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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Der Anstieg anthropogener Einfliisse in den letzten Jahrzehnten und die daraus resultierenden
Folgen in Form von extremen Wetterphinomenen, steigenden Meerestemperaturen, dem
Abschmelzen der Polkappen und der Ausbreitung invasiver Arten beeinflusst nicht nur
Menschen Tiere und Pflanzen, sondern auch mikrobielle Gemeinschaften. Dabei konnen
besonders potentiell pathogene Bakterien profitieren und in Zukunft verstirkt auftreten.

Einer dieser moglichen Profiteure, dessen Bedeutung fiir Mensch und Natur in Zukunft
aufgrund anthropogener Einfliisse steigen konnte, ist die bakterielle Gattung Vibrio.

Vibrio ist ubiquitir in aquatischen Systemen verbreitet und mehr als 130 Arten sind
beschrieben, dessen Lebensweisen von symbiontisch bis pathogen reichen. Doch obwohl
Vibrio zu den am stirksten untersuchten bakteriellen Gruppen zéhlt, ist die Wechselwirkung
zwischen Vibrio und anthropogenen Einfliissen meist unzureichend verstanden.

In dieser Promotion beschiftigte ich mich daher mit dem Einfluss anthropogener Faktoren auf
die Abundanz und die Zusammensetzung von Vibrio-Kiistengemeinschaften. Die Ostsee und
die chinesische Insel Hainan, die sich durch individuelle Charakteristika unterscheiden, dienten
dabei als Modellregionen fiir verschiedene anthropogene Einfliisse.

Die Ostsee wird auf Grund ihres geologisch jungen Alters sowie der intensiven anthropogenen
Nutzung besonders stark durch invasive Arten geprigt, deren Anzahl sich in den letzten 60
Jahren mehr als verdreifacht hat. Dabei werden eingeschleppte Arten als moglicher Vektor fiir
pathogene Vibrio-Spezies diskutiert. Ein Phinomen, welches in dieser Form noch nicht in der
Ostsee nachgewiesen wurde.

Gleichzeitig ist die Ostsee auf Grund ihres flachen Charakters 6-mal stidrker vom anthropogen
bedingten Anstieg der Meerestemperaturen betroffen, als der globale Durchschnitt. Dadurch
wird die fiir Vibrio kritische Wassertemperatur von 20 °C, ab der diese sich stark vermehren
konnen, immer hiufiger fiir lingere Zeit iiberschritten. Wihrend Vibrio in den Sommermonaten
in der Ostsee in zum Teil hoher Zellzahl detektiert wird, erfolgt der Nachweis von Vibrio
wihrend der kalten Monate selten, und Winterreservoire dieser Gruppe sind weitestgehend
unbekannt. Die Kenntnis {iber mogliche Winterreservoire stellt jedoch eine Grundlage dar, um
die zukiinftige Entwicklung und Dynamik von Vibrio-Kiistengemeinschaften bei steigenden
Meerestemperaturen in der Ostsee abschitzen zu konnen.

In meiner Promotion nutze ich eine Kombination aus kultivierungsunabhingiger

gattungsspezifischer digitaler Droplet PCR, Illumina-16S rRNS Gen-Sequenzierung sowie
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Zusammenfassung II

kultivierungsabhédngiger Quantifizierung und Stammisolierung, um zum einen den Einfluss
invasiver Arten auf Vibrio-Gemeinschaften in Kiistengebieten abschétzen zu konnen und zum
anderen mogliche Winterreservoire von Vibrio zu identifizieren. Wasser-, Sediment-, Seston-
und Gewebeproben von den einheimischen Fischen Clupea harengus membras (Hering) und
Gadus morhua (Dorsch) sowie der invasiven Art Neogobius melanostomus
(Schwarzmundgrundel) wurden in zwei Sommer- und Wintersitutationen entlang des natiirlich
vorkommenden Salzgradienten an der deutschen Ostseekiiste untersucht. Ich konnte zeigen,
dass N. melanostomus als Winterreservoir fiir N. melanostomus-spezifische Vibrio-
Gemeinschaften dienen konnte, inklusive der potentiell humanpathogenen Art V. vulnificus.
Als Winterreservoir fiir einzigartige Vibrio-Gemeinschaften bieten Gebiete mit hoher Dichte
an N. melanostomus damit einen moglichen Startpunkt, von denen sich Vibrio-Bliiten im
Sommer ausbreiten konnen.

Wihrend die Ostsee besonders durch steigende Wassertemperaturen und invasive Arten
gepréagt ist, hat die in den Subtropen / Tropen liegende Insel Hainan in den letzten 50 Jahren
besonders starke anthropogene Veridnderungen durch den Ausbau von Aquakulturen erlebt.
Da verschiedene Studien zeigten, dass Vibrio, speziell auch deren pathogene Arten, in
Aquakulturen angereichert werden konnen, ist durch die Freisetzung von ungefilterten
Aquakulturabwéssern ein moglicher Einfluss der Vibrio-Kiistengemeinschaften in diesem
Gebiet zu erwarten. Um diese Hypothese zu bestitigen, nutzte ich [llumina-16S rRNS Gen-
Sequenzierung fiir Wasser, Sediment, Seegras und Gewebeproben von kultivierten Tieren aus
verschiedenen Kiistenabschnitten, Aquakulturen und einem Astuar. Dabei zeigte sich, dass
Vibrio-Gemeinschaften in Abundanz und Zusammensetzung innerhalb von Aquakulturen in
Abhingigkeit von ihrer Betriebsweise beeinflusst werden konnten. Im Vergleich zur Kiiste
reduzierten klassische Teichaquakulturen die relative Vibiro-16S rRNS Gen-Abundanz und
Vibrio-Diversitit signifikant. Im Gegensatz dazu waren kontinuierliche Aquakulturen in der
relativen Vibiro-16S rRNS Gen-Abundanz angereichert, wiesen jedoch eine mit der Kiiste
vergleichbare Vibrio-Diversitit auf. Obwohl die Freisetzung von ungefilterten Aquakultur-
Abwissern die theoretische Moglichkeit besal}, Vibrio-Kiistengemeinschaften zu beeinflussen,
konnte ein solcher Effekt in umliegenden Gebieten zum gegebenen Zeitpunkt nicht detektiert
werden.

Die Ergebnisse meiner Studie konnten zeigen, dass anthropogene Einfliisse das Potential
besitzen, Vibrio-Kiistengemeinschaften zu veridndern. Dies stellt einen wichtigen Schritt zum
Verstdandnis der wechselseitigen Beziehung zwischen potentiell pathogenen Bakterien und dem

menschlichen Einfluss dar.

Dissertation Lars Moller



Summary 111

Summary

Increasing anthropogenic influences and their consequences, including of extreme weather
phenomena, rising sea temperature, melting of polar caps and spread of invasive species, do not
only impact humans, animals and plants, but microbial communities as well. Pathogenic
bacteria can particularly profit from these changes and their abundance is thought to increase
in the future. Vibrio represents one of the bacterial genera which might profit from
anthropogenic changes and therefore will rise in its importance to humans and in nature. Vibrio
is ubiquitously distributed in aquatic systems and comprises more than 130 species, including
symbionts and pathogens. While Vibrio is one of the most studied bacterial groups, its
interaction with anthropogenic factors is barely understood.

Therefore, in this dissertation, I studied the impact of anthropogenic factors on the abundance
and composition of coastal Vibrio communities. The Baltic Sea and the Chinese island Hainan
were used as model regions for different anthropogenic factors, being characterised by
individual environmental parameters.

Due to its geologically young age and its intensive anthropogenic use, the Baltic Sea is strongly
impacted by invasive species; the numbers of invasive species have tripled in the last 60 years.
In the literature, invasive species are discussed as a potential vector for pathogenic Vibrio
species, a phenomena which was not documented for the Baltic Sea so far. Additionally, the
Baltic Sea is 6 times more strongly affected by rising water temperatures than the global
average, due to its shallow character. This factor will prolong the time span in which, critically,
water temperatures are above 20 °C, during which Vibrio starts to proliferate. While Vibrio can
be detected in high cell numbers during the summer months in the Baltic Sea, detection during
the colder months is rare and winter reservoirs of this genus are largely unknown. The
knowledge of potential winter reservoirs represents a key fact to understand the future
development and dynamics of coastal Vibrio communities in the Baltic Sea at increasing water
temperatures.

In my work, I used a combination of culture-independent genus-specific digital droplet PCR,
[llumina 16S rRNA gene sequencing and culture-dependent quantification and strain isolation
to evaluate the potential impact of invasive species on coastal Vibrio communities and to
identify potential winter reservoirs. Water, sediment, seston and tissue samples from native fish
species Clupea harengus membras (herring) und Gadus morhua (cod) as well as from the

invasive Neogobius melanostomus (round goby) were analysed during two summer and winter
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situations alongside the natural occurring salinity gradient of the German Baltic Sea coast. I
was able to demonstrate, that N. melanostomus could act as a winter reservoir for
N. melanostomus-specific Vibrio communities, including the potential human pathogen
V. vulnificus. Given this finding, areas of high abundance of N. melanostomus represent a
potential starting point for spreading Vibrio blooms during summer.

While the Baltic Sea is characterized by increasing water temperatures and invasive species,
the subtropical / tropical island of Hainan has undergone strong anthropogenic impact from the
increasing aquaculture industry over the last 50 years. Since several studies indicated that
Vibrio, especially pathogenic species, can be enriched by aquaculture, the release of unfiltered
aquaculture wastewater might influence coastal Vibrio communities in the area of Hainan. To
test this hypothesis, water, sediment, sea grass and tissue samples of cultivated animals from
several coastal transects, aquacultures and one estuary were analysed by Illumina 16S rRNA
sequencing.

The results showed that Vibrio communities were influenced inside aquacultures depending on
the operational system. While classical pond aquaculture system significantly reduced both the
relative Vibrio 16S rRNA gene abundance and Vibrio diversity compared to the coast, the
continuous aquaculture systems was characterised by an elevated relative Vibrio 16S rRNA
gene abundance with similar Vibrio diversity to the coast. While the release of aquaculture-
respective wastewater could theoretically change coastal Vibrio communities, such an effect
was not detected during my studies.

The results of my thesis showed that anthropogenic factors have the potential to impact coastal
Vibrio communities. This represents an important step in the understanding of the relationship

between potential pathogenic bacteria and human influence.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Eigenschaften und Verbreitung der Gattung Vibrio

Die Gattung Vibrio wurde mit der Art Vibrio cholerae durch den italienischen Anatom Filippo
Pacini im Jahr 1854 beschrieben, wihrend er einen Ausbruch der Durchfallerkrankung Cholera
in Florenz untersuchte (Pacini 1854). Vibrio stellt damit eine der &ltesten beschriebenen
bakteriellen Gattungen dar und umfasst inzwischen mehr als 130 beschriebene Arten
(Gomez-Gil et al. 2013). Vibrionen, also Spezies der Gattung Vibrio, gehoren zur Gruppe der
Gammaproteobacteria, sind gramnegative, iiblicherweise bewegliche, leicht gekriimmte
Stidbchen und zeichnen sich durch einen fakultativ anaeroben Stoffwechsel aus (Abb. 1.1). Sie
sind mesophil und bis auf wenige Ausnahmen, zu denen V. cholerae (Vital et al. 2007) und
V. mimicus (Davis et al. 1981) zihlen, halophil. Thr Genom ist durch eine hohe genetische
Flexibilitit charakterisiert (Dryselius et al. 2007, Hazen et al. 2010) und besteht meist aus zwei

verschieden grof3en, zirkuldren Chromosomen (Okada et al. 2005).

~ 0,4 um

~5 um ‘ ~ 1,6 pum

Abbildung 1.1: Mikroskopisches Bild und schematische Darstellung einer Vibrio cholerae-Zelle. Diese Art besitzt
zwei verschieden grofle, zirkuldre Chromosomen. Das groffere Chromosom besteht aus ca. 3 Megabasen-
paaren (Mbp), das kleinere Chromosom aus ca. 1,1 Mbp (Tagomori et al 2002).
* Bild modifiziert aus (Bruhn et al. 2018).
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1 Einleitung 2

Diese Flexibilitit spiegelt sich in der hohen 6kologischen Bandbreite an Funktionen wieder,
sowie der Fihigkeit, auf sich verdndernde Umweltbedingungen zu reagieren (Thompson et al.
2010). Vibrionen sind unter anderem in der Lage, verschiedene geloste, organische
Verbindungen zu nutzen und dem Stoffkreislauf erneut zuzufiithren (Zhang et al. 2018). So
konnen einige Arten Polymere wie Chitin, einer der hdufigsten Biopolymere und das grofte
Reservoir fiir Aminoglykoside im Meer (Jeuniaux und Voss-Foucart 1991), in seine
Bestandteile zerlegen (Hunt et al. 2008). Ebenso synthetisieren einige Stimme fiir aquatische
Organismen essentielle ungesittigte Fettsdauren (Hamamoto ef al. 1994, Kanazawa et al. 1979),
oder sind befihigt, Luftstickstoff zu fixieren (Criminger et al. 2007, Urdaci et al. 1988). Dies
macht Vibrionen zu potentiellen Schliisselorganismen in aquatischen Nahrstoffkreisldaufen.
Die Gattung Vibrio ist ubiquitédr in allen aquatischen Systemen verbreitet, und Vertreter leben
frei vorkommend im Wasser (Thompson et al. 2004), im Sediment (Givens et al. 2014) oder
auf der Oberfldache von Partikeln (Oberbeckmann et al. 2011b). Ebenso sind Vibrionen auf der
Oberfliche und in Organen von hoheren Lebewesen prisent, worunter Korallen, Muscheln,
Schwimme, Krebse und Fische fallen (Bibi et al. 2020, Givens et al. 2014, Noguchi et al. 1987,
Thompson et al. 2005, Vandenberghe et al. 1999).

1.2 Vibrio spp. in hoheren Lebewesen

Vibrionen sind in der Lage, mit vielen verschiedenen héheren Organismen in Wechselwirkung
zu treten. Dabei reichen die Beziehungen von symbiotisch bis hin zu pathogen. Ersteres zeigt
sich in Schwidmmen der Art Suberea mollis. In diesen produzieren symbiotische Vibrio spp.-
Stamme antibiotische Substanzen, die den Wirt vor einer Reihe von pathogenen Bakterien und
Pilzen schiitzen (Bibi et al. 2020) .

Ebenso stellen Vibrionen einen natiirlichen Bestandteil auf der Oberfldche von Tieren dar. So
ist V. cholerae auf der Chitin-Oberfliche von Copepoden zu finden (Kirschner et al. 2011), und
in gesunden Korallen stellen Vibrionen einen Teil der natiirlichen vorkommenden bakteriellen
Oberflichengemeinschaft dar (Tout et al. 2015). In Fischen konnen sie einen bedeutenden
Bestandteil der Magen-Darm-Flora ausmachen (Egerton et al. 2018, Tapia-Paniagua et al.
2019).

Neben solchen symbiotischen oder kommensalischen Wechselwirkungen zwischen Wirt und
Vibrionen, ist eine Vielzahl an verschiedenen potentiellen pathogenen Vibrio-Arten bekannt.
Diese konnen verschiedene Organismen infizieren. So wurden unter anderem aus

abgestorbenen Korallen die Art V. coralliilyticus isoliert und als Verursacher von
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1 Einleitung 3

Korallenbleichen ausgemacht (Ben-Haim et al. 2003). V. vulnificus verursacht in
SiiBwasseraalen akute hamorrhagische Sepsis (Valiente et al. 2008). V. harveyi kann die Tail-
Rot-Disease und das Bright-Red-Syndrom in kultivierten Goldbrassen bzw. in Shrimps
hervorrufen (Haldar et al. 2010, Soto-Rodriguez et al. 2012). Ebenso verursacht
V. alginolyticus Infektionen in Shrimps und kultivierten Fischen (Lee ef al. 1996, Liu et al.
2004). Durch diese Fiille an Infektionen, die diese Gattung in kultivierten Tieren verursachen

kann, nehmen Vibrionen eine wichtige Stellung als Pathogene in Aquakulturen ein.

1.3 Pathogene Vibrio spp. in Aquakulturen

Aquakulturen stellen einen der am stirksten wachsenden Industriezweige weltweit dar und ihre
Bedeutung wird in Zukunft weiter zunehmen, um die steigende Nachfrage nach Fisch und
Meeresfriichten zu decken. Allein in China wuchs dieser Industriezweig im Zeitraum von 2000
— 2017 um 150%, was einen Weltmarktanteil von 58% der Produktion ausmacht (FAO 2019).
Dies entspricht 46,8 Millionen Tonnen an kultivierten Organismen pro Jahr. Obwohl der
Einsatz von Aquakulturen in der Theorie positive Auswirkungen, wie den Schutz bestehender
Fischbestinde vor Uberfischung, hat, konnen sie in der Praxis zu schweren Umweltproblemen
fiihren. Dazu zdhlen unter anderen die Freisetzung von Néahrstoffen und damit einhergehende
Eutrophierung (Herbeck et al. 2013), chemische Verschmutzung (Boyd und Massaut 1999) und
die Anreicherung und Freisetzung von potentiell pathogenen Bakterien, inklusive Vibrio spp.
(Agnes et al. 1998, Corea 2019). Vibrionen scheinen von den in der Aquakultur
vorherrschenden Bedingungen besonders profitieren zu konnen, was sich in deren hohen
Abundanz in Aquakulturteichen wiederspiegelt, speziell bei auftretenden Infektionen
(Karunasagar et al. 1994, Sung et al. 2001). Vibrionen sind fiir eine Reihe von in Aquakulturen
vorkommenden Krankheiten (Vibriosen) verantwortlich (Jayasree et al. 2006). Der Befall tritt
oft frith in den Larvenstadien der geziichteten Organismen auf und kann in kurzer Zeit zum
Absterben eines Grofteils der Tiere fithren (Diggles et al. 2000, Handlinger et al. 2005,
Karunasagar et al. 1994). Die kultivierbare Vibrionen-Gemeinschaft innerhalb dieser
befallenen Aquakulturen ist dabei durch eine geringe Diversitéit charakterisiert, in der nur
einzelne Arten dominieren. Diese beinhaltet unter anderem potentiell pathogene Arten wie
V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. vulnifucs oder V. harveyi (Al-Harbi und Uddin 2005,
Sung et al. 1999, Sung et al. 2001). Ein damit einhergehendes Resultat ist der gesteigerte
Einsatz von Antibiotika innerhalb von Aquakulturen. So wurden in Norwegen grofle Mengen

an Antibiotika eingesetzt, um das Auftreten von Kaltwasservibriosen (V. salmonicida, heute
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Aliivibrio salmonicida) und akute hdmorrhagische Sepsis (V. anguillarum, heute Listonella
anguillarum) in der marinen Lachszucht zu verhindern (Grave et al. 1996, Grave et al. 1999,
Lillehaug et al. 2003). Bis zum Jahr 1992 stieg dabei der jahrliche Antibiotika-Einsatz in
Aquakulturen in Norwegen auf bis zu 27.485 kg (Grave et al. 1996, Grave et al. 1999). Dies
dnderte sich erst durch den Einsatz von besseren Hygienemallnahmen, der stirkeren
Regulierung von Antibiotika und vorranging durch den Einsatz von Impfungen fiir kultivierte
Fische. Dies fiihrte in zwei Jahren zu einem verringerten Einsatz von Antibiotika um ca. 95%
(1.396 kg), bei einer gleichzeitigen Produktionssteigerung von 100% (Grave et al. 1996, Grave
et al. 1999). Jedoch stellen Vibrionen immer noch einen weltweiten prominenten Faktor in der
Aquakulturindustrie dar, da Impfungen nur fiir wenige kultivierte Fische zur Verfiigung stehen
(Angelidis et al. 2006, Crosbie und Nowak 2004, Esteve-Gassent et al. 2004). Allein in der
Shrimps-Zucht verursachen Vibrionen geschitzte jahrliche Schiden in Milliardenhohe (Shinn
et al. 2018). Zusitzlich bergen ungefiltert in die Umwelt abgegebene Abwisser aus
Aquakulturen Risiken. Neben der Freisetzung von Nihrstoffen und der daraus folgenden
Eutrophierung (Herbeck et al. 2013), kann durch die Freisetzung von mit Vibrio spp.
angereicherten Abwissern auch eine Gefahr fiir Tiere und auch den Menschen entstehen, da

innerhalb dieser Gattung auch humanpathogene Arten vorkommen.

1.4 Humanpathogene Vibrio spp.

Neben Pathogenen, welche Tiere infizieren, umfasst die Gattung Vibrio mehr als ein Dutzend
Arten (Tab. 1.1), die mit menschlichen Infektionen in Verbindung gebracht werden (CDC
2020c, Farmer Iii und Hickman-Brenner 2006). Die dabei wichtigsten pathogenen Arten stellen
Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus und Vibrio vulnificus dar. Dabei ist die prominenteste
Art, die gleichzeitig auch den grofiten Anteil an durch Vibrionen verursachten Infektionen
Weltweit verursacht, Vibrio cholerae, der Erreger der Cholera. In einer Studie von Ali et al.
(2015) wurde berechnet, dass weltweit ca. 2,86 Millionen Menschen jidhrlich an Cholera
erkranken, wovon ca. 95.000 Personen sterben. Allerdings muss innerhalb dieser Art
differenziert werden. So sind nur zwei der mehr als 100 existierenden Serotypen in der Lage,
pandemische Cholera zu verursachen (Shimada er al. 1994, Qadri et al. 1995, WHO 1993).
Dabei handelt es sich um die Serotypen O1 und O139. Aus diesem Grund erfolgt in der Literatur
oft eine Einteilung von humanpathogenen V. cholerae -Serotypen in Cholera- und nicht
Cholera-verursachende pathogene V. cholerae-Serotpyen (Baker-Austin et al. 2017, Huehn et
al. 2014).
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Tabelle 1.1: Ubersicht iiber humanpathogene Vibrio-Arten sowie ihren Nachweis in klinischen Proben. Die
Symbole spiegeln die relative Héufigkeit wieder, mit der die entsprechende Art in klinischen Proben
nachgewiesen wurde. Das Symbol (/) bedeutet, dass nicht geniigend Informationen fiir eine Abschitzung des

iblichen Vorkommens vorliegen. Modifiziert nach (CDC 2020c, Farmer Iii und Hickman-Brenner 2006)

Auftreten in klinischen Proben
Vibrio-Art
Intestinal Extraintestinal
V. alginolyticus + ++
V. carchariae - +
V. campbellii ) 0]
V. cholerae
Serogruppe O1, O139 ++++ +
Serogruppe nicht O1, 0139 ++ ++
V. cincinnatiensis - +
V. fluvialis ++ -
V. furnissii ++ .
V. harvey ) )
V. metoecus ) )
V. metschnikovii - +
V. mimicus ++ +
V. navarrensis ) )
V. parahaemolyticus ++++ +
V. vulnificus + T+

Nach V. cholerae ist die Art V. parahaemolyticus fiir den GroBteil an Vibriosen im Menschen
verantwortlich. Dabei verursacht diese Art typischerweise Lebensmittelvergiftungen, die in den
meisten Fillen mild ablaufen und nach wenigen Tagen bei nicht immunsupprimierten Personen
selbstindig ausheilen (Daniels et al. 2000, Qadri et al. 2003). Allein in den USA erkranken
jahrlich schidtzungsweise 45.000 Menschen an V. parahaemolyticus (CDC 2020c). In
Siidostasien spielt V. parahaemolyticus als Lebensmittelpathogen ebenfalls eine wichtige Rolle
und ist fiir ca. 20% der Lebensmittelvergiftungen in diesen Regionen verantwortlich, meist
hervorgerufen durch den Konsum von rohem oder unzureichend gegartem Fisch und

Meeresfriichten (Diseases 2011, Jahangir Alam et al. 2002, WHO und FAO 2011b). Im
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Vergleich zu den Zahlen, der durch V. parahaemolyticus hervorgerufenen Erkrankungen, tritt
eine Infektion durch V. vulnificus deutlich seltener auf. So sind in Japan bei einer Umfrage von
1.693 Krankenhiusern fiir den Zeitraum von 1999 bis 2003 nur 94 Fille mit dieser Art
registriert worden (Inoue et al. 2008). In den USA belaufen sich die Zahlen auf ca. 100 Fille
pro Jahr (CDC 2020c) und in Deutschland werden iiblicherweise weniger als 10 Fille jahrlich
registriert (LAGuS M-V 2020). Obwohl Infektionen durch V. vulnificus selten sind, laufen diese
im Vergleich zu Infektionen anderen Vibrionen meist schwerwiegend ab, und die Letalitéit kann
auch bei Behandlung bei iiber 50% liegen (Hlady und Klontz 1996, Inoue et al. 2008). Dadurch
ist diese Art trotz ihrer geringen Fallzahl fiir die meisten Tode durch Vibriosen in den USA
verantwortlich (CDC 2020c). Ubertragungswege sind primir der Konsum von nicht oder nur
unzuldnglich gegarten Meeresfriichten wie Austern, sowie Kontakt von Wunden mit
Meereswasser (Hlady und Klontz 1996). Die sich dabei typischerweise ausbildenden klinischen
Syndrome sind Gastroenteritis, Wundinfektionen und primire Sepsis. Die bei Infektionen durch
V. vulnificus auftretende hohe Letalitdt und das weltweite Vorkommen dieser Art stehen im
Kontrast zu der geringen Anzahl an registrierten Infektionen. Eine Diskrepanz, die sich nur

teilweise durch die Rolle von V. vulnificus als opportunistischer Pathogen erklédren ldsst.

1.5 Virulenz und Pathogenitit von Vibrio vulnificus

In Tierversuchen hat sich gezeigt, dass sdmtliche V. vulnificus-Stimme in der Lage sind,
todliche Infektionen zu verursachen (Starks et al. 2000). Sollte dies zutreffen, miisste aufgrund
der weitlaufigen Verbreitung dieser Art, die Anzahl an registrierten Infektionen weltweit jedoch
deutlich groBer sein, als sie ist. In den USA werden jedoch nur ca. 100 Félle pro Jahr registriert.
Ein Teil dieser Diskrepanz lisst sich durch die opportunistische Natur von V. vulnficus erkliren.
Infektionen treten selten in gesunden, immunkompetenten Personen auf. In mehr als 66% der
Fille (Dechet et al. 2008, Inoue et al. 2008, LAGuS M-V 2020) liegen chronische
Erkrankungen, wie beispielsweise Leberzirrhose, Diabetes oder Immunschwéchungen vor, was
das Infektionsrisiko um das 80-fache steigert (CDC 1993). In einer Studie von Oliver (2005)
wird berichtet, dass allein in den USA 12 — 30 Millionen Einwohner Teil dieser Risikogruppen
waren. Gleichzeitig essen schitzungsweise 10 - 20% aller Amerikaner mindestens einmal pro
Jahr rohe Schalentiere und 80 Millionen Portionen rohe Auster werden pro Jahr von 20
Millionen Amerikaner konsumiert (Oliver 2005, WHO und FAO 2011a). Dabei lagen die

Fallzahlen bei nur ca. 20 tddlichen Infektionen im Jahr. Aus dieser Betrachtung ergab sich die
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Theorie, dass moglicherweise weitere, bisher unbekannte Risikofaktoren fiir eine im Menschen
auftretende Infektion nétig sind.

Ebenso ist es wahrscheinlich, dass kritische und essentielle Virulenz-Faktoren in Stimmen
auftreten miissen, damit eine Infektion im Menschen iiberhaupt erst moglich ist.

Auf der Suche nach einem Weg, virulente Stimme von ,nicht-virulenten® Formen zu
unterscheiden, zeigte sich, dass signifikante genomische Unterschiede in V. vulnifucs Stimmen
existieren (Aznar et al. 1994, Chatzidaki-Livanis et al. 2006a, Nilsson et al. 2003, Rosche et
al. 2005).

So weist das Virulence-correlated gene (vcg), welches konstitutiv in V. vulnificus vorkommt,
und vermutlich nicht selbst an dessen Virulenz beteiligt ist, zwei distinkte Formen auf (Rosche
et al. 2005). Diese korrelieren stark mit dem Vorkommen der Stimme aus Umwelt- und
klinischen Proben. Der klinische Typ (vcgC) tritt dabei héufiger (66-100%) in klinischen
Isolaten auf, wihrend der Umwelt-Typ (vcgE) hiufiger in Umweltisolaten (59-93%) gefunden
wird (Han et al. 2009, Rosche et al. 2005). Dies kann als starker Indikator fiir eine mogliche
Virulenz gesehen werden. Im Mausexperiment zeigt sich jedoch erneut, dass beide Formen in
der Lage sind, tddliche Infektionen zu verursachen (Starks et al. 2000), wobei lediglich
Unterschiede in der fiir die Infektion erforderlichen Dosis auftreten. Auch sind Stamme des
Umwelt-Typs bekannt, die im Menschen Infektionen verursachen (Han et al. 2009). Dies deutet
darauf hin, dass, obwohl der Dimorphismus einen moglichen Indikator darstellt, die Prisenz
von Virulenz-Faktoren entscheidend ist.

Zur Unterscheidung von pathogenen und apathogenen Bakterien wird iiblicherweise das
Prinzip der Virulenz-Gene verwendet. Echte Virulenz-Gene definieren sich dabei als Gene,
dessen Produkte in der Interaktion mit dem Wirt in Verbindung stehen und fiir pathologischen
Schaden verantwortlich sind. Abwesend sind sie dagegen in apathogenen Stimmen (Wassenaar
und Gaastra 2001). Ein typisches Beispiel fiir einen solchen Virulenz-Faktor stellt das Cholera-
Toxin von V. cholerae Serotyp O1/0139 dar, dass fiir die Krankheit Cholera essentiell ist (Hall
et al. 1994, Holmgren 1981). Da jedoch V. vulnificus-Stamme prinzipiell pathogen sind, wird
das Prinzip der echten Virulenz-Faktoren fiir die weitere Betrachtung angepasst und folgend
von opportunistischen Virulenz-Faktoren gesprochen. Diese haben eine Virulenz-férdernde
Wirkung, wohingegen die Abwesenheit zu einer Reduzierung der Virulenz fiihrt (Wassenaar
und Gaastra 2001). Ebenso treten sie typischerweise in klinischen Isolaten hdufiger auf und
sind selten in Umweltstimmen vertreten. Daher werden allgemeine strukturelle Komponenten
von Zellen, wie Lipopolysaccharide (LPS) nicht beachtet, obwohl dieses Endotoxin in V.

vulnificus hochst wahrscheinlich einen Virulenz-Faktor darstellt. LPS ist in V. vulnificus fiir die
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Ausbildung eines endotoxischen Schocks und den damit verbundenen Tod des Wirtes
verantwortlich (McPherson et al. 1991, Merkel et al. 2001).

Die Suche nach opportunistischen Virulenz-Faktoren erweist sich bei V. vulnificus als
schwierig. Bis heute sind die Pathogenitit und die fiir diese erforderlichen Virulenz-Faktoren
von V. vulnificus noch nicht vollstindig geklirt. Einige wenige werden jedoch als absolut
notwendig angesehen, um eine Infektion im Menschen hervorzurufen und um diesen als stark
pathogenen Stamm zu charakterisieren.

Die Ausbildung von Kapseln stellt einen solchen Faktor dar. Kapseln dienen dem Ausweichen
der Immunantwort und erlauben das Uberleben des Bakteriums im Wirt (Simpson et al. 1987,
Tamplin et al. 1985). Dabei zeigen klinische Stimme von V. vulnificus spezifische
Unterschiede in der Operon-Sequenz der kapsuldren Polysaccharide (CPS) gegeniiber
Umweltstimmen, die in Form des hypothetischen Proteins 1 (HP1-Allel) in 87% alle klinischen
Isolate vertreten sind (Chatzidaki-Livanis et al. 2006b).

Einen weiteren wichtigen opportunistischen Virulenz-Faktor stellen Siderophore dar, wovon
V. vulnificus zwei Formen besitzt, Hydroxymate und Catechole. Dabei stellen letztere in Form
des Vulnibactins, codiert durch das Gen viuB, den wichtigeren Faktor fiir die Eisenaufnahme
dieses Organismus und damit der Virulenz dar (Kim et al. 2006, Simpson und Oliver 1983).
Eisen liegt im Korper iiblicherweise in gebundener Form vor und steht damit eindringenden
Bakterien nicht fiir den Stoffwechsel zur Verfiigung (Cassat und Skaar 2013, Johnson und
Wessling-Resnick 2012). Diese Form des angeborenen Immunsystems kann jedoch durch
V. vulnificus in Form von Vulnibactin umgangen werden, da dieses Eisen von korpereigenen
Bindeproteinen wie Transferrin entfernen kann (Simpson und Oliver 1987).

Toxine sind fiir die Ausprigung einer Infektion ebenfalls essentiell und gehdren damit zu den
opportunistischen Virulenz-Faktoren. Fiir V. vulnificus ist dies das proteinogene RTX-Toxin,
exprimiert aus entsprechenden RTX-Genen, welche ebenso in anderen Vibrionen wie
V. cholerae und V. parahemolyticus vertreten sein konnen (Lin ef al. 1999, Makino et al. 2003,
Pérez-Reytor et al. 2018). RTX ist das Haupttoxin von V. vulnificus, welches fiir Zellschiden
im Wirt verantwortlich gemacht wird und eine wesentliche Rolle bei der Ausbildung
systemischer Infektionen spielt (Chung et al. 2010, Kim et al. 2008, Lee et al. 2007).

