundinfektionen
entscheidend fiir das Uberleben der Patienten (Klontz et al. 1988).

Die dritte Infektionsform, die fir V. vulnificus beschrieben wurde, ist eine milde
Gastroenteritis mit Durchfall, Ubelkeit, abdominalen Krampfen und Fieber (Klontz et al.
1988). Aufgrund der milden Verlaufsform und des haufig selbstlimitierenden Charakters
existieren nur wenige Fallberichte (Strom und Paranjpye 2000; Oliver 2005a).

2.5.4 Vibrio alginolyticus

Globales Auftreten

V. alginolyticus weist eine enge Verwandtschaft zu V. parahaemolyticus auf, wird jedoch
einer eigenstandigen Spezies zugeordnet (Huehn 2012). Als humanpathogener Erreger
ist V. alginolyticus vor allem als Ausloser von Wund- und Ohrinfektionen von Bedeutung
(Lee et al 2008). V.alginolyticus war fiir 22% der von 1981-1996 in Florida
registrierten Vibrio-assoziierten Wundinfektionen verantwortlich (Hlady und Klontz
1996). Sporadisch auftretende Infektionen sind aus vielen Landern weltweit bekannt
(Blake et al. 1980). Fallbeschreibungen zu extraintestinalen Infektionen stammen u. a.
aus Australien, Kolumbien, Stidkorea, Grofsbritannien und der Tirkei (McSweeney und
Forgan-Smith 1977; Gomez et al. 2003; Lee et al. 2008; Reilly et al. 2011; Citil et al
2015). Wie auch fiir andere Vibrio spp. beobachtet, zeigte sich in den letzten Jahrzehnten
eine Zunahme der Inzidenz von V. alginolyticus-Infektionen in den USA und Europa
(Reilly et al. 2011; Newton et al. 2012).

Vorkommen in der Umwelt

Das Bakterium kommt als halophile Spezies ubiquitdr in der marinen Umwelt vor und
wurde weltweit aus Meerwasser und Meeresfriichten isoliert (Blake et al. 1980; Reilly et
al. 2011).

Krankheitsbild

Zu den haufigsten fiir V. alginolyticus beschriebenen Krankheitsbildern zidhlen Wund-
und Ohrinfektionen (Otitis media und Otitis externa) (Blake et al. 1980). Seltener kommt
es zu anderen extraintestinalen Infektionen oder Gastroenteritiden (Hlady und Klontz
1996). Wundinfektionen resultieren haufig aus Hautwunden und Abschiirfungen, die in
Kontakt mit V. alginolyticus-haltigem Meerwasser kommen (Reilly et al. 2011). Die
Inkubationszeit betrug bei vielen Fallbeschreibungen 24 Stunden (Blake et al. 1980). Zu
den Symptomen bei Wundinfektionen zahlen Rétung, Schwellung und Schmerz (Blake et
al. 1980; Gomez et al. 2003; Reilly et al. 2011). V. alginolyticus-Infektionen zeigen
tiberwiegend einen unkomplizierten Verlauf und heilen bei entsprechender
Antibiotikagabe nach wenigen Tagen ab (Citil et al. 2015). In seltenen Fillen kann es
jedoch zu einer sekundare Septikdmie oder nekrotisierenden Fasziitis kommen. Dies
betrifft tiberwiegend immunsupprimierte Patienten (Howard et al. 1985; Gomez et al.
2003; Reilly et al. 2011).
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2.5.5 Vibrio mimicus

Globales Auftreten

V. mimicus ist vor allem als Ausléser von sporadisch auftretenden Gastroenteritiden von
Bedeutung (Hlady und Klontz 1996). Das Auftreten sporadischer Gastroenteritiden ist
neben den USA auch aus Costa Rica bekannt (Campos et al. 1996). Lebensmittel-
assoziierte Ausbriiche sind sehr selten. Der grofdte bisher beschriebene Ausbruch mit
tiber 300 Erkrankungen ereignete sich in Thailand (Chitov et al. 2009a).

Vorkommen in der Umwelt

V. mimicus weist einen hohen Verwandtschaftsgrad zu V.cholerae auf und wurde
zundchst als atypische Variante von V. cholerae 01 beschrieben (Davis et al. 1981). Beide
Spezies sind nicht-halophil und kommen weitverbreitet in der aquatischen Umwelt vor,
Sifdwasser eingeschlossen (Farmer III und Janda 2004). V. mimicus wurde aus Wasser,
Sediment, Pflanzen und verschiedenen Meeresfriichten (Shrimps, Krebsen, Austern,
Muscheln) isoliert (Guardiola-Avila et al. 2014).

Krankheitsbild

In erster Linie gilt das Bakterium als Ausloser von Gastroenteritiden, die mit dem
Konsum roher oder unzureichend erhitzter Meeresfriichte assoziiert sind (Rippey 1994;
Daniels und Shafaie 2000). Zu den haufigsten Symptomen zdhlen Durchfall, Ubelkeit,
Erbrechen, abdominale Krampfe, Fieber und in seltenen Fillen auch blutige Durchfalle
(Shandera et al. 1983). Neben Durchfallerkrankungen wurden auch Ohrinfektionen
beschrieben (Shandera et al. 1983; Rippey 1994).

2.6 Virulenzfaktoren humanpathogener Vibrio spp.
2.6.1 Vibrio cholerae

Vibrio cholerae 01/0139

Flr V. cholerae 01 und 0139 existieren zwei primare Virulenzfaktoren, das Choleratoxin
und der Toxin koregulierte Pilus (TCP), ein Typ IV-Pilus, der fiir die Kolonisierung des
menschlichen Darms essentiell ist (Reidl und Klose 2002; Faruque und Mekalanos
2003). Beide Pathogenitiatsfaktoren werden durch Gene codiert, die Teile grofderer
genetischer Elemente sind (Faruque et al. 1998; Faruque und Mekalanos 2003). Fiir das
Enterotoxin CTX besteht dieses Genelement aus dem chromosomal integrierten Genom
eines filamentdsen Bakteriophagen (CTX®) (Waldor und Mekalanos 1996). Die fiir den
TCP-codierenden Gene sind Bestandteil der Vibrio-Pathogenitatsinsel (VPI) (Kovach et
al. 1996; Karaolis et al. 1998). Die typische Symptomatik einer schweren Diarrho bei
Cholera-Infektionen ist die direkte Folge der Produktion von Choleratoxin (Singh et al
2002). Das aus A- und B-Untereinheiten bestehende CTX, ein ADP-ribolysierendes
Exotoxin, fiihrt zu einer konstitutiven Aktivierung der Adenylatcyclase in intestinalen
Zellen (Faruque et al. 1998; Kirn et al. 2000). Infolge einer gesteigerten cAMP-
Produktion kommt es zu einer Aktivierung der Proteinkinase A, welche zu einer
Phosphorylierung des ,Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator” (CFTR),
einem Chlorid-Kanal, fiihrt. Ein starker Cl--Ausstrom ist die Folge. Weiterhin fiihrt die
gesteigerte cAMP-Produktion zu einer Blockade von Na*-Transportern (NHEZ und
NHE3) (Cheng et al. 1991; Halscheidt 2007; Subramanya et al. 2007; Hodges und Gill
2010). Die damit verbundene erhohte Konzentration von Chloridionen (Cl-) und
Natriumionen (Na*) im Darmlumen hat einen passiven Wasserausstrom aus den Zellen

36



2 Schrifttum

und somit eine starke wassrige Diarrh6 zur Folge. Zu einer Schadigung des Epithels mit
Zellverlusten kommt es jedoch nicht (Hodges und Gill 2010).

Der TCP ist bei diesem Prozess als Kolonisationsfaktor ebenfalls essenziell fiir die
Pathogenese. Die Besiedelung des menschlichen Darms ist ohne TCP nicht moglich
(Reidl und Klose 2002). Eine Hauptfunktion von TCP besteht in der Vermittlung des
Kontaktes zwischen den Bakterienzellen, der fiir die Bildung von Mikrokolonien auf dem
Epithel notwendig ist (Kirn et al 2000). Weiterhin dient TCP dem filamentdsen
Bakteriophagen CTX® als Rezeptor (Waldor und Mekalanos 1996).

Die Expression von CTX und TCP wird tber eine komplexe Kaskade (ToxR-Regulon)
verschiedener Faktoren (ToxR, TcpP, ToxT) reguliert, die von Umweltparametern (u. a.
pH, Temperatur, Osmolaritidt) beeinflusst wird (Karaolis et al. 1998; Peterson 2002;
Weber und Klose 2011). Die Bildung von CTX und TCP unterliegt dabei dem im letzten
Schritt der Kaskade gebildeten Regulatorprotein ToxT (DiRita et al. 1991; Weber und
Klose 2011). Das fiir ToxT-codierende Gen (toxT) ist Teil der Vibrio-Pathogenitatsinsel
(VPI) und innerhalb dieser fiir die Expression vieler weiterer Virulenzfaktoren
verantwortlich (Bi et al. 2001; Peterson 2002; Weber und Klose 2011). Der komplexe
Pathogenitatsprozess von V. cholerae beinhaltet neben CTX und TCP noch viele weitere
Faktoren (Singh et al. 2002). Dazu zahlen weitere Toxine, welche die Sekretion von
Ionen fordern, wie ACE (akzessorisches Cholera-Enterotoxin), NAG-ST (NAG-stabiles
Toxin) und VCC (V. cholerae Cytolysin) oder die Barrierefunktion des Epithels storen,
wie HAP (Hamagglutinin-Protease), RTX (,repeats in toxin“) und ZOT (Zonula occludens
Toxin) und somit starke Diarrh6 verursachen (Hodges und Gill 2010). Als zusatzliche
Kolonisationsfaktoren bekannt sind ACFs (akzessorische Kolonizationsfaktoren),
MFRHA (Mannose-Fucose-resistentes-Hamagglutinin), regulatorische Proteine (z.B.
ToxR/S, TcpP/TcpH, ToxT), O-Antigen des Lipopolysaccharid (LPS), Biotin- und Purin-
Biosynthesegene, verschiedene Auflenmembranporine sowie eisenregulierte
Aufienmembranproteine (z. B. IrgA) (Thompson et al. 2004).

Vibrio cholerae non-01/non-0139

Als Ausloser epidemisch oder pandemisch auftretender Cholera gelten bisher
ausschliefdlich toxigene V. cholerae-Staimme der Serogruppen 01 und 0139 (Faruque et
al. 1998; Son et al. 2011). Die Mehrheit der V. cholerae-non-01/non-0139-Stamme
produziert kein Choleratoxin (Morris 1990). Zwar zeigten verschiedene
Untersuchungen, dass ctxA und tcpA tragende non-O1/non-0139-Stamme in der
Umwelt vorkommen (Sharma und Chaturvedi 2006; Ceccarelli et al. 2015), doch die
tiberwiegende Mehrheit der klinischen non-0O1/non-0O139-Infektionen beruhen auf
einem anderen Pathogenitatsmechanismus (Singh et al. 2002). Der exakte Mechanismus
ist noch nicht bekannt (Ottaviani et al. 2009). Ramamurthy et al. (1993) entsprechend
lasst das grofle Spektrum an Infektionsformen mit extraintestinalen Manifestationen,
wie Septikdmien (Khan et al. 2013), Ohr- (Florescu et al. 1981) und Wundinfektionen
(Andersson und Ekdahl 2006) neben den haufig beobachteten gastrointestinalen
Erkrankungen (Chatterjee et al. 2009), auf einen komplexen Pathogenitatsmechanismus
schliefRen. Beteiligt sind zahlreiche Virulenzfaktoren, die in unterschiedlichen
Kombinationen auftreten (Ramamurthy et al 1993). Zu den mutmafilichen
Virulenzfaktoren zdhlen RTX (,repeats in toxin“), HIyA (Hdmolysin), HAP
(Hamagglutinin-Protease), ZOT (Zonula occludens Toxin), NAG-ST (NAG-stabiles Toxin),
T3SS (Typ llI-Sekretionssysteme) sowie T6SS (Typ VI-Sekretionssysteme) (Fullner et al.
2002; Jiang et al. 2003; Unterweger et al. 2012; Luo et al. 2013).

Auf eine multifaktorielle Virulenz von V. cholerae-non-01/non-0139-Infektionen deuten
auch die Ergebnisse vieler Studien hin (Ramamurthy et al. 1993; Chatterjee et al. 2009;
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Dutta et al. 2013). Eine Untersuchung von 281 klinischen V. cholerae-non-01/non-0139-
I[solaten auf das Vorkommen von sieben Virulenzgenen (ctxA, tcpA, rtxA, rtxC, stn, hiyA,
TTSS-codierende Gene) detektierte bis zu elf unterschiedliche Kombinationen der
Virulenzfaktoren und bis zu fiinf pro Isolat. Neben der Diversitit in Bezug auf das
Vorkommen von Virulenzfaktoren zeigte sich auch, dass eine grofse Zahl
unterschiedlicher Serovare (> 80) fiir die Infektionen verantwortlich waren (Dutta et al.
2013). Ahnliche Ergebnisse fanden sich auch bei Untersuchungen von Umweltisolaten,
fiir die bis zu zwolf potentielle Virulenzfaktoren in einzelnen Isolaten detektiert wurden
(Ceccarelli et al. 2015). Diese Ergebnisse heben die Bedeutung von V. cholerae-non-
01/non-0139-Stammen als Reservoir fiir Virulenzgene im aquatischen Milieu hervor.
Weiterhin demonstrieren sie, dass V.cholerae-non-01/non-0139-Stimme aus der
aquatischen Umwelt das Potential besitzen konnen, humane Infektionen auszulésen
(Ceccarelli et al. 2015).

2.6.2 Vibrio parahaemolyticus

V. parahaemolyticus-Staimme produzieren eine Reihe von Virulenzfaktoren, die
vermutlich Teil eines komplexen Pathogenititssystems sind (Drake et al 2007;
Ceccarelli et al. 2013). Zu den bekannten Virulenzfaktoren zihlen u. a. Adhasine, TDH,
TRH, Type IlI-Sekretionssysteme (T3SS1 und T3SS2), Kapselbildung und zwei
verschiedene Flagellen-Typen (Makino et al. 2003).

Seit langem gelten das thermostabile direkte Hamolysin, das zu einer Beta-Hamolyse
von humanen Erythrozyten auf Wagatsuma-Agar fiihrt (Kanagawa-Phidnomen), und das
TDH-verwandte Hamolysin als primare Virulenzfaktoren (West 1989; Xu et al. 1994a;
Makino et al. 2003). Fiir TDH und TRH wurden neben hamolytischen Eigenschaften auch
enterotoxische und zytotoxische Aktivititen beschrieben (Park et al 2004a).
Verschiedene Untersuchungen zeigten jedoch, dass die pathogene Wirkung von
virulenten V. parahaemolyticus-Stammen, wie Zytotoxizitit und Enterotoxizitit sowie
eine Storung der epithelialen Barrierefunktion in Caco-2 Zellen, nicht alleine auf die
Wirkung von TDH zurlckzufiihren ist und dass vermutlich weitere wichtige
Virulenzfaktoren existieren (Park et al. 2004a; Lynch et al. 2005). Ahnliche Ergebnisse
zeigten sich auch fiir die durch TRH verursachte Enterotoxizitat (Xu et al. 1994b).
Aufgrund des gemeinsamen oder getrennten Auftretens von TDH und TRH bei dem
tiberwiegenden Teil (> 90 %) aller klinischen Isolate gelten die beiden Toxine jedoch
weiterhin als allgemein anerkannte Virulenzmarker (Ceccarelli et al. 2013).

Als weitere potentielle Virulenzfaktoren gelten die von Makino et al (2003)
identifizierten Typ III-Sekretionssysteme (T3SS1 und T3SS2), die als zentrale
Virulenzfaktoren anderer bakterieller Durchfallerreger (Shigella, Salmonella) bekannt
sind (Makino et al. 2003). Mittels Typ III-Sekretionssystemen werden bakterielle
Proteine iiber eine injektionsnadelartige Struktur in eukaryotische Zellen eingebracht
(Cornelis 2006). T3SS1 ist unter klinischen Stimmen und Umweltstimmen ubiquitar
weitverbreitet und mit Zytotoxizitat verbunden (Paranjpye et al. 2012; Ceccarelli et al.
2013). Fiir T3SS2 wurde gezeigt, dass es entscheidend fiir die Enteropathogenitit von
tdh- und trh-positiven V. parahaemolyticus-Staimmen ist (Park et al. 2004b; Okada et al
2009). Dabei ist das als T3SS2-a bezeichnete Sekretionssystem Teil einer grofden
Pathogenitatsinsel (VPal-7), die von zwei tdh Genen flankiert auf dem Chromosom II
liegt (Makino et al. 2003; Ceccarelli et al. 2013). Fiir trh-tragende V. parahaemolyticus-
Stamme wurde die Existenz einer der VPal-7 (urspriinglich Vp-PAI ¢ p2210633) @hnlichen

Struktur (Vp-PAl;,399¢) nachgewiesen, die Gene fiir ein weiteres Typ III-
Sekretionssystem  beinhaltete (T3SS2-B). T3SS2-f  zeigt einen  nahen
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Verwandtschaftsgrad zu T3SS2-a und ist essenziell fiir die Pathogenitat von trh
positiven V. parahaemolyticus-Stammen (Okada et al. 2009).

Trotz der weitreichenden Untersuchungen zum Pathogenititsmechanismus und den
beteiligten Virulenzfaktoren von V. parahaemolyticus-Infektionen besteht die
Moglichkeit, dass noch nicht alle entscheidenden Faktoren beschrieben wurden.
Klinische Isolate, die keinen der bekannten Virulenzmarker (tdh, trh, T3SS2) trugen,
wurden mehrfach beschrieben (Jones et al. 2012; Ottaviani et al. 2012).

2.6.3 Vibrio vulnificus

Die Virulenz von V. vulnificus ist mit einer grof3en Anzahl an Virulenzfaktoren assoziiert
(Horseman und Surani 2011). Wichtige Faktoren sind dabei die Saureneutralisation, die
Expression einer Polysaccharidkapsel, Eisenbindung (Siderophore), Zytotoxizitat,
Motilitit sowie die Expression von Proteinen zur Haftung und Adhasion. Vermutet wird,
dass die gezielte Expression der Virulenzfaktoren durch tibergeordnete Regulatoren
entscheidend fiir die Pathogenese ist (Jones und Oliver 2009; Baker-Austin et al. 2010).
Die Bildung einer Polysaccharidkapsel gilt als primarer Virulenzfaktor und ist einer der
wenigen Faktoren, die als essenziell bekannt sind. Die Funktion der Kapsel beruht auf
dem Schutz vor Phagozytose durch Makrophagen des Wirtsorganismus sowie vor der
bakteriziden Wirkung des Blutserums (Thompson et al. 2004; Jones und Oliver 2009).
V. vulnificus-Stamme, welchen die Eigenschaften zur Kapselbildung, der Eisenbindung
von gesattigtem Transferrin sowie der Serumresistenz fehlen, scheinen avirulent zu sein
(Yoshida et al. 1985; Simpson et al 1987). Weiterhin wurde gezeigt, dass die
Lipopolysaccharid-Hiille von V. vulnificus verschiedene Endotoxine enthalt, die an der
Entstehung von Fieber, Gewebsodemen und Hamorrhagien beteiligt sind (SCVPH 2001).
Die Rolle zahlreicher extrazellularer Enzyme: Hamolysin, Elastase, Kollagenase, DNase,
Lipase, Phospholipase, Muzinase, Chondroitinsulfatase, Hyaloronidase, Fibrinolysin,
Protease mit Aktivitdt gegenliber Serumalbumin, die von V. vulnificus gebildet werden,
ist unklar, da sie zum Grofdteil sowohl bei klinischen als auch bei Umweltstimmen
vorkommen (Oliver et al. 1986; Linkous und Oliver 1999). Insbesondere fiir ein
Hamolysin (VvhA) und eine Metalloprotease (VvpE) wurde eine bedeutende Rolle in der
Pathogenese vermutet (Maruo et al. 1998; Linkous und Oliver 1999; Jones und Oliver
2009). Neuere Untersuchungen zeigten jedoch, dass vermutlich RTX-A1, ein zur RTX-
Familie gehorendes Toxin, der entscheidende Faktor fiir den zytotoxischen Effekt bei
V. vulnificus-Infektionen ist (Horseman und Surani 2011).

Horseman und Surani (2011) entsprechend betreffen weitere wichtige Virulenzfaktoren
die Anhaftung und die Beweglichkeit des Bakteriums. Demnach sind ein Zell-Zell-
Kontakt mit Adhdrenz sowie die Produktion von Pili essenziell fiir den zytotoxischen
Effekt von V. vulnificus. Die Begeif3elung als bedeutender Virulenzfaktor hat neben der
Motilitdt auch Auswirkungen auf die Zell-Adhdsion und damit auf den zytotoxischen
Effekt (Horseman und Surani 2011).

2.6.4 Vibrio alginolyticus

Fiur V.alginolyticus und verwandte Spezies (Harveyi-Klade) wurden verschiedene
Virulenzfaktoren beschrieben, welche Rolle sie bei einer Infektion spielen, ist jedoch
noch nicht sicher nachgewiesen. Darliber hinaus ist nicht bekannt, ob essenzielle
Virulenzfaktoren existieren oder ob die Kombination verschiedener Faktoren
entscheidend ist. Ebenso konnte die Expression von Virulenzgenen durch
libergeordnete Regulatoren ein entscheidender Faktor sein (Ruwandeepika et al. 2011;
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Ruwandeepika et al. 2012).

Als mogliche Virulenzfaktoren identifizierten Castillo et al (2015) Kollagenasen,
Arylsulfatasen, Proteasen, Hamolysine, ABC-Transportsysteme (Spermidin, Putrescin,
Eisen) und Toxine (RTX, YafQ) (Castillo et al. 2015). Xiong et al. (2014) identifizierten
ebenfalls verschiedene Faktoren (Hamolysin, Amylase, Lecithinase, Lipase, Gelatinase,
toxR, Kollagenase, tlh, flaA, ompW, aspA, fur), die mit Virulenz assoziiert sein konnten.
Die genetischen Profile von stark virulenten Stammen und schwach virulenten Stimmen
unterschieden sich jedoch nicht, was darauf schlief3en lief3, dass das Virulenzsystem und
der Pathogenititsmechanismus von V. alginolyticus nicht mit denen von
V. parahaemolyticus vergleichbar sind und nicht auf essenziellen Virulenzfaktoren
beruhen (Xiong et al. 2014).

2.6.5 Vibrio mimicus

Fir V. mimicus wurden verschiedene Virulenzfaktoren identifiziert, darunter
Hamolysine, Enterotoxine, Proteasen, Phospholipasen, Aerobactin (als Siderophor) und
Hamagglutinine. Der Pathogenitatsmechanismus ist jedoch weiterhin unbekannt (Hasan
et al. 2010; Guardiola-Avila et al 2013). Einer der am stirksten verbreiteten
Virulenzfaktoren ist das V. mimicus-Hamolysin (VMH), das bei einem grofden Teil aller
klinischen und Umweltstimme auftritt. Das vimh Gen wird daher als speziesspezifischer
Marker genutzt, seine Rolle in der Pathogenese von V. mimicus-Infektionen ist jedoch
unklar (Shinoda et al. 2004; Guardiola-Avila et al. 2014). Neben den genannten
Virulenzfaktoren haben vermutlich, wie auch bei anderen pathogenen Vibrio spp.
(V. cholerae, V.parahaemolyticus, V.vulnificus) beobachtet, die Kapselbildung, die
Fahigkeit zur Ausbildung von Biofilmen, ein doppeltes Flagellen-System und Typ IV Pilj,
eine entscheidende Bedeutung fiir den Pathogenitdtsmechanismus (Tercero-Alburo et
al. 2014).
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2.7 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, grundlegende Daten zum Vorkommen von potentiell
humanpathogenen Vibrio spp. in Shrimps aus Ecuador zu ermitteln.

Uber Probennahmen aus Aquakulturen und dem lokalen Einzelhandel wurde die
Verbreitung von fiinf  Vibrio spp. (V. alginolyticus, V. cholerae, V. mimicus,
V. parahaemolyticus, V. vulnificus) in Shrimps untersucht.

Flir V. cholerae und V. parahaemolyticus, die beiden Vibrio spp., die mit pandemischen
Ausbriichen assoziiert werden, erfolgten Serotypisierungen und Untersuchungen zum
Vorkommen von Virulenzgenen. Die Antibiotikasensibilitit gegeniiber 22 Substanzen
aus sechs Stoffgruppen wurde fiir ausgewahlte Isolate aller detektierten Vibrio spp.
untersucht.

Zusatzlich sollten die bei der Beprobung von Aquakulturen gewonnenen Daten zu
Produktions- und Managementfaktoren Riickschliisse auf eventuelle Risikofaktoren fiir
das Vorkommen von Vibrio spp. ermoglichen.

Analysen zur Detektion von Genen, die Ausloser einer schwerwiegenden Shrimps-
Erkrankung  (Hepatopankreatisches = Nekrose-Syndrom) sind, wurden fiir
V. parahaemolyticus-Isolate aus ecuadorianischen Shrimps-Aquakulturen durchgefiihrt.
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3.1 Gerate und Instrumente

Tabelle 6 zeigt alle Gerdte und Instrumente, die in den unter Kapitel 4 beschriebenen

Methoden verwendet wurden.

Tabelle 6. Gerite und Instrumente

Gerite

Firma

Abflammgerat, Fireboy S1000
Autoclave, Rexall Handyclave LS-1
Brutschrank Memmert UNB 500
Chirurgische Pinzette

Dispenser fiir Antibiotika-Testblattchen
ECOLOG Temperaturmessung

Eppendorf Research Pipetten 10 pl, 100 pl,
1000 ul

Gel-Dokumentationsgerat Multimage™ Light
Cabinet Alphalmager®

Gelelektrophorese-System Biometra Analytik Jena

Gelelektrophorese-System Thermo EC Midicell
Primo EC-330

Impfésen-Sterilisator, VWR® Microincinerator
Infrarot-Thermometer IR 260-8S
Lichtmikroskop CX21FS1

Lichtmikroskop, BH-2

Magnetrithrer Boeco Germany, Model MSH 420
Magnetrithrer IKA-COMBIMAG RCO

pH-Meter Boeco Germany, Model BT-600
pH-Meter Schott CG 842

Photometer Cecil CE 1011, 1000 Serie 5
Pipetboy

Pipetten Boeco Germany 10 ul, 100 pul, 1000 pl
Prazisionswaage Typ: EW 2200-2NM
Prazisionswaage, Boeco Germany Model BBL 31
Schiittelinkubator Unimax 1010, Inkubator 1000
Skalpellhalter

Techne TechGene Thermal Cycler
Thermo-Cycler C1000™ oder S1000™
Thermomixer compact Eppendorf
Transilluminator FOTO/UV® 21

Vortex Mixer Model VM-300

Vortexer G560E

Vortexer IKA-Werk

Trecnomara, Wallisellen, CH

Rexmed Industries Co.,Ltd,Kaohsiung City, TW
Memmert GmbH und Co.KG, Schwabach, DE
Bayer Health Care, Leverkusen, DE

Mast Group Ltd., Bootle, GB

ELPRO GmbH, Schorndorf, DE

Eppendorf, Hamburg, DE

Proteinsimple, Santa Clara, USA

Biometra, Jena, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

VWR International, Radnor, USA
Voltcraft®, Hirschau, DE

Olympus Corporation, Tokyo, JP

Olympus Corporation, Tokyo, JP

Boeckel & Co. (GmbH & Co.), Hamburg, DE
Eppendorf, Hamburg, DE

Boeckel & Co. (GmbH & Co.), Hamburg, DE
Schott Glas, Mainz, DE

Cecil Instruments, Cambridge, GB
Eppendorf, Hamburg, DE

Boeckel & Co. (GmbH & Co.), Hamburg, DE
Kern & Sohn, Balingen, DE

Boeckel & Co. (GmbH & Co.), Hamburg, DE
Heidolph, Schwabach, DE

Bayer Health Care, Leverkusen, DE

Bibby Scientific Limited, Staffordshire, GB
BioRad, Miinchen, DE

Eppendorf, Hamburg, DE

Fotodyne Incorporated, Hartland, USA
Gemmy Industrial Corporation,Taipei, TW
Scientific Industries Inc, New York, USA
Janke & Kunkel, Staufen i. Br., DE

Tabelle 6 wird auf der folgenden Seite weitergefiihrt.
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Gerite

Firma

Waage Boeco Germany, Model BBL 53
Wasserbad Kottermann 3043

Wasserbad Memmert WNB 7-45
Wasserdestillierer, Fanem, Model 724
Zentrifuge Eppendorf 5418

Zentrifuge Model CENTRA-CL2

Zentrifuge neolab mit 6400 rpm =2000x g

Boeckel & Co. (GmbH & Co.), Hamburg, DE
Koéttermann, Hanigsen, DE

Memmert GmbH und Co.KG, Schwabach, DE
Fanem, Sdo Paulo, BR

Eppendorf, Hamburg, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Neolab, Heidelberg, DE

ul: Mikroliter; rpm: Umdrehungen pro Minute (Rounds per minute)

3.2 Verbrauchsmaterial

In Tabelle 7 sind alle verwendeten Verbrauchsmaterialien dargestellt.

Tabelle 7. Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Firma

BagFilter® P
Cary-Blair Transportmedium, CultureSwab™
Diamond Zipper Bags

Eppendorf Tips Standard 10 pl, 100 pl, 1000 pl
Filterspitzen 10 pul; 100 pl; 1000 pl

Impfosen

Parafilm

Reaktionsgefaf? 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml
Reaktionsgefaf? safelock 1,5 ml

Single Cap8-Streifen

Skalpellklingen c-Stahl NO: 20

Stammbhaltungssystem fiir Mikroorganismen,
CRYOBANK™

Zentrifugenréhrchen 50 ml

Interscience, Saint Nom, FR
BD Biosciences, Heidelberg, DE

Reynolds Consumer Products Company,
Richmond, USA

Eppendorf, Hamburg, DE

Peqlab, Erlangen, DE

VWR, Dresden, DE

Bemis Company Inc., Chicago, USA
Eppendorf, Hamburg, DE
Eppendorf, Hamburg, DE

Biozym, Hessisch-Oldendorf, DE
Schreiber®, Fridingen, DE

Mast Group Ltd., Bootle, GB

BD Biosciences, Heidelberg, DE

ul: Mikroliter; ml: Milliliter

3.3 Reagenzien

Tabelle 8 listet alle Reagenzien auf, die im Rahmen der unter Kapitel 4 beschriebenen

Methoden zum Einsatz kamen.

Tabelle 8. Reagenzien

Reagenzien

Hersteller

6x DNA Loading Dye
Chelex 100 Resin
dNTP Set 100 mM
Ethanol 99,8 %
Ethidiumbromid

Thermo Fisher, St. Leon Rot, DE
BioRad, Miinchen, DE

Fermentas GmbH, St. Leon Rot, DE
Merck, Darmstadt, DE

Roth, Karlsruhe, DE

Tabelle 8 wir auf der nachsten Seite weitergefiihrt.
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Reagenzien Hersteller

GeneRuler 100 bp Fermentas GmbH, St. Leon Rot, DE
GR Green Labgene, Chatel-St.-Denis, CH
HyperLadder™IV Bioline, Luckenwalde, DE
KOH-Lsg. 3 % Merck, Darmstadt, DE

MgCl; [25 mM] Qiagen, Hilden, DE

Oxidase Bactident®-Teststreifen Merck, Darmstadt, DE

peqGold Universal Agarose peQ Lab, Erlangen, DE
Taqg-Polymerase [5 U/ul] Qiagen, Hilden, DE

mM: Millimol; %: Prozent; bp: Basenpaar; U: Units; pl: Mikroliter

3.4 Antibiotika-Testblattchen

In Tabelle 9 sind die im Rahmen des Antibiotika-Resistenztests verwendeten Antibiotika
dargestellt.

Tabelle 9. Antibiotika-Testblittchen

Antibiotikum Beladung [ug] Hersteller

Ampicillin 10 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Amoxicillin-Clavulansiure 20/10 Oxoid, Hampshire, GB
Ampicillin-Sulbactam 10/10 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Piperacillin 100 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Piperacillin-Tazobactam 100/10 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Cefazolin 30 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Cefepim 30 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Cefotaxim 30 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Cefoxitin 30 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Ceftazidim 30 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Cefuroxim-Natrium 30 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Cephalothin 30 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Imipenem 10 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Meropenem 10 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Amikacin 30 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Gentamicin 10 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Tetracyclin 30 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Ciprofloxacin 5 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Levofloxacin 5 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Ofloxacin 5 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Chloramphenicol 30 Mast Group Ltd., Bootle, GB
Trimethoprim-Sulfamethoxazol 1,25/23,75 Oxoid, Hampshire, GB

pg: Mikrogramm

3.5 Puffer

Die Tabellen 10 und 11 geben die fiir die Herstellung der verwendeten Puffer bendotigten
Inhaltsstoffe und deren Mengenangaben an.

