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Einleitung 

 

 

1 Einleitung 
 

Vibrionen sind gram-negative Stäbchenbakterien, die über den Verzehr belasteter Meerestiere 

sowie durch direkten Wundkontakt mit belastetem Wasser an Badestränden schwerwiegende 

Infektionen bei Menschen und Tieren auslösen können.  

In Deutschland wurden verschiedene Studien zum Vorkommen von Vibrionen in Muscheln 

auf pre-harvest- und Einzelhandels-Ebene durchgeführt (Lhafi und Kühne, 2007; 

Messelhäusser et al., 2010; Randt et al., 2011). Diese Untersuchungen wurden angestellt, weil 

es in vielen Ländern wie Japan, den Vereinigten Staaten, Mexiko, Vietnam, Thailand, Indone-

sien und Chile über den Verzehr Vibrionen-belasteter Meerestiere bereits zu schwerwiegen-

den Infektionen kam (Lesmana et al., 2002; McLaughlin et al., 2005; Cabanillas-Beltran et 

al., 2006; Cabello et al., 2007; Chitov et al., 2009; Nguyen et al., 2009; Hara-Kudo et al., 

2012). In allen bisher in Deutschland durchgeführten Studien wurde gezeigt, dass bis zu 75 % 

der untersuchten Muscheln mit Vibrio spp. belastet sein können. 

Eine weitere wichtige Infektionsquelle für alimentäre Infektionen in Deutschland stellt der 

Verzehr von importierten Muscheln dar. Lebensmittelerkrankungen, ausgelöst durch Vibrio 

(V.) parahaemolyticus, werden derzeit in vielen Ländern, wie den USA und Japan diagnosti-

ziert, aber auch in Europa (Frankreich, Spanien) werden derartige Fälle verzeichnet (Morris, 

2003; Su und Liu, 2007). Japan und die USA sind Hauptimporteure von Fischerei- und Aqua-

kulturprodukten (Anonym, 2012). China war 2009 Hauptlieferant für die EU, bezogen auf 

den Wert der Einfuhren von Fisch und Fischereierzeugnissen (FIZ, 2010; Anonym, 2012). 

Obwohl die Einfuhrzahlen von Fischereiprodukten nach Deutschland in den letzten Jahren 

tendenziell abnahmen, stieg die Einfuhrmenge sowie der Verzehr von Schalen- und Weichtie-

ren an (FIZ, 2010; Anonym, 2012). Zu den Schalen- und Weichtieren zählt auch die in 

Deutschland häufig verzehrte Miesmuschel (Mytilus [M.] edulis). Sie wird immer häufiger in 

Aquakulturen produziert und filtriert Meerwasser mit einer Rate von ca. 1,5 Litern pro Stun-

de. Mit dem aufgenommenen Meerwasser gelangen aber auch Mikroorganismen wie 

V. parahaemolyticus und V. cholerae in die Muschel, die zu Infektionen beim Menschen bei 

Rohverzehr oder unzureichender Erhitzung führen können. 

In deutschen Gewässern werden Vibrionen in Sommermonaten vermehrt nachgewiesen, dies 

zeigt, dass sie bei wärmeren Temperaturen häufiger vorkommen und ebenfalls in Nord- und 

Ostsee endemisch sind (Anonym, 2006; Ramdohr et al., 2012). In Studien zum Temperatur-

verlauf der letzten Jahrzehnte bestätigten das Umweltbundesamt (UBA), das Robert-Koch-

Institut (RKI) und das Max-Planck-Institut für Meteorologie einen ansteigenden Trend der 

Temperaturen in Deutschland (Stark et al., 2009; UBA, 2012). Seit 1994 werden vereinzelt 

Wundinfektionen bei Badegästen an der deutschen Ostseeküste diagnostiziert, bei denen 

V. vulnificus die Ursache darstellte (Ruppert et al., 2004; Anonym, 2009; 2010a; Ramdohr et 

al., 2010). Diese vermehrt auftretenden Infektionen könnten im Temperaturanstieg der deut-
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schen Gewässer begründet sein. Nach Angaben des Landesamts für Gesundheit und Soziales 

Mecklenburg-Vorpommern (LAGuS) sowie des RKI wurden in den Jahren 2001 bis 2012 

immer wieder vereinzelt Vibrionen-Infektionen registriert. Die Infektionen, bei denen zusätz-

lich zu V. cholerae auch V. vulnificus oder V. alginolyticus detektiert wurden, wurden haupt-

sächlich nach dem Baden in der Ostsee gemeldet, wobei auch nach dem Baden in der Nordsee 

sowie in Binnengewässern Vibrionen aus Wunden oder Blutkulturen detektiert wurden (RKI, 

2006a; 2012b). In Deutschland wurden in den Jahren 2001 bis 2012 insgesamt 19 Cholera-

Fälle gemeldet, in 15 Fällen wurde die Infektion in Deutschland erworben (RKI, 2004; 2006a; 

2006b; Anonym, 2010a; 2010b). Von den nicht in Deutschland erworbenen Cholera-Fällen 

wurden einige durch Reisende beispielsweise aus Indien und Pakistan importiert, dennoch 

besteht auch in Deutschland die Gefahr, sich mit V. cholerae zu infizieren. Im Jahr 2010 ver-

liefen zwei von vier gemeldeten Vibrionen-Infektionen tödlich. In diesen Fällen wurden 

V. cholerae und V. vulnificus nachgewiesen. In den Jahren 2011 und 2012 wurden ebenfalls 

zwei in Deutschland erworbene V. cholerae-Fälle bekannt (Neifer, 2012). 

 

Aufgrund der Infektionsgefahr für Menschen und Tiere mit Vibrionen, ist die Überwachung 

der marinen Bakterien-Flora unabdingbar. Die Vibrionen-Belastung von Lebensmitteln aqua-

tischen Ursprungs muss kontrolliert und gegebenenfalls verringert werden. Weitergehend 

wäre es sinnvoll zu kontrollieren, wie sich die Lagerung kontaminierter Produkte auf die ver-

schiedenen Vibrio spp. auswirkt. V. parahaemolyticus, V. cholerae und V. vulnificus gehören 

zu den bedeutendsten Erregern dieser Gattung und werden häufig aus Miesmuscheln isoliert. 

Deshalb war die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, die Anreicherung, Lokalisation und Persis-

tenz dieser drei Spezies in artifiziell kontaminierten M. edulis zu untersuchen. Kontamina-

tions-, Hälterungs- und Lagerungsversuche wurden durchgeführt, in denen die Wachstumsra-

ten und die Persistenz der Vibrionen verfolgt wurden. Die kontaminierten M. edulis wurden 

über Zeiträume von einer Woche gehältert bzw. für zehn Tage in handelsüblichen Verpa-

ckungen unter gebräuchlichen Temperaturbedingungen gelagert. Durch Präparation der Mu-

scheln ergaben sich verschiedene Probensegmente, in denen die Anreicherungsdichten der 

verschiedenen Vibrio spp. miteinander verglichen wurden.  
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2 Schrifttum 

2.1 Vibrionen 

2.1.1 Taxonomie 

Vibrionen sind gram-negative Bakterien, die zum Stamm der Proteobacteria gehören. Sie 

werden in die Klasse der Gammaproteobacteria und dort in die Ordnung Vibrionales einge-

ordnet. Die Gattung Vibrio wurde 1854 zum ersten Mal von Pacini beschrieben (Frerichs, 

2001). Er identifizierte ein gram-negatives Bakterium als Auslöser der Cholera. Den wissen-

schaftlichen Namen Vibrionaceae bekamen sie 1965 von Véron (Frerichs, 2001). 

Robert Koch untersuchte 1883 als Leiter der deutschen Cholerakommission in Ägypten einen 

Cholera-Ausbruch, bei dem er das erste Mal Reinkulturen von V. cholerae kultivieren und für 

weitere Untersuchungen nach Berlin bringen konnte (Anonym, 1905; Howard-Jones, 1984). 

Vibrionen sind kleine (0,5-0,8 µm x 1,4-2,6 µm), kommaförmige Stäbchenbakterien, die 

fakultativ anaerob sind und sich durch eine oder mehrere polare Geißeln fortbewegen können 

(Holt und Bergey, 2000). 

Zurzeit sind 81 Spezies der Familie Vibrionaceae zugeordnet (Alter et al., 2012). Für die je-

weiligen Vibrio spp. werden unterschiedliche Natriumchlorid-Toleranzwerte angegeben. 

V. hollisae, V. damsela und V. furnissii zeigen optimales Wachstum in 1 % Pepton-

wasser (PW) mit 1 % NaCl. V. cholerae und V. mimicus wachsen am besten in 1 % PW mit 0-

3 % NaCl. Daher werden sie überwiegend in Süßwasser detektiert. Für V. vulnificus und 

V. fluvialis liegt die optimale NaCl-Konzentration in 1 % PW dagegen bei 1-3 %. 

V. parahaemolyticus, V. harveyi und V. metschnikovii weisen mit 1-8 % NaCl die größte 

NaCl-Toleranz in 1 % PW auf. Aufgrund unterschiedlicher Salztoleranz kommen Vibrionen 

im marinen Habitat ubiquitär vor. Einige Spezies innerhalb der Vibrionaceae können durch 

die Fähigkeit, Sucrose zu fermentieren, unterschieden werden (Holt und Bergey, 2000). 

Thompson et al. (2009) erstellten mittels Multi-lokus Sequenz-Analysen (MLSA) und 

Stammbaum-Analysen phylogenetische Konsensus-Bäume. Dadurch wurde die Familie Vi-

brionaceae in eine Vibrio-Kerngruppe, eine V. cholerae-V. mimicus-Gruppe, in Alii-

Vibrio spp. und in Photobacterium spp. unterteilt (Thompson et al., 2009). Für die MLSA 

wurden beispielsweise die Gene gyrB, pyrH, recA, rpoA etc. sequenziert, für die Stamm-

baumanalyse alsS, gyrB, hisS, metG, recA, rpoA, rpoB sowie weitere Gene. Eine Vibrio sp. 

wurde dabei als eine Gruppe von Stämmen definiert, deren DNA in den MLSA und Stamm-

baum-Analysen zu über 95 % identisch ist, in über 96 % gleiche Aminosäuren besitzt und in 

mehr als 61 % der Proteome übereinstimmt. 

Einige Spezies dieser Art sind pathogen, der größte Anteil (ca. 69 %) jedoch apathogen, des-

wegen werden sie als fakultativ pathogen bezeichnet. Zwölf Vibrio spp. wurden bisher als 

humanpathogen identifiziert (Tab. 1). Dabei gehören V. cholerae, V. parahaemolyticus und 

V. vulnificus zu den Spezies, die für Human-Infektionen eine übergeordnete Rolle spielen. 
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Tabelle 1: Humanpathogene Vibrio spp. und ihre Erkrankungsformen (nach SCVPH, 2001) 

 

Erkrankungen 

Vibrio- 

Spezies 

Gastro-

enteritis 

Wund-

infektion 

Ohr-

infektion 

Septikämie Bakteriämie Lungen-

infektion 

Meningitis 

V. cholerae O1 / 

O139 

++ (+) ? ? ? ? ? 

V. cholerae non-

O1/non-O139 

++ + + (+) (+) ? (+) 

V. parahaemolyticus ++ + (+) ? (+) (+) (+) 

V. vulnificus + ++ ? ++ + (+) (+) 

V. alginolyticus ? ++ + ? (+) ? ? 

V. fluvialis ++ ? ? ? ? ? ? 

V. damsela ? ++ ? ? ? ? ? 

V. furnissii (+) ? ? ? ? ? ? 

V. hollisae ++ ? ? (+) ? ? ? 

V. mimicus ++ + + ? ? ? ? 

V. metschnikovii (+) ? ? (+) ? ? ? 

V. cincinatiensis ? ? ? ? (+) ? (+) 

V. carchariae ? ++ ? ? ? ? ? 

 

++ häufigste Infektionen; + regelmäßig vorkommende Infektionen; (+) seltene Infektionen; ? Hinweise auf In-

fektionen 

2.1.2 Habitate  

Wasser 

Vibrionen sind in Meerwasser und Küstenregionen sowie Flussmündungen ubiquitär verbrei-

tet. Dabei sind die Verbreitung und die Vermehrung abhängig von z. B. der Wassertempera-

tur, der Salinität und dem Sauerstoffgehalt. 

Bei Temperaturen um 20 °C Wassertemperatur zeigen Vibrionen im allgemeinen Wachstum. 

Ab 30 °C kann ein Generationszyklus in 12-18 Minuten vollzogen sein (Thompson et al., 

2009). Psychrotolerante Arten, wie beispielsweise V. cholerae und V. parahaemolyticus, die 

bereits bei niedrigeren Temperaturen um 8 °C bis 10 °C Vermehrung zeigen, kommen eben-

falls vor. Ist die Umgebungstemperatur für die nicht psychrotoleranten Vibrio spp. zu niedrig, 

gehen sie vorübergehend in einen nicht kultivierbaren Ruhezustand (VBNC-Zustand) über 

und liegen so zum Beispiel im Sediment vor (Hood und Ness, 1982; Vezzulli et al., 2009). 

Die Überlebensrate von Vibrio spp. liegt im Sediment signifikant (p < 0,01) höher als im Ver-

gleich zum darüber liegenden Wasser (Chandran et al., 2011). So kann V. parahaemolyticus 

im Mittelmeerraum das gesamte Jahr über aus Sediment nachgewiesen werden (Vezzulli et 

al., 2009). 
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Bisher traten durch Vibrionen verursachte Infektionen verstärkt in wärmeren Klimazonen auf. 

Durch den Trend zu immer wärmeren Sommertemperaturen (UBA, 2012) kann es auch in 

deutschen Gewässern über kontaminiertes Wasser und kontaminierte Fische und Meeres-

früchte zu Human-Infektionen kommen. 

Phytoplankton stellt für Vibrio spp. im natürlichen Lebensraum ein Reservoir dar (Huq et al., 

1983; Binsztein et al., 2004; Baffone et al., 2006; Mahmud et al., 2007; Kirschner et al., 

2008; Martinelli et al., 2011). Vibrionen heften sich an Phytoplankton und können sich an 

diesem ansammeln bzw. anreichern. Durch verschiedenste Umwelteinflüsse bzw. Wetterphä-

nomene wie beispielsweise El Niño, bei denen es zu Wirbelstürmen kommen kann, die sich 

auf dem Meer bilden und auf das Land übergehen, kann es zu verstärkten Krankheitsaus-

brüchen durch das vermehrte Auftreten von Vibrio spp. in Küstennähe sowie auf dem Land 

kommen (Colwell, 1996; Pascual et al., 2000; Nigro et al., 2011; Ramdohr et al., 2012). 

Zusätzlich zu Wasser und Sediment stellen Biofilme eine Überlebens- und Vermehrungsmög-

lichkeit für Vibrionen dar, das als Ursprung für die Verbreitung von V. cholerae, Vibrio spp. 

allgemein und anderen Bakterien, wie beispielsweise Escherichia (E.) coli dienen kann (Alam 

et al., 2006; Alam et al., 2007; Shikuma und Hadfield, 2010). Durch Biofilmbildung könnten 

sich Vibrionen unter natürlichen Bedingungen an und in Muschelschalen, -netzen und -seilen 

sowie an Steinen anheften. Des Weiteren scheinen Ölklumpen im Meer ein Reservoir für 

V. vulnificus zu bilden (Tao et al., 2011). 

 

Menschen 

Vibrionen-Infektionen zählen zu den Infektionskrankheiten, die unter den Begriff der Zoono-

se fallen. Zoonosen sind Infektionen die von Bakterien, Parasiten, Pilzen, Prionen oder Viren 

verursacht werden. Dabei ist eine wechselseitige Übertragung der Erkrankung zwischen Tie-

ren und Menschen möglich (Baker-Austin, 2010). Die Übertragung von Vibrionen kann durch 

einen direkten Kontakt mit kontaminiertem Badewasser sowie über Trinkwasser oder andere 

Lebensmittel erfolgen. 

Etliche durch V. vulnificus verursachte Wundinfektionen wurden in den Jahren 2006 und 

2010 gemeldet (Frank et al., 2006; Anonym, 2010a). Auf den Britischen Inseln konnte aus 

einer Wundinfektion V. alginolyticus isoliert werden (Reilly et al., 2011). Die betroffene Pati-

entin badete zuvor im Meer und behandelte eine bereits vorhandene Beinwunde mit einer Mi-

schung aus verschiedenen Algen. In anderen Fällen führten Vibrionen-Infektionen zu Multi-

organversagen sowie Wundinfektionen und machten Amputationen verschiedener Extremitä-

ten erforderlich (Torres et al., 2002; Tena et al., 2010). Besonders betroffen sind meist ältere 

männliche und chronisch kranke Personen, bei denen es über Wundinfektionen zu schweren 

Septikämien kommt (Park et al., 1991). Prädisponierende Faktoren für eine Infektion sind 

Immunsuppression, Hepatitis oder chronische Leberzirrhosen (Merkel et al., 2001). Bei infi-

zierten Patienten wurden Vibrionen aus Blut, Stuhl, Wunden, Gallenblasen und dem Erbro-

chenen isoliert (Blake et al., 1980; Dekeyser et al., 1972; Huq et al., 1980; Hickman-Brenner 
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et al., 1984; Park et al., 1991; Klontz et al., 1994; Hodge et al., 1995; Dalsgaard et al., 1996; 

West et al., 1998; Torres et al., 2002; Gomez et al., 2003; Linde et al., 2004; Frank et al., 

2006; Anonym, 2010a; Tena et al., 2010). Aus eitrigem Exsudat einer Ohrinfektion, die nach 

dem Schwimmen in Meerwasser auftrat, konnte V. fluvialis isoliert werden (Cabrera 

Rodriguez et al., 2005). Bei einem Patienten mit Lungenentzündung wurde V. metschnikovii 

im Bronchial-Auswurf detektiert (Wallet et al., 2005). 

Weltweit wurden im Jahr 2011 in 58 Ländern ca. 600.000 Cholera-Fälle gemeldet, die durch 

V. cholerae ausgelöst wurden (WHO, 2012). Ungefähr 7.800 Fälle verliefen tödlich. In Euro-

pa wurden 71 Fälle verzeichnet, von denen 38 aus anderen Ländern importiert wurden. Insge-

samt 61 % der Erkrankungen sind auf die Cholera-Ausbrüche auf Haiti und in der Dominika-

nischen Republik zurückzuführen. Im Jahr 2008 wurden ca. 190.000 Cholera-Fälle registriert. 

In den folgenden Jahren konnte bis 2012 ein stetiger Anstieg der Cholera-Fälle verzeichnet 

werden (WHO, 2009; 2010; 2011d). In Deutschland besteht nur für Cholera-Infektionen eine 

Meldepflicht. In den USA hingegen werden auch Vibrionen-Infektionen erfasst, die durch 

andere Vibrio spp. (V. parahaemolyticus, V. cholerae, V. vulnificus, V. alginolyticus, 

V. fluvialis, V. mimicus, etc.) ausgelöst wurden (CDC, 2011). Im Jahr 2009 wurden aus 837 

Patienten Vibrio spp. isoliert. Seit 2007 wurde ein Anstieg der Inzidenz verzeichnet (CDC, 

2007; 2008). Die in den USA am häufigsten detektierte Vibrio-Spezies war 

V. parahaemolyticus (42-47 %), gefolgt von V. alginolyticus (16-18 %), V. vulnificus (13-

17 %) und nicht toxigene V. cholerae (8-10 %). In Japan, wo es häufig zu 

V. parahaemolyticus-Infektionen kam, wurde für die Jahre 2000 bis 2009 ein Rückgang der 

Infektionen beschrieben. Dies wurde einem besseren hygienischen Umgang mit Fischen und 

Meeresfrüchten zugeschrieben (Hara-Kudo et al., 2012). Seit Beginn der Aufzeichnungen im 

Jahr 1962 wurden jährlich zwischen ca. 3.000-14.000 V. parahaemolyticus-Fälle und 150-750 

Ausbrüche verzeichnet (Hara-Kudo et al., 2012). Im Jahr 1998 wurde mit ca. 1.200 Fällen 

und 840 Ausbrüchen die höchste Anzahl an V. parahaemolyticus-Infektionen gemeldet.  

Etliche Vibrionen-Infektionen traten nach Verzehr von kontaminierten Schalentieren, haupt-

sächlich Austern auf (Morris, 2003; Su und Liu, 2007). Kontaminierte Fische oder Schalentie-

re können Lebensmittelintoxikationen, schwere Septikämien sowie Cholera über den Verzehr 

und die Handhabung verursachen (Holt et al., 1994; Dalsgaard et al., 1995; Gopal et al., 

2005).  

 

Tiere 

Tiere können sich mit Vibrionen über die Aufnahme kontaminierter Fische und Meeresfrüch-

te infizieren. Über den direkten Kontakt mit kontaminiertem Wasser kann es zur Infektion 

kommen. Fischpathogene Arten der Gattung Vibrio treten hauptsächlich bei Meeres-, Brack- 

und Süßwasserfischen auf (Bullock, 1977; Munn, 1977; Rasheed, 1989). Symptomatisch zei-

gen sich Erytheme an Flossenbasen, Flossensaum und Bauch sowie am Kiemen-Isthmus mit 

Begleiterscheinungen wie hämorrhagischer Enteritis, Splenomegalie und Anämie. 
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Die Bakterien können aus den meisten inneren Organen, aus lokalisierten flächigen Hautlä-

sionen, aus tiefen Muskelnekrosen und dem Darm isoliert werden (Colwell und Grimes, 1984; 

Toranzo et al., 2005; Fouz et al., 2010; Senderovich et al., 2010). Dabei stellen sich eine blas-

se Leber mit weißen Flecken und vergrößerten Nieren dar (Rasheed, 1989; Saeed, 1995). 

Die sogenannte Kaltwasser-Vibriose, 1979 erstmals beschrieben, wird durch V. salmonicida 

ausgelöst (Egidius et al., 1981). Hierbei handelt es sich um eine systemische Infektion des 

Atlantischen Lachses in europäischen Marikulturanlagen. Die Infektion von Aalen (Salzwas-

seraalseuche) europäischer Küstengebiete sowie in Aquakulturanlagen in Europa und Fernost, 

verursacht durch V. vulnificus und V. anguillarum, tritt akut mit hämorrhagisch-

septikämischen Symptomen und / oder als chronisch, lokalisierte entzündliche Form auf 

(Colwell und Grimes, 1984; Fouz und Amaro, 2003; Fouz et al., 2006; Fouz et al., 2010; 

Frans et al., 2011). An der Salzwasseraalseuche (auch „rote Pest“ der Aale) kann 

V. alginolyticus beteiligt sein, der als Teil der normalen marinen Flora vorkommt (Austin, 

2011). Eine durch V. alginolyticus ausgelöste Geschwürkrankheit, die mit der Ausbildung von 

Nekrosen und Granulomen verbunden ist, wurde bei Tintenfischen der Gattung Sepia in Japan 

beschrieben (Sangster und Smolowitz, 2003). V. alginolyticus kann als Haupterreger für 

Krankheiten bei Mensch und Tier (Zoonose) auftreten wie auch V. vulnificus Biotyp 2 

(Amaro und Biosca, 1996; Krupesha Sharma et al., 2011). 

V. cholerae non-O1 wurde als fischpathogen beschrieben, obwohl das Bakterium sowohl bei 

kranken als auch gesunden Ayu („Silbermaulfisch“ / „kleiner Schuppen Fisch“) in Japan iso-

liert wurde (Colwell und Grimes, 1984).  

Nicht alle durch Vibrionen ausgelösten Infektionen zeigen bei Fischen und Meeresfrüchten 

krankhafte Symptome. V. parahaemolyticus zum Beispiel kann fischpathogen sein, gehört 

aber bei vielen Fischarten tropischer Gewässer zur Mikroflora und kann über den Verzehr 

dieser Fische pathogene Auswirkungen beim Menschen haben. 

Aber nicht nur Marikulturen sind von Vibriosen betroffen. Auch aus dem Darm klinisch ge-

sunder Möwen gelang die Isolierung von V. cholerae O1, dem Erreger der Cholera asiatica 

(Ogg et al., 1989). Aus Pferden, Lämmern und amerikanischen Büffeln wurden diese Bakte-

rien ebenfalls isoliert (Rhodes et al., 1985). Für Mäuse wurde eine Infektion mit V. cholerae 

beschrieben (Colwell und Grimes, 1984). 

 

Mögliche Lebensräume 

Algen und Zooplankton stellen einen der wichtigsten und umfangreichsten Lebensräume für 

Vibrionen dar (Binsztein et al., 2004; Baffone et al., 2006; Mahmud et al., 2007). V. cholerae 

O1 und non-O1-Serovare konnten in und auf der Oberfläche von lebenden Copepoden und 

auf Plankton nachgewiesen werden (Nalin et al., 1979; Cole, 1982; Huq et al., 1983; 

Doucette, 1995; Kirschner et al., 2008; Martinelli et al., 2011). Diesen Umstand begründeten 

die Autoren mit der Interaktion zwischen Bakterien und Plankton sowie Bakterien und Chitin. 
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Korallen können den Vibrionen als Lebensraum dienen, in dem sie im VBNC Zustand über-

dauern (Sharon und Rosenberg, 2010). In Amöben kann V. cholerae überdauern und Wachs-

tum zeigen (Thom et al., 1992; Jain et al., 2006). 

Chironomide (Zuckmücken)-Ei-Massen wurden als potentielles Reservoir für V. cholerae 

identifiziert (Halpern et al., 2004). Die sogenannten Zuckmücken (Diptera; Chironomidae) 

sind weltweit verbreitet und die am häufigsten auftretende Insektengruppe in Binnengewäs-

sern (Lüder, 2007). Chironomiden-Eier, umhüllt von einer Schicht Gelatine, stellen eine nähr-

stoffreiche Umgebung für Vibrionen dar. Die Chironomidae wiederum dienen 

verschiedensten Fischarten als Nahrungsquelle. Die Fische werden nachfolgend von Vögeln 

als Nahrung aufgenommen, wodurch es zu einem weiten Transfer von Vibrio spp. kommen 

kann. Beispielsweise kam es durch Bakterien-tragende Wasservögel und Fliegen zum Aus-

bruch einer Campylobacteriose in Florida (Sacks und Lieb, 1986). Hierbei gelangten ertrin-

kende Fliegen und fäkale Ausscheidungen von Wasservögeln in Trinkwasserquellen. Selbst 

aus Fliegen in Kalkutta wurden V. parahaemolyticus O3:K6-Stämme isoliert (Chatterjee et 

al., 1978). 

Vibrio-NAG-Stämme (nicht agglutinierbare Vibrio) wurden aus dem Darm vieler Vogelspe-

zies, vor allem von Wasservögeln, isoliert, ohne dass klinische Symptome bei den Tieren 

beobachtet wurden (Ogg et al., 1989; Vezzulli et al., 2010). Bei Untersuchungen aus den Jah-

ren 1986-1987 konnten bei 20 von 28 verschiedenen Wasservogelarten V. cholerae aus dem 

Kot isoliert werden (Ogg et al., 1989). Da die von Wasservögeln getragenen Stämme über 

weite Strecken hinweg transportiert werden und klinische Erkrankungen beim Menschen ver-

ursachen können, sind Vögel bei der Suche nach Lebensräumen von Vibrionen mit zu beach-

ten.  

2.1.3 Vibrio spp.-Prävalenzen 

Vibrio spp. kommen unter den gleichen Umweltbedingungen wie die verschiedensten Mee-

resfrüchte vor, so dass es ständig zu kontaminierten Fischen und Meeresfrüchten kommen 

kann. Neben den durch kontaminiertes Wasser ausgelösten Infektionen werden 19 % der ge-

samten Lebensmittelerkrankungen kontaminierten Meeresfrüchten zugeschrieben (Butt et al., 

2004). Mit Vibrionen kontaminierte Muscheln und Garnelen gelten daher als Vektoren für die 

Übertragung auf den Menschen. 

Vibrionen-freie Meeresfrüchte zu ernten wird durch saisonale Temperaturschwankungen und 

die Anwesenheit von Vibrio spp. in Küstenregionen vor allem in den Sommermonaten er-

schwert (Croci et al., 2001; DePaola et al., 2003). 

 

Prävalenzen in Deutschland 

In Deutschland wurden bisher hauptsächlich Fisch-, Muschel- und Krustentier-Erzeugnisse 

aus Einzelhandel, Großhandel und Gaststätten auf das Vorhandensein von Vibrionen unter-

sucht. Dabei konnten in einer Probe häufig mehr als eine Vibrio sp. nachgewiesen werden. Im 
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Jahr 2001 wurden von Sieffert und Stolle (2002) aus 82 Proben von Krusten- und Schalentie-

ren sowie deren Erzeugnissen in 19,5 % der Proben Vibrionen nachgewiesen: V. alginolyticus 

(8 %), V. cholerae non-O1 (3 %) und V. parahaemolyticus (tdh und trh negativ) sowie 

V. metschnikovii, V. anguillarum, V. fluvialis und V. mimicus (je 1 %).  

Im Zeitraum November 2007 bis April 2008 untersuchten Judek et al. (2008) Muschelproben 

(n=50) die zu 92 % positiv getestet wurden. Die Muscheln stammten aus Berliner Einzel- und 

Großhandelsgeschäften sowie vom Versuchsgut des Bundesinstitutes für Risikobewertung in 

Berlin Marienfelde. In dieser Untersuchung waren Miesmuscheln, Scheidenmuscheln und 

Herzmuscheln bis zu 100 % Vibrio spp.-positiv. V. alginolyticus (69,6 %) dominierte, gefolgt 

von V. fluvialis (34,8 %) und V. parahaemolyticus (20 %). 

Messelhäusser et al. (2010) fanden zwischen 2008 und 2009 in einem Probenumfang von 

338 rohen und gekochten Meeresfrüchten und Fischproben in zwei Muschelproben (6,5 %), 

39 Garnelen-Proben (32,2 %) und einer Fischprobe (1,6 %) Vibrionen. Dabei wurden 

V. cholerae, V. vulnificus und V. parahaemolyticus detektiert. Ein V. parahaemolyticus-

Stamm codierte das trh Gen und zehn V. cholerae-Isolate das toxR Gen, jedoch keiner das 

ctx Gen. 

Zwischen Oktober 2009 und Dezember 2010 wurden in 50 % von 82 Muschelproben 

Vibrionen detektiert (Randt et al., 2011). Bei den Isolaten handelte es sich um V. alginolyticus 

(63 %), tdh und trh negative V. parahaemolyticus (15 %) sowie V. cholerae non-O1 / non-

O139 und V. metschnikovii (5 %). 

 

Bei Untersuchungen von Meerwasserproben, Plankton und Muscheln die direkt nach der Ern-

te von Muschelbänken untersucht wurden, konnten Vibrionen detektiert werden (Lehmacher 

und Hansen, 2007; Lhafi und Kühne, 2007; Oberbeckmann et al., 2011).  

In der Untersuchung von Miesmuscheln, die von sieben verschiedenen Muschelbänken aus 

dem Wattenmeer stammten, wurden im Zeitraum Juni 2004 bis Mai 2005 82 Proben M. edulis 

untersucht (Lhafi und Kühne, 2007). Insgesamt waren 61 Proben (74,4 %) Vibrio spp.-positiv. 

Darunter befanden sich V. alginolyticus (51,2 %), V. parahaemolyticus (39,5 %) V. cholerae 

non-O1 / non-O139 (4,7 %), V. vulnificus (3,5 %) und V. harveyi (1,2 %). In mehreren Proben 

konnten zwei Vibrio spp. nachgewiesen werden, in einer der Proben drei. 

In einer Studie in der 710 Fische und Krebstierprodukte sowie Muscheln untersucht wurden, 

wurden in 126 Proben verschiedenste Vibrio spp. detektiert (Lehmacher und Hansen, 2007). 

In 37 Proben waren trh und tdh negative V. parahaemolyticus vorhanden. 

Zwischen Mai 2008 und Januar 2010 wurden Meerwasserproben, M. edulis und Plankton aus 

der deutschen Nordsee im Zweiwochentakt untersucht (Oberbeckmann et al., 2011). Dabei 

konnten dreimal freilebende Vibrionen nachgewiesen werden. Zwischen Mai und Okto-

ber 2008 sowie Februar und Mai 2009 wurden keine Vibrionen detektiert. 
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Die Prävalenzdaten von Vibrionen in Meeresfrüchten aus Deutschland wurden in Tabelle 2 

zusammengefasst. 

 
Tabelle 2: Prävalenzdaten von Vibrio spp. in Muscheln und Meeresfrüchten aus Deutschland 

 

Zeitraum Warengruppe Proben-

umfang 

n= 

Positiver  

Nachweis 

Vibrio spp. Referenz 

2001 Krusten- und 

Schalentiere 

82 19,5 % V. alg. 8 %;  

V. chol. 3 %;  

V. para., V. metsch., 

V. ang., V. fluv., 

V. mim. 1 % 

 

Sieffert und 

Stolle 

(2002) 

Nov. 2007 – 

April 2008 

Muscheln 50 92 % V. alg. 69,5 %;  

V. fluv. 34,8 %;  

V. para. 20 % 

 

Judek et al. 

(2008) 

2008 - 2009 Meeresfrüchte 

und Fischproben 

338 Muscheln 6,5 %; 

Garnelen 32,2 %; 

Fischproben 1,6 % 

 

V. chol., V. vuln., 

V. para., 

1 x V. para. trh(+); 

10 x V. chol. toxR (+) 

Messelhäus-

ser et al. 

(2010) 

Okt. 2009 – 

Dez. 2010 

Muschelproben 82 50 % V. alg. 63 %;  

V. para. 15 %;  

V. chol., V. metsch. 

5 % 

 

Randt et al. 

(2011) 

Juni 2004 – 

Mai 2005 

M. edulis von 

sieben Muschel-

bänken 

82 74,4 % V. alg. 51,2 %;  

V. para. 39,5 %; 

V. chol. 4,7 %; 

V. vuln. 3,5 %; 

V. harv. 1,2 % 

 

Lhafi und 

Kühne 

(2007) 

2006-2007 Fische, Krebstier-

produkte und 

Muscheln 

710 126 V. para. 37 % Lehmacher 

und Hansen 

(2007) 

 

 

Die Tabelle wird auf nachfolgender Seite fortgesetzt. 
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Zu: Prävalenzdaten von Vibrio spp. in Muscheln und Meeresfrüchten aus Deutschland 

 

Zeitraum Warengruppe Proben-

umfang 

n= 

Positiver  

Nachweis 

Vibrio spp. Referenz 

Mai 2008 – 

Jan. 2010 

Meerwasserpro-

ben, M. edulis und 

Plankton aus 

Nordsee 

im zwei 

Wochen-

takt 

3 x freilebende 

Vibrio spp. 

Vibrio spp. Oberbeck-

mann et al. 

(2011) 

 
M. edulis: Mytilus edulis, V. alg.: Vibrio alginolyticus, V. ang.: Vibrio anguillarum, V. chol.: Vibrio cholerae, 

V. fluv.: Vibrio fluvialis, V. metsch.: Vibrio metschnikovii, V. mim.: Vibrio mimicus, V. para.: Vibrio parahaemo-

lyticus 

 

 

Prävalenzen in anderen EU-Staaten 

An der dänischen Küste untersuchten Hoi et al. (1998) zwischen Mai 1996 und Oktober 1996 

Muscheln, Wasser, Sediment und Fische, wobei sie V. vulnificus fanden. 

An der italienischen Adria wurden von September 1997 bis Januar 1998 insgesamt 62 Proben 

Mytilus galloprovincialis untersucht (Ripabelli et al., 1999). In 48,4 % der Proben wurden 

verschiedene Vibrio spp. detektiert. Darunter befanden sich V. alginolyticus (32,2 %), 

V. vulnificus (17,7 %), V. cincinatiensis (3,2 %), V. parahaemolyticus (1,6 %), V. fluvialis 

(1,6 %) und V. cholerae non-O1 (1,6 %). In den Proben konnte häufiger mehr als eine Vi-

brio sp. nachgewiesen werden. 

Im selben Jahr wurden an der spanischen Küste vor Valencia Vibrionen-Konzentrationen 

zwischen 3x10
2
 Kolonie-bildende Einheiten pro Gramm (KbE/g) und 5x10

5
 KbE/g in Mu-

scheln detektiert (Arias et al., 1999). Dabei ergab sich folgende Aufteilung: V. splendidus 

(36 %), V. harveyi (19 %), V. mediterranei (11 %), V. pelagius (6 %), V. tubiashii (5 %) so-

wie V. alginolyticus, V. orientalis, V. diazotrophicus und V. anguillarum (alle unter 5 %).  

Croci et al. (2001) isolierten aus Mytilus galloprovincialis, Tapes decussatus, Crassostrea 

virginica und Meerwasserproben aus der Adria in einem 2-jährigen Studienzeitraum 

726 Bakterienstämme. Insgesamt waren 46,9 % der Bakterienstämme Vibrionen. Im Sommer 

wurden zu ca. 54,4 % Vibrionen detektiert, in der Wintersaison ca. 12,5 % weniger. Nachge-

wiesen wurden V. alginolyticus (31,8 %), V. parahaemolyticus und V. vulnificus (4,7 %), 

V. cholerae non-O1 (0,6 %) und Photobacterium damsela (5,1 %). 

 

Die Prävalenzdaten von Vibrionen in Meeresfrüchten aus anderen EU-Staaten wurden in Ta-

belle 3 zusammengefasst. 
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Tabelle 3. Prävalenzdaten von Vibrio spp. in Muscheln und Meeresfrüchten aus anderen EU-Staaten 

 

Zeitraum Warengruppe / Herkunft Vibrio spp. Referenz 

Mai 1996 – 

Okt. 1996 

Muscheln, Wasser, Sedi-

ment und Fische an däni-

scher Küste 

 

V. vulnificus Hoi et al. (1998) 

Sept. 1997 – 

Jan. 1998 

Mytilus galloprovincialis 

n = 62 an italienischer  

Adria 

Vibrio. spp. 48,4 %; V. alg. 

32,2 %; 

V. vuln. 17,7 %; V. cin. 3,2 %; 

V. chol., V. fluv., V. para., 

1,6 % 

 

Ripabelli et al. 