Neben diesen drei Kriterien werden weitere potentielle Schliissel-Virulenz-Faktoren in der
Literatur diskutiert, zu denen unter anderem Gene fiir Pili, Flagellen und Hdamolysine gehoren
(Paranjpye und Strom 2005, Kim und Rhee 2003, Wright und Morris 1991). Aus diesem Grund

kann nicht ausgeschlossen werden, das HP1, RTX und Vulnibactin, die einzigen Virulenz-
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Faktoren in hoherpathogenen V. vulnifucs-Stammen darstellen, doch reprisentieren sie einen

moglichen notwendigen Grundstock.

1.6 Geographische Verteilung von Vibriosen

Trotz der ubiquitdren Verbreitung von Vibrionen ist die Rolle als wichtiger Humanpathogen
auf der Welt nicht gleichméBig verteilt und einer geographischen Aufteilung unterworfen.
Vibrionen zédhlen typischerweise als Pathogene der Subtropen und Tropen. So spielt V. cholerae
als Ausloser der Cholera vor allem in der Nihe des Aquators eine Rolle (Abb. 1.2) (WHO
2020a). Félle von Cholera in Liandern der gemiBigten Breitengrade stehen oft mit Reisen in

tropische Risikogebiete in Verbindung (ECDC 2020, Hlady und Klontz 1996).

Countries reporting cholera, 2010-2015

§ 5 | Countries reporting cholera, 2015

- Countries reporting cholera, 2010-2014 0 1550 3,100 * 6,200 Kilometers
T

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever ~ Data Source: World Health Organization 77#5%N World Health
on the part of the World Health Organization concering the legal status of any country, teritory, city or area or of its authorities, Map Production: Information Evidence i\; ﬂﬁ Organization
or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines and Research (IER) i

for which there may not yet be full agreement. World Health Organization ©WHO 2016. Al rights reserved.

Abbildung 1.2: WHO-Karte auftretender Cholera-Fille im Zeitraum 2010-2015. (Mit Erlaubnis der WHO

verwendet.)

Doch auch bei nicht Cholera verursachenden humanpathogenen Vibrionen ist zu erkennen, dass
diese hdufiger in subtropischen oder tropischen Breiten wie der Golfkiiste der USA auftreten
(Hlady und Klontz 1996, Huang et al. 2016). In gemé@Bigten und sub-arktischen Bereichen wie

Nordeuropa, Nordwest-Siidamerika oder den Nordosten der USA sind Vibrio-Infektionen
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selten, so dass die Infektionszahlen gering und ihr Auftreten als ungewo6hnlich angesehen wird
(Baker-Austin et al. 2013, Baker-Austin et al. 2016, Cordova et al. 2002, Gonzalez-Escalona
et al. 2005). Ein Grund dafiir liegt in der positiven Korrelation von wichtigen humanpathogenen
Vertretern (V. vulnificus V. parahaemolyticus, V. cholerae und V. alginolyticus) mit einer
steigenden Wassertemperatur. Dabei gilt als Schwellenwert eine Temperatur von 15-20 °C, ab
der diese sich besonders stark vermehren (Boer et al. 2012, Boer et al. 2013, Kaspar und
Tamplin 1993). Ebenso scheint die Pathogenitidt von Vibrionen direkt von der Temperatur
beeinflusst zu werden und mit steigender Temperatur zuzunehmen (Kimes et al. 2012,

Montanchez et al. 2019).

1.7 Vibrio spp. als Profiteur anthropogener Verinderungen

Die Nutzung fossiler Brennstoffe, der immer stirkere Ausbau mariner Habitate durch den
Menschen, verstiarkte Globalisierung und Transport haben deutliche Spuren in der Natur
hinterlassen (Dukes und Mooney 1999, Ren et al. 2019, Yao et al. 2017). Dies beeinflusst nicht
nur die Tier und Pflanzenwelt, sondern kann auch Auswirkungen auf bakterielle
Gemeinschaften haben (Manzari et al. 2015, Ramirez et al. 2017, Vezzulli et al. 2012).

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass durch anhaltende anthropogen bedingte
Verinderungen von marinen Okosystemen, die Bedeutung von Vibrionen fiir den Menschen
steigen konnte. Die Erwdrmung der Weltmeere, extreme Wetterphdnomene, Verbreitung von
invasiven Arten, sowie der Ausbau von Kiistenstrukturen konnen Einfluss auf Vibrio-
Populationen und damit auch negative Auswirkungen auf Mensch und Umwelt haben (Baker-
Austin et al. 2013, Martinez-Urtaza et al. 2010, Vezzulli et al. 2012). Dabei werden Vibrionen
neben einer gesteigerten Rolle als wichtiger Einflussfaktor fiir Wirtschaft und Umwelt, auch
eine gesteigerte Bedeutung als wichtiger Humanpathogen zuteil. Deutlich wird dies unter
anderem an den steigenden Infektionszahlen durch nicht Cholera verursachenden Vibrionen in
den USA. Im Vergleich zu anderen Lebensmittelpathogenen, wie Salmonella oder Shigella, die
im Zeitraum von 1996 — 2014 konstant bzw. riickldufig waren (CDC 2020a, CDC 2020b),
wiesen Vibrionen einen exponentiellen Anstieg in den Infektionszahlen auf (Abb. 1.3) (CDC

2020c).
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Vibrio-Infektionen in den USA 1999 - 2014
S 1400
g —O— Theoretischer exp. Anstieg
= 1 Weitere Vibrio-Arten (o]
4 i
ﬁo 1200 V.vulnificus '
= V.parahaemolyticus o =
é 1000 1 3 V.cholerae N
= W [ alginolyticus ] B 9 %
< 800 e
5 - MENEERY
E /? % N %
£ 0600 ﬂ/g Py e
2 ] N
o 400 - 1 o N >
= =N N B “
s o N B N ZZ
= N § P 7 Z ¢ &
= w\88R70 0
5 VYV HHE
< N o=
1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013

Abbildung 1.3: Anzahl der registrierten Infektionen, durch nicht Cholera verursachende Vibrionen in den USA
im Zeitraum von 1999 —2014. Die Trendlinie reprisentiert einen theoretisch angenommenen exponentiellen
Anstieg. Ermittelt aus den Daten von COVIS annual summaries on human Vibrio cases reported to CDC

(Centers for Disease Control and Prevention).

1.8 Erderwirmung und extreme Wetterphinomene erhohen Vibriosen

Da die Abundanzen wichtiger humanpathogener Vibrio spp. positiv mit der Wassertemperatur
korrelieren (Boer et al. 2012, Boer et al. 2013, Kaspar und Tamplin 1993), fiihren die globale
Erwidrmung und der damit einhergehende Anstieg der Meerestemperatur vermutlich zur
zukiinftigen Zunahme von Vibriosen (Baker-Austin et al. 2013, Vezzulli et al. 2012). Deutlich
wird dies in Lidndern der gemidBigten und sub-arktischen Bereiche, die gesteigerte
Infektionszahlen verzeichnen. Beispielsweise wurden in verschiedenen Anrainerldnder der
Ostsee ein Anstieg an Vibriosen registriert, speziell in Jahren, die durch ungewohnlich heille
Sommer charakterisiert waren (Baker-Austin et al. 2016, Hauk und Duty 2015). Neben ihrer
Bedeutung als wichtige humanpathogene Bakterien, konnte die Bedeutung von Vibrio spp. als
Krankheitserreger fiir Tiere und Korallen ebenfalls zunehmen. So wird durch die ansteigenden

Wassertemperaturen die Pathogenitit und Abundanz von Vibrio coralliilyticus auf Korallen
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erhoht (Tout ez al. 2015) . Korallen besitzen neben wichtigen 6kologischen und 6konomischen
auch soziale Funktionen wie Freizeit, Erholung und Asthetik. Thr Wert wird dabei auf mehrere
Milliarden Dollar geschitzt (Brander ef al. 2007, Cesar et al. 2003). Verluste von Korallen
durch Vibrionen konnten damit weitreichende Folgen haben.

Auch stehen extreme Wetterereignisse und Klimaanomalien, wie der in Siidamerika
vorkommende El-Nifio-Effekt mit erhohten Infektionszahlen durch V. parahaemolyticus und
V. vulnificus in Verbindung (Martinez-Urtaza et al. 2010). Durch das gesteigerte Auftreten
solcher extremen Wetteranomalien, wird die Anzahl an Infektionen in diesen Gebieten

zukiinftig vermutlich weiter steigen.

1.9 Gesteigerte Vibriosen durch Ausbau von Aquakulturen und invasiven Arten

Der Aspekt von Vibrionen als Tierpathogen beeinflusst auch die Rolle von Vibrionen in
Aquakulturen. Durch den immer stiarkeren Ausbau und die wirtschaftliche Nutzung von
Aquakulturen kann der Einfluss auf den Menschen in Gebieten, die von Aquakulturen abhingig
sind, zunehmen. So verursachen Vibrionen bereits jahrlich Verluste in Milliardenhdhe in Form
von Ernteausfillen (Shinn er al. 2018). Gleichzeitig konnen mit Pathogenen angereicherte
Abwisser aus Aquakulturen einen Effekt der ,,Selbstverschmutzung® bewirken, der zum
Ausbruch weiterer Infektionen in umliegenden Aquakulturen fiihrt. (Agnes ef al. 1998, Corea
2019).

Invasive Arten stellen ebenfalls einen direkten Ausdruck des anthropogen bedingten
Klimawandels dar. Natiirliche Barrieren, wie Kontinente, Gebirge und Fliisse, die C)kosysteme
sowie Arten trennen, weichen immer stirker auf. Kiinstliche Fliisse und Kanile schaffen neue
Uberginge (Gollasch 2006, Leuven et al. 2009). In wenigen Wochen erreichen Schiffe fast
jeden Winkel der Erde und transportieren in dem mitgefiihrten Balastwasser einen Teil des
urspriinglichen Okosystems (Cariton und Geller 1993, Ghabooli et al. 2016). Schiitzungen
zufolge werden tédglich bis zu 10.000 Arten an Tieren und Pflanzen im Balastwasser von
Schiffen transportiert (Carlton 1999). Durch den Lufttransport konnen in wenigen Stunden
Tiere aus Aquakulturen neue Kontinente erreichen und mit ihnen assoziierte bakterielle
Gemeinschaften (Minchin 2007). Da Vibrionen in Wechselwirkung mit vielen verschiedenen
Organismen stehen, als natiirlicher Bestandteil der Darmflora oder als Biofilm auf Oberflichen
(Egerton et al. 2018, Kirschner et al. 2011), kann die Einschleppung von nicht indigenen Arten,
einheimische Vibrionengemeinschaften potentiell beeinflussen. Studien im Mittelmeer sowie

an der Ostkiiste der USA haben gezeigt, dass pathogene Vibrionen mit invasiven Algen in
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Zusammenhang stehen und die Konzentration dieser Bakterien in kiistennahen Gebieten
steigern. Dies erhoht auch die potentielle Gefahr menschlicher Infektionen (Gonzalez et al.
2014, Rizzo et al. 2016). Ebenso zeigt sich dies in Studien von Martinez-Urtaza et al. (2008,
2010). In diesen wurde ein direkter Zusammenhang mit dem Transport von asiatischen
Kopepoden an den Kiisten vor Chile mit der Vermehrung von pathogenen V. parahaemolyticus
und damit einhergehender Infektionen festgestellt. Der pathogene V. parahaemolyticus Serotyp
03:K6, der fiir die aufgetretenen Fille verantwortlich war, ist iiblicherweise im asiatischen
Raum weit verbreitet (Chiou et al. 2000, Wong et al. 2000) und wurde vermutlich durch die
invasive Kopepoden eingeschleppt. Damit stellen invasive Arten nicht nur ein Problem fiir die
lokale Flora und Fauna dar (Molnar et al. 2008), sondern konnen auch als Vektor fiir pathogene
Vibrio-Populationen dienen.

Obwohl anthropogene Einfliisse auf die Okosysteme und damit auch auf Vibrionen prinzipiell
globaler Natur sind, ist der potentielle Einfluss in bestimmten Regionen stirker ausgeprigt. Zu
diesen stirker gefidhrdeten Gebieten zdhlen unter anderem die Ostsee sowie die chinesische
Insel Hainan. Die Ostsee ist aufgrund ihrer geographischen Beschaffenheit besonders starken
klimatischen Verdnderungen unterworfen, wéhrend Hainan als Modellregion fiir

Veridnderungen durch den Ausbau von Aquakulturen angesehen werden kann.

1.10 Temperatur- und Salinitiitsunterschiede charakterisieren das Vibrio-Habitat Ostsee

Die Ostsee stellt fiir Vibrio spp. einen einzigartigen Lebensraum dar. Geologisch und
geographisch ist es ein junges Meer und mit seinen 412.000 km® das zweitgroBte
Brackwassersystem Eurasiens, direkt hinter dem Schwarzen Meer (Leppikoski und Olenin
1999). Sein natiirlich vorkommender Salzgradient von < 4% bis 30 %o (Herlemann et al. 2011)
liegt im Optimum einiger, zum Teil auch humanpathogener Vibrionen. Zu diesen zihlt V.
vulnificus (Kaspar und Tamplin 1993, Takemura et al. 2014), der fiir den Grofiteil der im
siidlichen Ostseeraum registrierten Vibriosen verantwortlich ist (LAGuS M-V 2020).
Gleichzeitig erwidrmt sich die Ostsee im Zuge der globalen Erwédrmung durch ihren flachen
Charakter ungefihr 6-mal schneller als der weltweite Durchschnitt (EEA 2019). Dies hat zur
Folge, dass die Anzahl an Infektionen in den letzten Jahren stark angestiegen ist (Baker-Austin
et al. 2016).

Fiir die iiblicherweise in den warmen Sommermonaten auftretenden Infektionen an der Kiiste

Deutschlands zeigt sich dabei der Trend einer geographischen Verteilung (Abb. 1.4)
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Abbildung 1.4: Auftretende Vibrio-Infektionen im Raum der siidlichen Ostsee fiir den Zeitraum von 2003 — 2018.
Die Karte wurde aus den zur Verfiigung gestellten Daten des LAGuS M-V generiert (LAGuS M-V 2020).

Aus dieser Beobachtung heraus lésst sich vermuten, dass es mogliche Hot-Spots fiir potentiell
humanpathogene Vibrionen in der siidlichen Ostsee gibt. Fiir die Einschédtzung von moglichen
Risikogebieten ist ein Verstindnis iiber das Vorkommen und die Abundanz von Vibrio-
Populationen von entscheidender Bedeutung.

In den warmen Sommermonaten ist der Nachweis von Vibrionen in Kiistengebieten der Ostsee
mittels Kultivierung einfach, und Vibrionen konnen zum Teil in groBer Anzahl nachgewiesen
werden (Boer et al. 2012, Boer et al. 2013). Jedoch ist in den kalten Monaten, speziell im
Winter, der kultivierungsbasierte Nachweis schwer oder nicht moglich (Boer et al. 2013,
Oberbeckmann ez al. 2011b). Dies erklirt sich durch das Phianomen des sogenannten VBNC-
Status (viable but non-culturable). Vibrio-Zellen gehen in diesen Uberdauerungszustand iiber,
wenn die Wassertemperatur unter 10 °C fillt. Zellen im VBNC-Status sind lebendig, jedoch
mit kultivierungsbasierten Methoden nicht mehr nachweisbar (Baffone ez al. 2003, Weichart et
al. 1992, Wolf und Oliver 1992). Gleichzeitig stellt die Kultivierung weiterhin eine wichtige
Detektionsmoglichkeit fiir Vibrionen dar (Gyraite et al. 2019). Die Abwesenheit von

detektierbaren Vibrio-Zellen wihrend der Kaltwasserperioden hat die Frage nach mdglichen

Dissertation Lars Moller



1 Einleitung 15

Riickzugsgebieten und Winter-Reservoiren aufgeworfen. Das Wissen iiber die moglichen
Winter-Reservoire, in denen die Vibrio-Zellen ungiinstige Umweltbedingungen {iberstehen
konnen und aus denen sie bei steigender Wassertemperatur erneut hervorgehen, stellt jedoch
eine grundlegende Vorraussetzung fiir das Verstdndnis iiber die Dynamik von Vibrio-
Populationen in der Ostsee dar. Dies wire ein erster Schritt, um mogliche Risikobereiche an
Kiisten bei ansteigenden Wassertemperaturen zu ermitteln und die bisherige Verteilung von
Infektionen besser zu erkldren. Ein Teil meiner Promotion beschiftigt sich daher mit der
zentralen Aufgabe, die moglichen Riickzugsgebiete und Winter-Reservoire von Vibrionen in
der siidlichen Ostsee zu ermitteln.

Die Reservoire von Vibrionen, speziell der potentiell humanpathogenen Arten, werden in der
Literatur noch immer diskutiert, und verschiedene Materialien werden in Betracht gezogen.
Neben Sediment (Boer et al. 2013, Chase et al. 2015), welches oft als mogliches Reservoir
diskutiert wird, ergeben sich durch die hohe Flexibilitit in der Lebensweise von Vibrionen auch
andere Habitate. Vibrio spp. ist in der Lage, sich an Seston, wie beispielsweise Chitin-Partikel
zu binden, und in Anbetracht der Stabilitit von Biofilmen gegeniiber Umweltverdnderungen,
stellt Seston dadurch ebenfalls ein potentielles Reservoir dar (Kirschner et al. 2011, Matz et al.
2005, Shime-Hattori et al. 2006). Ebenso konnen durch die Wechselwirkungen von Vibrionen
mit hoheren Lebewesen auch Tiere als ein solches in Frage kommen. In einer Studie von De
Paola et al. (1994) an der US-Golf-Kiiste wurden Fische als Hot-Spot fiir Vibrio spp.
identifiziert. Ein biologisches Winter-Reservoir fiir Vibrionen wére dabei von besonderer

Bedeutung, da die biologische Diversitit in der Ostsee von invasiven Arten geprigt wird.

1.11 Invasive Arten wie Neogobius melanostomus als Riickzugsgebiet fiir Vibrio spp. in

der Ostsee

Ein Grof}teil der in der Ostsee vorkommenden Diversitidt hat Thren Ursprung aus anderen
Meeren und Okosystemen, so dass die strukturelle und funktionelle Diversitit maBgeblich von
invasiven Arten beeinflusst wird (Leppikoski und Olenin 2000). Dieses Phdnomen wird als
Xenodiversitdt definiert. Generell charakterisiert sich die Ostsee durch eine geringere
Artenvielfalt, als andere marine Habitate (Costello und Chaudhary 2017, Ojaveer et al. 2010).
Solche artenarmen Gemeinschaften konnen theoretisch besonders anfillig gegeniiber invasiven
Arten sein (Stachowicz er al. 1999). Die Beschaffenheit der Ostsee, mit ihren natiirlich
vorkommenden Salzgradienten bietet gleichzeitig gute Bedingungen fiir nicht-indigene Arten

verschiedensten ©kologischen Ursprungs, sowohl marinen-, brakischen- oder siilwasser-
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Ursprungs. Bis heute sind in der Ostsee mindestens 140 nicht heimische Arten beschrieben,
wobei Fische und Krebse mit 33 und 34 Arten den groffiten Anteil ausmachen (HELCOM
2018a, HELCOM 2009). In den letzten 60 Jahren hat die Anzahl der in der Ostsee durch den
Menschen eingefiihrten Arten einen sprunghaften Anstieg erlebt und der Trend konnte sich
fortsetzen (HELCOM 2018a, Leppékoski und Olenin 2000). Mit jeder eingefiihrten Art bietet
sich dabei die Moglichkeit, dass mit ihr Verdnderungen in der bakteriellen Gemeinschaft und
potentiell auch in der natiirlich vorkommenden Vibrio-Gemeinschaft einhergehen (Gonzalez et
al. 2014, Hahn 2003, Rizzo et al. 2016).

Eine der erst kiirzlich in der Ostsee eingefiihrten Arten stellt dabei die aus dem Schwarzen Meer
stammende Schwarzmundgrundel (Neogobius melanostomus) dar. Seit ihrer Einfiihrung in den
1990er (Skoéra und Stolarski 1993) hat sich N. melanostomus iiber weite Kiistenbereiche der
stidlichen Ostsee verbreitet (Puntila et al. 2018). Dies macht die Grundel als Riickzugsgebiet
und Reservoir fiir Vibrio-Gemeinschaften in der Ostsee besonders interessant. Denn Fische
konnen als potentielles Riickzugsgebiet und Reservoir fiir Vibrio-Gemeinschaften angesehen
werden (Givens et al. 2014). Gleichzeitig sind invasive Arten potentielle Triger von aus ihrem
Ursprungsgebiet stammenden Vibrio-Gemeinschaften, wozu auch pathogene Stamme zihlen
konnen (Martinez-Urtaza et al. 2008). N. melanostomus kann in Kiistenndhe hohe
Besatzdichten erreichen und damit in Wechselwirkung mit dem Menschen treten. So sind Werte
von 30 bis mehr als 100 Tiere pro Quadratmeter fiir die Ostsee bzw. Frischwasserhabitate
beschrieben (Chotkowski und Marsden 1999, Sapota 2004). Diese Eigenschaften machen die
invasive Schwarzmundgrundel zu einem interessanten Ansatzpunkt hinsichtlich einer

Untersuchung als Reservoir und Riickzugsgebiet fiir Vibrionen in der Ostsee.

1.12 Vibrio spp. in Aquakulturen auf der Insel Hainan

Die im Siidchinesischen Meer liegende Insel Hainan kann als Modellregion fiir anthropogenen
Einfluss des immer stirker werdenden Ausbaus von Aquakulturen angesehen werden. Die
Wassertemperatur an der siidlichen Kiiste der hauptsédchlich in den Tropen liegende Insel mit
seinen 34.000 km? und knapp 8,6 Millionen Einwohnern verbleibt im gesamten Jahreszyklus
tiber 20 °C (Herbeck et al. 2014, Krumme et al. 2012, Zhang et al. 2013) und stellt damit
ganzjihrig ideale Voraussetzungen fiir das Wachstum von Vibrionen bereit. Gleichzeitig hat
sich Hainan in den letzten Jahrzehnten zu einer der produktivsten Regionen fiir Aquakulturen
weltweit entwickelt (FAO 2019). Im Zeitraum von 1966 bis 2009 stieg die genutzte
Kiistenfliche von Aquakulturen im Osten der Insel von 550 ha auf knapp 4000 ha (Herbeck et
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al. 2020). Der vorangetriebene Ausbau von Aquakulturen geht dabei Hand in Hand mit dem
Verlust von Mangrovenwéldern. Im Osten der Insel sind in den letzten 50 Jahren 72% der
Mangroven verlorengegangen, wobei in einigen Gebieten sogar ein kompletter Verlust zu
verzeichnen ist. Mehr als die Hélfte der vormals von Mangroven bedeckten Fliche wurde dabei
direkt fiir den Bau von Aquakulturen verwendet (Herbeck et al. 2020).

Viele dieser Aquakulturen bestehen aus einzelnen oder wenigen Teichen, die von
Familienbetrieben bearbeitet werden (Hishamunda und Subasinghe 2003). Die in den
Aquakulturen entstehenden, meist sehr néhrstoffreichen Abwisser werden oft direkt in die
naheliegende Kiiste abgegeben, was zu einer starken Eutrophierung (Herbeck ef al. 2013) und
zum Verlust der dortigen Seegraswiesen fiihrte (Herbeck et al. 2014).

Verstirkt wird dieser Effekt durch den Verlust der Mangroven, die als potentieller Filter und
Puffer fiir aus Aquakultur stammende Nihrstoffe dienen konnen (Gautier et al. 2001). Der
Einfluss von Nihrstoffen aus Aquakulturen innerhalb des Gebietes von Hainan ist in
verschiedenen Studien beschrieben worden (Herbeck er al. 2013, Thomsen et al. 2020).
Hingegen ist der potentielle Einfluss, den die Aquakulturen auf Vibrio-Gemeinschaften in
diesen und umliegenden Kiistengebieten besitzen, weitgehend unbekannt. In einem Gebiet wie
Hainan, in dem grof3e Bereiche der Kiiste fiir Aquakulturen genutzt werden, sind Auswirkungen

von den daraus resultierenden Abwissern auf kiistennahe Vibrio-Gemeinschaften, zu vermuten.

1.13 Fragestellungen der Promotion

Diese Promotion untersuchte die Frage, inwieweit anthropogene Faktoren einen Einfluss auf
Abundanz und Zusammensetzung von Kiisten-Vibrio-Gemeinschaften besitzen. Dabei wurden
zwel sich unterscheidende Gebiete als Modellregion genutzt. Zum einen die siidliche Ostsee als
lokales Okosystem der gemiBigten Zone, welche durch invasive Arten geprigt ist und zum
anderen die durch Aquakulturen gezeichnete Insel Hainan der subtropischen / tropischen Zone.
Dadurch war es moglich, eine Vielzahl von relevanten Parametern gleichzeitig in die
Untersuchungen einflieen zu lassen.

Fiir die Ostsee stand die invasive Fischart N. melanostomus, als neues Riickzugsgebiet und
Reservoir fiir Vibrionen in Kiistengebieten im Fokus. Ebenso wird der Einfluss, des in der
Ostsee auftretenden jahreszeitlichen Temperaturunterschieds sowie der natiirlich auftretende
Salzgradient beriicksichtigt, um ein besseres Verstindnis der Vibrio-Dynamik speziell fiir

potentiell humanpathogene Arten, zu erhalten.
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Zu diesem Zweck ist die Abundanz von Vibrio spp. und deren Zusammensetzung in der
invasiven Art N. melanostomus sowie zwel weiteren in der Ostsee vorkommenden Fischarten,
Dorsch (Gadus morhua) und Hering (Clupea harengus membras), bestimmt worden. Ebenso
erfolgte dies fiir Wasser, Sediment und Seston in zwei Sommer und Wintersituationen an vier
Probestationen entlang des Salinititsgradienten der siidlichen Ostsee. Um den Einfluss von
falsch-positiven Ergebnissen durch Vertreter der Gattung Photobacterium auszuschlieB3en,
wurde eine Kombination aus kultivierungsbasiertem und kultivierungsunabhéngigem Ansatz
gewdhlt. Dieser vereinigte eine Illumina-16S rRNS Gen-Sequenzierung mit einer hauseigenen
in silico verbesserten Version eines Vibrio spp. spezifischen Primer-Systems mit quantitativer
digitaler Droplet PCR und einer klassischen Stammisolierung.

Fiir die durch Aquakulturen stark gepridgte subtropische / tropische Insel Hainan stand die Frage
im Fokus, inwieweit Aquakulturen die Zusammensetzung und Abundanz von Vibrio-
Gemeinschaften in diesen, sowie in umliegenden Kiistengebieten beeinflusst.

Vibrionen wurden dabei als Modell- und Indikatororganismus fiir Aquakultureinfluss
herangezogen. Mittels Illumina-16S rRNS Gen-Sequenzierung wurde dieser potentielle

Einfluss genauer untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Probenahme siidliche Ostsee

Entlang der Ostseekiiste Mecklenburg-Vorpommerns wurden vier offiziell als Badebereich
eingestufte Strandabschnitte (Landesamt fiir Gesundheit und Soziales Mecklenburg-
Vorpommern/LAGuS M-V) fiir die Probenahme ausgewihlt: Warnemiinde (W), LAGuS M-V
Nummer 236; Lubmin (L), LAGuS M-V Nummer 750; Karlshagen (K), LAGuS M-V Nummer
703; Niendorf (N), LAGuS M-V Nummer 278. Diese wurden im Sommer 2015 (17. August —
21. Oktober 2015), Winter 2015/16 (15. Februar — 7. Mérz 2016) und Winter 2016/17 (13.
Februar — 15. Februar 2017) beprobt. Zusitzlich erfolgte wihrend einer Hitzeperiode 2018 eine
weitere Probenahme in Warnemiinde (7. August 2018). Eine Ubersicht iiber die ggnommenen
Proben, sowie die durchgefiihrten Versuche ist in S1 dargestellt.

Die Temperatur und der Salzgehalt wurden mittels eines Hach® HQD40D Portable Meter und
einer INTELLICAL Standard Leitfahigkeitssonde bestimmt.

Wasserproben wurden 20 cm unter der Wasseroberfliche im Strandbereich bei einer
Wassertiefe von insgesamt einem Meter mittels sduregewaschenen und autoklavierten
Glasflaschen entnommen. Die Proben wurden bis zur weiteren Bearbeitung auf Eis gelagert.
Die Sedimentproben wurden im Strandbereich bei einer Wassertiefe von insgesamt einem
Meter mittels Sedimentstechrohr genommen. Aus sechs Sedimentkernen wurden die obersten
2 cm entnommen, in 50 mL-Zentrifugenrdhren iiberfithrt und auf Eis gelagert.

Fiir die Sestonproben wurde ein 10 uM Planktonnetz eingesetzt und bei einer Wassertiefe von
insgesamt einem Meter fiir ca. 5 Minuten durch das Wasser gezogen. Die Netzproben wurden
in 50 mL-Zentrifugenrohrchen gesammelt und bis zur weiteren Bearbeitung auf Eis gelagert.
Dorsche (Gadus morhua) und Heringe (Clupea harengus membras) wurden von ansissigen
Fischern gefangen. Schwarzmundgrundeln (Neogobius melanostomus) wurden im Sommer von
Fischern und im Winter mittels aufgestellter Fischfallen im Bereich von Warnemiinde
gefangen. Der Probenumfang betrug im Sommer 2015 bei N. melanostomus 17 Tiere
(17 = 25 cm), bei C. harengus membras 5 Tiere (10 — 20 cm) und bei G. morhua 1 Tier
(60 cm). Im Winter 2015/16 waren dies bei N. melanostomus 2 Tiere (17 und 25 cm), bei
C. harengus membras 11 Tiere (28 - 30 cm) und bei G. morhua 3 Tiere (45 — 60 cm). Im
Sommer 2018 betrug dies bei N. melanostomus 6 Tiere (8,5 — 16,5 cm), bei C. harengus
membras 12 Tiere (17 — 24 cm) und bei G. morhua 1 Tier (32 cm).
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2.2. Probenahme Hainan

Wiihrend der Probenahme im Zeitraum vom 15. — 27. April 2016 wurden fiinf Kiistentransekte,
ein Flusstransekt sowie eine durch die Firma ,,Hainan Guangtai Marine Breeding Company*
professionell betriebene Aquakultur fiir Shrimps beprobt. Kleine familien- bzw.
privatbetriebene Aquakulturen aus den Bereichen der entsprechenden Kiistentransekte wurden
erginzend beprobt. Damit ergab sich ein Umfang von 46 Probestandorten, die sich wie folgt
aufteilten: 24 Kiistenstationen, 10 Stationen in kleinen kiistennahen Aquakulturen,
4 Flussstationen sowie 8 Stationen in der firmenbetriebenen Aquakultur, die sich wiederum
aufteilten in 4 Zuchtbecken fiir Shrimps und 4 Aufreinigungsbecken fiir Abwisser.

An den Kiistenstandorten wurden Wasser und Sediment beprobt, sowie Seegras, falls
vorhanden. In den Aquakulturen wurden Wasserproben entnommen sowie Sediment bei
Vorhandensein. Mit Genehmigung der Besitzer der Aquakultur wurden in 8 Fillen Proben der
kultivierten Tiere genommen. Von den sechs in der firmengefiihrten Aquakultur vorhandenen
Aufreinigungsbecken wurden vier beprobt. Damit belief sich der Probenumfang auf 98 Proben:
46 Wasserproben, 35 Sedimentproben, 9 Tierproben und 8 Seegrasproben (S2).

Die physikalischen Parameter der Wasserproben wurden direkt wihrend der Entnahme
bestimmt. Salinitdt, Temperatur und pH-Wert wurden mit einer WTW® Multi 3430 Multisonde
bestimmt. Die Salinitdt wurde in allen Proben, Temperatur und pH-Wert in 42 Proben und der
Sauerstoffgehalt in 33 Proben bestimmt. Néhrstoffkonzentrationen wurden in 29 Proben
photometrisch nach Grasshof er al. (2009) durch das Leibniz-Zentrum fiir tropische
Meeresforschung (ZMT) in Bremen bestimmt (Thomsen et al. 2020). Dies umfasste die
Konzentration an gelostem anorganischen Stickstoff (DIN), NH4, NOx, NOz2", NO3, PO4+* und
Si. Chlorophyll a (Chla), Pheophytin und gesamt suspendiertes Material (TSM) wurden in 12
Proben bestimmt. Simtliche Proben wurden nach ihrer Entnahme bis zur weiteren Bearbeitung
auf Eis gelagert.

Wasser wurde 20 cm unterhalb der Wasseroberflidche, in mit Ethanol gesduberten und dreifach
mit Probewasser gespiilten 1L-Glasflaschen gesammelt. Sedimentkerne wurden mittels 50 mL-
Zentrifugenrohren entnommen und die oberen 2 cm des Sediments aufbewahrt. Je Standort
wurden 6 Sedimentproben gesammelt.

Seegras wurde in 50 mL-Zentrifugenrohren gesammelt. Schnecken und Shrimps wurden in
50 mL-Zentrifugenrohren aufbewahrt. Fische wurden in mit Ethanol gereinigten Plastiktiiten

gesammelt. Der Probenumfang betrug fiir Fische 1 Tier je Aquakultur, fiir Schnecken 5 Tiere
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je Aquakultur, fiir Shrimps 2-3 Tiere je Aquakultur bei einer Grée von iiber 1 cm, oder > 50

Tiere, wenn diese kleiner als 0,5 cm waren.