44



3 Material

Tabelle 10. 1x Tris-EDTA (TE)-Puffer

Inhaltsstoffe Mengenangabe Hersteller

Tris HCI 1,21g Roth, Karlsruhe, DE
EDTA 0,292 ¢ Roth, Karlsruhe, DE
Aqua dest. 990 ml

g: Gramm; ml: Milliliter

Tabelle 11. 10x Tris Borat EDTA (TBE)-Puffer

Inhaltsstoffe Menge in g/1 Aqua dest. Hersteller

Tris-Puffer 108 Roth, Karlsruhe, DE
Borsdure 55 Roth, Karlsruhe, DE
EDTA 9,3 Roth, Karlsruhe, DE

g: Gramm; l: Liter

3.6 Nahrmedien

Die Tabellen 12, 13, 14, 15 und 16 geben die verwendeten Ndahrmedien, einschliefilich
ihrer Inhaltstoffe und den zur Herstellung verwendeten Mengenangaben wieder.

Tabelle 12. Alkalisches Peptonwasser (APW)

Inhaltsstoffe Menge in g/1 Aqua dest. Hersteller
Hefeextrakt 3 Oxoid, Hampshire, GB
Pepton 10

Natriumchlorid 20

pH 8,6 £0,2; 25 °C

g: Gramm; l: Liter; °C: Grad Celsius

Tabelle 13. Chrom-Agar

Inhaltsstoffe Menge in g/1 Aqua dest. Hersteller
Agar 15 CHROMagar, Paris, FR
Pepton und Hefeextrakt 8
Salze 51,4
Chromogener Mix 0,3
pH9,0£0,2
g: Gramm; l: Liter
Tabelle 14. LB-Medium (Miller)
Inhaltsstoffe Menge in g/1 Aqua dest. Hersteller
Caseinpepton 10 Merck, Darmstadt, DE
Hefeextrakt 5
Natriumchlorid 10

pH 7,5£0,2; 25°C

g: Gramm; ml: Milliliter; °C: Grad Celsius
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Tabelle 15. Mueller-Hinton-Agar

Inhaltsstoffe Menge in g/1 Aqua dest. Hersteller

Fleischextrakt 300 BD Biosciences, Heidelberg, DE
Casein-Saurehydrolysat 17,5

Starke 1,5

Agar 17

pH 7,0 £0,2; 25 °C

g: Gramm; l: Liter; °C: Grad Celsius

Tabelle 16. Thiosulfat-Zitrat-Gallensalz-Saccharose-Agar (TCBS)

Inhaltsstoffe Menge in g/1 Aqua dest. Hersteller
Hefeextrakt 5 Oxoid, Hampshire, GB
Bakteriologisches Pepton 10

Natriumthiosulfat 10

Natriumcitrat 10

Gallesalzmischung 8

Sucrose 20

Natriumchlorid 10

Eisen-(III)-citrat 1

Bromthymolblau 0,04

Thymolblau 0,04

Agar 14

pH 8,6 £0,2; 25 °C

g: Gramm; l: Liter; °C: Grad Celsius

3.7 Herstellung von Nahrmedien

Alkalisches Peptonwasser (APW)

Zur Herstellung des alkalischen Peptonwassers gab man auf einen Liter destillierten
Wassers 3 g Hefeextrakt, 10 g Pepton und 20 g Natriumchlorid. Dieses Gemisch wurde
unter Hitzezufuhr auf einem Magnetriihrer mit Heizplatte erwdarmt und gemischt. Nach
dem Losen der festen Inhaltsstoffe wurde der pH-Wert, bei einer Temperatur von 25 °C,
auf 8,6 eingestellt. Im Anschluss erfolgte fiir 15 Minuten eine Erhitzung auf 121 °C in
einem Autoklaven. In separaten Probengefifien wurden stets Sterilititskontrollen
mitgefiihrt, die vor der Verwendung der hergestellten Nahrlosung fiir 2 Tage bebrtitet
wurden.

Chrom-Agar

Flr die Herstellung des Chrom-Agars wurden 74,7 g des Chrom-Agar-Trockenmediums
in einem Liter destillierten Wassers durch Riihren auf einem Magnetriihrer geldst. Die
Sterilisation des Agars erfolgte fiir eine Stunde in einem Dampftopf bei 100 °C.
Anschliefdend verbrachte man das Gefafs in ein Wasserbad (55 °C), in dem der Agar fir
30 Minuten abkiihlte und dann in Petrischalen gegossen wurde. Auch hier wurden zwei
Platten als Sterilitatskontrolle mitgefiihrt.
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LB-Medium (Miller)

Das verwendete LB-Medium setzte sich zusammen aus 10 g Caseinpeptonen, 5g
Hefeextrakt und 10 g Natriumchlorid. Diese Inhaltstoffe gab man auf einen Liter
destilliertes Wasser, stellte den pH-Wert auf 7,5 ein und autoklavierte das Medium fiir
20 Minuten bei 121°C. Vor der Verwendung der Agarplatten wurde eine
Sterilitatskontrolle durchgefiihrt.

Mueller-Hinton-Agar

Zur Herstellung des Mueller-Hinton-Agars wurden 38g des Mueller-Hinton-
Trockenmediums mit einem Liter destillierten Wassers gemischt und durch Aufkochen
in Losung gebracht. Als nachster Schritt erfolgte fiir 15 Minuten eine Autoklavierung bei
121 °C. Nach dem Abkiihlen in einem Wasserbad wurde der Agar gegossen. Vor der
Verwendung der Agarplatten wurde eine Sterilitatskontrolle durchgefiihrt.

Thiosulfat-Zitrat-Gallensalz-Saccharose-Agar (TCBS)

Zur Anfertigung von Thiosulfat-Zitrat-Gallensalz-Saccharose-Agar wurden 88 g TCBS-
Trockenmedium in einem Liter destilliertem Wasser suspendiert und auf einem
Magnetriihrer bis zum vollstandigen Losen erwarmt. Dann erfolgte eine Erhitzung von
30 Minuten in einem Dampftopf bei 100 °C. Vor der Verwendung der Agarplatten wurde
eine Sterilitatskontrolle durchgefiihrt.

3.8 Primer

In Tabelle 17 sind die Primer aller verwendeten PCR-Systeme dargestellt.

Tabelle 17. Verwendete Primer

Primer Sequenz (5°-37) Referenz

Vc.sodB-F AAG ACC TCA ACT GGC GGT A Tarr et al. (2007)
Vc.sodB-R GAA GTG TTA GTG ATC GCC AGA GT

Vm.sodB-F CAT TCG GTT CTT TCG CTG AT

Vm.sodB-R2 GAA GTG TTA GTG ATT GCT AGA GAT

Vp.flak-79F GCA GCT GAT CAAAACGTTGAGT

Vp.flaE-934R ATT ATC GAT CGT GCC ACT CAC

Vv.hsp-326F GTC TTA AAG CGG TTG CTG C

Vv.hsp-697R CGC TTC AAG TGC TGG TAG AAG

VA-F CGA GTA CAG TCA CTT GAAAGCC Di Pinto et al. (2005)
VA-R CAC AAC AGA ACT CGC GTT ACC

UtoxF GAS TTT GTT TGG CGY GAR CAA GGT T Bauer und Rgrvik (2007)
VptoxR GGT TCA ACG ATT GCG TCA GAA G

VctoxR GGT TAG CAA CGA TGC GTA AG

VvtoxR AAC GGA ACT TAG ACT CCG AC

ctxA-1 CTC AGA CGG GAT TTG TTA GGC ACG Keasler und Hall (1993)
ctxA-2 TCT ATC TCT GTA GCC CCT ATT ACG

ompW-1 CAC CAA GAA GGT GAC TTT ATT GTG Nandi et al. (2000)

Tabelle 17 wird auf der nachsten Seite fortgefiihrt.
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Primer Sequenz (5°-37) Referenz

ompW-2 GAA CTT ATA ACC ACC CGC G Nandi et al. (2000)
gro-1 AGG TCA GGC TAA GCG CGT AAG C Hossain et al. (2012)
gro-2 GTCACC GTATTCACCCGTCGCT

tdh-1 TAT CCA TGT TGG CTG CAT TCA AAAC Hossain et al. (2013)
tdh-2 TCT TCA CCA ACA AAG TTA GCT ACA

trh-1 TTC AAC GGT CTT CAC AAA ATC AGA

trh-2 AAA CAT ATG TCC ATT TCC GCT CTC

VCO1F2 CAA CAG AAT AGA CTC AAG AA Yamasaki et al. (1999)
VCO1R2 TAT CTT CTG ATA CTT TTC TAC

VCO139F2 TTA CCA GTC TAC ATT GCC Rivera et al. (2003)
VCO139R2 CGT TTC GGT AGT TTT TCT GG

wl-40183 CAACATAACCACGTCTGAACC Chen etal (2012)
wl-40184 TCGTGTATTTCATTAGTTCGG

wl-46714 TCCGAGGGATATTGAAGGGT

wl-46715 AATCGTCCGATAGGCTTGC

wl-43924 TCTTCCGCCAACTCAGCA

wl-43925 TCAGTTGGAGACTCGCCTTC

wl-43918 ATGCGATGACTAAAAAAGGGT

wl-43919 ATTTATTGATCGGCAAGAAGTC

wl-46712 GCACTCGGAAACCAGAGATTA

wl-46713 GCTAACTCCTCGCCTATCAG

wl-41028 GTAACCTCGCCTTTCCTCG

wl-41029 CGGACTCTGCGAAAGTAAAG

wl-41018 CAAATGCGTAACGGTAACA

wl-41019 TGACCATCAGGACCGTAAGT

wl-41024 GCGGCATTGAACCAGAC

wl-41025 TATTTTCGAGTGTGTACGGC

wl-46686 ATTGGTGGAATGGACGAGT

wl-46687 TGGCAACTCACAGAGCTCAT

wl-41016 TAATGAAATAGAAGTCGTGGC

wl-41017 GTATTCCCTGAACTGGCTC

wl-40185 TGGTCTTTGGCTTGCTCAC

wl-40186 GATTTCCATACAGGCTAACG

wl-41026 TGACGGTCAAAGAGCTACGC

wl-41027 ACGGACTCTGCGAAAGTAAAG

AP1-F CCTTGGGTGTGCTTAGAGGATG Flegel und Lo (2014)
AP1-R GCAAACTATCGCGCAGAACACC

AP2-F TCACCCGAATGCTCGCTTGTGG

AP2-R CGTCGCTACTGTCTAGCTGAAG

sodB: Superoxiddismutase; flaE: Untereinheit E des Flagellen-Apparates; hsp60: Hitzeschock-Protein;
toxR: Signaltransduktionsprotein; CTX-Choleratoxin; ctxA: Choleratoxin Untereinheit A; ompW: dufieres
Membranprotein; groEL: Hitzeschock-Protein; tdh: Thermostabiles direktes Hamolysin; trh: TDH-
verwandtes Hamolysin; wbeO: Acetyl-CoA Transferase
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3.9 Software
Nachfolgende Software-Produkte wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet.

Alphalmager (Proteinsimple, Santa Clara, USA)

EndNote X5 (Thomson, Reuters, Carlsbad, USA)

Microsoft Office fiir Mac Edition 2011 (Microsoft, Redmond, USA)

Stata/SE 12.0 fiir Windows (StataCorp LP, Texas, USA)

MedCalc Free statistical calculators 16.7 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgien)
Adobe Photoshop CC, Version 2014.2.2 (Adobe, San José, USA)
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4.1 Aufbau der Studie

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von aus Ecuador stammenden Shrimps
(Litopenaeus vannamei) auf das Vorkommen von humanpathogenen Vibrio spp.
(V. alginolyticus, V. cholera, V. mimicus, V.parahaemolyticus, V.vulnificus). Die
Untersuchung gliederte sich in zwei Teile. Von Februar 2012 bis Oktober 2012 wurden
Shrimps aus dem Einzelhandel untersucht, die von einem Markt und aus zwei
Supermarktfilialen stammten. In dem Zeitraum von November 2012 bis Marz 2013
erfolgte die Probennahme direkt aus Aquakulturen. Wiahrend der Beprobung von
Shrimps produzierenden Aquakulturen wurden mittels eines Fragebogens Daten zur
Herkunft der Larven, Haltung, Fiitterung, Medikamentengabe und Zuchtdauer erhoben
(siehe Anhang).

4.2 Beprobung
4.2.1 Probennahme aus dem Einzelhandel

Im Rahmen der Untersuchung auf das Vorkommen von Vibrionen in Shrimps aus dem
Einzelhandel in Ecuador wurden 71 Proben von verschiedenen Marktstanden und aus
zwei Filialen einer Supermarktkette in der Stadt Cuenca entnommen. Die Probennahme
fand stets zur gleichen Uhrzeit am Morgen statt. Der Transport ins Labor und die
Lagerung bis zur Bearbeitung erfolgten in einer Kiihlbox auf Kiihlelementen. Die
Probenbearbeitung erfolgte im direkten Anschluss an den Probenkauf.

4.2.2 Probennahme von Shrimps-Aquakulturen

Geografische Lage

Die im Rahmen dieser Arbeit beprobten Aquakulturen befanden sich in den Provinzen
El Oro und Guayas. Innerhalb dieser wurden die 19 beprobten Aquakulturen den
Bezirken Safando, Balao, Tenguel, Machala, Isla Jambeli und Santa Rosa zugeordnet. Die
Orte der Probennahme sind in Abbildung 5 eingezeichnet.
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4

Abbildung 5. Orte der Probennahme in den Provinzen Guayas und El Oro
1: Safando, 2: Balao, 3: Tenguel, 4: Machala, 5: Isla Jambeli, 6: Santa Rosa
Quelle: http://d-maps.com/carte.php?num_car=3400&lang=de

Probennahme

Die Probennahme umfasste 158 Becken von 19 verschiedenen Aquakulturen. Die
Entnahme der Proben erfolgte unabhangig vom Zuchtzeitpunkt der Tiere. Es wurden
moglichst alle Becken einer Aquakultur zur gleichen Zeit beprobt. Pro Becken wurden
ca. 50 g Shrimps (3-10 Shrimps, abhangig von Gréfde und Gewicht) entnommen. Die
Entnahme erfolgte mithilfe eines Wurfnetzes, das von der jeweiligen Aquakultur-Farm
zur Verfiigung gestellt wurde. Die Proben wurden anschlief;end in verschlief3baren
Plastikbeuteln abgepackt. Der Transport der Proben erfolgte in einer Kiihlbox
(Temperatur: 4 = 2 °C) mit anschlief3ender Aufbewahrung im Kiihlschrank (Temperatur:
4 * 2 °C) bis zum Untersuchungsbeginn am nachsten Tag.

4.3 Speziesidentifizierung
4.3.1 Isolierung und biochemische Identifizierung

Der kulturelle Nachweis und die biochemische Identifizierung von Vibrionen erfolgten
entsprechend des standardisierten Nachweisverfahrens ISO/TS 21872-1/2:
Microbiology of food and animal feeding stuffs-Horizontal method for the detection of
potentially enteropathogenic Vibrio spp.-Part 1: Detection of Vibrio parahaemolyticus
and Vibrio cholerae; Part 2: Detection of species other than Vibrio parahaemolyticus and
Vibrio cholerae.

Isolierung
Mithilfe sterilen Praparationsbestecks wurden mehrere Shrimps eines Beckens zerteilt

und in einen Stomacherbeutel gegeben. Es wurden alle Korperanteile genutzt, ein
Aliquot von 10 g eingewogen und anschliefend zerstofen. Nach Zugabe von 90g
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alkalischen Peptonwassers und intensivem Mischen erfolgte eine Bebriitung bei 37 °C
fir 24 + 3 Stunden.

Nach der Voranreicherung wurde die Menge einer Impfésenspitze des bebriiteten
Mediums entnommen und auf TCBS-Agar mittels Verdiinnungsausstrich ausgebracht. Es
erfolgte eine weitere Bebriitung bei 37 °C fir 24 * 3 Stunden.

Gemafd der ISO/ TS 21872-1:2007 (E) und ISO/ TS 21872-2:2007 (E) wurden von allen
angewachsenen, verdachtigen Kolonien mindestens flinf gleiche bzw. alle vorhandenen
Kolonien abgenommen und subkultiviert.

Eine Abweichung von dem in den ISO/TS 21872-1 und ISO/TS 21872-2 beschriebenen
Verfahren bestand darin, dass die Subkultivierung der verdachtigen Kolonien nicht auf
LB-Agar (Lysogeny broth), sondern erneut auf TCBS-Agar stattfand, welcher wiederum
bei 37°C fir 24 * 3 Stunden inkubiert wurde. In Abbildung 6 ist die Isolierung
schematisch dargestellt.

X g Probe in je 9-fach x g oder x ml APW

v

Inkubation bei 37 °C fiir24h+3 h

v

Isolierung

Fraktionierter Ausstrich auf TCBS Medium,
Inkubation bei 37 °C fiir24h+3 h

v

Mindestens 5 typische gleiche Kolonien abnehmen
bzw. alle verdichtigen Kolonien abnehmen, wenn weniger als 5
vorhanden sind

v

Biochemische Identifizierung und weiterfithrende Untersuchungen mittels PCR

Bestatigung

v

Auswertung

Abbildung 6. Flie3schema zur konventionellen Isolierung von Vibrio spp.
ISO/TS 21872-2:2007, modifiziert nach Herrfurth et al. (2013)

Biochemische Identifizierung

Zur biochemischen Identifizierung der ausgewahlten Kolonien kamen drei Tests zum
Einsatz. Bestimmt wurden das Gram-Verhalten, die Oxidase-Aktivitat und die Mobilitit.
Von allen zu untersuchenden Kolonien wurde eine Flissigkultur hergestellt und fiir die
Untersuchungen genutzt. Fur die Fliissigkultur wurden mit APW befiillte Reagenzglaser
mit jeweils einer zu untersuchenden Kultur beimpft und fiir 24 Stunden bei 37 °C
inkubiert.
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Oxidase-Test

Aus den Flissigkulturen entnommenes Material wurde auf der Reaktionszone des
Cytochromoxidase-Teststabchens (Merck) verrieben. Nach 20 bis 60 Sekunden wurde
das Ergebnis entsprechend der auf der Verpackung abgebildeten Farbskala abgelesen.
Eine Verfarbung des Testfeldes zu violett oder blauviolett stellte eine positive Reaktion
dar. Keine Farbveranderung oder ein gelb verfarbtes Testfeld standen fiir ein negatives
Ergebnis.

KOH-Test

Dieser Test diente der Uberpriifung des Gram-Verhaltens. Verwendet wurde eine 3 %ige
KOH-Losung (Merck). Sichtbar wurde diese Reaktion, wenn es beim Herausziehen der
Impfése durch die viskdse Konsistenz des Gemischs zu einer Fadenbildung kam.

Mit einer Einmaldse wurden ein bis drei Tropfen der 3 %igen KOH-L6sung auf einen
Objekttrager gegeben. Mithilfe einer Pipette wurde abzentrifugiertes Material der
Flissigkulturen entnommen und mit der KOH-L6sung verrieben.

Mobilitatstest

Zur Uberpriifung der Beweglichkeit wurden ein bis zwei Tropfen der Fliissigkulturen
auf einen Objekttriger gegeben, mit einem Deckglischen versehen, und mit einem Ol-
Immersions-Objektiv bei 100-facher Vergrofierung betrachtet. Auf diese Weise konnten
die Beweglichkeit und die Form der untersuchten Bakterien beurteilt werden. Als
positives Ergebnis galt das Vorhandensein stibchenférmiger Bakterien mit einer hohen
Mobilitat.

Zur weiteren Identifizierung und Differenzierung wurden PCR Methoden angewendet.
4.3.2 Polymerase-Kettenreaktion-Systeme

Flir diese Arbeit wurden verschiedene Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Systeme
verwendet. Nachstehend werden die genutzten PCR-Systeme erldutert.

4.3.2.1 DNA-Isolation

Zu untersuchendes Koloniematerial wurde in 400 ul 0,1 % Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer)
unter Zuhilfenahme eines Vortexers (Gemmy Industrial Corporation oder Janke &
Kunkel) resuspendiert. Im Anschluss zentrifugierte man die Suspension bei 4,770 x g fur
10 Minuten (Zentrifuge, Thermo Fisher Scientific) oder bei 4 °C und 16,873 x g fiir 4
Minuten (Zentrifuge, Eppendorf). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in
400 pl 0,5 % Chelex® 100 Resin-Losung (BioRad) resuspendiert.

Darauf folgte eine Inkubation mit kontinuierlicher Bewegung bei 700 rpm und 56 °C
tiber 60 Minuten, nachfolgend fiir 15 Minuten bei 95°C in einem Thermomixer
(Eppendorf). Nach diesem Zyklus folgte eine weitere Zentrifugation bei 4,770 x g fiir 15
Minuten oder bei 4°C und 16,873 xg fiir 10 Minuten. Der die bakterielle DNA
enthaltende Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefifl iibertragen und bis zur
Untersuchung bei 4 °C gelagert.
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4.3.2.2 Multiplex-Polymerase-Kettenreaktion zur Speziesidentifizierung

Zur Speziesidentifizierung kamen zwei multiplex (m)-PCR-Systeme zur Anwendung. Ein
Protokoll, angelehnt an Di Pinto et al. (2005) und Tarr et al. (2007) wurde eingesetzt,
um das Vorkommen von V. alginolyticus, V. cholerae, V. mimicus, V. parahaemolyticus und
V. vulnificus zu detektieren.

Die Identifizierung der Spezies erfolgte nach Tarr et al (2007) fiir V.cholerae,
V. mimicus, V. parahaemolyticus und V vulnificus anhand folgender Gene: V. cholerae-
sodB, V. mimicus-sodB, V. parahaemolyticus-flak, V. vulnificus-hsp60 (Tarr et al. 2007).
Das Primerpaar zum Nachweis von V. alginolyticus entstammte der Arbeit von Di Pinto
et al. (2005) und war spezifisch fiir ein Kollagenase-codierendes Gen. Die Sequenzen der
verwendeten Primer sind in Tabelle 18 dargestellt.

Das verwendete Reaktionsgemisch fiir eine Reaktion setzte sich wie folgt zusammen:

1x Puffer, 3 mM MgCl, 0,25 mM von jedem dNTP, 0,5 Units Taq-Polymerase, 1 pl DNA-
Isolat, 2,5 pl Primer-Mix und 10 pl destilliertes Wasser eingesetzt. Das Volumen pro
Reaktion betrug 20 pl. Das verwendete Reaktionsgemisch wich von den in der
Originalpublikation verwendeten Konditionen ab. Das von Tarr et al. (2007) genutzte
Reaktionsgemisch enthielt eine niedrigere Konzentration an MgCl; (1,5 mM) und dNTP
(0,2 mM) sowie grofdere Mengen an Taq-Polymerase (2 Units) und DNA-Isolat (1,5 pl).

Die Konzentrationen der Primer fiir den zuvor hergestellten Primer-Mix sind in Tabelle
19 wiedergegeben.

Tabelle 18. Primer-Sequenzen der PCR nach Di Pinto et al. (2005) und Tarr et al. (2007)

Spezies Primer Zielgen Sequenz (5°-37) Referenz
V. cholerae Vc.sodB-F sodB AAG ACC TCA ACT GGC GGT A Tarr et al.
Vc.sodB-R GAA GTG TTA GTG ATC GCCAGA GT  (2007)
V. mimicus Vm.sodB-F sodB CAT TCG GTT CTT TCG CTG AT
Vm.sodB-R2 GAA GTG TTA GTG ATT GCT AGA GAT
V. parahaemolyticus Vp.flaE-79F  flaE GCA GCT GAT CAAAACGTTGAGT
Vp.flaE-934R ATT ATC GAT CGT GCC ACT CAC
V. vulnificus Vv.hsp-326F  hsp60 GTC TTA AAG CGG TTG CTG C
Vv.hsp-697R CGC TTC AAG TGC TGG TAG AAG
V. alginolyticus VA-F Kollagenase CGA GTA CAG TCA CTT GAAAGCC Di Pinto et al.
VA-R CAC AAC AGA ACT CGC GTT ACC (2005)

sodB: Superoxiddismutase; flaE: Untereinheit E des Flagellen-Apparates; hsp60: Hitzeschock-Protein

Tabelle 19. Primer-Konzentrationen und Fragmentgréf3en der PCR nach Di Pinto et al. (2005) und
Tarr etal. (2007)

Primer Konzentration Fragment [bp]
Vc.sodB 0,5 uM 248
Vm.sodB 0,75 uM 121
Vp.flaE 1 uM 897
Vv.hsp 0,25 uM 410
VA 0,5 uM 737

uM: Mikromolar; bp: Basenpaar

54



4 Methoden

Das folgende PCR-Protokoll wurde genutzt: 95 °C fiir 5 Minuten, gefolgt von 30 Zyklen
bei jeweils 92°C fiir 40 Sekunden, 62°C fiir 1 Minute, 72°C fiir 1,5 Minuten,
abschliefend folgte eine Elongation bei 72 °C fiir 7 Minuten. Das von Tarr et al. (2007)
genutzte Protokoll beinhaltete eine lingere initiale Denaturierung (15 Minuten) sowie

eine hohere Anzahl an Zyklen (35) und eine geringere Temperatur beim Annealing
(57 °Q).

Die Sichtbarmachung der Ergebnisse erfolgte fiir alle beschriebenen PCR-Systeme
mittels Gelelektrophorese in einem 2 %-Agarosegel und wird unter 4.5 beschrieben.

Das zweite mPCR-System war angelehnt an die Arbeiten von Di Pinto et al. (2005) und
Bauer und Rgrvik (2007).

Die verwendeten Primer fiir V.cholerae, V.parahaemolyticus und V. vulnificus
resultierten aus der von Bauer und Rgrvik (2007) entwickelten mPCR. Zur
Identifizierung von V. alginolyticus wurde ein Primer von Di Pinto et al. (2005) benutzt.
Die Primer-Sequenzen sind in Tabelle 20 abgebildet.

Das eingesetzte Reaktionsgemisch enthielt fiir eine Probe 1x Puffer, 1 mM MgCl,
0,25 mM von jedem dNTP, 1,5 Units Taqg-Polymerase, 2 pl DNA-Isolat, 1,4 pl Primer-Mix
und 15,3 pl destilliertes Wasser. Der Gesamtansatz betrug pro Reaktion 25 pl. Das
eingesetzte Reaktionsgemisch unterschied sich gegeniiber dem von Bauer und Rgrvik
(2007) verwendeten Reaktionsgemisch in der Menge des Reaktionsansatzes (50 pl)
sowie der Konzentrationen der Primer (0,6 uM UtoxF, 0,4 uM toxR), der Taq-Polymerase
(1,5 U/ul) und des MgCl; (1,5 mM).

Die Angaben zur Zusammensetzung des Primer-Mix sind in Tabelle 21 dargestellt.

Tabelle 20. Primer-Sequenzen der PCR nach Di Pinto et al. (2005) und Bauer und Rgrvik (2007)

Spezies Primer  Zielgen Sequenz (5°-3") Referenz
UtoxF toxR GAS TTT GTT TGG CGY GAR CAAGGT T Bauer und

V. parahaemolyticus  VptoxR toxR GGT TCA ACG ATT GCG TCA GAAG Regrvik

V. cholerae VctoxR toxR GGT TAG CAA CGA TGC GTA AG (2007)

V. vulnificus VvtoxR toxR AAC GGA ACT TAG ACT CCG AC

V. alginolyticus VA-F Kollagenase CGA GTA CAG TCA CTT GAAAGCC Di Pinto et al.
VA-R CAC AAC AGA ACT CGC GTT ACC (2005)

toxR: Signaltransduktionsprotein

Tabelle 21. Primer-Konzentrationen und Fragmentgréf3en der PCR nach Di Pinto et al. (2005) und
Bauer und Rgrvik (2007)

Primer Konzentration Fragment [bp]
UtoxF 0,5 uM

VptoxR 0,5 uM 297

VctoxR 0,5 uM 640

VvtoxR 0,5 uM 435

VA-F 0,5 uM 737

VA-R 0,5 uM

uM: Mikromolar; bp: Basenpaar

55



4 Methoden

Flr die PCR wurde folgendes Temperaturprofil genutzt: Initiale Denaturierung bei 94 °C
fir 4 Minuten, zur Amplifikation 30 Zyklen von jeweils 30 Sekunden bei 94 °C, 30
Sekunden bei 61 °C, 30 Sekunden bei 72 °C und eine finale Extension bei 72 °C fir 7
Minuten. Das hier verwendete Temperaturprofil wies gegeniiber dem von Bauer und
Rgrvik (2007) beschriebenen Temperaturprofil Unterschiede auf. Die Temperatur bei
der initialen Denaturierung unterschied sich um 1 °C (95 °C). Ebenfalls abweichend war
die Anzahl der Zyklen (25) und innerhalb dieser, die Temperatur der Denaturierung
(95 °C) und des Annealings (55 °C).

Eine Untersuchung auf weitere Vibrio spp. (V. metschnikovii und V. orientalis) erfolgte
nur in Einzelfidllen. Die Anzahl der mittels Matrix-unterstiitzter Laser-
Desorption/lonisation (MALDI) identifizierten Isolate lag bei flinf. Die Untersuchung der
finf Isolate erfolgte, um Isolate zu identifizieren, die unter Verwendung der beiden oben
genannten PCR-Systeme das Auftreten unspezifischer Amplifikate zeigten, jedoch keiner
der untersuchten Vibrio spp. zuzuordnen waren.

4.4 Molekularbiologische Charakterisierung von V. cholerae und
V. parahaemolyticus

Flr Isolate der Spezies V. cholerae und V. parahaemolyticus erfolgten zur Identifizierung
von Serogruppen und der Codierung von Virulenzgenen weitere auf multiplex-PCR-
Systemen basierende Untersuchungen. In die Untersuchungen einbezogen wurden dabei
auch mehrere Stimme einer Vibrio sp., die aus derselben Probe stammten. Die Zahl der
untersuchten Isolate tiberstieg daher die Anzahl der positiven Proben (Tab. 33).

Isolate der Spezies V. cholerae (n = 29) wurden auf das Vorhandensein des Choleratoxin-
codierenden Gens ctx untersucht. Weiterhin wurde die Zugehorigkeit zu den
pandemischen Serogruppen 01 und 0139 ermittelt.

Bei V. parahaemolyticus-Isolaten (n=460) erfolgte eine Untersuchung auf das
Vorkommen der Virulenzgene tdh und trh sowie eine Zuordnung zu zwolf bekannten
somatischen Oberflachenantigenen (01-012).

4.4.1 Codierung von Virulenzgenen
4.4.1.1 Vibrio cholerae

Zum Nachweis von Toxin-produzierenden V. cholerae-Stammen diente eine an Nandi et
al. (2000) angelehnte duplex-PCR. Die Sequenzen der Primer sind in Tabelle 22
abgebildet.

Das Reaktionsgemisch bestand pro Reaktion aus 1x Puffer, 6 mM MgCl;, 0,25 mM von
jedem dNTP, 1,5 Units Taq-Polymerase, 1 ul DNA-Isolat, 1,45 pl Primer-Mix und 11,25 pl
destilliertem Wasser. Das verwendete Reaktionsgemisch entsprach mit Ausnahme der
Menge an DNA-Isolat (3 pl) und der Konzentration von MgCl; (2 mM) dem von Nandi et
al. (2000) publizierten PCR-Protokoll.

Die Primer-Konzentrationen sind in Tabelle 23 dargestellt.
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Tabelle 22. Primer-Sequenzen der PCR nach Nandi et al. (2000)

Toxin Primer Zielgen Sequenz (5°-3") Referenz

CTX ctxA-1 ctxA CTC AGA CGG GAT TTG TTA GGC ACG Keasler und
ctxA-2 TCT ATC TCT GTA GCC CCT ATT ACG Hall (1993)
ompW-1 ompW CAC CAA GAA GGT GAC TTT ATT GTG Nandi et al.
ompW-2 GAA CTT ATA ACC ACC CGC G (2000)

CTX-Choleratoxin; ctxA: Choleratoxin Untereinheit A; ompW: dufleres Membranprotein

Tabelle 23. Primer-Konzentrationen und Fragmentgroéf3en der PCR nach Nandi et al. (2000)

Primer Konzentration Fragment [bp]
ctxA-1 0,25 uM 301

ctxA-2 0,25 uM

ompW-1 1,2 uM 588

ompW-2 1,2 uM

uM: Mikromolar; bp: Basenpaar

Die Ausfiihrung der PCR fand mit einem Volumen von 25 pl pro Reaktion statt. Das
Programm beinhaltete eine initiale Denaturierung bei 94 °C fiir 5 Minuten. Darauf
folgten 30 Zyklen mit einer Denaturierung bei 94 °C fiir 30 Sekunden, einem Annealing
bei 64 °C fiir 30 Sekunden und einer Elongation bei 72 °C fiir 30 Sekunden. Die finale
Elongation bei 72 °C betrug 3 Minuten.

4.4.1.2 Vibrio parahaemolyticus

Zur Identifizierung von virulenten V. parahaemolyticus-Staimmen wurde eine multiplex-
PCR nach Hossain et al. (2013) angewendet. Die verwendeten Primer detektierten den
speziesspezifischen Marker groEL und die beiden Virulenzmarker tdh und trh (Hossain
etal 2012; Hossain et al. 2013).