(1999) 

1997-1998 Muscheln an spanischer 

Küste vor Valencia  

Konz. zwischen 3x10
2
 KbE/g 

und 5x10
5
 KbE/g 

V. splen. 36 %; V. harv. 19 %; 

V. mediterr. 11 %; V. pelag. 

6 %; V. tub. 5 %; 

V. alg., V. orien., V. diaz., 

V. ang. 5 % 

 

Arias et al. (1999) 

2 Jahre Mytilus galloprovincialis, 

Tapes decussatus, 

Crassostrea virginica und 

Meerwasserproben 

726 Bakterienstämme; 

Vibrio spp. 46,9 %; V. alg. 

31,8 %; V. para., V. vuln. 

4,7 %; V. chol. 0,6 %; Photo-

bacterium damsela 5,1 % 

Croci et al. (2001) 

 
V. alg.: Vibrio alginolyticus, V. ang.: Vibrio anguillarum, V. chol.: Vibrio cholerae, V. cin.: Vibrio cincinatien-

sis; V. diaz.: Vibrio dizotrophicus; V. fluv.: Vibrio fluvialis, V. harv.: Vibrio harveyi; V. mediterr.: Vibrio medi-

terranii; V. metsch.: Vibrio metschnikovii, V. mim.: Vibrio mimicus, V. orien.: Vibrio orientalis; V. para.: Vibrio 

parahaemolyticus; V. pelag.: Vibrio pelagius; V. tub.: Vibrio tubiashii 

 

 

Prävalenzen in Nicht-EU-Staaten 

In den USA wurden seit 1991 verschiedene Untersuchungen zu Vibrio spp. in Austern durch-

geführt (Wright et al., 1996; Cook et al., 2002). Zwischen April 1991 und Dezember 1992 

untersuchten Wright et al. (1996) Austern aus der Chesapeake Bay auf V. vulnificus. Dabei 

wurde V. vulnificus in Konzentrationen 1,0x10
3
 KbE/g bis 4,7x10

4
 KbE/g fast das ganze Jahr 

über in den Austern nachgewiesen, nur im Zeitraum Februar und März 1992 wurden keine 

V. vulnificus detektiert. 

Cook et al. (2002) haben zwischen Juni 1998 und Juli 1999 in den USA und Kanada insge-

samt 350 Austernchargen aus Restaurants, von Fischmärkten und vom Großhandel auf das 
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Vorkommen von V. vulnificus und V. parahaemolyticus hin untersucht. Dabei haben sie in 

einer Probe, die sich aus zehn bis zwölf Austern zusammensetzte, weder V. vulnificus noch 

V. parahaemolyticus detektiert. In jeder anderen Probe detektierten sie entweder eine dieser 

beiden Spezies oder beide Spezies. Wright et al. (1996) zeigten schon zuvor eine 100 %-

Auffindungsrate von Vibrio spp. in Austern. Auch DePaola et al. (2003) fanden in allen Aus-

tern-Proben, die sie im Zeitraum März 1999 bis September 2000 nach Anreicherung unter-

suchten, V. parahaemolyticus. 

In einer norwegischen Studie wurden von Juli 2002 bis September 2004 in 102 M. edulis Pro-

ben V. alginolyticus (24,5 %), V. parahaemolyticus (10,3 %), V. cholerae (1 %) und 

V. vulnificus (in einer Probe nach direktem Ausplattieren) detektiert (Bauer et al., 2006). In 

Proben von der Südküste wurde in mehr als der Hälfte der 13 Proben V. parahaemolyticus 

nachgewiesen, nachdem die Wassertemperatur auf über 16 °C angestiegen war. Insgesamt 

waren vier V. parahaemolyticus-Stämme trh
 
positiv. Alle neun detektierten V. cholerae-

Stämme waren non-O1 / non-O139 und ctxA
 
negativ.  

 

Die Prävalenzdaten von Vibrionen in Meeresfrüchten aus Nicht-EU-Staaten wurden in Tabel-

le 4 zusammengefasst. 

 
Tabelle 4: Prävalenzdaten von Vibrio spp. in Muscheln und Meeresfrüchten aus Nicht-EU-Staaten 

 

Zeitraum Warengruppe / 

Herkunft 

Probenum-

fang n= 

Positiver Nach-

weis 

Vibrio spp. Referenz 

April 1991 – 

Dez. 1992 

Austern aus der 

Chesapeake Bay 

 1,0x10
3
 KbE/g bis 

4,7x10
4
 KbE/g 

 

V. vuln. Wright et al. 

(1996) 

Juni 1998 – 

Juli 1999 

Austernchargen 

aus Restaurant, 

Fischmarkt und 

Großhandel aus 

USA, Kanada 

 

350 bis auf eine Probe 

alle positiv 

V. vuln.;  

V. para. 

Cook et al. 

(2002) 

März 1999 – 

Sept. 2000 

 

Austernproben  nach Anreiche-

rung 100 % 

V. para. 

 

De Paola et 

al. (2003) 

 

Die Tabelle wird auf nachfolgender Seite fortgesetzt. 
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Zu: Prävalenzdaten von Vibrio spp. in Muscheln und Meeresfrüchten aus Nicht-EU-Staaten 

 

Zeitraum Warengruppe / 

Herkunft 

Probenum-

fang n= 

Positiver Nach-

weis 

Vibrio spp. Referenz 

Juli 2002 – 

Sept. 2004 

Mytilus edulis 

aus Norwegen 

102  V. alg. 24,5 %, 

V. para. 10,3 %; 

V. chol. 1 %; 

V. vuln. (1x 

nach ausplattie-

ren) 

Bauer et al. 

(2006) 

 

V. alg.: Vibrio alginolyticus, V. chol.: Vibrio cholerae, V. para.: Vibrio parahaemolyticus, V. vuln.: Vibrio vul-

nificus 

 

Zusammen genommen zeigen die weltweit durchgeführten Studien, dass die Detektionsrate 

der verschiedenen Vibrio spp. saisonal, also temperaturabhängig zu sein scheint. So detektier-

ten z. B. Ripabelli et al. (1999) zwischen September bis Januar 48,4 % Vibrio positive Pro-

ben, dagegen fanden Lhafi und Kühne (2007) zwischen Juni bis Mai 74,4 %. 

Alle Untersuchungen zum Vorkommen von Vibrionen in Fischen und Meeresfrüchten deuten 

auf eine hohe Prävalenz hin. 

2.1.4 Meldepflicht 

In Deutschland besteht eine namentliche Meldepflicht für den Krankheitsverdacht, die 

Erkrankung sowie den Tod an Cholera (§6 IfSG). 

Hinzukommend muss, soweit nicht anders bestimmt, der direkte oder indirekte Nachweis von 

Vibrio cholerae O1 und O139 namentlich gemeldet werden (§7 IfSG). 

2.1.5 Vibrio spp. im EU-Recht 

Im EU-Recht sind derzeit keine rechtlichen Bestimmungen zum Nachweis von Vibrio spp. in 

Lebensmitteln verankert. Eine einheitliche Empfehlung für mikrobiologische Kriterien hin-

sichtlich Vibrionen in Fischen und Meeresfrüchten ist weltweit nicht gegeben und wird von 

etlichen Ländern unterschiedlich gehandhabt (Tab. 5). 
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Tabelle 5: Internationale Grenz- und Warnwerte für Vibrio spp. 

(nach SCVPH 2004) 

 

Vibrio-Spezies Land/Organisation Warengruppe   Limits 

   n c m M 

V. cholerae USA/FDA (1998) Verzehrfertige Meeresfrüchte - - Abwesenheit von toxi-

schen O1 und non O1-

Stämmen 

 

 UK/PHLS Verzehrfertige Lebensmittel 

(Einzelhandel) 

 

- - Nicht nachweisbar in 

25 g 

V. parahaemo-

lyticus 

ICMSF (1998) Frischer oder gefrorener Fisch, 

kalt geräucherter Fisch 

5 2 100/g 1.000/g 

  Gefrorene / gekochte Krusten-

tiere 

5 1 100/g 1.000/g 

  Gekochtes, gekühltes und ge-

frorenes Krabbenfleisch, fri-

sche und gefrorene Muscheln 

 

10 1 100/g 1.000/g 

 NL/Produktschap 

voor Vis en Vis-

producten (1994) 

Rohe, gekochte, frische oder 

gefrorene Hummer, Krabben 

und Garnelen  

(Einzelhandel) 

 

- - - 100/g 

 UK/PHLS Verzehrfertige Lebensmittel 

(Einzelhandel) 

 

- - ≥ 1.000/g nicht akzepta-

bel 

 USA/FDA (1998) Verzehrfertige Meeresfrüchte 

 

- - 10.000/g (Aktionslevel) 

 USA/Interstate 

Shellfish Sani-

tation Conference 

(2009) 

 

Verzehrfertige Meeresfrüchte 

(Einzelhandel) 

- - Nicht nachweisbar  

(<30 MPN/g) 

 Japan 

(CODEX, 2003) 

 

Meeresfrüchte im Rohverzehr   > 100 MPN/g nicht 

akzeptabel 

V. vulnificus USA/FDA (1998) Verzehrfertige Meeresfrüchte - - Abwesenheit von patho-

genen Stämmen 

(Mausassay) 

 

 USA/Interstate 

Shellfisch Sani-

tation Conference 

(2009) 

Verzehrfertige Meeresfrüchte 

(im Einzelhandel) 

- - Nicht nachweisbar  

(<30 MPN/g) 

 

n = Anzahl der Probeneinheiten der Stichprobe; c = Anzahl der Probeneinheiten, deren Werte über m oder zwi-

schen m und M liegen; m = Grenzwert; M = Warnwert  

 

2.1.6 Nachweisverfahren  

Mikrobiologisches Nachweisverfahren 

Um Vibrionen in Lebensmittel- und Umweltproben nachzuweisen wird in der Regel eine se-

lektive, teilweise auch zweistufige Voranreicherung, gefolgt von Ausstrichen auf selektiven 

Festnährmedien und einer anschließenden morphologischen und biochemischen Charakteri-

sierung durchgeführt.  

15



 

16 

 

Anwendung als selektives Festnährmedium findet vor allem Thiosulfate-Zitrat-Gallensalz 

Saccharose-Agar (TCBS-Agar). TCBS enthält zur Hemmung von grampositiven Bakterien 

Ochsengalle. Der alkalische pH-Wert von 8,6 begünstigt die Kultivierung von Vibrionen. Die 

Detektion der Saccharose-Fermentation ermöglicht eine Differenzierung von Vibrio-Spezies. 

Dabei bilden die Vibrio spp., die zur Saccharose-Fermentation fähig sind, wie z. B. 

V. cholerae, V. alginolyticus und einige V. parahaemolyticus-Stämme, gelbe Kolonien. Ande-

re V. parahaemolyticus-Stämme sind, wie auch V. vulnificus und V. mimicus, nicht in der La-

ge, Saccharose zu metabolisieren. Sie bilden kleine blau-grüne Kolonien.  

Für eine farbliche Speziesunterscheidung kann Chrom-Vibrio-Agar (CV-Agar) oder Cellobio-

se-Polymixin B-Colistin-Agar (CPC) verwendet werden. CV-Agar ist ein chromogenes Selek-

tivmedium, auf dem sich Kolonien von V. parahaemolyticus, V. cholerae und V. vulnificus 

farblich voneinander unterscheiden. Su et al. (2005) und Di Pinto et al. (2011) haben für den 

Nachweis von V. parahaemolyticus auf CV-Agar eine höhere Sensitivität und Spezifität er-

mittelt, als für TCBS-Agar. Ähnliches zeigten auch Duan und Su (2005) für die Detektion von 

V. parahaemolyticus in Seewasser, Sediment und Austern. Eddabra et al. (2011) evaluierten 

chromID
TM

 Vibrio-Medium, das bei ihren Untersuchungen zur Detektion von V. cholerae und 

V. parahaemolyticus bessere Ergebnisse erzielte als TCBS. 

Im Gegensatz dazu zeigte Schets (2012), dass es beim Nachweis von Vibrio spp. in Seewasser 

und Muscheln auf TCBS-Agar zu einer genaueren Wiedergabe von Koloniewachstum kommt 

als auf CV-Agar, bei dem sich mehr falsch-positive non-Vibrio Kolonien zeigten. 

CV-Agar scheint sich vor allem für Untersuchungen zu eignen, in denen mehrere unterschied-

liche Vibrio spp. zu erwarten sind, wie etwa in Lebensmittel- oder Umweltproben. 

Als Flüssigmedien zur Verdünnung bzw. Anreicherung von Probenmaterial, in dem Vibrio-

nen vorhanden sein können, stehen alkalisches Peptonwasser (APW) und 1 % Peptonwasser 

(EPW) zur Verfügung. Das Anreicherungsmedium EPW eignet sich zur direkten Detektion 

von V. cholerae aus Umweltproben (Malayil et al., 2011). In dieser Studie wurde gezeigt, 

dass V. cholerae unter Verwendung von APW in nur 10 % untersuchter Proben detektiert 

werden konnte, wohingegen V. cholerae unter Verwendung von EPW in 40 % der Proben 

nachgewiesen wurde. Für die Wiederfindungsrate von V. cholerae bedeutet dies, dass 

V. cholerae nach Anreicherung in EPW um das 4-fache öfter detektiert wird als nach Anrei-

cherung in APW. Allerdings wurde das Cholera-Toxin ctxA unter Verwendung von APW und 

EPW in allen Fällen gleich oft detektiert. Malayil et al. (2011) wiesen außerdem darauf hin, 

dass sich V. vulnificus in APW besser regeneriert als in EPW. Diese Studien zeigten Unter-

schiede zwischen Toxin codierenden und nicht-codierenden V. cholerae Stämmen sowie eine 

unterschiedlich schnelle Rekonvaleszenz verschiedener Vibrio spp. auf. 

Bis auf wenige Ausnahmen werden die Nährmedien und Bouillons bei 37 °C für 

24±3 Stunden bebrütet. Im Falle einer zweistufigen Voranreicherung wird die erste Anreiche-

rung bei 37 °C, die von tiefgefrorenen Produkten bei 41,5 °C für 6±1 Stunde inkubiert (Abb. 

1). 
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Abbildung 1: Fließschema zur konventionellen Kultivierung 

von Vibrio parahaemolyticus und Vibrio cholerae  

(gemäß ISO/TS 21872-2:2007) 

 

Für die weitere Differenzierung und Identifizierung aller Vibrio spp. werden biochemische 

Tests durchgeführt (Tab. 6). 

  

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

Inkubation bei 37 °C für 6 h ± 1 h Vorkultur 

Weitere Inkubation 

18 h ± 1 h bei 37 °C 

1 ml Vorkultur in  

10 ml APW 

18 h ± 1 h bei 37 °C 

Fraktionierter Ausstrich auf TCBS-Agar, CVA-Agar und/oder 

CPC-Agar 

Inkubation bei 37 °C für 24 h ± 3 h 

Mindestens 5 typische gleiche Kolonien abnehmen, 

bzw. alle verdächtigen Kolonien abnehmen, wenn weniger als 5 

vorhanden sind 

Anzucht auf LB-Agar 

Inkubation bei 37 °C für 24 h ± 3 h 

Biochemische Bestätigung, 

ggf. weiterführende Untersuchungen mittels PCR 

Auswertung 
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Tabelle 6: Eigenschaften von Vibrionaceae 

(modifiziert nach Alter et al., 2012) 

 

 V. chole-

rae 

V. mimi-

cus 

V. metsch-

nikovii 

V. vulnifi-

cus 

V. algino-

lyticus 

V. parahae-

molyticus 

TCBS-Agar gelb grün gelb/grün grün gelb grün/gelb 

Oxidase + + - + + + 

Gram-Verhalten - - - - - - 

Stäbchen/Kokken Stäbchen Stäbchen Stäbchen Stäbchen Stäbchen Stäbchen 

Beweglichkeit + + + + + + 

OF-(Glucose)-Test F F F F F F 

Wachstum bei 42 °C 

in APW 

+ + +/- + + + 

Morphologie auf 

Schafblut-Agar 

Mittelgroß 

grauweiß, 

ß-Hämo-

lyse 

     

O/129-Test  

(10 µg / 150 µg) 

S/S S/S S/S S/S R/S R/S 

1 % PW, 0 % NaCl + + - - - - 

1 % PW, 1 % NaCl + + + + + + 

1 % PW, 3 % NaCl + + + + + + 

1 % PW, 8 % NaCl - - +/- - + + 

1 % PW, 10 % NaCl - - - - + - 

 

Wachstum auf TCBS-Agar nach 24 h bei 37 °C;  

Gram-Verhalten im KOH-Test: Fadenbildung = gram-negativ; homogene Suspension = gram-positiv;  

OF-Test-Glucose: Bebrütung 2-4 Tage bei 37 °C, F: Fermentativer Glucoseabbau  

Vibriostatikum O/129 Blättchentest auf Schafblut-Agar für 24 h bei 37 °C, S: sensibel, R: resistent;  

Wachstum in Peptonwasser mit 0, 1, 3, 8, 10 % NaCl bei 37 °C, 24 h 

 

Die kulturellen Methoden sind in der ISO/TS 21872-2007 zusammengefasst. 

 

Molekularbiologisches Nachweisverfahren 

PCR zur Speziesdetektion 

Hohe Prävalenzen von Vibrionen in Fischen und Meeresfrüchten bestätigen die Notwendig-

keit, bei Untersuchungen von Lebensmittelproben auch Vibrio spp. zu detektieren. Für die 

Identifikation von Vibrio-Isolaten existieren multiplex PCR (mPCR)-Systeme, mit denen die 

drei bis fünf wichtigsten humanpathogenen Vibrio spp. detektiert werden. 

Ein verbreitetes mPCR-System ist die PCR nach Bauer und Rorvik (2007), bei der 

V. parahaemolyticus, V. cholerae und V. vulnificus mittels des toxR Gen detektiert werden. In 

der mPCR nach Espineira et al. (2010) werden vier Vibrio spp. nachgewiesen, dabei wird 
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V. cholerae anhand von ctxA, V. parahaemolyticus durch tlh, V. vulnificus und 

V. alginolyticus anhand von dnaJ nachgewiesen. 

Bei der von Tarr et al. (2007) publizierten mPCR Methode werden ebenfalls vier verschiede-

ne Spezies erfasst, statt V. alginolyticus aber V. mimicus. Dabei werden andere Zielgene ge-

nutzt: V. cholerae und V. mimicus über sodB, V. parahaemolyticus über flaE und V. vulnificus 

über hsp. 

Eine weitere Alternative bietet das mPCR-System, in dem das Collagenase codierende Gen 

der Spezies V. alginolyticus, V. cholerae und V. parahaemolyticus detektiert wird (Di Pinto et 

al., 2005). Diese PCR fand bereits Anwendung in einer Untersuchung von kontaminierten 

Fischen und Meeresfrüchten (Di Pinto et al., 2006). Eine tabellarische Aufstellung der hier 

genannten mPCR-Systeme ist unter Punkt 4.3.1 (Tab. 17) zu finden. 

 

PCR zur Identifikation von Serogruppen und Virulenzfaktoren 

Verschiedene Serogruppen codieren unterschiedliche Oberflächenantigene (O-Antigene) und 

können durch die Anwesenheit dieser differenziert werden.  

Für V. cholerae wird zwischen den pathogenen Serogruppen O1 und O139 sowie zwischen 

weiteren O-Antigen tragenden pathogenen und nicht-pathogenen Serogruppen unterschieden. 

Zusätzlich können über die Detektion von Toxin codierenden Genen, wie beispielsweise ctx 

und tcpA, Rückschlüsse auf die Pathogenität eines Stammes gezogen werden (Rivera et al., 

2001; Rivera et al., 2003; Espineira et al., 2010). 

Für V. parahaemolyticus werden mittels serologischer Reaktionen Oberflächen- (O-) und 

Kapselbildende- (K-) Antigene detektiert. Chen et al. (2012) haben ein PCR-System zur De-

tektion der O-Antigene, O1 bis O13, veröffentlicht. Zusätzlich kann über die Detektion der 

Hämolysingene tdh und trh die Virulenz eines Stammes beurteilt werden (Markoulatos et al., 

2002; Myers et al., 2003; Kim und Bang, 2008). Eine tabellarische Aufstellung solcher 

mPCR-Systeme, ist unter Punkt 4.3.1 (Tab. 18) zu finden. 

2.2 Vibrio spp.  

2.2.1 Vibrio parahaemolyticus 

Vorkommen und Charakteristika 

V. parahaemolyticus ist ein gram-negatives, kommaförmig gebogenes, begeißeltes Stäbchen-

bakterium, das halophil ist und weltweit in flachen warmen Küstengewässern der Ozeane 

vorkommt. Diese Spezies wird anhand unterschiedlicher O- und K-Antigene in verschiedene 

Gruppen eingeteilt.  

Diese Spezies gehört zu den bedeutendsten humanpathogenen Vibrio-Spezies. Auf TCBS-

Agar bildet V. parahaemolyticus nach 20-24 Stunden Inkubation bei 37 °C grüne Kolonien 

mit einem Durchmesser von ca. 1-2 mm aus, wobei einige Stämme zur Saccharose-

Fermentation fähig sind und daher auch gelbe Kolonien ausbilden können. 
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V. parahaemolyticus bevorzugt NaCl-Konzentrationen zwischen 1 % und 8 %. Bereits in zehn 

bis zwölf Minuten kann diese Spezies einen Generationszyklus vollziehen und in drei bis vier 

Stunden von zehn KbE bis hin zu einer Million KbE angereichert sein (Barker, 1974). Dieser 

Organismus kann in Fischen und Meeresfrüchten überleben, die keiner ausreichenden Erhit-

zungstemperatur ausgesetzt waren (Vanderzant und Nickelson, 1972). Besonders in Japan, 

aber auch in anderen Ländern wurden in den letzten Jahren viele Lebensmittelinfektionen in 

Zusammenhang mit mit V. parahaemolyticus-verunreinigten Meeresfrüchten gebracht, die 

entweder roh oder ungenügend erhitzt verzehrt wurden (Butt et al., 2004; Velazquez-Roman 

et al., 2012). Die minimale Infektionsdosis für V. parahaemolyticus beträgt in der Regel 

10
4
 KbE

 
bis 10

5
 KbE (Joseph et al., 1982). 

 

Krankheitscharakteristika 

Fische und Meeresfrüchte, die humanpathogene V. parahaemolyticus enthalten, können nach 

Verzehr innerhalb von vier Stunden bis zu vier Tagen zu Gastroenteritiden mit starken Koli-

ken, Übelkeit, Erbrechen und Abdominalschmerz, wässrigem bis teils blutigem Durchfall, 

Darmkrämpfen und Fieber führen (Powell, 1999). Eine oft allgemeine Mattigkeit wird beglei-

tet von Kopfschmerzen. Eine ausgebildete Gastroenteritis gilt als selbstlimitierend.  

Einige Patienten zeigen Komplikationen wie Austrocknung, Herzrhythmusstörungen und 

Kollaps (Iida et al., 2006). Besonders bei immungeschwächten Personen und Leberzirrhoti-

kern können Septikämien und Wundinfektionen auftreten (Hlady und Klontz, 1996).  

Eine Infektion kann am besten verhindert werden, wenn man den Verzehr von rohem Fisch, 

etwa Sushi und rohen Muscheln vermeidet. 

 

Klassifikation 

Die Detektion der verschiedenen OK-Serotypen, sowie der Virulenz-Faktoren TDH 

(thermostable direct hemolysin) und TRH (thermostable-related hemolysin) ermöglicht eine 

Unterteilung der Spezies in mehrere Gruppen. Bis 2007 waren 76 OK-Serotypen, abgeleitet 

von dem somatischen Lipopolysaccharid (O) und dem Kapselpolysaccharid (K), bekannt 

(Drake et al., 2007; Lehmacher und Hansen, 2007). Die wichtigsten Virulenz-Faktoren bilden 

das TDH und das TDH-related hemolysin (TRH), welche jeweils durch das zugehörige tdh- / 

trh-Gen kodiert sind (Nishibuchi und Kaper, 1995). Die codierte TRH-Sequenz kann in TRH1 

und TRH2 unterschieden werden, die zu 84 % identisch sind (Kishishita et al., 1992). Beide 

Virulenz-Faktoren (TDH / TRH) können zur Ausbildung einer Gastroenteritis führen, indem 

sie die Sekretion von Chlorid-Ionen in das Darmlumen stimulieren, was einen starken Flüs-

sigkeitsverlust (Durchfall) zur Folge hat.  

Über die Detektion der Hämolysingene tdh und trh kann man die Virulenz eines Stammes 

beurteilen (Iida et al., 1998; Espineira et al., 2010). 
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V. parahaemolyticus O3:K6 

Der bedeutsamste pandemische Klon ist derzeit der V. parahaemolyticus O3:K6, der das 

thermostabile direkte Hämolysin (TDH) bildet und seit 1996 weltweit verbreitet ist 

(Chowdhury et al., 2000). Dieser Serotyp zeigt das sogenannte Kanagawa-Phänomen (KP), 

bei dem auf Wagatsuma-Agar eine ß-Hämolyse ausgebildet wird, die auf eine starke Produk-

tion von TDH zurückzuführen ist. Das Serovar O3:K6 wurde erstmals im Februar 1996 in 

Kalkutta isoliert und hat als pandemischer Klon bereits zu etlichen Krankheitsausbrüchen in 

verschiedenen Ländern wie Indien, Afrika, Bangladesch, Chile, Frankreich, Japan, Korea, 

Laos, etc. geführt (Okuda et al., 1997; Ansaruzzaman et al., 2005; Nair et al., 2007). Die 

schnelle Ausbreitung des O3:K6-Serotypen führte nach 1996 zur ersten beschriebenen 

V. parahaemolyticus-Pandemie.  

Ansaruzzaman et al. (2005) berichteten darüber, dass zehn andere Serotypen (O4:K68, 

O1:K25, O1:K41, O1:KNT [NT nicht typisierbar], O1:K56, O3:K75, O4:K8, O4:K12, 

O4:KNT und O5:KNT) aus dem O3:K6 Serotypen entstanden sind, wobei den Serotypen 

O4:K68 und O1:KNT eine besondere Bedeutung zugeschrieben wird. Diese Serotypen wur-

den bereits mit Infektionen in Verbindung gebracht (Nair et al., 2007). 

2.2.2 Vibrio cholerae 

Vorkommen und Charakteristika 

V. cholerae ist ein gram-negatives, kommaförmig gebogenes, begeißeltes Stäbchenbakterium, 

das anhand unterschiedlicher O-Antigene in über 100 Serovare unterteilt wird. Dabei gehört 

das Serovar O1 zu den bedeutsamsten Cholera verursachenden Serovaren. V. cholerae O1-

Stämme können in zwei unterschiedliche Biovare differenziert werden: Biovar „Klassisch“ 

des klassischen Koch-Kommabazillus, das sehr virulent ist und zu dem V. cholerae Cholerae 

gehört, und das Biovar „El Tor“, das weniger virulent ist. Das Cholera-Toxin kann von beiden 

Biovaren gebildet werden. Zusätzlich können auch Stämme des Serovars O139 das Cholera-

Toxin bilden (Johnson et al., 1994). 

Die Cholera ist in von Flutkatastrophen betroffenen Regionen endemisch, wobei schlechte 

hygienische Bedingungen eine entscheidende Rolle bei der Ausbreitung spielen. Eine positive 

Korrelation zwischen Monsunzeiten und Cholera-Ausbrüchen konnte beobachtet werden 

(Glass et al., 1982). In Teilen Asiens, Afrikas und Südamerikas werden regelmäßig auftreten-

de Infektionen beschrieben, z. B. in der Demokratischen Republik Kongo (2011), auf Haiti 

(2010), in Pakistan (2010), Zentralafrika (2010) und Zimbabwe (2008) (WHO, 2011a; 

2011b). Jährlich infizieren sich drei bis fünf Millionen Menschen mit Cholera, die in 

100 Tausend bis 120 Tausend Fällen tödlich verläuft (WHO, 2011c). Im Jahr 2011 traten 

2,8 Millionen Fälle mit 91 Tausend Toten in Cholera-endemischen Gebieten auf und ungefähr 

87 Tausend Fälle mit 2.500 Toten in nicht-endemischen Ländern (Ali et al., 2012). Von 

148 Ländern wurden 51 Länder (z. B. Afghanistan, Bangladesch, Kambodscha, China, Gam-

bia und Ghana) in der Studie von Ali et al. (2012) als endemisch klassifiziert, 18 (darunter 
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einige Länder in Nordamerika und Westeuropa) als nicht endemisch. Bleiben Infizierte unbe-

handelt, so wird eine hohe Mortalitätsrate beobachtet (ca. 50 %). Hierbei sind alle Altersgrup-

pen in etwa gleich betroffen (Gunnlaugsson et al., 1998; Deen et al., 2008). 

Im Jahr 2011 wurden dem RKI vier Erkrankungen an Cholera in Deutschland gemeldet (RKI, 

2012a). Dabei erkrankte eine 17-Jährige während einer Pakistan-Reise, zwei Frauen im Alter 

von 33 und 60 Jahren während einer Reise in die Dominikanische Republik und eine 25-

jährige Frau in Indien, während ihrer Tätigkeit in einer karitativen Einrichtung. 2010 wurden 

dem RKI (2011) in Deutschland sechs Erkrankungen an Cholera übermittelt. Vier Kinder und 

eine 81-jährige Frau erkrankten unmittelbar nach einer Pakistan-Reise, wo infolge 

großflächiger Überflutungen seit August 2010 vermehrt V. cholerae-Infektionen diagnosti-

ziert wurden. Von diesen fünf Erkrankten starb ein neun Monate altes Kind. Außerdem er-

krankte ein 80-jähriger Mann nach einer Indienreise, wie zuvor bereits zwei Personen im Jahr 

2007 (RKI, 2010). Im Jahr 2004 erkrankten drei Personen nach Aufenthalten in Thailand (ei-

ne) und Indien (zwei). In den Jahren 2011 und 2012 (bis Anfang August) wurde jeweils eine 

in Deutschland erworbene V. cholerae-Infektion bekannt (Neifer, 2012). Der letzte Cholera-

Ausbruch in Deutschland fand 1892 in Hamburg statt (Hays, 2005). 

Am häufigsten wird Cholera durch fäkal-kontaminiertes Trinkwasser, Muscheln, Meeres-

früchte und andere planktonfressende Seetiere übertragen (Sumner und Ross, 2002). Auch 

über den Verzehr und die Handhabung kontaminierter Fische kann Cholera ausgelöst werden 

(Holt et al., 1994; Dalsgaard et al., 1995; Gopal et al., 2005).  

In Süßwasser und auch in Salzwasser (mit NaCl-Konzentrationen bis zu 3 %) kann 

V. cholerae wochenlang überleben, Biofilme bilden und sich vermehren (Alam et al., 2006; 

Faruque et al., 2006). 

 

Krankheitscharakteristika 

Die Ansteckung erfolgt fäkal-oral durch kontaminierte Lebensmittel, insbesondere verunrei-

nigtes Trinkwasser (Holt et al., 1994; Dalsgaard et al., 1995; Gopal et al., 2005). Nach der 

Magenpassage findet eine massive Vermehrung im alkalischen Dünndarm-Milieu mit der 

Bildung des Exotoxins Cholera-Toxin, dem wichtigsten Virulenz-Faktor von V. cholerae 

statt. Cholera ist eine Erkrankung der Darmschleimhaut, die zu sehr häufigem Erbrechen und 

Durchfällen führt. Sie kann aber auch nur zu leichten Durchfällen oder zu gar keinen Be-

schwerden führen, selbst symptomfreie Träger sind möglich (Felsenfeld, 1966). Während 

einer Infektion kann V. cholerae mit den Exkrementen des Infizierten ausgeschieden werden, 

dies ermöglicht eine Infektion über den Stuhl der Erkrankten (Muller, 1977; Jones, 1999). 

Alle Gegenstände, die mit dem kontaminierten Stuhl verunreinigt sind, können Infektions-

quellen darstellen.  

Häufig zeigen nur 20 % der Betroffenen akute Erkrankungserscheinungen, bei den anderen 

80 % sind in der Regel nur milde Symptome ausgebildet (WHO, 2011c). Erste Anzeichen der 

Erkrankung sind schlagartig beginnende Durchfälle, die als reiswasserartig beschrieben 

22

Schrifttum



Schrifttum 

23 

 

werden (Gorbach et al., 1970). Durch die Wirkung des enterotoxischen Cholera-Toxins kann 

es zu einem enormen Flüssigkeitsverlust durch den Darm kommen, der mit dem Verlust 

lebenswichtiger Mineralien einhergeht (Moss und Vaughan, 1979; Cooper et al., 1981). 

Dieser starke Elektrolytverlust kann zu Kreislaufproblemen führen. Ohne Behandlung sterben 

die meisten Erkrankten innerhalb von ein bis sechs Tagen.  

V. cholerae kann aber nicht nur im Zusammenhang mit Gastroenteritiden detektiert, sondern 

auch aus Wundinfektionen isoliert werden (Torres et al., 2002; Andersson und Ekdahl, 2006; 

Frank et al., 2006; Anonym, 2010a; Tena et al., 2010). 

 

Klassifikation 

V. cholerae wird aufgrund von O-Antigenen in verschiedene Serovare unterteilt. Innerhalb 

des Serovars O1 wird zwischen verschiedenen Serogruppen unterschieden, die alle das soma-

tische Lipopolysaccharid-Antigen O1 gemein haben, sich aber in drei somatischen Partial-

antigenen (a, b, c) unterscheiden und dadurch in drei Varianten vorkommen. Die Inaba-

Variante, der das Partialantigen b fehlt, die Ogawa-Variante die nur wenig Antigen c besitzt 

und die Hikojima-Variante, welche alle drei Partialantigene trägt (Stroeher et al., 1992). 

Üblicherweise wird aber vor allem zwischen den Biovaren „Klassisch“ und „El Tor“ 

unterschieden. 

 

Pathogenitätsfaktoren 

Das enterotoxische Choleratoxin ist identisch mit dem hitzelabilen Toxin von E. coli, das zy-

totoxisch wirkt und einen Flüssigkeitsausstrom vom Darmlumen in den Darm verursacht 

(Williams, 2000). Dieses Toxin besteht aus einer alpha- und beta-Untereinheit. Durch die 

Bindung an den Gangliosid-Rezeptor kommt es zu einer irreversiblen Aktivierung der 

Adenylat-Cyclase (Vaughan und Moss, 1978; Moss und Vaughan, 1979; Cooper et al., 1981). 

Diese irreversible Aktivierung führt zur Ausschüttung von hohen Konzentrationen zyklischen 

Adenosin-Mono-Phosphates. Dadurch findet eine gesteigerte Ausschüttung von Chlorid-

Ionen statt, dem das Wasser aufgrund von Osmose folgt, woraus wiederum massive Durchfäl-

le resultieren. Gleichzeitig wird die Aufnahme von Natriumchlorid aus dem Darm inhibiert. 

Die Serovare O1 und O139 gelten als pathogen. Aber auch andere Serovare wie zum Beispiel 

der Serotyp O75 kann zu Infektionen über den Verzehr von kontaminierten Lebensmitteln 

führen, wie 2011 in Florida durch den Verzehr kontaminierter Austern (FDA, 2011). 

 

Die Infektionsdosis zur Auslösung einer Cholera-Infektion wird mit 10
7
-10

8
 KbE angegeben. 

Einige Autoren berichten jedoch über sehr viel niedrigere minimale Infektionsdosen von 

10
3
 KbE (Tschäpe, 2000; Kothary und Babu, 2001; Schmid-Hempel und Frank, 2007). 

V. cholerae wird seit 1817 als weltweit pandemisch beschrieben (Emch et al., 2008; Webb, 

2011). Das natürliche Erregerreservoir ist der Mensch. Seit 1961 breitet sich die siebte Chole-

ra-Pandemie weltweit aus, die durch das Serovar O1 Biovar „El Tor“ dominiert wird. Die 
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letztbekannte große Cholera-Epidemie erlebt Haiti seit Oktober 2010, die ebenfalls durch das 

Serovar O1 Biovar „El Tor“ ausgelöst wurde (CDC, 2012). Seit einigen Jahren zirkuliert in 

Südasien allerdings auch das Serovar O139 als Auslöser der Cholera, das 1992 erstmals in 

Bangladesch identifiziert wurde (Albert et al., 1993; WHO, 2011c). 

2.2.3 Vibrio vulnificus 

Vorkommen und Charakteristika 

V. vulnificus ist ein gram-negatives, kommaförmig gebogenes, begeißeltes Stäbchen-

bakterium, das in drei Biotypen mit unterschiedlicher Pathogenität vorkommt (Bisharat et al., 

1999; Linkous und Oliver, 1999). Biotyp 1 kann zu humanen Infektionen führen und das RTX 

Toxin ausbilden (Kim et al., 2008; Lee et al., 2008; Lo et al., 2011). Dieser Biotyp wird 

unterschieden in C- und E-Genotypen (Warner und Oliver, 2008; Froelich et al., 2010; 

Rosche et al., 2010). Biotyp 2 wird als fischpathogen bezeichnet (Fouz et al., 2010), kann 

aber wie Biotyp 3 auch über den Umgang mit Fischen zu Human-Infektionen führen (Hoi et 

al., 1998; Bisharat et al., 1999). Lebensmittel- oder Wundinfektionen wären die Folge.  

In Europa nimmt die Bedeutung von V. vulnificus immer mehr zu. Die gemeldeten Fälle von 

Wundinfektionen, hervorgerufen durch V. vulnificus, haben in den letzten Jahren an Aufmerk-

samkeit gewonnen (Torres et al., 2002; Krengel et al., 2003; Frank et al., 2006; Anonym, 

2009; 2010a).  

 

Krankheitscharakteristika 

Für diese Infektionen wird eine hohe Mortalitätsrate von 50-80 % beschrieben (Park et al., 

1991; Hlady und Klontz, 1996; Mead et al., 1999). Durch Septikämien kann der Tod inner-

halb von 24 Stunden nach dem Kontakt mit dem Bakterium eintreten (Hlady und Klontz, 

1996; Strom und Paranjpye, 2000). Hautmanifestationen in Form von hämorrhagischen Bla-

sen und nekrotischen Veränderungen können auftreten, die häufig Amputationen erforderlich 

machen oder zu Septikämien mit Symptomen wie Fieber, Hypotonie, Übelkeit, Erbrechen, 

Durchfall und Bauchschmerzen führen (Gulig et al., 2005). Weiterhin können Pneumonien 

und Gastroenteritiden infolge der Infektion auftreten (Tacket et al., 1984; Chuang et al., 1992; 

Warnock und MacMath, 1993). 

In sterilem Seewasser vermehrt sich V. vulnificus bei Temperaturen von 13 °C bis 22 °C, wo-

bei das Optimum bei 14 °C liegt (Kaspar und Tamplin, 1993). 