2.3 Spezifizierung der Aquakulturen und gefiihrte Interviews mit den Besitzern

Die 10 beprobten kiistennahen kleinen Aquakulturen sowie die firmenbetriebene Aquakultur
wiesen prinzipielle Unterschiede in der Art der Betreibung auf. Die kiistennahen Aquakulturen
wurden in klassische Teich-Aquakulturen und kontinuierlich gespiilte Aquakulturen
differenziert. Die klassischen Aquakulturen beinhalteten einen kleinen Teich, der mit einer
Folie abgedichtet sein konnte. Dieser Teich war abgetrennt von seiner urspriinglichen
Wasserquelle. Der Teich wurde zu Beginn der Produktion gefiillt und entweder teilweise
wihrend der Aufzucht mit neuem Wasser aufgefiillt oder ersetzt bzw. nur zum Ende der
Produktion geleert. Im Vergleich dazu wurden die kontinuierlichen Aquakulturen stindig mit
neuem frischem Seewasser gespiilt und iiberschiissiges Abwasser ungefiltert in die Umwelt
abgelassen.

Bei der firmenbetriebenen Aquakultur handelte es sich um ein semi-geschlossenes System, in
dem das Abwasser der Aufzuchtbecken gesammelt und aufgereinigt wurde. Diese Aufreinigung
beinhaltete sechs verschiedene Becken zum Sammeln der Abwisser, zur Sedimentation,
Nitrifizierung, Biodegradation, flokkulenten Sandfiltrierung sowie Beliiftung. Bis zu 80% des
aufgereinigten Wassers wurde den Aufzuchtbecken zuriickgefiihrt, der Rest wurde nach einem
weiteren Protein-Skimmer-Schritt, sowie einer zusitzlichen Ozon- und UV-Desinfektion ins
Abwasser geleitet.

Innerhalb der firmenbetriebenen Aquakultur wurden 4 Shrimps-Aufzuchtbecken und
4 Aufreinigungsbecken beprobt. Im weiteren Verlauf der Arbeit werden diese Aufzuchtbecken
als semi-geschlossene Aquakulturen bezeichnet, um sie von den kleineren, kiistennahen
Aquakulturen zu unterscheiden. Ein Uberblick iiber die beprobten Aufreinigungsbecken und
Aquakulturen, sowie Informationen iiber die Anzahl der beprobten Tiere wird in S3 dargestellt.
Alle Besitzer der Aquakulturen hatten ihr Einverstindnis zur Probenahme gegeben und wurden
fiir zusitzliche Informationen iiber ihre Handhabung der Aquakulturen interviewt. Dies
beinhaltete Fragen zur GroBle und Tiefe der Teiche, zur Art der kultivierten Tiere und deren
GroBe und Alter, zur Anzahl der im Teich vorkommenden Tiere, zur Frequenz, mit der das
Wasser erneuert wurde, zum momentanen Alter des Wassers, zum Einsatz von Antibiotika und
Chemikalien zur Sduberung, zu kiirzlich aufgetretenen Infektionen und zum Einsatz der

Sauerstoffpumpen (S4).
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2.4 Probenvorbereitung

Samtliche Proben wurden nach ihrer Prozessierung in fliissigem Stickstoff gefroren und bis zur
DNS-Extraktion bei — 80 °C gelagert. Die Proben aus Hainan wurden nach dem Schockfrieren
zunéchst auf -20 °C gelagert, bis sie nach Threm Transport nach Deutschland bei -80 °C gelagert
wurden.

Fiir die DNS-Extraktion wurden zwischen 50 — 1000 mL Seewasser auf einen 0,22 um GV
Filter, 47 mm @ (Merck Millipore GVWP04700) bei einem maximalen Unterdruck von
200 mbar abfiltriert. Fiir die Ostseeproben wurde der Rest des Seewassers fiir die Kultivierung
verwendet.

Das Sediment von allen Sedimentkernen eines Standorts wurde zusammengefiihrt und
gemischt. Fiir die Ostsee wurden 6-mal je 10 g in 50 mL-Zentrifugenrohren, fiir Hainan 6-mal
ca. 2 g in Eppendorf-Rohrchen iiberfiihrt. Fiir die Ostseeproben wurde der Rest des Sediments
fiir die Kultivierung verwendet.

Die Sestonproben der Ostsee wurden bei 3000 g und 4 °C zentrifugiert und das iiberstehende
Wasser durch Pipettieren entfernt. 3 Replikate wurden fiir die Kultivierung verwendet, der Rest
wurde schockgefroren. .

Fiir die Gewebeproben wurden die Fische mit steril filtriertem Seewasser gespiilt. AnschlieSend
erfolgte die aseptische Entnahme von Kiemen, Hautschleim und dem Magen-Darm-Trakt. Mit
Ausnahme der Ostsee-Probenahme in 2018 wurden alle Gewebe einer Spezies von den
gefangenen Individuen einer Art oder derselben Aquakultur zusammengefiihrt und gemeinsam
homogenisiert. Die Ostseeproben wurden in 50 mL-Zentrifugenrohren aufgeteilt, wovon ein
Teil fiir die Kultivierung verwendet wurde. Die Hainanproben wurden in 2 mL-Eppendorf-
Rohrchen iiberfiihrt. Fiir die Ostsee-Sommerproben 2018 wurden die gefangenen Tiere
individuell betrachtet. Bei der Hélfte der gefangenen Tiere von N. melanostomus, C. harengus
membras sowie dem einen G. morhua wurden die 3 Gewebssorten einzeln betrachtet. Fiir die
andere Hilfte der Fische sind die 3 Gewebssorten eines einzelnen Individuums
zusammengefiihrt und homogenisiert worden. Die Shrimps und Schneckenproben aus Hainan
wurden analog zu den Fischen bearbeitet, wobei die kompletten Tiere homogenisiert wurden.
Seegrasproben wurden mit steril filtriertem Seewasser gespiilt und in 2 mL-Eppendorf-

Rohrchen tiberfiihrt.
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2.5 Kultivierungsbasierte Quantifizierung von Vibrio spp.

Ostseeproben aus dem Sommer 2015 und Winter 2015/17 wurden fiir die Quantifizierung von
Vibrio spp. durch die Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (KBE) genutzt. Alle
Materialien wurden in 3 und fiir das Wasser in 5 Parallelen direkt ausplattiert. Fiir das direkte
Ausplattieren von Wasserproben wurden 0,1 mL Seewasser direkt auf Thiosulfate-Citrate-Bile-
Sucrose-Agar (TCBS-Agar, Merck, 110263) und CHROMagar™ (CA) Vibrio (CHROMagar,
VB910) ausgestrichen. Die Platten wurden fiir 24 h bei 37 °C inkubiert. Fiir die Sedimentproben
wurden 10 g Sediment mit 90 mL 1x Alkalischem-Pepton-Wasser (APW), pH 8.5 (1% [w/V]
Pepton [PolypeptoneTM Peptone, BD, 211910], 1% [w/v] NaCl [CELLPURE® >99,8%, Carl
ROTH®, HNO00.1]) vermengt und energisch gemischt. 0,1 mL der Suspension wurden
anschlielend direkt auf CA und TCBS ausplattiert und wie die Wasserproben inkubiert. Fiir
das Seston wurden die Netzproben (0,1 — 0,25 g Frischgewicht) mit 100 mL 1 x APW gemischt
und wie die Sedimentproben fiir die direkte Ausplattierung verwendet. Das Fischgewebe wurde
analog zu den Sedimentproben vorbereitet. Kolonien wurden nach 24 h Inkubation ausgezihlt
und vorlidufige KBE bestimmt. Um den Effekt falsch positiver Ergebnisse in der Berechnung
der KBE zu reduzieren, wurden Isolate aus der direkten Ausplattierung auf ihre
Spezieszugehorigkeit mittels MALDI-ToF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization —
Time of Flight Mass Spectrometry) untersucht.

2.6 Vibrio spp.-Anreicherung bei niedrigen in situ-Zellzahlen

Zusitzlich zur direkten Kultivierung und Isolierung wurden Vibrio-Isolate durch vorherige
Anreicherung in APW gewonnen. Dies wurde fiir die Ostseeproben im Sommer 2015 und
Winter 2015/16 durchgefiihrt. Alle Anreicherungen erfolgten in 3 Parallelen. Mit Siure
gesduberte, autoklavierte 500 mL-Glasflaschen wurden mit 90 mL Probewasser befiillt und mit
10 mL 10 x APW (10% [w/v] Pepton, 10% [w/v] NaCl, pH 8.5) gemischt. Nach einer
Inkubation von 24 h bei 37 °C wurden von den Proben 10-fach Verdiinnungen mit 1 x APW
bis zu einer Konzentration von 10~ angefertigt. Von jeder Verdiinnungsstufe wurden 0,1 mL
auf CA und TCBS ausplattiert. Sediment, Seston und Fischgewebe wurde wie bereits
beschrieben fiir die KBE-Ermittlung vorbereitet. Die APW- Suspensionen wurde anschliefend

wie die Wasserproben inkubiert und ausplattiert.
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2.7 Artbestimmung der Vibrio-Isolate durch MALDI-ToF-MS

Sowohl aus der direkten Ausplattierung, als auch den Proben der Anreicherung, wurden fiir
jedes einzelne Probenmaterial und jeden einzelnen Probestandort 100 Kolonien ausgewihlt.
Diese wurden auf Marine-Bouillon-Agar (MB-Agar) ausgestrichen und bei 37 °C inkubiert, bis
reine Stimme gewonnen wurden. Fiir die Artbestimmung der Isolate wurde MALDI-ToF-MS
auf Grundlage des Prinzips von Erler et al. (2015) eingesetzt. Ein Teil einer einzelnen, reinen
Kolonie wurde zweimal in ein 2 mL-Eppendorf-Réhrchen mit 0,9 mL. MB-Losung iiberfiihrt.
Das angeimpfte Medium wurde iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine
Zentrifugation bei Raumtemperatur fiir 5 min und 3000 g. Das Medium wurde durch Pipettieren
entfernt und das Zellpellet in 300 uL. HPLC-Wasser (Water HiPerSolv CHROMANORM®,
VWR, 83645.290) durch Vortexen resuspendiert. AnschlieBend wurden 900 pL reinen
Ethanols (Ethanol, molecular grade, AppliChem, A3678) zugegeben und erneut durch Vortexen
gemischt. Die Proben wurden bei -20 °C bis zur Vermessung gelagert. Fiir die MALDI-ToF-
MS-Identifizierung erfolgte die Proteinextraktion mit der Schnellextraktionsmethode nach
Mellmann et al. (2008). Fiir simtliche Schritte wurde dabei Material von Eppendorf verwendet,
um mogliche Probleme durch Weichmacher zu vermeiden. Jeweils 1 uL des gewonnenen
Extraktes wurde in zwei Parallelen auf einer gesduberten Stahlplatte (MSP 96 target polished
steel micro scout Target, 224989, Bruker) aufgetragen. Nach Trocknen an der Luft wurde dieser
mit 1 L einer gesittigten Matrixlosung tiberdeckt (50% Acetonitril, 47,5% MALDI-Wasser,
2,5% Trifluoressigsiure, gesittigt mit a-Cyano-4-Hydroxyzimtsdure) [Sigma-Aldirch. T6508-
M; Bruker, 255344). Als Standard wurde parallel zweimal Bacterial Test Standard (BTS,
Bruker, 8290190) auf zwei Spots vorbereitet. Nach der Lufttrocknung wurden Massenspektren
mit dem Microflex LT/SH-System (Bruker Daltonics Inc., Bremen) und der Bruker Flex
Control Software aufgenommen. Die anschlieBende Analyse der Spektren erfolgte mit der
MALDI-Biotyper RTC 3.1 Software. Die Spektren wurden mit Eintrigen der Bruker-
Daltonics-Datenbank (BDAL) und der Vibrio-Base Datenbank (Alfred-Wegener-Institut
Helgoland/AWI-Helgoland) verglichen. Die Ergebnisse lieferten Identifikationswerte
zwischen 1 - 3. Dabei reprisentierten Werte iiber 2 eine Identifizierung bis auf die Artebene.
Werte zwischen 2 - 1,7 erlaubten eine Identifizierung bis zur Gattung. Ein Wert von unter 1,7
reprisentierte keinen passenden Referenzeintrag in der Datenbank. Fiir die Berechnung der
korrigierten KBE-Werte flossen nur als Vibrio spp. identifizierte Isolate mit in die KBE-

Berechnung ein.
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2.8 DNS-Extraktion aus Umwelt- und Gewebeproben

Fiir die Extraktion der DNS aus Umweltproben wurde das QIAgen DNeasy Power Soil Kit fiir
Wasser, Sediment und Seston verwendet. Fiir Fischgewebe kam eine Kombination aus dem
QIAgen Blood and Tissue Kit und dem QIAgen DNeasy Power Soil Kit zum Einsatz. Alle
finalen Elutionsschritte wurden zweimal mit 50 — 100 pL Diethylpyrocarbonat (DEPC)
behandeltem Wasser durchgefiihrt. Zusammenfassend wurde Wasser, Sediment und Seston
nach der Anleitung des Herstellers aufgearbeitet. Dabei wurden 250 mg Ausgangsmaterial
verwendet fiir Seston und Sediment verwendet. Fiir die Wasserproben wurde je ein Filter in
kleine (2 x 2 mm) Stiicke geschnitten, die als Ausgangsmaterial dienten. Fiir die tierischen und
pflanzlichen Gewebeproben wurden die Zellen von 25 mg Material nach dem Protokoll des
Blood and Tissue Kit mit Proteinase K tiber Nacht aufgebrochen. Anschliefend wurden 200 uLL
Puffer aus den “bead beating tube” des Power Soil Kit’s entfernt und mit der Proteinase K
behandelten Zellsuspension ersetzt. Die weitere Bearbeitung erfolgte dann nach der Anleitung

des Herstellers. Die Erhaltene DNS-Losung wurde bei -20 °C gelagert.

2.9 Quantifizierung von Vibrio spp. mittels digitaler Droplet PCR

Die in dieser Promotion verwendeten Primer werden in S5 beschrieben.

Die quantitative PCR, basierend auf dem Prinzip der digitalen Droplet PCR (ddPCR), wurde
mittels des Bio Rad EvaGreen Systems durchgefiihrt. Dabei enthielt jede PCR 11 pL der 2 x
EvaGreen-Losung, 100 nmol L' jeden Primers, 1 uL DNS-Losung (0,1 — 10 ng uL!") und
wurde auf ein Volumen von 22 uL. mit DEPC behandeltem Wasser eingestellt. Die Tropfchen
wurden mit dem QX100 droplet generator nach den Werkeinstellungen hergestellt. Die
erhaltenen Proben wurden darauffolgend in eine 96-Well Platte iiberfithrt und mit einer
durchbohrbaren Hitzefolie (BioRad, 181-4040) versiegelt. Fiir die PCR-Reaktion wurde ein
C1000 Touch™ Thermal Cycler, Bio Rad verwendet. Nach erfolgter Amplifikation wurde die
96-Well Platte in den QX100 droplet reader tiberfiihrt und vermessen. Die Analyse erfolgte
dabei mit der Quantasoft 1.74.09.17 Software. In jedem Lauf wurde mindestens eine Positiv-
und Negativkontrolle verwendet, die aus 0,1 ng DNS von V. vulnificus (DSM 10143),
beziehungsweise DEPC behandeltem Wasser anstelle der DN'S-Probe bestand.

Zwei Primer-Systeme wurden fiir die ddPCR verwendet, die entweder auf die Quantifizierung
des bakteriellen 16S rRNS Gens (Com-f — Com-r (Schwieger und Tebbe 1998)) oder des
Vibrio-16S rRNS Gens (567f - 680r (Thompson et al. 2004)) abzielten. Die optimale
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Annealingtemperatur fiir jedes Primer-System wurde dabei mit einer Gradienten-PCR
bestimmt. Diese deckte einen Bereich von +3 °C der fiir die Primer-Systeme beschriebenen
Annealingtemperatur ab. Zusitzlich wurden die Verwendung von 30 oder 40 Zyklen, sowie die
Verwendung einer 2-Schritt- oder 3-Schritt-PCR getestet. Dabei diente DNS von V. vulnificus
(DSM 10143) als Template. DEPC behandeltes Wasser wurde als Negativkontrolle genutzt.
Die schlussendlichen Bedingungen fiir die PCR lauteten wie folgt: Fiir das Com-Primer-System
erfolgte ein erster Denaturierungsschritt fiir 5 min bei 95 °C. Anschlieend wurden 40 Zyklen
durchgefiihrt mit einer Abfolge von 95 °C fiir 1 Minute, 1 Minute bei 50 °C und 1,5 Minute bei
72 °C. Am Ende erfolgten ein 5-Minuten-Schritt bei 4 °C und anschlielend ein 5-Minuten-
Schritt bei 90 °C fiir eine Stabilisierung des Farbstoffes. Fiir das Vibrio-System waren die
Bedingungen wie folgt: 95 °C fiir 5 Minuten, gefolgt von 40 Zyklen mit 95 °C fiir 1 Minute,
61,6 °C fiir 1 Minute, 72 °C fiir 1 Minute. Der finale Schritt enthielt ein 5-Minuten-Schritt bei
4 °C und ein 5-Minuten-Schritt bei 90 °C. Die Ergebnisse der ddPCR wurden in Kopienanzahl
des bakteriellen 16S rRNS Gens oder der vorldufigen Kopienanzahl des Vibrio-16S rRNS Gens
pro mL oder g Probematerial angegeben. Durch die bekannte Kreuzreaktion der Vibrio-Primer
mit Photobacterium spp. (Thompson et al. 2004) und eine daraus resultierende Uberschitzung
der Vibrio-Zellzahlen, war die Verwendung eines Korrekturfaktors erforderlich. Dieser wurde

mit dem Einsatz von einer Illumina-MiSeq-Sequenzierung ermittelt.

2.10 INlumina-16S rRNS Gen-Sequenzierung, OTU-Bestimmung und -Quantifizierung

Die Illumina-Sequenzierung erfolgte fiir alle Probematerialien aus Warnemiinde im Sommer
2015 sowie allen Proben aus der Region Hainan. Die [llumina-16S rRNS Gen-Sequenzierung
erfolgte nach dem Protokoll von Bennke et al. (2018), unter Verwendung des bakteriellen 16S
Com-Primers (Herlemann et al. 2011). Eine Clusterdichte von 934 +80 K mm™ und ein Q-
score >30 von 67% wurde fiir alle Sequenz- und Indexldufe erreicht. Die Liaufe generierten 22
Millionen Einzelsequenzen. Die erhaltenen FASTQ-Daten wurden anschlieend in *bcl-Daten
tiberfiihrt und weiter prozessiert. Die Aufarbeitung der Datensitze und Ermittlung von relativen
Abundanzen der OTUs erfolgte mit MOTHUR Version 1.39.5 (Schloss et al. 2009) und der
SILVA Datenbank Version 132. Die Sequenzen wurden nach der MOTHUR-Pipeline und den
MiSeq SOP Richtlinien aufgearbeitet (Kozich er al. 2013, MiSeqSOP). Die qualititsgefilterten
Sequenzen wurden mit der Referenzdatenbank SILVA SSURef Version 132 (Parks et al. 2018,
Quast et al. 2013, Yilmaz et al. 2013) und nach der Methode von Wang et al. (2007)

identifiziert. Der Bootstrap wurde auf > 85% eingestellt. Die Einteilung nach operativen
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taxonomischen FEinheiten (OTUs) erfolgte auf Basis von 97% Sequenzidhnlichkeiten.
Sequenzen, die weniger als dreimal im kompletten Datensatz vorkamen, wurden entfernt.
Zusitzlich wurden Sequenzen, die als Eukaryoten, Mitochondrien, Chloroplasten oder nicht
identifiziert werden konnten, aus dem Datensatz ausgeschlossen. Die relative Quantifizierung
der OTUs erfolgte aus den restlichen Sequenzen. Als weiterer Qualitédtsschritt wurden OTUs
aus den Negativkontrollen und Leerextraktionen aus den Proben entfernt, sobald diese im
Durchschnitt mit 1.25 Sequenzen je Probe vorkamen.

Fiir die Proben aus Hainan wurde neben der relativen Abundanz der Vibrio-OTUs noch die
relative Abundanz von Enterobacteriaceae und Legionellaceae untersucht. Diese beiden
Gruppen stellen typische Bioindikatoren zur Bewertung der Wasserqualitit, bzw. moglichen

anthropogenen Einflusses dar.

2.11 Erstellung eines Korrekturfaktors fiir die Quantifizierung von Vibrio spp. basierend

auf Illumina-Sequenzierung

Fir die Ermittlung des Korrekturfaktors der ddPCR erfolgte die Identifizierung und
Quantifizierung von Vibrio-OTUs und Photobacterium-OTUs nach den im vorherigen
Abschnitt beschriebenen Einstellungen. Dabei wurden die Einstellungen in MOTHUR so
gewihlt, dass jede vorkommende Sequenz als eigenstindiges OTU betrachtet wurde. Auf diese
Weise wurde verhindert, dass mehrere verschiedene Sequenzen in Form einer einzelnen
Konsensussequenz bei der Bildung von OTUs zusammengefasst und moglicherweise veridndert
wurden. Fiir alle Sequenzen, die Photobacterium spp. zugeordnet wurden, erfolgte ein Test auf
ihr Potential, mit den Vibrio-16S-Primern zu hybridisieren. Dafiir erfolgte ein Abgleich der
Primersequenz mit den erhaltenen Photobacterium spp.-Sequenzen. Bei identischer Sequenz,
bis hin zu einem Fehler am 3°- oder 5‘-Ende der Primer, wurden die Sequenz als hybridisierbar
eingestuft. Aus der erhaltenen Anzahl an Photobacterium spp.-16S rRNS Gen-Sequenzen, die
hybridisieren konnten, Gesamtanzahl an Photobacterium spp.-16S rRNS Gen-Sequenzen und
Anzahl an Vibrio-16S rRNS Gen-Sequenzen wurde ein Korrekturfaktor fiir jedes einzelne

Probematerial erstellt:

Anzahl Vibrio — Sequenzen

K kt ktor =
orrekturfaktor Anzahl Vibrio — Sequenzen + Anzahl amp. Photobacterium — Sequenzen *

* amp. Photobacterium-Sequenzen = Photobacterium -Sequenzen mit maximal einem Basenpaar-Unterschied am

3¢ oder 5° Ende,
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Die Kopienanzahl aus der ddPCR wurde mit diesem multipliziert, um einen korrigierten Wert
zu erhalten. Um die Zellzahl von Vibrio spp. zu bestimmen, wurde anschlieBend die korrigierte
16S rRNS Gen-Kopienanzahl durch 10,1 dividiert. Dies entspricht der durchschnittlichen
Anzahl an 16S Genen im Genom von Vibrio spp. [rrnDB Datenbank, letzte Nutzung 1.08.2018,
(Stoddard et al. 2014)].

2.12 Gemeinschaftsanalysen auf Basis der Illumina-Daten und statistische Analyse

Die relative Abundanz der OTUs, basierend auf der 16S rRNA Gen-Sequenzierung, wurde fiir
alle folgenden  statistischen  Auswertungen verwendet. Fiir die  bakterielle
Gemeinschaftsanalyse wurden sémtliche bakterielle OTUs verwendet. Fiir die Analyse der
Vibrio-Gemeinschaften wurden nur solche OTUs verwendet, die der Gattung Vibrio zugeordnet
werden konnten. Die weitere Prozessierung und Analyse wurde dabei in R Version 3.4.2 (R-
Core-Team 2018) durchgefiihrt unter zuséatzlicher Verwendungen der Pakete vegan (Oksanen
et al. 2019), ggplot2 (Wickham 2016) und devtools (Wickham et al. 2020).

Die relativen Vibrio-Abundanzen der verschiedenen Proben aus Hainan wurden in einer
Heatmap visualisiert (ComplexHeatmap (Gu et al. 2016)). Um die Abundanzen einzelner
bakterieller Gruppen im Kiistengebiet Hainan’s geographisch darzustellen, wurde das
Programm ,Ocean Data View* Version 5.1.5 (Schlitzer 2019) verwendet.

Fiir die Proben aus Hainan wurde getestet, ob sich die Gesamt-Vibrio-Abundanz und Anzahl
an gefundenen Vibrio-OTUs zwischen den Probematerialien bzw. zwischen Aquakultur-Proben
und Kiisten-Proben signifikant unterscheidet. Es wurde der Kruskal-Wallis-Test benutzt. Bei
signifikanten Unterschieden zwischen den Probengruppen und Materialien erfolgte ein
anschlieender paarweiser Vergleich mittels Conover-Iman-Test mit dem Paket conover.test
v.1.1.5 (Dinno 2017). Eine Benjamine-Hochberg-Korrektur wurde fiir p-Werte angewendet.
Um die grundlegende Struktur der Gemeinschaftsdaten zu analysieren, wurde eine Ordination
mittels nicht-metrischer multidimensionaler Skalierung (nMDS, 100 Versuche) verwendet.
Diese basierte auf der Bray-Curtis-Dissimilarity zwischen den Quadratwurzel-transfomrierten
relativen Abundanzen der gesamten bakteriellen OTUs, bzw. den Hellinger-transformierten
Abundanzen der Vibrio-OTUs.

Um zu testen, ob sich die im bakteriellen nMDS-Plot der Ostsee-Proben visuell sichbare Gruppe
der Gewebeproben der Fische von denen der Wasser-, Sediment- und Sestonproben
unterschied, wurde eine ,permutational multivariate analysis of variance’ (PERMANOVA

(Anderson 2001)) berechnet. Zusitzliche wurde mittels der PERMDISP-Routine (,analysis of
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multivariate homogeneity of group dispersions‘ (Anderson 2006)) getestet, ob diese Signifikanz
auch durch einen Dispersionseffekt zustande kommen konnte. Hierfiir wurde zusitzlich das R-
Paket funfuns (Trachsel 2020) verwendet. Die Gruppen wurden durch ein 95%
Vertrauensintervall in den nMDS-Ordinationen dargestellt.

Fiir die Vibrio-Gemeinschaften der Ostseeproben wurde getestet, ob sich die einzelnen
Materialien untereinander signifikant unterschieden. Hierfiir wurde das Programm Primer7 mit
dem Add-on PERMANOVA+ verwendet. Dabei erfolgte eine PERMANOV A mittels Monte
Carlo-basierten-Permutations-Test, sowie einer anschlieBenden PERMDISP-Analyse.

Fiir die Proben aus Hainan wurde getestet, ob sich Vibrio- oder bakterielle Gemeinschaften
zwischen den Probematerialien Wasser, Sediment, Gewebe und Seegras unterschieden. Dafiir
wurde in R eine PERMANOVA und PERMDISP berechnet.

Bakterielle Gemeinschaften innerhalb der Wasser- und Sedimentproben der fiir Hainan visuell
bestimmten Gruppen wurden als kiistenidhnlich oder aquakulturdhnlich benannt, nach dem
Ursprung des GroBteils ihrer zugehorigen Proben. Anschlieend erfolgte eine PERMANOV A-
und PERMDISP-Analyse dieser Gruppen, um deren Signifikanz zu bestimmen.

Fir die Vibrio-Gemeinschaft in Hainan wurde Wasser und Sediment ebenfalls in eigenen
nMDS-Ordinationen dargestellt. Fiir das Wasser und Sediment wurde mittels PERMANOV A-
und PERMDISP-Analyse getetstet, ob sich die bereits in der bakteriellen nMDS-Analyse
bestimmten kiistendhnlichen von der aquakulturdhnlichen Gruppen ebenfalls signifikant in der
Vibrio-Zusammensetzung unterschieden. Um zu testen, welche Umweltparameter einen
signifikanten Einfluss auf die Vibrio-Gemeinschaften des Seewassers von Hainan haben
konnten, wurden diese mittels der Funktion ,envfit‘ (Oksanen et al., 2019) korreliert. Die
Signifikanz der Korrelation wurde mittels Permutationstest (999 Permutationen) ermittelt und
nur signifikante Parameter in die Ordination integriert. Hierfiir wurde die Funktion ,ordisurf*
aus vegan (Oksanen et al., 2019) genutzt. Anhand der signifikanten Umweltparameter wurden
die Proben in Gruppen eingeteilt und anschlieend mitels PERMANOV A- und PERMDISP auf
ihre Signifikanz tberpriift. Fiir Salinitit wurden die Gruppen nach dem Grenzwert 30 %o
eingeteilt, da > 30 %o der typsischerweise beobachteten Salinitit der Kiistenbereiche Hainans
in diesem Gebiet entpricht (Herbeck er al. 2013). Fiir Phosphat wurde der Wert 1uM als
Einteilungsgrenze gewihlt, da Studien gezeigt haben, dass die beprobte Kiiste Hainans in
diesem Bereich iiblicherweise durch eine anndhernd dhnliche Konzentration charakterisiert ist,
die unter 1uM liegen kann (Herbeck et al. 2013). Fiir die Wassertemperatur wurde der in den

Proben gemessene Mittelwert von 28,6 °C als Grenze fiir die Gruppeneinteilung festgelegt.
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2.13 Phylogenetische Analysen der Vibrio-OTUs

Die Sequenzen der 58 ermittelten Vibrio-OTUs aus den Hainan-Proben wurden im Web-
Programm SINA (www.arb-silva.de) ausgerichtet und anschlieend in das ARB-Programm
Version 6.0.2 (Ludwig et al. 2004) iibertragen. Referenzsequenzen von Typus-Stimmen der
Gattung Vibrio in der SILVA_132_SSURef_NR99_bacteria database (Quast et al. 2013,
Yilmaz et al. 2013) wurden fiir die Erstellung des Stammbaums verwendet. Die Gruppe
Desulfurella (28 Sequenzen) dienten als AuBengruppe im Stammbaum. Der Bootstrap-Core-
Baum (Anzahl an Biumen: 1000) wurde mit 283 Sequenzen, der neighbor-joining-Methode,
allgemeinen bakteriellen Filter durch das ARB-Programm und der Jukes-Cantor-Korrektur
berechnet. Die 58 Vibrio-Sequenzen aus den Proben Hainan‘s der Studie wurden in diesen

Baum eingefiigt, ohne die Struktur des Core-Baums zu verindern.

2.14 Co-Occurence Netzwerk-Analysen

Um mogliche Interaktionen von Vibrio mit anderen bakteriellen OTUs aufzuzeigen, wurden
die Sediment- und Wasserproben aus Hainan mittels einer Co-Occurence Netzwerkanalyse
untersucht. Die Netzwerkanalysen wurden dabei fiir vier verschiedene Gruppen erstellt, die
anhand der Aufteilung in den nMDS-Plots der bakteriellen Gemeinschaften definiert wurden.
Diese teilten sich fiir Wasser und Sediment jeweils in kiistendhnliche Proben und
aquakulturdhnliche Proben auf. In den aufgeteilten Probegruppen wurden sdmtliche OTUs, die
mindestens in einer Probe mit einer relativen Abundanz von 0,15% vorkamen, sowie samtliche
58 Vibrio OTUs fiir die Netzwerkerstellung genutzt. Die Analyse erfolgte dabei in R (R-Core-
Team 2018) mit dem Paket Spiec-Easi (Sparse InversE Covariance Estimation for Ecological
Association Inference) (Kurtz et al. 2015). Die graphische Darstellung signifikanter positiver
und negativer Korrelationen zwischen den relativen Abundanzen der OTUs erfolgte im
Anschluss mittels des Programms Cytoscape (Shannon et al. 2003). Die Vibrio-OTUs 1-3, die

in mehr als 85% aller Proben vertreten waren, wurden dabei als Mittelpunkt festgesetzt.

2.15 Nachweis von Virulenz-Genen in Vibrio vulnificus

Fiir die Identifizierung von potentiellen, hoch humanpathogenen Vibrio vulnificus-Stimmen
wurden als durch MALDI-ToF-MS identifizierte Vibrio vulnificus-Isolate auf das

Vorhandensein von Virulenz-Genen iiberpriift. Dafiir wurden 10 mL MB-Medium mit einer
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einzelnen Kolonie des Stammes angeimpft. Nach einer Inkubation bei 37 °C fiir 24 bis 36 h
wurden 2 mL der Zellkultur fiir die Extraktion von DNS verwendet. Die Extraktion erfolgte mit
dem QIAamp® DNA Mini and Blood Mini Kit nach der enthaltenen Anleitung fiir
gramnegative Bakterien. Die MALDI-ToF-MS Identifizierung wurde durch den Einsatz einer
Vibrio vulnificus spezifischen PCR bestétigt, die das artspezifische Gen vvh amplifizierte. Dafiir
wurden die Primer aus Warner und Oliver (2008) sowie Panicker et al. (2004a) verwendet.
Zusitzlich wurden drei Primer-Systeme genutzt, um die Virulenz-Gene rtxAl (Chung et al.
2010), HP1 (Han et al. 2009), viuB (Jones et al. 2008, Panicker et al. 2004a) nachzuweisen.
Neben den V. vulnificus-Stimmen wurden fiinf weitere Vibrio spp.-Stimme als Kontrollen
verwendet. Eine repridsentative Auswahl an erhaltenen PCR-Produkten wurde nach den
Anforderungen von LGC Genomics fiir die Sanger-Sequenzierung vorbereitet und sequenziert.
Die Sequenzergebnisse wurden mit der NCBI-Datenbank verglichen, um die korrekte

Amplifizierung des Zielgens zu bestitigen.