Die Zusammensetzung des Reaktionsgemischs war wie hier dargestellt: 1x Puffer, 6 mM
MgCly, 0,25 mM von jedem dNTP, 1,5 Units Taq-Polymerase, 1 pul DNA-Isolat (100 ng/pl),
2,1 pl Primer-Mix und 10,6 pl destilliertes Wasser. Das Volumen pro Reaktion betrug
25pul. Das in der Originalpublikation beschriebene Reaktionsgemisch betrug pro
Reaktionsansatz 50 pl. Weitere Unterschiede gegeniiber dem hier verwendeten
Reaktionsgemisch bestanden bei der Konzentration der dNTPs (0,2 mM) sowie der
Menge von DNA (1 pg) und Taq-Polymerase (0,25 pl ExTaq Polymerase).

Die Sequenzen und Konzentrationen der Primer geben die Tabelle 24 und 25 wieder.

Tabelle 24. Primer-Sequenzen der PCR nach Hossain et al. (2012) und Hossain et al. (2013)

Toxin Primer Zielgen Sequenz (5°-3") Referenz
gro-1 groEL AGG TCA GGC TAA GCG CGT AAGC Hossain et al.
gro-2 GTCACCGTATTCACCCGTCGCT (2012)

TDH tdh-1 tdh TAT CCA TGT TGG CTG CAT TCAAAAC Hossain et al.
tdh-2 TCT TCA CCA ACA AAG TTA GCT ACA (2013)

Tabelle 24 wird auf der nachsten Seite fortgefiihrt.
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Toxin Primer Zielgen Sequenz (5°-3") Referenz
TRH trh-1 trh TTC AAC GGT CTT CAC AAA ATC AGA Hossain et al.
trh-2 AAA CAT ATG TCC ATT TCC GCT CTC (2013)

groEL: Hitzeschock-Protein; tdh: Thermostabiles direktes Himolysin; trh: TDH-verwandtes Hamolysin

Tabelle 25. Primer-Konzentrationen und Fragmentgroéf3en der PCR nach Hossain et al. (2012) und
Hossain et al. (2013)

Primer Konzentration Fragment [bp]
gro-1 0,5 uM 510

gro-2 0,5 uM

tdh-1 1 uM 382

tdh-2 1 uM

trh-1 1,5 uM 171

trh-2 1,5 uM

uM: Mikromolar; bp: Basenpaar

Verwendet wurde folgendes Programm: Initiale Denaturierung bei 94 °C fiir 5 Minuten.
Daran schlossen sich 30 Zyklen mit einer Denaturierung bei 94 °C fiir 30 Sekunden,
einem Annealing bei 69 °C fiir 30 Sekunden und einer Elongation bei 72 °C fiir 30
Sekunden an. Die finale Elongation bei 72 °C betrug 5 Minuten.

4.4.2 Serotypisierung
4.4.2.1 Vibrio cholerae

Fur alle V.cholerae-Isolate fand eine Untersuchung auf die Zugehorigkeit zu den
Serogruppen 01 und 0139 statt. Das verwendete multiplex-PCR-System entstammte der
Arbeit von Rivera et al. (2003) (Rivera et al. 2003).

Das Reaktionsgemisch bestand aus 1x Puffer, 6 mM MgCl;, 0,25 mM von jedem dNTP,
1,5 Units Taqg-Polymerase, 1 ul DNA-Isolat, 1,6 pl Primer-Mix und 11,1 pl destilliertem
Wasser. Das Gesamtvolumen pro Reaktion betrug 25 pl. Unterschiede gegeniiber dem
von Rivera et al (2003) beschriebenen Reaktionsgemischs bestanden bei den
Konzentrationen von MgCl; (2,0 mM) und dNTP (0,2 mM) sowie bei der Menge an Tag-
Polymerase (0,625 Units).

Die Tabellen 26 und 27 geben die Sequenzen und Konzentrationen der verwendeten
Primer wieder.

Tabelle 26. Primer-Sequenzen der PCR nach Rivera et al. (2003)

Serogruppe Primer Zielgen Sequenz (5°-3") Referenz

01 VCO1F2 wbeO CAA CAG AAT AGA CTC AAG AA Yamasaki et al.
VCO1R2 TAT CTT CTG ATA CTT TTC TAC (1999)

0139 VCO139F2  wbeO TTA CCA GTC TAC ATT GCC Rivera et al
VCO139R2 CGT TTC GGT AGT TTT TCT GG (2003)

wbeO: Acetyl-CoA Transferase
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Tabelle 27. Primer-Konzentrationen und Fragmentgréf3en der PCR nach Rivera et al. (2003)

Primer Konzentration Fragment [bp]
VCO1F2 0,8 uM 647

VCO1R2 0,8 uM

VCO139F2 0,8 uM 741

VCO139R2 0,8 uM

uM: Mikromolar; bp: Basenpaar

Das verwendete Thermoprofil beinhaltete folgende Reaktionsschritte: Initiale
Denaturierung bei 94 °C fiir 2 Minuten, zur Amplifikation 30 Zyklen von jeweils 30
Sekunden bei 94 °C, 45 Sekunden bei 57 °C, 45 Sekunden bei 72 °C und abschlief3end
eine Extension bei 72 °C fiir 3 Minuten. Die Konditionen des von Rivera et al. (2003)
veroffentlichen PCR-Protokolls beinhalteten folgende Schritte: Initiale Denaturierung
bei 94 °C fiir 2 Minuten, zur Amplifikation 35 Zyklen von jeweils 30 Sekunden bei 94 °C,
60 Sekunden bei 55 °C, 3 Minuten bei 72 °C und abschliefRend eine Extension bei 72 °C
fir 5 Minuten.

4.4.2.2 Vibrio parahaemolyticus

Das von Chen et al. (2012) entwickelte mPCR-System zur Identifizierung von zwolf
somatischen Oberflachenantigenen fiir V. parahaemolyticus wurde genutzt, um die
[solate in Serogruppen zu differenzieren. Die zwolf Primerpaare waren in zwei Gruppen
aufgeteilt. Hier werden die jeweiligen O-Serogruppen mit ihren entsprechenden
Zielgenen aufgelistet: Gruppe 1: 01-wvaG, O2-wvaR, 04-orf16, 05-wvcA, 06-wvc/, 010-
wvcP; Gruppe 2: 03-VP205, 07-wvcN, 08-wvdG, 09-wvdH, 011-wvdB, 012-wvcP (Chen et
al. 2012).

Das verwendete Reaktionsgemisch mit einem Gesamtvolumen von 30 pl pro Reaktion
bestand aus 1x Puffer, 2,6 mM MgCl;, 0,25 mM von jedem dNTP, 0,25 Units Taq-
Polymerase, 1pul DNA-Isolat, 0,4 ul Primer-Mix und 19,4 pl destilliertem Wasser.
Abweichungen von dem von Chen et al (2012) beschriebenen Reaktionsgemisch
bestanden bei den Konzentrationen von MgCl; (2,5 mM), dNTP (0,16 mM) und der
Menge an Tag-Polymerase (1,5 Units).

Die Tabellen 28 und 29 zeigen die Sequenzen und Konzentrationen der verwendeten
Primer sowie die Fragmentgrofde der Amplifikate.

Tabelle 28. Primer-Sequenzen der PCR nach Chen et al. (2012)

Serogruppe Primer Zielgen Sequenz (5°-3")

Gruppe 1

01 wl-40183 wvaG (F)CAACATAACCACGTCTGAACC
wl-40184 (R) TCGTGTATTTCATTAGTTCGG

02 wl-46714 wvaR (F)TCCGAGGGATATTGAAGGGT
wl-46715 (R) AATCGTCCGATAGGCTTGC

04 wl-43924 orflé (F) TCTTCCGCCAACTCAGCA
wl-43925 (R) TCAGTTGGAGACTCGCCTTC

05 wl-43918 wvcA (F) ATGCGATGACTAAAAAAGGGT

Tabelle 28 wird auf der nachsten Seite fortgefiihrt.
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Serogruppe Primer Zielgen Sequenz (5°-3")
05 wl-43919 wvcA (R) ATTTATTGATCGGCAAGAAGTC
06 wl-46712 wvc] (F) GCACTCGGAAACCAGAGATTA
wl-46713 (R) GCTAACTCCTCGCCTATCAG
010 wl-41028 wvcP (F) GTAACCTCGCCTTTCCTCG
wl-41029 (R) CGGACTCTGCGAAAGTAAAG
Gruppe 2
03 wl-41018 VP205 (F) CAAATGCGTAACGGTAACA
wl-41019 (R) TGACCATCAGGACCGTAAGT
07 wl-41024 wveN (F) GCGGCATTGAACCAGAC
wl-41025 (R) TATTTTCGAGTGTGTACGGC
08 wl-46686 wvdG (F) ATTGGTGGAATGGACGAGT
wl-46687 (R) TGGCAACTCACAGAGCTCAT
09 wl-41016 wvdH (F) TAATGAAATAGAAGTCGTGGC
wl-41017 (R) GTATTCCCTGAACTGGCTC
011 wl-40185 wvdB (F) TGGTCTTTGGCTTGCTCAC
wl-40186 (R) GATTTCCATACAGGCTAACG
012 wl-41026 wvcP (F) TGACGGTCAAAGAGCTACGC
wl-41027 (R) ACGGACTCTGCGAAAGTAAAG

Tabelle 29. Primer-Konzentrationen und Fragmentgrof3en der PCR nach Chen et al. (2012)

Primer Konzentration Serogruppe Fragment [bp]
Gruppe 1

wl-40183, wl-40184 0,12 uM; 0,12 uM 01 474
wl-46714, wl-46715 0,12 uM; 0,12 uM 02 238
wl-43924, wl-43925 0,05 uM; 0,05 uM 04 671
wl-43918, wl-43919 0,05 uM; 0,05 uM 05 852
wl-46712, wl-46713 0,08 uM; 0,08 uM 06 1409
wl-41028, wl-41029 0,10 uM; 0,10 uM 010 343
Gruppe 2

wl-41018, wl-41019 0,05 uM; 0,05 uM 03 868
wl-41024, wl-41025 0,12 uM; 0,12 uM 07 385
wl-46686, wl-46687 0,05 uM; 0,05 uM 08 680
wl-41016, wl-41017 0,06 uM; 0,06 uM 09 419
wl-40185, wl-40186 0,08 uM; 0,08 uM 011 524
wl-41026, wl-41027 0,12 uM; 0,12 uM 012 256

uM: Mikromolar; bp: Basenpaar

Die PCR-Parameter waren folgende: Initiale Denaturierung bei 93 °C fiir 10 Minuten.
Darauf folgten 30 Zyklen mit einer Denaturierung bei 95 °C fiir 30 Sekunden, einem
Annealing bei 60 °C fiir 45 Sekunden und einer Extension bei 72 °C fiir 1 Minute. Die
abschliefdende Extension bei 72 °C betrug 7 Minuten.

4.4.3 Akutes Hepatopankreatisches Nekrose-Syndrom

Das verwendete PCR-System Zur Identifizierung AHPNS-auslésender
V. parahaemolyticus-Staimme stammte von Flegel und Lo (2014). Verwendet wurden
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beide in der Veroffentlichung beschriebenen Methoden (Flegel und Lo 2014). Alle
V. parahaemolyticus-Isolate wurden jeweils mit dem Primer-Set AP1 und dem Primer-
Set AP2 untersucht.

Das eingesetzte Reaktionsgemisch setzte sich wie folgt zusammen: 1x Puffer, 8 mM
MgClz, 0,15 mM von jedem dNTP, 0,5 Units Taqg-Polymerase, 1 pul DNA-Isolat, 0,4 pl
Primer-Mix und 11,5 pl destilliertes Wasser.

Tabelle 30 und 31 =zeigen die Primer-Sequenzen beider Methoden sowie die
Konzentrationen und Fragmentgrofien beider Primer-Sets.

Tabelle 30. Primer-Sequenzen der PCR nach Flegel und Lo (2014)

Spezies Primer Sequenz (5°-37)

V. parahaemolyticus AP1-F CCT TGG GTG TGC TTA GAG GAT G
AP1-R GCA AAC TAT CGC GCA GAA CACC
AP2-F TCA CCC GAA TGC TCG CTT GTG G
AP2-R CGT CGC TAC TGT CTA GCT GAA G

Tabelle 31. Primer-Konzentrationen und Fragmentgréf3en der PCR nach Flegel und Lo (2014)

Primer Konzentration Fragment [bp]
AP1-F 0,4 uM 700

API1-R 0,4 uM

AP2-F 0,4 uM 700

AP2-R 0,4 uM

uM: Mikromolar; bp: Basenpaar

Das Volumen fiir eine Reaktion betrug 25 pl, verwendet wurde nachstehendes
Thermoprofil: Initiale Denaturierung bei 95 °C fiir 5 Minuten. Daran schlossen sich 30
Zyklen mit einer Denaturierung bei 94 °C fiir 30 Sekunden, einem Annealing bei 60 °C
fir 30 Sekunden und einer Elongation bei 72°C fiir 60 Sekunden an. Die finale
Elongation bei 72 °C betrug 10 Minuten.

4.5 Gelelektrophorese

Die Sichtbarmachung der PCR-Amplifikate erfolgte fiir alle beschriebenen PCR-Systeme
durch gelelektrophoretische Auftrennung in einem 2 %-Agarosegel. Zur Herstellung des
Gels wurden Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) und Agarose (peQ Lab) gemischt und
aufgekocht, bis die Losung schlierenfrei war. Nach dem Abkiihlen auf 60 °C goss man ein
ca. 0,5 cm starkes Gel, welches nach dem Aushéarten in eine mit TBE-Puffer befiillte
Elektrophoresekammer iiberfiihrt wurde.

Als DNA Farbstoff wurde fiir die PCR nach Di Pinto et al. (2005) und Tarr et al. (2007)
Ethidiumbromid (Roth) oder GR Green (Labgene) verwendet. Fiir alle anderen PCR-
Systeme wurde GR Green (Labgene) als Farbstoff eingesetzt.

Von beiden Farbstoffen wurden je 2 pl in ein 0,5 ml Reaktionsgefafd gegeben und mit
98 pul 6x DNA Loading Dye (Thermo Fisher) gemischt. Anschliefsend pipettierte man fiir
jede Probe und Marker je 2 pl dieses Ladepuffer-Farbstoff-Gemischs in die Vertiefungen
einer 96-Well-Mikrotiterplatte. Ein 5 pl-Aliquot des PCR-Produktes bzw. 1,5 ul des
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Markers GenRuler 100 bp (Fermentas) wurde mit dem vorgelegten Ansatz gemischt und
in die Geltaschen eines 2 %-Agarosegels eingebracht. Die Gelelektrophorese erfolgte bei
einer Spannung von 80-120 Volt liber einen Zeitraum von ca. 60 Minuten.

Die Auswertung und Dokumentation der Gele fand mithilfe des Gel-
Dokumentationssystems Alphalmager®HP (Proteinsimple) statt.

4.6 Datenerhebung zu Produktions- und Managementfaktoren in
Aquakulturen

Im Rahmen der Probennahme von Aquakulturen wurden Daten zur Produktivitat und
des Aquakulturmanagements erhoben. Der verwendete Fragebogen ist im Anhang
dargestellt. Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Produktions- und
Managementfaktoren von Shrimps-Aquakulturen auf das Vorkommen von
V. alginolyticus, V. cholerae, V. parahaemolyticus und V. vulnificus beinhalteten die Grofde
der Aquakulturen, die Besatzdichte der Becken mit Larven, die Antibiotika- und
Probiotikagabe, den Herkunftsort der Larven sowie den pH-Wert, den Salzgehalt und die
Temperatur des Wassers.

4.7 Antibiotikaresistenz
4.7.1 Probenauswahl

Einbezogen in die Untersuchung wurden 245 Isolate der Spezies V. alginolyticus
(n=67), V. cholerae (n = 16), V. parahaemolyticus (n = 154) und V. vulnificus (n = 8). Die
Auswahl der Isolate erfolgte so, dass jeweils mindestens ein Isolat aller beprobten
Becken der 19 untersuchten Aquakulturen in der Untersuchung vertreten war. Wurden
in einem Becken multiple Vibrio spp. nachgewiesen, erfolgte die Einbeziehung von
jeweils einem Isolat pro Spezies.

4.7.2 Methode und Durchfithrung

Zur Untersuchung der Antibiotikaresistenzen wurden Agardiffusionstests (Kirby-Bauer
Methode) durchgefiihrt. Getestet wurden 22 Antibiotika aus sechs Stoffgruppen: Beta-
Lactam-Antibiotika, Aminoglykoside, Tetracycline, Chinolone, Phenicole, Sulfonamide-
Diaminopyrimidin Kombination (Tab. 32).

Bei den verwendeten Antibiotika handelte es sich um Substanzen, die der Literatur nach
in Aquakulturen eingesetzt wurden und Antibiotika, die fiir andere
veterindrmedizinische Bereiche in Ecuador zugelassen waren sowie solche, die
ausschliefdlich in der Humanmedizin eingesetzt wurden.

Zu den Substanzen, deren Einsatz fiir Aquakulturen in der Literatur beschrieben wurde,
gehorten: Ampicillin, Amoxicillin, Ciprofloxacin, Gentamicin, Tetracyclin, Trimethoprim-
Sulfamethoxazol und Chloramphenicol (Holmstrom et al. 2003; Park et al. 2012). Fiir
andere veterindarmedizinische Bereiche in Ecuador zugelassen waren Ampicillin,
Amoxicillin-Clavulansdure, Ciprofloxacin, Gentamicin, Tetracyclin und Trimethoprim-
Sulfamethoxazol (Agrocalidad 2012).

Die Auswahl der Methode und der zu testenden Antibiotika erfolgte entsprechend den
Empfehlungen des Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2005; CLSI 2006;
CLSI 2007). Abweichungen von diesen Vorgaben gab es bei der Herstellung des
Inokulums und beim Beimpfen der Agarplatten.
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In Vorversuchen wurden verschiedene Isolate, die sich in einem Stammhaltungssystem
zur Langzeitlagerung von Mikroorganismen (Cryobank, Mast Group Ltd.) befanden, in
2 ml APW-Medium tberfiithrt und bei 35 °C fiir ca. 12 Stunden bebriitet. Von den so
hergestellten Fliissigkulturen wurden verschiedene Mengen auf Mueller-Hinton-
Agarplatten (BD Biosciences) gegeben, ausplattiert und fiir ca. 12 Stunden bebriitet. Der
Test ergab, dass durch die Verwendung von 100 ul Flissigkultur immer ein
gleichmafdiger Bakterienrasen erreicht wurde. Alle verwendeten Isolate wurden nach
diesem Verfahren angeziichtet.

Vor dem Aufbringen auf die Mueller-Hinton-Agarplatten wurden alle Fliissigkulturen
optisch auf Verunreinigungen untersucht. Nach dem Ausplattieren und Trocknen der
Platten wurde pro Isolat jeweils eine der vier Agarplatten mit den entsprechenden
Antibiotika-Testblattchen (Mast Group Ltd., Oxoid) bestempelt (DiscMaster™ 3
DISPENSER, Mast Group Ltd.). Nach dem Aufbringen wurden die Testbldttchen mit einer
sterilen Pinzette angedriickt und die Agarplatten innerhalb von 15 Minuten in einen
Brutschrank verbracht, wo sie fiir 16 bis 20 Stunden bei 35 °C inkubiert wurden.

Die Angaben zu den Herstellern und der Anordnung, in welcher die Antibiotikablattchen
aufgebracht wurden, zeigt Tabelle 32.

Die Auswertung der Platten erfolgte am darauf folgenden Tag durch Ausmessen der
Hemmhofe. Dazu wurde zunachst gepriift, ob sich ein gleichmafiiger Bakterienrasen
gebildet hatte. War das nicht der Fall, konnte die Probe nicht ausgewertet werden und
das Isolat wurde erneut angeziichtet und analysiert.

Zum Ausmessen der Hemmhofe wurden die Agarplatten von der Unterseite her
betrachtet und vor einen schwarzen nicht reflektierenden Hintergrund mit einer
dahinter liegenden Lichtquelle gehalten. Mit einem Lineal wurde der Durchmesser der
koloniefreien Zonen um die Testblattchen gemessen.

Die herangezogenen Grenzwerte entstammten den Empfehlungen des Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI 2005) (Tab. 32).

Tabelle 32. Fiir den Agardiffusionstest verwendete Antibiotika-Testblattchen und
Hemmhofgrenzwerte (mm)

Platte Antibiotikum Beladung Hemmbhofgroéfie [mm]
[ngl S I R
1 Ampicillin 10 =17 14-16 <13
1 Amoxicillin-Clavulansaure 20/10 =18 14-17 <13
1 Ampicillin-Sulbactam 10/10 =15 12-14 <11
1 Piperacillin 100 =221 18-20 <17
1 Piperacillin-Tazobactam 100/10 =221 18-20 <17
1 Cefazolin 30 =18 15-17 <14
2 Cefepim 30 =18 15-17 <14
2 Cefotaxim 30 223 15-22 <14
2 Cefoxitin 30 =18 15-17 <14
2 Ceftazidim 30 =18 15-17 <14
2 Cefuroxim-Natrium 30 =18 15-17 <14
2 Cephalothin 30 =18 15-17 <14
3 Imipenem 10 =16 14-15 <13
3 Meropenem 10 =16 14-15 <13
3 Amikacin 30 =17 15-16 <14

Tabelle 32 wird auf der nachsten Seite fortgefiihrt.
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Platte Antibiotikum Beladung Hemmbhofgroéfie [mm]
[ng] S I R
3 Gentamicin 10 =15 13-14 <12
3 Tetracyclin 30 =19 15-18 <14
3 Ciprofloxacin 5 =221 16-20 <15
4 Levofloxacin 5 =217 14-16 <13
4 Ofloxacin 5 =16 13-15 <12
4 Chloramphenicol 30 =18 13-17 <12
4 Trimethoprim-Sulfamethoxazol 1,25/23,75 >16 11-15 <10

S-Sensibel; I-Intermediar; R-Resistent; mm:Millimeter; pg: Mikrogramm
4.7.3 Begriffserklirungen

Flr die im Rahmen der Antibiotikaresistenztestung erhobenen Ergebnisse (mm fir die
Hemmbhofdurchmesser) erfolgte eine Beurteilung anhand von Grenzwerten und eine
Einteilung in die Kategorien sensibel, intermedidr und resistent (RKI 2014). Diese
Kategorien sind nach der weltweit giiltigen ISO 20776-1 wie folgt definiert:

Sensibel (S): ,Als sensibel gegen ein bestimmtes Antibiotikum wird ein Bakterienstamm
dann bezeichnet, wenn er in vitro von einer Konzentration dieses Wirkstoffs inhibiert
wird, die mit einer hohen therapeutischen Erfolgswahrscheinlichkeit assoziiert ist".
Intermediar (I): ,Als intermediar gegen ein bestimmtes Antibiotikum wird ein
Bakterienstamm dann bezeichnet, wenn er in vitro von einer Konzentration dieses
Wirkstoffs inhibiert wird, die mit einem unsicheren therapeutischen Ergebnis assoziiert
ist”.

Resistent (R): ,Als resistent gegen ein bestimmtes Antibiotikum wird ein
Bakterienstamm dann bezeichnet, wenn er in vitro von einer Konzentration dieses
Wirkstoffs inhibiert wird, die mit einer hohen Wahrscheinlichkeit des
Therapieversagens assoziiert ist".

Bei Multiresistenz handelt es sich um die gleichzeitige Unempfindlichkeit von Bakterien
gegeniiber mehr als einem antimikrobiellen Wirkstoff (Werckenthin et al. 2005).

4.8 Statistische Auswertung

Flr die Bearbeitung und statistische Auswertung der Daten wurden Microsoft Excel und
Stata/SE 12.0 genutzt. Der Einfluss von Produktions- und Managementfaktoren auf das
Vorkommen von Vibrio spp. in Shrimps aus Aquakulturen wurde durch die Berechnung
des Quotenverhdltnisses (odds ratio) mit einem 95 %-Konfidenzintervall und des
Signifikanzwertes (p-Wert) mithilfe eines Odds Ratio Rechners (MedCalc Software bvba)
ermittelt. Das Quotenverhaltnis ist eine statistische Maf3zahl fiir den Zusammenhang
einer Exposition und einem Merkmal. Das Quotenverhaltnis vergleicht die Chancen
(odds) fiir das Auftreten eines Merkmals, zum einen, wenn eine Exposition vorliegt und
zum anderen, wenn keine Exposition vorliegt (Szumilas 2010). Ein Quotenverhaltnis < 1
gibt an, dass die Chancen der ersten Gruppe hoher sind, das untersuchte Merkmal
aufzuweisen. Ein Quotenverhdltnis > 1 gibt an, dass die Chancen der ersten Gruppe
niedriger sind, das untersuchte Merkmal aufzuweisen. Betragt der Wert des
Quotenverhaltnisses 1, gibt es keinen Unterschied zwischen den Chancen beider
Gruppen (Ackermann et al 2013). Das 95 %-Konfidenzintervall erlaubt eine
Einschatzung der Genauigkeit des Quotenverhaltnisses. Auf eine hohe Genauigkeit des
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Quotenverhaltnisses deutet ein Konfidenzintervall hin, das einen kleinen Wertebereich
einschliefdt. Ein Konfidenzintervall, das einen grofien Wertebereich einschliefst, deutet
hingegen auf eine geringe Prazision des Quotenverhaltnisses hin. Eine Aussage liber die
statistische Signifikanz lasst sich durch das Quotenverhaltnis nicht eindeutig ableiten.
Diese wird durch den Signifikanzwert bestimmt (Szumilas 2010).
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5 Ergebnisse

5.1 Pravalenz von Vibrio spp. in Shrimps aus Ecuador
5.1.1 Einzelhandel und Aquakulturen

Das Vorkommen von mindestens einer Vibrio sp. wurde bei 219 (95,6 %) der 229
untersuchten Proben nachgewiesen. Die Pravalenzen fiir die einzelnen Spezies sind in
Tabelle 33 dargestellt. Den grofdten Anteil zeigte die Spezies V. parahaemolyticus mit
80,8 %, gefolgt von V. alginolyticus (50,2 %), V.cholerae (11,4 %) und V. vulnificus
(3,5 %). Die Spezies V. mimicus konnte in keiner der untersuchten Proben nachgewiesen
werden.

Tabelle 33. Privalenz von Vibrio spp. in Shrimps aus dem Einzelhandel und Aquakulturen

Vibrio sp. Privalenz

V. alginolyticus 50,2 %
(115/229)

V. cholerae 11,4 %
(26/229)

V. parahaemolyticus 80,8 %
(185/229)

V. vulnificus 3.5%
(8/229)

V. mimicus 0%
(0/229)

5.1.2 Multiple Vibrio spp.

Der Nachweis multipler Vibrio spp. erfolgte fiir 45,9 % aller Proben. Ausschliefilich eine
Vibrio sp. wurde bei 49,8 % der untersuchten Proben beider Probengruppen detektiert
(Tab. 34).

Tabelle 34. Priavalenz multipler Vibrio spp. in Proben aus dem Einzelhandel und Aquakulturen

Multiple Vibrio spp. Privalenz

1 Vibrio sp. 49,8 %
(114/229)

> 2 Vibrio spp. 45,9 %
(105/229)

Von den 105 Proben mit multiplen Spezies fanden sich bei 92 Proben zwei Spezies, bei
13 Proben drei Spezies. Die Kombinationen der verschiedenen Vibrio spp. die
gemeinsam in einer Probe detektiert wurden, sind in Tabelle 35 dargestellt. Die am
haufigsten vorkommende Kombination bei zwei Spezies war mit 68,6 % V. alginolyticus
und V. parahaemolyticus. Bei drei Spezies wurde die Kombination aus V. alginolyticus,
V. cholerae und V. parahaemolyticus (7,6 %) am haufigsten nachgewiesen.
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Tabelle 35. Multiple Vibrio spp. in Proben aus dem Einzelhandel und Aquakulturen

Anzahl Vibrio spp. Kombination Haufigkeit [%]
2 Spezies V. alginolyticus, V. parahaemolyticus 68,6

V. parahaemolyticus, V. cholerae 13,3

V. parahaemolyticus, V. vulnificus 3,8

V. alginolyticus, V. vulnificus 1

V alginolyticus, V. orientalis 1
3 Spezies V. alginolyticus, V. cholerae, V. parahaemolyticus 7,6

V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus 1,9

V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. metschnikovii 1,9

V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. vulnificus 1

Betrachtete man die Probengruppen Einzelhandel und Aquakultur getrennt, ergab sich
fiir den Nachweis einer Vibrio sp. bei Proben aus dem Einzelhandel (49,3 %) und Proben
aus Aquakulturen (50 %) nahezu die gleiche Pravalenz.

Multiple Vibrio spp. konnten bei 39,4 % der aus dem Einzelhandel stammenden Proben
detektiert werden. Fiir Aquakultur-Shrimps lag dieser Anteil bei 48,7 %.

Beim Auftreten von zwei Spezies wurden V. alginolyticus und V. parahaemolyticus
gemeinsam in 75 % der Proben aus dem Einzelhandel mit multiplen Vibrio spp.
detektiert. Fiir Aquakultur-Shrimps lag der Anteil bei 66,2 %.

In Bezug auf drei gemeinsam nachgewiesene Vibrio spp. war die Kombination von
V. alginolyticus, V. cholerae und V. parahaemolyticus fiir beide Probengruppen, die am
haufigsten detektierte. Sie lag bei Proben aus dem Einzelhandel bei 7,1 % und bei
Proben von Aquakulturen bei 7,8 %. Unterschiede zeigten sich bei den Kombinationen,
die mit einer geringeren Haufigkeit nachgewiesen wurden (siehe Tab. 36, 37).

Tabelle 36. Multiple Vibrio spp. in Proben aus dem Einzelhandel

Anzahl Vibrio spp. Kombination Haufigkeit [%]
2 Spezies V. alginolyticus, V. parahaemolyticus 75

V. cholerae, V. parahaemolyticus 7,1

V. alginolyticus, V. orientalis 3,6
3 Spezies V. alginolyticus, V. cholerae, V. parahaemolyticus 7,1

V. alginolyticus, V. metschnikovii, V. parahaemolyticus 7,1

Tabelle 37. Multiple Vibrio spp. in Proben aus Aquakulturen

Anzahl Vibrio spp. Kombination Haufigkeit [%]
2 Spezies V. alginolyticus, V. parahaemolyticus 66,2

V. cholerae, V. parahaemolyticus 15,6

V. parahaemolyticus, V. vulnificus 5,2

V. alginolyticus, V. vulnificus 1,3
3 Spezies V. alginolyticus, V. cholerae, V. parahaemolyticus 7,8

V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus 2,6

V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. vulnificus 1,3
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5.1.3 Einzelhandel

In den aus dem Einzelhandel stammenden Proben (n=71) konnte in 45
V. parahaemolyticus (63,4 %) nachgewiesen werden. V. alginolyticus war mit 59,2 % die
am zweithaufigsten vorkommende Spezies. Auf V. cholerae entfiel ein Anteil von 7 %.
V. vulnificus und V. mimicus konnten in keiner Probe detektiert werden. Die Spezies
V. orientalis (1,4 %) und V. metschnikovii (2,8 %) wurden in einer bzw. in zwei Proben
nachgewiesen (Tab. 38). Das Vorkommen mindestens einer Vibrio sp. wurde bei 88,7 %
der Proben festgestellt. Die Proben aus dem Einzelhandel gliederten sich in Wildfange
(n = 23) und Aquakultur-Shrimps (n = 42) sowie sechs Proben ohne Herkunftsangabe.
Die als Wildfainge und Aquakultur-Shrimps Kklassifizierten Proben stammten von
Markstanden des Marktes ,El Arenal“ in Cuenca. Die Bezugsquelle der verkauften
Meeresfriichte war der Hafen ,Puerto Bolivar” in der Stadt Machala. Der Verkauf von
Shrimps erfolgte roh. Die Waren wurden gekiihlt transportiert, jedoch nicht tiefgefroren.
Beim Verkauf lagerten die Shrimps in separaten Gefaf3en lose auf Eis.

Die Proben ohne Herkunftsangabe wurden aus Supermarktfilialen gezogen. Es handelte
sich um rohe und gekochte Produkte, die jedoch alle zuvor und zum Teil noch zum
Zeitpunkt des Verkaufs tiefgefroren waren. Sie wurden in einer Kiihltheke lose auf Eis
angeboten. Die Bezugsquelle und die Herkunft waren nicht bekannt.

Die Pravalenz fiir mindestens eine Vibrio sp. lag fiir Wildfange bei 95,7 %. Aquakultur-
Shrimps zeigten zu 90,5 % das Vorkommen mindestens einer Vibrio sp. Proben aus
Supermarkten zeigten zu 50 % das Vorkommen mindestens einer Vibrio sp.