V. vulnificus kann in Verbindung mit Zooplankton, Austern, Küstenwasser, Muscheln, Sedi-

ment und freies organisches Material im Meer gefunden werden (Hoi et al., 1998). Im Darm 

und anderen Geweben von Muscheln und Austern konnten Konzentrationen von 10
3
-

10
6
 KbE/g V. vulnificus detektiert werden (Motes et al., 1998). Außerdem konnte V. vulnificus 

in vielen Meeresbewohnern, die sich von Austern und Muscheln ernähren, nachgewiesen 

werden (DePaola et al., 1994). 
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Klassifikation 

V. vulnificus wird anhand der Virulenzfaktoren in virulente und nicht virulente Stämme unter-

schieden (Rodrigues et al., 1992; Linkous und Oliver, 1999). Das Vorhandensein von DNAse, 

Chitinase, Amylase, Lecithinase und Chelatinase sowie die Fähigkeit zur Kapselbildung wur-

de beschrieben. Außerdem Elastase, Collagenase und Chondroitinase, die aber nicht regelmä-

ßig vorkommen. Durch Kapselbildung kann V. vulnificus der Phagozytose des Wirtsmecha-

nismus entgehen, da die Phagozyten keine Rezeptoren für Kapselpolysaccharide besitzen 

(Amako et al., 1984; Hayat et al., 1993; Simonson und Siebeling, 1993). Die Auslösung der 

Kallikrein-Kinin-Kaskade z. B. über Metalloproteasen (beschrieben für Biotyp 1 und 2) führt 

zur vermehrten Bildung von Bradikinin, das über die Bindung an Bradikinin-Rezeptoren zu 

einer erhöhten Gefäßpermeabilität führt (Miyoshi und Shinoda, 1992; Maruo et al., 1998; 

Watanabe et al., 2004). Bei Wundinfektionen dringt der Erreger über Hautläsionen in den 

Körper ein, gelangt durch Perforation der Zell- und Gefäßwände in den Blutkreislauf und 

führt zur Sepsis mit Fieber, Unwohlsein und Hypotonie (Tacket et al., 1984). In über 90 % 

der Fälle ist der Erreger systemisch, also im Blut nachweisbar (Strom und Paranjpye, 2000). 

Über eine minimale Infektionsdosis kann nur spekuliert werden, da bei immunsuppressiven 

Menschen bereits Dichten von 10
2
 KbE von V. vulnificus Infektionen auslösen können (FDA, 

2012). 

Zur Risikogruppe, bei denen V. vulnificus leichter Infektionen auslösen kann, gehören Men-

schen mit Leberschäden oder Immunsuppression z. B. bei Diabetes oder AIDS (Koenig et al., 

1991; Bross et al., 2007; Hau und Ho, 2011). Bei leberkranken Menschen besteht eine bis zu 

30-fach höhere Infektionsgefahr als bei gesunden Menschen, die Todesrate ist 200-fach höher 

(Kizer, 1994). 

2.3 Bivalvia spp. 

2.3.1 Mytilus edulis 

Miesmuscheln (Mytilus edulis, Linnaeus 1758 [Mytilidae]) werden auch als Pfahlmuscheln 

bezeichnet (FAO, 2004-2012). Aufgrund der zwei Schalen werden sie der weltweit verbreite-

ten Gattung Bivalvia zugeordnet (Gosling, 2007). Sie haben eine graue bis blau-violette 

Schale, eine Länge von etwa fünf bis zehn Zentimeter und sind von länglicher ovaler Form. 

Aufgrund ihrer Farbe werden sie im englischen Sprachgebrauch als „blaue Muscheln“ (blue 

mussels) bezeichnet. In Bezug auf die Salztoleranz weisen M. edulis je nach Herkunft eine 

weite Anpassungsspanne auf. Sie tolerieren Salzgehalte zwischen 11 ‰ und 40 ‰, wobei für 

ihre Entwicklung der Herkunftssalzgehalt der Eltern eine entscheidende Rolle spielt (Bayne, 

1965; Theede und Lassig, 1967; Lehnberg und Theede, 1979). Unterschieden wird zwischen 

Nachkommen mariner Eltern mit Entwicklung in Gewässern mit einem Salzgehalt zwischen 

30 ‰ und 40 ‰ und solchen von Brackwassermuttertieren mit Entwicklung in Brackwasser 

mit einem Salzgehalt zwischen 11 ‰ bis 30 ‰ Salzgehalt. 
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M. edulis wächst weltweit in Uferzonen. In Aquakulturanlagen und Muschelfeldern werden 

sie gezüchtet und geerntet. Wie alle anderen Muscheln ernährt sich die Miesmuschel von 

Schwebstoffen und Plankton (Gosling, 2007). Die Nahrungsaufnahme erfolgt in Form von 

Filtration über die Kiemen (Abb. 2). 

 
Abbildung 2: Muschelatmung und Nahrungsaufnahme  

(modifiziert nach Aquascope, mit freundlicher Genehmigung von Lars-Ove Loo 

www.vattenkikaren.gu.se/fakta/arter/mollusca/bivalvia/mytiedul/mytifile.html) 

 

Im Normalfall filtriert M. edulis Nahrungspartikel, das sogenannte Seston, aus dem Wasser 

(Bayne et al., 1987). Seston beschreibt eine in der Wassersäule vorliegende, aus verschiede-

nen organischen Partikeln zusammengesetzte Suspension. Organische Partikel können in die-

sem Zusammenhang Algen, Plankton und Bakterien sowie beispielsweise Detritus aus der 

Umgebung sein. Da sich Bakterien an Plankton, organische und anorganische Partikel anhef-

ten können, kann es bei deren Aufnahme zu einer Akkumulation der Bakterien in den Mu-

scheln kommen (Doucette, 1995). Die Selektion der Partikelgröße ist dabei durch die Kie-

menfäden (Cilien) der Miesmuschel beeinflusst, wobei eine Mindestgröße von 1 µm vorliegen 

muss (Jorgensen, 1975; Winter, 1978). Zwischen 2 µm und 6 µm Partikelgröße filtriert 

M. edulis am besten. Bei der Filtration von Meerwasser werden oftmals auch Plastikpartikel 

aufgenommen, an denen sich Toxine wie Schwermetall-Ionen und Pestizide sowie Viren ak-

kumulieren können. Durch die Möglichkeit der Akkumulation verschiedener Pathogene (Bak-

terien und Viren) kann es vorkommen, dass die Muschel diese passiv auf den Menschen über-

trägt. 

M. edulis kann in einer Stunde bis zu 1,5 Liter Wasser filtrieren, Crassostrea spp. (Austern) 

können im gleichen Zeitraum bis zu sechs Liter filtrieren (Riisgard, 1988). Beeinflusst wird 

das Filtrationsvermögen durch Umweltparameter wie Sauerstoff- und Partikelkonzentration 

(Widdows et al., 1979). Auch ist die Filtrationsrate von der Umgebungstemperatur, dem 
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Hungerzustand sowie der Größe des Individuums abhängig (Riisgard et al., 2006; Gosling, 

2007). Verschiedenste Studien zur Filtrationsleistung von Muscheln zeigen, dass M. edulis die 

Filtration einschränken, sobald 10
7
 Zellen pro Liter vorliegen, und dass ab dieser Dichte die 

Produktion von Pseudofaeces beginnt (Thompson und Bayne, 1972). 

Im Zusammenhang mit der Filtrationsleistung der Muscheln spielt die Clearance Rate (CR) 

eine bedeutende Rolle. Sie beschreibt das Wasservolumen, das durch die Filtration nach einer 

bestimmten Zeiteinheit vollständig von Partikeln befreit ist. In einer Studie von Widdows et 

al. (1979) wurde beschrieben, dass die CR mit zunehmender Partikelkonzentration anfangs 

stark steigt, sich dann aber auf einem Maximalniveau von 1,4 Litern pro Stunde einpendelt. 

Diese 1,4 Liter pro Stunde entsprechen einem Trockengewicht von 0,07 mg Algen pro Tag 

(für Phaeodactylum tricornutum ungefähr 10
6
 Zellen). 

2.3.2 Rechtsgrundlagen zur Handhabung von Bivalvia  

Die gesetzlichen Anforderungen bzw. Vorschriften zum Umgang mit lebenden Muscheln 

widmen sich der Ernte, der Reinigung und dem Inverkehrbringen von Muscheln lt. Verord-

nung (EG) Nr. 853/2004 (Anonym, 2004a).  

Die Klassifizierung von Erntegebieten ist in der Verordnung (EG) Nr. 854/2004 festgelegt 

und beinhaltet spezifische Vorschriften für die amtliche Überwachung von Erzeugnissen tieri-

schen Ursprungs, die für den menschlichen Gebrauch bestimmt sind (Anonym, 2004b). Diese 

Klassifizierung basiert auf den Gehalten des Indikatorkeimes E. coli in 100 g Probenmaterial 

von Meeresfrüchten. Die als Muschelerzeugungsgebiete ausgewiesenen Flächen werden je 

nach Ausmaß ihrer Verunreinigung mit Fäkalbakterien in drei Kategorien eingeteilt. Diese 

Kategorisierung entscheidet über die Verkehrsfähigkeit der aus diesen Gebieten gewonnenen 

Muscheln. Gebiete, aus denen lebende Muscheln für den unmittelbaren Verzehr geerntet wer-

den dürfen werden in die Klasse A eingestuft. Bei diesen Muscheln dürfen in 25 g Muschel-

fleisch keine Salmonellen nachgewiesen werden. Gebiete, aus denen die Muscheln zwar ge-

erntet, aber erst nach Aufbereitung in einem Reinigungszentrum bzw. nach Einbringen in ein 

Umsetzungsgebiet für den unmittelbaren Verzehr gewonnen werden dürfen, werden in die 

Klassen B und C eingestuft. Weiterhin müssen Muscheln auf Toxine untersucht werden, die 

von Dinoflagellaten produziert werden. Dinoflagellaten sind einzellige Algen, die sowohl im 

Salz- als auch im Süßwasser vorkommen. 

Des Weiteren müssen Fischereierzeugnisse in geeigneten Anlagen in schmelzendem Eis gela-

gert werden, neues Eis muss so oft wie nötig nachgefüllt werden und die Transportbehältnisse 

müssen so beschaffen sein, dass die Fischereierzeugnisse nicht mit dem Schmelzwasser in 

Berührung bleiben (BMELV, 2009). 

Empfohlen wird, lebende Muscheln in feuchten Gewebesäcken und Vakuumverpackungen zu 

vermarkten (Fehlhaber et al., 2007). In feuchter Jute sollen die Muscheln bei 2 °C bis 10 °C 

eine Haltbarkeit von ca. einer Woche aufweisen. In Vakuumverpackungen soll eine längere 

Haltbarkeit gewährleistet werden, genauere Zeitangaben finden sich hierzu aber nicht. 
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2.3.3 Hälterung von Bivalvia 

Muscheln sollen, bevor sie nach der Ernte zum Verkauf in die Läden gelangen, zur Entsan-

dung für ca. zwei bis 14 Tage in Reinigungsbecken verbracht werden (Fehlhaber et al., 2007). 

Nach Fehlhaber et al. (2007) soll in diesen Reinigungszentren eine deutliche Keimreduzie-

rung stattfinden, wobei die Virusbelastung geringer abnimmt.  

Bei diesem als Hälterung bezeichneten Prozess werden die Muscheln in einem Becken mit 

reinem / sauberem Seewasser unter Bedingungen gehalten, die die maximale Filtrationsaktivi-

tät der Muscheln anregen, sodass es zur Reinigung kommen kann. Die Hälterung stellt eine 

effektive Methode dar, um Verunreinigungen aus den Muscheln zu entfernen. Verunreinigun-

gen stellen in diesem Zusammenhang Bakterien (Vibrio spp., Salmonella spp., Campylobacter 

spp., Shigella spp.), Viren (Norovirus, Hepatitis A-Virus) oder marine Biotoxine dar. Wobei 

die marinen Biotoxine Vergiftungen, wie das paralytic shellfish poisoning (PSP), diarrhetic 

shellfish poisoning (DSP), amnesic shellfish poisoning (ASP), neurotoxic shellfish poisoning 

(NSP) auslösen können. Zu den Verunreinigungen zählen des Weiteren Chemikalien und 

Schwermetalle (Blei, Cadmium, Dioxine, Pestizide). 

Die Anforderungen an die Hälterung von Muscheln in den USA sind im National Shellfish 

Sanitation Program (NSSP) genauer beschrieben als in der EU-Gesetzgebung (FDA, 2009). 

 

Hälterungssysteme  

Im Folgenden sind Hälterungssysteme (Umluft, Durchfluss, Statisch) aus verschiedenen Län-

dern dargestellt (Tab. 7) (FAO, 2008). 

Generell erfolgt die Hälterung von Schalentieren durch die Platzierung der Tiere in fließen-

dem, artifiziellem oder normalem Seewasser über einen bisher nicht definierten Zeitraum. 

Dabei sollen die Tiere ihre normale Filtrationsaktivität wieder aufnehmen und dadurch die 

Verunreinigungen aus den Kiemen und dem Darm-Trakt entfernen. 
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Tabelle 7: Hälterungssysteme aus verschiedenen Länder  

Nach FAO Fisheries Technical Paper 511 (Bivalve depuration: fundamental and practical aspects 2008 - Depura-

tion in selected countries as of December 2006) 

 

Land Spezies Hälterungssysteme Desinfektion 

    

China Muscheln und Austern Umluft; Durchfluss UV; Ozon 

 

Frankreich C. gigas; M. edulis; 

M. galloprovincialis; O. edulis; 

Cerastoderma edule; 

R. decussatus; T. phillipinarum 

 

Statisch; Umluft; Durchfluss UV; Ozon; Chlor; Belüftung 

Irland C. gigas; M. edulis; O. edulis Umluft UV; Brunnenwasser 

 

Italien T. philippinarum; 

M. galloprovincialis; Char-

nelea gallina 

 

Umluft; Durchfluss UV; Ozon; Chlor 

Malaysia C. iredalei; C. belcheri Umluft UV 

 

Marokko C. gigas; R. decussatus; 

M. galloprovincialis; P. perna 

 

Statisch; Umluft UV; Chlor 

Niederlande M. edulis; C. gigas; O. edulis Umluft; Durchfluss UV oder nicht desinfiziert 

 

Philippinen C. iredalei; P. viridis Statisch; Durchfluss? UV; Ozon; Chlor; PVP-Jod 

 

Portugal R. decussatus; Ostrea spp.; 

C. angulate; Mytilus spp. 

 

Statisch; Umluft; Durchfluss UV; Chlor 

UK Mytilus spp.; C. gigas; 

O. edulis; T. philippinarum; 

Cerastoderma edule 

 

Umluft; Durchfluss UV 

Japan Austern und Jakobsmuscheln Statisch; Umluft; Durchfluss UV; Ozon; Chlor; Elektroly-

se 

Spanien - 

Galizien 

Miesmuscheln, Venusmuscheln, 

Herzmuscheln, Austern 

Umluft; Durchfluss Chlor 

 

C.: Crassostrea; M.: Mytilus; O.: Ostrea; P.: Perna; R.: Ruditapes; T.: Tapes 
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Generell muss eine mikrobiologische Überprüfung vor und nach der Hälterung erfolgen. In 

Deutschland dürfen in Stichproben nach der Hälterung nicht mehr als 230 KbE E. coli in 

100 g Muschelfleisch und Schalenflüssigkeit nachgewiesen werden (VO [EG] Nr. 853/2004). 

In den USA wird auf die Abwesenheit von V. cholerae O1 und non-O1 in verzehrfertigen 

Meeresfrüchten hin untersucht (Punkt 2.1.5, Tab. 5). Hinsichtlich V. parahaemolyticus wer-

den verzehrfertige Meeresfrüchte bis zu einem Aktionslevel von 10.000/g toleriert, und be-

züglich V. vulnificus werden verzehrfertige Meeresfrüchte auf die Abwesenheit von pathoge-

nen Stämmen bzw. das Vorhandensein von unter 30 MPN/g hin untersucht (Punkt 2.1.5, Tab. 

5). 

2.3.4 Bakterien in Organen von Bivalvia und / oder anderen Meeresfrüch-

ten 

Wenn Bakterien bei der Nahrungsaufnahme von Muscheln und Meeresfrüchten aufgenom-

men werden, kann es zur Anreicherung der filtrierten Bakterien in verschiedenen Organen der 

Muscheln und Meeresfrüchte kommen (Doucette, 1995). Die Muscheln und Meeresfrüchte, 

die keine pathologischen Erscheinungen aufzeigen, werden zu passiven Überträgern dieser 

Bakterien. Verschiedene Studien beschrieben eine Anreicherung von Bakterien in Mittel-

darmdrüsen, Hämolymphe, Kiemen oder bestimmten Geweben von Fischen und Meeres-

früchten (Töbe et al., 2004; Johne et al., 2011). 

Beschrieben wurden solche Anreicherungen bei M. edulis im Darmtrakt (Töbe et al., 2004; 

Wang et al., 2010) und der Mitteldarmdrüse (Johne et al., 2011). In Fischen findet man sie in 

Hämolymphe, Hepatopankreas, auf der Haut, in den Kiemen und im Darm (Thaithongnum et 

al., 2006). Auch bei Schrimps, z. B. Penaeus spp., sind bakterielle Anreicherungen im 

Hepatopankreas, der Hämolymphe und dem Verdauungstrakt zu finden (Lightner und 

Redman, 1981; Gomez-Gil et al., 1998). Des Weiteren können sie im Hepatopankreas, dem 

Mantel und den Kiemen von Venusmuscheln (Yue et al., 2011) sowie in der Hämolymphe 

von Krabben (Sizemore et al., 1975; Tubiash et al., 1975; Brandin und Pistole, 1985) und 

Hummern (Hitchner und Snieszko, 1947; Raissy et al., 2011) nachgewiesen werden. Einige 

Studien untersuchten die Anreicherung nur in bestimmten Organen, da es in diesen zu einer 

stärkeren Anreicherung gegenüber dem übrigen Gewebe kommt, so z. B. in den Mitteldarm-

drüsen bei Muscheln (Johne et al., 2011). Andere Studien zeigten dagegen eine gleichmäßige 

Verteilung von V. vulnificus in Kiemen-Gewebe, Mantel-Gewebe und Mitteldarmdrüse von 

Austern (Froelich et al., 2010). Für Austern, die häufig roh verzehrt werden, wurde nach Kon-

tamination mit V. vulnificus eine Konzentrierung im Verdauungstrakt nach drei Tagen be-

schrieben (Tamplin und Capers, 1992). Da Vibrionen den Abwehrmechanismen von Mu-

scheln größtenteils entgehen, können sie in Muschelgewebe und Hämolymphe verbleiben 

(Hubert et al., 1996; Croci et al., 2002; Pruzzo et al., 2005; Defer et al., 2009). 
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2.4 Studien nach artifizieller Kontamination von Muscheln und 

Meeresfrüchten mit Vibrio spp. und / oder anderen Bakterien  

2.4.1 Kontaminationsstudien 

Im folgenden Abschnitt wurden Studien zur artifiziellen Kontamination von Muscheln und 

Meeresfrüchten mit V. cholerae, V. parahaemolyticus und / oder anderen Bakterien zusam-

mengetragen. 

 

V. cholerae 

Kontaminationsversuche mit V. cholerae non-O1 in Mytilus (M.) galloprovincialis zeigten 

eine rasche Akkumulation der Bakterien in den Muscheln mit Erreichen der höchsten Kon-

zentration nach einer Stunde (Marino et al., 2005). Die maximale Konzentration von 

V. cholerae non-O1 reichte von 5x10
6
 KbE/g bis 1x10

7
 KbE/g bei Temperaturen von ca. 

14 °C bzw. 21 °C. 

Dass es zu unterschiedlichen Akkumulationskonzentrationen innerhalb einer Spezies kommen 

kann, wiesen Collin et al. (2012) nach. Sie kontaminierten M. edulis mit drei verschiedenen 

V. cholerae-Stämmen und zeigten, dass marine Stämme schneller und besser akkumuliert 

wurden als klinische, aber auch schneller ausgeschieden wurden als die klinischen Stämme.  

 

V. parahaemolyticus 

Shen et al. (2009) kontaminierten Austern mit V. parahaemolyticus und detektierten die 

höchste V. parahaemolyticus-Konzentration nach 32 Stunden bei 32 °C mit 4,6x10
6
 MPN/g. 

Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Akkumulation von V. parahaemolyticus in Austern 

temperaturabhängig zu sein scheint, denn je höher die Temperatur lag, desto mehr 

V. parahaemolyticus konnte in den Austern detektiert werden. Die ebenfalls bestehende Mög-

lichkeit einer temperaturabhängigen Vermehrung der Bakterien in der Muschel bzw. im Was-

ser wurde in diesem Zusammenhang nicht diskutiert. 

In einer Studie von Wang et al. (2010) in der ebenfalls Austern mit V. parahaemolyticus in-

kubiert wurden, wurde die höchste Vibrionen-Konzentration nach 24 Stunden in den Mittel-

darmdrüsen mit 2,8x10
4
 KbE/g nachgewiesen, gefolgt von der Konzentration in den Kiemen 

mit 8,9x10
3
 KbE/g. 

In homogenisierten Arcidae (Archenmuscheln) zeigte V. parahaemolyticus eine Akkumula-

tion in den ersten 12 Stunden mit Anreicherungsdichten von 1,1x10
3
 MPN/g bei 9 °C bis zu 

1,9x10
5
 MPN/g bei 33 °C (Liu et al., 2010). Bis zu 48 Stunden blieben die Konzentrationen 

bei Temperaturen über 16 °C konstant, während die V. parahaemolyticus-Zellzahl bei 9 °C 

um 1,8x10
2
 MPN/g abnahm. 

Lopez-Joven et al. (2011) zeigten, dass in zwei Stunden in Ruditapes spp. 

V. parahaemolyticus-Konzentrationen von 10
5
 KbE/ml bis 10

6
 KbE/ml erreicht wurden. 
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Andere Bakterienspezies  

Die Kontamination von M. edulis mit E. coli, zeigte eine Akkumulation von E. coli innerhalb 

der ersten halben Stunde (Mesquita, 1988). 

Marino et al. (2005) führten Kontaminationsversuche mit E. coli und Enterococcus 

(En.) durans in M. galloprovincialis durch und zeigten hierbei ebenfalls eine rasche Akkumu-

lation der Bakterien in den Muscheln mit Erreichen der höchsten Konzentration nach einer 

Stunde. Die maximale Konzentration von E. coli betrug 6x10
6
 KbE/g bei 14 °C und 

4x10
5
 KbE/g bei 21 °C. En. durans erreichte Konzentrationen von 5x10

6
 KbE/g bis 

1x10
7
 KbE/g bei Temperaturen von ca. 14 °C bzw. 21 °C. 

 

Diese angeführten Studien zeigen, dass Muscheln und Austern, Vibrionen und / oder andere 

Bakterien sehr schnell durch Filtration aus kontaminiertem Seewasser aufnehmen können und 

eine Akkumulation in verschiedenen Organen stattfinden kann. Die detaillierten Ergebnisse 

der beschriebenen Studien wurden in Tabelle 8 zusammengefasst. 
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Tabelle 8: Akkumulationsstudien von Vibrio spp. und / oder anderen Bakterien in Muscheln und Meeresfrüchten 

 

Spezies Meeresfrüchte Inokulum 
Temperatur-

bedingungen 
Akkumulation Referenz 

V. cholerae non-O1, 

E. coli, En. durans 
M. galloprovincialis 

5x1010 KbE/ml in 

200 Litern 
14 °C, 21 °C 

▪ 1 h E. coli 14 °C 6x106 KbE/g, 21 °C 4x105 KbE/g 

▪ 1 h V. cholerae non-O1 u. En. durans 14 °C und 21 °C 

5x106 KbE/g bis 1x107 KbE/g 

 

Marino et al. 

(2005) 

drei verschiedene 

V. cholerae 
M. edulis 

5x105 Bakterien/ml in 

2,5 Litern 
18 °C 

▪ Akkumulation mariner V. cholerae Stämme schneller und 

stärker, als die Akkumulation klinischer Stämme 

▪ Ausscheidung mariner Stämme schneller, als die klinischer St. 

 

Collin et al. 

(2012) 

V. parahaemolyticus 

Austern 104 KbE/ml in 50 Litern 
16 °C, 20 °C, 

26 °C, 32 °C 

 

▪ 32 h bei 32 °C 4,6x106 MPN/g  

 

Shen et al. 

(2009) 

Austern 
106 KbE/ml in ca. 

67 Litern 
17 °C bis 19 °C 

▪ 24 h in MDD 2,8x104 KbE/g, in Kiemen 8,9x103 KbE/g 

 

Wang et al. 

(2010) 

homogenisierte Ar-

chenmuscheln 
104 KbE/ml in 50 Litern 

 

9 °C, 16 °C, 23 °C, 

27 °C, 33 °C 

 

▪ stärkste Akkumulation in 12 h bei 33 °C 

▪ bei 16 °C, 23 °C, 27 °C, 33 °C blieben Konzentrationen bis 

zu 48 h konstant 

▪ bei 9 °C sank die Zellzahl um 1,8x102 MPN/g  

Liu et al. (2010) 

Ruditapes spp. 
105 KbE/ml bis 

106 KbE/ml Tankwasser 

 

16 °C bis 18 °C 

 

▪ innerhalb von 2 h 
Lopez-Joven et 

al. (2011) 

E. coli M. edulis 

102 / 104 bis 106 KbE 

pro 100 ml in 

150 Litern 

15 °C ▪ innerhalb der ersten 30 min Mesquita (1988) 

 E. coli: Escherichia coli; En. durans: Enterococcus durans; MDD: Mitteldarmdrüsen, St.: Stämme 
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2.4.2 Hälterungsstudien  

Studien zur Hälterung von Muscheln und Meeresfrüchten nach artifizieller Kontamination mit 

V. cholerae, V. parahaemolyticus und / oder anderen Bakterien wurden im folgenden Ab-

schnitt zusammengetragen. 

 

V. cholerae  

Marino et al. (2005) untersuchten die Hälterung von M. galloprovincialis, die mit V. cholerae 

kontaminiert waren. In 168 Stunden verringerte sich die Anzahl der Bakterien langsam aber 

kontinuierlich. Bei der alleinigen Kontamination mit V. cholerae non-O1 wurde V. cholerae 

nach 144 Stunden bei 14 °C nicht mehr nachgewiesen, während der Erreger bei 21 °C zu die-

sem Zeitpunkt noch in niedriger Konzentration nachweisbar war.  

In einer 44 Stunden andauernden Hälterung von M. galloprovincialis zeigte V. cholerae eine 

wesentlich langsamere, geringere Reduktion (ca. 1 log) gegenüber E. coli (ca. 3 log) (Croci et 

al., 2002). 

 

V. parahaemolyticus  

Wang et al. (2010) kontaminierten Austern mit V. parahaemolyticus und hälterten diese für 

14 Tage. Dabei detektierten sie die höchste Vibrionen-Konzentration in den Mitteldarmdrü-

sen. Nach 14 Tagen lagen noch 0,5 log bis 1,0 log KbE/g vor. 

Liu et al. (2010) untersuchten zusätzlich zur Akkumulation von V. parahaemolyticus in ho-

mogenisierten Archenmuscheln auch den Hälterungsprozess, der nach Kontamination über 

zehn Tage stattfand. Bei 0 °C und 5 °C sank die Anzahl KbE schnell. Während bei Tempera-

turen um -18 °C ab dem 15. Tag und bei -30 °C ab dem 30. Tag dagegen keine KbE von 

V. parahaemolyticus mehr detektiert werden konnten. 

In der Untersuchung von Croci et al. (2002), in der M. galloprovincialis für 44 Stunden gehäl-

tert wurden, zeigte V. parahaemolyticus eine wesentlich langsamere und geringere Reduktion 

(ca. 1 log) gegenüber E. coli (ca. 3 log). 

 

Andere Bakterienspezies 

Aus M. edulis wurde E. coli während einer 72-stündigen Hälterung schneller eliminiert als 

Streptococcus spp. (Mesquita, 1988). 

Töbe et al. (2004) zeigten eine rasche 87 % umfassende Abnahme der Konzentration von 

Alteromonas spp. und Roseobacter spp. in M. edulis innerhalb von 30 Minuten. Daraufhin 

stagnierte die Abnahme.  

Marino et al. (2005) untersuchten die Hälterung von M. galloprovincialis, die mit E. coli und 

/ oder En. durans kontaminiert waren. Innerhalb von 168 Stunden verringerte sich die Anzahl 

der Bakterien langsam aber kontinuierlich. E. coli wurde bereits nach 72 Stunden bei 14 °C 
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und 21 °C nicht mehr detektiert, En. durans war auch nach 168 Stunden in den Muscheln 

nachweisbar. 

 

 

In den beschriebenen Studien konnte gezeigt werden, dass Vibrionen und andere Bakterien in 

Muscheln, Austern und Meeresfrüchten während der Hälterung unterschiedlich lange persis-

tieren können. Die detaillierten Ergebnisse der beschriebenen Studien wurden in Tabelle 9 

zusammengefasst. 
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Tabelle 9: Hälterungsstudien von Meeresfrüchten  

Nach artifizieller Kontamination mit Vibrio spp. und / oder anderen Bakterien. 

 

Spezies Meeresfrüchte Inokulum 
Temperatur-

bedingungen 
Hälterungs-Effekt Referenz 

V. cholerae, 

E. coli, En. durans 
M. galloprovincialis 5x10

10
 KbE/ml in 200 Litern 14 °C, 21 °C 

▪ 14 °C nach 168 h nicht mehr nachweisbar 

▪ 21 °C E. coli nach 72 h nicht mehr nachweisbar 

▪ 21 °C V. cholerae non-O1 und En. durans nach 168 h noch 

nachweisbar 

Marino et al. 

(2005) 

V. cholerae O1, 

E. coli, 

V. parahaemolyticus 

M. galloprovincialis 

 

E. coli 10
9
 KbE/ml, Vib-

rio spp. 10
10

 KbE/ml bis 

10
11

 KbE/ml in 250 Litern 

16 °C bis 18 °C 
▪ in 44 h schnellere Reduktion von E. coli (ca. 3 log) gegenüber 

V. cholerae und V. parahaemolyticus (ca. 1 log) 

Croci et al. 

(2002) 

V. parahaemolyticus 

Austern 10
6
 KbE/ml in ca. 67 Litern 17 °C bis 19 °C 

▪ höchste Konzentration in MDD gefolgt von Kiemen 

▪ nach 14 d 3,2x10
0
 KbE/g bis 1,0x10

1
 KbE/g noch nachweisbar 

 

Wang et al. 

(2010) 

homogenisierte Ar-

chenmuscheln 
10

4
 KbE/ml in 50 Litern 0 °C, 5 °C ▪ in 10 d: signifikantes Absinken (p < 0,05) 

Liu et al. 

(2010) 

E. coli, 

Streptococcus spp. 
M. edulis 

 

10
2
 bzw. 10

4
 -

10
6
 KbE/100 ml in 

150 Litern 

15 °C 
▪ in 72 h schnellere Elimination von E. coli als von 

Streptococcus spp. 

Mesquita 

(1988) 

Alteromonas spp., 

Roseobacter spp. 
M. edulis 10

7
 KbE/ml in 1 Liter 12 °C 

▪ 87 % Abnahme der Bakterienkonzentration innerhalb von 

30 min 

 

Töbe et al. 

(2004) 

 

E. coli: Escherichia coli; En. durans: Enterococcus durans; MDD: Mitteldarmdrüsen 
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2.4.3 Lagerungsstudien  

Studien zur Lagerung von Muscheln und Meeresfrüchten nach artifizieller Kontamination mit 

V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus und / oder anderen Bakterien wurden im fol-

genden Abschnitt zusammengetragen. 

 

V. cholerae  

V. cholerae kann in Krabben-, Austern- und Schrimp-Homogenaten für mehr als 14 Tage per-

sistieren (Reily und Hackney, 1985). Nach 21 Tagen wurde V. cholerae noch in allen Homo-

genaten detektiert, in gefrorenen Schrimps noch nach 40 Tagen. Kühllagerung bei 7 °C be-

wirkte eine stärkere Reduktion der V. cholerae-Konzentration. 

Im Gegensatz dazu untersuchten Corrales et al. (1994) das Überleben von V. cholerae O1 in 

Milch, Fisch, Rind- und Hühnerfleisch. Sie zeigten, dass V. cholerae in Milch am besten 

überlebt und bei Kühllagerung bei ca. -5 °C ab dem 34. Tag und bei -25 °C erst ab dem 

150. Tag nicht mehr nachweisbar war. 

 

V. parahaemolyticus  

Goatcher et al. (1974) beschrieben für Austern nach Kontamination mit 10
6
 KbE von 

V. parahaemolyticus, dass eine Lagerung für drei bis fünf Tage bei 5 °C ausreichte, um die 

Bakterien-Konzentration zu senken. Dabei wurden mittels direktem Plattierungsverfahren 

keine V. parahaemolyticus mehr detektiert, während mittels MPN-Methode 

V. parahaemolyticus bis zum 13. Tag nachweisbar war. 

Shen et al. (2009) haben in Austern mit Schale und Austern-Fleisch, die mit 10
4
 KbE/ml 

V. parahaemolyticus kontaminiert waren, das Überleben von V. parahaemolyticus untersucht. 

V. parahaemolyticus zeigte in Austern bzw. Austernfleisch, bei einer Lagerung ab 10 °C, 

Wachstum. Bei 0 °C und 5 °C sank die V. parahaemolyticus-Konzentration nach 96 Stunden 

um 2,5x10
1
 MPN/g bis 2,5x10

2
 MPN/g. Während der Lagerung bei -18 °C und -30 °C wur-

den Konzentrationssenkungen bis zum 60. Tag registriert. Bei -18 °C konnten ab dem 60. Tag 

keine KbE von V. parahaemolyticus mehr detektiert wurden. 

Bei einer Lagertemperatur von ca. 4 °C zeigte V. parahaemolyticus in Austern über drei 

Wochen keine Reduktion (Johnson et al., 1973). Während der Lagerung für zwei bis drei 

Tage bei 35 °C kam es dagegen zu einer Vermehrung. 

Eine 2-wöchige Lagerung von Austern-, Garnelen- und Krabbenfleisch-Homogenaten, die mit 

2x10
8
 KbE/g V. parahaemolyticus kontaminiert waren, bei 4 °C und -20 °C führte dazu, dass 

90 % der KbE nicht mehr detektiert wurden (Ray et al., 1978). 

In Crassostrea gigas wurde die V. parahaemolyticus-Konzentration während eines schnellen 

Einfrierprozesses, innerhalb von zwölf Minuten bei -95,5 °C, geringfügig um 0,22 log MPN/g 

reduziert (Liu et al., 2009). Während der anschließenden Lagerungen bei -10 °C, -20 °C und 

37



 

38 

 

auch -30 °C für sechs Monate war die Lagerung bei -10 °C mit der stärksten Reduktion 

(3,5x10
4
 MPN/g) verbunden. 

Vanderzant und Nickelson (1972) beschrieben für die Überlebensfähigkeit von 

V. parahaemolyticus in ganzen, geschälten, entdarmten Schrimps einen geringen Unterschied 

zu Schrimp-Homogenaten. In ganzen Garnelen wurde nach Inokulation mit 10
5
 KbE von 

V. parahaemolyticus pro Schrimp in den ersten zwei Tagen eine 1-2 log-Stufen Abnahme auf 

10
3
 KbE von V. parahaemolyticus pro Schrimp registriert. Die Konzentration blieb daraufhin 

in den folgenden sechs Tagen ungefähr gleich. In Schrimp-Homogenaten hingegen nahm die 

Bakterienkonzentration während der ersten zwölf Stunden um ungefähr 0,5 log zu, bevor zwi-

schen dem vierten und achten Tag eine ähnliche Konzentrationsabnahme wie bei ganzen 

Schrimps registriert wurde. Die Überlebensrate der Bakterien war bei den Lagertemperaturen 

3 °C und -18 °C am geringsten. 

Vasudevan et al. (2002) beimpften Fischfilets mit drei V. parahaemolyticus-Stämmen, so dass 

Konzentrationen von 10
3
-10

4
 KbE/Filet vorlagen. Bei 4 °C und 8 °C sank die Konzentration 

von V. parahaemolyticus bis zum neunten Tag hin langsam ab. Bei -18 °C hingegen kam es 

zwischen dem ersten und fünften Tag zu einer schnellen V. parahaemolyticus-

Konzentrationsabnahme, dennoch blieben bis zum 49. Tag KbE von V. parahaemolyticus 

detektierbar. 

 

V. vulnificus  

In Austern, die mit je 10
6
 KbE V. vulnificus inokuliert waren, wurde während einer Lagerung 

bei 0,5 °C eine allmähliche Vibrionen-Reduktion registriert (Oliver, 1981). Bei 4 °C gelager-

ten Austern-Homogenaten nahm die Dichte von V. vulnificus innerhalb von 24 Stunden rapide 

um 10
5
 KbE/g ab. Oliver et al. (1981) beschrieben dabei, dass das Austern-Homogenat allein 

nicht zur letalen Zellzerstörung führte, weil eine anschließende Lagerung des Homogenates 

bei 25 °C Wachstum von V. vulnificus herbeiführte. Außerdem beobachteten sie eine schnel-

lere Inaktivierung von V. vulnificus im Vergleich zu V. parahaemolyticus. 

 

Vibrionen scheinen bei Lagertemperaturen von -18 °C bis -25 °C in Muscheln, Austern und 

Meeresfrüchten länger persistieren zu können als bei wärmeren Temperaturen von -10 °C bis 

5 °C. Die detaillierten Ergebnisse der beschriebenen Studien wurden in Tabelle 10 zusam-

mengefasst. 
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Tabelle 10: Lagerungsstudien von Lebensmitteln  

Nach artifizieller Kontamination mit Vibrio spp. und / oder anderen Bakterien. 

 
Spezies Lebensmittel Inokulum Lagertemperatur Persistenz / Nachweisbarkeit Referenz 

V. cholerae 
Krabben- Austern- und 

Schrimp-Homogenat 
106 KbE/g Homogenat 7 °C, -20 °C 

▪ Krabben u. Austern nach 21 d nicht mehr nachweisbar 

▪ Schrimps nach 40 d nicht mehr nachweisbar 

 

Reily u. Hackney 

(1985) 

V. cholerae O1 
Milch, Fische, Rindfleisch und 

Hühnerfleisch 

3x108 KbE/ml, so dass 

106 KbE/ml / 106 KbE/g 

in 25 g LM 

-5 °C, -25 °C, 7 °C, 

20 °C, 35 °C, 11 °C bis 

22 °C 

▪ in Milch am besten überlebt, bei -5 °C nach 34 d und bei 

-25 °C nach 150 d nicht mehr nachweisbar 

Corrales et al. 