2.16 Trockenmasse-Bestimmung

Die Trockenmasse des Sediments, Sestons und des Fischgewebes in den Ostseeproben wurde
durch Hitzetrocknung bestimmt. Die Gewichtsbestimmung erfolgte mit einer Mettler AM100-
Feinwaage (Mettler Toledo). Fiir den Vorgang wurde in 2mL-Eppendorf-Rohrchen ein Loch
mit einer glithenden Nadel (@ 0.9 mm) in den Deckel geschmolzen. 20 — 2000 mg des
Probenmaterials wurden in das Rohrchen iiberfiihrt und bei 90 °C getrocknet. Die Proben
wurden nach 72 h und weiteren 96 h gewogen, um die vollstindige Trocknung zu
gewihrleisten. Leere Rohrchen dienten als Negativkontrolle. Die Trockenmasse wurde aus dem

Gewichtsverlust der Proben berechnet.

2.17 Theoretische Verteilung von Vibrio spp. in verschiedenen Ostseehabitaten eines

Kiistenabschnitts im Winter

Auf Grundlage der Vibrio spp.-Zellzahlen der ddPCR fiir den ersten Winter wurde eine
theoretische Aufteilung der Vibrio spp.-Abundanzen fiir den rdumlichen Anteil eines jeden
Habitats berechnet. Fiir die Berechnungen wurden folgende Annahmen getroffen: I. Das
Durchschnittsgewicht einer Schwarzmundgrundel betrdgt 40 g bei einer Lange von 140 mm
(Hempel und Thiel 2013, Piria et al. 2011, Skabeikis und Lesutien¢ 2015) mit einer

Gewebsdichte von 1,026 g cm (Davidovits 2018); II: Die oberen 2 cm des Sediments werden
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betrachtet bei einer durchschnittlichen Dichte von 2,65g cm™ (Zobkov und Esiukova 2017); I1I:
Die im Wasser enthaltene Seston-Menge betridgt 10 mg/L (Nausch et al. 2002) mit einer Dichte
von 2,65g cm>; IV: Der Wasserkorper ist 4 m tief, was der Wassertiefe in dem Bereich
entspricht, in der die Grundeln mit Fischfallen gefangen wurden; V: Fiir die Abundanz an
Grundeln werden theoretische Werte von 2, 30 und 100 Tieren pro m? angenommen. Dies
entspricht berichteten Abundanzen dieser Art in aquatischen Habitaten (Azour et al. 2015,

Chotkowski und Marsden 1999, Sapota 2004)
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3 Ergebnisse

3.1 Invasive Fischart Neogobius melanostomus als Vibrio-Triger in der siidlichen Ostsee

3.1.1 Umweltbedingungen siidliche Ostsee

Die Salinitit an den vier Probestationen zeigte einen abfallenden Gradienten von West nach Ost.

Dabei lagen die Werte fiir die Stationen Warnemiinde und Niendorf im Bereich zwischen 11,6

— 15,3%0, und bei Lubmin und Karlshagen zwischen 6,0 — 8,3%0 (Abb. 3.1).

DANEMARK OSTSEE
W L K
q |
N DEUTSCHLANL

Niendorf (N)

Warnemiinde (W)

Lubmin (L)

Karlshagen (K)

Sommer
2015

Datum: 21.10.2015
Temp.: 10,6 °C
Salinitit: 14,6%o

Datum: 17.8.2015
Temp.: 16,8 °C
Salinitit:11,6%o0

Datum: 22.09.2015

Temp.: 15,8 °C
Salinitit:8,3%o

Datum: 22.09.2015
Temp.: 15,0 °C
Salinitit:8,0%o

Winter
2015/16

Datum: 7.03.2016
Temp.: 4,6°C
Salinitét:12,0%o

Datum: 15.02.2016
Temp.: 3,7 °C
Salinitét: 13,1%o

Datum: 22.02.2016

Temp.: 5,9 °C
Salinitét: 6,4%o

Datum: 29.02.2016
Temp.: 3,7 °C
Salinitit:6,0%o

Winter
2016/17

Datum: 13.02.2017
Temp.: 1,0 °C
Salinitét: 13,1%o

Datum: 13.02.2017
Temp.: 3,2 °C
Salinitit: 15,3%o

Datum: 15.02.2017

Temp.: 1,5 °C
Salinitét: 6,0%o

Datum: 15.02.2017
Temp.: 1.0 °C
Salinitét: 6,5%o

Sommer
2018

Abbildung 3.1:

Karte der

Datum: 07.08.2018
Temp.: 21,7 °C
Salinitit:7,4%o

ostlichen deutschen Ostseekiiste.

Die Buchstaben

repriasentieren  die

Probenahmestationen. Die Probenahmezeitpunkte, die gemessene Salinitit und die Temperatur sind gelistet.
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Ausnahme bildete die Probe vom Sommer 2018 in Warnemiinde mit einer Salinitit von 7,4%o.
Die Wassertemperaturen lagen in den Winterproben mindestens 10 °C unter den im Sommer
genommenen Proben. Diese erreichten Werte zwischen 1 — 5,9 °C, bzw. 10,6 — 16,8 °C. Die
Sommerprobenahme 2018 stellte erneut eine Ausnahme dar, mit der einzig gemessenen

Wassertemperatur von iiber 20 °C.

3.1.2 Vibrio spp.-Abundanzen

3.1.2.1 Absolute Vibrio spp.-Quantifizierung

Die absolute Vibrio spp.-Zellzahl war in Proben von N. melanostomus in fast allen Fillen
mindestens 10-mal hoher als im umgebenden Wasser, Sediment und Seston.
Dies traf auf alle angewendeten methodischen Ansitze zu, und war sowohl im Sommer als auch

im Winter sichtbar (Abb. 3.2, Abb. 3.4).

Absolute Anzahl an Vibrio-Zellen in verschiedenen Materialien und Jahreszeiten
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Abbildung 3.2: Vibrio spp.-Zellzahl ermittelt durch in silico verbesserte ddPCR-16S rRNS Gen-Quantifizierung.
Die Ergebnisse sind in absoluter Vibrio spp.-Zellzahl angegeben (mL™ oder g Trockengewicht),
N: Niendorf, W: Warnemiinde, L: Lubmin, G: G. morhua, C: C. harengus membras, N: N. melanostomus

o Sommer 2015, © Winter 2015/16, A Winter 2016/17

Insgesamt zeigte sich ein Anstieg in der Vibrio-Zellzahl, der vom Wasser, iiber das Sediment
und das Seston bis zu den Fischen reichte. Hierfiir ergaben sich Vibrio-Zellzahlen fiir den
Sommer 2015 im Bereich von 1x10' Zellen mL™! fiir Wasser in Niendorf, bis hin zu Zellzahlen

von 3,11 x10° Zellen g! in dem Gewebe von N. melanostomus. Die aufgeschliisselte
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Untersuchung von Hautschleim, Kiemen und Magen-Darm-Trakt in den drei Fischarten zeigte,
dass letzteres den Haupttriger von Vibrio spp. in den untersuchten Fischgeweben darstellte

(Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Vergleich der Vibrio spp.-Zellzahl in individuell untersuchten Fischen und Kompartimenten aus dem
Sommer 2018. Gezeigt werden alle Individuen, in denen die Bestandteile separat untersucht wurden. Grau
markiert ist jenes Material, in dem die hochste Anzahl an Vibrio spp.-Zellen in einem Individuum gefunden

wurde. NB: Nicht bestimmt

Konzentration an
Fisch Individuum Material Zellen von Vibrio spp.
[¢"! Trockengewicht]

Hautschleim 0
N. melanostomus 1 Kiemen 2,75 x 10°
Magendarmtrakt 5,47 x 10°

Hautschleim 0
N. melanostomus 2 Kiemen 4,74 x 10?
Magendarmtrakt 1,30 x 10°
Hautschleim 2,80 x 10°
N. melanostomus 3 Kiemen 1,02 x 10°
Magendarmtrakt 3,43 x 10°
Hautschleim 2,37 x 10°

C. harengus membras 1 Kiemen 0
Magendarmtrakt 7,72 x 10?
Hautschleim 1,49 x 10
C. harengus membras 2 Kiemen 1,35 x 10!
Magendarmtrakt 1,71 x 10°
Hautschleim 8,28 x 10°
C. harengus membras 3 Kiemen 7,14 x 10"
Magendarmtrakt 1,42 x 10*

Hautschleim NB
C. harengus membras 4 Kiemen 1,21 x 10°
Magendarmtrakt NB

Hautschleim 0

C. harengus membras 5 Kiemen 0
Magendarmtrakt 6,23 x 10°
Hautschleim 2,79 x 10?
C. harengus membras 6 Kiemen 1,10 x 10°
Magendarmtrakt 1,67 x 10°
Hautschleim 4,21 x 10*
G. morhua 1 Kiemen 5,77 x 10!
Magendarmtrakt 8,31 x 10’

In allen untersuchten Individuen von N. melanostomus, sowie in 4 der 5 Individuen von
C. harengus membras, iberstieg die Zellzahl an Vibrionen im Magen-Darm-Trakt die der
anderen beiden Gewebe um fast das Zehnfache. Die Werte liegen dabei zwischen 1,3 x 10° und

3,43 x 10° Vibrio spp.-Zellen g' Trockengewicht. Die Ausnahme bildete der individuell

Dissertation Lars Moller



3 Ergebnisse 36

untersuchte Dorsch (G. morhua). Bei diesem betrug die im Hautschleim gemessene Vibrio-
Zellzahl 4,21 x 10* g! Trockengewicht, was die in den Kiemen und dem Magen-Darm-Trakt
gemessenen Werte um drei Gro3enordnungen iiberstieg.

Der allgemein sichtbare Gradient, der sich in den durch ddPCR ermittelten Vibrio-Zellzahlen
vom Wasser, zum Sediment, Seston und den Fischen in den Sommerproben zeigte, war auch in
den beiden Winterprobenahmen sichtbar. In dieser Jahreszeit bestand jedoch eine Reduzierung
in der Zellzahl der Vibrionen in allen Proben (Abb. 3.2). Die dabei auftretende Differenz
zwischen den Werten der Sommerprobenahme und den Winterprobennahmen war
materialabhingig. Die Differenz in den Sedimentproben war mit einer Magnitude am
geringsten. Die Proben von Grundeln und Seston, welche die grofite Konzentration im Sommer
aufwiesen, waren durch die groflte Differenz zwischen Sommer und Winter charakterisiert.
Diese lag ungefdhr bei 2 Magnituden. Im Umkehrschluss ergab sich ein Anstieg der Vibrio-
Zellzahl mit einem Anstieg der Wassertemperatur. Beim Vergleich der Vibrio-Zellzahlen in
Abhingigkeit zur Temperatur fiir die Proben aus Warnemiinde zeigte sich in den beiden
Sommersituationen ein starker Anstieg der Vibrio-Zellzahl im Wasser und im Sediment um das
20- bzw. 580-fache (Abb. 3.3, S6). Im Gegensatz dazu blieb dieser Anstieg der Vibrio-Zellzahl

in den Geweben der 3 Fischarten aus.

Vibrio-Zellzahl in Abhiingigkeit von der Wassertemperatur
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Abbildung 3.3: Vibrio spp.-Zellzahlen in Abhéngigkeit von der Wassertemperatur im ® Wasser, o Sediment,
V¥ Seston, m C. harengus membras, A N. melanostomus, 0 G. morhua. Vibrio-Zellzahlen wurden aus den

Ergebnissen der ddPCR-Quantifizierung fiir Warnemiinde berechnet.
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Die kultivierungsbasierte absolute Vibrio spp.-Quantifizierung konnte im Vergleich zur ddPCR
nur fiir die Proben aus Warnemiinde im Sommer 2015 angewendet werden, da bei den Proben
der anderen Standorte keine, oder nur eine einzelne Kolonie bei der direkten Ausplattierung
auftraten. Die KBE-Werte fiir die Proben von Warnemiinde bildeten ebenfalls einen Gradienten
und lagen zwischen dem Detektionslimit im Wasser, bis hin zu 2,00 x 10 und 2,65 x 10° Vibrio-
KBE pro g Trockengewicht in dem Gewebe von N. melanostomus bzw. im Seston (Abb. 3.4.,

S7).

Vergleich der Ergebnisse der Vibrio-Zellzahlbestimmung
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Abbildung 3.4: Quantifizierung der absoluten Vibrio spp.- Zellzahl in den Sommerproben 2015 aus Warnemiinde
mittels Kultivierung und ddPCR. Die Anzahl an KBE von Vibrio spp. basieren auf den korrigierten Werten
nach der Entfernung von falsch positiven Ereignissen auf TCBS und CA. - - - - : Markierung einer Differenz

von einer Magnitude beginnend bei den Ergebnissen der ddPCR.

Die Werte waren in fast allen Fillen kleiner, als die fiir die entsprechenden Materialien

zugehorigen durch ddPCR ermittelten Vibrio-Zellzahlen. Die Differenz zwischen den Werten
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der ddPCR und den niedrigsten kultivierungsbasierten Werten war dabei ungefihr eine
Zehnerpotenz fiir Sediment, Seston und N. melanostomus und ungefihr zwei Zehnerpotenzen

fiir C. harengus membras und G. morhua.

3.1.2.2 Relative Vibrio spp.-Quantifizierung

In Bezug auf die relative Abundanz von Vibrio zeigte sich, dass die Werte in den Gewebeproben
von N. melanostomus mindestens um ein Zehntel groBBer waren als in den restlichen Proben
(Abb. 3.5, Abb. 3.6, S5). Es ergab sich erneut ein Gradient der von Wasser, iiber Sediment bis
hin zum Seston und den Fischen reichte. Das Gewebe von G. morhua stellte hiervon eine
Ausnahme dar, mit einer relativen Abundanz dhnlich der des Wassers. Fiir den Sommer reichten
die Werte von 0,0126% im Wasser von Niendorf, bis hin zu 3,3% im Gewebe von N.
melanostomus. Im Winter lag die Spannbreite von 0,001% im Wasser von Lubmin bis 0,83%

und 0,81% im Seston von Warnemiinde und Gewebe von N. melanostomus.

Relative Abundanz des Vibrio-16S rRNS-Gens in verschiedenen
Materialien und Jahreszeiten

Wasser Sediment Seston Fisch -

Gen-Kopienanzahl [%]
w

Relative Abundanz des Vibrio-16S
rRNS Gen- zur bakteriellen 16S rRNS

0-—@—9—6—u——5—5—6—é— o T
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Abbildung 3.5: Relative Abundanz des Vibrio spp.-16S rRNS Gens, ermittelt durch in silico verbesserte ddPCR-
16S rRNS Gen-Quantifizierung. Angabe als relative Abundanz des Vibrio spp.-16S rRNS Gens im
Verhiltnis zum bakteriellen 16S rRNS Gens.

N: Niendorf, W: Warnemiinde, L: Lubmin, G: G. morhua, C: C. harengus membras,
N: N. melanostomus, o Sommer 2015, © Winter 2015/16, A Winter 2016/17

Im Vergleich der Messergebnisse aus der ddPCR und der Illumina-MISeq-Sequenzierung lagen
mit Ausnahme von C. harengus membras die Werte derselben Probenmaterialien im selben

Grofenbereich (Abb. 3.6, S7).
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Vergleich der Ergebnisse zur relativen Vibrio-16S rRNS
Gen-Kopienanzahl-Bestimmung
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Abbildung 3.6: Relative Abundanz der Kopienanzahl des Vibrio-16S rRNS Gens im Verhiltnis zur bakteriellen
16S rRNS Gen-Kopienanzahl fiir die Sommerproben Warnemiinde 2015. Ermittelte Werte aus den
Messungen der ddPCR und Illumina-Sequenzierung. Der Sprung in der y-Achse liegt zwischen 0,129 und
0,14.

3.1.2.3 Korrekturfaktoren fiir in silico verbesserte Vibrio-spezifische ddPCR

Wihrend kultivierungsbasierte Methoden zur Vibrio spp.-Quantifizierung nur Ergebnisse in
den Sommerproben aus Warnemiinde 2015 lieferten, konnte die Vibrio-spezifischer ddPCR in
allen Proben das Vibrio-16S tRNS Gen detektieren und quantifizieren. Dabei fanden die
ermittelten ~ Korrekturfaktoren  bereits  Beriicksichtigung. Die  Ermittlung dieser
Korrekturfaktoren erfolgte durch Illumina-16S rRNS Gen-Sequenzierung fiir die Proben aus
Warnemiinde im Sommer 2015. Fiir N. melanostomus und G. morhua wurden dabei
ca. 84% (£ 2,1%) der sequenzierten 16S rRNS Genen der Gattung Photobacterium zugeordnet.

Fiir C. harengus membras lag dieser Wert bei 4,8% (+ 2,1%) und fiir Sediment-, Seston- und
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Wasserproben bei ca. 0,03% (£0,02%). Der in silico-Vergleich dieser Sequenzen mit den
Primern fiir die Quantifizierung von Vibrio zeigte in 90% der Fille nur eine einzelne
Abweichung an der endstindigen Base oder eine komplette Ubereinstimmung mit der
entsprechenden Bindungsstelle (S8). Fiir diese Sequenzen wurde angenommen, dass sie mit
den Vibrio-spezifischen Primern ein Amplifikat bilden. Auf dieser Grundlage erfolgte die
Berechnung der Material-spezifischen Korrekturfaktoren, die in die Ergebnisse der ddPCR mit

einflossen (S8). Die Faktoren lagen im Bereich von 4,47x107! bis 2,07x10™.

3.1.3 Gesamte bakterielle Gemeinschaft und Vibrio-Gemeinschaften in Fischen und

anderen Umweltmaterialien

Die multivariate Analyse der Illumina-16S rRNS Gen-Sequenzierung zeigte eine
materialabhéngige Differenzierung der gesamten bakteriellen Zusammensetzung, sowie der
Vibrio-Gemeinschaften. In der bakteriellen Zusammensetzung zeichneten sich zwei signifikant
unterschiedliche Gruppen ab (p<0.05) (S9). Die erste Gruppe bestand aus den Proben von
Wasser, Sediment und Seston, wihrend sich die zweite Gruppe aus den drei Fischen

zusammensetzte (Abb. 3.7).
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Abbildung 3.7: nMDS-Plot der bakteriellen Gemeinschaft in den Sommerproben aus Warnemiinde 2015.
Berechnet aus den relativen Abundanzen der bakteriellen OTUs. Die zwei Ellipsen markieren die Gruppen

der Fischproben und die Sediment-Seston-Wasserproben mit einem 95% Vertrauensintervall. Stress = 0,048
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Bei der Betrachtung der 15 Vibrio-OTUs zeigte sich im direkten Vergleich aller Materialien,
dass sich G. morhua signifikant von allen Materialien unterschied (S10). Dies war ebenfalls fiir
N. melanostomus mit Ausnahme zum Hering der Fall. Wasser, Sediment, Seston und Hering

waren untereinander dhnlich. (Abb. 3.8).

1.51
.I_
1.0
<
0.51
) X
S
2 A
X
0.0 X
0 vV
AV
O <o
-0.51
+ <o
'10 T T T
-1 0 1
NMDS1
/\ N. melanostomus YV Wasser
+ C. harengus membras < Sediment
O G. morhua X Seston

Abbildung 3.8: nMDS-Plot der Vibrionen-Gemeinschaft in den Sommerproben aus Warnemiinde 2015.

Berechnet aus den Hellinger-transformierten relativen Abundanzen der 15 Vibrio-OTUs. Stress = 0,08

3.1.4 Vibrio-Artenzusammensetzung auf Basis der Kultivierung

Die artspezifische Untersuchung der Vibrio-Gemeinschaft durch die Identifizierung der Isolate

mittels MALDI-ToF-MS zeigte eine materialabhédngige, als auch raumliche Verteilung der
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Vibrio-Arten. Insgesamt konnten 1188 und 1324 potentielle Vibrio-Isolate im Sommer 2015
bzw. Winter 2015/16 kultiviert werden. Basierend auf der MALDI-Tof-MS-Identifizierung
wurden 772 Sommerisolate (entspricht 64% aller Isolate des Sommers), sowie 115 der
Winterisolate (entspricht 11,5% aller im Winter gewonnenen Isolate) Vibrio zugeordnet. Im
Sommer wurden in allen untersuchten Materialien Vibrio-Stimme gewonnen. 11 Arten wurden

detektiert. (Abb. 3.9).

NW NS NP WW WS WP WG WC WN LW LS LP KW KS KP

V. aestuarianus

V. diazotrophicus

V. anguillarum

V. navarrensis

V. furnissii

V. parahaemolyticus

V. vulnificus

V. fluvialis

V. cholerae

V. alginolyticus

V. mimicus

Abbildung 3.9: Durch MALDI-ToF-MS ermittelte Artzusammensetzung der Vibrionen in den verschiedenen
Materialien und Probestandorten fiir den Sommer 2015. Weill impliziert den Nachweis der Art, Grau
impliziert keine Detektion dieser Art. Oberste Reihe: Der erste Buchstabe steht fiir die Probestation
N: Niendorf, W: Warnemiinde, L: Lubmin, K: Karlshagen. Der zweite Buchstabe steht fiir das Probematerial

W: Wasser, S: Sediment, P: Seston, G: G. morhua, C: C. harengus membras, N: N. melanostomus

Die Sestonproben wiesen zusammen die hochste Diversitit auf, mit dem Vorkommen aller 11
Arten. Hingegen wiesen die drei Fischarten zusammen, mit insgesamt fiinf isolierten Arten, die
geringste Diversitdt auf. V. cholerae trat in allen Probematerialien der beiden Ostlichen
Probenahmestandorte auf, und V. mimicus wurde nur in Lubmin detektiert. Hingegen war V.
parahaemolyticus in allen Proben aus Warnemiinde vertreten, im Sediment aus Niendorf und

Lubmin, sowie Seston aus Lubmin. Die potentiell humanpathogene Art V. vulnificus kam in 3
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der 15 untersuchten Proben aus dem Sommer 2015 vor. Dies waren neben N. melanostomus
aus Warnemiinde, Wasser aus Lubmin und Seston in Karlshagen.

Im Winter wurden in 4 der 15 Proben Vibrionen detektiert: Wasser aus Warnemiinde, Sediment
aus Karlshagen, Wasser und Sediment aus Niendorf (S11). Dabei wurden vier Arten

nachgewiesen: V. parahaemolyticus, V. diazotorophicus, V. anguillarum und V. aesturianus.

3.1.5 Auftretende opportunistische Virulenz-Gene in Vibrio vulnificus

Auf Grundlage der PCR-Ergebnisse handelte es sich bei den Isolaten von V. vulnificus um
vermutlich geringer pathogene Stimme. Alle getesteten opportunistischen Virulenz-Gene

waren in verschiedenen Stimmen nachweisbar, jedoch maximal zwei im selben Stamm

(Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2: Detektion der Virulenz-Faktoren HP1, viuB und rtxAl in Vibrio vulnificus-Isolaten aus der Ostsee.
Zwei verschiedene vvh-Systeme verifizieren die Ergebnisse der Spezies-Identifizerung durch MALDI-ToF-
MS. Als Negativ-Kontrolle dienten fiinf Vibrio-Stdimme, die der Art V. parahaemolyticus und V. cholerae

zugeordnet wurden. + Nachweis des Gens, - Abwesenheit des Gens.

Stamm- operies vwhA  vh785/990 HPl  viuB  rixAl
ID (MALDI-ToF)
X29 V. vulnificus + + - - -
X33 V. vulnificus + + + - -
X35 V.vulnificus + + - + +
X36 V.vulnificus + + - - -
X39 V.vulnificus + + + - -
X41 V.vulnificus + + - - -
X42 V.vulnificus + + - - -
X44 V.vulnificus + + + - -
X45 V.vulnificus + + + - -
C11 V.vulnificus + + - - -
C22 V.vulnificus + + - - -
C26 V.vulnificus + + + - -
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Fortsetzung Tabelle 3.2:
Stamm- Spezies
vvhA  vvh785/990  HPI1 viuB rtxAl
ID (MALDI-ToF)
C30 V.vulnificus + + - - -
C31 V.vulnificus + + - - -
C32 V.vulnificus + + - - -
C35 V.vulnificus + + + - -
G96 V.vulnificus + + - + +
C20 V.cholerae - - - - +
C25 V.cholerae - - - - +
C33 V.cholerae - - - - +
Y5 V.parahaemolyticus - - - - +
Y15 V.parahaemolyticus - - - - +

Die PCR mit den Primern fiir das Gen rtxAl zeigten positive Ergebnisse in den
Kontrollstimmen. Samtliche V. vulnificus-Stimme waren positiv fiir das Spezies-spezifische

Gen wh.

3.1.6 Vibrio-Last in N. melanostomus im Vergleich zu anderen untersuchten Materialien

in einem Kiistensegment im Winter

Die geschitzte Winterlast an Zellen von Vibrio spp. fiir verschiedene Habitate zeigte die Rolle
von N. melanostomus als potentiellen Haupttriager der Vibrionen-Last. Sowohl Wasser als auch
Sediment wiesen einen ungefihr gleich groen Anteil an Vibrio spp.-Zellen mit jeweils ca. 30%
des Gesamtanteils auf (Abbildung 3.10). Dabei machten sie den groften rdaumlichen Anteil
eines Kiistensegmentes aus. Seston nahm nur ungefihr ein Hunderttausendstel des Volumens
von Wasser ein und trug eine vernachldssigbare Anzahl an Vibrio spp.-Zellen. Obgleich
N. melanostomus ebenfalls nur ein Tausendstel des Volumens von Wasser darstellten, besaf3en
sie das Potential, einen relevanten bis hin zu gleich groBem Anteil an Vibrio spp.-Zellen

aufzunehmen wie Wasser und Sediment.
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Abbildung 3.10: Theoretischer Anteil von N. melanostomus als Habitat fiir Vibrio spp. im Winter 2015/16 in
Warnemiinde. Die rdumliche Berechnung erfolgte fiir eine Fliche von einem Quadratmeter bei einer
Wassertiefe von vier Metern. A: Volumenanteil des Wassers, der obersten zwei Zentimeter des Sediments,
Sestons und N. melanostomus bei einer Dichte von 100 Tieren je Quadratmeter. Andere Besatzdichten
werden nicht dargestellt. B: Der relative Anteil der Last an Vibrio spp.-Zellen in Abhingigkeit von

unterschiedlichen Besatzdichten von N. melanostomus.
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3.2 Aquakulturen als Einflussfaktor fiir Vibrio-Gemeinschaften in Hainan

3.2.1 Umweltbedingungen Hainan

Die Standorte der Probenahme in Hainan sind in Abbildung 3.11 dargestellt.

Kiiste

klassische AQ
kontinuierliche AQ
semi-geschlossene AQ

Aufreinigungsbecken

———————
......

< X+ %0

Fluss

Abbildung 3.11: Standortiibersicht der genommenen Proben im Raum Hainan, sowie innerhalb der

firmenbetriebenen Aquakultur. AQ = Aquakultur (Modifiziert nach Moller et al. 2020)
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Der Salzgehalt an den Standorten zeigte bei den Kiistenproben einen ungefihr konstanten Wert
von 31,5%0 (£ 1,5) wohingegen bei den Aquakulturen eine Spannbreite von 15,6 bis 31,8 %o
auftrat. Beim Fluss war ein Gradient von Flussursprung bis Flussmiindung sichtbar, der im
Bereich von 9,59 bis 30,25 %. lag. Bei der Temperatur lagen alle Proben bei einem Mittelwert
von 28,6 °C (% 2,3). Die Ergebnisse fiir die weiteren physikalischen und chemischen Parameter
sind in S12 dargestellt. Die Informationen iiber die beprobten Aquakulturen sowie die
Ergebnisse aus den Interviews mit den Aquakulturbesitzern sind in S3 und S4

zusammengefasst.

3.2.2 Bakterielle Gemeinschaften in verschiedenen Habitaten in Hainan

Die Untersuchung der bakteriellen Gemeinschaft auf Grundlage der bakteriellen 16S rRNS-
Gen-Sequenzierung zeigte neben materiellen Einfliissen auch ein Einfluss durch Aquakulturen
(Abb. 3.12). Alle Probematerialien wiesen signifikante Unterschiede in ihrer bakteriellen
Zusammensetzung auf (p<0.05) (S13). Die Dispersion zwischen den Materialien zeigte dabei,
mit Ausnahme zwischen Wasser und Tierproben, ebenso signifikante Unterschiede. Im nMDS-
Plot bildeten sich distinkte Cluster fiir Seegras-, Sediment- und Wasserproben. Die
Gewebeproben gruppierten sich, bis auf die beiden Gewebeproben der Schnecken, in einem

gemeinsamen Bereich.
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Abbildung 3.12: nMDS-Plot der bakteriellen Gemeinschaft fiir die Proben aus der Region Hainan. Berechnet aus
der Wurzel der relativen Abundanzen der bakteriellen OTUs. Die Ellipsen markieren die Gruppen der

Pflanzen-, Sediment- und Wasserproben mit einem 95% Vertrauensintervall. Stress = 0,145

Zusitzlich war innerhalb der Gruppen des Wassers und Sediments eine weitere tendenzielle
Aufteilung innerhalb der Abbildung sichtbar (Abb. 3.12). So bildeten sich in diesen visuell eine
»aquakulturdhnliche® und eine ,kiistendhnliche Gruppe. Diese wurden bei genauerer

Betrachtung der einzelnen Probematerialien deutlicher sichtbar.
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Abbildung 3.13: nMDS-Plot der bakteriellen Gemeinschaft fiir A:Sediment- und B:Wasserproben aus der Region
Hainan. Berechnet aus der Wurzel der relativen Abundanzen der bakteriellen OTUs. Die Ellipsen markieren

die Gruppe aquakulturdhnlicher Proben und der kiistendhnlichen Proben. A: Stress = 0,115, B: Stress = 0,101
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Bei den Sedimentproben bestand die visuell sichtbare “aquakulturdhnliche* Gruppe aus allen
Flussproben, der kiistennahen Probe Bl und allen Aquakulturen (Abb. 3.13A). Diese
unterschied sich signifikant (p<0.05) (S14) von der “kiistendhnlichen* Gruppe, die aus allen
Kiistenproben mit Ausnahme von B1 bestand. Die beiden kontinuierlichen Aquakulturen
(AQ5/6) bildeten ein eigenes auBenstehendes Cluster. Die beiden Gruppen wiesen dabei
signifikante Unterschiede in ihrer Dispersion auf. Bei den Wasserproben zeichnete sich eine
dhnliche Aufteilung ab(Abb. 3.13B), wobei die ,,aquakulturdhnliche* Gruppe aus allen
klassischen und semi-geschlossenen Aquakulturen mit Ausnahme von AQ3 und AQ4, zwei
kiistennahen Proben (B1, C1), den drei Flussproben des Flussursprungs (R1-R3), sowie den
Aufreinigungsbecken AU2-AU4 bestand (p<0.05) (S15). Die , kiistendhnliche* Gruppe bestand
aus allen Kiistenproben aufler B1 und CI1, der Probe aus der Flussmiindung R4, sowie den
beiden kontinuierlichen Aquakulturen. Beide Gruppen wiesen eine dhnliche Dispersion auf.
Die im Sediment und Wasser visuell sichtbaren “aquakulturdhnlichen® und “kiistenéhnlichen*

Gruppen dienten als Ausgangspunkt fiir die Netzwerkanalysen (Abschnitt 3.26).

3.2.3 Verteilung potentiell humanpathogener bakteriellen Gruppen

Die relative Abundanz von Vibrio wurde als moglicher Indikator zur Bestimmung des
potentiellen Aquakultureinflusses untersucht. Zusitzlich wurden die relativen Abundanzen der
Gruppen Legionellaceae und Enterobacteriaceae, die als Bioindikatoren fiir Wasserqualitit
und moglichen anthropogenen Einfluss angesehen werden, ermittelt. Fiir Vibrio,
Legionellaceae und Enterobacteriaceae zeigten sich dabei spezifische Verteilungsmuster

(Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Relative Abundanz der potentiell humanpathogenen Gruppen Vibrio, Enterobacteriaceae und

Legionellaceae im Wasser und Sediment. (modifiziert nach Moller et al. 2020)

Fiir Vibrio lag die durchschnittliche relative Abundanz der Kopienanzahl des Vibrio-16S rRNS-
Gens der Kiisten- und Flussproben im Wasser bei 0,16% (£0,1%) und im Sediment bei 0,095%
(20,12%) (Tabelle 3.3). Damit wies Wasser signifikant hohere relative Abundanzen des Vibrio-
16S rRNS-Gens (p<0,05) auf als das Sediment (S16). In beiden Materialien wurde die hochste
relative Abundanz bei der Station B1 gemessen, die direkt an der Kiiste lag (Abb. 3.11). Seegras
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erreichte Werte zwischen 0,08% bis 7,48% (MW 1,27 % + 2,56) und lag damit signifikant iiber

den Abundanzen der Kiistensedimente (p<0.05) (S17, S18).