Tabelle 38. Privalenz von Vibrio spp. in Shrimps aus dem Einzelhandel nach Herkunft

Vibrio sp. Gesamt Wildfinge Aquakultur Unbekannt
V. alginolyticus 59,2 % 69,6 % 57,1 % 333%
(42/71) (16/23) (24/42) (2/6)
V. cholerae 7% 0% 9,5% 16,7 %
(5/71) (0/23) (4/42) (1/6)
V. parahaemolyticus 63,4 % 69,6 % 66,7 % 16,7 %
(45/71) (16/23) (28/42) (1/6)
V. vulnificus 0% 0% 0% 0%
(0/71) (0/23) (0/42) (0/6)
V. mimicus 0% 0% 0% 0%
(0/71) (0/23) (0/42) (0/6)
V. metchnikovii 2,8% 4,3 % 2,4 % 0%
(2/71) (1/23) (1/42) (0/6)
V. orientalis 1,4 % 0% 2,4 % 0%
(1/71) (0/23) (1/42) (0/6)

5.1.4 Aquakulturen

Bei den Proben, die direkt aus Aquakulturanlagen gezogen wurden, war
V. parahaemolyticus mit 88,6 %, die am haufigsten nachgewiesene Vibrio sp. Darauf
folgten V. alginolyticus mit 46,2 %, V. cholerae mit 13,3 % und V. vulnificus mit 5,1 %.
V. mimicus wurde nicht detektiert (Tab. 39). Der Anteil an Proben, fiir den mindestens
eine Vibrio sp. nachgewiesen wurde, betrug 98,7 %.

Die 19 beprobten Aquakulturanlagen variierten in ihrer Gréfie von drei bis 60 Becken
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bzw. zwischen einer Flache von 14-700 ha pro Aquakultur. Bei 14 Aquakulturen wurden
alle besetzten Becken beprobt. Bei fiinf Aquakulturen erstreckte sich die Probennahme

auf einen Teil der besetzten Becken. Die Anzahl der beprobten Becken belief sich auf
158.

Tabelle 39. Privalenz von Vibrio spp. in Shrimps aus Aquakulturen

Vibrio sp. Privalenz

V. alginolyticus 46,2 %
(73/158)

V. cholerae 13,3 %
(21/158)

V. parahaemolyticus 88,6 %
(140/158)

V. vulnificus 51%
(8/158)

V. mimicus 0%
(0/158)

5.1.4.1 Lokale Pravalenz

Die Pravalenzen der detektierten Vibrio spp. nach den Probennahmebezirken sind in
Abbildung 7 dargestellt. Aus Balao stammten 48 Proben. Aus den Bezirken Machala,
Tenguel und Isla Jambeli wurden entsprechend 27, 24 und 23 Proben entnommen. Fiir
Santa Rosa und Safando lag die Probenzahl bei 20 bzw. 16.

100% 100 100
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40%
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10%

0%

Pravalenz (%)

Safando Balao Tenguel  Machala Isla]Jambeli Santa Rosa

Probennahmebezirke

". V. alginolyticus V. cholerae # V. parahaemolyticus % V. vulnificus

Abbildung 7. Pravalenz von Vibrio spp. nach Probennahmebezirken

Die Abbildung stellt die Pravalenzen (%) von V.alginolyticus, V.cholerae, V.parahaemolyticus und
V. vulnificus fiir die jeweiligen Probennahmebezirke Balao, Safando, Machala, Isla Jambeli, Santa Rosa und
Tenguel dar. Die angegebenen Prozentwerte wurden gerundet. Aus den Bezirken Balao, Safando, Machala,
Isla Jambeli, Santa Rosa und Tenguel wurden entsprechend 48, 16, 27, 23, 20 und 24 Proben entnommen.

Isolate von V. alginolyticus wurden in Proben aus allen Bezirken detektiert. Der hochste
Anteil wurde bei Proben aus Machala (74,1 %) nachgewiesen, der geringste Anteil
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wurde bei Proben aus Tenguel (8,3 %) ermittelt.

V. cholerae wurde in fiinf der sechs Bezirke nachgewiesen (Balao, Machala, Isla Jambelj,
Santa Rosa, Tenguel). Die hochste Pravalenz (33,3 %) wurde in Tenguel ermittelt.

V. parahaemolyticus war in allen Bezirken die am hdaufigsten nachgewiesene Spezies.
Eine Pravalenz von 100 % zeigten Proben von der Isla Jambeli und aus Tenguel. Den
geringsten Anteil an V. parahaemolyticus wiesen Proben aus Safando (81,3 %) auf.
[solate von V. vulnificus fanden sich in Proben aus Safando (6,3 %), Santa Rosa (10 %)
und Tenguel (20,8 %).

5.2 Molekularbiologische Charakterisierung

5.2.1 Codierung von Virulenzgenen
5.2.1.1 Vibrio cholerae

Die Codierung von Virulenzgenen fiir V.cholerae-Isolate wurde anhand einer an
Nandietal (2000) angelehnten PCR untersucht. Keines der untersuchten Isolate
(n=29) zeigte ein positives Ergebnis fiir das Vorhandensein der A-Untereinheit des
Choleratoxin-codierenden Gens ctxA.

5.2.1.2 Vibrio parahaemolyticus

Flur V. parahaemolyticus erfolgte eine Untersuchung auf das Vorkommen der tdh und trh
Gene. Keines der untersuchten Isolate (n = 460) erwies sich als Trager von tdh und trh.

5.2.2 Serotypisierung
5.2.2.1 Vibrio cholerae

Eine Untersuchung auf die Zugehorigkeit zu den pandemischen Serogruppen 01 und
0139 wurde mittels eines von Rivera et al. (2003) entwickelten PCR-Systems
durchgefiihrt. Keines der untersuchten Isolate (n = 29) wurde den Serogruppen O1 oder
0139 zugeordnet.

5.2.2.2 Vibrio parahaemolyticus

Flr 328 Isolate der Spezies V. parahaemolyticus erfolgte eine Zuordnung zu den zwolf
somatischen Oberflachenantigenen (01-012) (Tab. 40). Verwendet wurde hierfiir ein
von Chen et al. (2012) entwickeltes PCR-System. Unter allen Isolaten konnten elf der
zwolf Serogruppen detektiert werden. Die Serogruppe 012 wurde nicht nachgewiesen.
Der grofdte Anteil entfiel auf die Serogruppe 011 (39,9 %). 01 wurde bei 17,1 % der
[solate detektiert. 02 wurde bei 9,8 % der Isolate nachgewiesen. Auf die Serogruppen
03, 05 und 08 entfielen entsprechend 6,7 %, 6,4 % und 6,4 %. Die Serogruppen 04
(2,1 %), 06 (3,7 %), 07 (3,4 %), 09 (2,1 %) und 010 (2,4 %) wurden nur bei einem
geringen Teil der Isolate nachgewiesen.
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Tabelle 40. Serogruppen der V. parahaemolyticus-Isolate

Serogruppe Privalenz
01 17,1 %
(56/328)
02 9,8 %
(32/328)
03 6,7 %
(22/328)
04 2,1%
(7/328)
05 6,4 %
(21/328)
06 3,7%
(12/328)
07 34 %
(11/328)
08 6,4 %
(21/328)
09 2,1%
(7/328)
010 2,4 %
(8/328)
011 399%
(131/328)
012 0%
(0/328)

5.3 Datenerhebung zu Produktions- und Managementfaktoren in
Aquakulturen

Tabelle 41 gibt einen Uberblick iiber die Produktions- und Managementfaktoren von 18
der untersuchten Aquakulturen. Die Daten einer der 19 beprobten Aquakulturen
wurden aufgrund von unvollstindigen Angaben bei der Datenerhebung fiir die
Auswertung der Produktions- und Managementfaktoren nicht berticksichtigt. Die Grofde
der Aquakulturen variierte stark und reichte von sehr kleinen Aquakulturen mit 14
Hektar, drei Becken und zwei Arbeitern bis zu 700 Hektar, 60 Becken und 60 Arbeitern.
Fir die Herkunft der Larven wurden zehn verschiedene Larvenzuchtanlagen genannt.
Weitere Angaben zur Anzahl der Larven, die pro Hektar ausgebracht wurden (10.000-
110.000), zur Zyklusdauer (90-180 Tage) und zum Ertrag (1,59-4,54 t/ha/Jahr) wurden
erhoben. Der Sauerstoffgehalt der Becken wurde bei 15 Aquakulturen ausschliefdlich
tiber Wasserwechsel (< 1-3 % Beckenvolumen/Tag) (Sonnenholzner et al. 2002)
reguliert. Die Anwendung von Antibiotika wurde von sechs Aquakulturbetreibern
angegeben. Kaum Unterschiede gab es in Bezug auf die Probiotikaverwendung, die nur
in einer Aquakultur nicht erfolgte. Die Mehrheit der befragten Aquakulturbetreiber
(n=16) gab an, den Gesundheitszustand der Larven zu untersuchen. Ein ,all-in, all-out”-
System erfolgte bei acht Aquakulturen. Alle Aquakulturen verwendeten die Shrimps-
Spezies L. vannamei, kommerzielles Futtermittel, Brackwasser in den Zuchtbecken und
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fiihrten Qualitatskontrollen wahrend der Zucht durch. Der pH-Wert und die Salinitadt des
Wassers variierten in Abhangigkeit von der geografischen Lage der Aquakulturanlagen
sowie dem Beprobungszeitpunkt. Die Auswertungen beziehen sich in diesen beiden
Punkten entsprechend auf 17 (134 Becken) bzw. 15 (135 Becken) Aquakulturen. Die
Wassertemperatur der Zuchtbecken wurde auf jeder Aquakulturanlage gemessen.

Tabelle 41. Produktions- und Managementfaktoren der untersuchten Aquakulturen

Produktionsfaktoren Ergebnisse aller Aquakultur-Farmen
Grofde (ha) 14-700

Anzahl Becken 3-60

Arbeiter 2-60

Spezies Litopenaeus vannamei
Larvenzuchtanlage (Herkunft der Larven) 10

Larven/ha 10.000-110.000

ZyKlus-Zeiten in Tagen 90-180

Produktion (t/ha/Jahr) 1,59-4,54

Fiitterung Kommerzielles Futtermittel
Beliiftung der Becken

Wasserwechsel 15% (134)**
Paddel 1* (8)**
Wasserwechsel&Paddel 2% (12)**
Antibiotika

Ja 6* (34)**
Nein 12* (120)**
Probiotika

Ja 17* (146)**
Nein 1* (8)**
Qualitiatskontrollen wihrend der Zucht

Ja 18* (154)**
Nein 0
Zuchtsystem

All-in, all-out 8* (44)**
Multiple Altersgruppen 10* (110)**
Untersuchung der Larven

Ja 16* (126)**
Nein 2% (28)**
Wasser der Becken Brackwasser
pH 6,5-8,5
Salinitit (ppt) 5-35
Temperatur (°C) 23,5-32

ha: Hektar; t: Tonne; ppt: Promille; °C: Grad Celsius; *Anzahl der Aquakultur-Farm, **Anzahl der Becken

5.3.1 Einfluss der Produktions- und Managementfaktoren auf das Vorkommen von
Vibrio spp.

Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Produktions- und Managementfaktoren
von Shrimps-Aquakulturen auf das Vorkommen von V.alginolyticus, V.cholerae,
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V. parahaemolyticus und V. vulnificus sind im Folgenden dargestellt. Die Tabelle 42 stellt
die Produktionsfaktoren dar, fiir welche ein signifikanter Einfluss auf die Pravalenz von
Vibrio spp. festgestellt wurde. Es wird die Anzahl der Proben wiedergegeben, die unter
die festgelegten Grenzwerte fielen. Fiir die jeweilige Vibrio sp. ist die Anzahl der Proben
mit einem positiven Nachweis der entsprechenden Spezies und der Pravalenz fiir die
untersuchten Faktoren angegeben. Das Quotenverhdltnis (odds ratio) gibt Auskunft
tiber die Stirke des Zusammenhangs der untersuchten Faktorenmerkmale. Die
Auswertungen der Uubrigen Produktions- und Managementfaktoren, fiir die kein
signifikanter Einfluss auf die Pravalenz von Vibrio spp. festgestellt wurde, sind im
Anhang (Tab. 52-55) aufgefiihrt.

Tabelle 42. Einfluss verschiedener Produktions- und Managementfaktoren auf das Vorkommen
von Vibrio spp.

Vibrio sp. Anzahl der Nachweis Pravalenz 0Odds Ratio

Produktionsfaktoren Proben von von (95 % Konfidenzintervall

) p-Wert
Vibrio sp. Vibrio sp.

V. alginolyticus

Grofde (ha)

=150 70 38 54,3 % 1,93 (1,01-3,68) 0,046
<150 84 32 381 %

Probiotika

Ja 146 62 42,5 % 0,04 (0,003-0,77) 0,03
Nein 8 8 100 %

Salinitét (ppt)*2

<25 51 13 255% 0,39 (0,18-0,83) 0,01
> 25 83 39 47 %

Temperatur (°C)

> 28 92 25 27,2% 0,14 (0,07-0,29) 0,0001
<28 62 45 72,6 %

V. cholerae

pH-Wert"!

<8 121 13 10,7 % 0,16 (0,05-0,54) 0,003
>8 14 6 42,9 %

Salinitét (ppt)*2

<25 51 15 29,4 % 6,5 (2,19-19,26) 0,0007
>25 83 5 6%

Temperatur (°C)

> 28 92 17 18,5 % 3,29 (1,05-10,30) 0,04
<28 62 4 6,5 %

V. parahaemolyticus

Grofde (ha)
=150 70 58 82,9 % 0,31 (0,10-0,92) 0,03
<150 84 79 94 %

Tabelle 42 wird auf der nachsten Seite fortgefiihrt.
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Vibrio sp. Anzahl der Nachweis Pravalenz 0Odds Ratio

Produktionsfaktoren Proben von von (95 % Konfidenzintervall) p-Wert
Vibrio sp. Vibrio sp.

Temperatur (°C)
=28 92 90 97,8 % 14,36 (3,15-65,47) 0,0006
<28 62 47 75,8 %

V. vulnificus

Salinitét (ppt)*2

<25 51 7 13,7 % 13,05 (1,55-109,46) 0,02
> 25 83 1 1,2 %

ha: Hektar; ppt: Promille; °C: Grad Celsius; *! ausgewertet fiir 15 Aquakulturen (135 Becken); *2
ausgewertet fiir 16 Aquakulturen (134 Becken)

Ein signifikanter Einfluss auf die Pravalenz von mindestens einer Vibrio sp. wurde fur
die Aquakulturgrofie in Hektar, den Einsatz von Probiotika sowie die Salinitdt, die
Temperatur und der pH-Wert des Wassers detektiert.

Die Grofde der Aquakulturen zeigte einen signifikanten Einfluss auf die Pravalenz von
V. alginolyticus und V. parahaemolyticus. Fir V. alginolyticus lag das Quotenverhaltnis bei
1,93 (1,01-3,68). Damit zeigten Aquakulturen mit einer Gréf3e von 150 ha oder mehr,
ein signifikant hoheres Auftreten von V. alginolyticus. Fir V. parahaemolyticus zeigten
Aquakulturen mit einer Grofie von weniger als 150 ha ein signifikant hoéheres
Vorkommen. Das Quotenverhaltnis betrug 0,31 (0,10-0,92).

Die Verwendung von Probiotika war mit einem signifikant niedrigeren (p = 0,03)
Vorkommen von V. alginolyticus assoziiert. Das Quotenverhaltnis betrug 0,04 (0,003-
0,77).

Das Quotenverhaltnis fiir den pH-Wert von 0,16 (0,05-0,54) wies darauf hin, dass ein
pH-Wert von mehr als 8 das Vorkommen von V. cholerae signifikant verstarkte.

Die Salinitdt zeigte einen signifikanten Einfluss auf das Vorkommen von V. alginolyticus,
V. cholerae und V. vulnificus. Bei einer Salinitdit von mehr als 25 ppt zeigte sich eine
hohere Pravalenz von V. alginolyticus. Das Quotenverhaltnis betrug 0,39 (0,18-0,83). Bei
einem Salzgehalt von 25 ppt oder darunter zeigte sich ein signifikant hoheres Auftreten
von V. cholerae und V. vulnificus. Das Quotenverhaltnis fiir V. cholerae lag bei 6,5 (2,19-
19,26). Fur V. vulnificus betrug das Quotenverhaltnis 13,05 (1,55-109,46).

Flr die Temperatur wurde ein signifikanter Einfluss auf V. alginolyticus, V. cholerae und
V. parahaemolyticus detektiert. Temperaturen unterhalb von 28 °C begiinstigten das
Auftreten von V. alginolyticus. Das Quotenverhaltnis fiir diesen Produktionsfaktor betrug
0,14 (0,07-0,29). Fiir V. cholerae und V. parahaemolyticus zeigte sich ein signifikant
hoheres Vorkommen bei Temperaturen von 28 °C oder dartiber. Fiir V. cholerae betrug
das Quotenverhdltnis 3,29 (1,05-10,30). Fir V. parahaemolyticus lag das
Quotenverhaltnis bei 14,36 (3,15-65,47).

5.3.2 Einfluss der Larvenzuchtanlage auf das Vorkommen von Vibrio spp.

Die im Rahmen der Datenerhebung erfassten Herkunftsangaben der verwendeten
Larven beinhalteten zehn Larvenzuchtanlagen (Tab. 41). Die Bezugsquelle der Larven
von einem Grofdteil der beprobten Becken (68,2%) liefd sich dabei auf vier
Larvenzuchten (1-4) zuriickfiihren. Fiir die restlichen 49 Becken (31,8 %) wurde die
Herkunft der Larven unter ,andere“ zusammengefasst, darunter zwei Aquakulturen, die
keine Aussage zur Herkunft der Larven machen konnten. Abbildung 8 stellt die
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Pravalenzen von V. alginolyticus, V. cholerae, V. parahaemolyticus und V. vulnificus fur
vier Larvenzuchtanlagen (1-4) dar. Aus der Larvenzuchtanlage 1 stammten die Larven
von 20 Proben. Die Larvenzuchten 2, 3 und 4 waren der Herkunftsort von entsprechend
28, 47 und zehn Proben.
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Abbildung 8. Privalenz von Vibrio spp. in Shrimps aus verschiedenen Larvenzuchtanlagen
Dargestellt ist die Pravalenz von Vibrio spp. in Shrimps aus vier Larvenzuchtanlagen (1-4). Unter ,andere”
sind Proben unterschiedlicher Herkunft zusammengefasst. Die angegebenen Prozentwerte wurden
gerundet. Die Larvenzuchten 1, 2, 3 und 4 waren der Herkunftsort von entsprechend 20, 28, 47 und zehn
Proben. Unter ,andere” ist die Herkunft von 49 Proben zusammengefasst.

Flir Proben, deren Larven aus Larvenzuchtanlage 1 stammten, zeigte V. alginolyticus mit
90 % die hochste Pravalenz. V. parahaemolyticus wurde in 70 % der Proben detektiert
und auf V. cholerae entfiel ein Anteil von 5 %. V. vulnificus wurde nicht nachgewiesen.
Die urspriinglich aus Larvenzucht 2 stammenden Proben zeigten zu 96,4 % ein
Vorkommen von V. parahaemolyticus. Der Anteil von V. alginolyticus-positiven Proben
lag bei 35,7 %. Ein Nachweis von V. cholerae und V. vulnificus erfolgte entsprechend in
14,3 % und 3,6 % der Proben. Die hdchste Pravalenz lag bei Larvenzucht 3 ebenfalls bei
V. parahaemolyticus (95,7 %). Darauf folgten V. alginolyticus (27,7 %), V.cholerae
(12,8 %) und V. vulnificus (8,5 %). Fiir Larvenzucht 4 zeigten V. alginolyticus (70 %) und
V. parahaemolyticus (70 %) die gleiche Pravalenz. V. cholerae wurde in 10 % der Proben
gefunden. Fir V.vulnificus erfolgte kein Nachweis. Bei den wunter ,andere”
zusammengefassten Proben zeigte V. parahaemolyticus einen Anteil von 89,8 %. Die
Pravalenzen von V. alginolyticus, V. cholerae und V. vulnificus betrugen entsprechend
44,9 %, 18,4 % und 6,1 %.

5.4 Akutes Hepatopankreatisches Nekrose-Syndrom

V. parahaemolyticus-Stamme (n = 188) wurde mittels einer von Flegel und Lo (2014)
entwickelten PCR-Methode auf die Anwesenheit des Plasmids hin untersucht, welches
bei AHPNS-auslésenden V. parahaemolyticus-Stammen identifiziert wurde. Fiir alle in
die Untersuchung einbezogenen Stamme wurden jeweils die Primer-Sets AP1 und AP2
verwendet. Bei keinem der untersuchten Isolate ergab sich ein positives Resultat. Sechs
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Isolate, die aus dem Einzelhandel stammten, zeigten bei der Verwendung des Primer-
Sets AP2 Banden bei 400 bp, 300 bp oder 150 bp. Diese Ergebnisse wurden als negativ
gewertet. Dieselben Isolate zeigten unter Verwendung des Primer-Sets AP1 keine
Amplifikate.

5.5 Antibiotikaresistenz
5.5.1 Resistenzprofile der untersuchten Isolate

Mittels des Agardiffusionstests wurden 245 Isolate der Spezies V. alginolyticus (n = 67),
V. cholerae (n=16), V. parahaemolyticus (n=154) und V. vulnificus (n=8) auf ihre
Empfindlichkeit gegeniiber 22 Antibiotika aus sechs Stoffgruppen gepriift.

Von den 245 untersuchten Isolaten zeigten 235 (95,9 %) mindestens eine Resistenz.
Insgesamt 75,9 % der Isolate erwiesen sich als multiresistent, resistent gegeniiber
einem Antibiotikum waren 20 %. Die Beladung der Antibiotika-Testblattchen und die
herangezogenen Grenzwerte zur Auswertung sind in Tabelle 32 dargestellt. Abbildung 9
stellt die resistenten und intermedidren Isolate fiir die Gesamtheit der getesteten Isolate
dar. Die Tabellen 43-46 geben die Resistenzprofile fiir V. alginolyticus, V. cholerae,
V. parahaemolyticus und V. vulnificus getrennt betrachtet wieder. Die angegebenen
Prozentwerte beziehen sich auf die Anzahl der Isolate, die von der jeweiligen Vibrio sp.
getestet wurden.

In Betrachtung aller getesteten Isolate wurde fiir jedes der 22 Antibiotika mindestens
ein resistentes Isolat registriert (Abb. 9).

Auf die Stoffgruppe der Beta-Lactam-Antibiotika entfiel der grofite Anteil (61,7 %) der
detektierten Resistenzen. Die Anteile an resistenten Isolaten fiir Stoffe aus den Gruppen
der Aminoglycoside und Tetracycline betrugen entsprechend 14,7 % und 15,2 %. Die
Stoffgruppen mit deutlich geringeren Resistenzen waren Chinolone (6,6 %),
Sulfonamide (1,5 %) und Chloramphenicol (0,4 %).
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Abbildung 9. Anteil resistenter und intermediérer Isolate

Die Abbildung stellt den Anteil resistenter und intermediérer Vibrio spp.-Isolate gegeniiber 22 Antibiotika
dar. Die angegebenen Prozentwerte sind, ausgenommen fiir die beiden zuletzt genannten Antibiotika,
gerundet.

AMP: Ampicillin; AMC: Amoxicillin-Clavulansdure; SAM: Ampicillin-Sulbactam; PRL: Piperacillin; PTZ: Piperacillin-
Tazobactam; CZ: Cefazolin; CPM: Cefepim; CTM: Cefotaxim; FOX: Cefoxitin; CAZ: Ceftazidim; CXM: Cefuroxim-Natrium;
KF: Cephalothin; IMI: Imipenem; MEM: Meropenem; AK: Amikacin; GM: Gentamicin; TE: Tetracyclin; CIP:
Ciprofloxacin; LEV: Levofloxacin; OFX: Ofloxacin; CL: Chloramphenicol; SXT: Trimethoprim-Sulfamethoxazol

Bezogen auf die einzelnen Antibiotika war Ampicillin das Antibiotikum, auf das die
grofdite Zahl an Isolaten unempfindlich reagierte. Bei der von uns genutzten
Konzentration zeigten 214 (87,3 %) der 245 getesteten Isolate eine Resistenz gegeniiber
Ampicillin und wurden in ihrem Wachstum nicht gehemmt. Tetracyclin folgte an zweiter
Stelle mit 104 resistenten Isolaten (42,4 %), Piperacillin lag mit 33,1 % (n=81) an
dritter Stelle. Amikacin und Gentamicin gehoérten mit 22,9 % und 18,4 %, gefolgt von
Cefazolin (17,1 %), Cephalothin (13,9 %) und Ciprofloxacin (11 %) zu den Antibiotika
mit einem nennenswerten Anteil an Resistenzen. Alle Weiteren lagen unter 10 % (Abb.
9).

Ciprofloxacin (48,2 %) wies die grofdte Anzahl als intermediar eingestufter Ergebnisse
auf. Fiir Amikacin zeigten 44,9 % der Isolate eine intermedidre Reaktion, gefolgt von
Gentamicin mit 36,7 %. Fiir Cephalothin (35,9 %), Cefazolin (32,7 %), Cefoxitin (29,4 %)
und Cefuroxim-Natrium (29 %) zeigten jeweils mehr als 70 Isolate eine intermediare
Reaktion. Fiir Ampicillin (5,7 %), Tetracyclin (5,3 %) und Piperacillin (17,6 %) lag nur
eine geringe Anzahl an intermedidren Isolaten vor.

Die wenigsten Resistenzen zeigten sich fiir Imipenem (0,4 %) und Meropenem (0,4 %).
Flir beide Substanzen wurde jeweils ein Isolat detektiert, das unempfindlich war und
entsprechend zwei Isolate und ein Isolat, die intermediar waren. Gegentliber Ampicillin-
Sulbactam (0,8 %), Cefepim (0,8 %) und Cefotaxim (0,8 %) zeigten jeweils zwei Isolate
Resistenzen. Die Anzahl der intermedidren Reaktionen variierte mit sieben bzw. acht
Isolaten bei Cefepim und Ampicillin-Sulbactam, bis zu 35 bei Cefotaxim. Resistent
gegentiber Chloramphenicol (1,2 %) waren drei Isolate. Der Anteil an intermediaren
[solaten lag ebenfalls bei drei Isolaten (1,2 %).
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5.5.1.1 Vibrio alginolyticus

Es wurden 67 V.alginolyticus-Isolate untersucht. Fiir 21 der getesteten Antibiotika
wurde mindestens ein resistentes Isolat ermittelt (Tab. 43). Insgesamt zeigten 64 Isolate
(95,5 %) gegeniiber mindestens einem Antibiotikum eine Resistenz, der Grofteil
gegeniiber mehreren Antibiotika (Tab. 48).

Die grofdte Haufung an Resistenzen fand sich fiir V. alginolyticus bei Ampicillin (92,5 %),
Piperacillin (67,2 %) und Tetracyclin (31,3 %). Auf die Substanzen Cefazolin (29,9 %),
Cephalothin (28,4 %), Amikacin (28,4 %) und Ciprofloxacin (25,4 %) reagierte mehr als
ein Viertel der Isolate unempfindlich. Fiir die restlichen Antibiotika lagen die Werte mit
0% bis 20,9 % deutlich darunter. Gegeniliber Imipenem reagierte keines der Isolate
resistent. Ein Isolat wurde als intermediar eingestuft.

Eine intermedidare Reaktion zeigten die meisten V. alginolyticus-Isolate gegeniiber
Ciprofloxacin (62,7 %). Fiir Cephalothin lag der Anteil bei 46,3 %, gefolgt von Cefazolin,
Amikacin und Gentamicin mit jeweils 35,8 %.

Tabelle 43. Resistenzprofil der V. alginolyticus-Isolate (n = 67)

V. alginolyticus

Antibiotikum R I S
Anzahl Anteil Anzahl Anteil Anzahl Anteil
Ampicillin 62 92,5% 3 4,5% 2 3%
Piperacillin 45 67,2 % 11 16,4 % 11 16,4 %
Tetracyclin 21 31,3 % 5 7,5% 41 61,2 %
Cefazolin 20 299 % 24 358% 23 343 %
Cephalothin 19 28,4 % 31 46,3 % 17 254 %
Amikacin 19 28,4 % 24 358% 24 358%
Ciprofloxacin 17 254 % 42 62,7 % 8 11,9 %
Gentamicin 14 20,9 % 24 358% 29 43,3 %
Cefuroxim-Natrium 8 11,9 % 22 32,8% 37 552 %
Trimethoprim- 6 9% 6 9% 55 82,1 %
Sulfamethoxazol
Cefoxitin 5 7,5 % 19 28,4 % 43 64,2 %
Levofloxacin 5 7,5 % 11 16,4 % 51 76,1 %
Amoxicillin-Clavulansiure 4 6 % 10 14,9 % 53 79,1 %
Ofloxacin 4 6 % 15 22,4% 48 71,6 %
Piperacillin-Tazobactam 3 4,5% 5 7,5 % 59 88,1 %
Ampicillin-Sulbactam 2 3% 4 6% 61 91 %
Cefotaxim 2 3% 19 28,4 % 46 68,7 %
Ceftazidim 2 3% 4 6% 61 91 %
Cefepim 1 1,5 % 4 6% 62 92,5%
Meropenem 1 1,5 % 1 1,5 % 65 97 %
Chloramphenicol 1 1,5 % 2 3% 64 95,5%
Imipenem 0 0% 1 1,5 % 66 98,5 %

R-Resistent; I-Intermediar; S-Sensibel
5.5.1.2 Vibrio cholerae

Bei der Untersuchung von V.cholerae-Isolaten wurden gegenliber zehn der 22
getesteten Antibiotika Resistenzen registriert (Tab. 44). Von den 16 untersuchten
Isolaten erwiesen sich zwolf (75 %) als resistent gegeniiber einer oder mehreren der
getesteten Substanzen (Tab. 48).
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Eine Ampicillinresistenz wiesen 37,5 % der Isolate auf. Fir Cefazolin (25 %) und
Cephalothin (25 %) wurden jeweils vier resistente Isolate detektiert. Fiir die restlichen
Antibiotika lag die Anzahl an resistenten Isolaten bei eins (6,3 %) bis drei (18,8 %).

Eine intermedidre Reaktion zeigte sich bei 17 Substanzen. Die grofdte Anzahl an
intermedidren Isolaten wurde fiir Cefoxitin (31,3 %) detektiert. Fiir die weiteren
Antibiotika lag der Anteil unter 20 %.

Tabelle 44. Resistenzprofil der V. cholerae-Isolate (n = 16)

.. V. cholerae
Antibiotikum R I S
Anzahl Anteil Anzahl Anteil Anzahl Anteil
Ampicillin 6 37.5% 3 18,8 % 7 43,8 %
Cefazolin 4 25% 3 18,8 % 9 56,3 %
Cephalothin 4 25% 2 12,5 % 10 62,5%
Piperacillin 3 18,8 % 2 12,5 % 11 68,8 %
Amikacin 2 12,5 % 1 6,3 % 13 81,3 %
Tetracyclin 2 12,5 % 1 6,3 % 13 81,3 %
Amoxicillin-Clavulansaure 1 6,3 % 2 12,5 % 13 81,3 %
Cefepim 1 6,3 % 0 0% 15 93,8 %
Ceftazidim 1 6,3 % 1 6,3 % 14 87,5 %
Cefuroxim-Natrium 1 6,3 % 2 12,5 % 13 81,3 %
Ampicillin-Sulbactam 0 0% 2 12,5 % 14 87,5 %
Piperacillin-Tazobactam 0 0% 2 12,5 % 14 87,5 %
Cefotaxim 0 0% 3 18,8 % 13 81,3 %
Cefoxitin 0 0% 5 31,3% 11 68,8 %
Imipenem 0 0% 1 6,3 % 15 93,8 %
Meropenem 0 0% 0 0% 16 100 %
Gentamicin 0 0% 3 18,8 % 13 81,3 %
Ciprofloxacin 0 0% 1 6,3 % 15 93,8 %
Levofloxacin 0 0% 0 0% 16 100 %
Ofloxacin 0 0% 0 0% 16 100 %
Chloramphenicol 0 0% 0 0% 16 100 %
Trimethoprim- 0 0% 1 6,3 % 15 93,8 %
Sulfamethoxazol

R-Resistent; I-Intermediar; S-Sensibel
5.5.1.3 Vibrio parahaemolyticus

Die 154 untersuchten V. parahaemolyticus-Isolate reprasentierten die grofdte Gruppe
innerhalb dieser Untersuchung. Es fanden sich bei 98,7 % von ihnen Resistenzen gegen
mindestens ein Antibiotikum (Tab. 48). Bei 18 der 22 Antibiotika kam jeweils
mindestens ein Isolat vor, das unempfindlich reagierte (Tab. 45).

Das Antibiotikum, fiir das die meisten Resistenzen auftraten, war Ampicillin (92,2 %).
An zweiter Stelle lag Tetracyclin mit 51,3 % der getesteten Isolate. Gegenliber Amikacin
waren 22,1 % der Isolate resistent. Das Auftreten von Resistenzen lag fiir Piperacillin bei
20,1 %, fir Gentamicin bei 19,5 % und fiir Cefazolin bei 11,7 %. Fiir alle weiteren
Antibiotika lag der Anteil an resistenten Isolaten unter 10 %.

Intermediar reagierende Isolate kamen bei 20 der 22 getesteten Antibiotika vor. Die
grofdten Anteile entfielen auf Amikacin (54,5 %), Ciprofloxacin (46,8 %) und Gentamicin
(40,3 %). Fiir Cephalothin (35,1 %), Cefazolin (33,8 %), Cefoxitin (29,9 %) und
Cefuroxim-Natrium (29,9 %) zeigten entsprechend 54, 52 und 46 Isolate eine
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intermedidre Reaktion. Fiir die anderen Antibiotika lag der Anteil intermediarer Isolate
unter 20 %.