(1994) 

V. parahaemolyticus 

Austern 
106, 104 u. 102 KbE/g in 

1000 g Auster 
5 °C 

▪ plattiert 3 d bis 5 d 

▪ MPN-Methode 7 d (9,3 MPN/g) bis 13 d (24 MPN/g) 

 

Goatcher et al. 

(1974) 

Austern mit Schale u. Austern-

Fleisch 
104 KbE/ml in 50 Litern 

-30 °C, -18 °C, 0 °C, 

5 °C, 10 °C, 15 °C 

▪ 10 °C Wachstum 

▪ 0 °C u. 5 °C Reduktion in 96 h um 2,5x101 MPN/g bis 

2,5x102 MPN/g; -18 °C nach 60 d nicht mehr nachweis-

bar, -30 °C bis nach 60 d nachweisbar 

 

Shen et al. (2009) 

Forellen-, Austern-, Garnelen- 

und Krabben-Homogenat 

2x108 KbE/g in 100g 

Homogenat 
4 °C, -20 °C 

▪ 90 % Detektionsverlust in 2 Wochen 

 
Ray et al. (1978) 

Austern  4 °C, 35 °C 

▪ 4 °C keine Reduktion in 3 Wochen  

▪ 35 °C Wachstum in 2 d bis 3 d 

 

Johnson et al. 

(1973) 

ganze Schrimps und Schrimp-

Homogenat 
103 KbE pro Schrimp 

3 °C, 7 °C, 10 °C, 

-18 °C  

▪ ganze Schrimps: in 2 d Reduktion, dann 6 d stabil 

▪ Homogenat: in 12 h Zunahme, 4 d bis 8 d Abnahme 

 

Vanderzant u. 

Nickelson (1972) 

Fischfilets 
103 KbE bis 104 KbE pro 

Filet 

4 °C, 8 °C 

-18 °C 

▪ 4 °C u 8 °C über 9 d nachweisbar 

▪ -18 °C über 49 d nachweisbar 

 

Vasudevan et al. 

(2002) 

C. gigas 3,5x105 MPN/g 

12 min:-95 °C 

6 Monate: -10 °C, 

-20 °C, -30 °C 

▪ Reduktion -95 °C: 1,7x100 MPN/g 

▪ Reduktion: -10 °C: 3,5x104 MPN/g 

-20 °C: 1,3x104 MPN/g; -30 °C: 3,4x102 MPN/g 

Liu et al. (2009) 

V. vulnificus 
Austern und Austern-

Homogenat 
106 KbE pro Auster 0,5 °C, 4 °C 

▪ 0,5 °C in Austern allmähliche Reduktion 

▪ 4 °C in Homogenat Abnahme um 105 KbE/g in 24 h  

25 °C Wachstum 

Oliver (1981) 

 

C. gigas: Crassostrea gigas; Konz: Konzentration; St.: Stämme; LM: Lebensmittel; Abn.: Abnahme  
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2.5 Ziel dieser Arbeit  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Anreicherung, Lokalisation und Persistenz von Vi-

brio spp. in artifiziell kontaminierten Miesmuscheln, die in Deutschland häufig verzehrt wer-

den, zu untersuchen.  

 

Zu diesem Zweck wurden Kontaminations-, Hälterungs- und Lagerungsversuche mit 

Vibrionen durchgeführt. In Kontaminationsversuchen wurde die Anreicherung der Vibrionen 

in unterschiedlichen Muschelkompartimenten untersucht. In anschließenden einwöchigen 

Hälterungsversuchen wurde die Klärungskinetik von V. cholerae, V. vulnificus und 

V. parahaemolyticus in Mytilus edulis ermittelt. Weiterhin wurden die kontaminierten Mies-

muscheln, in gängigen Verpackungen, unter gebräuchlichen Temperaturbedingungen bei 3 °C 

(in schmelzendem Eis) und bei 15 °C über zehn Tage gelagert. In allen Versuchen wurden 

verschiedene Probensegmente der Muscheln präpariert, in denen die Anreicherungsdichten, 

Wachstums- und Auswaschraten der verschiedenen Vibrio spp. miteinander verglichen und 

ausgewertet werden konnten. 
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3 Materialien 

3.1 Vibrio spp. 

Die V. cholerae- und V. parahaemolyticus-Stämme wurden im Rahmen einer Untersuchung 

von Handelsprodukten aus Miesmuscheln (M. edulis) isoliert (Randt et al. 2010) (Tab. 11). 

Dabei erfolgte die primäre Isolierung in Anlehnung an die ISO/TS 21872. 

Bei dem verwendeten V. vulnificus-Stamm handelte es sich um ein klinisches Human-Isolat. 

 
Tabelle 11: Herkunft und Virulenzfaktoren der Vibrio spp. dieser Studie 

 

Stämme Virulenzfaktoren und Herkunft 

V. cholerae SR12 Serotyp non-O1/non-O139; tcpA (-), Myti-

lus edulis, Dänemark, Wildfang 

V. parahaemolyticus SR3 tdh/trh (-); Mytilus edulis, Deutschland, Kie-

ler Förde, Wildfang  

V. vulnificus V57/10 Biotyp 1; Humanisolat, Deutschland, BfR; 

Wundinfektion 

 
tdh: thermostable direct hemolysin; trh: thermostable direct hemolysin-related hemolysin 

 

3.2 Mytilus edulis 

Für die Kontaminationsversuche mit V. parahaemolyticus wurden die Miesmuscheln von Bo-

denmuschelfeldern der westlichen Ostsee aus der Region Kiel gesammelt. Für die Kontamina-

tionsversuche mit V. vulnificus wurden Miesmuscheln aus der gleichen Region genutzt, die 

jedoch nicht von Bodenmuschelfeldern, sondern von Hängekulturen stammten. In den Kon-

taminationsversuchen mit V. cholerae wurden im Handel erworbene, dänische Miesmuscheln 

von Bodenmuschelfeldern verwendet, die aus der Nordsee stammten. 

Für die drei Hälterungsversuche wurden Miesmuscheln von Bodenmuschelfeldern der westli-

chen Ostsee aus der Region Kiel genutzt. 

Für die Lagerungsversuche mit V. cholerae und V. parahaemolyticus wurden die Miesmu-

scheln von Bodenmuschelfeldern der westlichen Ostsee aus der Region Kiel gesammelt. Für 

die Lagerungsversuche bei denen mit V. vulnificus kontaminiert wurde, wurden Miesmu-

scheln aus der gleichen Region genutzt, die jedoch nicht von Bodenmuschelfeldern, sondern 

von Hängekulturen stammten. In Tabelle 12 ist die Herkunft der M. edulis beschrieben.  
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Tabelle 12: Herkunft der Mytilus edulis dieser Studie 

 

Versuchsart Vibrio spp. Herkunft der Mytilus edulis 

Kontaminationsversuche V. cholerae Bodenmuschelfelder, Nordsee, Insel Rømø; 

aus Berliner Handel; 6,90 cm ± 0,55 cm 

V. parahaemolyticus Bodenmuschelfelder, westliche Ostsee, Kie-

ler Förde; 5,4 cm ± 1,2 cm 

V. vulnificus Hängekulturen, westliche Ostsee, Kieler 

Förde; 5,4 cm ± 1,2 cm 

Lagerungsversuche V. cholerae Bodenmuschelfelder, westliche Ostsee, Kie-

ler Förde; 5,4 cm ± 1,2 cm V. parahaemolyticus 

V. vulnificus Hängekulturen, westliche Ostsee, Kieler 

Förde; 5,4 cm ± 1,2 cm 

Hälterungsversuche V. cholerae Bodenmuschelfelder, westliche Ostsee, Kie-

ler Förde; 5,4 cm ± 1,2 cm 

Hängekulturen, westliche Ostsee, Kieler 

Förde; 5,4 cm ± 1,2 cm  

V. parahaemolyticus 

V. vulnificus 

 

In thermoelektrischen Kühlboxen wurden die Muscheln ins Bundesinstitut für Risikobewer-

tung transportiert, gereinigt und an eine Wassertemperatur von 15 °C adaptiert. Die Muscheln 

wurden nach dem Transport bis zu 14 Tage in separaten Quarantänebecken gehältert. In den 

Versuchen wurden ausschließlich Muscheln verwendet, die an die Bedingungen der Anlage 

adaptiert waren. Während dieser Haltungsperiode erfolgte einmal täglich eine Fütterung der 

Muscheln mit einer Algenmischung, bestehend aus der Grünalge Tetraselmis suecica und der 

Kieselalge Phaeodactylum tricornutum in einer Endkonzentration von 10
4
 bis 

10
5
 Algenzellen/ml Salzwasser. 

3.3 Puffer 

Nachfolgend sind alle Puffer zusammengestellt, die im Rahmen aller unter Kapitel 4 be-

schriebenen Methoden zur Anwendung kamen. 

 

1x TE-Puffer  

 

Produkt Konzentration Firma 

Tris HCl 1 M  Roth, Karlsruhe, D 

EDTA 0,25 M  Roth, Karlsruhe, D 

Aqua dest. 990 ml  
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1x Tris Borate EDTA (TBE)-Puffer 

 

Produkt Konzentration Firma 

Tris-borate 90 mM, pH 8,0 Roth, Karlsruhe, D 

EDTA 2 mM, pH 8,0 Roth, Karlsruhe, D 

 

 

Rotiphorese® 10x TBE-Puffer  

(Tris-Borat-EDTA-Puffer) 

 

Produkt Konzentration Firma 

TRIS-Borat (pH 8,3) 1 M Roth, Karlsruhe, D 

EDTA 20 mM Roth, Karlsruhe, D 

Aqua dest. ad 5 l   

 

3.4 Nährmedien 

Nachfolgend sind alle Nährmedien zusammengestellt, die im Rahmen aller unter Kapitel 4 

beschriebenen Methoden zur Anwendung kamen. 

 

Alkalisches Peptonwasser  

(APW) 

 

Produkt Menge [g/l] Firma 

Pepton 10,0 
Thermo Fisher Scientific 

(Oxoid), Hampshire, UK 
Natriumchlorid 20,0 

 pH 8.6 ± 0.2, 25 °C 

 

 

Escherichia-coli-Direkt-Agar  

(ECD)  

 

Produkt Menge [g/l] Firma 

Pepton aus Casein 20,0 

Merck, Darmstadt, D 

Lactose 5,0 

Natriumchlorid 5,0 

Gallensalzmischung 1,5 

di-Kaliumhydrogenphosphat 4,0 

 

Die Tabelle wird auf nachfolgender Seite fortgesetzt. 
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 Zu: Escherichia-coli-Direkt-Agar 

 

Produkt Menge [g/l] Firma 

Kaliumdihydrogenphosphat 1,5  

Agar-Agar 15,0 

Tryptophan 1,0 

4-Methylumbelliferyl-ß-D-gluconid 0,07  

 

 

Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Glucose-Agar  

nach MOSSEL (VRBD)  

 

Produkt Menge [g/l] Firma 

Pepton aus Gelatine 7,0 

Merck, Darmstadt, D 

Hefeextrakt 3,0 

Natriumchlorid 5,0 

D(+)-Glucose 10,0 

Gallesalzmischung 1,5 

Neutralrot 0,03  

Kristallviolett 0,002  

Agar-Agar 13,0  

 

 

Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Lactose-Agar  

(VRB)  

 

Produkt Menge [g/l] Firma 

Pepton aus Fleisch 7,0  

Hefeextrakt 3,0  

Natriumchlorid 5,0  

Lactose 10,0 Merck, Darmstadt, D 

Neutralrot 0,33  

Gallesalzmischung 1,5  

Kristallviolett 0,002  

Agar-Agar  13,0 
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Peptonwasser  

(PW) 

 

Produkt Menge [g/l] Firma 

Pepton aus Casein 10,0 

Merck, Darmstadt, D 
Natriumchlorid 5,0 

di-Natriumhydrogenphosphat dodecahydrat 9,0 

Kaliumdihydrogenphosphat 1,5 

 

 

Plate-Count-Agar  

Caseinpepton-Glucose-Hefeextrakt-Agar (PC)  

 

Produkt Menge [g/l] Firma 

Pepton aus Casein 5,0 

Merck, Darmstadt, D 
Hefeextrakt 2,5 

D(+)-Glucose 1,0 

Agar-Agar 14,0 

 

 

Pseudomonas-Aeromonas-Selektivagar  

nach KIELWEIN (GSP)  

 

Produkt Menge [g/l] Firma 

Natrium-L(+)-glutamat 10,0  

Stärke, löslich 20,0  

Kaliumdihydrogenphosphat 2,0 Merck, Darmstadt, D 

Magnesiumsulfat 0,5  

Phenolrot 0,36  

Agar-Agar 12,0  

 

 

Thiosulfate-Zitrat-Gallensalz Saccharose-Agar  

(TCBS) - CHOLERA MEDIUM TCBS 

 

Produkt Menge [g/l] Firma 

Hefeextrakt 0,5  

Bakteriologisches Pepton Konzentrat 10,0  

 

Die Tabelle wird auf nachfolgender Seite fortgesetzt. 
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Zu: Thiosulfate-Zitrat-Gallensalz Saccharose-Agar 
 

Produkt Menge [g/l] Firma 

Natriumthiosulfat 10,0  

Natriumcitrat 10,0  

Gallesalzmischung 8,0 Thermo Fisher Scientific (Oxoid), 

Sucrose 20,0 Hampshire, UK 

Natriumchlorid 10,0  

Eisencitrat 1,0  

Bromthymolblau 0,04  

Thymolblau 0,04  

Agar 14,0  

 pH 8.6 ± 0.2 at 25 °C  
 

3.5 Instrumente / Geräte 

Nachfolgend sind alle Instrumente und Geräte zusammengestellt, die im Rahmen aller unter 

Kapitel 4 beschriebenen Methoden zur Anwendung kamen. 

 

Produkt Firma 

Abflammgerät, fireboy S1000  Trecnomara, Wallisellen, CH 

Bag-Mixer Modell: VW 110222147 Interscience, Saint Nom, F 

Biometra Power Pack P25, 0…200V Biometra, Jena, D 

Chirurgische Pinzette Bayer Health Care, Leverkusen, D 

ECOLOG Temperaturmessung ELPRO GmbH, Schorndorf, D 

Einschweißgerät WEBO MATLC® WEBO, Bochum, D 

Eismaschine Typ: ice line MIGEL, KF 85  Migel, Mailand, I 

Eppendorf Research Pipetten 10 µl, 100 µl, 

1000 µl 

Eppendorf, Hamburg, D 

Gel-Dokumentationsgerät Multimage
TM

 

Light Cabinet AlphaImager® 

Alpha Innotech. San Leandro, USA 

Gelelektrophorese-System Biometra Analy-

tik Jena 

Biometra, Jena, D 

Magnetrührer IKA-COMBIMAG RCO Eppendorf, Hamburg, D 

pH-Meter Schott CG 842 Schott Glas, Mainz, D 

Photometer Cecil CE 1011, 1000 Serie 5 Cecil Instruments, Cambridge, GB 

Pipetboy Eppendorf, Hamburg, D 

Präzisionswaage Typ: EW 2200-2NM  Kern & Sohn, Balingen, D 

 

Die Tabelle wird auf nachfolgender Seite fortgesetzt. 
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Zu: Instrumente / Geräte 

 

Produkt Firma 

Schüttelinkubator Unimax 1010, Inkuba-

tor 1000  

Heidolph, Schwabach, D 

Skalpellhalter Bayer Health Care, Leverkusen, D 

Thermo-Cycler C1000
TM

 oder S1000
TM

  BioRad, München, D 

Thermomixer Kompakt Eppendorf 

m-Thermoblock; Serie 5350YO 

Eppendorf, Hamburg, D 

Vortexer IKA-Werk Janke & Kunkel, Staufen i. Br., D 

Vortexer G560E Scientific Industries Inc, New York, USA 

Wasserbad Köttermann 3043 Köttermann, Hänigsen, D 

Zentrifuge Eppendorf 5418 

Rotor FA-45-18-11 

Eppendorf, Hamburg, D 

Zentrifuge neolab mit 6400 rpm = 2000 x g Neolab, Heidelberg, D 

 

3.6 Verbrauchsmaterialien 

Nachfolgend sind alle Verbrauchsmaterialien zusammengestellt, die im Rahmen aller unter 

Kapitel 4 beschriebenen Methoden zur Anwendung kamen. 

 

Produkt Firma 

Eppendorf Tips Standard 10 µl, 100 µl, 

1000 µl 

Eppendorf, Hamburg, D 

Filterspitzen 10 µl; 100 µl; 1000 µl Peqlab, Erlangen, D 

Impfösen VWR, Dresden, D 

Parafilm Bemis Company Inc., Chicago, USA 

Reaktionsgefäß 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml Eppendorf, Hamburg, D 

Reaktionsgefäß safelock 1,5 ml Eppendorf, Hamburg, D 

Skalpellklingen c-Stahl NO: 20 und NO: 11 Schreiber®, Fridingen, D 

Single Cap8-Streifen Biozym, Hessisch-Oldendorf, D 

Stomacherbeutel 80 ml und 400 ml Interscience, Saint Nom, F 

Zentrifugenröhrchen 50 ml BD Biosciences, Heidelberg, D 
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3.7 Reagenzien 

Nachfolgend sind alle Reagenzien zusammengestellt, die im Rahmen aller unter Kapitel 4 

beschriebenen Methoden zur Anwendung kamen. 

 

Produkt Firma 

Agarose peqGold Universal peQ Lab, Erlangen, D 

Chelex 100 Resin-Lösung 5 % BioRad, München, D 

CoralLoad 10 x Puffer Qiagen, Hilden, D 

dNTP Set 100 mM Lösung Thermo Fisher, St. Leon Rot, D 

Ethanol 99,8 % Th. Geyer, Berlin, D 

Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe, D 

GeneRuler 100 bp Thermo Fisher, St. Leon Rot, D 

HyperLadder
TM

IV Bioline, Luckenwalde, D 

MgCl2 [25 mM] Qiagen, Hilden, D 

Taq-Polymerase [5 U/µl] Qiagen, Hilden, D 

Tropic-Marin Tropic-Marin,Wartenberg, D 
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3.8 Primer und Adapter 

Nachfolgend sind alle Primer und Adapter zusammengestellt, die für die Speziesdetektion und Genotypisierung verwendet wurden (Tab. 13-16). 

 
Tabelle 13: Primer für mPCR zur Speziesdetektion 

 
Spezies mPCR Primer Gen GenBank Referenz-

nummer 

Sequenz (5´-3´) 

 

Amplikon-

länge [bp] 

Konzentration Referenz 

V. alginolyticus VA-F collagenase E03106 CGA GTA CAG TCA CTT GAA AGC C 737 [50 µM] Di Pinto et al. 

(2005) 

 

VA-R  CAC AAC AGA ACT CGC GTT ACC [50 µM] 

V. cholerae Vc.sodB-F  sodB AAKJ02000019.1 AAG ACC TCA ACT GGC GGT A 248 [0,5 µM] Tarr et al. (2007) 

Vc.sodB-R  GAA GTG TTA GTG ATC GCC AGA GT [0,5 µM] 

   

V. mimicus Vm.sodB-F  sodB AB05800.1 CAT TCG GTT CTT TCG CTG AT 121 [0,75 µM] 

Vm.sodB-R  

 

GAA GTG TTA GTG ATT GCT AGA GAT [0,75 µM] 

V. parahaemolyticus Vp.FlaE-79F flaE AAD42915.1 GCA GCT GAT CAA AAC GTT GAG T 897 [1 µM] 

Vp.FlaE-934R ATT ATC GAT CGT GCC ACT CAC [1 µM] 

       

V. vulnificus Vv.hsp326F  hsp60 FJ646619.1 GTC TTA AAG CGG TTG CTG C 410 [0,25 µM] 

Vv.hsp697R  CGC TTC AAG TGC TGG TAG AAG [0,25 µM] 

 



 

 

 

Tabelle 14: fAFLP spezifische Oligonukleotid-Adapter für Ligationen 

 

Adapter Erkennungs-Sequenz 

TaqIad 1 

TaqIad 2 

HindIIIad 1 

HindIIIad 2 

5‘ - GAC GAT GAG TCC TGA C - 3‘ 

5‘ - CGG TCA GGA CTC AT- 3‘ 

5‘ - CTC GTA GAC TGC GTA CC - 3‘ 

5‘ - AGC TGG TAC GCA GTC - 3‘ 

 
 
Tabelle 15: fAFLP Primer für präselektive PCR 

 

Primer Erkennungs-Sequenz 

Taqpre 

Hindpre 

5‘ - CGA TGA GTC CTG ACC GA - 3‘ 

5‘ - GAC TGC GTA CCA GCT T - 3‘ 

 
 
Tabelle 16: fAFLP Primer für selektive PCR 

 

Primer Erkennungs-Sequenz 

Taqsel 

Hindsel 

5‘ - CGA TGA GTC CTG ACC GAG - 3‘ 

5‘ - GAC TGC GTA CCA GCT TA - 3‘ 

 

3.9 Software 

Nachstehend sind alle Software-Produkte zusammengestellt, die in dieser Arbeit zur Anwen-

dung kamen. 

 AlphaImager (Alpha Innotec, San Leandro, CA) 

 BioRad CFX Manager (BioRad, München, D) 

 BioNumerics (Applied-Maths, Sint-Martens-Latem, Be) 

 EndNote X3 und X5 (Thomson Reuters, Carlsbad, USA) 

 Microsoft Office Edition 2003 und 2010 (Microsoft, Redmond, USA) 

 Microsoft Windows 7 (Microsoft, Redmond, USA). 
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4 Methoden 

4.1 Versuchsaufbau 

4.1.1 Aufbau der Versuchsanlage 

Die Kontamination und Hälterung der Miesmuscheln wurden in der Versuchsanlage des Bun-

desinstitutes für Risikobewertung (BfR) Marienfelde durchgeführt. Die Versuchsanlage (Abb. 

3) setzte sich aus zwei mit artifiziellem Seewasser gefüllten 20 Liter-Glasbecken zusammen, 

die unter einer sterilen Werkbank standen. Die Glasbecken bildeten die inneren Untersu-

chungsaquarien (Abb. 4). 

 

 
 

Abbildung 3: Versuchsanlage  

Kontaminationsbecken (rechts) und Hälterungsbecken 

(links), am BfR, Marienfelde 

 

 
 

Abbildung 4: Graphische Darstellung eines Beckens  

(mit freundlicher Genehmigung von Dr. Pund, BfR) 

 

Diese Untersuchungsbecken standen jeweils in einem 40 Literbecken. Die Außenbecken dien-

ten zur Temperierung der Innenbecken auf 15±1 °C Wassertemperatur. Beide Außenbecken 

wurden von Styroporboxen umgeben, um durch zusätzliche Isolation konstante Temperatur-
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bedingungen zu schaffen. In den inneren Becken wurden Standardbedingungen hergestellt, 

indem die Becken mit artifiziellem Seewasser (ASW), bestehend aus destilliertem Wasser und 

15 g Tropic-Marine-Meersalz für Aquarien (Wartenberg) gefüllt wurden. Dadurch stellte sich 

eine Salinität von 15±0,5 ‰ ein. Die Sauerstoffsättigung betrug 94-96 %. Das ASW wurde 

mit einem Vakuum-Filtrationsgerät und Einwegfiltern filtriert.  

4.1.2 Herstellung der Kontaminationssuspensionen 

Für die Kontaminationssuspensionen wurde Material aus dem Stammhaltungssystem zur 

Langzeitlagerung von Mikroorganismen (Cryobank) auf TCBS-Agar ausplattiert und für 

24 Stunden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. 

 

V. cholerae-Lösung für Kontaminationsversuche 

Für die Kontaminationsversuche wurde Koloniematerial mit Hilfe einer Einmalimpföse von 

einer mit V. cholerae bewachsenen TCBS-Platte entnommen. Das Koloniematerial wurde in 

6 x 50 ml sterilen Zentrifugenröhrchen mit jeweils 30 ml APW über Nacht in einem Schüt-

telinkubator (Heidolph, Deutschland) bei 200 rpm und 37 °C kultiviert. Nach einer 

Inkubationszeit von 12-16 Stunden (über Nacht) wurden die Zentrifugenröhrchen bei 

3.200 x g für 10 Minuten bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Der Überstand jedes Zentri-

fugenröhrchens wurde dekantiert und das Pellet im verbliebenen Überstand (7-10 ml) resus-

pendiert. In einem Zentrifugenröhrchen wurden alle resuspendierten Zellen vereinigt. Diese 

Suspension stellte die Kontaminationslösung dar. Mit einem 1 ml-Aliquot wurde eine serielle 

Verdünnungsreihe hergestellt und von jeder Verdünnungsstufe 10 µl auf TCBS ausgestrichen. 

Die beimpften TCBS-Platten wurden für 24 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Am 

Folgetag wurden die KbE bestimmt, um die Kontaminationsdichte zu ermitteln. Dazu wurden 

die gewachsenen Kolonien der verschiedenen Verdünnungssektoren ausgezählt. 

 

V. cholerae-Suspension für Hälterungs- und Lagerungsversuche 

Für die Hälterungs- und Lagerungsversuche mit V. cholerae wurde mit Hilfe einer Einmal-

impföse Koloniematerial von einer mit V. cholerae bewachsenen TCBS-Platte abgenommen 

und über Nacht in 500 ml sterilem APW im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. 

Am Morgen der Kontamination wurde die Kultur auf Zentrifugenröhrchen aufgeteilt und bei 

3.200 x g für 10 Minuten bei RT zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand 

dekantiert und die pelettierten Zellen im restlichen Überstand (2,5 ml bis 5 ml) resuspendiert 

und in einem 50 ml-Zentrifugenröhrchen vereinigt. Mit einem 1 ml-Aliquot wurde eine 

serielle Verdünnungsreihe angefertigt. Von den verschiedenen Verdünnungsstufen wurden 

10 µl auf TCBS-Platten ausplattiert. Die Kontaminationsdichte wurde nach Inkubation der 

TCBS-Platten bei 37 °C für 24 Stunden bestimmt, indem die gewachsenen Kolonien auf den 

verschiedenen Verdünnungssektoren ausgezählt wurden. 
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V. parahaemolyticus- und V. vulnificus-Suspension für Kontaminations-, Hälterungs- 

und Lagerungsversuche 

Nach der 24-stündigen Inkubation der TCBS-Platten bei 37 °C wurden 6 x 50 ml fassende 

sterile Zentrifugenröhrchen, die jeweils mit 30 ml sterilem APW gefüllt waren, mit Kolonie-

material beimpft und in einem Schüttelinkubator bei 37 °C über Nacht (12-16 Stunden) bei 

200 rpm inkubiert. Die Kulturen wurden bei RT mit 3.200 x g für 10 Minuten zentrifugiert. 

Der Überstand wurde dekantiert und die pelletierten Zellen im verbliebenen Überstand (10-

12 ml) resuspendiert. Alle resuspendierten Zellen wurden in einem Zentrifugenröhrchen ver-

einigt. Ein 1 ml-Aliquot wurde seriell verdünnt und jeweils 10 µl auf TCBS-Platten aus-

plattiert. Anhand des Koloniewachstums konnte die Dichte der jeweiligen Vibrio spp. in der 

Kontaminationslösung in KbE absolut bestimmt werden. 

 

4.2 Isolierung und Quantifizierung von Vibrio spp. 

4.2.1 Isolierung von Vibrio spp. 

Während der Kontaminationsversuche wurden bei jeder Probenentnahme fünf Muscheln aus 

dem Kontaminationsbecken entnommen und in eine sterile Glaspetrischale gelegt. Die Mies-

muscheln wurden einzeln präpariert. 

Während der Hälterungsversuche wurden jeweils sechs Muscheln untersucht, die aus dem 

Hälterungsbecken in eine Glaspetrischale transferiert und dann einzeln präpariert wurden. 

Bei den Lagerungsversuchen wurden die entsprechenden Verpackungen (Jutesack und Vaku-

umbeutel) geöffnet und die jeweils fünf verpackten Muscheln präpariert. 

Dabei wurde mit einem sterilen Skalpell der hintere Adduktor der Miesmuscheln durchtrennt 

(Abb. 5). Das Muschel-Lumen-Wasser (MLW) wurde in einem 50 ml-Zentrifugenröhrchen 

aufgefangen. Nach dem Durchtrennen der Musculi retractores bysso-pedales wurden diese 

zusammen mit dem Muschelfuß nach oben geklappt. Die nun freiliegende Mitteldarmdrüse 

(MDD) konnte präpariert werden und mit den anderen MDD einer Probe in einem kleinen 

Stomacherbeutel (80 ml) mit Komplettfilter vereinigt werden. Das restliche Muschelfleisch, 

genannt Muschel-Geweberest (MR), wurde in einen Stomacherbeutel (400 ml) mit Seitenfil-

ter gegeben. 
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Abbildung 5: geöffnete Mytilus edulis mit Probenbeschriftung 
 

Bei jeder Probenentnahme wurden ein 4,5 ml- und ein 2 ml-Aliquot Wasser aus den Konta-

minations- bzw. Hälterungsbecken entnommen. Das 4,5 ml-Aliquot wurde direkt untersucht, 

das 2 ml-Aliquot wurde als Rückstellprobe bei -18 °C tiefgefroren. 

Die Probenbearbeitung erfolgte in Anlehnung an die ISO/TS 21872 (Abb. 6).  

  

Musculus  
retractor 
bysso-pedalis 

Aufteilung der Proben in: 

MDD Mitteldarmdrüse 

MR Muschel-Geweberest 

MLW Muschel-Lumen-Wasser 

HW Hälterungswasser 

KW Kontaminationswasser 

MR 

MLW 

MDD 

durchtrennter 

hinterer 

Adduktor 
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Die Abweichungen von der Vorgehensweise des ISO-Standards bestanden darin, dass eine 

Anreicherung mit APW nicht erfolgte, sondern nur eine Verdünnung zur Anfertigung einer 

seriellen Verdünnungsreihe stattfand. Ein weiteres Selektivnährmedium wurde nicht genutzt.  

Die verschiedenen Probensegmente wurden gewogen und mit der 9-fachen Menge an APW 

(pH 8,5) verdünnt und für 2 Minuten auf höchster Stufe in einem Stomacher homogenisiert. 

Zu den 4,5 ml Beckenwasser-Proben wurde ebenfalls die 9-fache Menge an APW hinzugege-

ben und durch manuelles Invertieren gemischt. 

4.2.2 Quantifizierung von Vibrio spp. 

Nach dem Homogenisieren der 9-fach verdünnten Proben wurde für die mikrobiologische 

Untersuchung eine serielle Verdünnungsreihe mit einem 1 ml-Aliquot hergestellt. Ausgehend 

davon wurden mit einer Pipette, 10 µl Probenmaterial auf TCBS-Agar aufgebracht und mit 

einer Einmalimpföse ausplattiert. Das Ausplattieren fand im Doppelansatz statt. Die TCBS-

Platten wurden anschließend im Brutschrank bei 37 °C für 24 Stunden inkubiert. Anschlie-

ßend wurden die Kolonien der jeweiligen Vibrio sp. gezählt. Die Zellzahl pro Gramm bzw. 

Milliliter wurde nach folgender Formel berechnet: 

  

X g Probe in je 9-facher Menge APW 

Fraktionierter Ausstrich auf TCBS Medium, 

Inkubation bei 37 °C für 24 h ± 3 h 

Mindestens 5 typische gleiche Kolonien abnehmen, 

bzw. alle verdächtigen Kolonien abnehmen, wenn weniger als 5 

vorhanden sind 

Weiterführende Untersuchungen mittels PCR 

Auswertung 

Is
o
li

er
u

n
g

 
B

es
tä

ti
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g
 

Abbildung 6: Fließschema zur Isolierung von 

Vibrio spp. 

(modifiziert nach ISO/TS 21872-2:2007) 
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c  gezählte Kolonien des letzten Verdünnungssektors auf dem Kolonien wuchsen 

und eine dekadische Abstufung erkennbar war 

Faktor 100 Hochrechnung der Koloniezahl auf 1 ml 

Faktor 10 Hochrechnung der Koloniezahl auf 1 ml unter Berücksichtigung der 9-fachen 

Verdünnung in Stufe 10
0 

 

Für die graphische Darstellung wurden alle errechneten Koloniezahlen der 2-fach durchge-

führten Versuche (mit jeweiligem Doppelansatz) gemittelt. Von heranwachsenden Kolonien 

wurde die DNA isoliert und mittels PCR die Spezies verifiziert. Der Rest der verschiedenen 

Probensegmente wurde als Rückstellprobe für weiterführende Untersuchungen bei -80 °C 

tiefgefroren. 

4.3 Speziesdetektion  

4.3.1 PCR-Systeme  

mPCR-Systeme zur Speziesdetektion 

Vor Versuchsbeginn erfolgte die Charakterisierung der in die Versuche eingesetzten Vibrio 

spp. mittels multiplex Polymerase-Kettenreaktion (mPCR). Während der Versuche wurde die 

jeweils eingesetzte Vibrio sp. bestätigt und das eventuelle Vorhandensein weiterer Vibrio spp. 

überprüft. Die von uns getesteten mPCR-Systeme sind in Tabelle 17 dargestellt. Dabei wur-

den die verschiedenen Systeme so abgebildet wie sie von Espineira et al. (2010), Bauer und 

Rorvik (2007), Tarr et al. (2007) und Di Pinto et al. (2005) in ihren Veröffentlichungen be-

schrieben worden sind. 

Die in dieser Studie eingesetzte mPCR, die die Systeme von Tarr et al. (2007) und Di Pinto et 

al. (2005) miteinander kombiniert, erlaubte die Identifikation von fünf verschiedenen 

Vibrio spp. (V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. cholerae, V. vulnificus und V. mimicus). 

Das mPCR-System nach Tarr et al. (2007) beinhaltete keine Primer für die Identifikation von 

V. alginolyticus. Da diese Spezies häufig in Meeresfrüchten nachgewiesen wird, sollte das 

hier angewendete mPCR-System diese detektieren. Im mPCR-System von Di Pinto et al. 

(2005) sind Primer-Sequenzen für die Detektion von V. alginolyticus enthalten, die in Kombi-

nation mit dem mPCR-System nach Tarr et al. (2007) bei der gelelektrophoretischen Auftren-

nung eine sichtbare Abgrenzung zwischen den verschiedenen Amplikon-Banden erkennen 

ließen. 
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Tabelle 17: mPCR-Systeme zur Speziesdetektion 

Die mPCR-Systeme zur Identifikation von V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. cholerae, V. vulnificus und V. mimicus wurden so dargestellt, wie sie in den jeweiligen Ver-

öffentlichungen beschrieben worden sind. 

 

Vibrio spp. Zielgen Primer Fragment 

[bp] 

Referenz Konditionen Programm 

V. cholerae ctxA ctxA94F (5`-cgg gca gat tct aga cct cct g-3`) 

ctxA614R (5`-cga tga tct tgg agc att ccc ac-3`) 

564 Espineira 

et al. 

(2010) 

1. 2,5 µl 10x Puffer 

2. 1 mM MgCl2 

3. 1 µl 100 mM dNTP 

4. 0,5 U Taq-Polymerase  

Bioline) 

5. 100 ng DNA template 

6. 0,8 µM Primer Mix 

initiale Denaturierung: 94 °C, 2 min 

30 Zyklen 

Denaturierung: 94 °C, 1 min 

Annealing: 60-70 °C, 1 min 

Elongation: 72 °C, 1 min 

finale Elongation: 72 °C, 3 min 

25 µl Reaktionsansatz 

 

V. parahaemolyticus tlh L-tl (5`-aaa gcg gat tat gca gaa gca ctg-3`) 

R-tl (5`-gct act ttc tag gat ttt ctc tgc-3`) 

450 

V. vulnificus dnaJ VM-F (5`-cag gtt tgy tgc acg gcg aag a-3`) 

VV-Rmm (5`-agc agc tta tga cca ata cgc c-3`) 

412 

V. alginolyticus dnaJ VM-F (5`-cag gtt tgy tgc acg gcg aag a-3`) 

V.al2-MmR (5`-tgc gaa gaa agg ctc atc aga-3`) 

144 

Positiv-Kontrollen 16S (rRNA) 16SFa (5`-gct cag att gaa cgc tgg-3`) 

16SFb (5`-gct cag gay gaa cgc tgg-3`) 

16SR (5`-tac tgc tgc ctc ccg ta-3`) 

 

320 

Vibrio spp. toxR UtoxF (5`-gas ttt gtt tgg cgy gar caa ggt t-3`)   Bauer u. 

Rorvik 

(2007) 

1. 2,5 µl 10x Puffer 

2. 1 mM MgCl2 

3. 0,24 mmol/l dNTP 

4. 1,5 U/µl dynamize II- 

Polymerase (Finnzymes, 

Finnland) 

5. 2 µl DNA 

6. 30 pmol Vorwärtsprimer und 

20 pmol Rückwärtsprimer 

initiale Denaturierung: 95 °C, 4 min 

25 Zyklen 

Denaturierung: 95 °C, 30 s 

Annealing: 55 °C, 30 s 

Elongation: 72 °C, 30 s 

finale Elongation: 72 °C, 7 min 

50 µl Reaktionsansatz 

 

V. cholerae vctoxR (5`-ggt tag caa cga tgc gta ag-3`) 640 

V. parahaemolyticus vptoxR (5`-ggt tca acg att gcg tca gaa g-3`) 297 

V. vulnificus vvtoxR (5`-aac gga act tag act ccg ac-3`) 435 

 

Die Tabelle wird auf der folgenden Seite fortgeführt.  
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Zu: mPCR-Systeme zur Speziesdetektion 

 
Vibrio spp. Zielgen Primer Fragment 

[bp] 

Referenz Konditionen Programm 

V. cholerae sodB Vc.sodB-F (5`-aag acc tca act ggt a-3`) 

Vc.sodB-R (5`-gaa gtg tta gtg atc gcc aga gt-3`) 

248 Tarr et 

al. 