Tabelle 3.3: Relative Abundanz (%) der Vibrio-16S rRNS Gen-Kopienanzahl in der Illumina-16S rRNS Gen-
Sequenzierung in den verschiedenen Probematerialen. Werte sind auf die zweite Kommastelle gerundet. —
Keine Probe vorhanden; AQ = Aquakultur; A-F

Aufreinigungsbecken (modifiziert nach Moller et al. 2020)

Kiistentransekt,

Flusstransekt, AU

Proben ID Wasser Sediment Seegras Gewebe
AQO1 0,01 - - 0,33
AQO02 0,01 - - 1,34
AQO3 0,00 - - 0,01
AQO04 0,02 - - 0,44
AQO5 0,74 2,28 - 5,64
AQO06 0,73 0,44 - 0,01
AQQ7 0,005 0,01 - -
AQO8 0,03 0,01 - 0
AQ09 0,01 0,01 - -
AQI10 0,01 0,02 - -
AQIl1 0,05 0,02 - -
AQI12 0,02 0,05 - -
AQI13 0,01 0,19 - 0,04
AQl14 0,02 0,28 - 0,31

AUl 1,63 - - -
AU2 0,04 - - -
AU3 0,004 - - -
AU4 0,002 - - -
Al 0,15 - - -
A2 0,24 - - -
A3 0,17 - - -
Bl 0,37 0,56 - -
B2 0,02 0,02 - -
B3 0,05 0,10 - -
B4 0,18 0,03 7,48 -
B5 0,17 0,06 1,61 -
Cl 0,06 0,01 - -
C2 0,23 0,01 - -
C3 0,16 0,13 0,09 -
C4 0,11 0,02 - -
D1 0,14 0,10 - -
D2 0,19 0,05 - -
D3 0,10 0,07 0,08 -
D4 0,20 0,03 - -
D5 0,19 0,10 - -
D6 0,21 0,08 0,15 -
F1 0,27 0,03 - -
F2 0,09 0,06 - -
F3 0,18 0,11 - -
F4 0,08 0,05 0,21 -
F5 0,07 0,11 0,13 -
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Fortsetzung Tabelle 3.3:
Proben ID Wasser Sediment Seegras Gewebe
F6 0,07 0,08 0,40 -
R1 0,05 0,01 - -
R2 0,02 0,02 - -
R3 0,18 0,38 - -
R4 0,46 0,15 - -

Dabei wurden die beiden hochsten relativen Abundanzen im Seegras von 7,48% und 1,61% im
Transekt B gemessen, in der auch Station B1 lag. Im Fluss war ein Gradient mit steigender
relativen Abundanz der Vibrio spp.-16S rRNS-Kopienanzahl sichtbar, der im Wasser vom
Flussursprung bis zur Flussmiindung mit einer finalen relativen Abundanz von 0,46% reichte.
Im Sediment war die hochste relative Abundanz mit 0,38% in der Mitte des Flusses lokalisiert.
Die relative Abundanz der Vibrio-16S rRNS Gen-Kopienzahl im Wasser der klassischen und
semi-geschlossenen Aquakulturen (0,02% + 0,01%) lagen signifikant unter den der im Wasser
der Kiiste registrierten Abundanzen (p<0.05) (S19).

Dieser Trend zeichnete sich tendenziell ebenfalls im Sediment ab (S20). In den beiden
kontinuierlichen Aquakulturen fiir die Aufzucht von Schnecken lag die relative Abundanz der
Vibrio spp.-Sequenzen bei 0,74% und 0,73% im Wasser und bei 2,28% und 0,44 % im
Sediment. Damit waren dies die hochsten gemessenen relativen Abundanzen an Vibrio spp.-
16S rRNS-Genen im Wasser und Sediment in sdmtlichen Proben. Die Gewebeproben der
Schnecken aus den kontinuierlichen Aquakulturen enthielten ebenfalls die hochste Abundanz
von Vibrio spp.-16S rRNS-Genen aller Gewebeproben mit 5,64%, die in den anderen Geweben
durchschnittlich bei 1% lag. In den Aufreinigungsbecken der Aquakulturen zeigt sich ein
abnehmender Gradient der Vibrio 16S rRNS Gen Abundanz im Laufe der Reinigung von
0,04% - 0,002%.

Legionellaceae wiesen einzelne Hotspots in der relativen Abundanz der 16S rRNS-Gen-
Kopienanzahl in wenigen Aquakultur- und Kiistenproben auf (Abb. 3.14, Tabelle 3.4).
Allgemein waren die relativen Abundanzen der Legionellaceae 16S rRNS-Gen-Kopienanzahl
in den Seegrasproben, den Sediment- und Wasserproben der Kiiste gleichmiBig verteilt, wobei
die Mittelwerte bei 0,019% (+0,021), 0,013% (£0,016) bzw. 0,007% (+0,004) lagen. Ausnahme
bildete die Probe F1 in Kiistennidhe, die im Wasser eine Konzentration von 0,079% aufwies.
Auch ein Grofiteil der Sediment- und Wasserproben von Aquakulturen bewegt sich in diesem
Mittelwerts-Bereich der Kiistenproben. Ausnahmen stellten die Proben AQ8 und AQ12 dar, die

tiberdurchschnittlich hohe relative Abundanzen aufwiesen. Fir AQS8 lagen die Werte bei
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0,323% sowie 0,058% fiir Wasser bzw. Sediment. In Probe AQ12 lag der Wert im Wasser bei
0,145%. In der Aquakultur AQS8 war ebenfalls die hochste relative Abundanz an
Legionellaceae-16S rRNS Gen-Kopienanzahl in Gewebsproben mit 1% zu finden, die sich bei

den restlichen Proben im Mittelwert bei 0,24% (+0,3) befanden.

Tabelle 3.4: Relative Abundanz (%) der Legionellaceae-16S rRNS Gen-Kopienanzahl in der [llumina-16S rRNS
Gen-Sequenzierung in den verschiedenen Probematerialen. Werte sind auf die zweite Kommastelle gerundet.
— = Keine Probe vorhanden; AQ = Aquakultur; A-F = Kiistentransekt, R = Flusstransekt, AU =

Aufreinigungsbecken
Sampling ID Water Sediment Seagrass Tissue
AQO1 0,033 - - 0,372
AQO02 0,020 - - 0,214
AQO03 0,000 - - 0,027
AQ04 0,000 - - 0,000
AQO5 0,016 0,009 - 0,175
AQO06 0,031 0,006 - 0,141
AQO7 0,047 0,028 - -
AQO8 0,323 0,058 - 1,005
AQ09 0,093 0,018 - -
AQI10 0,048 0,008 - -
AQl1 0,000 0,001 - -
AQ12 0,145 0,013 - -
AQ13 0,073 0,005 - 0,189
AQ14 0,014 0,014 - 0,068
AUl 0,011 - - -
AU2 0,023 - - -
AU3 0,028 - - -
AU4 0,033 - - -
Al 0,003 - - -
A2 0,001 - - -
A3 0,003 - - -
Bl 0,017 0,007 - -
B2 0,007 0,005 - -
B3 0,003 0,008 - -
B4 0,001 0,008 0,012 -
B5 0,005 0,003 0,000 -
Cl 0,020 0,007 - -
C2 0,014 0,012 - -
C3 0,013 0,005 0,012 -
C4 0,004 0,001 - -
Dl 0,002 0,006 - -
D2 0,005 0,008 - -
D3 0,016 0,007 0,019 -
D4 0,007 0,006 - -
D5 0,006 0,004 - -
D6 0,007 0,010 0,015 -
F1 0,079 0,003 - -
F2 0,004 0,011 - -
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Fortsetzung Tabelle 3.4:
Sampling ID Water Sediment Seagrass Tissue
F3 0,008 0,009 - -
F4 0,017 0,013 0,020 -
F5 0,013 0,019 0,068 -
F6 0,020 0,003 0,002 -
R1 0,032 0,010 - -
R2 0,015 0,009 - -
R3 0,014 0,006 - -
R4 0,012 0,009 - -

Enterobacteriaceae waren in weniger als 1/3 der Wasser-, Sediment- und Gewebeproben mit
relativen Abundanzen der 16S rRNS-Kopienanzahl nahe der Nachweisgrenze detektierbar und
traten nicht in Seegrasproben auf (Abb. 3.14, S21). Die Werte lagen nahe 0%. Die hoéchsten
relativen Abundanzen mit 0,054%, 0,028% und 0,024% waren im Wasser des ersten

Aufreinigungsbeckens, sowie in den zwei Flussproben der Flussmiindung zu finden.

3.2.4 Vibrio-Gemeinschaften in verschiedenen Habitaten in Hainan

Bei der Betrachtung der Vibrionen-Gemeinschaft auf Grundlage der 58 detektierten Vibrio-
OTUs zeigte sich die Bildung materialabhiingiger Gruppen (Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15: 3D-nMDS-Plot der Vibrio-Gemeinschaft auf Basis der Hellinger-transformierten relativen

Abundanzen der 58 Vibrio-OTUs in den verschiedenen untersuchten Materialien. Stress = 0,14.

Wasser, Sediment, Seegras und Tiergewebe formten signifikant unterschiedliche Gruppen
(§22). Gleichzeitig wurde erneut eine mogliche Aufteilung im Sediment und Wasser nach
kiisten- und aquakulturdhnlichen Proben sichtbar, die sich in der genaueren Betrachtung der

beiden Materialien unterschieden.
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Abbildung 3.16: nMDS-Plot der Vibrio-Gemeinschaft auf Basis der Hellinger-transformierten relativen
Abundanzen der 58 Vibrio-OTUs im Sediment. Die Ellipsen markieren die Gruppe aquakultur- und

kiistendhnlicher Proben mit einem Vertrauensintervall von 95%. Stress =0,19.

Die Einteilung der Proben nach aqualturidhnlichen und kiistendhnlichen Proben wie bereits fiir
die bakteriellen Gemeinschaft durchgefiihrt (Abb. 3.13), ergab auch fiir die Vibrio-
Gemeinschaft 2 signifikant unterschiedliche Gruppen (Abb. 3.16). Die kiistendhnliche Gruppe
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bestand aus den Proben der Kiistentransekte, wihrend sich die zweite Gruppe aus den Proben

der Aquakulturen und des Flusses zusammensetzte (S23).

3.2.5 Einfluss physikalischer Parameter auf Vibrio-Gemeinschaften im Wasser

Durch die erneute Einteilung der Proben in aquakulturihnliche und kiistendhnliche Proben,
nach den bereits definierten Gruppen aus der bakteriellen Gemeinschaftsanalyse fiir Wasser
(Abb 3.13b), ergab sich auch fiir die Vibrio-Gemeinschaft die Bildung definierter Gruppen
(Abb. 3.17A). Diese waren signifikant verschieden, bei bei gleichzeitig signifikanter Dispersion
(S24). Unter Beriicksichtigung der gemessenen physikalischen Parameter, zeigte sich dass
Salinitidt, Phosphatkonzentration sowie Temperatur einen signifikanten Einfluss auf die
Zusammensetzung der Proben hatten (Abb. 3.17, S25). Diese unterteilten die Vibrio-
Gemeinschaften in jeweils 2 signifikant unterschiedliche Gruppen. Fiir die Salinitit war die
erste Gruppe durch eine Salinitét unter 30%o charakterisiert und bestand aus allen Aquakulturen
mit Ausnahme der kontinuierlichen Aquakulturen, den Aufreinigungsbecken, den drei
Flussproben des Flussursprung, sowie den kiistennahen Proben F1 und B1 (Abb. 3.17B). Die
zweite Gruppe bestand aus allen Kiistenproben mit Ausnahme von B1 und F1, den beiden
kontinuierlichen Aquakulturen, sowie der Probe aus der Flussmiindung. Diese Proben waren
durch eine Salinitdt iiber 30%o charakterisiert (S26). Dabei wiesen beide Gruppen eine
signifikante Dispersion auf.

Fiir Phosphat bestand die erste Gruppe aus den Aquakulturen AQ7, AQ8, AQ11-14, der Probe
C1, sowie den Flussproben R1-R3 die Phosphatgehalte von 1-83 uM aufwiesen (Abb. 3.17C).
Die restlichen gemessenen Phosphatgehalte befanden sich im Bereich von 0,6 — 0,14 uM und
wurden an den Kiistenstandorten, der Flussprobe R2, sowie den beiden kontinuierlichen
Aquakulturen gefunden (S27). Dabei wiesen die Gruppen ebenfalls eine signifikante Dispersion
auf. Bei der Einteilung nach Proben mit einer Wasseremperatur von unter 28,6 °C und iiber
28,6 °C waren in beiden Gruppen sowohl Kiistenproben, als auch Aquakulturen vertreten (Abb.
3.17D). Die erhaltenen Gruppen wiesen im nMDS-Plot eine weniger klare Trennung auf, waren

jedoch signifikant verschieden und wiesen eine dhnliche Dispersion auf (S28).
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Abbildung 3.17: nMDS-Plot der Vibrio-Gemeinschaft auf Basis der Hellinger-transformierten relativen
Abundanzen der 58 Vibrio-OTUs im Wasser. Die Ellipsen markieren die Gruppen anhand der Einteilung
nach A: Salinitit, B: Phosphat-Konzentration und C: Wassertemperatur mit einem Vertrauensintervall von
95%. Die grauen Linien reprisentieren die Konzentrationen der Parameter.

Wassertemp. = Wassertemperatur, Stress = 0,17.

Informationen iiber potentielle Einfliisse in den verschiedenen Aquakulturen, die durch
Antibiotikaeinsatz, den Gebrauch von Sauerstoffpumpen, Anzahl und Alter der kultivierten
Organismen, Frequenz des Wasseraustauschs und das Auftreten von Krankheiten sind in S2
zusammengefasst. Durch die wenigen diesbeziiglich verfiigbaren Daten und der damit
verbundenen geringen statistische Aussagekraft, war keine Aussage iiber einen Einfluss dieser

Faktoren auf die Abundanz und Gemeinschaft von Vibrionen moglich.

3.2.6 Diversitiit von Vibrio-Gemeinschaften in verschiedenen Habitaten

In den Kiistenproben und dem Flusstransekt waren durchschnittlich 14 (+ 5,5) und 18 (% 5,4)
Vibrio-OTUs im Sediment, bzw. Wasser vorhanden (Tabelle 3.5). In den klassischen und semi-
geschlossenen Aquakulturen waren diese Werte signifikant geringer mit 6 (+ 1,8) bzw. 5 (£
2,6) (S29, S30). Bei den beiden kontinuierlichen Aquakulturen AQ5 und AQ6 wurden 25 bzw.
24 verschiedene Vibrio-OTUs im Wasser detektiert, und im Sediment lagen diese Werte bei 18
und 17. Damit waren die beiden Aquakulturen AQS5S und AQ6 vergleichbar mit den
Kiistenproben. In den Seegras-Proben waren im Durchschnitt 13 (+ 2.4) Vibrio-OTUs

vorhanden. Gewebeproben besallen die niedrigste Diversitit mit 4 (+ 2,3) Vibrio-OTUs.

Tabelle 3.5: Anzahl gefundener Vibrio-OTUs in den verschiedenen Materialien. — = Keine Probe vorhanden;
AQ = Aquakultur; A-F = Kiistentransekt, R = Flusstransekt, AU = Aufreinigungsbecken
(modifiziert nach Moller et al. 2020)

Proben ID Wasser Sediment Seegras Gewebe
AQO1 5 - - 2
AQO02 4 - - 6
AQO03 0 - - 3
AQ04 3 - - 7
AQO5 25 18 - 7
AQO6 24 17 - 4
AQO7 3 4 - -
AQO08 8 6 - -
AQ09 8 7 - 0
AQI10 5 4 - -
AQl1 5 7 - -
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Fortsetzung Tabelle 3.5:

Proben ID Wasser Sediment Seegras Gewebe
AQI2 8 5 - -
AQI13 1 8 - 3
AQl14 6 9 - 4

AUl 24 - - -
AU2 14 - - -
AU3 5 - - -
AU4 3 - - -
Al 14 - - -
A2 29 - - -
A3 22 - - -
Bl 18 22 - -
B2 15 8 - -
B3 18 23 - -
B4 21 10 14 -
BS5 27 8 12 -
Cl 18 5 - -
C2 19 5 - -
C3 19 18 12 -
C4 11 9 - -
D1 23 21 - -
D2 20 19 - -
D3 14 13 11 -
D4 28 13 - -
D5 17 16 - -
D6 27 17 17 -
F1 14 13 - -
F2 20 20 - -
F3 15 22 - -
F4 17 15 21 -
F5 17 18 8 -
F6 12 14 15 -
R1 13 7 - -
R2 8 10 - -
R3 14 20 - -
R4 26 14 - -

Die drei abundantesten Vibrio-OTUs (V_OTUI, V_OTU2 V_OTU3) traten in fast allen
Probenmaterialen auf, inklusive der Aquakulturen, der Kiiste und des Flusses (85 - 92%)
(Abb.3.18). Laut phylogenetischer Analyse besalen diese 3 OTUs die groBte
Sequenzdhnlichkeit mit V. vulnificus, V. xuii, und V. mytili (S31). Bedingt durch die geringe
Auflosungskraft der 16S rRNS wiren jedoch weitere Tests fiir eine eindeutige Bestimmung
notig gewesen. Die Seegras-Proben zeichneten sich durch distinkte Vibrio-OTUs aus (Abb.
3.18). Diese beinhalteten V_OTU4, welches mit Abundanzen von bis zu 6.7% im Seegras
auftrat, sowie V_OTU15-18 mit geringer Abundanz. V_OTU4 und V_OTU16 gruppierten sich

in der phylogenetischen Analyse mit den ndchsten Verwandten V. nigripulchritudo und V.
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caribbeanicus (S31). Die ndachsten Verwandten von V_OTUI15 und V_OTU18 waren V. mytili
bzw. V. stylophorae/marisflavi.

Die beiden OTU’s 55 und 36 kamen nur in spezifischen Proben vor. So war V_OTUSS, das
sich phylogenetisch mit V. cholerae, V. mimicus und V. metoecus einordnete, nur in der
Flussstation R1 vorhanden. Hingegen war V_OTU36 mit nahem Verwandtschaftsgrad zu V.
pacinii nur in Kontinuierlichen Aquakulturen (AQS5, AQG6), sowie dem ersten

Aufreinigungsbecken zu finden.
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3.2.7 Wechselbezichungen zwischen Vibrionen und assoziierten Bakterien in

Aquakulturen und Kiistengebieten

In den Co-Occurence-Netzwerken mit den Vibrio-OTUs 1-3 zeigten sich fiir Wasserproben die
Ausbildung von Gruppen anhand der positiven und negativen Korrelationen (Abb. 3.19). Vibrio
bildete einen Teil eines miteinander positiv korrelierenden Clusters. OTUs, die negativ mit
Vibrio korrelierten, waren untereinander positiv korreliert, wihrend sie negativ mit den OTUs
aus dem positiven Cluster korrelierten. Dadurch entstanden getrennte, in sich positiv
miteinander verbundene Gruppen.

Die Vibrionen in der Aquakultur wiesen mit durchschnittlich 15 Verbindungen je Vibrio-OTU
mehr als doppelt so viele Verbindungen auf, wie in den Proben der Kiiste mit 7 Verbindungen
je Vibrio-OTU. Fiir die Proben des Sediments zeichnete sich ein dhnliches Bild ab (Abb. 3.20).
Es waren erneut 2 definierte Cluster zu erkennen. Bei der Anzahl der Verbindungen je Vibrio-
OTU wiesen diese jedoch allgemein mehr Verbindungen auf, wobei fiir Kiistengebiete
durchschnittlich 20 und fiir Aquakulturen durchschnittlich 34 Verbindungen je Vibrio-OTU
registriert wurden.

Die hiufigsten positiv mit den der Vibrio-OTUs korrelierten OTUs gehorten der Gruppe der
Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria und Bacteriodia an. Gammaproteobacteria
bildeten dabei einen Anteil von 77% und 58% in den Kiistennetzwerken im Wasser bzw.
Sediment. In den Aquakulturen waren dies 27% bzw. 30%. Dabei stellten Vibrio und
Photobacterium mit Ausnahme des Aquakultur-Sediments zwischen 38% - 50% dieser dar.
Alphaproteobacteria, im spezifischem Rhodobacterales, bildeten 0% und 6% aller positiven
Korrelationen im Sediment bzw. Wasser der Kiistennetzwerke. In den Aquakulturen machten
sie einen Anteil von 23% bzw. 10% aus. Bacteriodia, genauer Flabobacteriales bildeten in den
Netzwerken des Kiisten-Wassers und —Sediments 7% bzw. 3% aller positiven Korrelationen.
In den Aquakulturen waren dies jeweils 23%.

Fiir die negativen Korrelationen in der Kiiste ergaben sich nur 3 Verbindungen zu Vibrio im
Wasser. Im Sediment der Kiiste bestanden die hdufigsten negativen Korrelationen mit jeweils
24% aus Deltaproteobacteria und Oxyphotobacteria. Die hiaufigsten negativen Korrelationen
der Vibrio-OTUs in den Aquakulturen stellten Alphaproteobacteria und Planctomycea dar.
Alphaproteobacteria nahmen im Wasser und Sediment jweils einen Anteil von 27% der
negativen Korrelationen innerhalb der Aquakultur-Netzwerke ein. Dabei stellten im Wasser

Rhodobacterales 50% dieser dar und im Sediment 89% Rhizobiales.
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Planctomycea stellten ca. 20% aller negativen Korrelationen in den Aquakulturnetzwerken dar,

wobei 85-100% der Ordnung Pirellulales zugeordnet wurden.

O
O

Alphaproteobacteria Gammaproteobacteria

Clostridia

Deltaproteobacteria Planctomycea

Weitere

Abbildung 3.19: Co-Occurence-Netzwerkkarte fiir die drei Vibrio-OTUs 1-3 auf OTU-Level in Wasserproben
aus den beprobten Kiistengebieten (A und B) und Aquakulturen (C und D). Positive Korrelationen werden
in A und C dargestellt. Negative Korrelationen werden in B und D dargestellt. Ellipsen zeigen einzelne OTUs.
Linien représentieren die Beziehungen zueinander. Griine Linien zeigen positive Korrelationen. Blaue Linien

zeigen negative Korrelationen.
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Abbildung 3.20: Co-Occurence-Netzwerkkarte fiir die drei Vibrio-OTUs 1-3 auf OTU-Level in Sedimentproben
aus den beprobten Kiistengebieten (A und B) und Aquakulturen (C und D). Positive Korrelationen werden
in A und C dargestellt. Negative Korrelationen werden in B und D dargestellt. Ellipsen zeigen einzelne OTUs.
Linien représentieren die Beziehungen zueinander. Griine Linien zeigen positive Korrelationen. Blaue Linien

zeigen negative Korrelationen.
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4 Diskussion

4.1 Anthropogene Faktoren beeinflussen Vibrio-Kiistengemeinschaften

Die Beeinflussung der Natur durch den Menschen wird in Zukunft weiter zunehmen. Steigende
Meerestemperaturen (Yao et al. 2017), die Verbreitung invasiver Arten (Dukes und Mooney
1999) und die stirkere Nutzung von Kiistengebieten (Ren er al. 2019), zeigen nicht nur
Auswirkungen auf die Tier und Pflanzenwelt (Cooper und Brush 1993, Longepierre et al. 2005,
Ramirez et al. 2017), sondern haben auch Einfluss auf die mikrobiellen Gemeinschaften
(Manzari et al. 2015, Martinez-Urtaza et al. 2008, Marzinelli et al. 2018, Vezzulli et al. 2012).
Vibrionen stellen dabei eine bakterielle Gattung dar, die von diesen Bedingungen besonders
beeinflusst werden und profitieren konnten (Baker-Austin et al. 2013, Martinez-Urtaza et al.
2008, Tout et al. 2015).

Ziel meiner Promotion war die Untersuchung der Frage, inwieweit anthropogene Faktoren
einen Einfluss auf die Abundanz und Zusammensetzung von Vibrio-Kiistengemeinschaften
besitzen. Dabei lagen zwei Aspekte im Fokus. Zum einen wurden vom Menschen
eingeschleppte Arten als Riickzugsgebiet und Reservoir fiir Vibrio-Populationen, speziell auch
humanpathogener Vertreter untersucht. Dafiir wurde das Gebiet der siidlichen Ostsee mit der
invasiven Fischart N. melanostomus ausgewihlt. Die Ostsee weist als im gemiBigten Klima
liegendes Habitat jahreszeitliche Schwankungen in der Wassertemperatur und einem natiirlich
vorkommenden Salzgradienten auf (HELCOM 2018b, Herlemann et al. 2011), der ebenfalls
als Einflussfaktor beriicksichtigt wurde.

Zum anderen beschiftigte sich der zweite Aspekt der Promotion mit Aquakulturen als
Anreicherungsmoglichkeit fiir Vibrionen und ihren Einfluss auf die Vibrio-Gemeinschaften in
umliegenden Kiistengebieten. Dafiir wurde die Kiiste Hainan’s, als typisches, von
Aquakulturen geprigtes Gebiet, ausgesucht.

Die siidostlichen Kiistengewisser der Insel Hainan werden als ein in den Tropen liegendes
Gebiet, anders als die Ostsee, durch nahezu konstante wirmere Wassertemperaturen von
ca. 23-30 °C und Salinitidten zwischen 30-34%o iiber den Jahresverlauf hinweg charakterisiert
(Herbeck et al. 2014, Krumme et al. 2012, Meixia et al. 2008, Zhang et al. 2013).

Die Untersuchungen zeigten, dass beide anthropogenen Faktoren einen potentiellen Einfluss
auf die Vibrio-Gemeinschaften haben konnten. N. melanostomus besal durch ihre hohen Vibrio

spp.-Zellzahlen sowie ihrer distinkten Zusammensetzung und dem Nachweis der potentiell

Dissertation Lars Moller



4  Diskussion 70

humanpathogenen Art V. vulnificus die Moglichkeit, Vibrio-Kiistengemeinschaften zu prigen
und zu beeinflussen. Ebenso konnten in Aquakulturen Vibrio-Gemeinschaften, sowohl in ihrer
Zusammensetzung wie auch in ihrer Abundanz, verdndert werden. Dabei spielte die Art der
Aquakultur eine wichtige Rolle. Wihrend kontinuierliche Aquakulturen eine erhohte relative
Abundanz des Vibrio spp.-16S rRNS Gens sowie eine dhnliche Vibrio-Gemeinschaft zur Kiiste
aufwiesen, waren klassische Teichaquakulturen und semi-geschlossene Aquakulturen durch
eine signifikant geringere Vibrio-Abundanz und Diversitit gekennzeichnet. Durch die
Freisetzung von ungefilterten Abwissern boten Aquakulturen damit zwar das Potential Vibrio-
Gemeinschaften in umliegenden Kiistengebieten zu beeinflussen, Hinweise fiir das Auftreten

eines solchen Effektes konnten in meiner Promotion nicht nachgewiesen werden.

4.2 Invasive Arten als neues Reservoir pathogener Vibrionen

Eine Folge anthropogenen Einflusses repriasentieren invasive Arten (Leppidkoski und Olenin
2000), wobei die Ostsee besonders stark von diesem Phinomen beeinflusst wird. Dies geht auf
ihr geologisch junges Alter, und ihre, im Vergleich zu marinen Kiisten-Habitaten, geringe
Biodiversitit zuriick (Costello und Chaudhary 2017, Leppédkoski und Olenin 1999, Ojaveer et
al. 2010).

Gleichzeitig bietet ihr natiirlich vorkommender Salzgradient verschiedenen Tieren und
Pflanzen aus Siif3-, Salz- und Brackwasser ein mogliches Habitat (HELCOM 2009, Leppékoski
und Olenin 2000, Paavola er al. 2005). Seit 1950 ist die Anzahl an bewusst oder unbewusst
eingeschleppten Arten in der Ostsee von 40 auf mehr als 140 Arten angestiegen (HELCOM
2018a, Leppidkoski und Olenin 1999). Dabei kann jede neue Art ihr Mikrobiom, auch die mit
ihr assoziierten Vibrionen, mitfithren und in die neue Umgebung einbringen. So zeigte eine
Studie von Tamplin und Capers (1992), dass einzelne Austern bis zu 10° Vibrio-Zellen pro
Stunde in umgebendes Wasser abgaben. Somit konnen invasive Arten potentiell auch als
Ausgangspunkt fiir die Verbreitung von humanpathogenen Vibrionen dienen. Eine Studie von
Martinez-Urtaza (2008) verdeutlichte dies. So verursachte der von asiatischen Kopepoden an
die Kiisten Chiles eingetragene und verbreitete Serotyp Vibrio parahaemolyticus O3:K6 im
Jahr 1989 mehrere hundert Infektionen (Chiou et al. 2000, Martinez-Urtaza et al. 2008,
Martinez-Urtaza et al. 2010, Wong et al. 2000). Durch die immer stédrkere Ausbreitung von
nicht einheimischen Arten weltweit bietet sich damit die Moglichkeit, dass urspriinglich lokal
begrenzte Formen von pathogenen Vibrionen sich immer stirker ausbreiten und weitere

Kiistengebiete beeinflussen.
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Ubertragen auf N. melanostomus ergab sich durch die in meiner Studie beobachteten hohen
Vibrio spp.-Zellzahlen und dem Vorkommen der potentiell humanpathogenen Art V. vulnificus,
dass N. melanostomus in der Ostsee als Ausgangpunkt fiir die Verbreitung dieser pathogenen
Vibrio-Art dienen kann. Seit ihrem Auftreten in den 1990ern im Golf von Gdansk hat sich
N. melanostomus in groflen Teilen der Ostsee mit zum Teil hohen Abundanzen ausgebreitet
(Skora und Stolarski 1993, Puntila et al. 2018, Kotta et al. 2016). Dabei wurden Dichten von
30 -100 Individuen m™ fiir die Ostsee-Kiiste und andere aquatische Habitate dokumentiert, also
Bereiche, in denen eine starke Wechselwirkung mit dem Menschen zu vermuten ist
(Chotkowski und Marsden 1999, Sapota 2004). Gebiete mit hoher Dichte an N. melanostomus
konnten daher der potentielle Ausgangspunkt fiir Vibrionen-Bliiten und Vibrio-Infektionen in

der Ostsee sein.

4.3 Aquakulturen als Anreicherungsmoglichkeit und Einflussfaktor von Vibrio —

Kiistengemeinschaften

Neben invasiven Arten ist auch die zunehmende Inbesitznahme von Kiistengebieten durch den
Menschen ein direkter Faktor des globalen Wandels, wobei Aquakulturen einen wichtigen
Teilaspekt darstellen (Bulleri und Chapman 2010, Hamilton 2013). Obwohl in dieser Promotion
kein direkter Einfluss von Aquakulturen auf Vibrio-Populationen der umliegenden Gebiete
nachgewiesen werden konnte, zeigte sich jedoch eine starke Veridnderung der Vibrio-
Zusammensetzung und Abundanz innerhalb der Aquakulturen.

“Dies deckt sich mit einer Studie von Sousa et al. (2006) in Brasilien. Bei dieser wiesen
Shrimps-Aquakulturen sowie der Abwassergraben eine zehnfach hohere kultivierbare Vibrio-
Zellzahl im Vergleich zu angrenzenden Kiistengebieten auf und waren des Weiteren durch eine
einzigartige Vibrio-Gemeinschaft charakterisiert. Jedoch konnte auch bei Sousa er al. (2006)
kein Einfluss der Abwisser auf die Anzahl und Zusammensetzung von Vibrio-Gemeinschaften
in umliegenden Kiistengebieten nachgewiesen werden.

Auch in den Ergebnissen meiner Promotion zeigte sich, dass Aquakulturen Einfluss auf Vibrio-
Gemeinschaften und deren Abundanz besitzen konnten, wobei der Aquakulturtyp starken
Einfluss hatte. Die untersuchten klassischen Aquakulturen sowie die semi-geschlossenen
Aquakulturen besaflen eine vergleichbare relative Vibrio-16S TRNS Gen-Abundanz mit der
Kiiste, wobei die Vibrio-Diversitit in diesen stark reduziert war. Im Gegensatz dazu waren die
kontinuierlichen Aquakulturen durch eine mit der Kiiste vergleichbaren Vibrio-Diversitit

gekennzeichnet, jedoch durch eine hohe relative Abundanz an Vibrio-16S rRNS Genen.
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Eine Verringerung der Diversitit in klassischen Aquakulturen kann vermutlich als typischer
Effekt angesehen werden. So zeigte sich in verschiedenen Studien, dass die Vibrio-Diversitit
in klassischen Teichaquakulturen iiber den Zeitraum der Kultivierung hinweg abnahm
(Sung et al. 1999, Sung et al. 2001). Zusitzlich zeigten weitere Untersuchungen, dass eine
Reduzierung der Diversitit und die Dominanz weniger Vibrio-Arten, oft abrupt nach einigen
Tagen bis Wochen auftrat (Lavilla-Pitogo et al. 1998, Sung et al. 2001). In meiner Studie waren
samtliche Aquakulturen bereits fiir mindestens einen Monat in Betrieb, so dass eine natiirliche
Reduktion bereits eingesetzt haben konnte.

Es ist anzunehmen, dass zu Beginn der Aufzucht, wenn die Aquakultur-Teiche erstmalig befiillt
wurden, die Vibrio-Gemeinschaft mit denen der Kiiste vergleichbar war. So zeigte Sousa et al.
(2006), dass die Vibrio-Zusammensetzung des Wassers des Aquakultur-Einlasskanals mit dem
Wasser aus der Kiiste vergleichbar war. Auch wies das Aquakulturwasser einer Studie von
Lavilla-Pitogo et al. (1998) zu Beginn der Befiillung eine bakterielle Zellzahl und Zellzahl
einzelner Vibrio-Gruppen auf, die mit dem Ursprungswasser vergleichbar waren.