Tabelle 45. Resistenzprofil der V. parahaemolyticus-Isolate (n = 154)

V. parahaemolyticus

Antibiotikum R I S
Anzahl Anteil Anzahl Anteil Anzahl Anteil
Ampicillin 142 92,2% 8 52% 4 2,6 %
Tetracyclin 79 51,3% 7 4,5 % 68 44,2 %
Amikacin 34 22,1% 84 54,5 % 36 23,4%
Piperacillin 31 20,1 % 30 19,5 % 93 60,4 %
Gentamicin 30 19,5 % 62 40,3 % 62 40,3 %
Cefazolin 18 11,7 % 52 338% 84 54,5 %
Cephalothin 11 7,1% 54 351% 89 57,8%
Ciprofloxacin 10 6,5 % 72 46,8 % 72 46,8 %
Cefoxitin 7 4,5% 46 299 % 101 65,6 %
Piperacillin-Tazobactam 5 3.2% 6 3,9% 143 92,9 %
Ofloxacin 5 3.2% 14 9,1% 135 87,7 %
Cefuroxim-Natrium 4 2,6 % 46 299 % 104 67,5%
Levofloxacin 4 2,6 % 13 8,4 % 137 89 %
Trimethoprim- 4 2,6 % 12 7,8 % 138 89,6 %
Sulfamethoxazol
Chloramphenicol 2 1,3% 1 0,6 % 151 98,1 %
Amoxicillin-Clavulansaure 1 0,6 % 4 2,6 % 149 96,8 %
Ceftazidim 1 0,6 % 2 1,3 % 151 98,1 %
Imipenem 1 0,6 % 0 0% 153 99,4 %
Ampicillin-Sulbactam 0 0% 2 1,3% 152 98,7 %
Cefepim 0 0% 3 1,9% 151 98,1 %
Cefotaxim 0 0% 13 8,4 % 141 91,6 %
Meropenem 0 0% 0 0% 154 100 %

R-Resistent; I-Intermediar; S-Sensibel
5.5.1.4 Vibrio vulnificus

Fir die acht untersuchten Isolate der Spezies V.vulnificus wurden Resistenzen
gegeniiber sechs der 22 getesteten Antibiotika festgestellt (Tab. 46). Resistenzen
gegeniiber einem Antibiotikum zeigten drei Isolate (37,5 %), vier Isolate (50 %) waren
gegeniiber zwei Antibiotika unempfindlich (Tab. 48).

Ampicillin (50 %) war mit vier resistent reagierenden Isolaten das Antibiotikum mit den
haufigsten Resistenzen. Unempfindlich gegentiber Piperacillin (25 %) und Tetracyclin
(25 %) reagierten jeweils zwei Isolate. Fiir Piperacillin-Tazobactam (12,5 %), Amikacin
(12,5 %) und Gentamicin (12,5 %) kam jeweils ein resistentes Isolat vor.

Intermediare Reaktionen zeigten sich gegeniiber acht Antibiotika. Die grofdten Anteile
lagen bei Ciprofloxacin (37,5 %) und Cefoxitin (25 %). Gegeniiber Cefazolin, Cefuroxim-
Natrium, Cephalothin, Amikacin, Gentamicin und Trimethoprim-Sulfamethoxazol
reagierte jeweils ein Isolat (12,5 %) intermediar.
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Tabelle 46. Resistenzprofil der V. vulnificus-Isolate (n = 8)

V. vulnificus

Antibiotikum R I S

Anzahl Anteil Anzahl Anteil Anzahl Anteil
Ampicillin 4 50 % 0 0% 4 50 %
Piperacillin 2 25% 0 0% 6 75 %
Tetracyclin 2 25% 0 0% 6 75 %
Piperacillin-Tazobactam 1 12,5 % 0 0% 7 87,5%
Amikacin 1 12,5 % 1 12,5 % 6 75 %
Gentamicin 1 12,5 % 1 12,5 % 6 75 %
Amoxicillin-Clavulansidure 0 0% 0 0% 8 100 %
Ampicillin-Sulbactam 0 0% 0 0% 8 100 %
Cefazolin 0 0% 1 12,5 % 7 87,5 %
Cefepim 0 0% 0 0% 8 100 %
Cefotaxim 0 0% 0 0% 8 100 %
Cefoxitin 0 0% 2 25% 6 75 %
Ceftazidim 0 0% 0 0% 8 100 %
Cefuroxim-Natrium 0 0% 1 12,5 % 7 87,5%
Cephalothin 0 0% 1 12,5 % 7 87,5 %
Imipenem 0 0% 0 0% 8 100 %
Meropenem 0 0% 0 0% 8 100 %
Ciprofloxacin 0 0% 3 37,5% 5 62,5%
Levofloxacin 0 0% 0 0% 8 100 %
Ofloxacin 0 0% 0 0% 8 100 %
Chloramphenicol 0 0% 0 0% 8 100 %
Trimethoprim- 0 0% 1 12,5 % 7 87,5 %
Sulfamethoxazol

R-Resistent; I-Intermediar; S-Sensibel
5.5.2 Multiresistenzen

In Tabelle 47 ist dargestellt, bei welcher Anzahl von Isolaten eine einfache bzw. multiple
Resistenz vorlag. Die Anzahl an Unempfindlichkeiten, die bei den einzelnen Isolaten
beobachtet wurde, variierte von eins bis 18.

Multiresistenzen gegeniiber zwei oder drei Antibiotika kamen bei 69 (28,2 %) bzw. 57
(23,3 %) Isolaten vor. Das Auftreten von Resistenzen gegeniiber vier und fiinf
antimikrobiellen Substanzen lag bei 11,8 % und 6,1 %. Der Anteil an Isolaten, die
Resistenzen gegeniiber sechs bis 18 Antibiotika zeigten, betrug zwischen 2,4 % und
0,4 %.

Tabelle 47. Vorkommen von Multiresistenzen

Resistenz ?sl:)t]gltle Resistenz ?sl:)t]gltle Resistenz ?sl(l)tlzltle Resistenz ?sl:)t]gltle

1 20% 3 23,3 % 5 6,1% 7 1,2 %
(49/245) (57/245) (15/245) (3/245)

2 282 % 4 11,8% 6 2,4% 8 0,8 %
(69/245) (29/245) (6/245) (2/245)

Tabelle 47 wird auf der nachsten Seite fortgefiihrt.
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Resistenz ?sl(l)tlzltle Resistenz ?sl:)t]gltle Resistenz ?sl:)t]gltle
9 0,4 % 11 0,4 % 18 0,4 %
(1/245) (1/245) (1/245)
10 0,4 % 16 0,4 %
(1/245) (1/245)

Multiresistenzen wurden bei allen vier untersuchten Vibrio spp. festgestellt. Tabelle 48
stellt multiple Resistenzen fiir V. alginolyticus, V.cholerae V.parahaemolyticus und
V. vulnificus getrennt betrachtet dar.

Tabelle 48. Vorkommen multiresistenter Isolate von V. alginolyticus, V. cholerae,
V. parahaemolyticus und V. vulnificus

Resistenz V.a. Anteil [%] V.c. Anteil[%] V.p. Anteil [%] V.v. Anteil [%]

1 8 11,9 3 18,8 35 22,7 3 37,5
2 11 16,4 5 31,3 49 31,8 4 50
3 17 254 4 25 36 23,4 0 0
4 11 16,4 0 0 18 11,7 0 0
5 5 7,5 0 0 10 6,5 0 0
6 4 6 0 0 2 1,3 0 0
7 1 1,5 0 0 2 1,3 0 0
8 2 3 0 0 0 0 0 0
9 1 1,5 0 0 0 0 0 0
10 1 1,5 0 0 0 0 0 0
11 1 1,5 0 0 0 0 0 0
16 1 1,5 0 0 0 0 0 0
18 1 1,5 0 0 0 0 0 0

V. a.: Vibrio alginolyticus; V. c.: Vibrio cholerae; V. p.: Vibrio parahaemolyticus; V. v.: Vibrio vulnificus
5.5.2.1 V. alginolyticus

Fir V. alginolyticus zeigten sich bei 64 (95,5 %) der 67 untersuchten Isolate Resistenzen.
Davon waren acht Isolate (11,9 %) gegeniiber einem Antibiotikum resistent, 56 Isolate
(83,6 %) waren multiresistent. Der Anteil an V. alginolyticus-Stimmen mit Resistenzen
gegeniiber sieben oder mehr der getesteten antimikrobiellen Substanzen betrug 11,9 %.
Es wurde jeweils ein Isolat (1,5 %) festgestellt, das sich gleichzeitig unempfindlich
gegeniiber sieben, neun, zehn, elf, 16 oder 18 Antibiotika zeigte. Bei zwei Isolaten (3 %)
wurden Resistenzen gegeniiber acht Antibiotika festgestellt.

5.5.2.2 V. cholerae

Das Auftreten von Resistenzen bei V. cholerae wurde bei zwolf (75 %) der 16 getesteten
I[solate nachgewiesen. Unempfindlich gegeniiber einem Antibiotikum waren drei Isolate
(18,8 %). Dartiber hinaus wurden Multiresistenzen gegentiber zwei (n=5) und drei
(n =4) Antibiotika festgestellt.

5.5.2.3 V. parahaemolyticus
Der Anteil an Isolaten, die unempfindlich gegeniiber einem oder mehreren Antibiotika

reagierten, lag fiir V. parahaemolyticus bei 98,7 %. Multiresistent waren 117 Isolate
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(76 %), 22,4 % zeigten eine einfache Resistenz. Die Anzahl an Resistenzen pro Isolat, die
am haufigsten ermittelt wurde, lag bei zwei und wurde bei 49 Isolaten (31,8 %)
nachgewiesen. Bei 36 Isolaten (23,4 %) wurden Unempfindlichkeiten gegentiber drei
antimikrobiellen Substanzen ermittelt. Resistenzen gegeniiber vier, fiinf, sechs und
sieben Antibiotika pro Isolat, wurden jeweils bei 11,7 %, 6,5 %, 1,3 % und 1,3 % der
[solate festgestellt.

5.5.2.4 V. vulnificus

Bei V. vulnificus zeigten sieben der acht untersuchten Isolate Resistenzen. Resistent
gegeniiber einem Antibiotikum waren drei Isolate (37,5 %). Resistenzen gegen jeweils
zwei Antibiotika wurden bei vier Isolaten (50 %) detektiert.

Die zehn Isolate (4,1 %), welche gegeniiber allen getesteten Antibiotika sensibel waren,
stammten von fiinf Aquakulturen aus vier Regionen (Balao, Machala, Santa Rosa und
Tenguel). Die Isolate verteilten sich auf die vier Vibrio Spezies V. alginolyticus (n = 3),
V. cholerae (n = 4), V. parahaemolyticus (n = 2) und V. vulnificus (n = 1).

Jeweils ein Isolat der Spezies V. cholerae und V. vulnificus zeigten Sensibilitiat gegeniiber
allen getesteten Antibiotika. Fiir die restlichen Isolate wurden intermediare Reaktionen
gegeniiber zwei bis neun Substanzen festgestellt. Die vorherrschende Substanz war
hierbei Cephalothin, gegeniiber der sieben Isolate intermedidr reagierten. Gegeniiber
Ampicillin, Cefazolin, Cefoxitin und Ciprofloxacin waren es jeweils vier Isolate. Fir
Amikacin ergaben sich drei intermediare Reaktionen, fiir Cefotaxim, Cefuroxim-Natrium,
Gentamicin, Levofloxacin und Ofloxacin jeweils ein Isolat.

Es wurden 16 Isolate (6,5 %) ermittelt, die sehr hohe Resistenzen zeigten. Diese 16
Isolate der Spezies V.alginolyticus (n=12) und V. parahaemolyticus (n=4) waren
gleichzeitig gegeniiber sechs oder mehr Antibiotika unempfindlich.

Die Proben, aus denen die Isolate mit den hochsten individuellen Resistenzen stammten,
wurden aus acht Aquakulturen entnommen. Die Aquakulturen lagen in den Bezirken
Balao, Isla Jambeli, Machala, Safando und Santa Rosa. Aus Balao stammten acht Isolate,
die Multiresistenzen gegeniiber sechs (n = 2), sieben (n = 2), acht (n=2), neun (n=1)
und elf (n = 1) Antibiotika zeigten. Aus dem Bezirk Santa Rosa stammten flinf Isolate mit
Resistenzen gegeniiber sechs (n=2), sieben (n=1), zehn (n=1) und 16 (n=1) der
antimikrobiellen Substanzen. Aus den Gebieten Safando, Isla Jambeli und Machala
stammte jeweils eines der Isolate. Das Isolat aus Safando war das Isolat, fiir das mit 18
Antibiotika der hochste Wert an individueller Multiresistenz ermittelt wurde. Die
Isolate, die von Aquakulturen der Bezirke Isla Jambeli oder Machala stammten, waren
jeweils gegeniiber sechs Antibiotika unempfindlich.

5.5.3 Verteilung der Resistenzen auf die getesteten Antibiotika

Im Folgenden wird die Verteilung der Resistenzen auf die 22 getesteten
antimikrobiellen Substanzen, die Anzahl beteiligter Antibiotika bei Multiresistenzen
sowie das Vorkommen von unempfindlichen Isolaten in den einzelnen Aquakulturen
und Bezirken dargestellt.

Tabelle 49 gibt die Haufigkeit der Resistenzen pro Isolat und die Anzahl von Isolaten an,
die diese Resistenzen aufwiesen. Dem gegentibergestellt wird die Anzahl an Antibiotika-
Kombinationen und die Zahl der antimikrobiellen Substanzen, auf die sich die
Resistenzen verteilten.
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Tabelle 49. Antibiotika-Kombinationen multiresistenter Isolate

Resistenz Isolate ﬁgrrlll:iont::?o-nen Beteiligte Antibiotika
1 49 1 4

2 69 19 15

3 57 25 16

4 29 20 14

5 15 14 15

6 6 6 11

7 3 3 13

8 2 2 12

Die Resistenz von Isolaten, die gegeniliber einem Antibiotikum unempfindlich waren,
verteilte sich auf vier Antibiotika. Die multiresistenten Isolate wiesen Resistenzen
gegeniiber bis zu 18 Antibiotika auf. Diese hohe Anzahl an beteiligten Antibiotika
spiegelt sich auch in den ebenfalls hohen Zahlen von Antibiotika-Kombinationen wieder,
die fiir die Multiresistenzen detektiert wurden.

Fir die 69 Isolate, die Resistenzen gegeniiber zwei der antimikrobiellen Substanzen
aufwiesen, zeigten sich unter Beteiligung von 15 Substanzen 19 verschiedene
Antibiotika-Kombinationen. Fiir Isolate, die gegeniiber drei und vier Antibiotika
Resistenzen zeigten, wurden entsprechend 25 und 20 Antibiotika-Kombinationen
detektiert.

Alle ermittelten Antibiotika-Kombinationen fiir Isolate, die sich gegeniiber zwei bis acht
Antibiotika resistent zeigten, sind im Anhang dargestellt (Tab. 56-62). Die Verteilung der
Resistenzen bei Isolaten mit einer einfachen Resistenz sowie fiir die multiresistenten
Isolate, die Resistenzen gegeniiber bis zu 18 Antibiotika zeigten und nur einfach
auftraten, konnen der Abbildung 10 entnommen werden.

Die in Abbildung 10 dargestellte Verteilung der Resistenzen auf die getesteten
Antibiotika zeigt, dass sich die Isolate (n=49) mit einfacher Resistenz auf vier
Antibiotika verteilten. Resistent gegeniiber Ampicillin waren 41 Isolate. Auf Tetracyclin
und Amikacin entfielen vier bzw. drei Isolate. Ein Isolat war unempfindlich gegeniiber
Piperacillin. Bezogen auf alle getesteten Isolate waren Ampicillin (87,4 %), Tetracyclin
(42,5 %), Piperacillin (33,1 %) und Amikacin (22,9 %) die Substanzen, gegeniiber
welchen die grofdte Zahl an Isolaten unempfindlich reagierte (Abb.9). Bei den
multiresistenten Isolaten waren die vier Antibiotika bei dem Grof3teil aller Antibiotika-
Kombinationen enthalten (Abb. 10, Tab. 56-62). Antibiotika, gegeniiber denen sich nur
eine geringe Zahl an Isolaten resistent zeigte, fanden sich hauptsachlich bei Isolaten, die
gegeniiber einer Vielzahl von  Substanzen resistent waren (Abb.10).
Unempfindlichkeiten gegeniiber Ampicillin-Sulbactam (0,8 %), Cefotaxim (0,8 %) und
Meropenem (0,4 %) fanden sich bei Isolaten mit Resistenzen gegeniiber zehn, 16 oder
18 Antibiotika. Cefepim (0,8 %) und Imipenem (0,4 %), die ebenfalls zu den fiinf
Antibiotika mit der geringsten Zahl an Resistenzen gehérten, fanden sich bei Isolaten
mit drei, finf oder 16 Resistenzen.
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Abbildung 10. Verteilung der Antibiotikaresistenzen aller Spezies auf die getesteten Antibiotika

Die Abbildung stellt die Anzahl beteiligter Antibiotika bei einfach- und multiresistenten Isolaten dar. Die Darstellung bezieht sich auf alle untersuchten Isolate
(n=245).

AMP: Ampicillin; AMC: Amoxicillin-Clavulansdure; SAM: Ampicillin-Sulbactam; PRL: Piperacillin; PTZ: Piperacillin-Tazobactam; CZ: Cefazolin; CPM: Cefepim; CTM: Cefotaxim; FOX:
Cefoxitin; CAZ: Ceftazidim; CXM: Cefuroxim-Natrium; KF: Cephalothin; IMI: Imipenem; MEM: Meropenem; AK: Amikacin; GM: Gentamicin; TE: Tetracyclin; CIP: Ciprofloxacin; LEV:
Levofloxacin; OFX: Ofloxacin; CL: Chloramphenicol; SXT: Trimethoprim-Sulfamethoxazol
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5.5.3.1 Vorkommen von Antibiotikaresistenzen in Aquakulturen

Die Anzahl an Antibiotika, gegeniliber denen Resistenzen registriert wurden, lag je nach
Aquakultur-Farm (n = 19) zwischen zwei und 19 (Tab. 50).

Flr Aquakultur 2, die innerhalb des Bezirkes Machala lag, wurde die geringste Anzahl an
Resistenzen (Ampicillin, Piperacillin) detektiert. Fiir Aquakultur 7 aus dem Bezirk Santa
Rosa, wurden mit 19 der 22 getesteten Antibiotika die meisten Resistenzen ermittelt.
Auf die einzelnen Antibiotika entfielen zwischen eins und sechs resistente Isolate. Fir
die ubrigen Aquakulturen lag die Anzahl an Antibiotika, gegeniiber denen sich
Resistenzen zeigten, im Durchschnitt bei 10,8. Resistenzen gegeniiber Ampicillin und
Piperacillin traten in allen Aquakulturen auf. Isolate, die gegeniiber Tetracyclin
unempfindlich waren, wurden in 18 Aquakulturen detektiert. Resistenzen gegeniiber
Amikacin und Gentamicin wurden bei Isolaten aus 17 Aquakulturen registriert.
Unempfindlichkeiten gegeniiber Ampicillin-Sulbactam, Imipenem und Meropenem
wurden jeweils nur fiir eine Aquakultur ermittelt.

Tabelle 50. Detektierte Antibiotikaresistenzen in Vibrio spp. innerhalb der Aquakulturen

Aquakultur Antibiotika-Kombination pro Aquakultur

1 AMP-PRL-CZ-FOX-CXM-KF-AK-GM-TE-CIP-LEV-OFX-SXT

2 AMP-PRL

3 AMP-PRL-CZ-KF-AK-GM-TE-CIP

4 AMP-AMC-PRL-CZ-FOX-CAZ-KF-AK-GM-TE-CIP

5 AMP-PRL-PTZ-CZ-FOX-CXM-KF-AK-GM-TE

6 AMP-PRL-CZ-KF-AK-GM-TE-CIP

7 AMP-AMC-SAM-PRL-PTZ-CZ-CTM-FOX-CAZ-CXM-KF-MEM-AK-GM-TE-CIP-LEV-OFX-CL
8 AMP-AMC-PRL-PTZ-CZ-CPM-CTM-FOX-CAZ-CXM-KF-AK-GM-TE-CIP-LEV-OFX-SXT
9 AMP-PRL-CZ-AK-GM-TE-SXT

10 AMP-PRL-PTZ-CZ-CXM-KF-AK-GM-TE-CIP-OFX

11 AMP-PRL-CZ-FOX-KF-AK-GM-TE-CL

12 AMP-PRL-CZ-KF-TE

13 AMP-PRL-CZ-KF-AK-GM-TE

14 AMP-PRL-PTZ-CZ-FOX-CXM-KF-AK-GM-TE-CIP-LEV-OFX-SXT

15 AMP-AMC-PRL-CPM-KF-AK-GM-TE-CIP

16 AMP-AMC-PRL-PTZ-CZ-FOX-CXM-KF-IMI-AK-GM-TE-CIP-CL-SXT

17 AMP-PRL-CZ-AK-GM-TE

18 AMP-PRL-CZ-CXM-KF-AK-GM-TE-CIP-LEV-SXT

19 AMP-PRL-CAZ-AK-GM-TE-CIP-LEV-OFX-SXT

AMP: Ampicillin; AMC: Amoxicillin-Clavulansdure; SAM: Ampicillin-Sulbactam; PRL: Piperacillin; PTZ: Piperacillin-
Tazobactam; CZ: Cefazolin; CPM: Cefepim; CTM: Cefotaxim; FOX: Cefoxitin; CAZ: Ceftazidim; CXM: Cefuroxim-Natrium;
KF: Cephalothin; IMI: Imipenem; MEM: Meropenem; AK: Amikacin; GM: Gentamicin; TE: Tetracyclin; CIP:
Ciprofloxacin; LEV: Levofloxacin; OFX: Ofloxacin; CL: Chloramphenicol; SXT: Trimethoprim-Sulfamethoxazol
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5.5.3.2 Vorkommen von Antibiotikaresistenzen in Probennahmebezirken

Flir Santa Rosa wurden die meisten Resistenzen ermittelt (Tab. 51, Abb. 11). Isolate, die
von Proben aus diesem Bezirk stammten, zeigten gegeniiber 20 der 22 getesteten
antimikrobiellen Substanzen Resistenzen. Fiir Balao (n = 16), Safando (n = 18), Machala
(n=12), Isla Jambeli (n=13) und Tenguel (n=15) lag die Anzahl an Antibiotika-
Kombinationen durchschnittlich bei 14,8.

Tabelle 51. Detektierte Antibiotikaresistenzen in Vibrio spp. innerhalb der Probennahmebezirke

Bezirk Antibiotika-Kombination pro Bezirk
Balao AMP-AMC-PRL-PTZ-CZ-CPM-FOX-CXM-KF-AK-GM-TE-CIP-LEV-OFX-SXT
Safando AMP-AMC-PRL-PTZ-CZ-CPM-CTM-FOX-CAZ-CXM-KF-AK-GM-TE-CIP-LEV-OFX-SXT
Machala AMP-AMC-PRL-CZ-FOX-CAZ-KF-AK-GM-TE-CIP-CL

Isla Jambeli AMP-PRL-PTZ-CZ-CXM-KF-AK-GM-TE-CIP-LEV-OFX-SXT
Santa Rosa AMP-AMC-SAM-PRL-PTZ-CZ-CTM-FOX-CAZ-CXM-KF-MEM-AK-GM-TE-CIP-LEV-OFX-CL-SXT
Tenguel AMP-AMC-PRL-PTZ-CZ-FOX-CXM-KF-IMI-AK-GM-TE-CIP-CL-SXT

AMP: Ampicillin; AMC: Amoxicillin-Clavulansdure; SAM: Ampicillin-Sulbactam; PRL: Piperacillin; PTZ: Piperacillin-
Tazobactam; CZ: Cefazolin; CPM: Cefepim; CTM: Cefotaxim; FOX: Cefoxitin; CAZ: Ceftazidim; CXM: Cefuroxim-Natrium;
KF: Cephalothin; IMI: Imipenem; MEM: Meropenem; AK: Amikacin; GM: Gentamicin; TE: Tetracyclin; CIP:
Ciprofloxacin; LEV: Levofloxacin; OFX: Ofloxacin; CL: Chloramphenicol; SXT: Trimethoprim-Sulfamethoxazol
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Abbildung 11. Detektierte Antibiotikaresistenzen in Bezirken

Die Abbildung stellt die Antibiotikaresistenzen dar, wie sie in den einzelnen Bezirken detektiert wurden. Die Darstellung bezieht sich auf alle untersuchten Isolate

(n = 245). Aus den Bezirken Balao, Safando, Machala, Isla Jambeli, Santa Rosa und Tenguel stammten entsprechend 64, 23, 43, 30, 35 und 50 der untersuchten Isolate.
AMP: Ampicillin; AMC: Amoxicillin-Clavulansdure; SAM: Ampicillin-Sulbactam; PRL: Piperacillin; PTZ: Piperacillin-Tazobactam; CZ: Cefazolin; CPM: Cefepim; CTM: Cefotaxim; FOX:
Cefoxitin; CAZ: Ceftazidim; CXM: Cefuroxim-Natrium; KF: Cephalothin; IMI: Imipenem; MEM: Meropenem; AK: Amikacin; GM: Gentamicin; TE: Tetracyclin; CIP: Ciprofloxacin; LEV:
Levofloxacin; OFX: Ofloxacin; CL: Chloramphenicol; SXT: Trimethoprim-Sulfamethoxazol
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6 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, das Vorkommen von Vibrio spp. in Shrimps (L. vannamei) aus
Ecuador zu ermitteln. Zudem erfolgten Untersuchungen zur Codierung von Toxingenen
sowie hinsichtlich des Vorkommens von Antibiotikaresistenzen und der Anwesenheit
von genetischen Markern, die in Zusammenhang mit AHPNS stehen, fiir Isolate, die aus
Aquakulturen stammten. Mogliche Einflussfaktoren fiir ein gehauftes Auftreten von
Vibrio spp. wurden mithilfe von Produktions- und Managementdaten der Aquakulturen
untersucht.

6.1 Pravalenz von Vibrio spp. in Shrimps aus Ecuador

Die Untersuchung der insgesamt 229 Proben, die sich aus den Probengruppen
Einzelhandel (n=71) und Aquakulturen (n=158) zusammensetzten, wies das
Vorkommen mindestens einer Vibrio sp. in 95,6 % (n=219) der Proben nach. Die
hochste Pravalenz zeigte V. parahaemolyticus mit 80,8 %. Darauf folgten V. alginolyticus
(50,2 %), V. cholerae (11,4 %) und V. vulnificus (3,5 %).

Diese Ergebnisse stimmen mit bereits publizierten Studien aus Ecuador (Mohney et al
1994), Thailand (Woodring et al. 2012), Sri Lanka (Koralage et al. 2012) Frankreich
(Robert-Pillot et al. 2014) und Indien (Sudha et al. 2014) {iberein, die ebenfalls hohe
Pravalenzen von Vibrio spp., insbesondere von V. parahaemolyticus und V. alginolyticus,
aus rohen Meeresfriichten nachwiesen.

Mohney et al. (1994) identifizierten bei der Untersuchung von zehn L.vannamei-
Aquakulturen und drei Larvenzuchtanlagen in Ecuador V. parahaemolyticus- (n = 20),
V. alginolyticus- (n = 8), V. vulnificus- (n=6) und V. vulnificus/V. harveyi-Isolate (n = 4).
Dies steht im Einklang mit unseren Resultaten. Im Unterschied zu unseren Ergebnissen
wurde V. cholerae nicht detektiert, was vermutlich auf die geringe Probenzahl
zuruckzufiihren war, die Mohney et al. (1994) verwendeten.

Woodring et al. (2012) untersuchten verschiedene von Markten und Supermairkten
stammende Meeresfriichte in Bangkok, Thailand. Sie stellten bei 92 % der Proben das
Vorkommen von mindestens einer Vibrio sp. fest. Die hodchste Pravalenz zeigte
V. parahaemolyticus mit 68 %. Diese Ergebnisse entsprechen unseren Daten. Im
Unterschied zu unseren Beobachtungen verzeichneten Woodring et al. (2012) hohere
Pravalenzen fiir V. cholerae (51 %), V. vulnificus (14 %) und V. mimicus (8 %), aber ein
geringeres Vorkommen von V. alginolyticus (15 %) (Woodring et al. 2012). Die deutlich
hohere Pravalenz von V.cholerae und das deutlich niedrigere Vorkommen von
V. alginolyticus in den thaildndischen Proben stehen im Kontrast zu den Ergebnissen
unserer Arbeit. Eine moégliche Ursache fiir die hohere Pravalenz von V. cholerae (non-
01) in Meeresfriichten aus Thailand (51 %), gegeniiber Proben aus Ecuador (11,4 %),
konnte mit dem endemischen Auftreten von Cholera in Thailand (WHO 2011a)
verbunden sein. Eine hohere Pravalenz von V. cholerae 01/0139 in Umweltproben in
Cholera-Endemiegebieten, gegeniiber Nicht-Endemiegebieten, wurde beschrieben
(Alam et al. 2006; Ceccarelli et al. 2015). Dies konnte auch fiir V. cholerae-non-01/non-
0139-Isolate  zutreffen, da  Untersuchungen aus Cholera-Epidemie- und
Endemiegebieten demonstrierten, dass z. T. hohe Anteile (bis zu 69 %) der V. cholerae-
Infektionen durch V. cholerae-non-01/non-0139-Stimme ausgelost wurden (Dalsgaard
et al. 1999; Hasan et al. 2012; Dutta et al. 2013). Einen Einfluss konnten auch die
unterschiedlichen Nachweismethoden haben. Bei Woodring et al. (2012) wurde die auf
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biochemischen Tests beruhende Speziesidentifizierung nicht durch PCR-basierte
Nachweismethoden erganzt. Die Identifizierung von Vibrio spp. mithilfe biochemischer
Methoden fiihrt haufig zu ungenauen Ergebnissen (Thompson et al. 2004).

Eine in Sri Lanka durchgefiihrte Studie zur Pravalenz von Vibrio spp. in Shrimps
untersuchte ausschliefdlich Proben aus Aquakulturen und stellte in 95 % aller beprobten
Becken Vibrio spp. fest. V.parahaemolyticus (91 %) war die am haufigsten
vorkommende Spezies. Darauf folgten V. alginolyticus (19 %), V. cholerae (4 %) und
V. vulnificus (2 %) (Koralage et al. 2012). Diese Ergebnisse stimmen liberwiegend mit
unseren Daten tiberein.

Robert-Pillot et al. (2014) wiesen bei der Untersuchung von Krustentieren (n=91),
Fisch (n =64) und Muscheln (n = 12) V. parahaemolyticus (31,1 %), V. cholerae (0,6 %)
und V. vulnificus (12,6 %) nach. Die Pravalenz von V. parahaemolyticus aus Shrimps, die
aus Ecuador stammten, betrug 56,1 %. Ein Nachweis von mindestens einer Vibrio sp.
erfolgte aus 58 Proben (34,7 %) (Robert-Pillot et al. 2014). V. parahaemolyticus zeigte
auch hier die hochste Pravalenz, was ebenso im Einklang mit unseren Resultaten steht
wie das deutlich geringere Vorkommen von V. cholerae und V. vulnificus. Die gegentliber
unseren Ergebnissen deutlich niedrigere Gesamtpravalenz sowie die Pravalenzen fiir die
einzelnen Spezies waren vermutlich darauf zurlickzufiihren, dass der Grofsteil (77,8 %)
der Proben tiefgefroren war.

Sudha et al. (2014) detektierten in 65,5 % der untersuchten Meeresfriichte von Markten
in Cochin, Indien Vibriospp. Von den sechs nachgewiesenen Vibriospp. zeigte
V. parahaemolyticus (68,1 %) die hochste Pravalenz. V. alginolyticus (18,1 %),
V. vulnificus (2 %), V. cholerae (1 %), V. harveyi (1 %) und V. mimicus (1 %) zeigten ein
geringeres Vorkommen (Sudha et al. 2014). Auch diese Daten wurden durch die von uns
ermittelten Ergebnisse bestdtigt. In anderen Arbeiten dominierten jedoch
V. alginolyticus (Vandenberghe et al. 1999; Baffone et al. 2000; Chitov et al. 2009b) oder
V. cholerae (Banerjee et al. 2012).

Ein Nachweis der Spezies V. metschnikovii und V. orientalis erfolgte in unserer Arbeit nur
in Einzelfdllen. Nach dem wiederholten Auftreten unspezifischer PCR-Amplifikate
wurden flnf Isolate mithilfe Matrix-unterstiitzter Laser-Desorption/Ionisation (MALDI)
identifizierten. In zwei Fallen wurde V. metschnikovii nachgewiesen, in einem Fall
V. orientalis. Das Vorkommen dieser Vibrio spp. in verschiedenen Meeresfriichten, unter
anderem in Shrimps, wurde auch in anderen Arbeiten beschrieben (Buck 1991; Elhadi et
al. 2004; Gopal et al. 2005). Es ist anzunehmen, dass unsere Proben, neben den flnf
identifizierten Isolaten, noch weitere Isolate von V. metschnikovii und V. orientalis
enthielten. Das Vorkommen von V. metschnikovii in rohen Shrimps stellt ein potentielles
Infektionsrisiko fiir den Menschen dar (Matte et al. 2007).