(2007) 

1. 2 µl 10x Puffer 

2. 1,2 µl MgCl2 (25 mM) 

3. 2 µl dNTP (2 mM von jedem) 

4. 0,2 µl AmpliTaq Gold- 

Polymerase (Applied Biosys-

tems, Foster City, CA) 

5. 1,5 µl DNA 

6. 10 µM Primer  

(1 µl V. cholerae Primer,  

1,5 µl V. mimicus Primer;  

2 µl V. parahaemolyticus Pri-

mer; 0,5 µl V. vulnificus Primer 

 

initiale Denaturierung: 93 °C, 15 min 

35 Zyklen 

Denaturierung: 92 °C, 40 s 

Annealing: 57 °C, 60 s 

Elongation: 72 °C, 90 s 

finale Elongation: 72 °C, 7 min 

20 µl Reaktionsansatz 

V. mimicus sodB Vm.sodB-F (5`-cat tcg gtt ctt tcg ctg at-3`) 

Vm.sodB-R2 (5`-gaa gtg tta gtg att gct aga gat-3`) 

121 

V. parahaemolyticus flaE Vp.flaE-79F (5`-gca gct gat caa aac gtt gag t-3`) 

Vp.flaE-934R (5`-att atc gat cgt gcc act cac-3`) 

897 

V. vulnificus hsp Vv.hsp-326F (5`-gtc tta aag cgg ttg ctg c-3`) 

Vv.hsp-697R (5`-cgc ttc aag tgc tgg tag aag-3`) 

410 

V. alginolyticus collagenase VA-F (5`-cga gta cag tca ctt gaa agc c-3`) 

VA-R (5`-cac aac aga act cgc gtt acc-3`) 

737 Di 

Pinto et 

al. 

(2005) 

1. 12,5 µl HotStarTaq Master Mix 

Qiagen 

2. 1xPCR Puffer (1,5 mM MgCl2) 

3. 0,2 mM von jedem dNTP 

4. 0,2 µl AmpliTaq Gold 

Polymerase (Applied Biosys-

tems, Foster City, CA) 

5. 1 µl DNA 

6. 0,5 µM von jedem Primer 

initiale Denaturierung: 95 °C, 15 min 

35 Zyklen 

Denaturierung: 94 °C, 30 s 

Annealing: 57 °C, 30 s 

Elongation: 72 °C, 60 s 

finale Elongation: 72 °C, 5 min 

25 µl Reaktionsansatz 

V. cholerae VC-F (5`-cgg cgt ggc tgg ata cat tg-3`) 

VC-R (5`-gtc aca ctt aaa tag tag cgt cc-3`) 

389 

V. parahaemolyticus VP-F (5`-gaa agt tga aca tca tca gca cga-3`) 

VP-R (5`-ggt cag aat caa acg ccg-3`) 

271 

 

ctxA: Cholera Toxin Untereinheit A; flaE: Untereinheit E des Flagellen-Apparates; hsp: Hitze-Schock-Protein; tlh: thermolabile hemolysin Gen; dnaJ: Hitze-Schock-Protein; 

toxR: Signaltransduktionsprotein; sodB: Superoxiddismutase
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mPCR zur Identifikation von Serovaren und Virulenzgenen 

Mittels mPCR erfolgte für V. cholerae eine Unterscheidung zwischen den Serovaren O1 

und O139. Anhand des Systems von Rivera et al. (2003) fand die Detektion auf An- oder 

Abwesenheit dieser O-Antigene über das wbeO-Gen (O-Antigen Tetronat-Biosynthese) statt 

(Yamasaki et al., 1999). Verschiedene V. cholerae-Stämme wurden für die vorliegende Arbeit 

zusätzlich zu ihren Serovaren (O1 / O139) auch in Biotypen oder Biovaren unterschieden. Im 

Fall von V. cholerae O1 wurde in „Klassisch“ und „El Tor“ unterschieden. Das angewandte 

PCR-System stammte von Rivera et al. (2001).  

Die Unterscheidung in pathogene bzw. nicht pathogene V. parahaemolyticus-Isolate erfolgte 

durch die Detektion der Hämolysin-Gene tdh (thermostable direct hemolysin) und trh (ther-

mostable direct hemolysin-related hemolysin) (Bej et al., 1999). Die zuvor benannten PCR-

Systeme sind nachfolgend dargestellt (Tab. 18). 
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Tabelle 18: PCR-Systeme zur Unterscheidung von Serovaren und Virulenzgenen 

 
Vibrio spp. Biovar / 

Serovar 

Zielgene Primer Fragment 

[bp] 

Referenz Konditionen Programm 

V. cholerae O1 wbeO VCO1F2 (5`-caa cag aat aga ctc aag aa-3`) 

VCO1R2 (5`-tat ctt ctg ata ctt ttc tac-3`) 

647 Rivera 

et al. 

(2003) 

1. 0,5 x Master Taq kit 

(Eppendorf) 

2. 1x PCR Puffer (2,0 mM 

MgCl2) 

3. 200 µM von jedem dNTP 

4. 0,625 U Taq-Polymerase  

(Applied Biosystems, Foster 

City, CA) 

5. 1 µl DNA 

6. 800 nM von jedem Primer 

 

initiale Denaturierung: 

94 °C, 2 min 

35 Zyklen 

Denaturierung: 94 °C, 30 s 

Annealing: 55 °C, 3 min 

Elongation: 72 °C, 60 s 

finale Elongation: 72 °C, 

5 min 

25 µl Reaktionsansatz  

 

  O139 wbeO VCO139F2 (5`-tta cca gtc tac att gcc-3`) 

VCO139R2 (5`-cgt ttc ggt agt ttt tct gg-3`) 

741 

V. cholerae  tcpA tcpA72F (5`-cac gat aag aaa acc ggt caa gag-3`)  Rivera 

et al. 

(2001) 

1. 2,5 µl 10x 

Amplifikationspuffer A 

(100 mM Tris-HCL [pH 8,3], 

500 mM KCL, 15 mM MgCl2, 

0,01 % [wt/vol] gelatin) 

(Promega, Madison, Wis.) 

2. 0,5 µl (2,5 mM) dNTP 

(Promega) 

3. 1,0 Primer (20 µM) 

4. 0,125 µl Taq DNA 

Polymerase (5 U/µl) (Promega) 

5. 1 µl (ca. 0,10 µg) DNA  

35 Zyklen 

Denaturierung: 94 °C, 

2 min 

Annealing: 60 °C, 1 min 

Elongation: 72 °C, 1 min 

finale Elongation: 72 °C, 

10 min  

25 µl Reaktionsansatz 

  O1 / El Tor tcp477R (5`-cga aag cac ctt ctt tca cgt tg-3`) 451 

  O1 / Klassisch tcp647R (5`-tta cca aat gca acg ccg aat g-3`) 620 

 

Die Tabelle wird auf der folgenden Seite fortgeführt.  
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Zu: PCR-Systeme zur Unterscheidung von Serovaren und Virulenzgenen 

 
Vibrio spp. Biovar / 

Serovar 

Zielgene Primer Fragment 

[bp] 

Referenz Konditionen Programm 

V. parahaemolyticus   tdh L-tdh (5`-gta aag gtc tct gac ttt tgg ac-3`) 

R-tdh (5`-tgg att aga acc ttc atc ttc acc-3`) 

269 Bej et al. 

(1999) 

1. 0,5 x Master Taq kit 

(Eppendorf) 

2. 0,5 µl 10x PCR Puffer 

(500 mM Tris∙Cl pH 8,9: 

500 mM KCl und 25 

mM, 30 mM oder 40 mM 

MgCl2; Endkonzentration 

von 1x) 

3. 200 µM von allen dNTP 

(8 µl [5 mM dNTP]) 

(Pharmacia) 

4. 2,5 U AmpliTaq 

DNAPolymerase (Perkin 

Elmer) 

5. 0,5 µg genomische DNA 

6. 1 µM Primer (tdh, trh) 

(2,5 µl Primer (20 µM) 

initiale Denaturierung: 94 °C, 

3 min 

30 Zyklen 

Denaturierung: 94 °C, 1 min 

Annealing: 58 °C, 1 min 

Elongation: 72 °C, 1 min 

finale Elongation: 72 °C, 

5 min 

50 µl Reaktionsansatz  

    trh L-trh (5`-ttg gct tcg ata ttt tca gta tct-3`) 

R-trh (5`-cat aac aaa cat atg ccc att tcc g-3`) 

500 

 

wbeO: O-Antigen Tetronat-Biosynthese; tcpA: Pathogenitätsinsel; tdh: thermostable direct hemolysin; trh: thermostable direct hemolysin-related hemolysin  
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4.3.2 Wachstumsversuche 

Um die Wachstumsgeschwindigkeit der einzelnen Vibrio sp. analysieren zu können wurden 

Wachstums-Eichkurven ausgehend von Extinktionswerten der optischen Dichte (OD) bei 

600 nm (OD600) angefertigt. Die OD der Bakteriensuspension wurde direkt nach Versuchsbe-

ginn und danach alle 30 min über einen Zeitraum von sieben Stunden gegen alkalisches Pep-

tonwasser (APW) als Null-Wert gemessen. Die Inkubationstemperatur betrug über den ge-

samten Zeitraum 37 °C. Alle Messungen erfolgten im Doppelansatz mittels biologischen Re-

plikats. Während der photometrischen Messung wurde stündlich mit einem 1 ml-Aliquot eine 

serielle Verdünnungsreihe angefertigt, auf Thiosulfate-Zitrat-Gallensalz Saccharose-Agar 

(TCBS-Agar) ausplattiert und die Anzahl an KbE ermittelt. 

4.4 Versuchsdurchführung 

In dieser Studie wurden M. edulis mit Vibrio spp. kontaminiert und Anreicherungs-, Kultivie-

rungs- und Persistenz-Daten gesammelt. 

Drei Vibrio spp. (V. cholerae non-O1/non-O139, V. parahaemolyticus und V. vulnificus) wur-

den für die Experimente eingesetzt. 

 

Die Anzahl an Miesmuscheln, die für die jeweiligen Versuche verwendet wurde, wurde zeit-

versetzt (20 Stück täglich) in das Kontaminationsbecken eingebracht. Direkt vor Versuchsbe-

ginn wurden die Muscheln für 48 Stunden einer Hungerperiode unterzogen. Am Kontamina-

tionstag wurde eine erste Kontrollprobe im Umfang von fünf bis sechs Muscheln entnommen, 

bevor die entsprechende Kontaminationslösung in das Kontaminationsbecken gegeben wurde. 

Die Aquarien wurden mit Plexiglasscheiben abgedeckt, um Tröpfchen-Kontaminationen 

durch Aerosolbildung zu vermeiden. Eine 24-stündige Kontamination wurde durchgeführt. 

 

Lediglich lebende Muscheln wurden für die weitere Untersuchung verwendet. Die Vitalität 

wurde zuvor überprüft. Entweder waren die Muscheln verschlossen oder schlossen sich nach 

leichter Berührung bzw. dem Klopftest von selbst. 

Die gesamte Muschelbearbeitung wurde unter aseptischen Bedingungen durchgeführt. Alle 

Gerätschaften, die in unmittelbaren Kontakt mit den Muscheln gelangten, wurden zuvor steri-

lisiert oder abgeflammt. 

4.4.1 Kontrollprobe und Kontamination 

Vor der Kontamination wurden bei den Kontaminations- und Lagerungsversuchen fünf, bei 

den Hälterungsversuchen sechs M. edulis als Null-Probe entnommen, um die bereits vorhan-

dene Begleitflora zu erfassen. Die mesophile aerobe Gesamtkeimzahl, Aeromonas spp., 

Coliforme, E. coli, Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. sowie eine mögliche natürliche 

Kontamination mit Vibrio spp. wurde untersucht. 
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Nach der ersten Probenentnahme erfolgte zum Zeitpunkt 0 h die Kontamination. Das Konta-

minationsbecken beinhaltete 20 Liter ASW und die für die Versuche bestimmte Menge Mu-

scheln. Die Temperatur von 15,0±1,0 °C und der Salzgehalt von 15,0±0,5 ‰ wurden einge-

stellt. Der pH-Wert, die Ammonium- und Ammoniak-Gehalte sowie die Nitrit- und Nitrat-

Gehalte wurden gemessen. 

4.4.2 Kontaminationsversuche 

Während der Kontaminationsversuche erfolgte zum Zeitpunkt Null eine Probenentnahme, 

bevor die jeweils ca. 42 Miesmuscheln für 24 Stunden mit den verschiedenen Vibrio spp. im 

Kontaminationsbecken kontaminiert wurden. 

Probenentnahmen erfolgten zu den Zeitpunkten 1,5; 3; 4,5; 6 und 24 Stunden während der 

Kontamination. Eine Umsetzung in das Hälterungsbecken erfolgte nicht. Eine Übersicht zu 

den Probenentnahmen gibt Abbildung 7. 

 

 

Abbildung 7: Probenahmezeitpunkte während der 

Kontamination 
KW: ASW aus Kontaminationseinheit 

4.4.3 Hälterungsversuche 

Für die Hälterungsversuche wurden jeweils ca. 100 Miesmuscheln für 24 Stunden mit der 

jeweiligen Vibrio sp. im Kontaminationsbecken kontaminiert. Die Umsetzung vom Konta-

minationsbecken in das Hälterungsbecken erfolgte mit einer sterilen Schöpfkelle, damit kon-

taminiertes Wasser vor dem Umsetzen ablaufen konnte. Im Hälterungsbecken wurden die 

Muscheln bei 15 °C Wassertemperatur über sieben bis neun Tage gehalten bzw. gehältert und 

täglich gefüttert. Alle zwei Tage fand ein 50 % Wasseraustausch statt, um toxische Neben-

wirkungen sich anhäufender Metabolite zu vermeiden. Zur Probenuntersuchung gelangten nur 

lebende Muscheln. Eine Übersicht zu den Probenentnahmen ist in Abbildung 8 dargestellt. 

 

0 h 

Probenentnahme 5 M. edulis und 
4,5 ml KW vor Kontamination  

1,5 h; 3 h; 4,5 h; 6 h; 24 h 

Probenentnahmen 5 M. edulis und 
4,5 ml KW während Kontamina-
tion 
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Abbildung 8: Probenahmezeitpunkte während der Hälterung 
KW: ASW aus Kontaminationseinheit 

HW: ASW aus Hälterungseinheit 

4.4.4 Lagerungsversuche 

Für die Lagerungsversuche wurden jeweils ca. 200 Miesmuscheln mit der entsprechenden 

Vibrio sp. im Kontaminationsbecken kontaminiert. Nach 24-stündiger Kontamination wurden 

die Muscheln verpackt. Dabei wurden jeweils fünf Muscheln in Jutesäcke bzw. Vakuumbeu-

tel mit 200 ml ASW eingebracht. Die verpackten Muscheln wurden bei 3 °C in schmelzen-

dem Eis und bei 15 °C im Klimaschrank gelagert. Die Temperatur-Kontrolle erfolgte mit 

einem Temperatur-Messgerät (ECOLOG, Schorndorf, D). 

Nur lebende Muscheln wurden verpackt. Eine Übersicht zu den Probenentnahmen gibt 

Abbildung 9. 

 

 

Abbildung 9: Probenahmezeitpunkte während der Lagerung 
KW: ASW aus Kontaminationseinheit, HW: ASW für Vakuumverpackung 

 

4.5 Molekularbiologische Untersuchung 

4.5.1 DNA-Isolation 

Für die Speziesidentifikation wurde Koloniematerial von der kleinsten und größten Verdün-

nungsstufe vom TCBS-Agar entnommen, um die DNA zu isolieren. Das Koloniematerial 

wurde in 400 µl, 0,1 % Tris-EDTA-Puffer gewaschen und für vier Minuten bei 4 °C und 

16.873 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert. Das Pellet wurde mit 400 µl, 5 % 

Chelex
®
 100 Resin-Lösung, die kontinuierlich gerührt wurde, resuspendiert. Anschließend 

0 h 

Probenentnahme      
6 M. edulis und     
4,5 ml KW vor 
Kontamination 

24 h 

Probenentnahme      
6 M. edulis und     
4,5 ml KW und HW, 
vor Umsetzung ins 
Hälterungsbecken 

48 h; 72 h; 96 h; 

120 h; 144 h; 168 h; 

192 h; 216 h; 240 h 

Hälterung mit 
Probenentnahmen        
6 M. edulis und 4,5 ml 
HW 

-24 h 

Probenentnahme
5 M. edulis und 
4,5 ml KW vor 
Kontamination 

0 h 

Probenentnahme         
5 M. edulis und         
4,5 ml KW und HW 
vor Verpackung für 
Lagerung 

 

1 d, 2 d, 3 d, 4 d, 5 d,  
6 d, 7 d, 8 d, 9 d, 10 d 

Lagerung mit 
Probenentnahmen aus 
den Jute- und 
Vakuumverpackungen 
bei 3°C und 15°C 
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wurde das Gemisch für eine Stunde bei 56 °C und 700 rpm und danach für 15 Minuten bei 

95 °C und 700 rpm im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, D) inkubiert. Danach erfolgte ein 

10-minütiger Zentrifugations-Schritt bei 4 °C und 16.873 x g. Der Überstand der die DNA 

enthält, wurde in 0,5 ml Reaktionsgefäße überführt und bei 7 °C im Kühlschrank gelagert, bis 

zeitnah die Überprüfung mittels mPCR stattfand. 

4.5.2 Multiplex Polymerase-Kettenreaktion 

Die jeweilig in die Versuche eingesetzte Vibrio sp. wurde mittels mPCR bestätigt. Des Weite-

ren konnte eine Unterscheidung zwischen V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. vulnificus, 

V. cholerae und V. mimicus getroffen werden. Eventuell vorhandene Feldkontaminationen 

durch eine dieser fünf Spezies konnten so ebenfalls erfasst werden. 

Die Durchführung der mPCR erfolgte in Anlehnung an Di Pinto et al. (2005) und Tarr et al. 

(2007). Die verschiedenen Vibrio spp. wurden durch folgende Zielgene detektiert: V. cholerae 

- sodB, V. parahaemolyticus - flaE, V. mimicus - sodB, V. vulnificus - hsp nach Tarr et al. 

(2007) und V. alginolyticus - collagenase nach Di Pinto et al. (2005). 

Für die PCR wurde 1 µl Überstand aus der DNA-Isolation eingesetzt. 

Für die Reaktion wurden die Ansätze nach dem Schema aus den Tabellen 19 und 20 in ein 

1,5 ml Reaktionsgefäß pipettiert und mit spezifischen Primern (Tab. 21) durchgeführt: 

 
Tabelle 19: Reaktionsansatz für mPCR 

 

Mastermix für x Proben 1x [µl] 

10x Puffer 2 

MgCl2 [25 mM] 2,4 

dNTPs [10 mM] 2 

Taq-Pol [5 U/µl] 0,1 

DNA 1 

Primer Mix 2,5 

H2O 10 

∑ 20 

 

 
Tabelle 20: Primer-Konzentrationen für mPCR 

 

Primer Mix aus F- und R-

Primer  

1x [µl] F+R [µl] Fragment [bp] 

Vc.sodB [0,5 µM] 0,2 0,4 248 V. cholerae 

Vm.sodB [0,75 µM] 0,35 0,7 121 V. mimicus 

Vp.FlaE [1 µM] 0,4 0,8 897 V. parahaemolyticus 

Vv.hsp [0,25 µM] 0,1 0,2 410 V. vulnificus 

VA [50 µM] 0,2 0,4 737 V. alginolyticus 

∑ 1,25 2,5  
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Tabelle 21: Primer-Sequenzen der mPCR 

 

Vibrio spp. Primer GenBank 

Nummer 

Referenz 

V. c. (sodB) Vc.sodB-F (5`-aag acc tca act ggt a-3`) 

Vc.sodB-R (5`-gaa gtg tta gtg atc gcc aga gt-3`) 

AAKJ02000

019.1 

Tarr et al. 

(2007) 

V. m. (sodB) Vm.sodB-F (5`-cat tcg gtt ctt tcg ctg at-3`) 

Vm.sodB-R2 (5`-gaa gtg tta gtg att gct aga gat-3`) 

AB05800.1 

V. p. (flaE) Vp.flaE-79F (5`-gca gct gat caa aac gtt gag t-3`) 

Vp.flaE-934R (5`-att atc gat cgt gcc act cac-3`) 

AAD42915.1 

V. v. (hsp) Vv.hsp-326F (5`-gtc tta aag cgg ttg ctg c-3`) 

Vv.hsp-697R (5`-cgc ttc aag tgc tgg tag aag-3`) 

FJ646619.1 

V. a. (colla-

genase) 

VA-F (5`-cga gta cag tca ctt gaa agc c-3`) 

VA-R (5`-cac aac aga act cgc gtt acc-3`) 

E03106 Di Pinto et al. 

(2005)  

 

V. a.: Vibrio alginolyticus; V. c.: Vibrio cholerae, V. m.: Vibrio mimicus, V. p.: Vibrio parahaemolyticus, V. v.: Vibrio vulnifi-

cus 

 

Die PCR wurde im BioRad Thermal Cycler (C1000TM, CFX96TM, Real-Time System) mit 

einem Volumen von 20 µl durchgeführt. Die initiale Denaturierung erfolgte bei 95 °C für 

5 Minuten. Daraufhin schlossen sich 30 Zyklen mit Denaturierung bei 92 °C für 40 Sekunden, 

dem Annealing bei 62 °C für 1 Minute und einer Elongation bei 72 °C für 1 Minute an. Ab-

schließend fand eine finale Elongation bei 72 °C für 7 Minuten statt, bevor der Cycler auf 

12 °C herunterkühlte. 

 

Als Positivkontrolle diente DNA des eingesetzten sequenzierten Kontaminationsstammes 

sowie ein DNA-Mix aus V. alginolyticus, V. cholerae, V. parahaemolyticus und V. vulnificus. 

 

Gelelektrophorese 

Die Unterscheidung in V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. vulnificus, V. cholerae und 

V. mimicus fand anschließend in der gelelektrophoretischen Auftrennung in einem 2 % Aga-

rosegel statt. Für einen Agarose-Gelansatz von 400 ml wurden 8 g Agarose in ca. 400 ml Tris-

Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) aufgekocht, bis die Lösung klar erschien. In einem 

Wasserbad wurde das Gemisch bei 60 °C bis zur Verwendung temperiert. Das Gel wurde ca. 

0,5 cm hoch in eine Gelkammer (Biometra, Deutschland), die zuvor mit Kämmen ausgestattet 

worden war, gegossen und bis zur Aushärtung des Gels inkubiert. Nach Aushärtung wurde 

das Gel in eine Elektrophorese-Kammer mit TBE als Laufpuffer überführt und die Kämme 

entfernt. In einem 0,5 ml Reaktionsgefäß wurden 98 µl CoralLoad PCR-Puffer mit 2 µl Ethi-

diumbromid (EtBr) gemischt. In eine 96-well Mikrotiterplatte wurden 2 µl dieses Ansatzes, je 

nach Anzahl der PCR-Reaktionen plus weiteren für die Marker, vorgelegt. Aus jedem PCR-

Reaktionsgefäß wurden daraufhin 5 µl PCR-Produkt mit dem vorgelegten Ansatz gemischt 

und in die Geltaschen eingebracht. Von dem Marker Gene Ruler 100 bp (Thermo Fisher, St. 

Leon Rot, D) wurden je Geltasche 2 µl mit Ladepuffer und EtBr gemischt und in das Gel ge-
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bracht. Die Gelelektrophorese-Kammern wurden entsprechend ihrer Größe für ca. eine Stunde 

mit 80 V (Kammergröße S) bzw. 140 V (Kammergröße L) betrieben. 

 

PCR Dokumentation 

Die verschiedenen Vibrio spp., zeigten aufgrund verschieden großer PCR-Produkte unter-

schiedlich hohe Amplikon-Banden. Mit Hilfe des Computerprogramms AlphaImager (San 

Leandro, San Leandro, CA) wurde das Gel ausgewertet. 

4.5.3 Genotypisierung  

Die Genotypisierung, der nach 10-tägiger Lagerung isolierten Vibrio sp., erfolgte mit der flu-

orescent Amplified Fragment Length Polymorphism (fAFLP) in Anlehnung an die Methode 

von Duim et al. (1999) und Kokotovic et al. (1999). Diese Typisierungsmethode wird in vier 

Schritte unterteilt: 

 

1. Restriktion der DNA 

Der erste Schritt dient dem DNA-Verdau mittels bakterieller Restriktionsenzyme. Die 

Restriktion der DNA erfolgte mit den beiden Endonukleasen TaqI und HindIII in folgendem 

Restriktionsansatz. 

 

Restriktionsansatz 

 

TaqI [10.000 U/ml] 0,4 μl 

HindIII [10.000 U/ml] 0,2 μl 

Aqua bidest. 7,4 μl 

Puffer [Tango 10x] 1,0 μl 

DNA-Template 1,0 μl 

Σ 10,0 µl 
 

 

Die Erkennungssequenz der Restriktionsenzyme wurde nachfolgend dargestellt: 

 
Erkennungssequenz der Restriktionsenzyme 

 

 

 

 

 

 

 

Die Restriktion der DNA wurde bei 37 °C für 60 Minuten durchgeführt. Die schwarzen 

Dreiecke verdeutlichen die Schnittstellen des Enzyms. 

Enzym Erkennungs-Sequenz 

TaqI 

 

HindIII 

 

5‘- T 
▼

C G A - 3‘ 

3‘- A G C ▲T - 5‘ 

5‘ - A 
▼

A G C T T - 3‘ 

3‘ - T T C G A▲ A - 3‘ 

67



 

68 

 

 2. Ligation spezifischer Oligonukleotid-Adapter 

Als zweiter Schritt der fAFLP erfolgte eine Ligation spezifischer Oligonukleotid-Adapter an 

die Restriktionsfragmente. Dabei wurde die Sequenz so gewählt, dass die ursprünglichen 

Erkennungssequenzen für die Restriktionsenzyme nicht mehr hergestellt werden und somit 

die um den Adapter verlängerten Fragmente nicht erneut gespalten werden können. Daher ist 

es möglich, Schritt eins und zwei auch parallel ablaufen zu lassen.  

 

Für die Ligationen mussten die Oligonukleotid-Adapter TaqIad 1, TaqIad 2, HindIIIad 1 und 

HindIIIad 2 in einem spezifischen Adapteransatz eingesetzt werden. Die Tabelle stellt die 

Zusammensetzung des Adapter-Mixes dar, der in der Ligation eingesetzt wurde.  

 

Oligonukleotid-Adapteransatz 

 

TaqIad 1 [100 pmol/µl] 20 µl  HindIIIad 1 [100 pmol/µl] 2 μl  

TaqIad 2 [100 pmol/µl] 20 µl  HindIIIad 2 [100 pmol/µl] 2 µl  

H2O 60 µl  H2O 96 µl  

Σ 100 µl  Σ 100 µl  

 

Alle Ansätze wurden für fünf Minuten bei 95 °C erhitzt, für zwei Minuten bei RT abgekühlt 

und für 15 Sekunden mit bis zu 2300 x g bei RT zentrifugiert. 

Modifizierte Konzentrationen der Adapter stammten von Messens et al. (2009). 

Die Ligation wurde in folgendem Ansatz durchgeführt und anschließend für 120 Minuten bei 

37 °C inkubiert. 

 

Ansatz für die Ligation der Oligonukleotid-Adapter 

 

H2O 10,3 μl 

Ligase [5 U/μl] 0,2 μl 

Puffer T4 DNA Ligase 1x  2,5 μl 

TaqIad 1,0 μl 

HindIIIad 1,0 μl 

Restriktionsansatz 10,0 μl 

Σ 25,0 µl 
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3. Präselektive PCR 

Als dritter Schritt der fAFLP wurde eine präselektive PCR mit folgendem Mastermix-Ansatz 

durchgeführt: 

 

Mastermix-Ansatz für Präselektive PCR 

 

ReddyMix PCR Master 

Mix (Abgene) 

20 μl 

MgCl2 [25 mM] 1 μl 

Taqpre [10 pmol/µl] 1 μl 

Hindpre [1 pmol/µl] 2 μl 

Ligationsansatz  1 μl 

Σ 25 μl 
 

 

Die Inkubation erfolgte wie im Inkubationsprotokoll beschrieben. 

 

Inkubationsprotokoll für Präselektive PCR 

 

 
 

 

 

 

 

 

4. Selektive PCR 

Als vierter Schritt der fAFLP wurde eine selektive PCR durchgeführt, bei der das Produkt der 

präselektiven PCR das Template bildete. Diese wurde mit folgendem Mastermix-Ansatz 

durchgeführt: 

 

Mastermix-Ansatz für Selektive PCR 

 

ReddyMix PCR Master 

Mix (Abgene) 

18,0 μl 

MgCl2 [25 mM] 0,8 μl 

Taqsel [100 pmol/µl] 0,2 μl 

FAM Hindsel [10 pmol/µl] 0,3 μl 

Präselektives PCR Produkt 0,7 μl 

Σ 20,0 μl 

Temperatur Zeit Zyklen 

95 °C 

94 °C 

56 °C 

72 °C 

3 min 

20 s 

30 s 

2 min 

 

 

20x 
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95 °C 

94 °C 

66 °C 

72 °C 

94 °C 

56 °C 

72 °C 

60 °C 

3 min 

20 s 

30 s 

2 min 

20 s 

30 s 

2 min 

30 min 

 

 

 

10x 

 

 

20x 

 

 

Die verwendeten Primer hatten exakt die gleiche Sequenz, waren jedoch an ihren 3‘-Enden 

nochmals um ein, zwei bzw. drei Nukleotide verlängert. Dies hatte zur Folge, dass in diesem 

letzten Schritt nur jedes vierte Fragment vervielfacht wurde. Somit wurde die Vielzahl der 

Fragmente auf ein gut auswertbares Maß (max. 100 Banden) reduziert. Anschließend wurden 

die PCR-Produkte sequenziert. Mittels Kapillar-Gelelektrophorese, die mit Polyacrylamidgel 

gefüllt war, wurden die fAFLP-Produkte elektrophoretisch aufgetrennt und gegen den Stan-

dardmarker, Genscan 500, der mit dem Farbstoff Rox markiert wurde, gemessen. Nach Erhalt 

der chromatographischen Darstellung wurde mit Hilfe des Computerprograms BioNumerics 

(Sint-Martens-Latem, Belgien) das erhaltene Bandenmuster ausgewertet. 

 

4.6 Bestimmung der Begleitflora 

4.6.1 Standard-Prüfmethoden 

Folgende Standard-Prüfmethoden fanden für die Bestimmung der Begleitflora Anwendung 

(Tab. 22). 
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Tabelle 22: Bestimmung der Begleitflora 

Anhand der Standard-Prüfmethoden nach der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 

§ 64 LFGB 

 

Methode Zielerreger Nähr-

medium 

Bebrütungs-

temperatur 

[°C] 

Bebrütungs-

dauer [h] 

Atmos-

phäre 

Koloniemorphologie 

L 06.00-19
1
 

 

mesophile 

aerobe GKZ 

 

PC-Agar 30 72±2 aerob alle 

Kielwein 

(1969) 

 

Aeromonas 

spp. 

GSP-

Agar 
30 48±2 aerob 

große, gelbe Kolonien mit 

gelber Umgebung  

L 01.00-3
1 

 
Coliforme VL-Agar 30 48±2 anaerob 

rote Kolonien 

(Ø 1-2 mm) mit rötlichem 

Präzipitationshof 

 

L 06.00-36
1
 

 

Escherichia 

coli 

ECD-

Agar 

(fluor.-

opt. 

Verf.)  

44 16 bis 18 aerob 

Kolonien, die durch Spal-

tung von 4-

Methylumbelliferyl-ß-D-

Glucuronid (MUG) bei 

UV-Licht mit Wellenlänge 

360nm oder 366nm blau-

fluoreszierend erscheinen, 

im Indol-Test bestätigt 

 

L 06.00-25
1
 

 

Entero-

bacteriaceae 
VG-Agar 30 48±2 anaerob 

rote Kolonien mit rötli-

chem Präzipitationshof 

Kielwein 

(1969, 

1971) 

 

Pseudo-

monas spp. 

GSP-

Agar 
30 48±2 aerob 

große Kolonien mit bläu-

lich schimmernder Ober-

fläche und rotvioletter 

Umgebung 

 

ECD: Escherichia-coli-Direkt-Agar; GKZ: Gesamtkeimzahl; VG: Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Glucose-Agar; 

VL: Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Lactose-Agar; PC: Plate-Count-Agar; GSP: Pseudomonas-Aeromonas-

Selektivagar;  
1
 nach § 64 Lebensmittel-, Bedarfsgegenstände- und Futtermittelgesetzbuch  

4.6.2 Isolierung und Quantifizierung der Begleitflora  

Während der Kontaminationsversuche wurde die Begleitflora direkt vor der Kontamination 

sowie 24 Stunden nach der Kontamination bestimmt. Während der Hälterungsversuche fand 

die Bestimmung der Begleitflora ebenfalls vor der Kontamination und nach 24-stündiger 

Kontamination statt sowie am Ende der Hälterungszeiträume nach sieben Tagen. Über den 

gesamten Zeitraum der Lagerungsversuche wurde täglich die Begleitflora in allen Geweberes-

ten aus allen Lagerungsbedingungen bestimmt.  

Nachdem die Proben der Muschel-Gewebereste (MR) aufgearbeitet worden waren, fand die 

Bestimmung der Begleitflora über eine serielle Verdünnung mit gepuffertem Peptonwasser
 

bis zur Verdünnung 10
-4 statt. 

Mit einer sterilen Pipette wurden 50 µl unverdünnte homogenisierte Probe und jeweils 50 µl 

der Probe aus den hergestellten Verdünnungsstufen auf einen zuvor eingeteilten Sektor der 
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jeweiligen Nährböden aufgetropft. Mit der Pipetten-Spitze wurde das Inokulum gleichmäßig 

auf der Sektorfläche verteilt. 

Aus den Koloniezahlen der niedrigsten und der nächsthöheren auswertbaren Verdünnungs-

stufe wurde der gewichtete Mittelwert  ̅ berechnet. 

Der Berechnung lag die Farmiloe´sche Formel zugrunde (Farmiloe et al., 1954). 

 

 ̅  
  

               
     

 

 ̅ gewogenes arithmetisches Mittel der Koloniezahlen 

∑c Summe der Kolonien aller Sektoren, die bei der Berechnung herangezogen wurden 

(niedrigste und nächst höhere auswertbare Verdünnungsstufe) 

n1 Anzahl der Sektoren der niedrigsten auswertbaren Verdünnungsstufe 

n2 Anzahl der Sektoren der nächst höheren auswertbaren Verdünnungsstufe 

d Verdünnungsfaktor der niedrigsten ausgewerteten Verdünnungsstufe 

 

Die Keimzahl je g oder ml der Probe wurde durch Multiplikation mit dem Verdünnungsfaktor 

erhalten. 

4.6.3 Mesophile aerobe Gesamtkeimzahl  

Die Bestimmung der mesophilen aeroben Gesamtkeimzahl erfolgte per Tropfplatten-

Verfahren nach der Methode L 06.00–19 der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsver-

fahren nach § 64 LFGB. 

Danach wurden zur mesophilen aeroben Gesamtkeimzahl alle Kolonien gezählt, die nach 

festgelegtem Verfahren auf dem Plate-Count-Agar (PC-Agar) makroskopisch zählbar waren.  

Die Platten wurden mit dem Boden nach oben unter aeroben Bedingungen im Brutschrank bei 

30 °C für 72±2 Stunden bebrütet. Nach der Bebrütung wurden alle auf den jeweiligen Sekto-

ren gewachsenen Kolonien gezählt. 

Bei der Auswertung wurden nur Sektoren berücksichtigt, bei denen zwischen fünf bis 

50 Kolonien vorlagen. Die untere Nachweisgrenze lag bei <10
2
 KbE/g. 

4.6.4 Aeromonas spp.  

Die Bestimmung der Aeromonaden erfolgte per Tropfplatten-Verfahren nach der Methode 

von Kielwein (1969). 

Danach wurden unter Aeromonaden Oxidase- und Katalase-positive Bakterien verstanden, die 

nach festgelegtem Verfahren auf Pseudomonas-Aeromonas-Selektivagar (GSP-Selektivagar) 

große, gelbe Kolonien mit gelber Umgebung bilden. 
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Die Platten wurden mit dem Boden nach oben unter aeroben Bedingungen im Brutschrank bei 

30 °C für 48±2 Stunden bebrütet. Nach der Bebrütung wurden alle charakteristischen Kolo-

nien (gelb mit gelber Umgebung, Durchmesser 1,5-2,5 mm) der jeweiligen Sektoren gezählt. 

Bei der Auswertung wurden nur Sektoren berücksichtigt, bei denen zwischen fünf bis 

50 Kolonien vorlagen. 

Die Kolonien wurden dem Katalase- und Oxidase-Test unterzogen. Für den Katalase-Test 

wurde mit einer sterilen Platindrahtöse ein Teil der zu prüfenden Kolonie aufgenommen und 

auf einen trockenen Glasobjektträger aufgetragen. Ein Tropfen Katalase-Reagenz (3 % wäss-

rige H2O2-Lösung) wurde auf die Bakterienmasse gegeben. Eine positive Reaktion lag bei 

sofortiger und intensiver Gasbildung vor. 

Für den Oxidase-Test wurde mit einer sterilen Platindrahtöse ein Teil der zu prüfenden 

Kolonie aufgenommen, auf die Reaktionszone des Teststäbchens aufgebracht und dort mit der 

Impföse verrieben. Nach 45 Sekunden wurde die Farbe der Reaktionszone mit der Farbskala 

verglichen. Eine positive Reaktion lag bei einer blauen bis violetten Verfärbung der Reak-

tionszone vor. 

Bei der Berechnung der Keimzahl von Aeromonaden wurde der prozentuale Anteil der im 

Katalase- und Oxidase-Test positiven Kolonien berücksichtigt. Wenn mindestens 80 % der 

ausgewählten typischen Kolonien eines Sektors Katalase- und Oxidase-positiv waren, wurden 

die nach Auszählung ermittelten Zahlen der typischen Kolonien als Anzahl der Aeromona-

den-Kolonien gewertet. In allen anderen Fällen wurde die Anzahl der Aeromonaden-Kolonien 

eines Sektors nach dem prozentualen Anteil der positiven Katalase- und Oxidase-Tests 

berechnet. 

Aus den Koloniezahlen der niedrigsten und der nächsthöheren auswertbaren Verdünnungsstu-

fe wurde das gewogene arithmetische Mittel  ̅ berechnet (siehe 4.6.2). Die untere Nachweis-

grenze lag bei <10
2
 KbE/g. 

4.6.5 Coliforme Bakterien 

Die Bestimmung coliformer Keime erfolgte per Tropfplatten-Verfahren nach der Methode 

L 01.00–3 der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB. 