Dies ldsst sich auf die in meiner Promotion beobachteten Ahnlichkeit in der Vibrio-
Zusammensetzung im Wasser zwischen Kiistengebieten und den Kkontinuierlichen
Aquakulturen iibertragen. Dessen konstante Zufiihrung von Kiistenwasser ging vermutlich
einher mit der konstanten Zufuhr von Vibrio-Kiistengemeinschaften und konnte so einer
potentiellen Verringerung einzelner Vibrio-OTUs moglicherweise entgegenwirken. In den
klassischen Teichaquakulturen war dies nicht gegeben. Trotz der Reduktion in der Vibrio-
Diversitit in klassischen Aquakulturen waren sdmtliche in diesen gefundene Vibrio-OTUs in
Umweltproben priasent. Eine Ausnahme eines fiir Aquakulturen einzigartigen Vibrio-OTU"s
bildete V_OTU36. V_OTU36 trat in den beiden kontinuierlichen Aquakulturen sowie dem
ersten Aufreinigungsbecken auf, jedoch in einer so geringen Abundanz, dass ein moglicher
Einfluss auf die Umwelt unwahrscheinlich erschien. Obwohl sich in meiner Studie, dhnlich den
Versuchen der Autoren Sousa et al. (2006), kein Effekt auf die Umwelt zeigte, ist es moglich,
dass dieser aufgrund der in Hainan typisch vorhandenen Aquakultur-Typen nicht erfasst wurde.
Der Siidosten Hainans ist durch klassische Teichaquakulturen geprigt (Hishamunda und
Subasinghe 2003, FAO 2019). Die Wechselwirkungen mit der Umwelt begrenzen sich auf
wenige Zeitpunkte, wenn das Wasser teilweise ausgetauscht oder am Ende der Aufzuchtphase
komplett erneuert wird. Der enge Zeitraum der Probenahme koOnnte eine temporire
Anreicherung von Vibrio spp. in der Umwelt, durch die Freisetzungen von Abwissern,
iibersehen haben. Durch das geringe Wasservolumen war es auch moglich, dass sich die

natiirlichen Vibrio-Zusammensetzungen schnell wieder einstellten, unterstiitzt dadurch, dass

Dissertation Lars Moller



4  Diskussion 73

die in meiner Studie gefundenen Vibrio-OTUs der Aquakulturen ebenso in der Umwelt
vorkamen.

Auch treten laterale Stromungen an der Kiiste Hainans auf (Chen et al. 2012), die eine schnelle
Vermischung von Wassermassen verursacht haben konnten. Ein erwarteter Vibrio-Gradient
iiber die genommenen Entfernungen zur Kiiste konnte sich so unter Umstdnden schnell
aufgelost haben. Auch kann die natiirliche Pufferkapazitit des Kiistensystems noch ausgereicht
haben, um die Effekte der Aquakulturen zu kompensieren. Beobachtungen zeigten, das
Kiistengebiete und Mangroven die Fihigkeit besitzen, den Effekt eingehender Abwisser aus
Aquakulturen abzuschwichen (Gautier et al. 2001, Trott und Alongi 2000, Valiela und Cole
2002)* (vgl. Moller et al. 2020).

Obwohl die Vibrio-Gemeinschaften an der Kiiste Hainans von den Aquakulturabwissern in den
Untersuchungen unbeeinfluf3t schienen, konnte sich dies in Zukunft @andern. Der immer stirkere
Ausbau von Aquakulturen hat in den letzten Jahrzehnten zu einem Verlust von mehr als 90%
der Mangroven an den Kiisten Hainans gefiihrt (Herbeck ef al. 2020), wodurch deren natiirliche
Filterfunktion eingeschréinkt wird. Dies kann moglicherweise dazu fiihren, dass Vibrionen in
diesen Gebieten in Zukunft an Bedeutung gewinnen. Welche Auswirkungen dies haben kann,
wird durch Studien in Sri-Lanka sichtbar (Corea 2019, Agnes et al. 1998). So hat die
Freisetzung ungefilterter Aquakultur-Abwésser die Verbreitung von Shrimps-Pathogenen
gefordert, was zur Ausbreitung von Infektionen in umliegenden Gebiete und Aquakulturen

fiihrte.

4.4 Anreicherung von Vibrio spp. in tierischem Gewebe

Sowohl in den untersuchten Fischarten der Ostsee als auch in den kultivierten Tieren aus Hainan
waren Vibrionen zahlreich vertreten. Die drei untersuchten Fischspezies der Ostsee, speziell N.
melanostomus, waren sowohl im Sommer als auch im Winter durch hohe Vibrio spp.-
Zellzahlen, im Vergleich zum umgebenden Wasser und Sediment, charakterisiert. “Fiir die
Gewebeproben der Tiere aus Aquakulturen war dies ebenfalls in einigen Proben der Fall, wobei
kein klarer Trend einer Anreicherung zwischen Shrimps, Fisch und Schnecken zu erkennen
war. Die hochsten relativen Abundanzen an Vibrio-16S rRNS-Genen in Gewebsproben traten
in Aquakulturen in einer Babylonia-Schnecke (5,6%), und in einer Shrimp-Probe (1,3%) auf.
In der Gewebeprobe aus der zweiten Schneckenkultur war diese Konzentration jedoch um mehr
als das 100-fache geringer und auch bei den Shrimps-Proben war diese Bandbreite vertreten

(vgl. Moller et al. 2020). Dies deutete darauf hin, dass eine Vibrio spp.-Anreicherung nicht nur
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von der Art abhidngt, sondern individuelle Faktoren ebenfalls eine Rolle spielen konnten.
Generell sind Alter und Physiologie einzelner Individuen bereits als wichtige Faktoren
beschrieben, die Auswirkungen auf assoziierte Mikrobiota von Fischen und Shrimps haben
konnen (Fan et al. 2019, Zhao et al. 2020).

Dies deckte sich mit meinen Ergebnissen der Promotion aus den individuell untersuchten
Fischen der Ostsee, bei denen Unterschiede von mehreren Grolenordnungen in der Vibrio-
Zellzahl zwischen den Individuen beobachtet werden konnten. Die Untersuchung von den
verschiedenen Kompartimenten zeigte desweiteren, dass der Magen-Darm-Trakt vermutlich
Haupttrager der Vibrio-Zellen in den Fischen war. Eine Beobachtung, die mit einer Studie von
Majumdar et al. (2014) vergleichbar ist, in der Vibrio spp.-Zellzahlen auf der Haut, den Kiemen
und dem Magendarmtrakt von verschiedenen Fischarten auf Mirkten in Bangladesch
untersucht wurden. Der Magendarmtrakt sowie die Kiemen wurden als Haupttriger von
Vibrionen fiir Fische identifiziert, wohingegen der Hautschleim eine 10-fach geringere Zellzahl
aufwies. Auch in meiner Studie zeigte sich, dass die einzelnen Fischgewebe durch
unterschiedliche Vibrio-Zellzahlen charakterisiert waren, mit dem Magen-Darm-Trakt als
Haupttriger der Vibrionen-Last. Dabei wiesen die Vibrio-Zellzahlen erneut Unterschiede um
mehrere Grolenordnungen zwischen Individuen einer Art auf.

Die wissenschaftliche Gruppe um Star et al. (2013) beobachtete fiir Dorsche, die am selben
Standort gefangen wurden, ein dhnliches Phdnomen. So machte die Gruppe Vibrionales
zwischen 40 - 95% der im Magen-Darm-Trakt einzelner individueller Dorsche identifizierten
16S rRNS-Gene aus. Ahnlich den Fischen zeigte sich in den Ergebnissen von
MdZoqratt et al. (2018), dass im Magen-Darm-Trakt von Shrimps Unterschiede in der Anzahl
der Vibrio-16S rRNS Gene um bis zu einer Zehnerpotenz in einzelnen Individuen auftreten
konnten. Obwohl die Betrachtung der individuellen Darmflora einzelner Babylonia-Schnecken
noch nicht untersucht wurde, ist davon auszugehen, dass solche vergleichbaren Unterschiede
ebenfalls vorliegen. Diese Beobachtungen konnten die in meinen Ergebnissen aufgetretenen
Abundanzunterschiede von Vibrio-16S rRNS Gene in Geweben von Shrimps und Schnecken
in den Aquakulturen erklédren.

“Fiir die untersuchten Schnecken-Kulturen in meiner Studie konnte der beobachtete
Unterschied jedoch auch auf den Beginn eines potentiellen Krankheitsbefalls durch Vibrionen
hinweisen. Die beiden Schnecken-Kulturen stammten von demselben Farmer und die Tiere
wiesen das gleiche Alter auf und sind vermutlich auch entsprechend behandelt und gefiittert
worden. Trotzdem zeigte sich in der relativen Abundanz ein Unterschied von mehreren

Magnituden*(vgl. Moller et al. 2020). Ein vergleichbares Verhalten wurde bereits in mehreren
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Studien, unter anderem von Pinoargote et al. (2018) und Rajkumar et al. (2007) beschrieben.
So konnte Pinoargote et al. (2018) nach einer Infektion mit V. parahaemolyticus im Magen-
Darm-Trakt von Shrimps einen Anstieg der relativen Abundanz von Vibrionaceae um das 20-
fache beobachten. Und auch Rajkumar et al. (2007) konnten zeigen, dass in mit Vibrio
infizierten Sardellen dies mit einem Anstieg der kultivierbaren Vibrio-Zellzahl um 2
GroBenordnungen einherging. Tatsédchlich berichtete der Farmer der Schnecken-Kulturen, dass
in der Vergangenheit Krankheiten aufgetreten sind, die den kompletten Verlust des Besatzes

verursachten.

4.5 Tiere beeinflussen Vibrio-Gemeinschaft

Neben der moglichen Anreicherung von Vibrionen im Tiergewebe, zeigte sich in meiner Studie
ebenfalls ein moglicher Einfluss auf die Vibrio-Zusammensetzung.

Das Mikrobiom aquatischer Organismen unterscheidet sich im Allgemeinen von dem des
umgebenden Sediments und Wassers (Md Zoqratt et al. 2018, Wu et al. 2012). Dabei zeigten
Studien iiber die Mikrobiota in der Darmflora von Fischen und Shrimps, dass Faktoren wie
Erndhrung, Alter, Entwicklungsstadium und Bedingungen des umgebenden Wassers einen
Einfluss hatten (Fan et al. 2019, Li et al. 2017, Zeng et al. 2017, Zhao et al. 2020).

Auch in meiner Studie zeigte sich, dass innerhalb derselben Tierart die bakterielle
Zusammensetzung verschieden sein konnte. Die untersuchten Shrimps-Proben wiesen
Unterschiede auf, die sich moglicherweise mit den unterschiedlichen Alters-Stadien der
beprobten Shrimps erkldren lassen konnen, vergleichbar mit den Beobachtungen von Zeng et
al. (2017). Doch auch wenn individuelle Unterschiede einzelner Shrimps deren bakterielle
Gemeinschaft beeinflussen konnen, weisen Studien darauf hin, dass die bakterielle
Gesamtzusammensetzung innerhalb einer Art dhnlich bleibt. Zogratt et al. (2018) konnte
zeigen, dass Shrimps aus Aquakulturen in Malaysia und Vietnam sich in ihrer bakteriellen
Zusammensetzung des Magen-Darm-Traktes dhneln, obwohl das umgebende Wasser aus den
Gebieten sich stark unterschied. Auch bei Fischen kann ein dhnliches Phinomen beobachtet
werden. Die Transplantation des Darm-Mikrobioms aus Méusen in den Magen-Darm-Trakt von
keimfreien Zebrafischen fiihrte zur Ausbildung einer mikrobiellen Gemeinschaft, die denen der
normalen Gemeinschaft des Darms aus Zebrafischen wieder dhnelte (Rawls et al. 2006). Dies
deutet darauf hin, dass die mikrobielle Gemeinschaft in Fischen aufgrund der Eigenschaften
des Wirtes ausgewdhlt und geformt wird und nur angepasste bakterielle Gemeinschaften

uiberstehen.
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Dabei zeigten Vergleiche der mikrobiellen Diversitit aus Aquakultur stammenden Karpfen
(Li et al. 2015) und Shrimps (Pinoargote et al. 2018), dass diese geringere Diversititen
aufwiesen, als das umgebende Wasser. Diese allgemeine Reduktion der bakteriellen Diversitit
innerhalb des Magen-Darm-Trakts in Shrimps und Fischen konnte sich ebenso auf die Vibrio-
Gemeinschaft iibertragen, und damit die in den Ergebnissen meiner Arbeit vorliegende geringe
Vibrio-Diversitit in den untersuchten Gewebeproben sowohl innerhalb der Aquakulturen als
auch der Ostsee erkléren.

Zusitzlich konnten verschiedene Studien zeigen, dass der Hauptanteil der bakteriellen
Zusammensetzung des Magen-Darm-Mikrobioms von Shrimps und Fischen ebenso im
Sediment und Wasser vorkamen (Li et al. 2015, Sun et al. 2019, Wu et al. 2012). Dabei waren
jedoch einzelne OTUs spezifisch in den Tieren vertreten.

Auch in meiner Studie ldsst sich dieses Phidnomen moglicherweise auf die Vibrio-
Gemeinschaften in den verschiedenen untersuchten Fischspezies der Ostsee, als auch fiir die
Fische, Shrimps und Schnecken der Aquakulturen iibertragen. In den Aquakulturen sind die
Vibrio-Gemeinschaften der Tiere aus Vibrio-OTUs zusammengesetzt, die ebenso im
Kiistenwasser vertreten waren. Ebenso in den Fisch-Proben der Ostsee traten vier der fiinf
Vibrio-Arten auf, die auch in den umgebenden Materialien vorzufinden waren. Jedoch wurde
in Warnemiinde die potentiell humanpathoge Art V. vulnificus nur in N. melanostomus
gefunden. Moglicherweise stellt V. vulnificus damit eine fiir N. melanostomus indikative
Vibrio-Art dar.

Eine mogliche Ursache dafiir, dass in den beiden Fischarten C. harengus membras und G.
morhua V. vulnificus nicht vertreten war, konnte an der unterschiedlichen Lebensweise und

Erndhrung der Fischarten liegen:

4.6 Die Lebensweise von Fischen beeinflusst assoziierte Vibrio-Gemeinschaften

Tiere, speziell der Magendarmtrakt von Fischen, wurden bereits als wichtiges Habitat fiir
Vibrionen diskutiert, das zur Ausbreitung, speziell auch potentiell humanpathogener Vertreter,
dienen kann (Givens et al. 2014). Kaneko und Colwell (1973) stellten die Hypothese auf, dass
V. parahaemolyticus in der Chesapeake Bay, welche in der geméBigten Zone der USA liegt, in
Muscheln oder aasfressenden bodenbewohnenden Fischen, wie der Grundel, angereichert wird
und in diesen iiberwintern kann. Diese Theorie beruhte auf dem konstanten Kontakt der
Grundeln mit dem Sediment, welches ebenfalls als Riickzugsgebiet fiir Vibrionen angesehen

wurde. Unterstiitzt wurde diese Theorie durch eine auf Kultivierung basierenden Studie in der
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subtropischen Golf Kiiste der USA (DePaola et al. 1994). Vibrio vulnificus erreichte signifikant
hohere Zellzahlen in bodenbewohnenden Fischen als im umgebende Meereswasser, Sediment,
Austerngewebe, in filtrierend erndhrenden Fischen oder Raubfischen. Dies stimmt mit den
Ergebnissen meiner Studie iiberein. Im Sommer 2015 lagen die Vibrio-Zellzahlen in der
bodenbewohnenden Grundel mindestens um eine Magnitude iiber denen des umgebenden
Wassers, Sediments und riauberisch lebenden G. morhua oder fakultativ filtrierend lebendem
C. harengus membras. Tatsdchlich war diese Differenz moglicherweise sogar grofler. Die
Zellzahlen in G. morhua und C. harengus membras wurden vermutlich durch ddPCR
iberschitzt, da die Differenz in den beiden Fischen zwischen ddPCR und KBE doppelt so grof3
war, wie in den restlichen Probematerialien.

Aus den Beobachtungen meiner und anderer Studien (DePaola et al. 1994) lésst sich damit
ableiten, dass bodenbewohnende Fische in der Ostsee ebenfalls, im Vergleich zu Fischen mit
anderem Lebensstil, hohere Vibrio spp. Zellzahlen erreichen kdnnten. Damit ergibt sich die
Moglichkeit, dass neben N. melanostomus andere bodenbewohnende Fischarten der Ostsee ein
wichtiges Anreicherungsmaterial darstellen. Ein moglicher Kandidat wire die einheimische
Aalmutter (Zoarces viviparus), wobei diese in meiner Studie nicht untersucht wurde. Die
invasive N. melanostomus verdriangt in der siidlichen Ostsee einheimische Arten immer stirker
und stellte in manchen Bereichen, beispielsweise im Golf von Gdansk, mit Anteilen von iiber
75% bereits den grofiten Teil der vorhandenen Fischbiomasse dar (Sapota und Skéra 2005).
Daher kann in solchen Gebieten die Bedeutung von anderen bodenbewohnenden Fischspezies
als Tridger von Vibrio-Populationen im Vergleich zu N. melanostomus mittlerweile als eher
gering eingestuft werden.

Neben der hohen Vibrio Zellzahl zeichnete sich N. melanostomus auch durch das Auftreten von
V. vulnificus in dem untersuchten Gewebe auf. In der Studie von DePaola et al. (1994) wurde
eine Anreicherung von V. vulnificus in bodenbewohnenden Fischen ebenfalls detektiert. Erklart
wurde dies durch die Nahrung der Fische, die aus Muscheln und Krebsen bestand, deren
Gewebe ebenfalls mit Vibrionen angereichert sein konnten. Diese beiden Nahrungsquellen
reprasentierten auch einen Hauptanteil an dem Speiseplan von N. melanostomus in der Ostsee
(Skabeikis und Lesutien¢ 2015), was die erhohten Zellzahlen an Vibrio spp. und den Nachweis
von V. vulnificus in der vorliegenden Studie erkldaren konnte. Zusétzlich filtrieren Muscheln
Seston aus dem umgebenden Meerwasser (Raymond et al. 2006) und konnten damit die im
Wasser und Seston vorkommenden Vibrio-Gemeinschaften aufnehmen. Durch den Konsum der
Muscheln durch N. melanostomus konnten diese Wasser/Seston-Vibrio-Gemeinschaften an N.

melanostomus iibertragen werden, was eine mogliche Erklirung der hoheren Ahnlichkeit in der
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Vibrio-Gemeinschaft zwischen N. melanostomus und dem Wasser und Seston im nMDS-Plot

ist.

4.7. Einfluss physikochemischer Eigenschaften auf Vibrionen

Neben Tieren als biologischer Einflussfaktor, zeigt sich in den Ergebnissen meiner Promotion,
dass physikochemische Eigenschaften Vibrio-Populationen in ihrer Zusammensetzung und
Abundanz verindern konnen. Im konkreten waren dies Temperatur, Salinitit und
Phosphatkonzentration. Dabei waren die Einfliisse ortlich gewichtet zu betrachten. So waren
Temperatur und Salinitdt wichtige Faktoren fiir die Abundanz und Zusammensetzung von
Vibrio-Gemeinschaften in der Ostsee, wihrend Salinitit und Phosphat wichtige

Einflussfaktoren in Hainan darstellten.

4.7.1 Wassertemperatur als Einfluss auf Vibrio-Populationen und mogliche Winter-

Reservoire in gemifigten Breiten

Die Wassertemperatur wurde als einer der wichtigsten Einflussfaktoren der Vibrio spp.-
Abundanz in geméaBigten Zonen beschrieben (Eiler et al. 2006, Oberbeckmann et al. 2012,
Vezzulli et al. 2012). Auch in meiner Studie zeigte sich ein deutlicher Effekt der Temperatur
auf die Vibrio-Abundanz in den Proben der siidlichen Ostsee, wobei verschiedene Materialien
unterschiedlich sensitiv gegeniiber diesem Faktor waren. Obwohl alle Materialien einen
Riickgang in der Vibrio-Zellzahl von der Sommer- zur Wintersituation aufwiesen, war die sich
daraus ergebende Differenz in den Materialien verschieden ausgepragt. N. melanostomus und
Seston wiesen die grofite Differenz auf. Trotzdem war die daraus resultierende Zellzahl in dem
bodenbewohnenden Fisch immer noch um fast eine Zehnerpotenz héher als im umgebenden
Wasser und Sediment. Diese Beobachtung deutet darauthin, dass Vibrionen in Fischgewebe
tiberwintern konnten, eine Theorie, die bereits DePaola et al. (1994) in dieser Form postulierten.
Die Autoren konnten Vibrionen wihrend Kaltwasserperioden in Fischen nachweisen, im
umliegenden Wasser und Sediment jedoch nicht. Auch wenn deren Studie in der subtropischen
Regionen erfolgte, in denen die Wassertemperaturen im Jahr iiber 10 °C verblieben, zeigte
meine Studie, dass das Prinzip von Fischen als mogliches Winterreservoir auch auf geméBigte
Klimazonen tibertragbar ist. Wihrend sich die Vibrio spp.-Zellzahlen in Fischen im Winter und
Sommer stark unterscheiden, zeigten diese bei Wassertemperaturen iiber 20 °C jedoch nur noch

geringe Anderungen. Dies kann mit einer langsamen Angleichung der Koérpertemperatur im
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Fisch mit der Umgebungstemperatur oder der Vermeidung von ungiinstigen
Wassertemperaturen durch Abtauchen in kiihlere Wasserschichten erkléart werden (Claireaux et
al. 1995). Ein solcher Effekt muss jedoch in dieser Form noch im Detail untersucht werden.
Neben den Fischen zeichnete sich auch Seston durch eine hohe Sensitivitit gegeniiber der
Temperatur aus. Seston wurde ebenfalls als wichtiges Habitat von Vibrio spp. und moglicher
Riickzugsort fiir Vibrionen wéhrend kiihler Wassertemperatur-Phasen diskutiert (Eiler und
Bertilsson 2006, Venkateswaran et al. 1990), da Bakterien allgemein auf Seston angereichert
werden (Caron et al. 1982). Zusitzlich sind Vibrio-Arten, unter anderem V. cholerae, in der
Lage, Biofilme auf Chitin-Partikeln zu bilden (Meibom et al. 2004). In meiner Studie waren
bei hohen Wassertemperaturen im Sommer auf Seston dhnliche Vibrio-Zellzahlen wie in
Fischen zu verzeichnen. Die Vibrio-Zellzahlen von 10°~10° Zellen g™! sind dabei mit den bereits
dokumentierten Zahlen von Kaneko und Colwell (1973) aus der Chesapeake Bay vergleichbar.
Wihrend im Sommer die Abundanzen ein Level erreichten, welche mit denen in Fischen
vergleichbar waren, fielen sie jedoch wihrend der kiihlen Wassertemperaturen im Winter auf
Werte dhnlich dem Sediment und unter die Vibrio-Zellzahlen im Fisch. Dies deutete daraufhin,
dass Seston ein bedeutsames Habitat im Sommer darstellte, aber ein ungiinstiges Winterhabitat
reprasentiert. Auf die starke Temperaturabhingigkeit der Vibrio-Zellzahl im Seston wiesen
bereits frithere Studien in der Chesapeake Bay in den USA hin (Kaneko und Colwell 1973). So
zeigten die Vibrio-Zellzahlen ab 14 °C einen exponentiellen Anstieg mit zunehmender
Wassertemperatur und erreichten bei 30 °C Werte von bis zu 10° g\,

Eine dhnlich starke Temperaturabhingigkeit war im Sediment in den Ergebnissen meiner
Promotion nicht zu beobachten, womit dieses sich als stabileres Habitat auszeichnete. Im
Sediment waren die Vibrio-Zellzahlen sowohl im Sommer als auch im Winter vergleichbar
hoch. Die geringere Sensitivitit gegeniiber der Wassertemperatur und damit gegeniiber
Jahreszeiten wurde bereits durch kultivierungsbasierte Methoden von Boer et al. (2013) in der
Nordsee beschrieben. Bei deren Versuchen konnten potentiell pathogene Vibrio spp. im Winter
noch aus dem Sediment isoliert werden, wihrend im Wasser dieser Nachweis nicht mehr
moglich war. Dieser Effekt wurde auf eine geringere Sensitivitit von Vibrionen im Sediment
gegeniiber von der Umgebungstemperatur erklirt. Diese Beobachtung ist auch ein Grund,
warum Sediment oft als Winterreservoir fiir Vibrionen angesehen wird (Boer er al. 2013,
Kumazawa und Kato 1985).

In meiner Studie waren Vibrionen in fast konstanten Zellzahlen von ca. 8,8 x 10? (1,3 x 10%)
Vibrio-Zellen je g Trockengewicht im Sediment wihrend des Winters nachgewiesen worden,

wihrend in der Hilfte der Wasserproben die Werte gegen 0 fielen. Jedoch zeigte sich bei einem
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Anstieg der Wassertempertatur von iiber 20°C, dass die Vibrio-Zellzahlen stark anstiegen. Ein
solches Verhalten ist ebenfalls fiir Wasser sichtbar, bei der zwischen Winter und dem ersten
Sommer ein vergleichsweise geringer Anstieg in der Vibrio Zellzahl bestand, beim
Uberschreiten von 20 °C diese sich jedoch um mehrere Magnituden vergroBerte. Die dabei
aufgetretenen Zellzahlen sind mit anderen Studien vergleichbar, in denen &hnliche
Umweltbedingungen herrschten (Gyraite et al. 2019, Hauk und Duty 2015). Allgemein gilt fiir
Vibrionen 20 °C als Schwellenwert, ab dem diese sich stark vermehren und hohe Zellzahlen
erreichen konnen (Boer et al. 2013, Kaspar und Tamplin 1993).

Obwohl die Wassertemperatur als wichtiger Faktor fiir Vibrionen gilt, spielt diese in tropischen
Gebieten eher eine geringere Rolle, da die Wassertemperatur iiber das Jahr meist iiber 20°C
verbleibt (Asplund et al. 2011). Andere Faktoren wie Phytoplankton-Zusammensetzung,
organische und anorganische Néhrstoffe, werden in diesen Bereichen fiir saisonale
Unterschiede in der Vibrio-Zusammensetzung verantwortlich gemacht (Asplund et al. 2011).
Hingegen wurde fiir Aquakulturen die Wassertemperatur als wichtiger formender Faktor der
Bakteriengemeinschaften und Vibrio-Gemeinschaft beschrieben (Noriega-Orozco et al. 2007,
Qin et al. 2016).

Obwohl in meiner Studie die Wassertemperatur als wichtiger Faktor registriert wurde, deckt
sich das Ergebnis nicht mit der sichtbaren Gruppenbildung von Aquakulturen und
Kiistenproben, wie es fiir die Salinitit und Phosphat der Fall war. Ein Grund dafiir konnte in
den unterschiedlichen Aquakulturtypen und der Probenahme-Zeit liegen.

Es ist davon auszugehen, dass die Aquakulturen aufgrund des geringen Wasservolumens
groeren Wassertemperatur-Schwankungen iiber den Tagesverlauf hinweg unterworfen waren,
als im Vergleich zu angrenzenden Kiistengebieten (Krumme er al. 2012). Fiir flache
Aquakulturteiche der tropischen Regionen wurden bereits Schwankungen der tédglichen
Wassertemperaturen von 7 — 10 °C dokumentiert (Dunn 1967, Khan et al. 1970). Kutty (1987)
berichtet sogar von tidglichen Werten, die zwischen 20 — 40 °C schwanken konnten. Eine
Wassertemperaturdifferenz, die vergleichbar mit den in meiner Arbeit gemessenen Differenzen
zwischen den Werten fiir die Winter und Sommerproben der Ostsee waren. Da die Probenahme
innerhalb meiner Promotion nur einmal am Tag erfolgte, konnten {iber den Tag aufgetretene
Wassertemperarturschwankungen unbeachtet geblieben sein.

In zukiinftigen Versuchen sollte dieses dahingehend beriicksichtigt werden, als dass in
tropischen Gebieten die Probestationen mehr durch ihre Schwankungsbreite der
Wassertemperatur iiber den Tag hinweg definiert werden, als iiber die Wassertemperatur zum

Probenahme-Zeitpunkt.
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4.7.2 Salinitit als bestimmender Faktor der Vibrio-Zusammensetzung

Wihrend die Temperatur als ein Haupteinflussfaktor fiir die Vibrio spp.-Abundanz in
gemiBigten Zonen angesehen wird (Eiler et al. 2006, Oberbeckmann et al. 2012, Vezzulli et al.
2012), wird der Salinitit eine Schliisselrolle in der Spezieskomposition zugesagt (Li et al. 2020,
Matteucci et al. 2015, Siboni et al. 2016). Auch in dieser Studie zeigt sich ein Einfluss des
Salzgehaltes auf die Vibrio-Zusammensetzung. In der Ostsee wird die Salinitdt durch den
natiirlich vorkommenden Salzgradienten bestimmt (Herlemann et al. 2011).

Aber auch in dem untersuchten Astuar in Hainan trat ein natiirlicher Salzgradient auf, der eine
sukzessive Verinderung in der Vibrio-Zusammensetzung zeigte. Die Astuar-Miindung wies
Ahnlichkeiten in der Vibrio-Gemeinschaft mit den Kiistenstandorten auf, die im dhnlichen
Salinitédtsbereich von iiber 30%0 lagen. Dahingegen dhnelte der Flussursprung in der
Zusammensetzung den Aquakulturen, die ihrerseits, dhnlich dem Flussursprung, durch
geringere Salinitidten von <25-30%o charakterisiert waren.

Fiir die Aufzucht von Penaiden-Shrimps ist ein Salzgehalt von 15-25%0 optimal, so dass das
urspriingliche Kiistenwasser in den Aquakulturen vermutlich mit SiiBwasser aus Brunnen oder
Regenwasser verdiinnt werden musste (Baliao 2000). Die dadurch herbeigefiihrte Anderung im
Salzgehalt konnte die beobachtete verringerte Diversitit in der Vibrio-Gemeinschaft
hervorgerufen haben, die dem natiirlichen Salzgradienten des Flusses dhnelten.

Obwohl fiir viele Vibrio-Arten ein sehr groer Toleranzbereich fiir die Salinitdt im Labor
beschrieben wurde (Kaspar und Tamplin 1993, Singleton ez al. 1982, Twedt et al. 1969), zeigen
die verschiedenen Arten in der Natur spezifische Salinititspriaferenzen, die Einfluss auf ihre
Vorkommen haben (Randa et al. 2004, Takemura et al. 2014). Die unterschiedlichen Salinitéiten
an den Probestationen konnen daher die meiner Promotion beobachteten Zusammensetzungen
in der Vibrio-Gemeinschaft sowohl an der Ostseekiiste als auch den Proben Hainans teilweise
erkldren.

In der Ostsee zeigte sich dies insbesondere in der Verteilung der vier Arten V.
parahaemolyticus, V. cholerae/mimicus und V. vulnificus. V. parahaemolyticus, besitzt eine
Priferenz fiir Salinitdten von >17-20%0 (Cook et al. 2002, DePaola et al. 2003, Rivera et al.
1989). Aus diesem Grund ist diese Art in Proben der drei westlichen Stationen der Ostsee
vertreten, die hohere Salinitéten als der Ostliche Standort aufwiesen. Hingegen waren V. cholera
und V. mimicus, die Bedingungen von < 5% bis StiBwasser bevorzugen (Chowdhury et al.
1989, Takemura et al. 2014), hauptsdchlich in den Ostlichen Probestationen der Ostsee

gefunden worden, die sich durch vergleichsweise geringere Salinititen auszeichneten. Dieses
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Phénomen zeigte sich ebenso in Hainan im Flussursprung, in dem eine Salinitit von ca. 9,5 %o
gemessen wurde. Dies war der einzige Ort in Hainan, an dem das mit V. cholerae / V. mimicus
! V. metoecus verwandte V_OTUSS auftrat. Im Vergleich dazu ist V. vulnificus als eine Art
beschrieben, die in der Umwelt brackische Bedingungen von 8-15%0 bevorzugt (Kelly 1982,
Rivera et al. 1989), so dass sein breites Auftreten in den Bereichen von Warnemiinde bis
Karlshagen plausibel erscheint. Die deutsche Ostseekiiste liegt genau in dem Optimum dieser
Art und begriindet damit, dass V. vulnificus auch fiir die gro3te Anzahl an bisher registrierten
Vibriosen in Deutschland verantwortlich war (LAGuS M-V 2020). V. vulnificus kann jedoch
auch in Gebieten auftreten, in denen dieser optimale Salzgehalt iiberschritten wird (Johnson et
al. 2010, Maugeri et al. 2006).

Das Auftreten von V_OTUI in allen Proben aus Hainan, das hohe Sequenzihnlichkeiten mit
V. vulnificus zeigte, kann darauf hindeuten, dass diese Art hier ebenfalls verbreitet war.
Allerdings bietet die geringe Auflosungskraft des 16S rRNS Gens nur die Moglichkeit
zwischen V. cholerae/mimicus/metoecus und den restlichen Vibrio-Arten mit einiger Sicherheit
zu unterscheiden (Kirchberger er al. 2014, Kita-Tsukamoto et al. 1993, Pascual et al. 2010,
Yong et al. 2006). Daher ist die Identifizierung auf Basis des 16S rRNS Gens fiir die Vibrio-

OTUs in Haina, mit Ausnahme von V_OTUSS, als ungenau zu bewerten.