Bei der getrennten Betrachtung der von uns untersuchten Probengruppen, Einzelhandel
und Aquakulturen, zeigten sich Unterschiede in Bezug auf die Pravalenz von Vibrio spp.
Der Nachweis von mindestens einer Vibrio sp. erfolgte fiir 98,7 % der Proben von
Aquakulturen. Die Proben aus dem Einzelhandel zeigten einen niedrigeren Anteil
positiver Proben (88,7 %). Das Vorkommen multipler Vibrio spp. pro Probe wurde fiir
beide Gruppen nachgewiesen. Hier lag der Anteil bei Proben von Aquakulturen (48,7 %)
ebenfalls hoher als bei Shrimps, die aus dem Einzelhandel stammten (39,4 %).

Die Unterschiede im Vorkommen von Vibrio spp. zwischen den beiden Probengruppen
konnten durch die Lagerung der Shrimps verursacht worden sein. Aufgrund des
geringen Probenumfangs kann jedoch ausschliefdlich eine Tendenz gesehen werden.

Bei den aus Supermarktfilialen stammenden Proben (n = 6) handelte es sich um rohe
sowie um gekochte Produkte, die jedoch alle tiefgefroren waren. Die Pravalenz fiir
mindestens eine Vibrio sp. betrug fiir diese Proben 50 %. In den tibrigen Proben aus dem
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Einzelhandel lag der Anteil von Vibrio spp. mit 95,7 % bei Wildfangen und 90,5 % bei
kultivierten Shrimps, deutlich héher. Eine thermische Behandlung von Meeresfriichten
wie Einfrieren und Erhitzen hat einen starken Einfluss auf die Nachweisrate von
Vibrionen (Johnston und Brown 2002; Vasudevan et al. 2002; Boonyawantang et al.
2012). Eine Inaktivierung von V. cholerae, V. parahaemolyticus und V. vulnificus erzielten
Johnston und Brown (2002) mit einer Erhitzung auf 70 °C fiir 2 Minuten. Vasudevan et
al. (2002) demonstrierten eine signifikante Reduktion (p < 0,01) von urspriinglich 103-
10* KBE V. parahaemolyticus pro Fischfilet bei einer Lagertemperatur von -18 °C.
Boonyawantang et al. (2012) ermittelten eine Reduktion der Zellzahl einer pathogenen
V. parahaemolyticus-Population in Shrimps (L. vannamei) bei Temperaturen zwischen
10°C und -20°C. Die schnellste Reduktion erfolgte bei -10 °C.

Die thermische Behandlung der Proben aus Supermarkten koénnte somit fiir ihre
niedrige Prdvalenz (50 %) von Vibrio spp. verantwortlich sein. Trotz des geringen
Probenumfangs kann man daraus folgern, dass die niedrigere Nachweisrate von
Vibrio spp. aus Shrimps aus dem Einzelhandel (88,7 %) Ecuadors, gegeniiber Proben, die
direkt aus Aquakulturen (98,7 %) entnommen wurden, mit deren thermischer
Behandlung verbunden war und nicht mit der Herkunft der Proben zusammenhing.
Dafiir spricht auch, dass die Pravalenzen fiir die untersuchten Vibrio Spezies in beiden
Probengruppen eine dhnliche Verteilung zeigten. Ebenso wies das ahnliche Vorkommen
von multiplen Vibrio spp. pro Probe darauf hin, dass es keine grofden Unterschiede in der
Pravalenz der untersuchten Vibrio spp. zwischen den beiden Probengruppen gab.
Zuruckzufiihren ist dies vermutlich darauf, dass Aquakulturanlagen in Ecuador in
direkter Verbindung zum Meer standen. Es war daher kein unterschiedlicher Trend
zwischen wildgefangenen und kultivierten Shrimps zu detektieren.

6.2 Molekularbiologische Charakterisierung

Untersuchungen zur Codierung von Virulenzgenen und eine Bestimmung von
Serogruppen erfolgte fiir [solate von V. cholerae und V. parahaemolyticus.

Alle getesteten V. cholerae-Isolate (n =29) wurden als non-O1/non-0139 eingestuft.
Keines der von uns untersuchten Isolate (n=29) war Trager des ctxA-Gens. Es ist
bekannt, dass die Mehrheit der V. cholerae-Stamme aus Umweltproben, die regelmafiig
aus der aquatischen Umwelt isoliert werden, nicht-CTX-produzierende non-01/non-
139-Isolate sind (Faruque et al. 1998; Ceccarelli et al. 2015). Bei Untersuchungen in der
Chesapeake Bay, USA, isolierten Ceccarelli et al. (2015) 395 V. cholerae-Isolate, die alle
als non-01/non-0139 eingestuft wurden. Trager des ctxA-Gens waren vier Isolate
(1 %)(Ceccarelli et al. 2015). Die Tendenz eines geringen Vorkommens von V. cholerae-
Isolaten der Serogruppen O1 und 0139 in Umweltproben scheint sich nach den
Resultaten unserer Arbeit auch fiir Ecuador zu bestdtigen. Der hohere Anteil ctxA-
tragender non-0O1/non-0139-Isolate (1 %) in der Untersuchung aus den USA, gegeniiber
unseren Resultaten, konnte durch den deutlich grofderen Probenumfang (n =395) von
V. cholerae-Isolaten zu erklaren sein.

Nicht-Choleratoxin-produzierende non-01/non-0139-Isolate konnen jedoch auch zu
Gastroenteritiden, Septikdmien, Ohr- oder Wundinfektionen beim Menschen fiihren
(Morris 1990; Andersson und Ekdahl 2006; Kirschner et al. 2011; Khan et al. 2013). Der
Konsum roher oder unzureichend erhitzter Meeresfriichte gilt als die primare
Infektionsursache (Ceccarelli et al. 2015). Die Abwesenheit von ctxA in unseren Isolaten
schliefdt somit eine Infektionsgefahr bei der Handhabung oder dem Verzehr von rohen
oder unzureichend erhitzten Shrimps nicht aus. Da sowohl fiir V. cholerae-non-01/non-
0139-Isolate aus klinischen als auch aus Umweltproben die Codierung einer Vielzahl
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von Virulenz-assoziierten Genen (hlyA, rtxA, TTSS) beschrieben ist (Chatterjee et al
2009; Ceccarelli et al. 2015), bedarf es weiterer Untersuchungen, um die Pathogenitat
der isolierten V. cholerae-Stamme zu verifizieren.

Neben V. cholerae ist V. parahaemolyticus die zweite Vibrio Spezies mit pandemischem
Potential (Matsumoto et al. 2000). Jedoch ist nur ein Prozentsatz von ca. 0,3-3 % der
V. parahaemolyticus-Isolate, die aus Meeresfriichten oder Umweltproben isoliert
werden, pathogen (Nordstrom et al. 2007). Als pathogen werden Stimme betrachtet, die
das thermostabile direkte Himolysin und/oder das TDH-verwandte Hamolysin codieren
(Drake et al. 2007). Die Tatsache, dass die meisten klinischen V. parahaemolyticus-
Stamme tdh und/oder trh codieren, die Pravalenz derselben Gene in Isolaten aus der
Umwelt aber sehr niedrig ist, ist der Grund, weshalb die Beziehung zwischen
V. parahaemolyticus-Stammen aus der Umwelt und klinischen Isolaten bisher noch
kaum verstanden ist (Ottaviani et al. 2013).

Bei den von uns untersuchten Proben zeigte V. parahaemolyticus eine hohe Pravalenz
(80,8 %) in rohen Shrimps, dagegen ergab die Untersuchung isolierter Stamme
(n=460) kein Vorkommen von tdh oder trh. Die Gefahr einer Infektion durch den
Umgang oder Konsum roher oder unzureichend erhitzter Meeresfriichte kann jedoch
auch von nicht-tdh/trh- und nicht-T3SS2-codierenden V. parahaemolyticus-Stammen
ausgehen (Ottaviani et al. 2012). Jones et al. (2012) stellten die Codierung der
klassischen Virulenzmarker fiir die Einschatzung der Pathogenitit von
V. parahaemolyticus infrage. Die Pathogenitit von V. parahaemolyticus beruht auf einem
komplexeren Pathogenititsmechanismus (Jones et al. 2012). Aufgrund des Fehlens der
klassischen Virulenzmarker bei den in dieser Arbeit isolierten V. parahaemolyticus-
Stammen kann keine eindeutige Aussage zu deren Pathogenitit getroffen werden. Erst
Untersuchungen zum Vorkommen weiterer Virulenzgene kénnten Aufschluss tiber das
Pathogenitatspotential geben.

Bisher gibt es keine Daten zum Vorkommen der Serogruppen von V. parahaemolyticus in
Shrimps aus Ecuador. Deshalb wurden 328 wunserer V.parahaemolyticus-Isolate
analysiert. Es konnten elf der zwdlf Serogruppen detektiert werden (Tab. 40). Die
haufigste Serogruppe war 011 (39,9 %). An zweiter Stelle folgte 01 (17,1 %). Die
Detektion zahlreicher Serogruppen aus Umweltproben korrelierte mit den Daten aus
anderen Arbeiten. Die von Cabrera et al (2004) untersuchten V. parahaemolyticus-
Isolate (n = 46) aus Mexiko verteilten sich auf sechs Serogruppen, mit 03 als Haufigster
(30 %) (Cabrera-Garcia et al. 2004). Ottaviani et al. (2013) ermittelten fir 192 aus
Italien stammende V.parahaemolyticus-Isolate, 51 verschiedene Serogruppen, mit
03:Kut als Haufigster (8,3 %). Mit den verfligbaren Antiseren waren 44,8 % der
Kapselantigene und 13,5 % der somatischen Antigene nicht bestimmbar (Ottaviani et al.
2013). Eine Studie aus den USA wies bei V.parahaemolyticus-Isolaten aus
Umweltproben (n = 67) und klinischen Proben (n =77) mit Ausnahme von 02, 07 und
09 alle bekannten O-Serogruppen nach. Die Kapselantigene waren zu 49,3 % nicht
bestimmbar. Von den 35 ermittelten Serogruppen zeigten neun ein Auftreten sowohl bei
klinischen als auch bei Umweltproben (Jones et al. 2012).

6.3 Datenerhebung zu Produktions- und Managementfaktoren in
Aquakulturen

Zusatzlich zur Bestimmung der Pravalenzen von Vibrionen in Shrimps wurde der

Einfluss verschiedener Produktions- und Managementfaktoren von Shrimps-
Aquakulturen auf das Vorkommen von Vibrio spp. untersucht. Fiir fiinf der sieben
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untersuchten Faktoren wurde ein signifikanter Einfluss auf die Pravalenz von einer oder
mehrerer Vibrio spp. festgestellt.

Das Vorkommen, die Verbreitung und Persistenz von Vibrionen, die Teil des
autochthonen Mikrobioms in marinen Gewdssern sind, werden durch Umweltparameter
des Meeres beeinflusst (Caburlotto et al. 2012). Die Temperatur wurde von Gil et al.
(2004) und Huq et al. (2005) als Schlisselfaktor fiir ein erhohtes Vorkommen von
V. cholerae und Cholera-Infektionen in Peru und Bangladesch identifiziert. Jedoch wird
angenommen, dass sich der Einfluss von Umweltparametern auf das Vorkommen von
Vibrio spp. in verschiedenen Regionen der Welt unterschiedlich auswirkt. Daher
existiert kein generelles Einverstdndnis dariiber, welche Faktoren das Vorkommen und
die Persistenz von Vibrio spp. fordern (Caburlotto et al. 2012).

Einen Zusammenhang zwischen dem verstiarkten Auftreten von Vibrio spp. und héheren
Wassertemperaturen (33-34 °C gegentiber tiblichen 28-29 °C) sowie einer Salinitdt von
28-40 ppt, gegeniiber einem ublichen Wert von 12-15 ppt, wurde von Mohney et al
(1994) fiir Ecuador beschrieben. In den von uns vorgestellten Ergebnissen zeigten die
Salinitdit und die Temperatur des Beckenwassers einen Einfluss auf jeweils drei
Vibrio spp.

Eine Untersuchung aus Mexiko von Castafieda Chavez et al (2005) beschrieb die
Wassertemperatur und den Salzgehalt als wichtige Faktoren in Bezug auf das
Vorkommen von V. cholerae. Sie isolierten V. cholerae non-0O1 aus Austern und Wasser
bei durchschnittlichen Wassertemperaturen von > 28 °C. Die Prasenz von V. cholerae 01
in Austern stand in Zusammenhang mit Temperaturen von > 31 °C (Castafieda Chavez et
al. 2005). Dies steht im Einklang mit unseren Resultaten. Wir wiesen V. cholerae (non-
01/non-0139) vermehrt bei Temperaturen von = 28 °C nach (p = 0,04).

Weiterhin zeigte sich bei Castafieda Chavez et al (2005) ein signifikant (p < 0,05)
hoheres Vorkommen von Vibrio non-O1 in Wasserproben bei Temperaturen von 18,7-
32,4 °C und einer Salinitat von 0,149-17 ppt. Toxin-produzierende V. cholerae-O1-Isolate
wurden, entsprechend der beiden Untersuchungsorte, bei durchschnittlich 31,4 °C,
einem Salzgehalt von 24,18 ppt und einem pH-Wert von 9,15 sowie bei 31,1 °C, einem
Salzgehalt von 6,27 ppt und einem pH-Wert von 8,74 nachgewiesen. Der Nachweis von
V. cholerae bei einem Salzgehalt von < 25 ppt (p = 0,0007) und einem pH-Wert von > 8
(p = 0,003) ist im Einklang mit unseren Resultaten. Saisonale Verdnderungen der
Wassertemperatur und der Salinitit erklarten bei Castafieda Chavez et al. (2005) in den
meisten Fillen das variable Vorkommen von V. cholerae. Beide Parameter zeigten einen
signifikanten Zusammenhang. V. alginolyticus wurde bei Temperaturen von 21,8 °C und
einem Salzgehalt von 11,05 ppt detektiert (Castafieda Chavez et al. 2005). In unserer
Arbeit zeigte sich fir V.alginolyticus ebenfalls ein signifikanter (p = 0,0001)
Zusammenhang mit Temperaturen von < 28 °C. Es zeigte sich jedoch ein signifikant (p =
0,01) hoherer Anteil von V. alginolyticus bei einer Salinitat von > 25 ppt.

In der vorliegenden Arbeit wurde V. parahaemolyticus signifikant (p = 0,0006) haufiger
nachgewiesen, wenn die Beckentemperatur bei = 28 °C lag. Eine positive Korrelation
zwischen dem Vorkommen von V.parahaemolyticus und der Temperatur von
Meerwasser wurde mehrfach beschrieben (DePaola et al. 1990; Sobrinho et al. 2010).
Die Ergebnisse von Sobrihno et al. (2010) zeigten einen signifikanten (p < 0,001)
Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von V. parahaemolyticus in Austern und der
Wassertemperatur vor der brasilianischen Kiiste. Mit der Salinitdt ergab sich keine
Korrelation (p = 0,34), was darauf hinwies, dass der Salzgehalt kein primarer Faktor fur
das Wachstum dieses Bakteriums war (Sobrinho et al. 2010). Auch DePaola et al. (1990)
identifizierten die Temperatur als den Hauptfaktor fiir die Verbreitung von
V. parahaemolyticus in den USA. Der Einfluss der Salinitit ist demnach bei
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V. parahaemolyticus geringer als bei V. cholerae (Kaper et al. 1979) und V. vulnificus
(Kelly 1982) (DePaola et al. 1990). Dies steht im Einklang mit unseren Ergebnissen. Fir
die Salinitdt des Wassers, die in unserer Studie zwischen 5 und 35 ppt betrug, stellten
wir keinen signifikanten Einfluss auf die Nachweisrate von V. parahaemolyticus fest. Im
Gegensatz zu diesen Beobachtungen beschrieben Martinez-Urtaza et al. (2008b) fur
Galizien (Spanien) die Salinitit als den primaren Faktor, der die Verbreitung von
V. parahaemolyticus beeinflusste. Fir die Temperatur des Meerwassers hingegen wurde
nur ein sekundarer Effekt fiir die Verbreitung von V. parahaemolyticus festgestellt
(Martinez-Urtaza et al. 2008b). Martinez-Urtaza et al. (2008b) vermuteten, dass die
Temperatur als primdrer Faktor fiir die Verbreitung von V. parahaemolyticus dient,
wenn der Salzgehalt des Wassers in einem niedrigen Bereich (< 30 ppt) liegt. Weist die
Salinitdat hohe Werte auf, wie in ihrer Studie (30,9-36,2 ppt), ist sie der entscheidende
Faktor fiir das Auftreten von V. parahaemolyticus (Martinez-Urtaza et al. 2008b).

Bei V. vulnificus war ein Salzgehalt von < 25 ppt mit einer hoheren Pravalenz (13,7 %
gegentiber 1,2 %) assoziiert. Dies stimmt mit den Resultaten von Kelly (1982) tiberein.
Bei seinen Untersuchungen zeigte V. vulnificus bei einem Salzgehalt von < 16 ppt eine
signifikant (p = 0,02) hohere Nachweisrate. Die positive Korrelation mit Temperaturen >
25 °C, die Kelly (1982) detektierte, wiesen wir nicht nach.

Die Untersuchung der Grofie von Aquakulturen als Produktionsfaktor zeigte, dass
V. parahaemolyticus bei Aquakulturen mit einer Gréf3e von < 150 ha eine signifikant (p =
0,03) hohere Pravalenz aufwies. Fiir V. alginolyticus zeigte sich eine hohere
Nachweisrate in Aquakulturen, die eine Grof3e von = 150 ha besafden. Mikrobiologische
Kontrollen zum Vorkommen von Vibrio spp. werden in Aquakulturen aufgrund ihrer
Relevanz fiir die Shrimps-Gesundheit regelmifdig durchgefiihrt und dienen als
Grundlage fiir das Management der Becken, darunter auch fiir die Anwendung von
Antibiotika (Lopez-Torres 2001; Noriega-Orozco et al. 2007). Man konnte annehmen,
dass dies auch fiir Ecuador zutrifft, jedoch tiberwiegend fiir gréfdere Aquakulturen (ASC
2014; Unger 2014), die haufig eine bessere Organisation aufweisen und modernere
Techniken verwenden als kleinere Aquakulturanlagen (Alday et al. 2006; Rodriguez
Loaiza und Sandoval Romero 2010; Anonym 2014). Das vermehrte Vorkommen von
V. alginolyticus bei Aquakulturen, die eine Gréfie von = 150 ha aufwiesen, spricht jedoch
nicht dafiir, dass eine mutmafilich bessere Organisation des Aquakulturmanagements
eine Rolle fir das Vorkommen von Vibrio spielt. Bei der Betrachtung des
Probiotikaeinsatzes als Managementfaktor zeigte sich fiir V. alginolyticus ein signifikant
(p = 0,03) hoheres Vorkommen in Shrimps, die nicht mit Probiotika behandelt wurden.
Verschiedene Studien zum Probiotikaeinsatz in Aquakulturen wiesen eine Reduktion
von Vibrio spp. in behandelten Zuchtbecken nach (Rengpipat et al. 1998; Vieira et al
2007; Decamp et al. 2008). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass der
Probiotikaeinsatz auch in den von uns untersuchten Aquakulturen zu einer Reduktion
von V. alginolyticus gefiihrt hat. Fiir die weiteren von uns untersuchten Vibrio spp.
wurde hingegen kein signifikanter (p > 0,05) Zusammenhang mit dem Probiotikaeinsatz
detektiert. Die Auswertbarkeit dieses Faktors ist jedoch aufgrund des geringen Anteils
an unbehandelten Becken fraglich.

Die bei der Beprobung der Shrimps-Aquakulturen erhobenen Daten zur Herkunft der
Larven demonstrierten die Verwendung von zehn verschiedenen Zuchtanlagen. Die
Pravalenz von V. alginolyticus, V. cholerae, V. parahaemolyticus und V. vulnificus zeigte
zum Teil grof3e Unterschiede in Abhangigkeit zur verwendeten Zuchtanlage (Abb. 8).
Insbesondere das Vorkommen von V. alginolyticus (27,7 %-90 %) variierte stark. Die
Pravalenz von V. alginolyticus betrug bei der Betrachtung aller Proben (n = 229) 50,2 %.
Bei der Auswertung auf der Ebene des Einzelhandels (59,2 %) und der Aquakulturen
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(46,2 %) zeigte das Vorkommen von V. alginolyticus ebenfalls einen deutlich geringeren
Anteil als der fiir Larvenzuchtanlagen 1 (90%) und 4 (70 %) nachgewiesene
Prozentsatz. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die Herkunft der Larven die
Pravalenz von Vibrio spp. in Shrimps-Zuchten beeinflusst. Vibrio spp., die Teil der
Darmflora sind, kénnten von den Larvenzuchtanlagen in die Shrimps-Aquakulturen
tiberfiihrt worden sein (Tendencia und de la Pena 2001). In den untersuchten Farmen
wurde eine prompte Uberfiihrung der Larven ohne vorherige Klarung durchgefiihrt. Fiir
V. parahaemolyticus (70 %-96,4 %), V. cholerae (5 %-14,3 %) und V. vulnificus (0 %-
8,5 %) zeigten sich ebenfalls variierende Pravalenzen.

6.4 Akutes Hepatopankreatisches Nekrose-Syndrom

V. parahaemolyticus besitzt neben seiner Bedeutsamkeit als humanpathogenem Erreger
auch Relevanz als Ausloser von Fischkrankheiten. V. parahaemolyticus gilt als ein
bedeutender bakterieller Infektionserreger fiir Shrimps (Aguirre-Guzman et al. 2001;
Sudheesh und Xu 2001; Jayasree et al. 2006).

Flr die Shrimps-Industrie von Belang ist das von V. parahaemolyticus ausgeloste Akute
Hepatopankreatische Nekrose-Syndrom oder Early Mortality Syndrome, das zu grofden
Verlusten in asiatischen und mexikanischen Shrimps-Aquakulturen gefiihrt hat (Flegel
und Lo 2014; Nunan et al. 2014). Das Auftreten von AHPNS wurde zuerst in China
(2009) festgestellt und anschliefiend in Vietnam (2010), Malaysia (2011), Thailand
(2012) und Mexiko (2013) bestatigt (Flegel und Lo 2014; Tran et al 2014).
Informationen iiber eine weitere Ausbreitung auf die mittelamerikanischen Lander
Nicaragua und Honduras wurden im Mai 2015 veroffentlicht. Die Proben, die ein
positives Ergebnis fiir AHPNS zeigten, stammten aus den Jahren 2013, 2014 und 2015
(CNA 2015).

Die molekularbiologische Untersuchung von 188 V. parahaemolyticus-Isolaten, zur
Detektion des fliir AHPNS verantwortlichen Plasmids (Yang et al. 2014), ergab ein
negatives Resultat. Sechs Isolate, die von Markten stammten, zeigten bei der
Verwendung des Primer-Sets AP2 Banden bei 400 bp, 300 bp oder 150 bp. Diese
Ergebnisse wurden als negativ gewertet. Das Auftreten unspezifischer Banden unterhalb
von 700 bp entspricht einem Bericht von Flegel (2014) (Flegel 2014). Fiir das hier
verwendete PCR-System (AP1 und AP2) erfolgte 2014 eine Weiterentwicklung, die AP3
genannt wurde und seither empfohlen wird (Sirikharin et al. 2014). Die Primer der von
Sirikharin et al. (2014) veroffentlichten PCR-Methode (AP3) zeigten, verglichen mit den
Resultaten flir das Primer-Set AP2, eine hohere Spezifitit (100 %) und einen héheren
positiven Vorhersagewert (100 %). Fiir das Primer-Set AP2 lagen die Spezifitat bei
97,7 % und der positive Vorhersagewert bei 97,4 %. Sirikharin et al. (2014) empfahlen
fir positive Ergebnisse, die unter Verwendung des Primer-Sets AP2 ermittelt wurden,
eine zusitzliche Uberpriifung mittels der AP3-Methode. Der negative Vorhersagewert
lag fiir beide Primer-Sets bei 100 %. Eine Wiederholung unserer Ergebnisse mit dem
neueren PCR-System (AP3) erachteten wir daher als nicht notwendig.

Flir den Zeitraum der Probennahme waren keine Berichte liber das Auftreten von
AHPNS in Ecuador bekannt. Die in Ecuador geziichtete Shrimps-Spezies L. vannamei gilt
jedoch als empfanglich (FAO 2013a) und ein Auftreten in Wildpopulationen oder das
Vorhandensein des Erregers in Aquakulturen, ohne Symptome auszuldsen, konnte nicht
ausgeschlossen werden. Dariiber hinaus meldet Ecuador Krankheiten von Krustentieren
nicht an die OIE (Office International des Epizooties) (Thompson 2014). Detaillierte
Informationen zum Aufkommen von Shrimps-Krankheiten lagen somit nicht vor.
Betrachtete man die Verbreitung bekannter pandemischer Shrimps-Erkrankungen, wie
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des White Spot Syndrome Virus (WSSV) und des Taura Syndrom Virus (TSV) oder das
Auftreten des pandemischen V. parahaemolyticus-Klons 03:K6 in Stidamerika liefs sich
auch fir AHPNS eine zunehmende globale Ausbreitung befiirchten. Mit dem Ausbruch
von AHPNS in Mexiko wurden die ersten Falle aufderhalb Asiens beschrieben (Nunan et
al. 2014). Das 1992 in Ecuador nachgewiesene TSV verbreitete sich innerhalb weniger
Jahre auf alle grofden L. vannamei-Populationen der Region. Darunter waren Kolumbien
und Peru (1993), Brasilien, El Salvador, Honduras, Guatemala, Hawaii, das Festland der
USA (1994), Panama, Nicaragua, Belize, Mexiko (1995) und Costa Rica (1996) (Hasson et
al. 1999). Zu einer Ubertragung nach Asien kam es vermutlich durch infizierte Shrimps-
Larven aus Mittelamerika (Lightner et al. 2012b).

Flr das WSSV erfolgte eine Ausbreitung von Asien nach Amerika. Das Virus trat erstmals
1992 in Nordostasien auf und verbreitete sich rasch auf die Shrimps-Zuchtgebiete
Asiens und des Indopazifiks (Lightner et al. 1997). Die Ubertragung der Erkrankung auf
den amerikanischen Kontinent erfolgte zunachst in den USA (1995), mutmafilich iiber
den Import gefrorener Shrimps und deren Weiterverarbeitung (Lightner 1996; Lightner
et al. 1997). Der Ausbruch von WSSV in Mittel- und Siidamerika (1999) war
wahrscheinlich auf die Einfuhr infizierter Larven aus asiatischen Aquakulturen
zuruckzufiihren (Alday de Graindorge 2000; McClennen 2004; Walker und Mohan
2009). In Zusammenhang mit der Ausbreitung der siebten Cholera-Pandemie (1991)
und der Verbreitung des pandemischen V. parahaemolyticus-Klons 03:K6 (1997) auf
Siidamerika wird eine passive Ubertragung von Vibrio-Populationen aus dem
asiatischen Raum tiiber das Meer, in Assoziation mit einer El Nifio-Episode, diskutiert
(Martinez-Urtaza et al. 2008a). Martinez-Urtaza et al. (2008a) legten die Vermutung
nahe, dass durch eine El Nifio-Episode ein temporarer, ostwarts gerichteter Korridor
entsteht, der zu einer Ubertragung von marinen Organismen und damit assoziierten
Mikroorganismen fiihren kénnte. Fiir den Ausbruch von AHPNS in Mexiko, der im April
2013 stattfand, wurde als Ursache ein illegaler Import von Shrimps-Larven, die zur
Zucht bestimmten waren, vermutet (Flegel 2013).

Die Tatsache, dass AHPNS eine neu auftretende Erkrankung von Shrimps in
Aquakulturen darstellte, deren Verbreitung im aquatischen Milieu erfolgte, machte
Voraussagen zur weiteren Ausbreitung und den eventuellen 6konomischen Folgen fiir
betroffene Lander sehr schwierig. Die oben genannten Verbreitungswege der viralen
Shrimps-Pandemien TSV und WSSV oder eine Ubertragung in Zusammenhang mit einer
El Nifo-Episode, erschienen jedoch auch fiir AHPNS moglich. McClenn (2004)
identifizierte als Griinde fiir die schnelle Verbreitung von WSSV eine Kombination aus
der Stirke der Erkrankung, fehlendem Bewusstsein und Pravention, die
Internationalisierung der Shrimp-Industrie und die Steigerung intensiver
Haltungssysteme (McClennen 2004). Fiir die Verbreitung von AHPNS in Asien kdnnten
ahnliche Griinde eine Rolle gespielt haben (Flegel 2013). Fiir Ecuador waren jedoch in
einigen Punkten Unterschiede identifizierbar.

Die gegen AHPNS ab 2013 in Ecuador getroffenen Praventivmafinahmen, wie z. B. das
Importverbot von lebenden Shrimps aus Lindern, in denen die Erkrankung detektiert
wurde (Acuerdo Ministerial No.043, 25. Juli 2013, Acuerdo Ministerial No.001 24. Juli
2014), oder die Erhohung biologischer Sicherheitsmafinahmen (INP 2014) kénnten eine
dauerhafte LOosung sein, um eine weitere Ausbreitung von AHPNS zu verhindern.
Vergleichbare Importverbote und Aktionsplane wurden auch fiir andere
lateinamerikanische Liander wie Peru, Mexiko, Guatemala, Honduras und Panama
entwickelt (Navarro et al. 2013; MEF 2014).

Weiterhin zeigte eine von Seafood Watch angefertigte Studie zur Evaluierung der
Shrimps-Industrie in Ecuador generelle Unterschiede zu den Haltungssystemen von
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Shrimps in Asien auf, die auch einen Einfluss gehabt haben konnten. Wie auch in der
vorliegenden Arbeit beobachtet, existierten in Ecuador hauptsachlich extensive und
semi-intensive Haltungssysteme. Die Menge an Larven, die bei der Aussaat in die
Zuchtbecken eingesetzt wurde, lag in Ecuador fiir etwa 80 % des Sektors bei 7-12
Larven/m?, wohingegen in Asien 60 Larven/m? iiblich waren (Thompson 2014).
Untersuchungen aus Vietnam und Thailand zur Ermittlung von Risikofaktoren fiir
AHPNS, beschrieben eine erhohte Anfalligkeit fiir AHPNS bei intensiven
Haltungssystemen (NACA 2012; FAO 2013a). Daneben schien der Einsatz von Probiotika
die Auswirkungen von AHPNS zu reduzieren (NACA 2012). Der Probiotikaeinsatz wurde
zur AHPNS-Pravention empfohlen (MAC 2013). Die Verwendung von Probiotika wurde
fir den Grofteil aller Aquakulturen in Ecuador angenommen (Thompson 2014). De
Schryver et al. (2014) erachteten mikrobiologische Management Strategien als einen
Schliisselfaktor bei der AHPNS-Pravention (De Schryver et al. 2014).

Die in Ecuador angewandte Praxis einer dauerhaft niedrigen Produktionsstarke, welche
aus dem Auftreten und der Persistenz von Viruserkrankungen (TSV, WSSV) resultierte
(Thompson 2014), stand im Kontrast zu den Beobachtungen, die Flegel (2013) fiir den
asiatischen Raum machte. Flegel (2013) vermutete, dass die schnelle regionale
Verbreitung von AHPNS in Asien und der gleichzeitig beobachtete Anstieg von
Infektionen mit Mikrosporidien (Enterocytozoon hepatopenaei) moglicherweise
Ergebnis einer industrieweiten Abnahme der biologischen Sicherheitsmaf3nahmen
gewesen sein konnten. Die Ursache dessen konnte das stark reduzierte Auftreten von
Krankheiten gewesen sein, das mit dem seit 2001 weitverbreiteten Einsatz von
spezifisch pathogen-freien L. vannamei, erreicht wurde (Flegel 2013).

Eine andere Ursache fiir das bisherige Nicht-Auftreten von AHPNS in Ecuador kénnte
moglicherweise mit den hohen Raten an Antibiotikaresistenzen in Zusammenhang
gestanden haben, die in den von uns untersuchten V.parahaemolyticus-Isolaten
detektiert wurden. Yang et al. (2014) identifizierten in AHPNS-auslésenden
V. parahaemolyticus-Isolaten ein extrachromosomales Plasmid, das die Sequenz eines
insektiziden pirAB Toxins trug, welches fiir das Auslosen von AHPNS verantwortlich
sein konnte (Yang et al. 2014). Da viele Antibiotikaresistenzen auf Plasmiden codiert
sind und iiber diese weitergegeben werden (Carattoli 2013), kdonnte angenommen
werden, dass die von uns festgestellten Resistenzen ebenfalls Plasmid-codiert waren.
Dies fiihrt zu der Uberlegung, dass fiir Vibriospp. durch das Bestehen eines
permanenten aufderen Selektionsdruckes, die Aufgabe von Antibiotikaresistenzen zum
Nachteil geraten wiirde. Dies hatte zur Folge, dass das grofde, von Yang et al. (2014)
identifizierte Plasmid, das mutmaflich Trager von fiir AHPNS verantwortlichen Genen
ist, sich nicht behaupten kann. Plasmide, die das gleiche Reproduktionssystem besitzen,
sind nicht kompatibel, dadurch verhindert die hohe Frequenz an Plasmiden
moglicherweise die Weitergabe des AHPNS-auslosenden Plasmids (Novick 1987).
Untersuchungen zur Antibiotikasensibilitdt aus Thailand und Vietnam zeigten, dass
AHPNS-auslésende V. parahaemolyticus-1solate Antibiotikaresistenzen besaféen oder im
Laufe der Zeit erwarben (Kongrueng et al. 2014; Tran et al. 2014). Im Gegensatz zu
unseren Ergebnissen zeigten diese Untersuchungen jedoch kein hohes Mafd an
Multiresistenzen. Dartiber hinaus kdnnen Resistenzen auch chromosomal codiert sein.