Coliforme Keime waren im Sinne der Methode L 01.00–3 Mikroorganismen die sich als rote 

Kolonien mit einem Durchmesser von 1 mm bis 2 mm und rötlichem Präzipitationshof auf 

Kristrallviolett-Neutralrot-Galle-Lactose-Agar (VRB-Agar) darstellen. Auch Kolonien ohne 

Präzipitat können bisweilen Coliforme-Kolonien sein. Kolonien ohne Präzipitat wurden stich-

probenweise mittels Enterotube II einer Speziesdifferenzierung unterzogen. 

Die Platten wurden mit dem Boden nach oben unter anaeroben Bedingungen im Brutschrank 

bei 30 °C für 48±2 Stunden bebrütet. Nach der Bebrütung wurden alle charakteristischen 

Kolonien (rötlich mit rötlichen Präzipitationshöfen) der jeweiligen Sektoren gezählt. Auch 

solche Kolonien die atypisch erschienen, nach Enterotube II aber als Coliforme-Kolonien 

identifiziert wurden, wurden berücksichtigt. 

73



 

74 

 

Bei der Auswertung wurden nur Sektoren berücksichtigt, bei denen zwischen fünf bis 

50 Kolonien vorlagen. 

Aus den Koloniezahlen der niedrigsten und der nächsthöheren auswertbaren Verdünnungs-

stufe wurde das gewogene arithmetische Mittel  ̅ berechnet (siehe 4.6.2). Die untere Nach-

weisgrenze lag bei <10
2
 KbE/g. 

4.6.6 E. coli  

Die Bestimmung von E. coli erfolgte per fluoreszenzoptischem Verfahren nach der Methode 

L 06.00–36 der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB. 

Unter E. coli wurden im Sinne der Methode L 06.00–36 gram-negative Bakterien verstanden, 

die nach festgelegtem Verfahren durch Spaltung von 4-Methylumbelliferyl-ß-D-Glucuronid 

(MUG) bei Anregung durch UV-Licht bei einer Wellenlänge von 360 nm oder 366 nm als 

blau-fluoreszierende Kolonien erschienen und im Indol-Test positiv reagierten. 

Für die Bestimmung von E. coli wurde das Wiederbelebungsverfahren angewendet, bei dem 

mit einer sterilen Pinzette ein Cellulose-Acetat-Membranfilter auf die getrocknete Oberfläche 

des Glutamat-Agars gelegt wurde. Nachfolgend wurde 1 ml der unverdünnten homo-

genisierten Probe auf den Membranfilter gegeben. Mit der Pipetten-Spitze wurde dann das 

Inokulum gleichmäßig über die Membranoberfläche verteilt. 

Die beimpften Platten wurden mit dem Boden nach unten für vier Stunden im Brutschrank bei 

37 °C unter aeroben Bedingungen vorbebrütet. 

Der beimpfte und vorbebrütete Membranfilter wurde dann auf den Escherichia-coli-Direkt-

Agar (ECD-Agar) überführt. Die Platten wurden mit dem Boden nach unten bei 44 °C im 

Brutschrank für 16-18 Stunden unter aeroben Bedingungen bebrütet. 

Unter der UV-Lampe, mit Licht einer Wellenlänge von 360 nm oder 366 nm, erscheinen die 

ß-D-Glucuronidase-positiven Kolonien blau-fluoreszierend. Diese wurden, wenn vorhanden, 

gekennzeichnet und gezählt. 

Zur Bestätigung der blau-fluoreszierenden Kolonien wurde ein Indol-Test durchgeführt. Auf 

einen Objektträger wurde ein Tropfen Indol-Reagenz mit einem Teil der Kolonie vermengt. 

Eine positive Indol-Reaktion wurde durch Rosa- bzw. Rotfärbung innerhalb von zehn Sekun-

den angezeigt. Bei der Auswertung muss der Anteil der im Indol-Test positiven Kolonien 

berücksichtigt werden. Erweisen sich alle getesteten Kolonien als Indol-positiv, werden zur 

Berechnung der Anzahl an E. coli alle blau-fluoreszierenden Kolonien zugrunde gelegt. 

Reagieren weniger Kolonien positiv, wird die Anzahl an E. coli nach dem prozentualen Anteil 

der positiven Indol-Nachweisreaktionen berechnet. 

Beim Zählen wurden nur solche Platten berücksichtigt, auf denen eine bis 150 Kolonien 

vorlagen. 

Aus den Koloniezahlen der niedrigsten und der nächsthöheren auswertbaren Verdünnungsstu-

fe wurde das gewogene arithmetische Mittel  ̅ berechnet (siehe 4.6.2). Die untere Nachweis-

grenze lag bei <10
1
 KbE/g. 
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4.6.7 Enterobacteriaceae  

Die Bestimmung der Enterobacteriaceae erfolgte per Tropfplatten-Verfahren nach der 

Methode L 06.00–25 der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 

§ 64 LFGB. 

Unter Enterobacteriaceae wurden im Sinne der Methode L 06.00–25 Mikroorganismen ver-

standen, die nach festgelegtem Verfahren anaerob Säure aus Glucose bilden und als rote 

Kolonien mit rötlichem Präzipitationshof auf dem Kristrallviolett-Neutralrot-Galle-Glucose-

Agar nach MOSSEL (VRBD-Agar) erschienen. Die Platten wurden mit dem Boden nach 

oben unter anaeroben Bedingungen im Brutschrank bei 30 °C für 48±2 Stunden bebrütet. 

Nach der Bebrütung wurden alle charakteristischen roten Kolonien mit Präzipitationshöfen 

der jeweiligen Sektoren gezählt. 

Bei der Auswertung wurden nur Sektoren berücksichtigt, bei denen zwischen fünf bis 

50 Kolonien vorlagen. 

Aus den Koloniezahlen der niedrigsten und der nächsthöheren auswertbaren Verdünnungs-

stufe wurde das gewogene arithmetische Mittel  ̅ berechnet (siehe 4.6.2). Die untere Nach-

weisgrenze lag bei <10
2
 KbE/g. 

4.6.8 Pseudomonas spp.  

Die Bestimmung der Pseudomonaden erfolgte per Tropfplatten-Verfahren nach der Methode 

von Kielwein (1969; 1971). 

Nach der Methode L 06.00–43 wurden unter Pseudomonaden Oxidase- und Katalase-positive 

Bakterien verstanden, die nach festgelegtem Verfahren auf Pseudomonas-Aeromonas-

Selektivagar (GSP-Selektivagar) große Kolonien mit bläulich schimmernder Oberfläche und 

rotvioletter Umgebung bildeten. 

Die Platten wurden mit dem Boden nach oben unter aeroben Bedingungen im Brutschrank bei 

30 °C für 48±2 Stunden bebrütet. Nach der Bebrütung wurden alle charakteristischen Kolo-

nien mit bläulichem Schimmer und rotvioletter Umgebung sowie einem Durchmesser von 

1,5-2,5 mm gezählt. 

Bei der Auswertung wurden nur Sektoren berücksichtigt, bei denen fünf bis 50 Kolonien vor-

lagen. 

Die ausgewählten Kolonien wurden dem Katalase- und Oxidase-Test unterzogen (vgl. Ab-

schnitt 3.7.4). Bei der Berechnung der Keimzahl an Pseudomonaden wurde der prozentuale 

Anteil der im Katalase- und Oxidase-Test positiven Kolonien berücksichtigt. Wenn mindes-

tens 80 % der ausgewählten typischen Kolonien eines Sektors Katalase- und Oxidase-positiv 

waren, wurden die nach Auszählung ermittelten Zahlen der typischen Kolonien als Anzahl der 

Pseudomonaden-Kolonien gewertet. In allen anderen Fällen wurde die Anzahl der 

Pseudomonaden-Kolonien eines Sektors nach dem prozentualen Anteil der positiven Katala-

se- und Oxidase-Tests berechnet. 
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Aus den Koloniezahlen der niedrigsten und der nächsthöheren auswertbaren Verdünnungsstu-

fe wurde das gewogene arithmetische Mittel  ̅ berechnet (siehe 4.6.2). Die untere Nachweis-

grenze lag bei <10
2
 KbE/g.   
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5 Ergebnisse 

5.1 Wachstumsverhalten von Vibrio spp. 

Das Wachstumsverhalten von V. parahaemolyticus (SR3) und V. cholerae (SR12) wurde im 

biologischem Replikat untersucht. Dabei wurde die Zunahme der optischen Dichte bei 

600 nm (OD600) während der ersten acht Stunden in APW gemessen. 

Das Wachstumsverhalten der beiden Stämme wurde in OD-Zeitdiagrammen dargestellt 

(Abb. 10 A-B). 

Über die ersten vier Stunden befand sich V. parahaemolyticus (SR3) in der Wachstumsphase, 

ein linearer Anstieg der OD wurde aufgezeichnet (Abb. 10 A). Ab der vierten Stunde erreich-

te das Wachstum die stationäre Phase / Plateauphase. V. cholerae (SR12) zeigte eine 2-

stündige lag-Phase, bevor es zur logarithmischen Zunahme der Zelldichte in der exponentiel-

len Phase kam. V. cholerae erreichte die Plateauphase nach fünf Stunden (Abb. 10 B). 

V. parahaemolyticus (SR3) erreichte insgesamt eine höhere optische Dichte als V. cholerae 

(SR12). 

 

 
 

A 

 

 
 

B 

 

Abbildung 10 A-B: Wachstumskurven von Vibrio spp. 

 

V. parahaemolyticus (A);  

V. cholerae (B) 

Darstellung der optischen Dichte bei 600 nm.  

Mittelwert von zwei biologischen Replikaten während der ersten acht Stunden bei 37 °C. 

 

5.2 Kontaminations-, Hälterungs- und Lagerungsversuche mit 

V. cholerae, V. parahaemolyticus oder V. vulnificus kontami-

nierten M. edulis  

5.2.1 Kontaminationsversuche  

In einzeln durchgeführten Kontaminationsversuchen, in denen M. edulis mit einer der drei 

Vibrio spp. kontaminiert wurden, konnte eine Akkumulation von V. parahaemolyticus (SR3), 

V. cholerae (SR12) und V. vulnificus (V57/10) über einen Zeitraum von 24 Stunden beobach-
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tet werden (Abb. 11 A-C)). Während der gesamten Studiendauer wurde die höchste 

Konzentration an Vibrio spp. in den Mitteldarmdrüsen (MDD), im Vergleich zu den anderen 

Probensegmenten, detektiert. 

 

 

A 

 

 

B 

 

 

C 

 
Abbildung 11 A-C: Vibrio spp. in M. edulis während der Kontamination;  

 

V. cholerae in M. edulis (A); V. parahaemolyticus in M. edulis (B); V. vulnificus in M. edulis (C); 

Zellzahlen von V. cholerae, V. parahaemolyticus und V. vulnificus in verschiedenen Probensegmenten der 

M. edulis während der 24-stündigen Kontamination bei 15 °C.  

 

♦ MDD: Mitteldarmdrüsen; ● MR: Muschel-Gewebereste; ∆ MLW: Muschel-Lumen-Wässer; 

x TW-K: Tankwasser Kontaminationsbecken 

1,00E+00

1,00E+02

1,00E+04

1,00E+06

1,00E+08

1,00E+10

0 1.5 3 4.5 6 24

K
b

E/
g 

Zeit während Kontamination [h] 

1,00E+00

1,00E+02

1,00E+04

1,00E+06

1,00E+08

1,00E+10

0 1.5 3 4.5 6 24

K
b

E/
g 

Zeit während Kontamination [h] 

1,00E+00

1,00E+02

1,00E+04

1,00E+06

1,00E+08

1,00E+10

0 1.5 3 4.5 6 24

K
b

E/
g 

Zeit während Kontamination [h] 

78

Ergebnisse



Ergebnisse 

79 

 

5.2.1.1 Kontamination mit V. cholerae 

Die Kontamination von M. edulis wurde im ersten Versuchsdurchgang mit einer Kontamina-

tionsdichte von 4,7x10
11

 KbE(absolut) [KbE(abs.)] V. cholerae durchgeführt. In dem 20 Liter um-

fassenden Kontaminationsbecken entsprach dies einer Kontaminationsdosis von 

2,4x10
7 

KbE/ml. Im zweiten Versuchsdurchgang wurde mit einer Kontaminationsdichte von 

4,6x10
9
 KbE(abs.) V. cholerae kontaminiert. Dies entsprach einer Kontaminationsdosis von 

2,3x10
5 

KbE/ml. 

 

Die Kontamination von M. edulis mit V. cholerae (SR12) über einen Zeitraum von 

24 Stunden zeigte nach 1,5 Stunden eine Anreicherung von V. cholerae in den Mitteldarmdrü-

sen (MDD) mit 5,0x10
8
 KbE/g (Abb. 11 A). Bis zu 4,5 Stunden wurde keine Reduktion der 

V. cholerae-Konzentration detektiert, 4,1x10
8
 KbE/g wurden zu diesem Zeitpunkt nachgewie-

sen. 

Im Zeitraum zwischen 4,5 bis 6 Stunden reduzierte sich die Vibrionen-Konzentration auf 

5,3x10
7
 KbE/g. Nach 24 Stunden war die Anzahl von V. cholerae (SR12) auf 1,1x10

7
 KbE/g 

innerhalb der MDD abgesunken. In den Muschel-Geweberesten (MR) und den Muschel-

Lumen-Wässern (MLW) konnte ein ähnlicher Verlauf beobachtet werden. Nach einer 

schnellen Akkumulation von V. cholerae (SR12) innerhalb von 1,5 Stunden konnten Konzen-

trationen von 5,5x10
7
 KbE/g in den MR und 2,9x10

6
 KbE/ml in den MLW detektiert werden. 

Nach 24 Stunden sank die V. cholerae (SR12)-Konzentration in allen Probensegmenten um 

ca. 1 bis 2 log. Im Tankwasser des Kontaminationsbeckens (TW-K) wurden nach 1,5 Stunden 

5,3x10
6
 KbE/ml V. cholerae detektiert. Nach 24 Stunden konnte im TW-K ein leichter An-

stieg der Vibrionen-Konzentration detektiert werden.  
 

5.2.1.2 Kontamination mit V. parahaemolyticus  

Die Kontamination mit V. parahaemolyticus erfolgte im ersten Versuchsdurchgang mit einer 

Kontaminationsdichte von 4,2x10
12

 KbE(abs.) V. parahaemolyticus. In dem Kontaminations-

becken mit 20 Litern entsprach dies einer Kontaminationsdosis von 2,1x10
8 
KbE/ml. 

Im zweiten Versuchsdurchgang wurden die M. edulis mit einer Kontaminationsdichte von 

4,0x10
12

 KbE(abs.) V. parahaemolyticus kontaminiert. Dies entsprach einer Kontaminations-

dosis von 2,0x10
8 

KbE/ml.  

 

Im Zeitraum der 24-stündigen Kontamination von M. edulis erreichte V. parahaemolyticus 

nach 1,5 Stunden eine maximale Anreicherung in den MDD mit einer Konzentration von 

6,0x10
9
 KbE/g (Abb. 11 B). 

Die Dichte von V. parahaemolyticus in den MDD blieb in den ersten sechs Stunden nach der 

Inokulation annähernd gleich. Nach sechs Stunden wurden 3,1x10
9
 KbE/g detektiert. Die 

Konzentration von V. parahaemolyticus (SR3) in den MDD wurde im Zeitraum von sechs bis 

24 Stunden auf 1,8x10
7
 KbE/g reduziert. In den Muschel-Geweberesten (MR) wurde in den 
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ersten sechs Stunden ein leichter Anstieg der Vibrionen-Konzentration beobachtet. Nach einer 

schnellen Akkumulation innerhalb der ersten 1,5 Stunden auf 2,8x10
7
 KbE/g erhöhte sich die 

Vibrionen-Konzentration in den MR nach sechs Stunden auf ca. 3,1x10
8
 KbE/g. Nach 

24 Stunden wurden 6,1x10
6
 KbE/g detektiert. Die V. parahaemolyticus-Konzentration in den 

Muschel-Lumen-Wässern nahm im Zeitraum zwischen 1,5 Stunden mit 3,8x10
7
 KbE/g bis 

4,5 Stunden mit 2,9x10
8
 KbE/g leicht zu. Die V. parahaemolyticus-Konzentration im 

Tankwasser wurde während der 24-stündigen Kontamination am stärksten reduziert. Nach 

1,5 Stunden wurden 5,1x10
8
 KbE/g detektiert, nach 24 Stunden waren es 2,6x10

6
 KbE/g. Die 

V. parahaemolyticus (SR3)-Konzentration war nach 24 Stunden in allen Probensegmenten um 

ca. 1 bis 2 log-Stufen abgesunken. 

5.2.1.3 Kontamination mit V. vulnificus 

Die Kontamination mit V. vulnificus fand im ersten Versuchsdurchgang mit einer Kontamina-

tionsdichte von 4,0x10
10

 KbE(abs.) V. vulnificus statt. In dem 20 Literbecken entsprach dies 

einer Kontaminationsdosis von 2,0x10
6
 KbE/ml. Im zweiten Versuchsdurchgang wurde mit 

einer Kontaminationsdichte von 3,5x10
11

 KbE(abs.) V. vulnificus kontaminiert, das entsprach 

einer Kontaminationsdosis von 1,75x10
7
 KbE/ml.  

 

V. vulnificus erreichte nach 1,5 Stunden Anreicherung Werte von bis zu 3,9x10
8
 KbE/g in den 

MDD (Abb. 11 C). Nach dieser ersten Messung wurde eine stetige Zellzahlabnahme detek-

tiert, wobei die V. vulnificus-Konzentration in den MDD nach 24 Stunden bis auf 

2,8x10
6
 KbE/g zurückging. In den Muschel-Geweberesten (MR) und den Muschel-Lumen-

Wässern (MLW) wurden die höchsten Vibrionen-Anreicherungen erst nach 3 Stunden be-

obachtet. Hierbei wurden in den MR nach 1,5 Stunden 1,6x10
6
 KbE/g und nach 3 Stunden 

3,9x10
6
 KbE/g detektiert sowie in den MLW 8,0x10

5
 KbE/ml nach 1,5 Stunden und 

8,5x10
5
 KbE/ml nach 3 Stunden. Nach 24 Stunden war die Vibrionen-Konzentration auf ca. 

10
4
 KbE/g in den MR bzw. ca. 10

4
 KbE/ml in den MLW reduziert. Nach 1,5 Stunden betrug 

die Konzentration von V. vulnificus im Tankwasser 7,5x10
5
 KbE/ml. Eine langsame, aber 

stetige Abnahme der Vibrionen-Konzentration im Tankwasser wurde über den Zeitraum von 

24 Stunden beobachtet. Die erreichte Endkonzentration betrug 5,5x10
3
 KbE/ml. 

 

Während der Kontaminationsversuche waren nach artifizieller Kontamination weder auffälli-

ge sensorische noch pathologische Veränderungen in den Miesmuscheln ersichtlich. 

 

5.2.2 Hälterungsversuche  

In den durchgeführten Hälterungsversuchen wurden mit jeweils einer Vibrio sp. kontaminierte 

M. edulis in einem Reinigungsbecken über einen Zeitraum von sieben Tagen gehältert (Abb. 

12 A-C)  
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Hälterungsversuche 

 

 
A 

 

 

B 

 

 

C 

 

Abbildung 12 A-C: Vibrio spp. in M. edulis während der Hälterung; 

 

V. cholerae in M. edulis (A); V. parahaemolyticus in M. edulis (B); V. vulnificus in M. edulis (C);  
Zellzahlen von V. cholerae, V. parahaemolyticus und V. vulnificus nach 24-stündiger Kontamination 

in verschiedenen Probensegmenten der M. edulis während der 7-tägigen Hälterung bei 15 °C.  

 

♦ MDD: Mitteldarmdrüsen; ■ MR: Muschel-Gewebereste; ▲ TW-K: Tankwasser Kontaminations-

becken; ● TW-H: Tankwasser Hälterungsbecken; ж MLW: Muschel-Lumen-Wässer 
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5.2.2.1 Hälterung von M. edulis nach Kontamination mit V. cholerae 

Für die Hälterung von mit V. cholerae kontaminierten M. edulis wurden die Muscheln im 

ersten Versuchsdurchgang mit 2,3x10
12

 KbE(abs.) V. cholerae kontaminiert. Dies entsprach 

einer Kontaminationsdosis von 1,2x10
8
 KbE/ml. Im zweiten Versuchsdurchgang wurde mit 

4,8 x 10
13

 KbE(abs.) V. cholerae kontaminiert, das entsprach im Kontaminationsbecken einer 

Kontaminationsdosis von 2,4x10
9
 KbE/ml. 

 

Nach 24-stündiger Kontamination lagen V. cholerae-Konzentrationen von 4,3x10
7
 KbE/g in 

den MDD, 4,3x10
6
 KbE/g in den MR und 6,8x10

6
 KbE/ml in den MLW vor (Abb. 12 A). Die 

Konzentration im Tankwasser des Kontaminationsbeckens (TW-K) betrug nach 24 Stunden 

1,8x10
6
 KbE/ml. Im Tankwasser des Hälterungsbecken (TW-H) wurde 1,5 Stunden (auf Abb. 

12 A: 25,5 Stunden) nach Umsetzung der Muscheln eine Bakterienkonzentration von 

5,3x10
4
 KbE/ml detektiert. Innerhalb der ersten drei Stunden (auf Abb. 12 A: 24 bis 

27 Stunden) blieben die Zellzahlen in den MDD, MR und TW-H stabil. In den MLW wurde 

eine sofortige Reduktion der Vibrionen-Konzentration detektiert, wobei nach 4,5 Stunden (auf 

Abb. 12 A: 28,5 Stunden) einmalig eine erhöhte Konzentration von 1,3x10
7
 KbE/g detektiert 

wurde. 

Innerhalb der MDD, MR und MLW wurde die V. cholerae-Konzentration in den sieben 

Tagen der Hälterung um ca. 3-4 log reduziert. Nach 7-tägiger (192-stündiger) Hälterung 

wurde in den MDD eine V. cholerae-Konzentration von 2,5x10
3
 KbE/g detektiert. Am dritten 

Tag der Hälterung wurde im ersten Versuchsdurchgang zusätzlich zu V. cholerae auch 

V. vulnificus detektiert. 

5.2.2.2 Hälterung von M. edulis nach Kontamination mit V. parahaemolyticus 

Für die Hälterung mit V. parahaemolyticus kontaminierten M. edulis wurden die Muscheln im 

ersten Versuchsdurchgang mit einer Kontaminationsdichte von 3,6x10
12

 KbE(abs.) 

V. parahaemolyticus kontaminiert, was einer Kontaminationsdosis von 1,8x10
8
 KbE/ml ent-

sprach. Im zweiten Versuchsdurchgang wurde mit einer Kontaminationsdichte von 

3,8x10
12

 KbE(abs.) V. parahaemolyticus kontaminiert, das einer Kontaminationsdosis von 

1,9x10
8
 KbE/ml entsprach.  

 

Während der 7-tägigen Hälterung wurde der Verlauf der V. parahaemolyticus-Konzentration 

in M. edulis aufgezeichnet (Abb. 12 B). Nach 24-stündiger Kontamination, wurden 

V. parahaemolyticus-Konzentrationen von 1,9x10
7
 KbE/g in den MDD, 3,4x10

6
 KbE/g in den 

MR und 3,4x10
6
 KbE/ml in den MLW detektiert. Die Vibrionen-Konzentration im Tankwas-

ser des Kontaminationsbeckens (TW-K) betrug nach 24 Stunden 3,8x10
5
 KbE/ml. 

Nach Umsetzung der Muscheln in das Hälterungsbecken wurden im Tankwasser (TW-H) 

nach 1,5 Stunden (auf Abb. 12 B: 25,5 Stunden) bis zu 4,5x10
3
 KbE/ml V. parahaemolyticus 

detektiert. Bis zu 12 Stunden (auf Abb. 12 B: 36 Stunden) nach Umsetzung der Muscheln 
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konnten im TW-H keine Veränderungen der V. parahaemolyticus-Konzentration nachgewie-

sen werden. Nach 48 Stunden wurden letztmalig V. parahaemolyticus im TW-H mit 

1,0x10
3
 KbE/g detektiert.  

Innerhalb der MDD sank die Konzentration von V. parahaemolyticus in den ersten 

1,5 Stunden auf 5,5x10
6
 KbE/g. Bis zu 30 Stunden blieb diese Konzentration stabil und sank 

dann in den folgenden 6 Stunden auf 3,8x10
5
 KbE/g. In den MR war die 

V. parahaemolyticus-Konzentration in den ersten 1,5 Stunden (auf Abb.12 B: 25,5 Stunden) 

der Hälterung um ca. 1 log auf 2,9x10
5
 KbE/g reduziert, blieb dann bis zu 30 Stunden stabil 

und sank dann bis zur 144-stündigen Hälterung auf 2,3x10
3
 KbE/g ab. Am zweiten Tag wurde 

in den MR einmalig ein Konzentrationspeak von 1,8x10
6
 KbE/g detektiert.  

Nach sieben Tagen (192 Stunden) war die V. parahaemolyticus-Konzentration in den MDD 

auf 4,3x10
3
 KbE/g reduziert.  

Vor der Kontamination mit V. parahaemolyticus wurde im ersten Versuchsdurchgang in der 

Nullprobe V. alginolyticus detektiert. 

5.2.2.3 Hälterung von M. edulis nach Kontamination mit V. vulnificus 

Die Kontamination und Bearbeitung der zwei Hälterungsversuche mit V. vulnificus wurden 

im Bundesinstitut für Risikobewertung von und in Zusammenarbeit mit Keike Schwartz 

durchgeführt.  

In dieser Studie wurden die Muscheln nach Umsetzung ins Hälterungsbecken nach 3, 6, 12 

und 24 Stunden und daraufhin täglich untersucht. 

 

Nach 24-stündiger Kontamination wurden V. vulnificus-Konzentrationen von 6,8x10
7
 KbE/g 

in den Mitteldarmdrüsen (MDD), 2,0x10
7
 KbE/g in den Muschel-Geweberesten (MR) und 

2,6x10
6
 KbE/ml in den Muschel-Lumen-Wässern (MLW) von M. edulis detektiert 

(Abb. 12 C). Die Konzentration im Tankwasser des Kontaminationsbeckens (TW-K) betrug 

nach 24 Stunden 8,0x10
5
 KbE/ml. Im Tankwasser des Hälterungsbeckens (TW-H) wurde 

1,5 Stunden nach Umsetzung der Muscheln (auf Abb. 12 C: 25,5 Stunden), eine V. vulnificus-

Konzentration von 6,5x10
4
 KbE/ml detektiert. Nach 36 Stunden (12 Stunden nach Hälte-

rungsbeginn) waren die V. cholerae-Konzentrationen um ca. 1 log reduziert, im TW-H auf 

1,6x10
4
 KbE/ml, in den MDD auf 7,0x10

6
 KbE/g und in den MR auf 8,0x10

5
 KbE/g. Nach 

192 Stunden (sieben Tagen) wurde V. vulnificus in den MDD mit bis zu 1,3x10
4
 KbE/g detek-

tiert, das entsprach einer weiteren Reduktion der Zellzahlen um ca. 2 log. Nach dieser 1-

wöchigen Hälterung sowie nach 9-tägiger Hälterung (250-stündiger) konnten Vibrionen in 

den MDD, MR und MLW detektiert werden.  
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5.2.2.4 Vergleich der Vibrio spp.-Konzentrationen in den Mitteldarmdrüsen von 
M. edulis während der Hälterung 

Nach Anreicherung der verschiedenen Vibrio spp. in M. edulis, durch die 24-stündige Konta-

mination wurden Konzentrationen im Bereich von 1,9x10
7
 KbE/g bis 6,8x10

7
 KbE/g in den 

Mitteldarmdrüsen detektiert (Abb. 13). 

Die Kontaminationssuspensionen enthielten ca. 10
12

 KbE(abs.) Vibrio sp., entsprechend einer 

Kontaminationsdosis von 5x10
8
 KbE/ml in dem 20 Liter-Hälterungsbecken. Im Zeitraum von 

sieben Tagen wurde eine langsame, aber kontinuierliche Reduzierung der Vibrionen-

Konzentrationen aller drei Spezies beobachtet. Nach sieben Tagen wurden Konzentrationen 

im Bereich von 2,5x10
3
 KbE/g V. cholerae und 1,3x10

4
 KbE/g V. vulnificus detektiert. Die 

Konzentration von V. parahaemolyticus lag mit 4,3x10
3
 KbE/g zwischen denen von 

V. vulnificus und V. cholerae. Die Vibrionen-Konzentrationen wurden um ca. 3-4 log redu-

ziert. Basierend auf diesen Daten wurde eine Abnahme von 0,02 log KbE/g pro Stunde 

berechnet. 

 

 

 

Abbildung 13: V. parahaemolyticus, V. cholerae und V. vulnificus in MDD von 

M. edulis während der Hälterung; 

Zellzahlen von ● V. cholerae, ■ V. parahaemolyticus und ∆ V. vulnificus nach 24-

stündiger Kontamination in den Mitteldarmdrüsen der M. edulis während der 7-tägigen 

Hälterung bei 15 °C.  

 

Während der Hälterungsversuche waren nach artifizieller Kontamination weder auffällige 

sensorische noch pathologische Veränderungen in den Miesmuscheln ersichtlich. 

5.2.3 Lagerungsversuche  

Für die Lagerungsstudien wurden jeweils ca. 200 Miesmuscheln mit jeweils einer Vibrio sp. 

kontaminiert. Nach 24-stündiger Kontamination wurden die Muscheln für die Lagerung in 

Vakuumbeuteln (V) und Jutesäcken (J) verpackt. Ein Vakuum-Beutel enthielt fünf Muscheln 

mit 200 ml ASW (HW) und wurde nach Evakuierung verschweißt (vakuumiert). Jeder 
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Jutesack enthielt fünf Muscheln. Proben beider Verpackungsarten wurden zehn Tage lang bei 

3 °C in schmelzendem Eis bzw. bei 15 °C im Klimaschrank gelagert. Die Vibrio spp.-

Belastung der bei 3 °C gelagerten Miesmuscheln wurde täglich und die der bei 15 °C gelager-

ten Miesmuscheln alle zwei Tage untersucht. 

5.2.3.1 Lagerung von M. edulis nach Kontamination mit V. cholerae 

Für die Lagerung von M. edulis die mit V. cholerae kontaminiert waren, wurden die Muscheln 

im ersten Versuchsdurchgang mit einer Kontaminationsdichte von 4,8x10
10

 KbE(abs.) 

V. cholerae kontaminiert. Dies entsprach einer Kontaminationsdosis von 2,4x10
6
 KbE/ml. Im 

zweiten Versuchsdurchgang wurde mit einer Kontaminationsdichte von 4,0x10
11

 KbE(abs.) 

V. cholerae kontaminiert, entsprechend einer Kontaminationsdosis von 2,0x10
7
 KbE/ml. 

Nach 24-stündiger Kontamination lagen V. cholerae-Konzentrationen von 7,5x10
6
 KbE/g in 

den MDD vor. In den MR wurden 2,6x10
7
 KbE/g detektiert, in den MLW 2,6x10

6
 KbE/ml 

und im TW-K 7,5x10
5
 KbE/ml. 

Zum Zeitpunkt der Verpackung „Nullter Tag“ (nach 24-stündiger Kontamination) wurden die 

Muscheln in Vakuumbeutel (V) und Jutesäcke (J) verpackt, um dann bei 3 °C in schmelzen-

dem Eis und bei 15 °C im Klimaschrank über zehn Tage gelagert zu werden (Abb. 14 A-D). 
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V. cholerae in M. edulis 

 

Vakuumverpackung 
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Abbildung 14 A-D: V. cholerae in M. edulis während der Lagerung; 

Lagerung Vakuumverpackung 3 °C (A), Lagerung Jute 3 °C (B),  

Lagerung Vakuumverpackung 15 °C (C), Lagerung Jute 15 °C (D), 

Zellzahlen von V. cholerae in verschiedenen Probensegmenten der M. edulis.  

◊ / ♦ MDD: Mitteldarmdrüsen; □ / ■ MR: Muschel-Gewebereste; x / ж MLW: Muschel-Lumen-

Wässer; ∆ TW-K: Tankwasser Kontaminationsbecken; ▲ HW: Hälterungswasser aus Vakuumver-

packung;  

 

Leere Symbole (◊ / □ / x / ∆) zum Zeitpunkt 0 

Gefüllte Symbole (♦ / ■ / ж / ▲) während der 10-tägigen Lagerung
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Lagerung bei 3 °C in Vakuumverpackung  

Während der Lagerung der Muscheln in der Vakuumverpackung bei 3 °C (V+3°C) wurde 

nach dem ersten Tag in den MDD V. cholerae in einer Dichte von 1,0x10
8
 KbE/g detektiert. 

Dies stellte im gesamten Studienzeitraum den höchsten Messwert dar (Abb. 14 A). Am zwei-

ten Studientag lag die Vibrionen-Konzentration in den MDD bei 7,9x10
6
 KbE/g. Bis zum 

fünften Tag wurde ein Konzentrationsanstieg bis auf 4,8x10
7
 KbE/g detektiert. Am sechsten 

Tag lag die V. cholerae-Konzentration bei 7,5x10
6
 KbE/g und blieb bis zum zehnten Tag 

stabil. Am zehnten Tag wurden 2,0x10
7
 KbE/g V. cholerae in den MDD detektiert. In den 

MR konnten am ersten Tag 2,6x10
7
 KbE/g detektiert werden. Die V. cholerae-Konzentration 

stieg während des ersten Lagertages in den MDD der vakuumverpackten Muscheln an, wäh-

rend sie in den MR auf 3,4x10
6
 KbE/g abnahm. Innerhalb der 10-tägigen Studiendauer wur-

den V. cholerae-Zellzahlen in den MR im Bereich zwischen 4,4x10
6
 KbE/g (höchste Kon-

zentration am fünften Tag) und 4,4x10
5
 KbE/g (niedrigste Konzentration am siebten Tag) 

detektiert. In den MLW war die Bakterienkonzentration mit 5,5x10
5
 KbE/ml nach dem ersten 

Tag der Lagerung um ca. 0,7 log niedriger, als sie unmittelbar nach der 24-stündigen Konta-

mination betrug. In diesem Probensegment nahm die Vibrionen-Konzentration über zehn Ta-

ge auf 1,3x10
5
 KbE/ml ab. Im HW der Vakuumverpackung konnten nach dem ersten Tag der 

Lagerung 3,4x10
5
 KbE/ml detektiert werden. Die geringste V. cholerae-Konzentration wurde 

im HW der Vakuumverpackung am siebten Tag mit 1,1x10
5
 KbE/g detektiert, danach stieg 

die Konzentration bis zum zehnten Tag auf 2,9x10
6
 KbE/g an. Zusätzlich zu dem zur 

Kontamination eingesetzten V. cholerae wurde im ersten Versuchsdurchgang am fünften Tag 

in den MDD V. vulnificus detektiert. 

 

Lagerung bei 3 °C in Jute 

Nach dem ersten Lagerungstag wurden folgende Konzentrationen von V. cholerae in den 

einzelnen Probensegmenten der bei 3 °C in Jute (J+3°C) verpackten Muscheln detektiert: 

MDD 3,7x10
7
 KbE/g, MR 4,9x10

6
 KbE/g und MLW 3,0x10

5
 KbE/ml (Abb. 14 B). 

Die höchste V. cholerae-Konzentration innerhalb der MDD wurde am ersten Tag detektiert. 

Mit 3,8x10
5
 KbE/g war die Konzentration am neunten Tag in den MDD am niedrigsten. An 

den anderen Tagen lag die V. cholerae-Konzentration in den MDD bei ca. 1,5x10
7
 KbE/g. 

In den MR lag die V. cholerae-Konzentration durchschnittlich bei 3,4x10
6
 KbE/g. Alle 

Konzentrationen lagen zwischen 6,8x10
6
 KbE/g (dritter Tag) und 5,5x10

5
 KbE/g (neunter 

Tag). Am zehnten Tag wurden in den MR 1,5x10
6
 KbE/g V. cholerae detektiert. 

In den MLW wurde im gesamten Studienzeitraum, mit Ausnahme an drei Tagen, die 

geringste V. cholerae-Konzentration mit 5,0x10
5
 KbE/ml bis 1,0x10

5
 KbE/g detektiert. An 

den Tagen fünf, sechs und neun wurden höhere Konzentrationen von V. cholerae gemessen, 

die mit Konzentrationen von 5,3x10
6
 KbE/ml (fünfter und sechster Tag) und 1,8x10

6
 KbE/ml 

(neunter Zag) über den Konzentrationen aus den MR lagen. 
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In den zehn Tagen der Lagerung konnten im zweiten Versuchsdurchgang am sechsten Tag 

nur vier anstelle von fünf Muscheln beprobt werden. Bei der anderen Muscheln lag aufgrund 

von Austrocknungsprozessen nur noch die Muschel-Schale mit stark eingetrocknetem 

Muschel-Rest vor. 

Aus den hier beprobten M. edulis wurde am zehnten Tag des ersten Versuchsdurchganges in 

den MR V. alginolyticus detektiert. 

 

Lagerung bei 15 °C in Vakuumverpackung 

Während der Lagerung der M. edulis bei 15 °C in Vakuumverpackungen (V+15°C) wurden 

die Miesmuscheln alle zwei Tage auf die Vibrionen-Konzentrationen hin untersucht (Abb. 

14 C). 

In den MDD wurden während der ersten und letzten Probenentnahmen ungefähr gleiche Kon-

zentrationen detektiert (zweiter Lagerungstag 6,3x10
6
 KbE/g; zehnter Lagerungstag 

4,4x10
6
 KbE/g). Die V. cholerae-Konzentrationen vom vierten und achten Tag lagen höher, 

mit 1,8x10
8
 KbE/g (vierter Tag) und 7,8x10

7
 KbE/g (achter Tag). Die niedrigste V. cholerae-

Konzentration in den MDD wurde am sechsten Probenentnahmetag mit 1,4x10
6
 KbE/g detek-

tiert. 

In den MR wurden am zweiten Tag (erste Probenentnahme) 6,9x10
5
 KbE/g V. cholerae nach-

gewiesen. Zwei Tage später (vierter Tag, zweite Probenentnahme) konnte mit 3,5x10
6
 KbE/g 

die höchste Vibrionen-Konzentration gemessen werden. Nachdem am sechsten Tag die ge-

ringste Konzentration mit 2,3x10
5
 KbE/g gemessen wurde, zeichnete sich im weiteren Ver-

lauf ein Anstieg ab, der bei 2,8x10
6
 KbE/g am zehnten Tag endete. 