4.7.3 Phosphat als bestimmender Faktor fiir Vibrio-Gemeinschaften in Aquakulturen

“Neben dem Salzgehalt war die Phosphat-Konzentration ein vermutlich wichtiger
Einflussfaktor fiir die Vibrionen-Zusammensetzung in Hainan. In einer Studie fiir das Nord-
Chinesische Meer zeigte Liang et al. (2019) eine negative Korrelation zwischen der Diversitit
der Vibrio-Gemeinschaft und spezifischen Vibrio- Arten mit steigender Phosphatkonzentration.
In meiner Studie waren in sdmtlichen Aquakultur-Proben, mit Ausnahme in den Proben der
beiden kontinuierlichen Aquakulturen, sowie den Proben des Flussursprungs, vergleichsweise
hohe Phosphatkonzentrationen registriert worden. Diese Proben zeigten ebenfalls eine geringe
Vibrio-Diversitit auf, was im Einklang mit der von Liang aufgestellten Hypothese einer
negativen Korrelation von Phosphat zur Vibrio-Diversitit steht. Jedoch kann Phosphat auch ein
Nebenprodukt hoher organischer Belastung darstellen, welches von Aquakulturabwéssern oder
Futter stammten. Qin ef al. (2016) konnten zeigen, dass Néhrstoffe signifikanten Einfluss auf
die dort vorkommenden bakteriellen Gemeinschaften besalen. Daher ist es moglich, dass die
in meiner Studie beobachteten Verdnderungen in der Vibrio-Gemeinschaft innerhalb der

Aquakulturen ein indirekter Effekt durch Beeinflussung der gesamt bakteriellen Gemeinschaft
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aufgrund hoher Nihrstoffbelastung darstellt. Dies wurde in meiner Studie nicht weitergehend
betrachtet. Die Rolle von Phosphaten und organischer Belastung als reduzierender Faktor auf

die Vibrio-Diversitit bedarf weiterer Untersuchungen.* (vgl. Moller ez al. 2020)

4.8 Aufreinigung von Aquakulturabwissern zur Verringerung der Vibrio-Abundanz

Die in meiner Studie durch die Firma ,Hainan Guangtai Marine Breeding Company*
betriebene Aquakultur war die einzige, die einen Teil ihrer Abwisser aufbereitet hat, um dieses
erneut wiederzuverwenden. In den einzelnen Aufreinigungsbecken kam es zu einer
schrittweisen Verringerung der Vibrio spp.-16S rRNS Gen-Anzahl und Vibrio-Diversitit.

Die Aufarbeitung von Aquakultur-Abwissern zur Wiederverwendung hat die Anforderung,
dass das aufgearbeitete Wasser die Qualititsmerkmale besitzt, die einen kontinuierlichen
Betrieb der Aquakulturen erlauben. Oft geht dieser Recyclingprozess einher mit der
mechanischen und/oder mikrobiologischen Entfernung von Futterresten und Nahrstoffen, wie
beispielsweise Ammoniak (Martins et al. 2013, van Rijn und Rivera 1990, Van Rijn et al.
2006). Bei biologischen Aufreinigungen sollen in den verschiedenen Becken Bedingungen
geschaffen werden, die spezielle Gruppen von Bakterien fordern, welche in der Lage sind, die
belastenden Substanzen zu entfernen (Schreier et al. 2010).

“Die beobachtete Verringerung der Vibrio spp.-16S rRNS-Genen in meiner Studie stellt
vermutlich einen Nebeneffekt dar, der dadurch zustande kam, dass andere bakteriellen Gruppen
besser an die Bedingungen der Aufreinigungsbecken angepasst waren. Diese indirekte
Reduzierung deckt sich mit einer Beobachtung von Martins et al. (2013). In dieser Studie wurde
die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft in zirkulierenden Aquakultursystemen
untersucht, die mit dem Aufbau der Firmen-betriebenen Aquakultur in meiner Promotion
vergleichbar war. Dabei zeigte sich ebenfalls, dass Vibrionales im ausgehenden
Wasseraufbewahrungstank einen Anteil von 20% ausmachten, dieser Wert jedoch in den
anschliefenden Aufbereitungsschritten auf unter 5% viel“ (vgl. Moller et al. 2020). Eine
Aufbereitung von Abwissern ist daher nicht nur aus eutrophierungstechnischer Sicht zu
empfehlen, sondern konnte dabei helfen, einen moglichen Einfluss von Aquakulturen auf

Vibrio-Kiistengemeinschaften in der Zukunft weiterhin zu vermeiden.
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4.9 Seegras als natiirlicher Vibrio-Filter

Urspriinglich sollte ein Teil meiner Arbeit den moglichen Filtereffekt von Seegrisern auf
Aquakulturabwésser und Vibrio-Gemeinschaften untersuchen. Jedoch konnte dies nicht
realisiert werden, da mehr als 87% der zum Zeitpunkt der Projektantragsstellung vorhandenen
Seegraswiesen zu Projektbeginn im geplanten Untersuchungsgebiet von Hainan bereits
abgestorben waren (Thomsen et al. 2020). Seegriser traten nur noch sporadisch und nicht in
grof3en zusammenhéingenden Bereichen auf.

Die einzelnen untersuchten Seegrasproben zeigten jedoch die hochste relative Abundanz an
Vibrio 16S rRNS-Genen von allen Proben auf. Ein solche Beobachtung deckt sich mit den
Ergebnissen von Jiang et al. (2015), in denen Vibrionales als ein wichtiger Teil der bakteriellen
Gemeinschaft auf Seegrisern beschrieben wurde. Diese Ordnung machte dabei auf Seegrisern
an der Kiiste Hainans bis zu 25% der kultivierbaren Bakterien aus. Liu ef al. (2018) berichten
des Weiteren von erhohten Vibrio spp.-Zellzahlen in Seegras-Wiesen in stark eutrophierten
Gewissern. Die hochsten Abundanzen an Vibrio-16S rRNS-Genen in meiner Studie stammten
vom Kiistentransekt B. Jedoch waren im Transekt D die Abundanzen 10-fach geringer, obgleich
die anorganische Nihrstoffbelastung beider Standorte dhnlich hoch war. Es bleibt daher fiir
diese Habitate unklar, welche Rolle Eutrophierung auf Vibrio-Abundanzen hatte. Zusitzlich
zur hohen Abundanz an Vibrio spp. waren die Seegras-Proben durch spezifische Vibrio-OTUs
charakterisiert, die aus V_OTU4 und V_OTU15-18 bestanden. Crump und Koch (2008)
untersuchten die bakterielle Zusammensetzung auf der Oberflidche aquatischer Angiospermen
und konnten Hinweise auf das Vorhandensein einzigartiger, potentiell mutualistischer
bakterieller Gemeinschaften finden.

Auch wiesen verschiedene Studien darauf hin, dass Seegridser in einer sehr engen
Wechselbeziehung mit Bakterien stehen, wobei beide sich durch positive als auch negative
Wechselwirkungen beeinflussen (Brodersen et al. 2017, Puglisi et al. 2007). Die Pflanze kann
dabei als Nihrstoffquelle fiir Bakterien dienen (Puglisi et al. 2007, Wood und Hayasaka 1981),
die ihrerseits Niahrstoffe fiir das Seegras bereitstellen (Nielsen et al. 2001). Bacillus
licheniformis, ein bakterieller Symbiont von Seegrdsern (Nugraheni et al. 2010), ist dafiir
bekannt, antimikrobielle Substanzen gegen Konkurrenten zu bilden (Cladera-Olivera et al.
2004) und kann so moglicherweise auch Seegriser vor Pathogenen schiitzen. Die gezielte
Rekrutierung der entsprechenden Bakterien aus dem Wasser oder Sediment konnte dabei durch

Freisetzung von Exudaten erfolgen (Wood und Hayasaka 1981).
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Die in meiner Studie gefundenen Vibrio-OTU'S stellten moglicherweise einen Teil dieser
einzigartigen bakteriellen Gemeinschaft in Seegridsern dar. Dies deckt sich auch mit einer
Studie von Jose et al. (Jose 2014), in der Vibrio-Stimme einen Teil der in den Wurzeln
vorkommenden kultivierbaren bakteriellen Gemeinschaft ausmachten, die zusitzlich fiir die
Seegriser wachstumsfordernde Eigenschaften besal3en.

Infolge dieser Wechselwirkungen und Beeinflussungen der bakteriellen Gemeinschaften durch
Seegriser ist es moglich, dass Seegriser dabei helfen, das Auftreten von Pathogenen zu
reduzieren. Seegras wurde bereits von Lamb er al. (2017) als wichtiger Filter fiir
Korallensysteme beschrieben, der in der Lage ist, pathogene Bakterien, wie Vibrionen, zu
reduzieren. Korallenriffe und Seegraswiesen sind eng verbundene Okosysteme, die in starker
Wechselwirkung zueinander stehen (Camp et al. 2016). Der Filtereffekt der Seegriser konnte
so das Auftreten von Krankheiten in den Korallen verhindern und damit die vorhandenen
Kiistenstrukturen schiitzen. Durch die in den letzten Jahrzehnten auftretenden Verluste an
Seegrasern an der Kiiste Hainan’s, der vermutlich durch die durch Aquakulturen
hervorgerufenen Eutrophierung auftrat (Thomsen et al. 2020), ist dieser Filtereffekt jedoch
bedroht.

4.10 Anreicherung weiterer potentieller humanpathogener Bakterien in Aquakulturen

Bei Vibrio, als typischer Aquakultur-Pathogen, handelt es sich um einen heterotroph lebenden
Organismus, der auch einen natiirlichen Bestandteil in Aquakulturen und den kultivierten
Tieren darstellen kann (Alfiansah er al. 2020). Neben typischen heterotrophen Bakterien, die
fester Bestandteil von Aquakulturen sein konnen, ist der Eintrag potentieller Humanpathogener
durch Diingung oder Futter in Aquakulturen moglich. Enterobacteriaceae stellen typische
Fikalbakterien dar, deren Anzahl als Indikator fiir die Wasserqualitit verwendet wird (Purdy et
al. 2010).

Eine Studie von Lalitha und Serndran (2004) zeigte, dass in dem Magendarm-Trakt von
StiBwasser-Shrimps aus Aquakulturen Enterobacteriaceae ca. 30% aller gramnegativen
Bakterien der Darmflora ausmachten und im Vergleich zum umgebenden Wasser angereichert
wurden. Gleichzeitig werden Enterobacteriaceae iiblicherweise nicht als typischer Bestandteil
der Darmflora in marinen Shrimps in Aquakulturen beschrieben (Md Zogratt et al. 2018, Yao
et al. 2018). Die beobachtete hohe Abundanz an Enterobacteriaceae in der Studie von Lalitha
und Serndran wurde mit der Verwendung von Kuh-Giille als Diingung der Aquakultur

begriindet, die in Indien zu diesem Zeitpunkt angewendet wurde.
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In den Ergebnissen meiner Studie zeigte sich eine solche Anreicherung an Enterobacteriaceae
nicht. Daher wurde diese Praktik der Diingung vermutlich nicht in den entsprechenden
Aquakulturen eingesetzt. Auch hat keiner der interviewten Farmer eine solche Diingung fiir
seine Teiche beschrieben.

Eine weitere potentiell pathogene Gruppe, die ebenfalls als Mal} fiir die Wasserqualitit
herangezogen wird, stellen Legionellaceae dar (Pierre et al. 2019).

In den Ergebnissen meiner Studie zeigte sich, dass Legionellaceae mit bis zu 1% in Geweben
von Fischen vertreten waren. Diese Anreicherung auf das 50-fache der iiblicherweise in
Kiistenwasser detektierten Abundanz konnte an der moglichen Verwendung von Fischmehl-
haltigen Futtern liegen. So zeigte eine Studie von Estruch et al. (2015), dass durch die
Verwendung von Fischmehl Legionellaceae stirker im Magen-Darm-Trakt von Fischen
auftreten konnen, als im Vergleich zu Tieren, die Futter mit pflanzlichen Proteinen erhielten.
Diese Ubereinstimmung zu den Ergebnissen meiner Studie kann jedoch anhand der Interview-
Daten nicht genau belegt werden, da die Farmer keine Informationen iiber die verwendeten

Futtermittel bereitstellten.

4.11 Vibrio als Teil eines bakteriellen Netzwerkes in Aquakulturen

Die Untersuchungen der Co-Occurence-Netzwerkanalyse zeigten, dass Vibrio Teil eines
bakteriellen Netzwerkes war, in dem die einzelnen Mitglieder positiv untereinander
korrelierten. Diese stabile Gruppenbildung war unabhingig vom untersuchten System und
Material, wobei Unterschiede in der Grofle und Zusammensetzung der Gruppen zwischen
Wasser und Sediment sowie kiistendhnlichen Proben und Aquakultur auftraten.

Dabei waren diese Netzwerke sowohl im Sediment als auch im Wasser von Aquakulturen
starker ausgeprigt. Fan er al. (2017) erkldrten die unterschiedlich starke Gruppenbildung in
Sediment-Netzwerken mit der Dynamik von bakteriellen Gemeinschaften. So wiesen
dynamische Gemeinschaften, in denen viele verschiedene Taxa ohne gemeinsames
Vorkommen in den Probestandorten charakterisiert waren, eine geringere Verbundenheit der
Netzwerke auf. Daher ist es moglich, dass die Aquakulturen, die in meiner Studie untersucht
wurden, sich in Bezug auf das gemeinsame Vorkommen der drei Vibrio-OTUs und ihren
assoziierten Bakterien @hnlich verhielten, dementsprechend eher statischer Natur waren.
Dabei standen in den Aquakulturen die Vibrio-OTU's vor allem mit anderen heterotrophen,
bakteriellen Gruppen in positiver Korrelation. Dazu zidhlten, neben weiteren Vibrionen,

Photobakterien und Flavobakterien. Flavobakterien sind typische heterotroph lebende
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Bakterien, die, wie Vibrio, dafiir bekannt sind, ein gro3es Spektrum an komplexen organischen
Substanzen abzubauen (Williams et al. 2012). Oft stehen diese Arten auch in engem Kontakt
mit Fischen, und einige Arten wurden sogar als Fischpathogen beschrieben (Nematollahi ez al.
2003). Dies trifft auch auf die mit den Vibrionen nahe verwandten Photobakterien zu (Fouz et
al. 2000, SuB et al. 2008). Photobacteriaceae kann dabei einen Hauptteil der bakteriellen
Gemeinschaft im Fischdarm ausmachen (Le Doujet et al. 2019). Allgemein zeigte sich in
Studien, dass heterotrophe Bakterien den grof3ten Anteil der in Aquakulturen vorkommenden
Bakterien darstellen (Alfiansah er al. 2018, Lin et al. 2017). Alphaproteobacterien werden als
typische Besiedler im marinen Seston angesehen, dhnlich wie es auch fiir Vibrionen und
Flavobakterien der Fall ist (Bizi¢-Ionescu et al. 2015, Milici et al. 2017, Oberbeckmann et al.
2011a). Daher ist es moglich, dass diese Gruppen gemeinsam auf Seson vorkommen kdnnen.
Die Korrelation zwischen den drei Vibrio-OTUs mit anderen heterotrophen Gruppen in den
Ergebnissen meiner Promotion konnte ein Hinweis darauf sein, dass in den Aquakulturen hohe
Konzentrationen an organischen Substanzen vorkamen, die durch das Vibrio-Netzwerk genutzt
wurden. Fiir die Region Hainan wurde bereits gezeigt, dass die dortigen Aquakulturen durch
hohe organische Belastung charakterisiert sein konnen (Herbeck et al. 2013).

Die wichtigsten negativen Korrelationen der drei Vibrio-OTU's in meinen Analysen stellten
Planctomyceten und Mitglieder der Alphaproteobacteria dar. Planctomyceten stellen wie
Alphaproteobakterien ebenfalls typische Besiedler im marinen Seston dar, ebenfalls dhnlich
den Vibrionen und Flavobakterien (Bizi¢-lonescu er al. 2015, Milici et al. 2017);
(Oberbeckmann et al. 2011a). Es ist daher moglich, dass sowohl Placntomycetes und einige
Alphaproteobacteria mit Vibrio in direkter Konkurrenz um Besiedlungsrdume und Néhrstoffe
standen. Studien von Gossart et al. (2004) haben gezeigt, dass Seston, als néhrstoffreiche
Quelle, ein Ort starker antagonistischer Beziehungen ist. Dabei produzierten die im Seston
vorkommenden Bakterien Substanzen, die inhibitorische Effekte auf andere Gruppen besal3en.
Long und Azam (2001) konnten iiberdies zeigen, dass besonders aus Seston stammende
Vibrionales-Isolate viele antagonistische Substanzen produzierten. Daher ist die in meiner
Studie beobachtete negative Korrelation zwischen Vibrio / Photobacterium | Flavobacterium /
Alphaptroteobacteria gegeniiber Alphaproteobacteria | Planctomycetes moglicherweise auf
eine solche antagonistische Wechselbeziehung zuriickzufiihren.

Neben solchen Beziehungen ist es denkbar, dass die Netzwerke der Aquakulturen Ausdruck
einer Sukzession waren, in der sich Veridnderungen der bakteriellen Gemeinschaften iiber die
Zeit widerspiegelten. Sombatjinda er al. (2011) konnten bereits zeigen, dass bakterielle

Gemeinschaften in Aquakulturen sich im Laufe des Kultivierungsprozesses veriandern. Die
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Bestitigung einer solchen Aussage ist mit den Daten meiner Promotion als Momentaufnahme,
wie sie das Co-Occurence-Netzwerk darstellte, nicht moglich. Jedoch kann dies als Hinweis

gesehen werden, der in zukiinftigen Versuchen genauer untersucht werden sollte.

4.12 Verteilung opportunistischer Virulenz-Faktoren in V. vulnificus

Ein Teilaspekt meiner Promotion beschiftigte sich ebenfalls mit der Frage, inwieweit potentiell
Humanpathogene durch anthropogene Faktoren angereichert werden konnen. Der Fokus lag
dabei auf V. vulnificus als Hauptverursacher fiir Humaninfektionen im Ostseeraum
(LAGuS M-V 2020). Obgleich V. vulnificus in den Sommerproben 2015 nachgewiesen wurde,
indizierte das Fehlen der wichtigsten opportunistischen-Virulenz-Faktoren, dass es sich bei den
Stammen um vermeintlich geringer pathogene Formen handelte. In verschiedenen Studien
wurde bereits aufgezeigt, dass aus der Umwelt gewonnene Stimme zwar Virulenz-Faktoren
tragen konnen, diese jedoch seltener auftraten, als in klinischen Isolaten (Natividad-Bonifacio
et al. 2013, Reynaud et al. 2013). Die Abwesenheit von Virulenz-Faktoren schlieBt dabei
jedoch nicht aus, dass die isolierten Staimme Infektionen im Menschen hervorrufen konnten. So
fehlten klinischen V. vulnificus-Staimmen in der Studie von (Reynaud et al. 2013) ebenfalls
Virulenz-Faktoren.

Allgemein wird vermutet, dass alle V. vulnificus-Stimme, unabhingig ihren Ursprungs,
pathogen sein konnen. Studien an Mausen mit Stimmen aus klinischen sowie Umweltstimmen
zeigten eine solche allgemeine Pathogenitdt (Starks et al. 2000). Das Vorhandensein
spezifischer Virulenz-Faktoren verringert vermutlich nur die fiir eine todliche Infektion
erforderliche Dosis (Kim et al. 2008, Wright et al. 2001). Auch weisen Vibrionen, wie V.
vulnificus, eine hohe genomische Plastizitét auf, so dass Virulenz-Faktoren zwischen einzelnen
Stammen ausgetauscht werden konnen (Quirke et al. 2006). Dadurch konnten neue hoch
virulente Stimme entstehen.

Neben dem Vorhandensein virulenter Eigenschaften spielt der Zustand des Wirtes vermutlich
auch eine grofle Rolle. In 66% der registrierten Fille an V. vulnificus-Infektionen in
Deutschland sowie den USA wurden bei den betroffenen Personen spezifische
Vorerkrankungen diagnostiziert, zu denen Immunschwichen, Diabetes, Leberschiden und/oder
GefidB3- und Herzerkrankungen zihlten (Dechet et al. 2008, LAGuS M-V 2020). Gesunde
Menschen wurden hingegen selten infiziert. Auch waren in 2/3 der Fille Minner betroffen. Der
Grund dafiir liegt in der protektiven Wirkung des weiblichen Geschlechtshormons Ostrogen. In

Rattenversuchen reduzierte Ostrogen die Wirkung des konstitutiv in allen Stimmen gebildeten
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Endotoxins von V. vulnificus (Merkel et al. 2001). Auf Grund dieser Beobachtung scheint es
fiir eine Risikoabschitzung nicht zielfithrend zu sein, ausschlieBlich nach Virulenz-Faktoren in
Umweltproben zu suchen. So haben jiingste Studien in der Nordsee aufgezeigt, dass in
Wasserproben mit V. vulnificus in mehr als 90% der Proben alle untersuchten Viruelenz-Gene
auftraten (Hackbusch et al. 2020). Daher scheint eine rechtzeitige Warnung von Risikogruppen

beim Auftreten von hohen Vibrio spp.-Zellzahlen sinnvoller.
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4.13 Zusammenfassung und Ausblick

Die Ergebnisse meiner Promotion zeigten, dass anthropogene Faktoren, spezifisch
Aquakulturen und die Begiinstigung invasiver Arten, das Potential besallen, Vibrio-
Kiistengemeinschaften in Abundanz und Zusammensetzung zu beeinflussen. N. melanostomus,
als Beispiel einer invasiven Art, erwies sich, neben der Pridsenz einer mindestens 10-fach
hoheren Vibrio-Zellzahl im Vergleich zu umgebenden Wasser, Sediment, Seston und
heimischen Fischen, auch als Trédger der potentiell humanpathogenen Art V. vulnficus. Damit
stellen invasive Arten nicht nur selbst einen starken Einflussfaktor fiir lokale Flora und Fauna
dar, sondern konnen als Triger distinkter Vibrio-Gemeinschaften auch einen Einfluss auf
Vibrio-Kiistengemeinschaften ausiiben. Speziell Bereiche mit hoher Abundanz an invasiven
Arten konnten damit als Ausgangpunkt fiir die Verbreitung von Vibrio-Populationen bei
steigenden Temperaturen in der Ostsee fungieren.

Der Einfluss von Aquakulturen auf Vibrio-Populationen konnte nur innerhalb der Aquakulturen
selbst nachgewiesen werden. Dabei hatte die Art der Aquakultur mageblichen Einfluss. So
verringerten semi-geschlossene und klassische Teichaquakulturen, die nicht im regelméfBigen
Austausch mit der Kiiste standen, die Vibrio-Diversitit und Abundanz. Hingegen zeigten
kontinuierliche Aquakulturen eine Anreicherung des Vibrio-16S rRNS-Gens im Vergleich zur
Kiiste auf.

Es ist zusammenfassend festzustellen, dass die durch den Menschen hervorgerufenen
Umweltverdanderungen konkrete Auswirkungen auf Vibrionen-Gemeinschaften in anthropogen
beeinflussten Kiistengemeinschaften haben und auch in Zukunft wohl haben werden.

In nachfolgenden Versuchen sollten die in dieser Promotion gewonnenen Erkenntnisse
ausgebaut werden. Um die invasive Fischart N. melanostomus als potentiellen Triger und
Ausgangsmaterial fiir humanpathogene V. vulnificus in der Ostsee zu bestitigen, kdnnte eine
mogliche Korrelation zwischen dem Auftreten von V. vulnificus-Infektionen mit der Verteilung
und zeitlichen Ausbreitung von N. melanostomus iberpriift werden. Auch konnten V.
vulnificus-Isolate, die von Infektions-Fillen der Ostsee stammen, mit aus der Grundel
stammenden V. vulnificus-Isolate verglichen werden, um eine mdgliche Verbindung
aufzuzeigen. Da N. melanostomus seinen Ursprung im Schwarzen Meer hat, wire es sinnvoll
V. vulnificus-Stimme aus Tieren beider Regionen zu vergleichen. Dies konnte eine

vergleichbare Verbindung zwischen invasiven Arten und pathogenen Vibrionen herstellen, wie
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es fiir Stidamerika und invasive Kopepoden bereits erfolgte (Martinez-Urtaza et al. 2008,
Martinez-Urtaza et al. 2010).

Fiir weitere zukiinftige Analysen in Hainan wiirde sich eine dauerhafte Beobachtung der Vibrio-
Abundanzen in Kiistengebieten anbieten. Obwohl in meiner Promotion kein Effekt von
Aquakulturen auf umliegende Gebiete nachweisbar war, konnte sich dies in Zukunft dndern.
Durch den Verlust der natiirlichen Strukturen, wie vorgelagerte Mangroven-Wilder, den
extremen Verlust an Seegras-Wiesen und den starken Ausbau der Aquakultur, konnte dies zu
erhohten Vibrio-Zellzahlen in diesem Gebiet fithren (Herbeck et al. 2020, Thomsen et al. 2020).
Gleichzeitig ist die Forderung potentieller Pathogene mdoglich, was, dhnlich wie es fiir Sri-
Lanka bereits beobachtet wurde, den Einbruch der dortigen Aquakultur zur Folge haben konnte
(Agnes et al. 1998, Corea 2019). Ein zukiinftiges Monitoring von Pathogenen, sowohl von
Vibrio-Arten, als auch weitern Aquakultur-Pathogenen, konnte dabei helfen, einer solchen
Entwicklung entgegenzuwirken.

Nach aktuellen Prognosen und Modellen, wird der anthropogene Einfluss auf die Erde weiter
zunehmen. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse meiner Promotion und der daraus
gewonnenen Erkenntnis, das Vibrionen durch anthropogene Faktoren beeinflusst werden,
ergibt sich die Hypothese, dass Vibrio als bakterielle Gruppe und als wichtiger Pathogen in
Kiistengebieten an Bedeutung gewinnen wird. Dies wird Auswirkungen auf den Menschen
haben, in Form von einem Anstieg an Infektionen, auch in Gebieten, die bisher weniger von
diesen Pathogenen betroffen waren. Ebenso wird es zu finanziellen Beeintrichtigungen, unter
anderem durch die Belastung des Gesundheitssystems und Verluste in der Aquakulturindustrie
und Fischerei kommen. Doch auch fiir die Tierwelt wird der Anstieg an Vibrionen, speziell
pathogener Arten, Konsequenzen haben. Die steigenden Meerestemperaturen, die speziell
pathogenen Vibrio-Arten in ihrer Abundanz und Virulenz fordern, und auch die mogliche
Verbreitung pathogener Vibrionen in die Umwelt durch die Freisetzung von
Aquakulturabwéssern, birgt ein verstirkendes Infektionsrisiko fiir Mensch und Tier. Dabei
werden auch Korallen betroffen sein, da Vibrio ein wichtiger Korallenpathogen ist. Dies wird
Korallenriffe zusétzlich zu den steigenden Meerestemperaturen belasten und konnte
Korallenabsterben weiter beschleunigen.

Obwohl Vibrionen vermutlich in Zukunft an Bedeutung fiir Mensch und Umwelt gewinnen
werden, stehen Vibrionen nur modellhaft fiir eine Vielzahl an potentiellen Pathogenen, die im
Zuge des anthropogenen Wandels beeinflusst und gefordert werden konnen. Verschiedene
Studien haben sich damit beschiftigt, wie sich menschliche Aktivitdten auf das Risiko und die

Verbreitung von Krankheiten auswirken konnten (Lebarbenchon et al. 2008, Lindahl und Grace
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2015). Dabei zeigte sich, dass die zukiinftige Gefahr von Krankheiten sowohl fiir den
Menschen, als auch fiir Tiere steigen konnte. Dabei wird vermutlich nicht nur das Auftreten
von Krankheiten und deren schnelle Verbreitung zu Problemen fiihren, sondern auch immer
hiufiger auftretende Antibiotika-Resistenzen (WHO 2020b). In einer Studie von
Peng et al. (2020) konnte gezeigt werden, dass im Houxi-Fluss (Xiamen, China), der sowohl
durch rurale und urbane Bereiche charakterisiert war, ein direkter Zusammenhang zwischen
Bevolkerungsdichte und dem Auftreten von Antibiotika-Resistenzen bestand. Gleichzeitig sind
Resistenz-Gene persistent und verbleiben fiir lange Zeit in der Umwelt, auch wenn der Druck
durch die Abwesenheit des Antibiotikums entfdllt (Manson et al. 2004).

Es zeigt sich, dass ein Verstindnis von Wechselwirkungen zwischen anthropogenen
Veridnderungen und potentiellen pathogenen Bakterien fundamental ist, um die zukiinftige
Entwicklung von anthropogen beeinflussten und genutzten Kiistengebieten abschitzen zu
konnen. Meine Promotion bildet damit einen Teil der Forschung, die sich mit dieser

Herausforderung bisher beschiftigt hat.
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5.2 Zusatzdaten

S1: Ubersicht iiber die in der siidlichen Ostsee genommenen Proben und durchgefiihrten Untersuchungen. W =

Wasser, S = Sediment, P = Seston, G = G. morhua, C = C. harengus membras, N = N. melanostomus, KBE-

Best.= Bestimmung der Vibrio-Koloniebildenden Einheiten, ddPCR-Quant. = ddPCR-Quantifizierung der

relativen Abundanz des Vibrio- 16S rRNS Gens und absolute Vibrio-Zellzahl-Bestimmung

Niendorf Warnemiinde Lubmin Karlshagen
Koordinaten N: 53.930299 N:54.181291 N: 54.137104 N: 54.122105
corainate E: 11270197 | E:12.078845 | E:13.611340 | E:13.842652
Probematerialien
W, S, P
Sommer 2015 W, S, P G C. N W, S, P W,S, P
: W, S, P
Winter 2015/16 W, S, P G C. N W,S, P W,S, P
. W, S, P
Winter 2016/17 W, S, P G C. N W, S, P W,S, P
W, S
Sommer 2018 - G. C. N
Untersuchungen
KBE-Best., KBE-Best., KBE-Best., KBE-Best.,
Isolierung + Isolierung + Isolierung + Isolierung +
Spezies- Spezies- Spezies- Spezies-
Identifizierung, Identifizierung, Identifizierung, | Identifizierung,
Sommer 2015
ddPCR-Quant. ddPCR-Quant. ddPCR-Quant. | ddPCR-Quant.
[llumina-16S
rRNS Gen-
Sequenzierung
KBE-Best., KBE-Best., KBE-Best., KBE-Best.,
Isolierung + Isolierung + Isolierung + Isolierung +
Winter 2015/16 Spezies- Spezies- Spezies- Spezies-
Identifizierung, | Identifizierung, | Identifizierung, | Identifizierung,
ddPCR-Quant. ddPCR-Quant. ddPCR-Quant. ddPCR
Winter 2016/17 | ddPCR-Quant. ddPCR-Quant. ddPCR-Quant. | ddPCR-Quant.
Sommer 2018 ddPCR-Quant.
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S2: Ubersicht iiber die in Hainan genommenen Proben, sowie deren symbolische Darstellung in den Ergebnissen

der Promotion. + = Probenmaterial vorhanden, - = Probenmaterial nicht vorhanden

Proben ID Probenort Symbol | Wasser Sediment Seegras Gewebe
AQO1 Aquakultur X + - - +
AQO02 Aquakultur X + - - +
AQO03 Aquakultur X + - - +
AQO04 Aquakultur X + - - +
AQO5 Aquakultur + + + - +
AQO06 Aquakultur + + + - +
AQO7 Aquakultur ¥ + + - -
AQO8 Aquakultur ¥ + + - -
AQO09 Aquakultur ¥ + + - -
AQI10 Aquakultur ¥ + + - -
AQl1 Aquakultur ¥ + + - -
AQI12 Aquakultur ¥ + + - -
AQI13 Aquakultur ¥ + + - +
AQl14 Aquakultur ¥ + + - +
AUl Aufreinigungsbecken $ + - - -
AU2 Aufreinigungsbecken $ + -

AU3 Aufreinigungsbecken $ + - - -
AU4 Aufreinigungsbecken $ + - - -
Al Kiiste O + - - -
A2 Kiiste O + - - -
A3 Kiiste O + - - -
Bl Kiiste O + + - -
B2 Kiiste O + + - -
B3 Kiiste O + + - -
B4 Kiiste O + + + -
B5 Kiiste O + + + -
Cl Kiiste O + + - -
C2 Kiiste O + + - -
C3 Kiiste O + + + -
C4 Kiiste O + + - -
D1 Kiiste O + + - -
D2 Kiiste O + + - -
D3 Kiiste O + + + -
D4 Kiiste O + + - -
D5 Kiiste O + + - -
D6 Kiiste O + + + -
F1 Kiiste O + + - -
F2 Kiiste O + + - -
F3 Kiiste O + + - -
F4 Kiiste O + + + -
F5 Kiiste O + + + -
F6 Kiiste O + + + -
R1 Fluss \V/ + + - -
R2 Fluss \V/ + + - -
R3 Fluss \V/ + + - -
R4 Fluss \V/ + + - -
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S3: Liste der untersuchten Aquakulturen und Ubersicht iiber das verwendete System, die kultivierten Tiere,

Anzahl an beprobten Individuen und GroBe der beprobten Individuen. (modifiziert nach Méller ef al. 2020)