6.5 Antibiotikaresistenz
Der Einsatz von Antibiotika in Lebensmittel-liefernden Tieren und damit assoziierte

Resistenzen sind ein weltweites Problem (Park et al. 2012). Gelangen verabreichte
Antibiotika in die Umwelt, kann das zur Selektion von antibiotikaresistenten Bakterien
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fiihren. Die direkte Gefahr fiir den Konsumenten liegt in Antibiotikariickstanden, die sich
im Gewebe von tierischen Produkten anreichern konnen und in der Ubertragung von
antibiotikaresistenten Bakterien auf den Menschen (Park et al. 2012; Romero et al.
2012). Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit des horizontalen Transfers von
Resistenzgenen auf humanpathogene Erreger (Defoirdt et al. 2007). Der Zusammenhang
der Nutzung von Antibiotika in Aquakulturen und der Haufigkeit von codierten
Resistenzgenen in Bakterien wurde beschrieben (Angulo 2000; Cabello 2006; Jayasree
et al. 2006). Fir V.cholerae ist das Auftreten von Antibiotikaresistenzen in
Umweltstimmen und klinischen Isolaten dokumentiert (Campos et al. 2004), ebenso ein
moglicher Zusammenhang mit dem Antibiotikaeinsatz in Shrimps-Aquakulturanlagen
(Weber et al. 1994). Fir nicht-Cholera Vibrionen existieren weniger Daten zur
Antibiotikasensibilitat (Ottaviani et al. 2001).

Vor diesem Hintergrund erfolgte flir 245 Isolate der Spezies V. alginolyticus (n = 67),
V. cholerae (n=16), V.parahaemolyticus (n=154) und V.vulnificus (n=8) eine
Untersuchung auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber 22 Antibiotika aus sechs
Stoffgruppen. Nach eingehender Literaturrecherche scheint diese Arbeit eine von
wenigen Veroffentlichungen (Mohney et al. 1994) zu sein, die verschiedene Vibrio spp.
aus Aquakultur-Shrimps in Ecuador isolierte und auf ihre Antibiotikasensibilitat hin
untersuchte. Der Fokus anderer Arbeiten lag haufig ausschliefllich auf V. cholerae-
Isolaten, die meist aus klinischen Proben stammten (Threlfall et al. 1993; Weber et al.
1994; Aldighieri et al. 1997; Gabastou et al. 2002) oder betraf nur eine geringe Zahl (<
10) von Proben aus Ecuador, die neben verschiedenen Meeresfriichten aus anderen
Landern untersucht wurden (Berry et al. 1994; Wang et al. 2011).

Die 245 getesteten Vibrio-Isolate zeigten zu 95,9 % Resistenzen gegeniiber mindestens
einem Antibiotikum. Der Anteil von multiresistenten Isolaten lag bei 75,9 %.
Vergleichbare Resultate von einer hohen Tendenz an Antibiotikaresistenzen, jedoch
unter Einbeziehung unterschiedlicher Vibrio spp. und Antibiotika, sind aus anderen
Regionen mit Shrimps-Aquakulturen bekannt (Manjusha et al. 2005; Costa et al. 2015).
Aus Brasilien stammende Vibrio spp., die aus L. vannamei isoliert wurden (n = 100),
zeigten zu 75% Resistenzen gegeniilber mindestens einem Antibiotikum.
Multiresistenzen wurden fiir 33 % der Isolate detektiert (Costa et al 2015). Aus
Wasserproben und Meeresfriichten in Indien isolierte Vibrio spp. (n = 119) zeigten zu
83,2 % Resistenzen gegenlber einem oder mehreren Antibiotika. Multiresistenzen
wurden bei 54 % der [solate detektiert (Manjusha et al. 2005).

Der Anteil an resistenten Isolaten variierte fiir die vier in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Vibrio spp. zum Teil stark. V. parahaemolyticus-Isolate wiesen mit 98,7 %
die meisten resistenten Isolate auf. Resistent gegeniiber zwei oder mehr Antibiotika
waren 76 % der Isolate. Diese Daten korrelieren mit den Ergebnissen von Jun et al
(2012) aus Siidkorea, die fiir alle untersuchten V.parahaemolyticus-Isolate
Multiresistenzen feststellten. Sie beobachteten pro klinischem Isolat (n = 2) Resistenzen
gegeniber mehr als vier Antibiotika. Fir V. parahaemolyticus-Isolate aus
Meeresfriichten und Umweltproben (n = 22) wurden mehr als elf Resistenzen pro Isolat
nachgewiesen (Jun et al. 2012). Antibiotikaresistente V. parahaemolyticus-Isolate aus
klinischen Proben beschrieben auch Ottaviani et al. (2012). Diese aus Italien stammende
Studie untersuchte mit Gastroenteritiden assoziierte V. parahaemolyticus-Isolate, die
Resistenzen gegeniiber jeweils sechs verschiedenen Antibiotika aufwiesen (Ottaviani et
al. 2012).

Fiur V.alginolyticus (95,5 %) lag der Gesamtanteil an resistenten Isolaten in der
vorliegenden Arbeit unter dem von V. parahaemolyticus (98,7 %). Es zeigte sich aber ein
hoherer Prozentsatz an Multiresistenzen. Fiir V. alginolyticus wurde sowohl die hochste
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Anzahl an multiresistenten Isolaten (83,6 %), als auch die hochste Anzahl an
Resistenzen pro Isolat (bis zu 18) ermittelt. Fir V. parahaemolyticus wurden bis zu
sieben Resistenzen pro Isolat detektiert. Das Resistenzprofil der 22 getesteten
Antibiotika war bei V. parahaemolyticus- und V. alginolyticus-Isolaten sehr &hnlich.
V. parahaemolyticus-Isolate zeigten zu 18 der getesteten Antibiotika Resistenzen. Fir
V. alginolyticus wurden, mit Ausnahme von Imipenem, gegeniiber allen getesteten
Substanzen Resistenzen festgestellt. Auf Ampicillin-Sulbactam, Cefepim, Cefotaxim,
Imipenem und Meropenem, gegeniiber denen nur eine der beiden Spezies Resistenzen
zeigte, entfielen jeweils nur ein bis zwei resistente Isolate. Ahnliche Resultate von
V. alginolyticus- und V. parahaemolyticus-Isolaten mit Multiresistenzen sind beschrieben
(Baker-Austin et al. 2008; Jun et al. 2012; Lajnef et al. 2012; Letchumanan et al. 2015).
Ein hoheres Aufkommen von Multiresistenzen bei V.alginolyticus gegeniiber
V. parahaemolyticus-Isolaten beobachteten auch Oh et al (2011). Aus Fisch-
Aquakulturen in Stidkorea isolierte V. alginolyticus-Isolate (n = 153) zeigten zu 85,6 %
Resistenzen gegeniiber mehr als einem Antibiotikum. Fiir V. parahaemolyticus-Isolate
(n = 218) stellten sie 65,1 % fest. Der Anteil an Resistenzen gegentiber vier und mehr
Antibiotika betrug fiir V. alginolyticus 11,1 %, fur V. parahaemolyticus nur 5 % (Oh et al.
2011).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten V. cholerae- und V. vulnificus-Isolate wiesen
einen hoheren Grad an Sensibilitdt auf als V. alginolyticus und V. parahaemolyticus. Zwar
wurden bei zwolf V. cholerae-Isolaten (75 %) Resistenzen gegeniiber ein bis drei
Antibiotika detektiert, jedoch entfielen diese nur auf zehn Antibiotika aus drei
Stoffgruppen (Beta-Lactame, Aminoglykoside, Tetracycline). Der Anteil an
Multiresistenzen lag bei 56,3 %. Aus Brasilien stammende V. cholerae-Isolate aus
Umweltproben (n=14), die nicht zur Serogruppe 01 gehorten, zeigten mehrheitlich
(65 %) Resistenzen zu ein bis zwei Antibiotika (Campos et al. 2004). Die Resistenzen
verteilten sich auf finf Antibiotika aus fiinf Stoffgruppen (Beta-Lactame,
Aminoglykoside, Sulfonamide, Tetracycline, Nitrofurane). V.cholerae-O1-Isolate aus
klinischen Proben (n=92) zeigten einen hoheren Anteil an Resistenzen (98 %).
Ebenfalls aus Umweltproben stammende V. cholerae-O1-Isolate (n = 42) zeigten zu 50 %
Resistenzen gegeniiber ein bis drei Antibiotika (Campos et al. 2004). In der vorliegenden
Arbeit betrug der Anteil an V. vulnificus-Isolaten, die gegeniiber mindestens einem
Antibiotikum resistent waren 87,5 %. Dieser Anteil an resistenten Isolaten ist
vergleichbar mit dem von Radu et al (1998) detektierten Wert (83,3 %) bei der
Untersuchung von V. vulnificus-Isolaten (n=36) aus rotfleischigen Archenmuscheln
(Anadara granosa). Im Gegensatz zu den in unserer Studie untersuchten Isolaten zeigten
die V. vulnificus-Isolate aus Malaysia jedoch bis zu neun Resistenzen pro Isolat, die sich
gegen Antibiotika aus sechs Stoffgruppen richteten (Radu et al. 1998). Wir detektierten
Resistenzen gegeniiber sechs Antibiotika aus drei Stoffgruppen (Beta-Lactame,
Aminoglykoside, Tetracycline) und beobachteten bis zu zwei Resistenzen pro Isolat. Fir
V. vulnificus wurden insgesamt die wenigsten Resistenzen detektiert. V. cholerae- und
V. vulnificus-Isolate wiesen meist Resistenzen gegeniiber Ampicillin, Piperacillin und
Tetracyclin auf. Im Gegensatz zu V. alginolyticus und V. parahaemolyticus zeigten sie zu
100 % Sensibilitat gegeniiber Ciprofloxacin, Levofloxacin, Ofloxacin, Chloramphenicol
und Trimethoprim-Sulfamethoxazol. V. cholerae wies Resistenzen gegeniiber einigen
Cephalosporinen auf, die bei V.vulnificus nicht vorhanden waren. Alle untersuchten
V. vulnificus-Isolate (n=8) waren gegeniiber Cephalosporinen, Cephamycinen und
Carbapenemen sensibel.

Der hohe Anteil an resistenten Isolaten von V. alginolyticus und V. parahaemolyticus und
der deutlich niedrigere Anteil bei V.cholerae und V.vulnificus kénnten mit der
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unterschiedlichen Pravalenz der verschiedenen Vibrio spp. zusammenhdngen. Die
genetischen Determinanten filir Antibiotikaresistenzen, die in Mikroorganismen aus der
aquatischen Umwelt, darunter auch Vibrio spp., gefunden wurden, waren haufig auf
libertragbaren genetischen Elementen wie Plasmiden und Integrons lokalisiert (Defoirdt
et al. 2011). Da der Erwerb von Antibiotikaresistenzen in Bakterien zu einem
tiberwiegenden Teil durch horizontalen Gentransfer erfolgt (Balcazar et al. 2015) ist
anzunehmen, dass Spezies mit einer hoheren Pravalenz haufiger am Austausch mobiler
genetische Elemente, darunter auch Antibiotikaresistenzgene, beteiligt sind. Die deutlich
hohere Pravalenz von V.parahaemolyticus (80,8 %) und V. alginolyticus (50,2 %)
gegeniiber V. cholerae (11,4 %) und V. vulnificus (3,5 %) in Shrimps kénnte demnach fiir
die hoheren Anteile an resistenten und multiresistenten Isolaten verantwortlich sein.
Ein hoherer Anteil an Resistenzen fiir V. parahaemolyticus (n=77) gegeniiber
V. cholerae non-01/non-0139 (n=307) und V.vulnificus (n=120) wurde auch fir
I[solate aus der Chesapeake Bay in den USA ermittelt (Shaw et al. 2014; Ceccarelli et al
2015).

Relevant fiir die Entstehung von Antibiotikaresistenzen in der aquatischen Umwelt sind
das Vorkommen von Resistenzgenen in autochthonen Mikroorganismen, die Einleitung
von Antibiotika, antibiotikaresistenter Bakterien nach Kontakt mit Materie
menschlichen und tierischen Ursprungs oder deren Passagierung, sowie industrielle
Verunreinigungen (Alonso et al. 2001; Baquero et al. 2008; Rodriguez-Mozaz und
Weinberg 2010). Natiirlich im aquatischen Milieu vorkommende Bakterien kénnen als
Reservoir fiir Resistenzgene fungieren (Baquero et al. 2008). In Zusammenhang mit
diesen Genen fordert die Verbreitung von Antibiotika, Desinfektionsmitteln,
Detergenzien und Riickstanden industrieller Verschmutzung wie Schwermetalle in der
Umwelt, die Entwicklung und Weitergabe von Antibiotikaresistenzen im aquatischen
Milieu (Baquero et al. 2008). Insbesondere der Antibiotikaeinsatz in Aquakulturen
(Baticados et al. 1990; Angulo 2000; Cabello 2006; Romero et al. 2012) kann fiir die
Entstehung von Resistenzen relevant sein (Baquero et al. 2008) und kdnnte auch fiir die
in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Antibiotikaresistenzen verantwortlich
gewesen sein. Der generelle Einsatz von Antibiotika wurde von sechs der 18 befragten
Aquakulturbetreiber angegeben.

Die Stoffgruppen, fiir die insgesamt die meisten Resistenzen festgestellt wurden, waren
Beta-Lactame, Aminoglykoside und Tetracycline. Innerhalb der Gruppe der Beta-
Lactame wurden am haufigsten Resistenzen gegeniiber Penicillinen und
Cephalosporinen der ersten und zweiten Generation detektiert. Gegeniiber
Carbapenemen, Cephalosporinen der dritten und vierten Generation sowie
Kombinationen von Penicillinen mit Beta-Lactamase-Inhibitoren waren 84-99 % der
Isolate sensibel. Der von uns detektierte hohe Anteil an Resistenzen gegeniiber
Ampicillin (87,3 %) korreliert mit den Ergebnissen vieler Studien (French et al. 1989;
Okoh und Igbinosa 2010; Reboucas et al 2011; Chikwendu et al 2014). Fur
verschiedene Vibrio spp. wurden Ampicillin-Resistenzen von 45 % bis 100 % ermittelt.
Die isolierten Vibrio spp. stammten aus Shrimps und anderen Meeresfriichten,
klinischen  Proben, Meerwasserproben sowie aus Wasser von Flissen,
Aquakulturanlagen oder einer Klaranlage. Der in der vorliegenden Arbeit detektierte
hohe Anteil an Resistenzen gegeniiber Ampicillin und ein liberwiegender Anteil an
Sensibilitat gegeniiber Penicillinen, die mit einem Beta-Lactamase-Inhibitor kombiniert
waren, korrelierte mit den Daten von Zanetti et al (2001). V.alginolyticus-,
V. parahaemolyticus- und V. vulnificus-Isolate, die aus Klistengewassern Nordsardiniens
isoliert wurden, zeigten zu 88,9 % Resistenzen gegeniiber Ampicillin. Gegeniiber
Amoxycillin-Clavulansdure detektierten Zanetti et al (2001) eine geringe Resistenz
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(1,9 %) (Zanetti et al. 2001). In der vorliegenden Arbeit betrug dieser Anteil 2,4 %. Aus
der Stoffgruppe der Beta-Lactame zeigte sich fiir die Carbapeneme bei Zanetti et al.
(2001), wie auch in der vorliegenden Studie, die niedrigste Resistenzrate fir alle
untersuchten Vibrio spp.

Aus der Stoffgruppe der Beta-Lactame ist der Einsatz semi-synthetischer Penicilline wie
Ampicillin und Amoxicillin in Aquakulturen weitverbreitet, insbesondere in Fisch-
Aquakulturen (Park et al. 2012). Der Einsatz von Amoxicillin in Shrimps-Aquakulturen
wurde fiir Thailand beschrieben (Rico et al. 2013). Die in der vorliegenden Arbeit
detektierte Resistenz gegeniiber Ampicillin konnte demzufolge auf den Einsatz semi-
synthetischer Penicilline wie Ampicillin und Amoxycillin hinweisen, was auf ihr hohes
Kosten-Nutzen-Verhaltnis zuriickzufiihren sein kdnnte (Park et al. 2012). Der Einsatz
von Cephalosporinen ist in Aquakulturen hingegen nicht tiblich (Park et al. 2012). Die
von uns detektierten hohen Anteile an resistenten und intermedidaren Isolaten
gegeniiber einigen Cephalosporinen konnten daher auf Kreuzresistenzen mit
Penicillinen zurtiickzufiihren sein, die haufig auf einer enzymatischen Inaktivierung der
Wirkstoffe durch Beta-Lactamasen beruhen (Schassan 1978; Werckenthin und Schwarz
2003).

Die liberwiegende Sensibilitit gegeniiber Carbapenemen, Cephalosporinen der dritten
und vierten Generation sowie Kombinationen von Penicillinen mit Beta-Lactamase-
Inhibitoren sprechen dafiir, dass diese Substanzen in den von uns untersuchten
Shrimps-Aquakulturen nicht eingesetzt wurden. Begriindet ist dies vermutlich darin,
dass die genannten Substanzen im Vergleich zu haufig eingesetzten Antibiotika wie
Aminopenicillinen oder Tetracyclin, deutlich teurer sind (Vandijck et al. 2008; Statista
2015). Die Kosten sind bei der Wahl der Therapie in Aquakulturen ein sehr bedeutender
Faktor (Poupard 1978).

Aminoglykoside, flir die wir ebenfalls resistente und vor allem intermedidre Isolate
feststellten, zdahlen zu den meist verwendeten Antibiotika in der Veterindrmedizin
(Berrada et al 2010). Verantwortlich fiir den haufigen Einsatz ist das weite
Wirkspektrum, die Verfiigbarkeit in verschiedenen Formulierungen und der niedrige
Preis (Berrada et al. 2010). Fiir Shrimps-Aquakulturen wurde die Verwendung von
Gentamicin beschrieben (Holmstrom et al. 2003; Banerjee et al. 2007). Resistenzen in
Vibrio spp., die aus Meeresfriichten oder Aquakulturen stammten, gegeniiber
verschiedenen Aminoglykosiden (Amikacin, Gentamicin, Streptomycin) wurden
beschrieben (Manjusha et al 2005, Jun et al 2012). Der wichtigste
Resistenzmechanismus bei Aminoglycosiden ist, Werckenthin und Schwarz (2003)
zufolge, die enzymatische Inaktivierung, die durch verschiedene Enzyme (N-Acetyl-, O-
Adenyl- oder O-Phosphotransferasen) mit einem jeweils spezifischen Substratspektrum
vermittelt wird. Kreuzresistenzen innerhalb der Aminoglykoside sind moglich, jedoch ist
es aufgrund der Vielzahl an Enzymen und dem sehr spezifischen Substratspektrum nicht
moglich, durch Resistenzen gegeniiber einer Substanz Riickschliisse auf weitere
Resistenzen zu ziehen (Werckenthin und Schwarz 2003). Die von uns detektierten
Resistenzen konnten daher durch den Einsatz eines oder mehrerer Aminoglykosid-
Antibiotika verursacht worden sein.

Aus der Stoffgruppe der Tetracycline ist Oxytetracyclin das am haufigsten in
Aquakulturen eingesetzte Antibiotikum (Romero et al 2012). Resistenzen in
Aquakulturen wurden vielfach beschrieben (Rhodes et al. 2000; Miranda und Zemelman
2002; Kim et al. 2004). Der weitverbreitete Einsatz ist auf die leichte Verfiigbarkeit und
die geringen Kosten, im Vergleich zu anderen Breitspektrumantibiotika, zurtickzufiihren
(Park et al. 2012). Die von uns detektierte Resistenz gegeniiber Tetracyclin (42,4 %)
konnte demnach mit dem Einsatz von Oxytetracyclin in Zusammenhang stehen, da fiir
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Tetracycline und Tetracyclinderivate, wie Oxytetracyclin, Kreuzresistenzen beschrieben
wurden (Werckenthin und Schwarz 2003). Neben Oxytetracyclin waren fir
Aquakulturen in Ecuador zur Zeit der Probennahme noch Florfenicol und Enrofloxacin
zugelassen (INP 2013). Eine hohe Resistenzbildung gegentiber Enrofloxacin wiirde sich
in den Resistenzprofilen der von uns getesteten Chinolone widerspiegeln (Werckenthin
und Schwarz 2003). Die ermittelten Resistenzen gegeniiber Ciprofloxacin (11 %),
Levofloxacin (3,7 %) und Ofloxacin (3,7 %) befanden sich jedoch in einem niedrigen
Bereich. Gegentiber Ciprofloxacin zeigte sich allerdings ein grofier Anteil (48,2 %) an
intermedidren Isolaten, was ein Hinweis auf den Einsatz von Enrofloxacin sein konnte.
Durch die Untersuchung von Chloramphenicol konnen nur eingeschrankt Riickschliisse
auf die Resistenz gegeniiber Florfenicol gezogen werden (Werckenthin und Schwarz
2003). Die untersuchten Isolate zeigten sich jedoch zu 97,6 % sensibel gegeniiber
Chloramphenicol, was auch ein Hinweis auf eine hohe Sensibilitat gegeniiber Florfenicol
ist (Werckenthin und Schwarz 2003; Schwarz et al. 2004).

Ob in den von uns beprobten Aquakulturen Antibiotika haufiger zum Einsatz kamen als
angegeben wurde (36,8 %) und ob der Einsatz anderer als der zugelassenen Antibiotika
(Oxytetracyclin, Florfenicol, Enrofloxacin) erfolgte, kann nicht abschlieflend geklart
werden. Die Nutzung weiterer Antibiotika kann jedoch vermutet werden, da
entsprechende  Resistenzen detektiert wurden. Der Zusammenhang des
Antibiotikaeinsatzes in Aquakulturen und der Haufigkeit von Antibiotikaresistenzen in
Mikroorganismen wurde vielfach beschrieben (Cabello 2006). Das Vorkommen von
Resistenzen ist laut FAO et al (2006) jedoch trotz einer weiten Verbreitung von
Resistenzen in fischpathogenen Bakterien haufiger, wenn der Antibiotikaeinsatz hoch ist
(FAO et al. 2006). Fir den Einsatz von Antibiotika, in den von uns untersuchten
Aquakulturen, sprechen auch die Ergebnisse einer in Ecuador durchgefiihrten Studie
von Mohney et al. (1994). Wahrend des Studienzeitraumes (1987-1990) war in Ecuador
die Verwendung von Oxytetracyclin, Oxolinsdaure, Ormetoprim-Sulfadimethoxin,
Chloramphenicol und Nitrofurantoin iiblich (Mohney et al. 1994). Vibrio-Isolate, die
zwischen 1987 und 1989 (n=17) sowie 1990 (n=9) aus ecuadorianischen
Larvenzuchten isoliert wurden, zeigten entsprechend zu 29 % und 22 % Resistenzen
gegeniiber Oxytetracyclin. In der vorliegenden Arbeit betrug der Anteil Tetracyclin
resistenter Vibrio-Isolate 42,4 %. In beiden Fallen konnten die detektierten Resistenzen
auf den Einsatz von Oxytetracyclin zuriickzufiihren sein (Werckenthin und Schwarz
2003). Weiterhin zeigten die zwischen 1987 und 1989 sowie 1990 aus Larvenzuchten
isolierten Vibrio-Isolate, entsprechend zu 76 % und 33 %, Resistenzen gegeniiber
Chloramphenicol (Mohney et al 1994). In der vorliegenden Arbeit war der
tiberwiegende Teil der untersuchten Vibrio spp. Chloramphenicol gegeniiber sensibel
(97,6 %) und spiegelte vermutlich das heutige Verbot des Einsatzes von
Chloramphenicol in Ecuador (Resolucién 034 Registro Oficial N°420, 19. Dezember
2006) wider. Weiterhin zeigten die zwischen 1987 und 1989 von Mohney et al. (1994)
aus ecuadorianischen Larvenzuchten isolierten Vibrio-Isolate Resistenzen gegeniiber
Ormetoprim-Sulfadimethoxin (12 %) und Nitrofurantoin (6 %). Aus dem gleichen
Zeitraum (1990) stammende Vibrio-Isolate (n=19) von Aquakulturen zeigten keine
Resistenzen, was darauf zuriuckzufithren war, dass der Antibiotikaeinsatz bis 1990 auf
Larvenzuchten beschrankt war und nicht in Shrimps-Aquakulturen erfolgte (Mohney et
al. 1994). Das Fehlen von Resistenzen in Vibrio spp. aus Shrimps-Aquakulturen in
Ecuador zu einem Zeitpunkt, als noch keine Antibiotika eingesetzt wurden, erhartet
unsere Vermutung, dass die von uns detektierten Resistenzen mit dem Einsatz von
Antibiotika assoziiert waren.
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Der insgesamt hohe Grad an Resistenzen (95,9 %) und Multiresistenzen (75,9 %), die
sich auf alle getesteten Antibiotika verteilten sowie eine besondere Haufung an
Resistenzen bei vier der getesteten Substanzen (Ampicillin, Piperacillin, Amikacin,
Tetracyclin) (Abb. 9, Abb. 10) kénnte darauf hinweisen, dass neben Tetracyclinen auch
Beta-Lactam Antibiotika und Aminoglykoside eingesetzt wurden. Die 49 Isolate mit
einfacher Resistenz verteilten sich ausschliefdlich auf Ampicillin, Piperacillin, Amikacin
und Tetracyclin (APAT). Resistenzen gegeniiber diesen vier Antibiotika zeigten sich in
allen Bezirken der Probennahme und in mindestens 17 der untersuchten Aquakulturen
(Tab. 50, Tab. 51). Dariiber hinaus zeigten auch alle multiresistenten Isolate, die
zwischen zehn und 18 Resistenzen aufwiesen, Resistenzen gegentiiber APAT. Die
Tatsache, dass insgesamt fiir alle getesteten Substanzen mindestens ein resistentes
I[solat detektiert wurde, konnte dadurch bedingt sein, dass ein einzelnes Antibiotikum
das Potential zur Co-Selektion fiir eine Vielzahl an Resistenzgenen bewirkte (Gullberg et
al. 2014).

Fir die Entstehung von Resistenzen, insbesondere gegeniiber Ampicillin, werden in der
Literatur neben dem Antibiotikaeinsatz in Aquakulturen aber noch andere Ursachen
diskutiert. Roque et al. (2001) stellten bei allen Vibrio-Isolaten (n=11), die aus
Meerwasser isoliert wurden, eine Resistenz gegeniiber Ampicillin fest (Roque et al
2001). Als Ursache wurde die Selektion von Beta-Lactamase-codierenden
Resistenzgenen diskutiert, die als Konsequenz von Antibiotika produzierenden
Mikroorganismen in der marinen Umwelt entstanden sein kénnten (Teo et al. 2000).
Banerjee et al. (2012) vermuteten, dass die von ihnen fiir verschiedene Vibrio spp.
beobachteten Resistenzen gegeniiber Ampicillin auf3erhalb der Shrimps-Aquakulturen
erworben wurden. Die Resistenzen kdnnten durch den Einsatz von Antibiotika in den
Zuchtanlagen der Larven entstanden sein (Banerjee et al. 2012). Die Darmflora kénnte
so erworbene Resistenzen in die Shrimps-Aquakulturen tiberfiihrt haben (Tendencia
und de la Pena 2001). Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen von Srinivasan und
Ramasamy (2009). Sie fanden in den Vibrio-Isolaten aus Larvenzuchtanlagen héhere
Raten an Antibiotikaresistenz als in den aus Shrimps-Aquakulturen stammenden
Isolaten. Begriindet wurde dies durch den hoheren Einsatz und der Verwendung
neuerer Antibiotika in Larvenzuchten, verglichen mit der Situation in Shrimps-
Aquakulturen (Srinivasan und Ramasamy 2009).

Weiterhin erwdhnten Banerjee et al. (2012) die Moéglichkeit, dass das Vorkommen von
antibiotikaresistenten Bakterien durch den Einsatz von Probiotika verursacht werden
konnte. Mathur und Singh (2005) =zufolge wird vermutet, dass Kommensale,
Milchsaurebakterien eingeschlossen, moglicherweise als Reservoir flir Resistenzgene
fungieren. Eine Ubertragung dieser Resistenzgene auf pathogene Erreger stellt eine
grofde Gefahr dar (Mathur und Singh 2005). Munoz-Atienza et al. (2013) detektierten in
Milchsaurebakterien, die sie als potentielle Probiotika identifizierten, einen hohen Grad
an Antibiotikaresistenzen. Der Anteil an Resistenzen lag bei den Genera Weissella,
Pediococcus, Lactobacillus und Enterococcus entsprechend bei 60 %, 44 %, 33 % und
11% (Munoz-Atienza et al. 2013). Der Einsatz von Probiotika in den von uns
untersuchten Aquakulturen kénnte so moglicherweise fiir die Selektion multiresistenter
Bakterien verantwortlich gewesen sein. Es gaben 17 der 18 befragten
Aquakulturbetreiber (94,4 %) an, Probiotika einzusetzen. Die Verwendung von
Antibiotika wurde nur fiir sechs Aquakulturen (33,3 %) angegeben. Der Anteil an
resistenten Isolaten von Aquakulturen mit Antibiotikaeinsatz (91,1 %) war im
Verhaltnis zu Isolaten von Aquakulturen, die der Datenerhebung entsprechend keine
Antibiotika einsetzten (97,3 %), sogar niedriger. Um Probiotika als mogliche Ursache zu
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bestatigen oder auszuschliefien ware eine Untersuchung der in Ecuador verwendeten
Produkte notwendig.

Weiterhin wurden in der Literatur Futtermittel, die multiresistente bakterielle Stamme
enthielten (Miranda und Zemelman 2002) oder moglicherweise mit Antibiotika
kontaminiert waren (Hassan et al. 2013), als Quelle von Multiresistenzdeterminanten
bzw. als Ursache von Antibiotikariickstainden in Shrimps diskutiert. Miranda und
Zemelman (2002) wiesen in pelletiertem Futtermittel aus chilenischen Lachs-
Aquakulturen Acinetobacter-lIsolate mit Resistenzen gegeniiber vier bis sechs
Antibiotika nach. Hassan et al. (2013) detektierten in Macrobrachium (M.) rosenbergii
aus Bangladesch, die aus Aquakulturen mit der Verwendung eines kommerziellen
Futtermittels stammten, eine hohere Kontamination mit Nitrofuran und
Chloramphenicol als in M. rosenbergii aus Aquakulturen, die ein selbst hergestelltes
Futtermittel mit organischem und anorganischem Diinger verwendeten (Hassan et al
2013). Alle Shrimps-Aquakulturen, die in unsere Studie einbezogen waren, gaben an,
kommerzielle Futtermittel zu verwenden. Dies kdnnte als Hinweis auf einen moglichen
Zusammenhang mit der Entstehung von Resistenzen gegeniiber Ampicillin, Piperacillin,
Tetracyclin, Amikacin und Gentamicin gewertet werden, die wir in mindestens 17
Aquakulturen detektierten (Tab. 50).

Einen weiteren wichtigen Faktor bei der Entstehung von Antibiotikaresistenzen stellt
die Co-Induktion durch Desinfektionsmittel dar (Sidhu et al. 2001; Capita et al. 2014).
Desinfektionsmittelresistenzen werden ebenso wie Antibiotikaresistenzen haufig auf
mobilen genetischen Elementen wie Plasmiden oder Transposons codiert und eine
genetische Verbindung und gemeinsame Weitergabe wurde beschrieben (Sidhu et al
2002). Der Einsatz von Desinfektionsmitteln konnte somit auch zur Selektion
antibiotikaresistenter Mikroorganismen fiihren (Alonso et al. 2001). Da der Einsatz von
Desinfektionsmitteln in  Aquakulturen ein  wesentlicher Bestandteil der
Infektionskontrolle ist (Torgersen und Hastein 1995; OIE 2009), konnte man einen
Zusammenhang mit der Entstehung der von uns detektierten Antibiotikaresistenzen
vermuten. Unter den verwendeten Desinfektionsmitteln in Aquakulturen sind auch
quartire Ammoniumverbindungen wie Benzalkoniumchlorid (Torgersen und Hastein
1995; Shamsuzzaman und Biswas 2012; Rico et al. 2013), die im Besonderen fiir die
Entstehung von Antibiotikaresistenzen verantwortlich gemacht werden (Buffet-
Bataillon et al. 2012; Jennings et al. 2015). Unsere Datenerhebung zu Produktions- und
Managementfaktoren erfasste keine Informationen zum Desinfektionsmitteleinsatz. Aus
anderen Publikationen ist jedoch bekannt, dass Desinfektionsmittel in Aquakulturen,
insbesondere in Shrimps-Aquakulturen, in grofien Mengen eingesetzt wurden und
dieser Anteil den von Antibiotika deutlich tiberstieg (Rico et al. 2013).