Die detektierte V. cholerae-Konzentration in den MLW am zweiten Tag war mit 

7,5x10
4
 KbE/ml ca. 1,5 log niedriger als am Verpackungstag nach 24-stündiger Kontaminati-

on mit 2,6x10
6
 KbE/ml. Über den gesamten Studienzeitraum von zehn Tagen wurden Kon-

zentrationen zwischen 7,5x10
4
 KbE/ml (zweiter und sechster Tag) und 5,0x10

5
 KbE/ml 

(vierter und achter Tag) detektiert. 

Die V. cholerae-Konzentration im HW der Vakuumverpackung lag am ersten Proben-

entnahmetag bei 3,8x10
6
 KbE/ml. Am vierten und sechsten Lagerungstag wurden 

2,3x10
5
 KbE/ml detektiert. Am achten Tag waren es 4,1x10

5
 KbE/ml bevor am letzten Tag 

der Lagerung (zehnter Tag) im HW der Vakuumverpackung die geringste V. cholerae-

Konzentration mit 2,9x10
4
 KbE/ml detektiert wurde. 

Am sechsten und achten Lagerungstag wurden in einem Versuchsdurchgang anstelle von fünf 

Muscheln nur zwei Muscheln untersucht, da die anderen Muscheln weitgehend lysiert waren, 

sodass eine Präparation und Aufteilung in verschiedene Probensegmente nicht mehr möglich 

war. Am zehnten Untersuchungstag konnten im ersten Versuchsdurchgang vier Muscheln 

untersucht werden, im Zweiten eine Muschel. 

Im HW der Vakuumverpackung vom zehnten Lagerungstag wurde zusätzlich V. vulnificus 

detektiert. 
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Während des ersten Versuchsdurchganges fand in der Nacht vom neunten zum zehnten Tag 

ein Temperaturanstieg auf 29 °C statt. Der statistische Fehler wurde durch die generelle 

Zusammenführung der Daten aus beiden Versuchen verringert. 

 

Lagerung bei 15 °C in Jute 

Während der ersten Probenentnahme (zweiter Lagerungstag) der in Jute verpackten M. edulis 

die bei 15 °C (J+15°C) gelagert wurden, konnten in den MDD 7,9x10
6
 KbE/g V. cholerae 

nachgewiesen werden (Abb. 14 D). In den MR war die Konzentration der Vibrionen mit 

3,0x10
5
 KbE/g die niedrigste, die an diesem Tag nachgewiesen wurde. In den MLW wurden 

am ersten Probenentnahmetag 7,5x10
5
 KbE/ml detektiert. Am vierten Probenentnahmetag 

wurden in den MDD Konzentrationen von 3,5x10
7
 KbE/g detektiert. Am sechsten 

Lagerungstag wurde in den MDD die geringste V. cholerae-Konzentration mit 5,1x10
5
 KbE/g 

gemessen, die dann bis zum zehnten Lagerungstag auf 3,3x10
7
 KbE/g anstieg. Die 

Konzentrationen in den MR und MLW zeigten im Zeitraum vom zweiten bis zum sechsten 

Probenentnahmetag einen ähnlichen Verlauf. Am zweiten Tag lagen die V. cholerae-

Konzentrationen bei ca. 5,0x10
5
 KbE/g und stiegen bis zum vierten Probenentnahmetag auf 

5,0x10
6
 KbE/g an. Am sechsten Probenentnahmetag lagen alle gemessenen Konzentrationen 

aus MDD, MR und MLW im Bereich von 5,5x10
5
 KbE/g bis 9,5x10

5
 KbE/g. Ab dem 

sechsten Lagerungstag konnten Konzentrationszunahmen auf bis zu 3,3x10
7
 KbE/g in den 

MDD und 1,4x10
7
 KbE/g in den MR am zehnten Tag detektiert werden. Da am letzten 

Studientag (zehnter Lagerungstag) kein Muschel-Lumen-Wasser mehr zur Verfügung stand, 

endete die Messung am achten Tag mit 7,5x10
5
 KbE/ml. Im ersten Versuchsdurchgang 

konnten von den Muscheln am achten und zehnten Tag nur drei Muscheln, im zweiten 

Versuchsdurchgang nur eine Muschel präpariert werden. Die nicht präparierbaren Muscheln 

waren ausgetrocknet. 

Da beide Verpackungsarten im selben Klimaschrank gelagert wurden, wurde auch hier 

während des ersten Versuchsdurchganges ein Temperaturanstieg zwischen dem neunten und 

zehnten Tag über Nacht beobachtet. Der statistische Fehler wurde durch die generelle 

Zusammenführung der Daten aus beiden Versuchen verringert. 

 

Die höchsten V. cholerae-Konzentrationen über den gesamten Studienzeitraum von zehn 

Tagen wurden in den MDD detektiert, unabhängig von den verschiedenen Lagerungsvarian-

ten (Vakuumverpackung 3 °C und 15 °C sowie in Jute 3 °C und 15 °C). 

 

5.2.3.2 Lagerung von M. edulis nach Kontamination mit V. parahaemolyticus 

Für die Lagerung von mit V. parahaemolyticus kontaminierten M. edulis wurde die 24-

stündige Kontamination im ersten Versuchsdurchgang mit 4,2x10
12

 KbE(abs.) V. parahaemo-
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lyticus durchgeführt, das entsprach einer Kontaminationsdosis von 2,1x10
8
 KbE/ml im 20 

Liter-Kontaminationsbecken. 

Im zweiten Versuchsdurchgang wurde mit einer Kontaminationsdichte von 4,0x10
12

 KbE(abs.) 

V. parahaemolyticus kontaminiert, entsprechend einer Kontaminationsdosis von 

2,0x10
8
 KbE/ml. 

 

Nach 24-stündiger Kontamination wurden V. parahaemolyticus-Konzentrationen von 

1,8x10
7
 KbE/g in den Mitteldarmdrüsen (MDD), 6,1x10

6
 KbE/g in den Muschel-

Geweberesten (MR) und 7,0x10
6
 KbE/ml in den Muschel-Lumen-Wässern (MLW) detektiert. 

Die Konzentration im Tankwasser des Kontaminationsbeckens (TW-K) betrug nach 24-

stündiger Kontamination 2,6x10
6
 KbE/ml. 

Zum Zeitpunkt der Verpackung „Nullter Tag“ (nach 24-stündiger Kontamination) wurden die 

Muscheln in Vakuumbeutel (V) und Jutesäcke (J) verpackt, um dann bei 3 °C in schmelzen-

dem Eis und bei 15 °C im Klimaschrank über zehn Tage gelagert zu werden (Abb. 15 A-D). 
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V. parahaemolyticus in M. edulis
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Abbildung 15 A-D: V. parahaemolyticus in M. edulis während der Lagerung;  

Lagerung Vakuumverpackung 3 °C (E), Lagerung Jute 3 °C (F),  

Lagerung Vakuumverpackung 15 °C (G), Lagerung Jute 15 °C (H) 

Zellzahlen von V. parahaemolyticus in verschiedenen Probensegmenten der M. edulis  

◊ / ♦ MDD: Mitteldarmdrüsen; □ / ■ MR: Muschel-Gewebereste; x / ж MLW: Muschel-Lumen-

Wässer; ∆ TW-K: Tankwasser Kontaminationsbecken; ▲ HW: Hälterungswasser aus Vakuumver-

packung;  

 

Leere Symbole (◊ / □ / x / ∆) zum Zeitpunkt 0, nach 24-stündiger Kontamination  

Gefüllte Symbole (♦ / ■ / ж / ▲) während der 10-tägigen Lagerung 
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Lagerung bei 3 °C im Vakuumbeutel 

In den M. edulis, die mit V. parahaemolyticus kontaminiert waren und in Vakuumbeuteln bei 

3 °C (V+3°C) gelagert wurden, konnten nach dem ersten Lagerungstag in den MDD 

Konzentrationen von 4,5x10
6
 KbE/g, in den MR von 4,0x10

6
 KbE/g und in den MLW von 

6,3x10
5
 KbE/ml detektiert werden (Abb. 15 A). Die V. parahaemolyticus-Konzentration im 

HW der Vakuumverpackung lag bei 4,1x10
5
 KbE/ml. Innerhalb des 10-tägigen Untersu-

chungszeitraumes wurden bei den V. parahaemolyticus-Konzentrationen der MLW und HW 

geringfügige Schwankungen im Bereich von ± 0,5 log beobachtet. Nur am dritten Tag lag die 

Konzentration von V. parahaemolyticus mit 7,0x10
6
 KbE/g in den MLW höher. In den MDD 

stieg die V. parahaemolyticus-Konzentration bis zum dritten Lagerungstag auf 5,6x10
8
 KbE/g 

an, im weiteren Verlauf reduzierte sie sich bis zum sechsten Tag auf 2,8x10
6
 KbE/g. Am sieb-

ten Tag wurde ein Peak von 3,8x10
8
 KbE/g gemessen. Bis zum neunten Tag nahm die 

V. parahaemolyticus-Konzentration auf 1,5x10
5
 KbE/g ab. Nach der 10-tägigen Lagerung in 

schmelzendem Eis wurden V. parahaemolyticus-Konzentrationen von 2,1x10
6
 KbE/g in den 

MDD, 5,3x10
5
 KbE/g in den MR, 2,9x10

5
 KbE/ml in den MLW und 1,3x10

5
 KbE/ml im HW 

der Vakuumverpackung detektiert. Im zweiten Versuchsdurchgang konnten am achten Tag 

nur vier von fünf Muscheln untersucht werden, da das Muschelfleisch einer Muschel aufgrund 

von Gewebelyse, aufgelöst war. 

 

Lagerung bei 3 °C in Jute 

Nach dem ersten Tag der Lagerung der M. edulis bei 3 °C in Jute (J+3°C) entsprachen die 

Vibrionen-Konzentrationen in den MDD mit 1,0x10
7
 KbE/g und MLW mit 1,5x10

6
 KbE/ml 

ungefähr den Konzentrationen, die am Tag der Verpackung vorlagen (Abb. 15 B). In den MR 

wurden nach dem ersten Lagerungstag mit Konzentrationen um 2,1x10
6
 KbE/g ca. 0,5 log 

weniger V. parahaemolyticus detektiert als zum Zeitpunkt der Verpackung. Im gesamten Stu-

dienzeitraum zeigten sich in allen Probensegmenten geringfügige Schwankungen von ± 1 log 

um den Bereich der Ausgangskonzentrationen, die unmittelbar nach der 24-stündigen Konta-

mination vorlagen. In den MDD und MLW wurden am neunten Tag die geringsten 

Konzentrationen von 1,2x10
5
 KbE/g in den MDD und 7,3x10

5
 KbE/g in den MLW detektiert. 

Nach zehn Tagen wurden in den MDD 8,8x10
6
 KbE/g, in den MR 1,3x10

6
 KbE/g und in den 

MLW 4,8x10
6
 KbE/ml V. parahaemolyticus detektiert. 

Die angegebenen Konzentrationen wurden am zweiten Lagerungstag nach Präparation von 

vier statt fünf Muscheln gemessen, da eine Muschel durch vollständige Lyse des Muschel-

Gewebes leer war. 

 

Lagerung bei 15 °C im Vakuumbeutel 

Die bei 15 °C im Vakuumbeutel (V+15°C) gelagerten Proben wurden alle zwei Tage 

untersucht. Während der ersten Untersuchung (zweiter Lagerungstag) konnten in den MDD 
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4,1x10
6
 KbE/g V. parahaemolyticus detektiert werden (Abb. 15 C). Die Vibrionen-

Konzentrationen lagen am zweiten Lagerungstag bei 1,1x10
6
 KbE/g in den MR und 

1,1x10
6
 KbE/ml im HW. Als die V. parahaemolyticus-Konzentrationen in den MDD und MR 

ab dem zweiten bis hin zum vierten Tag absanken, stieg die Konzentration im HW an. Am 

vierten und sechsten Probenentnahmetag wurden im HW die höchsten Konzentrationen mit 

jeweils 3,9x10
6
 KbE/g detektiert. 

Am achten und zehnten Tag bei 15 °C lagen die Konzentrationen in allen Probensegmenten 

nah beieinander. Am achten Tag wurden V. parahaemolyticus-Konzentrationen im Bereich 

von 4,3x10
5
 KbE/g (MDD) und 2,0x10

5
 KbE/g (MR) detektiert. Am zehnten Tag wurde die 

höchste Konzentrierung im HW mit 8,0x10
5
 KbE/g gemessen, direkt gefolgt von der 

Konzentration in den MDD mit 7,5x10
5
 KbE/g. In den MR lagen zu diesem Zeitpunkt 

5,5x10
5
 KbE/g vor und in den MLW 4,1x10

5
 KbE/g. 

Am letzten Probenentnahmetag standen in beiden Versuchsdurchgängen jeweils nur zwei 

Muscheln zur Untersuchung zur Verfügung, da das Muschel-Gewebefleisch der anderen drei 

entweder vollständig lysiert war oder die Muscheln soweit ausgetrocknet waren, dass eine 

Präparation nicht mehr möglich war. Bereits am achten Tag konnte in einem Versuchsgang 

nur eine Muschel anstelle von fünf untersucht werden. 

 

Lagerung bei 15 °C in Jute 

Aus den Muscheln, die in Jutesäcken bei 15 °C (J+15°C) gelagert wurden, konnten in den 

MDD am ersten Probenentnahmetag (zweiter Lagerungstag) 1,0x10
7
 KbE/g V. parahaemo-

lyticus detektiert werden, in den MR 7,5x10
6
 KbE/g und in den MLW 4,1x10

6
 KbE/ml (Abb. 

15 D). Die Vibrionen-Konzentration in den MLW wurde über den Verlauf von zehn Tagen 

auf bis zu 2,0x10
5
 KbE/ml am achten Tag reduziert. Am zehnten Tag konnte weder im ersten 

noch im zweiten Versuchsdurchgang Muschel-Lumen-Wasser gewonnen werden. Innerhalb 

der MR konnten nach zehn Tagen mit 3,2x10
7
 KbE/g höhere V. parahaemolyticus-

Konzentrationen detektiert werden, als sie in den MDD mit 2,0x10
6
 KbE/g vorlagen. 

Während der Lagerung bei 15 °C unterlagen die Muscheln in den Jutesäcken bereits ab dem 

vierten Untersuchungstag starken Austrocknungsprozessen. Dadurch konnte am sechsten Pro-

benentnahmetag im ersten Versuchsdurchgang nur eine Muschel präpariert und untersucht 

werden. Die anderen vier waren soweit ausgetrocknet, dass eine Präparation nicht mehr mög-

lich war. Am zehnten Probenentnahmetag waren im ersten Versuchsdurchgang nur zwei Mu-

scheln untersuchbar. Im zweiten Versuchsdurchgang war am achten Tag die Präparation von 

zwei Muscheln und am zehnten Tag von nur einer Muschel möglich. 

 

Innerhalb der 10-tägigen Lagerung von Muscheln, die mit V. parahaemolyticus kontaminier-

ten waren, wurde unabhängig von Probensegment und Art der Lagerung kaum eine Reduktion 

der V. parahaemolyticus-Konzentration beobachtet.  
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5.2.3.3 Lagerung von M. edulis nach Kontamination mit V. vulnificus 

Für die Lagerung von mit V. vulnificus kontaminierten M. edulis wurden die Muscheln im 

ersten Versuchsdurchgang mit einer Kontaminationsdichte von 4,0x10
10

 KbE(abs.) V. vulnificus 

kontaminiert, das entsprach im 20 Literbecken einer Dichte von 2,0x10
6 

KbE/ml. Für den 

zweiten Versuchsdurchgang betrug die Kontaminationsdichte 3,5x10
11

 KbE(abs.) V. vulnificus, 

entsprechend 1,8x10
7 

KbE/ml.  

 

Nach 24-stündiger Kontamination wurden V. vulnificus-Konzentrationen von 2,8x10
6
 KbE/g 

in den Mitteldarmdrüsen (MDD), 3,6x10
4
 KbE/g in den Muschel-Geweberesten (MR) und 

1,6x10
4
 KbE/ml in den Muschel-Lumen-Wässern (MLW) detektiert. Die V. vulnificus-

Konzentration im Tankwasser des Kontaminationsbeckens (TW-K) betrug nach 24-stündiger 

Kontamination 5,5x10
3
 KbE/ml. 

Zum Zeitpunkt der Verpackung „Nullter Tag“ (nach 24-stündiger Kontamination) wurden die 

Muscheln in Vakuumbeutel (V) und Jutesäcke (J) verpackt, um dann bei 3 °C in schmelzen-

dem Eis und bei 15 °C im Klimaschrank über zehn Tage gelagert zu werden (Abb. 16 A-D). 
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V. vulnificus in M. edulis 

 

Vakuumverpackung 
 

 

 

 
 
A 

Jute 
 

 

 

 
 
B

 

3 °C 

 

15 °C 
 

 

 

 

 
 
C 

 
 
D 

 

 
Abbildung 16 A-D: V. vulnificus in M. edulis während der Lagerung; 

Lagerung Vakuumverpackung 3 °C (I); Lagerung Jute 3 °C (J),  

Lagerung Vakuumverpackung 15 °C (K), Lagerung Jute 15 °C (Abb. L), 

Zellzahlen von V. vulnificus in verschiedenen Probensegmenten der M. edulis  

◊ / ♦ MDD: Mitteldarmdrüsen; □ / ■ MR: Muschel-Gewebereste; x / ж MLW: Muschel-Lumen-

Wässer; ∆ TW-K: Tankwasser Kontaminationsbecken; ▲ HW: Hälterungswasser aus Vakuumver-

packung;  

 

Leere Symbole (◊ / □ / x / ∆) zum Zeitpunkt 0, nach 24-stündiger Kontamination  

Gefüllte Symbole (♦ / ■ / ж / ▲) während der 10-tägigen Lagerung 
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Lagerung bei 3 °C in Vakuumverpackung 

Nach dem ersten Tag der Lagerung der M. edulis in Vakuumbeuteln bei 3 °C (V+3°C) konnte 

in den MDD die höchste V. vulnificus-Konzentration mit 3,9x10
4
 KbE/g verglichen mit den 

anderen Probensegmenten nachgewiesen werden (Abb. 16 A). In den MR wurden 

7,5x10
3
 KbE/g V. vulnificus und in den MLW 4,8x10

3
 KbE/ml detektiert. Am dritten Lage-

rungstag wurde die höchste V. vulnificus-Konzentration (für den gesamten Studienzeitraum) 

in den MDD mit 3,7x10
5
 KbE/g detektiert. Am zehnten Tag lag die geringste V. vulnificus-

Konzentration in den MDD mit 1,0x10
3
 KbE/g vor. Die Konzentration von V. vulnificus in 

den MR lag im Zeitraum vierter bis sechster Lagerungstag über den Konzentrationen, die in 

den MDD detektiert wurden. Am fünften Tag wurde in den MR die höchste Konzentration an 

V. vulnificus mit 1,2x10
5
 KbE/g detektiert. Am zehnten Tag wurde in den MR wie in den 

MDD die geringste V. vulnificus-Konzentration mit 1,0x10
3
 KbE/g detektiert. In den MLW 

wurde bis zum vierten Lagerungstag ein Anstieg der V. vulnificus-Konzentration bis auf 

3,4x10
4
 KbE/ml detektiert. Am neunten Tag konnte zwar Muschel-Lumen-Wasser gewonnen, 

jedoch keine V. vulnificus detektiert werden. Am zehnten Lagerungstag lagen in den MLW 

1,0x10
3
 KbE/ml V. vulnificus vor. Im ASW der Vakuumverpackung (HW) wurden nach dem 

ersten Tag der Lagerung mit 7,5x10
3
 KbE/ml ungefähr gleich viele V. vulnificus detektiert 

wie zum Verpackungszeitpunkt. Am fünften Lagerungstag, an dem die höchste Konzentration 

in den MR detektiert wurde, konnte auch im HW die höchste Konzentration mit 

2,8x10
4
 KbE/ml im Laufe der zehn Tage detektiert werden. Am siebten Tag wurden im HW 

keine V. vulnificus nachgewiesen. Am letzten Studientag (zehnter Lagerungstag) lagen 

V. vulnificus-Konzentrationen von 1,5x10
3
 KbE/ml im HW vor. In den Vakuumverpackungen 

wurde während der Kühllagerung bei 3 °C eine langsame Reduktion der V. vulnificus-

Konzentration detektiert. 

 

Lagerung bei 3 °C in Jute 

Nach dem ersten Tag der Lagerung in Jute bei 3 °C (J+3°C), lagen die V. vulnificus-

Konzentrationen in den MDD der M. edulis bei 1,4x10
5
 KbE/g, in den MR bei 4,4x10

4
 KbE/g 

und in den MLW bei 4,1x10
4
 KbE/ml (Abb. 16 B). Über den gesamten Studienzeitraum von 

zehn Lagerungstagen waren die Konzentrationen in den MDD höher als in den MR. Eine 

Ausnahme bildete hierbei die Konzentration vom sechsten Lagerungstag. An diesem Tag 

wurde mit 6,7x10
4
 KbE/g eine höhere Konzentration in den MR detektiert als in den MDD 

mit 2,5x10
4
 KbE/g. Die höchste V. vulnificus-Konzentration in den MDD wurde am zweiten 

Lagerungstag mit 1,6x10
5
 KbE/g gemessen, diese Konzentration reduzierte sich bis zum 

zehnten Lagerungstag auf 5,3x10
3
 KbE/g. Muschel-Lumen-Wasser konnte am ersten Lage-

rungstag in beiden Versuchsdurchgängen aufgefangen werden, am zweiten und dritten Lage-

rungstag gelang dies nur im ersten Versuchsdurchgang. Dabei wurde am dritten Tag 

V. vulnificus mit 7,5x10
3
 KbE/ml detektiert. Am fünften Lagerungstag konnte nur im zweiten 

Versuchsdurchgang MLW gewonnen und V. vulnificus in der Höhe von 1,0x10
3
 KbE/ml de-
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tektiert werden. Am sechsten und achten Tag waren nur geringe Mengen von 0,16 ml bis 

0,34 ml MLW vorhanden, wobei an keinem der beiden Tage V. vulnificus nachgewiesen 

wurde. 

 

Lagerung bei 15 °C in Vakuumverpackung 

Während der Lagerung von M. edulis, die mit V. vulnificus kontaminiert waren, bei 15 °C in 

Vakuumbeuteln (V+15°C), wurden nach zwei Tagen der Lagerung in den MDD 

4,8x10
4
 KbE/g, in den MR 1,1x10

4
 KbE/g und in den MLW 1,0x10

3
 KbE/ml V. vulnificus 

detektiert (Abb. 16 C). Die V. vulnificus-Konzentration befand sich über den gesamten 

Lagerungszeitraum in den MDD im Bereich von 10
4
 KbE/g bis 10

5
 KbE/g. Am achten Tag 

wurde die geringste Konzentration in den MDD mit 3,8x10
3
 KbE/g nachgewiesen. Dagegen 

wurde am zehnten Tag mit 9,3x10
4
 KbE/g die höchste V. vulnificus-Konzentration gemessen. 

Die V. vulnificus-Konzentrationen in den MR lagen konstant im Bereich von 7,5x10
3
 KbE/g 

bis 1,1x10
4
 KbE/g. Eine Außnahme stellte der Messwert vom achten Tag dar, hier wurde in 

den MR mit 2,8x10
4
 KbE/g eine höhere V. vulnificus-Konzentration detektiert, als sie in den 

MDD mit 3,8x10
3
 KbE/g vorlag. In den MLW wurde am zweiten Tag mit 2,7x10

5
 KbE/ml 

die größte Konzentration an V. vulnificus detektiert. An den Tagen vier, sechs und acht 

blieben die Konzentrationen in den MLW mit 6,0x10
3
 KbE/ml konstant. Am zehnten 

Lagerungstag wurde in den MLW mit 5,3x10
4
 KbE/ml die an diesem Tag zweithöchste 

V. vulnificus-Konzentration detektiert. Im HW der Vakuumverpackung wurde vom zweiten 

Lagerungstag mit 1,0x10
3
 KbE/ml bis zum achten Lagerungstag mit 1,0x10

4
 KbE/ml ein 

stetiger Anstieg in der V. vulnificus-Konzentration gemessen. Am zehnten Tag wurden 

7,5x10
3
 KbE/ml V. vulnificus im HW detektiert.  

 

Lagerung bei 15 °C in Jute 

Die V. vulnificus-Konzentrationen in den MDD und in den MR der Muscheln, die in 

Jutesäcken bei 15 °C (J+15°C) gelagert wurden, nahm in beiden Probensegmenten den 

gleichen Verlauf. Dabei wurden in den MDD durchgehend mindestens 1 log-Stufe mehr 

V. vulnificus detektiert (Abb. 16 D). Am ersten Probenentnahmetag (zweiter Lagerungstag) 

lag die V. vulnificus-Konzentration in den MDD bei 1,4x10
5
 KbE/g. Am vierten und sechsten 

Lagerungstag wurden die höchsten Konzentrationen mit 6,3x10
5
 KbE/g am vierten Tag und 

mit 5,0x10
5
 KbE/g am sechsten Tag detektiert. Die geringste V. vulnificus-Konzentration in 

den MDD wurde am achten Lagerungstag mit 4,0x10
4
 KbE/g gemessen. In den MR lag am 

zweiten Lagerungstag eine V. vulnificus-Konzentration von 1,8x10
4
 KbE/g vor. Am vierten 

Lagerungstag wurde ein Anstieg auf 7,5x10
4
 KbE/g detektiert. Bis zum achten Lagerungstag 

fand eine Reduktion der V. vulnificus-Konzentration bis auf 1,5x10
3
 KbE/g statt. In den MLW 

konnte V. vulnificus nur am sechsten Lagerungstag mit 1,0x10
3
 KbE/ml detektiert werden. 

Bereits ab dem achten Lagerungstag waren bei dieser Lagervariante in beiden 

Versuchsdurchgängen nicht mehr alle fünf Muscheln präparierbar. Vier Muscheln konnten im 
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ersten Durchgang und drei Muscheln im zweiten Durchgang untersucht werden. Am zehnten 

Lagerungstag war die Präparation der Muscheln in nur einem Versuchsdurchgang möglich, da 

die Muscheln im anderen Versuchsdurchgang weitestgehend ausgetrocknet waren. In den fünf 

präparierbaren Muscheln wurden am letzten Studientag keine V. vulnificus detektiert. 

 

5.2.3.4 Vergleich der Vibrio spp.-Konzentrationen in den MDD von M. edulis 
während der Lagerung 

Die Konzentrationen der verschiedenen Vibrio spp. in den MDD der M. edulis nahmen, über 

den Studienzeitraum von zehn Tagen, in den verschiedenen Verpackungen einen geringfügig 

unterschiedlichen Verlauf (Abb. 17 A-B). Die Konzentrationen der Kontaminationssuspen-

sionen lagen für V. cholerae bei 4,8x10
10

 KbE(abs.) und bei 4,0x10
11

 KbE(abs.), für 

V. parahaemolyticus bei 4,2x10
12

 KbE(abs.) und bei 4,0x10
12

 KbE(abs.) sowie für V. vulnificus 

bei 4,0x10
10

 KbE(abs.) und bei 3,5x10
11

 KbE(abs.). Das entsprach in den einzelnen Versuchs-

durchgängen Kontaminations-Dosen von 2,0x10
6
 KbE/ml bis 1,2x10

8
 KbE/ml im 20 Literbe-

cken. Nach 24-stündiger Kontamination wurden für V. parahaemolyticus 1,8x10
7
 KbE/g, für 

V. cholerae 7,5x10
6
 KbE/g und für V. vulnificus 2,8x10

6
 KbE/g detektiert. 

Die Konzentrationen von V. parahaemolyticus und V. cholerae zeigten über zehn Tage hin-

weg einen ähnlichen Verlauf. Eine Absenkung der Vibrionen-Konzentrationen in den MDD 

während der Lagerung in Vakuumverpackungen bei 3 °C (V+3°C) bzw. 15 °C (V+15°C) und 

in Jute bei 3 °C (J+3°C) bzw. 15 °C (J+15°C) wurde nicht beobachtet. 

Nach zehn Lagerungstagen wurden für V. parahaemolyticus noch folgende Konzentrationen 

in den MDD der M. edulis detektiert: in den Vakuumverpackungen bei 3 °C 2,1x10
6
 KbE/g; 

in Jute bei 3 °C 8,8x10
6
 KbE/g; in den Vakuumverpackungen bei 15 °C 7,8x10

5
 KbE/g und in 

Jute bei 15 °C 2,0x10
6
 KbE/g. Für V. cholerae wurden am zehnten Lagerungstag folgende 

Konzentrationen in den MDD der M. edulis detektiert: in den Vakuumverpackungen bei 3 °C 

2,0x10
7
 KbE/g; in Jute bei 3 °C 5,3x10

6
 KbE/g; in den Vakuumverpackungen bei 15 °C 

4,4x10
6
 KbE/g und in Jute bei 15 °C 3,3x10

7
 KbE/g. Die Konzentrationen von V. cholerae 

und V. parahaemolyticus in den MDD von M. edulis waren demnach über den gesamten 

Lagerungszeitraum mit 5,0x10
6
 KbE/g ± 1,5 log konstant. 

Für V. vulnificus zeigte sich in dem 10-tägigen Zeitraum eine langsame Konzentrationsab-

nahme in den MDD, wobei am zehnten Tag noch folgende Konzentrationen detektiert wur-

den: in den Vakuumverpackungen bei 3 °C 1,0x10
3
 KbE/g; in Jute bei 3 °C 5,3x10

3
 KbE/g; in 

den Vakuumverpackungen bei 15 °C 9,3x10
4
 KbE/g. In Jute bei 15 °C wurde am achten Tag 

letztmalig V. vulnificus in einer Dichte von 4,0x10
4
 KbE/g nachgewiesen. 
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Abbildung 17 A-B: V. cholerae, V. parahaemolyticus und V. vulnificus in MDD von 

M. edulis während der Lagerung;  

 

Lagerung Vakuumverpackung und Jute 3 °C (A); 

Lagerung Vakuumverpackung und Jute 15 °C (B); 

Vergleich der Zellzahlen von V. cholerae, V. parahaemolyticus und V. vulnificus nach 

24-stündiger Kontamination in Mitteldarmdrüsen der M. edulis während der 10-tägigen 

Lagerung.  

MDD: Mitteldarmdrüsen 

□ / ■ V. cholerae; ∆ / ▲ V. parahaemolyticus; ○ / ● V. vulnificus 

 

Leere Symbole (□ / ∆ / ○): Juteverpackung 

Gefüllte Symbole (■ / ▲ / ●): Vakuumverpackung 

 

 

1,00E+00

1,00E+02

1,00E+04

1,00E+06

1,00E+08

1,00E+10

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

K
b

E/
g 

Zeit [d] 

1,00E+00

1,00E+02

1,00E+04

1,00E+06

1,00E+08

1,00E+10

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

K
b

E/
g 

Zeit [d] 

99



 

100 

 

5.2.3.5 Vergleich der Vibrio spp.-Konzentrationen vor, während und nach der 
Lagerung 

Durch das Zusammenrechnen der einzelnen Vibrio sp.-Konzentrationen aus den verschiede-

nen Muschel-Probensegmenten konnten die Gesamt-Vibrionen-Konzentrationen der einzel-

nen Tage miteinander verglichen werden (Tab. 23). 

Bei der Lagerung mit V. parahaemolyticus lagen nach 24-stündiger Kontamination ca. 

3,3x10
7
 KbE/g Vibrio spp. in den Muscheln vor. Am zehnten Tag der Lagerung wurden in 

den Muscheln aus der Vakuumverpackung, die bei 3 °C gelagert wurden 3,1x10
6
 KbE/g de-

tektiert. In den M. edulis aus der Juteverpackung, die ebenfalls bei 3 °C gelagert wurden, 

konnten zu diesem Zeitpunkt 1,5x10
7
 KbE/g V. parahaemolyticus nachgewiesen werden. In 

den Muscheln aus der Vakuumverpackung, die bei 15 °C im Klimaschrank gelagert wurden, 

konnten am zehnten Tag 2,5x10
6
 KbE/g detektiert werden, in denen aus der Juteverpackung 

3,4x10
7
 KbE/g. Die höchste V. parahaemolyticus-Konzentration wurde am siebten Tag mit 

3,8x10
8
 KbE/g in den Muscheln aus der Vakuumverpackung bei 3 °C detektiert. 

Nach Kontamination mit V. cholerae wurden in die Verpackungen (Vakuum und Jute) 

M. edulis mit 3,7x10
7
 KbE/g V. cholerae eingebracht. In den Muscheln der Vakuumverpa-

ckung bei 3 °C wurden nach 10-tägiger Lagerung 2,5x10
7
 KbE/g detektiert, in denen der 

Juteverpackung waren es 6,9x10
6
 KbE/g. Im Klimaschrank bei 15 °C wurden zu diesem Zeit-

punkt in den Muscheln der Vakuumverpackung 7,4x10
6
 KbE/g detektiert, in denen der Jute-

verpackung bis zu 4,7x10
7
 KbE/g. Die höchste Konzentration an V. cholerae wurde mit 

1,8x10
8
 KbE/g in den M. edulis aus der Vakuumverpackung bei 15 °C am sechsten Tag de-

tektiert. 

Die Lagerung der M. edulis nach Kontamination mit V. vulnificus begann mit ca. 

2,8x10
6
 KbE/g. Am Ende der Lagerung wurden in den Muscheln aus der Vakuumverpackung 

bis zu 4,5x10
3
 KbE/g detektiert, in denen der Juteverpackung ca. 6,9x10

3
 KbE/g. 

Während in den M. edulis aus der Vakuumverpackung bei 15 °C bis zu 1,6x10
3
 KbE/g nach-

gewiesen wurden, lag in denen der Juteverpackung an diesem Tag die V. vulnificus-

Konzentration unter 10
3
 KbE/g. Am achten Tag lagen hier ca. 4,2x10

4
 KbE/g V. vulnificus 

vor. 

Für die Konzentrationen von V. parahaemolyticus und V. cholerae wurden keine Konzentra-

tionsveränderungen detektiert. Dahingegen wurde eine Reduktion von V. vulnificus in den 

M. edulis beobachtet. 

 

Innerhalb der Lagerungsversuche waren sensorische Veränderungen in Geruch und Beschaf-

fenheit der Miesmuscheln wahrnehmbar. Diese Veränderungen waren durch das Absterben 

der Muscheln ab dem vierten Lagerungstag bei 15 °C Lagertemperatur bedingt. 
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Tabelle 23: Vibrionen-Konzentration pro Tag unterteilt nach Vibrio spp. und Lagertechnik 

Dargestellt sind die summierten Zellzahlen der jeweiligen Vibrio sp. aus den Probensegmenten einer Lagertechnik für die einzelnen Tage der 10-tägigen Lagerung. Beispielswei-

se wurden die Zellzahlen von V. parahaemolyticus aus der Vakuumverpackung gelagert bei 3 °C (V+3°C) aus den einzelnen Probensegmenten (MDD, MR, MLW und TW-K) 

eines Tages summiert. 

 

Summe 

KbE am 

Tag 

V. parahaemolyticus V. cholerae V. vulnificus 

V+3°C J+3°C V+15°C J+15°C V+3°C J+3°C V+15°C J+15°C V+3°C J+3°C V+15°C J+15°C 

0d 3,3x10
7
 3,3x10

7
 3,3x10

7
 3,3x10

7
 3,7x10

7
 3,7x10

7
 3,7x10

7
 3,7x10

7
 2,8x10

6
 2,8x10

6
 2,8x10

6
 2,8x10

6
 

1d 9,5x10
6
 1,4x10

7
   1,1x10

8
 4,2x10

7
   5,9x10

4
 2,2x10

5
   

2d 2,3x10
7
 4,0x10

7
 6,5x10

6
 2,2x10

7
 1,3x10

7
 3,0x10

7
 1,1x10

7
 8,9x10

6
 1,3x10

5
 1,8x10

5
 3,3x10

5
 1,6x10

5
 

3d 5,7x10
8
 9,7x10

6
   1,9x10

7
 1,9x10

7
   4,1x10

5
 1,4x10

5
   

4d 4,8x10
7
 9,9x10

6
 8,8x10

6
 4,7x10

7
 2,7x10

7
 1,6x10

7
 1,8x10

8
 4,7x10

7
 7,4x10

4
 2,9x10

4
 9,8x10

4
 7,0x10

5
 

5d 1,3x10
7
 5,7x10

7
   5,3x10

7
 3,2x10

7
   2,1x10

5
 5,8x10

4
   

6d 1,1x10
7
 3,6x10

7
 4,6x10

6
 1,1x10

8
 9,1x10

6
 3,8x10

7
 2,2x10

6
 2,0x10

6
 7,4x10

4
 9,2x10

4
 9,7x10

4
 5,3x10

5
 

7d 3,8x10
8
 9,9x10

6
   7,6x10

6
 9,8x10

6
   1,3x10

4
 1,2x10

4
   

8d 1,2x10
7
 4,6x10

7
 1,4x10

6
 1,5x10

8
 7,2x10

6
 8,6x10

6
 8,1x10

7
 1,1x10

7
 1,7x10

4
 1,4x10

4
 4,8x10

4
 4,2x10

4
 

9d 2,0x10
6
 4,6x10

6
   9,3x10

6
 2,7x10

6
   6,5x10

3
 3,6x10

4
   

10d 3,0x10
6
 1,5x10

7
 2,5x10

6
 3,4x10

7
 2,5x10

7
 6,9x10

6
 7,4x10

6
 4,7x10

7
 4,5x10

3
 6,9x10

3
 1,6x10

5
 < 10

3
 

 

d: Tag; V+3°C: Vakuumverpackung 3 °C; J+3°C: Juteverpackung 3 °C; V+15°C Vakuumverpackung 15 °C; J+15°C: Juteverpackung 15 °C 



 

102 

 

5.3 Genotypisierung 

Mittels fAFLP wurde überprüft, ob die nach 10-tägiger Lagerung aus den Miesmuscheln iso-

lierten Vibrio spp.-Kolonien Klone der Kontaminationsstämme waren (Abb. 18 und 19). Aus-

gewählte Isolate wurden hinsichtlich eventuell auftretender genomischer Veränderungen 

untersucht. 

 

 
Abbildung 18: fAFLP von V. parahaemolyticus-Klonen 

Unterschieden wurde zwischen V. parahaemolyticus-Klonen aus der 

Kontaminationslösung, vor Beginn der Lagerung (KL_) und Klonen 

nach 10-tägiger Lagerung (Nr.: 34-37) aus allen Lagertechniken.  
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Abbildung 19: fAFLP von V. cholerae-Klonen 

Unterschieden wurde zwischen V. cholerae-Klonen aus der Kontami-

nationslösung, vor Beginn der Lagerung (KL_) und Klonen nach 10-

tägiger Lagerung (Nr.: 70-73) aus allen Lagertechniken.  

 

 

Die fAFLP-Ergebnisse ausgewählter Isolate vor und nach 10-tägiger Lagerung zeigten keine 

Unterschiede zwischen V. parahaemolyticus-Klonen (Abb. 18) bzw. zwischen V. cholerae-

Klonen (Abb. 19). 

5.4 Vorhandene Begleitflora  

Die mikrobiologische Analyse der Muschel-Gewebereste (MR) zeigte in allen getesteten Pro-

ben mesophile aerobe Gesamtkeimzahlen von >10
2
 KbE/g. Vor der Kontamination mit den 

einzelnen Vibrio sp. lag die mesophile aerobe Gesamtkeimzahl zwischen 1,6x10
3
 KbE/g und 

4,7x10
5
 KbE/g. Pseudomonas spp., Aeromonas spp., Enterobacteriaceae, Coliforme Bakte-

rien und E. coli (fluoreszenzoptisches Verfahren) wurden nicht detektiert. 

In zwei Proben wurde in den Muschel-Geweberest-Proben (MR) und den dazugehörigen Mit-

teldarmdrüsen (MDD) eine natürliche Kontamination mit V. vulnificus nachgewiesen. In zwei 

anderen Proben konnte V. alginolyticus detektiert werden. 
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6 Diskussion 

Vibrionen werden häufig in Fischen und Meeresfrüchten nachgewiesen. In Deutschland kön-

nen bis zu 75 % der untersuchten Muscheln mit Vibrio spp. belastet sein. Weltweit kam es in 

vielen Ländern wie Japan, den Vereinigten Staaten, Mexiko, Vietnam, Thailand, Indonesien 

und Chile über den Verzehr Vibrionen-belasteter Meerestiere bereits zu schwerwiegenden 

Infektionen (Lesmana et al., 2002; Morris, 2003; McLaughlin et al., 2005; Cabanillas-Beltran 

et al., 2006; Cabello et al., 2007; Su und Liu, 2007; Chitov et al., 2009; Nguyen et al., 2009; 

Hara-Kudo et al., 2012).  

Die Miesmuschel, die in Deutschland häufig verzehrt wird, filtriert ca. 1,5 Liter Meerwasser 

pro Stunde, wodurch sich Mikroorganismen in den Muscheln anreichern können.  

Da auch Vibrionen in den Muscheln akkumulieren, wurde in dieser Arbeit eine vergleichende 

Studie zur Anreicherung, Lokalisation und Persistenz von drei potentiell humanpathogenen 

Vibrio spp. (V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus) in Miesmuscheln durchgeführt. 

In Kontaminationsversuchen wurde die Anreicherung der Vibrionen in unterschiedlichen Mu-

schelkompartimenten untersucht. In anschließenden Hälterungsversuchen wurde die Klä-

rungskinetik der Muscheln von Vibrio spp. ermittelt. Weiterhin wurden Lagerungsversuche 

mit mit Vibrio spp. kontaminierten Miesmuscheln durchgeführt, um die Persistenz von Vi-

brionen unter den üblichen Lagerungsbedingungen zu untersuchen.  

6.1 Kontaminationsversuche  

Für die Kontaminationsversuche wurden Miesmuscheln über einen Zeitraum von 24 Stunden 

kontaminiert. Während der Kontamination erfolgte bereits nach 1,5 Stunden die erste Proben-

entnahme.  

 

Die Ergebnisse aus den Kontaminationsversuchen zeigten insbesondere in den Mitteldarm-

drüsen eine schnelle Anreicherung von Vibrionen. Nach 1,5 Stunden waren die Vibrionen-

Konzentrationen innerhalb der Mitteldarmdrüsen bereits ca. 2 log höher als die Ausgangskon-

zentrationen im Tank-Wasser. Dabei wurde für V. cholerae eine Konzentration von 

5,0x10
8
 KbE/g, für V. parahaemolyticus von 6,0x10

9
 KbE/g und für V. vulnificus von 

3,9x10
8
 KbE/g detektiert. Diese Ergebnisse korrelieren mit den Daten von Lopez-Joven et al. 

(2011), die zeigten, dass V. parahaemolyticus in nur zwei Stunden in das Gewebe von Mu-

scheln (Ruditapes spp.) in Konzentrationen von 2,6x10
5
 KbE/g in Ruditapes (R.) decussatus 

und 6,4x10
1
 KbE/g in R. philipinarum aufgenommen wurde. Allerdings detektierten sie die 

höchste V. parahaemolyticus-Konzentration in R. decussatus erst nach 12 Stunden und in 

R. philipinarum nach 24 Stunden. Marino et al. (2005) beobachteten bereits nach einer Stunde 

eine Anreicherung von V. cholerae O1 in M. galloprovincialis mit Konzentrationen von 

>10
6
 KbE/g. Murphree und Tamplin (1995) beobachteten innerhalb von einer Stunde eine 

Akkumulation von V. cholerae O1 in Austern bis auf >10
3
 KbE/g und verzeichneten einen 
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Anstieg bis auf >10
5
 KbE/g nach 6 Stunden. Schnelle Aufnahmen von Bakterien durch Mu-

scheln sind auch für Salmonella, E. coli und En. durans beschrieben (Marino et al., 2005; 

Morrison et al., 2011).  

Anhand der Daten aus diesen Studien kann geschlossen werden, dass Muscheln durch Filtra-

tion in der Lage sind, Bakterien schnell aus dem Meerwasser aufzunehmen. Die schnelle Ak-

kumulation von Vibrio spp. im Miesmuschel-Gewebe erklärt sich durch die Filterfunktion von 

ca. 1,5 l/h pro Miesmuschel und die anschließende Rückhaltung von Bakterien oder Partikeln. 

Die hier vorgestellten Daten zeigen, dass Vibrio spp. nach dem Transfer von den Kiemen, die 

im Probensegment Muschel-Rest enthalten waren, in den Verdauungsorganen detektierbar 

sind. Dort werden sie vor allem in den Mitteldarmdrüsen akkumuliert. Wang et al. (2010) 

zeigten das gleiche Phänomen für Verdauungsdrüsen und Kiemen in Austern. 

Im Probensegment Muschel-Reste wurden für V. cholerae und V. parahaemolyticus erst nach 

6-stündiger Kontamination die höchsten Vibrionen-Konzentrationen mit 2,8x10
8
 KbE/g für 

V. cholerae und 3,1x10
8
 KbE/g für V. parahaemolyticus detektiert. Im Versuch mit 

V. cholerae lag die Konzentration in den Muschel-Resten zu diesem Zeitpunkt sogar über der 

Konzentration, die in den MDD detektiert wurde. Im Gegensatz dazu wurde die höchste 

V. vulnificus-Konzentration mit 3,9x10
6
 KbE/g in den Muschel-Resten bereits nach drei Stun-

den detektiert, bevor ein generelles Absinken der V. vulnificus-Konzentration in allen Proben-

segmenten beobachtet wurde. Diese Konzentrations-Abnahme von V. vulnificus könnte darin 

begründet liegen, dass der eingesetzte V. vulnificus-Stamm ein klinisches Patientenisolat war, 

wohingegen die verwendeten V. cholerae- und V. parahaemolyticus-Stämme aus Miesmu-

scheln stammen. Die unterschiedliche Herkunft der Miesmuscheln (Hängekultur gegenüber 

Bodenmuschelfeldern) oder das Vorhandensein einer antimikrobiellen Aktivität von M. edulis 

wären weitere Möglichkeiten. Hubert et al. (1996) und Defer et al. (2009) beschrieben, dass 

Mytilus spp. keine Anti-Vibrio-Aktivität zeigen. In ihren Studien untersuchten Defer et al. 

(2009) die Hämolymphe verschiedener Muschelarten auf das Vorhandensein von antimikro-

bieller Aktivität und konnten dabei zeigen, dass die höchste Aktivität bei Ostrea (O.) edulis 

(europäische Auster) in den Kiemen und dem Mantelgewebe zu finden war. Allerdings unter-

lag V. alginolyticus in Buccinum undatum (Wellhornschnecke) und O. edulis keinem inhibito-

rischen Effekt (Defer et al., 2009). Demnach zeigen sich Unterschiede hinsichtlich der Emp-

findlichkeit verschiedener Bakterien-Spezies und zwischen verschiedenen Muschel-Arten. 

Eine weitere antimikrobielle Aktivität von Miesmuscheln besteht in der Möglichkeit, 

Lysozym-sensitive Bakterien in den Mitteldarmdrüsen abzubauen (Birkbeck und McHenery, 

1982). Der klinische V. vulnificus-Stamm könnte Lysozym-sensitiv sein.  

 

In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass durch die Filtrationsaktivität der Miesmuschel 

eine Anreicherung der filtrierten Partikel im Muschelgewebe, insbesondere in den Mittel-

darmdrüsen, stattfindet. Aussagen von Wright et al. (1996), DePaola et al. (2000) sowie von 

Cavallo und Stabili (2002) bestätigen diese Akkumulationsfähigkeit. 
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Publizierte Fallberichte zeigen, dass für den Menschen gefährliche Kontaminationsdosen in 

Muscheln und Austern erreicht werden können (Hara-Kudo et al., 2012; Morris, 2003; Su und 

Liu, 2007). 

6.2 Hälterungsversuche 

Die Hälterung von Muscheln wird genutzt, um die Bakterienkonzentrationen innerhalb der 

Muscheln zu senken. Während einer 7-tägigen Hälterung wurden kontinuierlich sinkende 

Vibrio-Konzentrationen detektiert. 

 

Die Anfangs-Vibrio spp.-Konzentrationen während der Hälterungszeiträume betrugen 10
6
-

10
7
 KbE/g und konnten innerhalb der Hälterungszeit bei 15 °C um 3-4 log auf ca. 10

3
 KbE/g 

reduziert werden. Nach sieben Tagen wurden noch bis zu 4,3x10
3
 KbE/g 

V. parahaemolyticus, 2,5x10
3
 KbE/g V. cholerae und 1,3x10

4
 KbE/g V. vulnificus detektiert. 

Alle drei untersuchten Vibrio spp. konnten am Ende der Hälterungszeiträume noch nach-

gewiesen werden. Barile et al. (2009), Su et al. (2010) und Wang et al. (2010) beobachteten 

für V. parahaemolyticus die gleichen Trends. In Austern blieb V. parahaemolyticus für bis zu 

zwei Wochen persistent (Wang et al., 2010). Marino et al. (2005) und Tamplin und Capers 

(1992) konnten in ihren Studien eine Temperaturabhängigkeit der Persistenz aufzeigen. 

V. cholerae O1 war in M. galloprovincialis nach sieben Tagen bei 14 °C nicht mehr nach-

weisbar, konnte aber bei 21 °C in niedrigen Zellzahlen detektiert werden (Marino et al. 2005). 

Tamplin und Capers (1992) zeigten außerdem, dass sich V. vulnificus bei Temperaturen über 

21 °C in Austern und Seewasser vermehrt. 

 

Die Hälterungsversuche zeigten beispielhaft die Klärungskinetik der Miesmuscheln von ver-

schiedenen Vibrio spp. unter natürlichen Bedingungen, vergleichbar mit denen in Mu-

schelaufzuchtgebieten. Sind in den Aufzuchtgebieten Vibrionen vorhanden, werden diese 

vermutlich nicht vollständig durch die Gezeiten (Ebbe und Flut) ausgeschwemmt, sondern 

überdauern z. B. im Sediment. Durch die Fähigkeit zur Biofilmbildung könnten sich Vibrio-

nen unter natürlichen Bedingungen an und in den Muschelschalen, -netzen und -seilen sowie 

an Steinen anheften.  

Die Vibrionen, die als Begleitflora detektiert wurden, haben in den Miesmuscheln die Qua-

rantäne, Hälterung und längere Adaptation an die Haltungsanlage überstanden. Das Auffinden 

von Vibrionen als Begleitflora spricht dafür, dass nicht alle Vibrionen in den Mitteldarmdrü-

sen dem Klärungseffekt während der Hälterung unterliegen müssen. Zumal eine hohe Prä-

valenz von Vibrio spp. in Fischen und Meeresfrüchten beschrieben wurde, die darauf schlie-

ßen lässt, dass Muscheln für Vibrionen einen natürlichen Lebensraum darstellen (Lhafi und 

Kühne, 2007; Messelhäusser et al., 2010; Randt et al., 2011). 
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6.3 Lagerungsversuche 

Die Miesmuscheln wurden, wie im deutschen Einzelhandel praktiziert, entweder in Jute-

säcken oder in Vakuumverpackungen gelagert. Die Temperaturen für die Lagerung wurden 

praxisorientiert gewählt. Im deutschen Handel werden Muscheln bei ca. 3 °C in schmelzen-

dem Eis gelagert und zuvor während der Ernte auf Fischerbooten bei Umgebungstemperatur 

transportiert. 

 

Während der 10-tägigen Lagerung bei 3 °C wurde für V. cholerae und V. parahaemolyticus 

gezeigt, dass weder eine Reduktion noch ein Anstieg der Vibrionen-Konzentrationen zu ver-

zeichnen war. Für V. vulnificus wurde eine Konzentrations-Abnahme in den Vakuumverpa-

ckungen und Jutesäckchen detektiert, wie es aufgrund einer Studie von Liu et al. (2009) er-

wartet wurde.  

Bei 15 °C wurde kein Wachstum von V. vulnificus oder einer der anderen Vibrio sp. detek-

tiert. Kaspar und Tamplin (1993) und Dasilva et al. (2012) beschrieben für V. vulnificus 

Wachstum bei 15 °C. Allerdings wurden in allen zuvor erwähnten Studien Austern anstelle 

von Miesmuscheln verwendet.  

 

Die Konzentrations-Abnahme von V. vulnificus könnte in der Herkunft des verwendeten 

Stammes begründet liegen. Möglicherweise ging der klinische V. vulnificus-Stamm schneller 

ins VBNC-Stadium über, weil er widrigen Umgebungsbedingungen, wie z. B. zu niedrigen 

Temperaturen ausgesetzt war. Dieser Zustand ermöglicht den Vibrionen für längere Zeit ein 

Überleben unter widrigen Umgebungsbedingungen (Paludan-Muller et al., 1996; Weichart 

und Kjelleberg, 1996; Bates und Oliver, 2004; Wong und Wang, 2004; Asakura et al., 2007). 

Die detektierte Dichte von V. vulnificus ist nach 10-tägiger Lagerung trotz beobachteter Ab-

nahme dennoch ausreichend, um Infektionen beim Menschen auszulösen, insbesondere unter 

dem Gesichtspunkt, dass dieser Stamm als klinisches Isolat bereits zu Infektionen beim Men-

schen geführt hat. 

 

Wie erwartet, blieben die Muscheln während der Lagerung bei 3 °C länger verschlossen als 

die Muscheln, die bei 15 °C gelagert wurden. Dies könnte daran gelegen haben, dass sich Jute 

zusammen zieht, sobald sie, wie bei der Lagerung auf schmelzendem Eis, nass wird. Anderer-

seits könnten die kühlen Temperaturen zu einem verlangsamten Stoffwechsel der Muscheln 

geführt haben. Ein Flüssigkeitsaustritt und eine damit verbundene Austrocknung der Mu-

scheln werden verhindert, wodurch die Haltbarkeit bzw. das Leben der Muscheln verlängert 

werden soll. Bei 15 °C zog sich die Jute wahrscheinlich nicht eng genug zusammen, um das 

Öffnen der Muscheln zu verhindern und der Stoffwechsel der Muscheln blieb gleich. Die Mu-

schelöffnung in den Jutesäcken führte zum Verlust der Muschel-Lumen-Wässer und damit 

zur Austrocknung der Muscheln. Dies wurde bei 15 °C bereits ab dem vierten Tag (zweite 

Probenentnahme) beobachtet. Dabei begann das Absterben in den Jutesäcken ca. vier Tage 
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früher als in den Vakuumbeuteln. In den Vakuumverpackungen wurde durch das ASW ein 

Austrocknen der Miesmuscheln verhindert. Dennoch wurde auch in diesen Verpackungen ein 

Absterben der Muscheln beobachtet, wobei es überwiegend zu einer Gewebelyse kam.  

Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass das Muschelsterben nicht unbedingt von 

der Verpackungsart (Jute- oder Vakuumverpackung) abhängig war, sondern von der Lager-

temperatur von 3 °C oder 15 °C. Im Hinblick auf Frische und Haltbarkeit der Muscheln stellte 

die Vakuumverpackung mit ASW die bessere Alternative dar, weil die Muscheln gegenüber 

den Lagertemperaturen etwas weniger anfällig waren.  

 

Die Lagerung der Miesmuscheln unter üblichen Lagerungstemperaturen beeinflusste nicht die 

Persistenz von V. cholerae und V. parahaemolyticus. Die Kühlung der Proben verursachte 

weder einen Anstieg noch ein Absinken der Konzentrationen von V. cholerae und 

V. parahaemolyticus. Die Ergebnisse zeigen außerdem, dass ohne ausreichende Kühlung eine 

Qualitätsminderung der Miesmuscheln sehr schnell eintreten kann. Dabei werden Zerset-

zungsprozesse der Miesmuscheln durch enzymatisch bedingte stoffliche Umsetzungen von 

Bakterien an den Oberflächen induziert. Um Infektionen durch den Verzehr von kontaminier-

ten Meeresfrüchten zu vermeiden, müssen eine sofortige und durchgängige Kühlung von 

Meeresfrüchten und eine hygienische Handhabung umgesetzt werden. Deswegen ist es wich-

tig, dass während der Muschelernte entweder ein schneller Transport in die Weiterverarbei-

tungsindustrie erfolgt oder eine Kühlvorrichtung auf den Erntebooten vorhanden ist. Die 

Kühlkette sollte während jeglicher Transport- und Verarbeitungsschritte nicht unterbrochen 

werden. 

6.4 Schlussfolgerung 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sich Vibrionen sehr schnell in Miesmuscheln, 

insbesondere in den Mitteldarmdrüsen, anreichern können. Die Ermittlung der Klärungskine-

tik der Muscheln ergab zu Beginn eine rapide Abnahme der verschiedenen Vibrio spp.-

Konzentrationen, zeigte aber auch, dass Vibrionen langfristig persistieren können. Im Mittel 

wurde eine Abnahme von 0,02 log KbE/g pro Stunde berechnet. Während der Lagerung von 

Miesmuscheln unter den üblichen Lagerungsbedingungen konnten Vibrionen persistieren und 

wurden nach zehn Tagen in annähernd der gleichen Konzentration detektiert wie zu Beginn 

der Lagerung. 

 

Getestet wurden drei Vibrio spp. mit humanpathogener Relevanz. Die Verwendung von nur 

einem Stamm der verwendeten Vibrio spp. zeigte eine Tendenz zur Anreicherung, Lokalisati-

on und Persistenz der verschiedenen Vibrionen in Miesmuscheln.  

Es konnte beobachtet werden, wie persistent Miesmuschel-adaptierte Vibrionen (V. cholerae, 

V. parahaemolyticus und als Begleitflora detektierte Vibrio spp.) in Miesmuscheln sind und 

wie sich ein klinischer V. vulnificus-Stamm in diesen verhält. Anhand des V. vulnificus-
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Stammes wurde gezeigt, dass auch nicht Muschel-adaptierte Vibrio-Stämme in Miesmuscheln 

langfristig persistieren können. 
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7 Zusammenfassung 

„In vivo Studien zur Anreicherung, Lokalisation und Persistenz von Vibrio spp. in artifi-

ziell kontaminierten Mytilus edulis“ 

 

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Akkumulation und Persistenz von potentiell pathoge-

nen Vibrio spp. in spezifischen Geweben von Mytilus edulis zu untersuchen. Dabei wurde in 

einer Umgebung von künstlichem Meerwasser die Aufnahme von Vibrio spp. in Miesmu-

scheln imitiert und die Konzentrationen der Vibrionen während der verschiedenen Versuche 

verfolgt. 

Aufgrund verschiedener Studien, die auf eine hohe Prävalenz von Vibrio spp. in Muscheln, 

anderen Meeresfrüchten und Muschel-Zuchtgebieten hinwiesen, wurden Kontaminationsver-

suche, Hälterungsversuche und Lagerungsversuche mit Vibrionen in Miesmuscheln durchge-

führt.  

Die Anreicherung und Lokalisation von Vibrio spp. in Miesmuscheln sollten nach artifizieller 

Kontamination beurteilet werden. In 24-stündigen Kontaminationsversuchen wurde gezeigt, 

dass Vibrionen innerhalb von 1,5 Stunden in großen Dichten, mit ca. 3,9x10
8
 KbE/g bis 

6,0x10
9
 KbE/g, in den Mitteldarmdrüsen akkumulieren konnten. 

In 7-tägigen Hälterungsversuchen wurde gezeigt, dass eine langsame und kontinuierliche Re-

duktion der Vibrionen-Konzentrationen einsetzt, aber am Ende der Untersuchungsdauer noch 

immer Vibrionen nachweisbar waren. Im Vergleich der Vibrio spp.-Konzentrationen in den 

Mitteldarmdrüsen der Mytilus edulis konnte eine Abnahme von 0,02 log KbE/g pro Stunde 

berechnet werden. 

Zudem wurden Lagerungsversuche über einen Zeitraum von zehn Tagen durchgeführt, bei 

denen die Muscheln direkt nach der 24-stündigen Kontamination praxisnah in Jutesäcken und 

Vakuumbeuteln verpackt wurden, um die Persistenz des Erregers bei 3 °C in schmelzendem 

Eis und bei 15 °C im Klimaschrank zu beurteilen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass wäh-

rend der Versuche mit V. cholerae und V. parahaemolyticus keine Reduktion der Vibrionen-

Konzentrationen beobachtet wurde. Lediglich Schwankungen im Bereich von 2 log-Stufen 

wurden detektiert. Die V. vulnificus-Konzentration sank dagegen langsam aber stetig ab.  

Innerhalb von Mytilus edulis können Vibrionen sehr schnell in hohen Zellzahlen angesammelt 

werden, die während der Hälterung nur langsam ausgewaschen werden. Bei der anschließen-

den Lagerung bleiben die dann noch vorhandenen Zellzahlen stabil. 

Die vorliegende Studie bestätigt, dass innerhalb von Muscheln Vibrionen-Konzentrationen 

erreicht werden können, die für die menschliche Gesundheit gefährlich sind, wenn kontami-

nierte Muscheln roh oder nur unzureichend gekocht verzehrt werden. Vor allem die Einhal-

tung der Kühlkette vom Fang bis zur Theke ist zur Vermeidung einer möglichen Vermehrung 

der Vibrio spp. in Meeresfrüchten essentiell.  
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8 Summary 

In vivo studies for enrichment, localization and persistence of Vibrio spp. in artificially 

contaminated Mytilus edulis 

 

The presented study focused on the accumulation and persistence of potentially pathogenic 

Vibrio spp. accumulating in specific tissues of Mytilus edulis. Experiments were carried out 

on a laboratory scale in order to imitate the uptake of Vibrio spp. in mussels under controlled 

environmental conditions, monitoring the concentration changes of Vibrio during the various 

studies. 

The aim of mussel contamination tests was to evaluate the behavior of Vibrio spp. in mussels 

after artificial contamination. Various studies highlighted high loads of Vibrio spp. in mus-

sels, other seafood and mussel farming areas. Thus, three research strategies were performed 

investigating contamination, clearance and storage. 

Contamination assays showed that Vibrio accumulates within 1.5 hours in digestive glands, 

up to concentrations of approx. 10
7
 CFU/g to 10

8
 CFU/g. 

Clearing experiments over a period of seven days showed a slow continuous reduction of 

Vibrio concentrations, however Vibrio were detected during the whole investigation periods. 

A decrease rate of 0.02 log CFU/g per hour was found by tracing of Vibrio spp. concentra-

tions in the digestive glands of Mytilus edulis. 

Storage experiments were performed over a period of ten days after 24-hours of contamina-

tion. Mussels were packed according to retail conditions (in jute bags and vacuum bags in-

cluding 200 ml of ASW). The persistence of Vibrio spp. were achieved at 3°C in melting ice 

and at 15°C in a refrigerator. It was shown that under storage V. cholerae and 

V. parahaemolyticus counts were stable. Only fluctuations in the range of 2 log stages were 

detected. However, V. vulnificus concentrations declined slowly but steadily.  

Mytilus edulis accumulates Vibrio rapidly to high numbers, clearance kinetics are slow and 

eradication of Vibrio seems slow whereas storage conditions keep Vibrio alive with stable 

counts. 

The present study confirms that within mussels Vibrio concentrations can be achieved, which 

are dangerous to human health, if mussels were consumed raw or only partially cooked. Espe-

cially the maintenance of the cold chain from catch to counter is crucial to avoid a possible 

multiplication of Vibrio in seafood. 
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10 Anhang 

10.1 Vibrio spp.-Zellzahlen  

 
Tabelle 24: Mittelwert-Zellzahlen von Vibrio spp während der Kontamination 

Mittelwerte der Zellzahlen von Vibrio spp. in den verschiedenen Probensegmenten von M. edulis während der 24-stündigen Kontamination in den Kontaminationsversuchen 

 

Vibrio spp. Zeit 

MW 

Probensegment 

0h 1,5h 3h 4,5h 6h 24h 

V. cholerae MDD nd 5,0x10
8
 5,1x10

8
 4,1x10

8
 5,3x10

7
 1,1x10

7
 

MR nd 5,5x10
7
 2,8x10

7
 4,5x10

6
 2,8x10

8
 8,0x10

5
 

MLW nd 2,9x10
6
 4,3x10

6
 2,9x10

7
 5,3x10

7
 1,1x10

6
 

TW-K nd 5,3x10
6
 4,4x10

6
 1,4x10

6
 3,1x10

7
 6,8x10

6
 

 

V. parahaemolyticus MDD nd 6,0x10
9
 2,0x10

9
 1,5x10

9
 3,1x10

9
 1,8x10

7
 

MR nd 2,8x10
7
 8,8x10

7
 5,3x10

7
 3,1x10

8
 6,1x10

6
 

MLW nd 3,8x10
7
 1,0x10

7
 2,9x10

8
 3,9x10

7
 7,0x10

6
 

TW-K nd 5,1x10
8
 1,1x10

7
 3,0x10

7
 8,3x10

6
 2,6x10

6
 

 

V. vulnificus MDD nd 3,9x10
8
 5,0x10

7
 2,3x10

7
 2,8x10

6
 2,8x10

6
 

MR nd 1,6x10
6
 3,9x10

6
 1,3x10

6
 4,1x10

5
 3,6x10

4
 

MLW nd 8,0x10
5
 8,5x10

5
 6,3x10

5
 7,0x10

4
 1,6x10

4
 

TW-K nd 7,5x10
5
 4,5x10

5
 3,1x10

4
 8,5x10

3
 5,5x10

3
 

 

MW Probensegment: Mittelwert der Vibrio Zellzahlen in den einzelnen Probensegmenten 

MDD: Mitteldarmdrüsen; MR: Muschel-Gewebe-Reste; TW-K: Tankwasser Kontaminationsbecken; TW-H: Tankwasser Hälterungsbecken; MLW: Muschel-Lumen-Wässer 

nd: keine Vibrio spp. detektiert  
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Tabelle 25: Mittelwert-Zellzahlen von Vibrio spp. während der Hälterungsversuche 

Mittelwerte der Zellzahlen von Vibrio spp. in den verschiedenen Probensegmenten von M. edulis während der sieben bis neun-tägigen Hälterungsversuche 

 
Vibrio 

spp. 
Zeit 

MW P 

0h 24h 25,5h 27h 28,5h 30h 36h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 192h 

V. c. MDD nd 4,3x107 4,3x107 5,0x107 1,6x107 6,1x106 8,0x105 5,8x106 3,1x105 3,9x105 7,0x103 2,8x103 6,0x103 2,0x104 

MR nd 4,3x106 3,1x106 3,1x106 8,0x105 9,3x104 5,8x104 4,1x104 1,4x104 4,0x103 1,5x103 1,0x103 7,0x103 < 103 

TW-K nd 1,8x106 nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm 

TW-H nd nd 5,3x104 5,9x104 1,3x104 1,4x104 3,9x104 4,3x103 2,0x103 < 103 < 103 < 103 < 103 < 103 

MLW 

 

nd 6,8x106 6,3x105 1,6x105 1,3x107 3,1x105 9,4x104 8,3x104 7,5x103 4,8x103 4,0x103 1,0x103 < 103 < 103 

V. p. MDD nd 1,9x107 5,5x106 5,0x106 3,1x106 3,8x106 4,8x105 2,0x105 4,1x105 1,1x105 2,8x105 7,3x103 2,0x103 4,3x103 

MR nd 3,5x106 1,8x105 4,1x105 1,4x105 1,4x105 6,7x104 2,1x104 1,8x106 1,1x104 2,5x103 1,5x103 < 103 < 103 

TW-K nd 3,8x105 nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm 

TW-H nd nd 4,5x103 8,5x103 1,1x104 6,0x103 4,3x103 1,0x103 < 103 < 103 < 103 < 103 < 103 < 103 

MLW 

 

nd 3,4x106 2,9x105 8,0x104 1,3x105 1,0x105 3,8x105 2,4x104 1,3x104 5,8x103 4,0x103 2,3x103 1,0x103 < 103 

V. v. MDD nd 6,8x107 nm 8,8x107 nm 4,0x107 7,0x106 5,0x106 1,1x107 2,5x105 2,0x104 4,2x104 4,0x104 1,3x104 

MR nd 2,0x107 nm 5,5x106 nm 1,7x106 8,0x105 1,0x106 1,5x105 3,4x104 1,2x104 2,8x104 1,3x104 2,5x102 

TW-K nd 8,0x105 nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm 

TW-H nd nd nm 6,5x104 nm 1,3x104 1,6x104 5,5x103 7,3x102 3,0x102 1,0x102 < 102 < 102 < 102 

MLW nd 2,6x106 nm 9,3x105 nm 2,8x106 2,1x105 1,3x106 3,0x105 1,6x104 3,1x104 1,3x104 6,0x103 2,0x103 

 

Vibrio 

spp. 
Zeit 

MW P 

116h 140h 

V. v. MDD 5,8x103 5,0x102 

MR 5,5x102 5,8x102 

TW-K < 102 < 102 

TW-H < 102 < 102 

MLW 2,0x102 2,5x102 

 

MW P: Mittelwert der Vibrio-Zellzahlen in den einzelnen Probensegmenten 

MDD: Mitteldarmdrüsen; MR: Muschel-Gewebe-Reste; TW-K: Tankwasser Kontaminationsbecken; TW-H: Tankwasser Hälterungsbecken; MLW: Muschel-Lumen-Wässer 

nd: keine Vibrio spp. detektiert 

nm: nicht gemessen 

V. c.: Vibrio cholerae; V. p.: Vibrio parahaemolyticus; V. v.: Vibrio vulnificus 
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Tabelle 26: Mittelwert-Zellzahlen von Vibrio spp. während der Lagerungsversuche 

Mittelwerte der Zellzahlen von Vibrio spp. in den verschiedenen Probensegmenten von M. edulis während der 10-tägigen Lagerungsversuche 

 
Vibrio 

spp. 
Zeit 

MW P 

-24h 0d 1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d 

V. c. MDD nd 7,5x106           

MR nd 2,6x107           
TW-K nd 7,5x105           

MLW nd 2,6x106           

MDD V+3°C nd  1,0x108 7,9x106 1,4x107 2,5x107 4,8x107 7,5x106 6,3x106 5,8x106 8,3x106 2,0x107 
MR V+3°C nd  3,4x106 3,6x106 1,9x106 5,5x105 4,4x106 1,1x106 4,4x105 9,3x105 5,6x105 1,1x106 

ASW V+3°C nd  3,4x105 9,5x105 3,8x105 8,0x105 1,5x105 3,4x105 1,1x105 4,3x105 3,4x105 2,9x106 

MLW V+3°C nd  5,5x105 5,0x105 2,8x106 3,0x105 2,0x105 1,0x105 7,5x105 5,0x104 1,3x105 1,3x105 
MDD J+3°C nd  3,7x107 2,3x107 1,1x107 1,3x105 2,3x107 2,9x107 6,6x106 6,8x106 3,8x105 5,3x106 

MR J+3°C nd  4,9x106 5,8x106 6,8x106 2,5x106 3,7x106 4,6x106 3,1x106 1,0x106 5,5x105 1,5x106 

MLW J+3°C nd  3,0x105 6,0x105 4,5x105 5,0x105 5,3x106 5,3x106 1,0x105 8,5x105 1,8x106 1,5x105 
MDD V+15°C nd   6,3x106  1,8x108  1,4x106  7,8x107  4,4x106 

MR V+15°C nd   6,9x105  3,5x106  4,5x105  2,0x106  2,8x106 

ASW V+15°C nd   3,8x106  2,3x105  2,3x105  4,1x105  2,9x104 
MLW V+15°C nd   7,5x104  5,0x105  7,5x104  5,0x105  1,5x105 

MDD J+15°C nd   7,9x106  3,5x107  5,1x105  4,3x106  3,3x107 

MR J+15°C nd   3,0x105  7,3x106  9,5x105  5,8x106  1,4x107 
MLW J+15°C 

 

nd   7,5x105  5,0x106  5,5x105  7,5x105  < 103 

V. p. MDD nd 1,8x107           
MR nd 6,1x106           

TW-K nd 2,6x106           

MLW nd 7,0x106           
MDD V+3°C nd  4,5x106 1,6x107 5,6x108 4,5x107 1,0x107 2,8x106 3,8x108 5,3x106 1,5x105 2,1x106 

MR V+3°C nd  4,0x106 6,0x106 1,4x106 1,6x106 1,1x106 7,1x106 3,1x106 5,5x106 7,5x105 5,3x105 

ASW V+3°C nd  4,1x105 4,3x105 8,8x105 5,6x105 1,1x106 8,8x105 7,3x105 5,6x105 6,8x105 1,3x105 
MLW V+3°C nd  6,3x105 4,8x105 7,0x106 1,0x106 8,3x105 6,0x105 1,1x106 8,3x105 4,4x105 2,9x105 

MDD J+3°C nd  1,0x107 5,8x106 5,5x106 1,9x106 1,4x107 2,7x107 4,1x106 2,5x106 1,2x105 8,8x106 

MR J+3°C nd  2,2x106 1,6x106 4,3x105 3,9x106 1,3x107 5,5x106 1,8x106 6,0x106 3,8x106 1,3x106 
MLW J+3°C nd  1,5x106 3,3x107 3,8x106 4,1x106 3,0x107 3,9x106 4,0x106 3,8x107 7,3x105 4,8x106 

MDD V+15°C nd   4,1x106  2,0x106  5,1x105  4,3x105  7,8x105 

MR V+15°C nd   1,1x106  1,9x106  1,4x105  2,0x105  5,5x105 
ASW V+15°C nd   1,1x106  3,9x106  3,9x106  4,1x105  8,0x105 

MLW V+15°C nd   1,5x105  1,0x106  8,8x104  3,2x105  4,1x105 

MDD J+15°C nd   1,0x107  1,3x107  7,6x107  3,4x107  2,0x106 
MR J+15°C nd   7,5x106  3,1x107  3,4x107  1,2x108  3,2x107 

MLW J+15°C nd   4,1x106  2,9x106  4,1x106  2,0x105  < 103 

 

Die Tabelle wird auf nachfolgender Seite fortgesetzt.  
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Vibrio 

spp. 
Zeit 

MW P 

-24h 0d 1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d 

V. v. MDD nd 2,8x106           

MR nd 3,6x104           

TW-K nd 5,5x103           
MLW nd 1,6x104           

MDD V+3°C nd  3,9x104 1,0x105 3,7x105 5,3x103 5,1x104 8,8x103 1,7x103 1,0x104 3,5x103 1,0x103 

MR V+3°C nd  7,5x103 1,3x104 3,0x104 3,4x104 1,2x105 6,3x104 4,3x103 4,0x103 2,0x103 1,0x103 
ASW V+3°C nd  7,5x103 1,0x103 1,0x103 1,3x103 2,8x104 1,0x103 < 103 1,0x103 1,0x103 1,5x103 

MLW V+3°C nd  4,8x103 1,2x104 1,0x104 3,4x104 1,0x104 1,0x103 7,3x103 2,0x103 < 103 1,0x103 

MDD J+3°C nd  1,4x105 1,6x105 1,2x105 2,1x104 5,0x104 2,5x104 8,0x103 1,0x104 3,1x104 5,3x103 
MR J+3°C nd  4,4x104 1,8x104 1,1x104 7,5x103 6,8x103 6,7x103 4,3x103 4,3x103 4,5x103 1,8x103 

MLW J+3°C nd  4,1x104 < 103 7,5x103 < 103 1,0x103 < 103 < 103 < 103 < 103 < 103 

MDD V+15°C nd   4,8x104  7,8x104  7,5x104  3,8x103  9,3x104 
MR V+15°C nd   1,1x104  7,5x103  8,8x103  2,8x104  1,0x104 

ASW V+15°C nd   1,0x103  6,8x103  6,8x103  1,0x104  7,5x103 

MLW V+15°C nd   2,7x105  6,0x103  6,0x103  6,0x103  5,3x104 
MDD J+15°C nd   1,4x105  6,3x105  5,0x105  4,0x104  < 103 

MR J+15°C nd   1,8x104  7,5x104  3,0x104  1,5x103  < 103 

MLW J+15°C nd   < 103  < 103  1,0x103  < 103  < 103 

 

MW P: Mittelwert der Vibrio Zellzahlen in den einzelnen Probensegmenten 

MDD: Mitteldarmdrüsen; MR: Muschel-Gewebe-Reste; TW-K: Tankwasser Kontaminationsbecken; TW-H: Tankwasser Hälterungsbecken; MLW: Muschel-Lumen-Wässer 

nd: keine Vibrio spp. detektiert 

nm: nicht gemessen 

V. c.: Vibrio cholerae; V. p.: Vibrio parahaemolyticus; V. v.: Vibrio vulnificus 
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