Dass das Auftreten von antibiotikaresistenten Bakterien im marinen Milieu auch
Ursachen aufderhalb von Aquakulturanlagen haben konnte, zeigten Beobachtungen von
Manjusha et al. (2005). Sie detektierten, dass das Niveau von Antibiotikaresistenzen in
Wasserproben aus Aquakulturen verhaltnismaf3ig niedriger war verglichen mit dem in
Meerwasserproben. Der hohe Grad an Resistenzen und Multiresistenzen der Vibrio-
Isolate, die aus Kiistengewdssern stammten, lief3en die Vermutung zu, dass die Mehrheit
der Vibrio spp. in kiistennahen Gewadssern Resistenzen gegen Antibiotika entwickeln
(Manjusha et al. 2005). Als Ursache diskutierten Manjusha et al. (2005) die Einleitung
antibiotikaresistenter Bakterien durch Abwasser, unter anderem aus Krankenhausern,
oder den Eintrag von terrestrischen Bakterien mit Resistenz-codierenden Plasmiden, die
durch Regenwasser und Gezeiten vom Land ins Meer gelangten (Chandrasekaran et al.
1998). Ob die Weitergabe von Resistenz-codierenden Plasmiden, mittels horizontalem
Gentransfer, zwischen terrestrischen und marinen Mikroorganismen méglich ist, wird

104



6 Diskussion

kontrovers diskutiert (Orrufio et al. 2013). Chandrasekaran et al. (1998) demonstrierten
jedoch fiir Pseudomonas fluorescens, dass auch nach Eintritt in den VBNC-Zustand und
unter Nahrstoffentzug, ein konjugativer Plasmidtransfer moglich war. Sie folgerten
daraus, dass terrestrische, antibiotikaresistente Bakterien fiir die Pravalenz von
Resistenzgenen in der marinen Umwelt verantwortlich sein konnten (Chandrasekaran
et al. 1998). Durch die Verwendung von Brackwasser in Aquakulturanlagen kénnte eine
weitere Ubertragung der Resistenz-codierenden Plasmide auch innerhalb mariner
Bakterienspezies erfolgen (Defoirdt et al 2011) und so fir die von uns detektierten
Resistenzen in Vibrio spp. verantwortlich sein.

Weiterhin vermuteten Sirinivasan und Ramasamy (2009), dass der antimikrobielle
Selektionsdruck, der zu Resistenzen in Vibrio spp. flihrte, zusatzlich zum Einsatz von
Antibiotika in Aquakulturen auch durch die Verunreinigung mit Antibiotika
zusammenhing, die zur Behandlung von Menschen und Tieren eingesetzt wurden
(Srinivasan und Ramasamy 2009). Die Tatsache, dass es keine Antibiotika gibt, die
speziell fiir den Einsatz in Aquakulturen entwickelt wurden, und auch offiziell
zugelassene Substanzen immer urspringlich fiir andere veterindrmedizinische Bereiche
entworfen wurden (FAO 2005b), macht eine Abgrenzung schwierig. Ebenso werden fiir
Lebensmittel-liefernde Tiere und Menschen grofdtenteils die gleichen Klassen an
Antibiotika eingesetzt (WHO 2014).

Unabhéngig von der Ursache stellt die Prasenz von antibiotikaresistenten Bakterien in
Lebensmitteln tierischen Ursprungs ein Risiko fiir die 6ffentliche Gesundheit dar (FAO et
al. 2003). Der Antibiotikaeinsatz in Aquakulturen in Ecuador sollte weiterhin streng
limitiert werden, um die bestehende Resistenzlage von Vibrionen und méglicherweise
auch anderer Bakterienspezies nicht weiter auszuweiten. Desinfektionsmittel, wie
quartare Ammoniumverbindungen, die mit einer starken Resistenzentwicklung und Co-
Selektion von Antibiotikaresistenzen verbunden sind (Jennings et al. 2015), kénnten
durch Desinfektionsmafdnahmen mithilfe von Ozon, Ultraviolettstrahlung (Summerfelt
2003), Wasserstoffperoxid (Schmidt et al. 2006; Pedersen und Pedersen 2012) oder
elektrolytischer Desinfektion (Jorquera et al. 2002; Rasco und Ovissipour 2015) ersetzt
werden. Weiterhin befinden sich zahlreiche alternative Methoden zur Kontrolle
bakterieller Erkrankungen in der Entwicklung (u. a. Phagentherapie, Unterbrechung des
bakteriellen Quorum Sensing, Wachstumsinhibition mithilfe kurzkettiger Fettsduren)
(Defoirdt et al. 2007; Defoirdt et al 2011). Der Einsatz von Bakteriophagen
(Siphoviridae) zur Bekdmpfung einer pathogenen Vibrio sp. (V. harveyi), wurde bereits
erfolgreich in Larvenzuchten von P. monodon getestet (Vinod et al. 2006; Karunasagar et
al. 2007).

Die von uns detektierten Antibiotikaresistenzen konnten aufgrund des zoonotischen
Potentials einiger Vibrio spp. (Baker-Austin 2010) fiir die Behandlung von Infektionen
des Menschen oder auch von Shrimps in Aquakulturen relevant sein. Einer
Klassifizierung der WHO entsprechend wurden die Stoffgruppen aller getesteten
Antibiotika fiir die Behandlung von Krankheiten des Menschen als kritisch wichtig oder
sehr wichtig eingestuft (FAO et al. 2008). Fiir die Veterinarmedizin waren die getesteten
Stoffgruppen, ausgenommen die der Carbapeneme und Cephamycine, als kritisch
wichtig kategorisiert (FAO et al. 2008). Welche Rolle Antibiotika bei der Behandlung von
Vibrio-Infektionen des Menschen spielen, ist noch nicht definiert (Zanetti et al. 2001).
Das Vorkommen von Resistenzen konnte eine Therapie jedoch stark einschranken
(Zanetti et al. 2001) und zu einer Gesundheitsgefahrdung fiihren, da bei schweren
V. vulnificus- (Chuang et al. 1992), V.parahaemolyticus- (Ahmad et al 2013),
V. alginolyticus- (Reilly et al. 2011) und V. cholerae-Infektionen (Khan et al. 2013) eine
antimikrobielle Therapie indiziert sein kann. Dies gilt insbesondere bei Patienten mit
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eingeschrankter Immunkompetenz oder Grunderkrankungen wie Diabetes mellitus
oder Hepatopathien (Velazquez-Roman et al. 2013).

Die grofite Gefahr besteht in einer Ubertragung der Multiresistenzen auf pathogene
V. cholerae- und V. parahaemolyticus-Stamme oder andere humanpathogene Erreger,
wie dies vermutlich bei der Cholera-Epidemie, die 1991 in Lateinamerika begann,
erfolgte (Weber et al. 1994). Weber et al. (1994) nahmen an, dass der epidemische
V. cholerae-01-Stamm, der zu Beginn der Epidemie antibiotikasensibel war, durch die
Ubertragung eines Plasmids Multiresistenz erlangte. Ein Zusammenhang mit dem
Einsatz von Antibiotika in Shrimps-Larvenzuchten Ecuadors und der Entstehung des
multiresistenten Cholera-Stammes wurde vermutet (Weber et al. 1994). Das Auftreten
von multiresistenten Cholera-Erregern wurde auch aus verschiedenen Landern in Afrika
und Asien berichtet (Glass et al. 1983; Mwansa et al. 2007; Marin et al. 2013). Die in
vielen Fillen beobachteten schnellen Veranderungen der Resistenzprofile von
V. cholerae-Isolaten, lassen auf eine hohe Mobilitit der flir die Resistenzen
verantwortlichen Gene schliefden (Faruque et al. 1998). Um die Wahrscheinlichkeit einer
Weitergabe der von uns detektierten Resistenzen einzuschatzen, sind weiterfithrende
Untersuchungen notwendig.
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Vibrio spp. konnten bei dem tiberwiegenden Teil der untersuchten Shrimps aus Ecuador
nachgewiesen werden. Pandemische Serogruppen oder Virulenzgene isolierter
V. cholerae- und V. parahaemolyticus-Stimme wurden nicht detektiert. Ein potentielles
Infektionsrisiko durch die Handhabung oder den Verzehr roher oder unzureichend
erhitzter Shrimps besteht dennoch. Die untersuchten Vibriospp. wiesen
Antibiotikaresistenzen gegeniiber sechs Stoffgruppen mit einem hohen Anteil
multiresistenter Isolate auf. Mdglicherweise fungieren Shrimps-Aquakulturen in
Ecuador als Reservoir fiir Multiresistenzdeterminanten von Antibiotika mit der
Moglichkeit des horizontalen Transfers von Resistenzgenen auf humanpathogene oder
fischpathogene Erreger. Zur Einschiatzung dieses Risikos bedarf es weiterfiihrender
Untersuchungen. Diese miissen Aufschluss iiber die genetische Grundlage der
Antibiotikaresistenzdeterminanten und tber die Wahrscheinlichkeit ihrer Weitergabe
mittels horizontalem Gentransfer geben. Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen
Resultate dienen als Grundlagendaten fiir die Pravalenz und Antibiotikaresistenz von
Vibrio spp. in Shrimps aus Ecuador. Sie kdnnen zukiinftigen Studien als Vergleichswerte
fir die Evaluierung der Antibiotikasensibilitit von Vibrio spp. aus Shrimps-
Aquakulturen in Ecuador dienen.
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Pravalenz und Charakterisierung der Antibiotikaresistenz von Vibrio spp. in
Shrimps aus dem Einzelhandel und Aquakulturen Ecuadors

Bakterien der Familie Vibrionaceae sind in aquatischen Habitaten ubiquitdr verbreitet.
Das Genus Vibrio beinhaltet Spezies mit humanpathogenem oder fischpathogenem
Potential. Eine Zunahme von Infektionen, die zum Teil mit dem Auftreten neuer
pandemischer Stimme assoziiert ist, kann bei humanpathogenen und fischpathogenen
Erregern beobachtet werden. Infektionen durch humanpathogene Erreger stehen haufig
mit dem Konsum von Meeresfriichten in Zusammenhang. Aktuelle Untersuchungen zum
Vorkommen verschiedener humanpathogener Vibrio spp. in Meeresfriichten sowie zu
Antibiotikaresistenzen von Vibrio spp. aus Ecuador fehlen. Ziel dieser Arbeit war es,
tiber Probennahmen aus Aquakulturen und dem Einzelhandel in Ecuador die
Verbreitung von flinf humanpathogenen Vibrio spp. (V. alginolyticus, V. cholerae,
V. mimicus, V. parahaemolyticus, V. vulnificus) in Shrimps (Litopenaeus vannamei) zu
untersuchen. In 95,6 % der Proben konnte das Vorkommen mindestens einer Vibrio sp.
nachgewiesen werden. Die am hadufigsten nachgewiesene Spezies war
V. parahaemolyticus mit einem Anteil von 80,8 %. V. alginolyticus (50,2 %) wurde
ebenfalls in einem grofden Teil der Proben detektiert. V.cholerae (11,4 %) und
V. vulnificus (3,5 %) zeigten hingegen ein geringeres Vorkommen. Multiple Vibrio spp.
fanden sich in 45,9 % der Proben. Fiir V. cholerae und V. parahaemolyticus, die beiden
Spezies, fiir die pandemische Ausbriiche beschrieben wurden, konnten Kkeine
Serogruppen oder Virulenzfaktoren nachgewiesen werden, die mit pathogenen
Stammen assoziiert sind. Alle V. cholerae-Isolate wurden den Serogruppen non-01/non-
0139 zugeordnet. Wie fiir Umwelt-Isolate der Serogruppen non-0O1/non-0139 typisch
war keines der Isolate Trager von Choleratoxin-codierenden Genen. Die untersuchten
V. parahaemolyticus-Isolate wurden zu 39,9 % der Serogruppe 011 zugeordnet. Die
tibrigen Isolate gehorten den Serogruppen O1 bis 010 an. Die Hamolysin-Gene tdh und
trh wurden in keinem der V. parahaemolyticus-Staimme detektiert. Des Weiteren wurden
ausgewahlte V. parahaemolyticus-Isolate auf das Vorkommen von Toxin-codierenden
Genen hin untersucht, die fiir das Auslosen einer neuartigen Erkrankung von Shrimps
verantwortlich gemacht werden. Diese als Akutes Hepatopankreatisches Nekrose-
Syndrom (AHPNS) oder auch Early Mortality Syndrome (EMS) bekannte Erkrankung
von Litopenaeus vannamei und Penaeus monodon hat zu massiven Verlusten in Shrimps-
Aquakulturen in Mexiko und verschiedenen siidostasiatischen Landern gefiihrt. Die
Analyse der erhaltenen Isolate zeigte eine Abwesenheit des mit AHPNS assoziierten
Plasmids. Die Untersuchungen zur Sensibilitit gegenliber 22 Antibiotika aus sechs
Stoffgruppen zeigten ein hohes Mafd an resistenten Isolaten (95,9 %). Resistenzen
gegeniiber zwei oder mehr der untersuchten Antibiotika wurden bei 75,9 % der
untersuchten Isolate detektiert, darunter fand sich ein Isolat, das Resistenzen gegeniiber
18 der 22 getesteten Antibiotika aufwies. Fiir alle getesteten Substanzen wurde
mindestens ein resistentes Isolat detektiert. Gegentiber Ampicillin (87,3 %) wurden die
meisten Resistenzen detektiert, gefolgt von Tetracyclin (42,4 %), Piperacillin (33,1 %)
und Amikacin (22,9 %). Unter den untersuchten Vibrio spp. zeigte V. parahaemolyticus
(98,7 %) den grofdten Anteil resistenter Isolate. V. alginolyticus (83,6 %) wies einen
hohen Anteil multiresistenter Isolate auf. V. cholerae (75 %) und V. vulnificus (87,5 %)
zeigten ebenfalls zu einem grofien Anteil Resistenzen, jedoch wies kein Isolat
Resistenzen gegeniiber mehr als drei der untersuchten Antibiotika auf.
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Prevalence and characterization of antibiotic resistance of Vibrio spp. in retail and
aquaculture Shrimps in Ecuador

Bacteria of the family Vibrionaceae are ubiquitous in aquatic habitats. The genus Vibrio
includes species that are pathogenic for humans or fish. The incidence of human
infections and in aquaculture has been increased and is, to some extent, associated with
the emergence of new pandemic strains. Human infections are often associated with the
consumption of seafood. Recent studies on the occurrence of human pathogenic
Vibrio spp. in seafood from Ecuador and their antibiotic resistance patterns are missing.
The primary objective of this study was to investigate the occurrence of five human
pathogenic Vibrio spp. (V. alginolyticus, V. cholerae, V. mimicus, V.parahaemolyticus,
V. vulnificus) in shrimp (Litopenaeus vannamei) from Ecuadorian aquaculture and from
retail. The presence of at least one Vibrio sp. was found in 95,6 % of the samples.
V. parahaemolyticus (80,8 %) was the most frequently detected species, followed by
V. alginolyticus (50,2 %), V. cholerae (11,4 %) and V. vulnificus (3,5 %). Of the samples
investigated 45,9 % contained multiple Vibrio spp. Further analyses of V. cholerae and
V. parahaemolyticus isolates, which both have been involved in pandemic outbreaks, did
not detect pandemic serogroups or virulence factors. All isolates of V. cholerae belonged
to non-01/non-0139 serogroups and like most non-01/non-0139 environmental
strains, the isolates analyzed were negative for the cholera toxin gene. Approximately
40 % of the V. parahaemolyticus isolates analyzed belonged to serogroup 011. The
remaining isolates belonged to the serogroups O1 to 010. None of the
V. parahaemolyticus strains examined possessed the hemolysin genes tdh or trh. For
selected V. parahaemolyticus isolates, further analysis were conducted to detect toxin-
encoding genes, which seem to be responsible to cause a newly emergent penaeid
shrimp disease, called acute hepatopancreatic necrosis syndrome (AHPNS) or early
mortality syndrome (EMS). AHPNS has caused serious economic losses in shrimp farms
in Mexico and several Southeast Asian countries. In the investigated strains, the absence
of the plasmid associated with AHPNS was confirmed.

Antimicrobial susceptibility testing to twenty-two antibiotics of six different classes
showed a high level of resistance (95,9 %). Multi-drug resistance was found in 75,9 % of
the isolates tested, including one strain with resistances to 18 of the 22 antimicrobial
agents tested. For all substances at least one resistant isolate was detected. Most isolates
were resistant to Ampicillin (87,3 %), followed by Tetracycline (42,4 %), Piperacillin
(33,1 %) and Amikacin (22,9 %). Of the Vibrio spp. studied, V. parahaemolyticus isolates
showed the highest level of resistance (98,7 %). V. alginolyticus accounted for the
highest number of multi-drug resistant isolates (83,6 %). For V. cholerae (75 %) and
V. vulnificus (87,5 %) a significant fraction of isolates showed resistance but with a lower
number of multi-drug resistances.
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11 Anhang

Fragebogen zur Datenerhebung auf Shrimps-Aquakulturen, Spanisch

Cuestionario Camaroneras
Fecha: .......... A Lo,

1. Nombre del Propietario:

2. Numero de Empleados:

3. Tamafio de la Camaronera en hectareas (ha):

4. Numero total de estanques/piscinas:

5. Especies de camaron cultivados:

0 Penaeus monodon O Penaeus vannamei 0 Otro:

6. Origen del post larvas (Laboratorio):

7. Dias de cultivo de los camarones de la muestra:

8. Peso aproximado de camarén de la muestra:

9. Densidad de siembra:

10. Sistema de alimentacion: CJAlimento comercial O Alimentacion de mezcla auto

11. Sistema de oxigenacién del estanque/piscinas:

12.El uso de medicamentos veterinarios / antibiéticos:

13.El uso de pro bidticos:

14. Sistema de calidad de control implementado:

15. Sistema ,.all-in, all-out®/ siempre en bloque aplicado o no:

16. Se realiza un analisis de laboratorio antes de introducir la larva en los estanques/piscinas:

17. Los tiempos de ciclo:

18.La produccion en el afio (en toneladas):

19. ¢ El agua de los estanques es O Agua de mar o [ agua dulce salado?

20.Valor pH del agua:

21.8Salinidad del agua:

22. Temperatura:

23.Comentarios:

141



11 Anhang

Fragenbogen zur Datenerhebung auf Shrimps-Aquakulturen, Deutsch

Fragebogen fiir Shrimpfarmen

Datum: .......... S S

1. Name des Inhabers:

2. Anzahl der Angestellten:

3. GroRe der Aquakulturanlage in Hektar (ha):

4. Anzahl der Becken:

5. Kultivierte Shrimpspezies:

O Penaeus monodon O Penaeus vannamei O andere:

6. Herkunft der Larven (Larvenzuchtanlage):

7. : Kultivierungsdauer der beprobten Shrimps in Tagen:

8. Gewicht der beprobten Shrimps:

9. Aussaatdichte der Larven:

10. Fltterungssystem: [ Kommerzielles Futtermittel 0 Selbst hergesetelltes Futtermittel

11. Sauerstoffaustausch in den Zuchtbecken:

12.Verwendung von Arzneimitteln/Antibiotika:

13.Verwenung von Probiotika:

14.System der Qualitatskontrolle:

15. Anwendung eines “All-in. All-out’-Systems

16. Laboruntersuchungen der Larven vor der Aussaat:

17. Zykluszeiten:

18. Jahresproduktion in Tonnen:

19. Wasser der Zuchtbecken U Meerwasser O gesalzenes SuRwasser

20.pH-Wert des Wassers:

21.Salinitat des Wassers:

22. Temperatur:

23.Kommentare:
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Einfluss der Produktions- und Managementfaktoren auf das
Vorkommen von Vibrio spp.

Tabelle 52. Einfluss verschiedener Produktions- und Managementfaktoren auf das Vorkommen
von Vibrio alginolyticus

Anzahl der Nachweis Privalenz 0Odds Ratio

Produktionsfaktoren Proben vonV.a. vonlV.a. (95 % Konfidenzintervall) p-Wert
Larven/ha

=2100.000 48 17 354 % 0,55 (0,27-1,11) 0,0942
<100.000 106 53 50 %

Antibiotika

Ja 34 19 55,9 % 1,71 (0,80-3,69) 0,169
Nein 120 51 42,5%

pH-Wert*1

<8 121 59 48,8 % 2,38 (0,71-8,00) 0,1614
>8 14 4 28,6 %

ha: Hektar; *1 ausgewertet fiir 15 Aquakulturen (135 Becken)

Tabelle 53. Einfluss verschiedener Produktions- und Managementfaktoren auf das Vorkommen
von Vibrio cholerae

Anzahl der Nachweis Privalenz 0Odds Ratio

Produktionsfaktoren Proben vonV.c. vonV.c (95 % Konfidenzintervall) p-Wert
Grofde (ha)

=150 70 11 15,7 % 1,38 (0,55-3,47) 0,494
<150 84 10 11,9 %

Larven/ha

=2100.000 48 6 12,5 % 0,87 (0,31-2,39) 0,7823
<100.000 106 15 14,2 %

Antibiotika

Ja 34 8 235% 2,53 (0,95-6,74) 0,063
Nein 120 13 10,8 %

Probiotika

Ja 146 21 14,4 % 2,91 (0,16-52,33) 0,4683
Nein 8 0 0%
ha: Hektar

Tabelle 54. Einfluss verschiedener Produktions- und Managementfaktoren auf das Vorkommen
von Vibrio parahaemolyticus

Anzahl der Nachweis Privalenz 0Odds Ratio

Produktionsfaktoren Proben vonV.p. vonV.p. (95 % Konfidenzintervall) p-Wert
Larven/ha

>100.000 48 44 91,7% 1,54 (0,47-4,99) 0,4736
<100.000 106 93 87,7%

Tabelle 54 wird auf der nachsten Seite fortgefiihrt.
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Anzahl der Nachweis Privalenz 0Odds Ratio

Produktionsfaktoren Proben vonV.p. vonV.p. (95 % Konfidenzintervall) p-Wert
Antibiotika

Ja 34 28 82,4% 0,47 (0,16-1,38) 0,1709
Nein 120 109 90,8%

Probiotika

Ja 146 131 89,7% 2,91 (0,54-15,73) 0,2145
Nein 8 6 75%

pH-Wert*1

<8 121 105 86,8% 0,22 (0,01-3,88) 0,3012
>8 14 14 100%

Salinitit (ppt)*?2

<25 51 48 94,1% 1,71 (0,43-6,75) 0,4462
> 25 83 75 90,4%

ha: Hektar; ppt: Promille; *! ausgewertet fiir 15 Aquakulturen (135 Becken); *2 ausgewertet fiir 16
Aquakulturen (134 Becken)

Tabelle 55. Einfluss verschiedener Produktions- und Managementfaktoren auf das Vorkommen
von Vibrio vulnificus

Anzahl der Nachweis Privalenz 0Odds Ratio

Produktionsfaktoren Proben vonV.v. vonV.v. (95 % Konfidenzintervall) p-Wert
Grofde (ha)

=150 70 2 29 % 0,38 (0,07-1,96) 0,2485
<150 84 6 7,1 %

Larven/ha

=2100.000 48 1 2,1% 0,3 (0,04-2,52) 0,2677
<100.000 106 7 6,6 %

Antibiotika

Ja 34 2 59 % 1,19 (0,23-6,17) 0,838
Nein 120 6 5%

Probiotika

Ja 146 7 4,8 % 0,35 (0,04-3,27) 0,3592
Nein 8 1 12,5 %

pH-Wert*1

<8 121 6 5% 0,31 (0,06-1,73) 0,1824
>8 14 2 14,3 %

Temperatur (°C)

=28 92 6 6,5 % 2,09 (0,41-10,72) 0,3756
<28 62 2 3,2%

ha: Hektar; °C: Grad Celsius; *1 ausgewertet fiir 15 Aquakulturen (135 Becken)
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Antibiotika-Kombinationen multiresistenter Isolate

Tabelle 56. Antibiotika-Kombinationen der Isolate mit zwei Resistenzen

Antibiotika AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP PRL PRL GM GM CZ
TE PRL AK GM CZ CL CAZ FOX KF OFX SXT GM PTZ AK FOX AMC
Isolate 31 16 4 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
% 449% 232% 58% 2,9% 2,9% 1,4 % 1,4 % 1,4 % 1,4 % 1,4 % 1,4 % 1,4 % 1,4 % 1,4 % 1,4 % 1,4 %
Antibiotika ¢z TE TE
KF CXM SXT
Isolate 1 1 1
% 1,4 % 1,4 % 1,4 %

AMP: Ampicillin; AMC: Amoxicillin-Clavulansidure; SAM: Ampicillin-Sulbactam; PRL: Piperacillin; PTZ: Piperacillin-Tazobactam; CZ: Cefazolin; CPM: Cefepim; CTM: Cefotaxim; FOX:
Cefoxitin; CAZ: Ceftazidim; CXM: Cefuroxim-Natrium; KF: Cephalothin; IMI: Imipenem; MEM: Meropenem; AK: Amikacin; GM: Gentamicin; TE: Tetracyclin; CIP: Ciprofloxacin; LEV:
Levofloxacin; OFX: Ofloxacin; CL: Chloramphenicol; SXT: Trimethoprim-Sulfamethoxazol

Tabelle 57. Antibiotika-Kombinationen der Isolate mit drei Resistenzen

AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP

Antibiotika PRL AK CZ GM CZ GM CIP SXT CZ AK AK PTZ CL CIP KF AK
TE TE KF PRL TE TE PRL TE PRL PRL GM TE TE TE TE CZ

Isolate 12 6 4 4 3 3 3 2 2 2 2 1 1 1 1 1

% 21,1% 105% 7% 7% 53% 53% 53% 3,5% 3,5% 3,5% 3,5% 1,8 % 1,8 % 1,8 % 1,8 % 1,8 %

AMP AMP AMP AMP AMP AMP CPM CXM FOX

Antibiotika CZ CZ AK CIP OFX CAZ KF CZ CZ
GM CXM KF PTZ PTZ FOX TE KF KF
Isolate 1 1 1 1 1 1 1 1 1
% 1,8 % 1,8 % 1,8 % 1,8 % 1,8 % 1,8 % 1,8 % 1,8 % 1,8 %

AMP: Ampicillin; AMC: Amoxicillin-Clavulansidure; SAM: Ampicillin-Sulbactam; PRL: Piperacillin; PTZ: Piperacillin-Tazobactam; CZ: Cefazolin; CPM: Cefepim; CTM: Cefotaxim; FOX:
Cefoxitin; CAZ: Ceftazidim; CXM: Cefuroxim-Natrium; KF: Cephalothin; IMI: Imipenem; MEM: Meropenem; AK: Amikacin; GM: Gentamicin; TE: Tetracyclin; CIP: Ciprofloxacin; LEV:
Levofloxacin; OFX: Ofloxacin; CL: Chloramphenicol; SXT: Trimethoprim-Sulfamethoxazol
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Tabelle 58. Antibiotika-Kombinationen der Isolate mit vier Resistenzen

AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP

Antibiotika GM PRL PRL GM CZ AK PRL PRL PRL PRL GM GM AK AK CIP AK
TE TE TE TE KF GM TE TE TE TE TE TE TE TE GM CZ
AK CIP AK CIP PRL PRL PTZ CL AMC SXT FOX LEV CZ SXT PRL PRL

Isolate 4 3 2 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

% 138% 103% 69% 6,9 % 6,9 % 6,9 % 3,5% 3,5% 3,5% 3,5% 3,5% 3,5% 3,5% 3,5% 3,5% 3,5%
AMP AMP AMP AMP

. AK CZ CZ CZ

Antibiotika
KF SXT GM KF
PRL PRL CIP CIP

Isolate 1 1 1 1

% 3,5% 3,5% 3,5% 3,5%

AMP: Ampicillin; AMC: Amoxicillin-Clavulansdure; SAM: Ampicillin-Sulbactam; PRL: Piperacillin; PTZ: Piperacillin-Tazobactam; CZ: Cefazolin; CPM: Cefepim; CTX: Cefotaxim; FOX:
Cefoxitin; CAZ: Ceftazidim; CXM: Cefuroxim-Natrium; KF: Cephalothin; IMI: Imipenem; MEM: Meropenem; AK: Amikacin; GM: Gentamicin; TE: Tetracyclin; CIP: Ciprofloxacin; LEV:
Levofloxacin; OFX: Ofloxacin; CL: Chloramphenicol; SXT: Trimethoprim-Sulfamethoxazol

Tabelle 59. Antibiotika-Kombinationen der Isolate mit fiinf Resistenzen

AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMC

AK AK AK AK AK AK AK AK AK AK CIP CIP CIP CZ
Antibiotika CZ CZ CZ GM GM PTZ CZ KF FOX LEV LEV CXM CXM FOX
PRL PRL PRL PRL PRL PRL GM GM GM OFX OFX PTZ CZ IMI
KF GM TE TE CIP TE KF TE TE TE PRL PRL KF KF
Isolate 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
% 133% 6,7% 6,7 % 6,7 % 6,7 % 6,7 % 6,7 % 6,7 % 6,7 % 6,7 % 6,7 % 6,7 % 6,7 % 6,7 %

AMP: Ampicillin; AMC: Amoxicillin-Clavulansidure; SAM: Ampicillin-Sulbactam; PRL: Piperacillin; PTZ: Piperacillin-Tazobactam; CZ: Cefazolin; CPM: Cefepim; CTM: Cefotaxim; FOX:
Cefoxitin; CAZ: Ceftazidim; CXM: Cefuroxim-Natrium; KF: Cephalothin; IMI: Imipenem; MEM: Meropenem; AK: Amikacin; GM: Gentamicin; TE: Tetracyclin; CIP: Ciprofloxacin; LEV:
Levofloxacin; OFX: Ofloxacin; CL: Chloramphenicol; SXT: Trimethoprim-Sulfamethoxazol
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Tabelle 60. Antibiotika-Kombinationen der Isolate mit sechs Resistenzen

AMP AMP AMP AMP AMP AMP
KF KF KF KF KF CXM
. PRL PRL PRL PRL GM GM
Antibiotika
AK AK AMC CXM AK AK
CIP GM CIP CIP CIP CZ
CZ LEV CZ TE TE TE
Isolate 1 1 1 1 1 1
% 167% 167% 167% 167% 167% 167 %

AMP: Ampicillin; AMC: Amoxicillin-Clavulansidure; SAM: Ampicillin-Sulbactam; PRL: Piperacillin; PTZ: Piperacillin-Tazobactam; CZ: Cefazolin; CPM: Cefepim; CTM: Cefotaxim; FOX:
Cefoxitin; CAZ: Ceftazidim; CXM: Cefuroxim-Natrium; KF: Cephalothin; IMI: Imipenem; MEM: Meropenem; AK: Amikacin; GM: Gentamicin; TE: Tetracyclin; CIP: Ciprofloxacin; LEV:

Levofloxacin; OFX: Ofloxacin; CL: Chloramphenicol; SXT: Trimethoprim-Sulfamethoxazol

Tabelle 61. Antibiotika-Kombinationen der Isolate mit sieben Resistenzen

TE TE TE
AK AK OFX
AMP CXM AMP
Antibiotika CZ CZ CIP
PRL FOX PRL
SXT GM GM
KF KF LEV
Isolate 1 1 1
% 333% 333% 333%

AMP: Ampicillin; AMC: Amoxicillin-Clavulansidure; SAM: Ampicillin-Sulbactam; PRL: Piperacillin; PTZ: Piperacillin-Tazobactam; CZ: Cefazolin; CPM: Cefepim; CTM: Cefotaxim; FOX:
Cefoxitin; CAZ: Ceftazidim; CXM: Cefuroxim-Natrium; KF: Cephalothin; IMI: Imipenem; MEM: Meropenem; AK: Amikacin; GM: Gentamicin; TE: Tetracyclin; CIP: Ciprofloxacin; LEV:

Levofloxacin; OFX: Ofloxacin; CL: Chloramphenicol; SXT: Trimethoprim-Sulfamethoxazol
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Tabelle 62. Antibiotika-Kombinationen der Isolate mit acht Resistenzen

AK AK
AMP AMP
CIP CXM
. KF CZ
Antibiotika
OFX FOX
GM GM
PRL PRL
SXT TE
Isolate 1 1
% 50 % 50 %

AMP: Ampicillin; AMC: Amoxicillin-Clavulansidure; SAM: Ampicillin-Sulbactam; PRL: Piperacillin; PTZ: Piperacillin-Tazobactam; CZ: Cefazolin; CPM: Cefepim; CTM: Cefotaxim; FOX:
Cefoxitin; CAZ: Ceftazidim; CXM: Cefuroxim-Natrium; KF: Cephalothin; IMI: Imipenem; MEM: Meropenem; AK: Amikacin; GM: Gentamicin; TE: Tetracyclin; CIP: Ciprofloxacin; LEV:
Levofloxacin; OFX: Ofloxacin; CL: Chloramphenicol; SXT: Trimethoprim-Sulfamethoxazol
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11 Anhang

Selbstiandigkeitserklarung

Hiermit erkldre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstindig angefertigt habe. Ich
versichere, ausschliefdlich die angegebenen Quellen und Hilfen in Anspruch genommen
zu haben.

Berlin, den 19.12.2017
Lisa Sperling
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