Organismus Anzahl an
Proben ID Aquakulturtyp /Aufreinigungs- beprobten Organismusgrofie
schritt Organismen
AUl Aufreinigungs- Sammelbecken Keine Probe Keine Probe
becken
AU2 Aufreinigungs- Sedimentations- Keine Probe Keine Probe
becken becken
AU3 Aufreinigungs- Biodegratations- Keine Probe Keine Probe
becken becken
Aufreinigungs- Beliftetes
AU4 gung biologisches Keine Probe Keine Probe
becken .
Filterbecken
semi- Shrimp
AQl1 geschlossenes (Litopenaeus 2 11 cm
System vannamei)
semi- Shrimp
AQ2 geschlossenes (Litopenaeus 3 12-14 cm
System vannamei)
semi- Shrimp
AQ3 geschlossenes (Litopenaeus >50 2-5 mm
System vannamei)
semi- Shrimp
AQ4 geschlossenes (Litopenaeus >50 ~0.5cm
System vannamei)
S Schnecke
AQ5 Kontinuierliche (Babylonia 5 1.7-2.6 cm
Aquakultur
areolata)
S Schnecke
AQ6 Kontinuierliche (Babylonia 5 2.5-3.5cm
Aquakultur
areolata)
Klassische Fisch
AQ7 (Epinephelus Keine Probe Keine Probe
Aquakultur
lanceolatus)
. Fisch
Klassische .
AQS8 Aquakultur (Epinephelus 1 45 cm
lanceolatus)
Klassische Fisch
AQ9 (Epinephelus Keine Probe Keine Probe
Aquakultur
lanceolatus)
Klassische Fisch
AQI10 (Epinephelus Keine Probe Keine Probe
Aquakultur
lanceolatus)
Klassische Fisch
AQI11 (Epinephelus Keine Probe Keine Probe
Aquakultur
lanceolatus)
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5 Anhang
Fortsetzung S3:
Organismus Anzahl an
Proben ID Aquakulturtyp /Aufreinigungs- beprobten Organismusgrofie
schritt Organismen
Klassische Fisch
AQI12 (Epinephelus Keine Probe Keine Probe
Aquakultur
lanceolatus)
. Fisch
Klassische .
AQ13 Aquakultur (Epinephelus 1 30 cm
lanceolatus)
. Shrimp
Klassische :
AQl14 Aquakultur (thopenae.us 3 1.5-3 cm
vannamei)
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S4: Zusammenfassung der Eigenschaften der beprobten Aquakulturen basierend auf den Interviews der Aquakulturbesitzer. Die Anzahl der
kultivierten re ist von Tieden Besitzern geschitzt worden. (modifiziert nach Moller et al. 2020)

O[O ST

Proben ID AQl1 AQ3 AQ2 AQ4 AQS5 AQ6 AQ7
Teichgrofle
[m] 30 x 30 unbekannt 30 x 30 9%x2 6.8%x2.5 6.8%x2.5 30 x 30
Telfg]lefe unbekannt unbekannt unbekannt unbekannt 0.5 0.5 1.5
Shrimp Shrimp Shrimp Shrimp Schnecke Schnecke Fisch
Organismus (Litopenaeus Litopenaeus Litopenaeus Litopenaeus (Babylonia (Babylonia Epinephelus
vannamei) vannamei vannamei vannamei areolata) areolata) lanceolatus
Alter Tiere 6 Monate 2 Tage 6 Monate unbekannt 5 Monate 5 Monate 20 Monate
Zu Beginn
Anze.lhl dtr unbekannt unbekannt unbekannt unbekannt 20,000 20,000 6,000, zur
Tiere Probenahme
1,500
GroBe der Tiere =11 cm 2-5mm 12-14 cm ~0.5 cm 1.7-2.6 cm 2.5-3.5cm unbekannt
(1.5-2 kg)
Alter des unbekannt kontinuirlicher unbekannt kontinuirlicher | kontinuirlicher | kontinuirlicher 20 Monate
Wassers Austausch Austausch Austausch Austausch
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Fortsetzung S4:

O[O ST

Proben ID AQl AQ3 AQ2 AQ4 AQ5S AQ6 AQ7
Fre\;];;es:rslzrfies unbekannt kontinuirlicher unbekannt kontinuirlicher kontinuirlicher kontinuirlicher nur zum Ende
Austausch Austausch Austausch Austausch der Aufzucht
Austauschs
Antibiofika- nein, aber nein, aber Nein, aber
Nutzun unbekannt unbekannt unbekannt unbekannt Nutzung von Nutzung von Nutzung von
& “Medizin“ “Medizin“ “Medizin“
selten, aber mit | selten, aber mit
ab und zu
Auftreten von dem kompletten | dem kompletten .
. unbekannt unbekannt unbekannt unbekannt sterben ein paar
Infektionen Verlust aller Verlust aller .
. . Fische
Tiere Tiere
Nutzungsdauer
der Sauerstoff- unbekannt kontinuirlich unbekannt kontinuirlich kontinuirlich kontinuirlich taglich fiir 8h
Pumpe
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Fortsetzung S4:
Proben ID AQ8 AQ9 AQI10 AQI11 AQI12 AQI13 AQl4
Teichgrofle
[m] 30 x 30 35 %35 35 %35 60 x 60 40x 40 20 x 45 35 x 45
fchiiere 1.5 1.8 1.8 1.8 2 1.5 1.8
[m]
Fisch Fisch Fisch Fisch Fisch Fisch Shrimp
Organismus Epinephelus Epinephelus Epinephelus Epinephelus Epinephelus (Epinephelus Litopenaeus
lanceolatus lanceolatus lanceolatus lanceolatus lanceolatus lanceolatus vannamei
Alter Tiere 8 Monate 2 Monate 2 Monate 12 Monate 12 Monate 12 Monate 1 month
An;?i’rleder 3,000 8,000 11,000 2,000-3,000 8,000 4,000 30,000,000
Gro6Be der Tiere 45 cm 2-5cm 2-5 cm 30-40 cm unbekannt 30 cm 1.5-3 cm
Alter des unbekannt, unbekannt, unbekannt,
8 Monate mindestens mindestens mindestens 6 days 15 days 1 Monat
Wassers . . .
einen Tag einen Tag einen Tag
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Fortsetzung S4:

O[O ST

Proben ID AQS8 AQ9 AQ10 AQl1l AQ12 AQ13 AQ14
abhiéngig von abhiéngig von abhiéngig von
den den den abhiingig von
Frequenz des nur zum Ende ]‘B:e.dmgungen, ]fe.dmgungen, ]fe.dmgungen, 2 times per . den
Wasser- der Aufzucht ein paar mal ein paar mal ein paar mal month every 16 days Bedingungen,
Austauschs im Monat” wird | im Monat” wird | im Monat” wird nicht
% des Wassers % des Wassers % des Wassers regelmaBig
ausgetauscht ausgetauscht) ausgetauscht
. . nein, aber nein, aber Nein, aber
Antibiotika-
Nutzun unbekannt unbekannt unbekannt unbekannt Nutzung von Nutzung von Nutzung von
c “Medizin® “Medizin® “Medizin®
selten, aber mit | selten, aber mit
ab und zu
Auftreten von dem kompletten | dem kompletten .
. unbekannt unbekannt unbekannt unbekannt sterben ein paar
Infektionen Verlust aller Verlust aller .
. . Fische
Tiere Tiere
Nutzungsdauer
der Sauerstoff- unbekannt kontinuirlich unbekannt kontinuirlich kontinuirlich kontinuirlich taglich fiir 8h
Pumpe
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5 Anhang

A31

S5: Die in dieser Promotion verwendeten Primer. Dargestellt werden der Name, das Ziel-Gen und die vermutete

Amplikon-Linge in Basenpaaren (bp). Fiir die Illumina-Primer 341f und 805r représentieren die

fettgedruckten Buchstaben die Adapter des Illumina-Protokolls.

Primer Nukleotidsequenz Ziel Amplikon-Linge Referenz
[bp]
341f CCT ACG GGN GGC WGC AG
(Herlemann et al.
GAC TAC HVG GGT ATC 16S 465
805r 2011)
TAA TCC
TCG TCG GCA GCG TCA
Ilumina GAT GTG TAT AAG AGA
341 f CAG _
CCT ACG GGN GGC WGC AG [llumina +
GTC TCG TGG GCT CGG 16S 465 (Herlemann et al
Ilumina AGA TGT GTA TAA GAG 2011)
ACA G
805 r GAC TAC HVG GGT ATC
TAA TCC
CAG CAG CCG CGG TAA
Com-f .
TAC (Schwieger und
16S 408
CCG TCA ATT CCT TTG AGT Tebbe 1998)
Com-r
T
GGC GTA AAG CGC ATG
567F
CAGGT (Thompson et al
GAA ATT CTA CCC CCC TCT 16 14
680R 2004)
ACA G
vvhA f AGC GGT GAT TTC AAC G (Warner und Oliver
vwhA 412
vvhA r GGC CGT CTT TGT TCA CT 2008)
<vh 785 TTC CAA CTT CAA ACC GAA (Brasher ef al. 1998)
CTATGAC .
vwhA 205 (Panicker et  al.
h 990 ATT CCA GTC GAT GCG AAT
v ACG TTG 2004b)
TTT GGG ATT TGA AAG GCT
HP1 G
CPS1 342 (Han et al. 2009)
GTG CCT TTG CGA ATT TTG
HP1r
AT
) GGT TGG GCA CTA AAG (Panicker et  al.
viuB f
GCA GAT ATA viuB 316 2004a)
viuB r TCG CTT TCT CCG GGG CGG (Jones et al. 2008)
TCA ACC GTT ATC AAG GCT
rtxAl f G
rtxAl 151 (Chung et al. 2010)
ATA TCG CCC ACT TTG CCT
rtxAl r T
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O[O ST

107

108

10°

104

103

(Trockengewicht)

102

10!

Vibrio-Zellzahl in Zellen mL! oder g

Wasser Sediment G. morhua C. harengus  N. melanostomus
582x 35x 4x -1,9x -1,2x I
[ ]
(]
2015 2018 2015 2018 2015 2018 2015 2018 2015 2018

2015 2 16,8°C

2018 2 21,7°C

S6: Direkter Vergleich der Vibrio-Zellzahlen bestimmt durch ddPCR fiir den Sommer 2015 und 2018 in Warnemiinde. Die Zahlen beschreiben die Differenz

in der Vibrio-Zellzahl zwischen den beiden Probezeitpunkten. Die Wassertemperatur2015 und in 2018 betrug 16,8 °C bzw. 20,8 °C. Zellzahlen

werden als Vibrio-Zellzahl mL"! oder g! Trockengewicht angegeben.

S

Sueyuy

(42



UOTIRLISSSI(]

S7: Vergleich der verschiedenen Quantifizierungs-Methoden fiir die Sommerproben 2015 Warnemiinde angewendet wurden. Die relative Abundanz des Vibrio-
16S rRNA-Gens wurde mittels [llumina-Sequenzierung und ddPCR bestimmt. Absolute Vibrio-Zellzahlen sind angegeben fiir KBE auf TCBS und Ca,
sowie der absoluten Vibrio-Zellzahl durch ddPCR. KBE werden sowohl als nicht-korrigierten, sowie durch MALDI-ToF-MS korriegerte (k) Werte
dargestellt. KBE werden in Zellen je ml oder je g Trockengewicht angegeben. rel. Abund = Relative Abundanz der Kopien-Anzahl des Vibrio-16S rRNS-
Gens im Vergleich zur Kopien-Anzahl des bakteriellen 16S rRNS-Gens

O[O ST

KBE TCBS | KBE TCBS KBE CA KBE CA k ddPCR .
. 1 1 1 1 ddPCR Nlumina
Material [g-" oder k [g-" oder [g~ oder [g~oder Zellen rel. Abund rel. Abund
mL-1] mL-1] mL1] mL1] [glor mL1] ’ ’ ’ ’
1,40 x10! 5,11 x10! 0,08% 0,03 %
Water 0 0 (1,6 x10") 0 (#£2,4x10") | (£0,047%) | (£0,01%)
Sediment 8,81 x10! 8,81 x10! 3,52 x10? 1,76 x10? 8,63 x10? 0,04% 0,02 %
(*1,5x10%) | (£1,5x10%) | (£1,5x10%) | (2,0x10®) | (254x10%) | (+0,029%) (+0,01%)
Seston 6,30 x10* 2,1 x10* 2,69 x10° 2,00 x10° 2,39 x10° 0,8% 0,15 %
(6,3 x10% (3,6 x10% (9,1 x10°) (7,1 x10°) (1,6 x10°) (£ 0,288%) (x0,02%)
Cod 5,15 x10? 5,15 x10? 5,67 x10° 3,61 x10° 8,01 x10* 0,01% 0,02 %
(8,9 x10?) (8,9 x10?) (4,2 x10%) (2,7 x10%) (£3,9 x10%) (£ 0,001%) (£0,01%)
Herrin 4,34 x10° 4,34 x10° 8,9 x10° 7,99 x10° 2,86 x10° 2.2 % 0,06 %
g (5,2 x10%) (5,2 x10%) (6,0 x10%) (5,3 x10%) (£2,4 x10%) (= 1,3%) (£ 0,02%)
Gob 2,15 x10° 1,08 x10° 2,05 x10° 2,95 x10° 3,11 x10° 3,3% 1,51 %
y (6,1 x10°) (3,1 x10°) (1,2 x10%) (26,55 x10%) (3,2 x10°) (£ 1,9%) (x0,6%)
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O[O ST

S8: Ergebnisse der [llumina-Sequenzierung und der in silico bearbeitung die genutzt wurde um den Korrekturfaktor fiir die ddPCR-Ergebnisse mit dem Vibrio-16S Primer-
Paar zu berechnen. Der Faktor errechnet sich aus der Kopienanzahl an Photbacterium-Sequenz, die in silico mit dem Primer-Paar hybridisieren konnen, sowie der

Kopienanzahl an Vibrio-16S rRNS-Gen-Sequenzen.

Probematerial Wasser Sediment Seston
Parallele A B C A B C A B C
Absolute Kopienanzahl an
Sequenzen, identifiziert als 5 10 10 1 39 2 31 43 24
Photobakterium
Absolute Kopienanzahl an
Sequenzen, identifiziert als Vibrio 30 75 3 8 ? ! 18 154 126
Anteil an Photobakterium
Sequenzen, mit bis zu einem 100 90 100 100 97,4 100 90,3 90,7 83,3

Basenpaar unterschied in der
Primer Abdeckung [%]

Verhiltnis Photobakterium
Sequenz-Kopien die ein Amplifikat

mit dem Vibrio Primer zu 0,167 0,12 0,32 0,125 4,22 2 0,24 0,25 0,16

erzeugen/ Kopienanzahl an Vibrio

16S Sequenzen

- 8,571 8920 | 7576 | 8889 1914 | 3,333 8065 | 8000 | 8621
Korrekturfaktor fr die ddPCR x10° x10° x10! x10° x10° x10! x10-! x10° x10!
Durchschnittlicher Korrekturfaktor 8.35 x10! 471 x10" 8.23 x10"!

fiir die ddPCR
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O[O ST

Fortsetzung S8:

fiir die ddPCR

Probematerial Hering Schwarzmundgrundel Dorsch
Parallele A B C A B C A B C
Absolute Anzahl an Sequenzen, 3730 2203 2370 55381 65694 82158 57567 66161 64196
identifiziert als Photobakterium
Absolute Anzahl an Sequenzen, 0 34 39 1127 703 1961 8 19 10
identifiziert als Vibrio
Anteil an Photobakterium
Sequenzen, mit bis zu einem 92,8 93,1 92,6 93,6 93,7 92,4 93,4 93,3 94,4
Basenpaar unterschied in der
Primer Abdeckung [%]
Verhiltnis Photobakterium
Sequenzen die ein Amplifikat mit / 60,88 56,28 45,99 87,61 38,70 6727,75 | 3251,11 | 6062,10
dem Vibrio Primer zu erzeugen/
Anzahl an Vibrio 16S Sequenzen
. 1,616 1,746 2,128 1,129 2,519 1,486 3,075 1,649
Korrekturfaktor fiir die ddPCR / <102 X102 X102 x1072 x1072 x10 x104 x10*
Durchschnittlicher Korrekturfaktor 1.68 x102 1.93 x102 2.07 x10*
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5 Anhang

A36

S9: Pair-wise PERMANOVA und PERMDISP fiir die Gruppen Fische und Wasser-Sediment-Seston auf Basis

der bakteriellen OTUs.
PERMANOVA PERMDISP
Faktoren p p
Fische-Wasser/Sediment/Seston 0,001 0,22

S10: Pair-wise PERMANOVA und PERMDISP auf Bais des Monte-Carlo-Tests fiir G. morhua, N. melanostomus,

C. harengus membras, Wasser, Sediment und Seston als einzelne Gruppen auf Basis der Vibrio-OTUs.

PERMANOVA PERMDISP
Faktoren p p
G. morhua_N. melanostomus 0,001 0,707
G. morhua_C. harengus membras 0,046 0,092
G. morhua_Seston 0,001 0,109
G. morhua_Sediment 0,007 0,099
G. morhua_Wasser 0,002 0,109
N. melanostomus_ C. harengus membras 0,249 0,091
N. melanostomus_Seston 0,004 0,113
N. melanostomus_Sediment 0,024 0,118
N. melanostomus_Wasser 0,006 0,095
C. harengus membras_Seston 0,218 0,086
C. harengus membras_Sediment 0,342 0,09
C. harengus membras_W asser 0,199 0,117
Seston_Sediment 0,089 0,111
Seston_Wasser 0,083 0,53
Sediment_Wasser 0,115 0,94
Dissertation Lars Moller
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Anhang A37

V. aestuarianus

V. diazotrophicus

V. anguillarum

V. navarrensis

V. furnissii

V. parahaemolyticus
V. vulnificus

V. fluvialis

V. cholerae

V. alginolyticus

V. mimicus

NW NS NP WW WS WP WG WC WN LW LS LP KW KS KP

S11: Durch MALDI-ToF-MS ermittelte Artzusammensetzung der Vibrionen in den verschiedenen Materialien

und Probestandorten fiir den Sommer 2016. Weill impliziert den Nachweis der Art, Grau impliziert keine
Detektion dieser Art. Oberste Reihe: Der erste Buchstabe steht fiir die Probestation
N: Niendorf, W: Warnemiinde, L: Lubmin, K: Karlshagen. Der zweite Buchstabe steht fiir das Probematerial

W: Wasser, S: Sediment, P: Seston, G:G. morhua, C: C. harengus membras, N: N. melanostomus
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S12: Physikalische Parameter der Probestationen, gemessen durch das ZMT Bremen ((Thomsen ez al. 2020) Chla = Chlorophyll a, Pheo = Pheophytin,
TSM = Gesamtmenge suspendierter Partikel (modifiziert nach Moller et al. 2020)

Proben ID Latitude Longitude ?211;7;?; Salinitiit [%c] T[‘f,‘gf' pH S?Efg"/i‘]’ff
Al 19.52945 110.8739167 49,7 31,33 26,7 8,14 6,06
A2 19.5279 110.8746667 50,3 32,03 26,3 8,13 6,63
A3 19.5241 110.87555 50,8 32,96 25,5 8,08 6,3
B1 19.4796167 110.7992 51 26,93 35,6 8,08 5.4
B2 19.4750833 | 110.8047833 52,5 31,08 NA NA NA
B3 19.4739667 110.8068 51,9 30,68 NA NA NA
B4 19.4731667 | 110.8092167 52,6 31,15 NA NA NA
BS 19.4708833 110.81545 52,1 30,81 NA NA NA
CI 19.4648833 | 110.7870167 50,6 30,26 293 8,16 7,48
2 19.46435 110.78805 50,8 30,39 293 8,18 7,95
3 19.4636667 | 110.7889667 50,6 31,03 28,1 8,12 7,39
C4 19.4634 110.7898 50,7 30,32 293 8,1 8,24
D1 19.45315 110.7759 513 33,4 25,4 8,13 6,75
D2 19.45175 110.77805 513 33,03 25,9 8,12 6,88
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Fortsetzung S12:
+ 3. .

ProbentD | G|y | NXDO LGN | pon | M | el | el | e
Al 436 2,57 1.8 0.1 1.7 0.19 4,49 0,19 0,19 26,17
A2 2,95 1,86 1,09 0.1 0,99 0,18 4,76 NA NA NA
A3 2,34 1,34 1 0,09 0.91 0.18 3.5 0.39 0,36 45,95
Bl NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
B2 0.33 0.21 0.12 0.04 0,08 0.6 5.85 2.4 123 21,65
B3 033 0.33 0 0,02 -0,02 0,14 6,09 0,32 0,63 26
B4 0,61 0,53 0,09 0,06 0,03 0,14 4,56 NA NA NA
BS 2,33 159 0.75 0.12 0,63 0.15 6.4 NA NA NA
c1 1,04 0.85 0,19 0,12 0,07 1,08 4,42 4,72 3,79 30,16
2 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
C3 0.8 0,52 0.28 0.1 0.18 0.34 4,82 2,51 2,92 68.94
C4 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
DI 2,18 1,61 0.58 0.17 0.41 0.28 6.12 0.51 0,65 33,08
D2 1,88 1,04 0.84 0.15 0,69 0.38 5,76 NA NA NA
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Fortsetzung S12:
Proben ID Latitude Longitude fﬂ;}‘c‘g Salinitiit [%] T[‘f,‘g" pH ST“me;i‘]’ff
D3 19.4501333 110.78 51,3 32,89 26,1 8,14 7,13
D4 19.44875 1107820667 51,3 32,96 26 8,51 6.8
D5 19.4477 1107838667 51,5 33,32 257 8,16 6,62
D6 19.4461833 | 110.7856667 51,4 32,96 26,1 8.22 75
Fi 19.419 11074935 51,4 29,62 31,2 8,49 15,44
) 194198333 | 110.7582667 52 32,13 27.9 8,08 NA
F3 19.4184333 110.76035 51,8 31,65 284 8.2 NA
F4 19.4171833 110.76235 51,8 32,06 278 8.23 NA
F5 19.4159167 | 110.7643167 51,4 31,44 28,3 8,16 NA
F6 19.41445 110.7661 51,5 30,47 26,9 8,18 NA
R1 19.42885 110.7362 18,73 9,59 3 8,11 NA
R2 19.4299667 | 110.7414833 29,3 16,25 30,1 8,05 NA
R3 19.4343333 110.7479 408 2351 29.9 8,08 NA
R4 19.4417833 110.76125 50,5 30,25 2972 842 NA
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Fortsetzung S12:
+ 3. .

Proben D | DINGGMI | 0 e M Ml | o oMl | gl | peu | [mel
D3 0,89 0,32 0,57 0,08 0,49 0,14 56 NA NA NA
D4 2,11 1,12 0,99 0,14 0,84 0,59 4,88 0,58 0,25 23,13
D5 1,67 0,82 0,84 0,11 0,73 0,23 3,64 NA NA NA
D6 1,93 1,33 0,6 0,13 0,47 0,21 3,64 NA NA NA
Fl NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
) NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
F3 0,14 0,1 0,03 0,04 0,01 0,33 7,77 NA NA NA
F4 0.2 0.2 0 0,03 -0,03 0,16 3,61 NA NA NA
F5 2,4 1,75 0,65 0,06 0,59 0,15 4,51 0,58 0,07 21,34
F6 NA NA NA VN VN VN VN VN VN VN
R1 NA 79,44 48,29 31,16 16,97 27,95 17,91 62,71 NA NA
R2 NA 61,11 37,36 23,74 8,92 20,49 10,98 41,18 NA NA
R3 NA 10,32 6,6 3,73 1,03 0,26 1,27 7,75 NA NA
R4 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
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Fortsetzung S12:

Proben ID Latitude Longitude fﬂ;}‘c‘g Salinitiit [%c] T[‘Z‘g}" pH ST“me;i‘]’ff
AQI 19.85998 110.9575767 39,8 24,05 27,7 8.48 747
AQ2 19.85998 110.9575767 31,5 18.45 278 8,39 7.85
AQ3 19.85998 110.9575767 4.8 2321 33,2 8,08 5,86
AQ4 19.85998 110.9575767 38,5 20,72 33 7.95 5.6
AQ5 19.4226833 110.75435 51,9 31,79 28,3 8,1 6,03
AQ6 19.4226833 110.75435 51,9 31,79 28,3 8,01 6,06
AQ7 194242333 | 110.7485167 374 20,34 32,3 8,72 15,26
AQ8 19.42445 1107489333 40 23,33 292 7,79 7,36
AQ9 19.48085 110.79755 44,5 2527 31,1 8.48 11,37
AQI0 19.48085 11079755 415 2723 31 8.25 12,07
AQl1 19.48085 11079755 44,9 25,67 30,8 7,36 4,57
AQI2 19.4780667 110.79195 487 29.92 278 7,64 5,92
AQI3 19.4783833 110.7924 40,5 24,52 275 7,65 435
AQl4 19.4784333 11079255 413 24,84 27,9 8.48 6.41
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Fortsetzung S12:
Proben ID DIN NH4* Nox NO; NOs PO* Si Chla Pheo TSM
[uM] [uM] [uM] [uM] [uM] [uM] [uM] [mg/L] [mg/L] [mg/L]
AQl1 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
AQ2 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
AQ3 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
AQ4 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
AQS5 13,7 9,51 4,19 0,94 0,72 0,45 15,85 NA NA NA
AQ6 14,99 10,97 4,02 1,09 0,55 0,56 15,89 NA NA NA
AQ7 8,93 4,39 4,54 2,17 1,08 83,51 137,22 NA NA NA
AQS8 100,2 27,68 72,51 9,28 69,21 38,57 59,23 NA NA NA
AQ9 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
AQI10 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
AQIl1 637,89 582,77 55,12 39,95 51,68 22,66 16,18 NA NA 54,31
AQI12 438,07 370,36 67,7 56,88 64,27 94,99 4,66 243,38 94,77 371,7
AQ13 408,62 379,32 29,3 24,76 25,82 46,03 6,54 108,74 219,88 165,59
AQ14 6,57 6,56 0,01 0,27 -3,52 2,27 1,72 15,97 17,39 169,57
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Fortsetzung S12:

Proben ID Latitude Longitude ?;l;;lclltl?]t Salinitat [%o] T[?g" pH S?ﬁ;{‘;ff
AU1 19.85998 110.9575767 26,9 15,61 27,5 8,15 7,02
AU2 19.85998 110.9575767 37,1 22,25 27,5 7,85 6,49
AU3 19.85998 110.9575767 344 20,46 27,5 8,95 9,54
AU4 19.85998 110.9575767 334 19,81 27,5 8,82 8,22
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Fortsetzung S12:

Proben ID DIN NH,* Nox NO; NO; POs*> Si Chla Pheo TSM
[uM] [uM] [uM] [uM] [uM] [uM] [uM] [ng/L] [ng/L] [mg/L]
NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
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5 Anhang A46

S13: Pair-wise PERMANOVA und PERMDISP fiir die vier Probematerialien Seegras, Sediment, Tiergewebe
und Wasser auf Basis der bakteriellen OTUs.

PERMANOVA PERMDISP
Faktoren p p
Seegras_Sediment 0,001 0,001
Seegras_Tiergewebe 0,001 0,001
Seegras_Wasser 0,001 0,01
Sediment_Tiergewebe 0,001 0,002
Sediment_Wasser 0,001 0,05
Tiergewebe_Wasser 0,001 0,08

S14: Pair-wise PERMANOVA und PERMDISP innerhalb der Sedimentproben auf Basis der bakteriellen OTUs.

PERMANOVA PERMDISP
Faktoren p p
Kiistendhnlich_Aquakulturdhnlich 0,001 0,04

S15: Pair-wise PERMANOVA und PERMDISP innerhalb der Wasserproben auf Basis der bakteriellen OTUs.

PERMANOVA PERMDISP
Faktoren p p
Kiistendhnlich_Aquakulturdhnlich 0,001 0,95

S16: Kruskal-Wallis-Test fiir die Vibrio-Abundanzen zwischen Sediment und Wasser der Kiisten-/Flussproben

Faktoren chi-squared p
Wasser_Sediment 9,9743 0.0016

S17: Kruskal-Wallis-Test fiir die Vibrio-Abundanzen zwischen Sediment, Wasser und Seegras der Kiisten-

/Flussproben

Faktoren chi-squared p
Wasser_Sediment_Seegras 16,576 0,0002515

Dissertation Lars Moller



5 Anhang A47

S18: Paarweiser Vergleich mittels Conover-Iman-Test und Benjamini-Hochberg-Korrektur fiir die Vibrio-

Abundanzen zwischen Sediment, Wasser und Seegras der Kiisten-/Flussproben

Faktoren p
Wasser_Sediment 0,0014
Wasser_Seegrast 0,2094
Sediment_Seegras 0,0018

S19: Kruskal-Wallis-Test fiir die Vibrio-Abundanzen im Wasser zwischen Kiistenproben und Aquakulturproben

Faktoren chi-squared p
Wasser-Aquakulturen_Wasser-Kiiste 22,172 2,493 x10°

S20: Kruskal-Wallis-Test fiir die Vibrio-Abundanzen im Sediment zwischen Kiistenproben und Aquakulturproben

Faktoren chi-squared p
Sediment-Aquakulturen_Sediment-Kiiste 1,7552 0,1852

Dissertation Lars Moller



5 Anhang

A48

S21: Relative Abundanz (%) der Enterobacteriaceae 16S rRNS Gen-Kopienanzahl in der Illumina 16S
Sequenzierung in den verschiedenen Probematerialen Werte sind auf die zweite Kommastelle gerundet. — =

Keine Probe vorhanden; AQ Aquakultur; A-F Kiistentransekt, Flusstransekt, AU =
Aufreinigungsbecken
Proben ID Wasser Sediment Seegras Gewebe
AQO1 0 - - 0,001
AQO02 0 - - 0
AQO3 0,001 - - 0
AQO4 0 - - 0
AQO5 0 0 - 0
AQO06 0 0 - 0
AQO7 0 0 - -
AQO8 0 0 - -
AQO09 0 0 - -
AQ10 0 0,005 - -
AQl1 0 0,001 - -
AQl12 0 0,001 - -
AQ13 0,001 0,004 - 0
AQl14 0,001 0,005 - 0,008
AUl 0,054 - - -
AU2 0,009 - - -
AU3 0 - - -
AU4 0 - - -
Al 0,001 - - -
A2 0 - - -
A3 0,001 - - -
Bl 0,019 0,001 - -
B2 0,001 0 - -
B3 0 0 - -
B4 0 0 0 -
B5 0 0 0 -
Cl1 0,003 0 - -
C2 0,001 0 - -
C3 0 0 0 -
C4 0 0 - -
D1 0 0 - -
D2 0 0 - -
D3 0 0 0 -
D4 0 0 - -
D5 0 0 - -
D6 0 0 0 -
F1 0,012 0 - -
F2 0 0 - -
F3 0 0 - -
F4 0,014 0 0 -
F5 0,001 0 0 -
F6 0 0,001 0 -
R1 0,024 0,002 - -
R2 0,003 0,002 -
R3 0,028 0 - -
R4 0,019 0,003 - -
Dissertation Lars Moller



5 Anhang A49

S22: Pair-wise-PERMANOV A und PERMDISP fiir die vier Probematerialien Seegras, Sediment, Tiergewebe und
Wasser auf Basis der Vibrio-OTUs.

PERMANOVA PERMDISP
Faktoren p p

Seegras_Sediment 0,002 0,43
Seegras_Tiergewebe 0,002 0,84
Seegras_Wasser 0,002 0,487
Sediment_Tiergewebe 0,002 0,298
Sediment_Wasser 0,002 0,853
Tiergewebe_Wasser 0,002 0,328

S23: Pair-wise-PERMANOVA und PERMDISP fiir das Probematieral Sediment zwischen der
aquakulturdhnlichen Gruppe und der kiistendhnlichen Gruppe auf Basis der Vibrio-OTUs.

PERMANOVA PERMDISP
Faktoren p p
Kiistendhnlich_Aquakulturdhnlich 0,001 0,15

S24: Pair-wise-PERMANOVA und PERMDISP fiir das Probematieral Wasser zwischen der zwischen der
aquakulturdhnlichen Gruppe und der kiistendhnlichen Gruppe auf Basis der Vibrio-OTUs

PERMANOVA PERMDISP
Faktoren p p
Kiistendhnlich_Aquakulturdhnlich 0,001 0,01

S25: Ergebnisse der envfit-Funktion zur Abschitzung des Einflusses von Umweltparametern

Faktoren r2 p

Salinitit 0.5347 0.002
Temperatur 0.4283 0.006

Phosphat 0.4895 0.004

S26: Pair-wise-PERMANOVA und PERMDISP fiir das Probematieral Wasser zwischen der Proben mit einer
Salinitit unter 30%o0 und der Gruppe tiber 30%o

PERMANOVA PERMDISP
Faktoren p p
<30%0_>30%o 0,001 0,01

Dissertation Lars Moller



5 Anhang A50

S27: Pair-wise-PERMANOVA und PERMDISP fiir das Probematieral Wasser zwischen der Proben mit
Phosphatgehalt unter 1uM und der Gruppe iiber 1uM

PERMANOVA PERMDISP
Faktoren p p
<l uM_>1uM 0,001 0,01

S28: Pair-wise-PERMANOVA und PERMDISP fiir das Probematieral Wasser zwischen der Proben mit einer
Wassertemperatur iiber 28,6 °C und der Gruppe unter 28,6 °C.

PERMANOVA PERMDISP
Faktoren P p
<28.6 °C_>28,6 °C 0,002 0,53

S29: Kruskal-Wallis-Test fiir die Anzahl an Vibrio-OTUs im Wasser zwischen Kiistenproben und
Aquakulturproben

Faktoren chi-squared p
Wasser-Aquakulturen_Wasser-Kiiste 23,427 1,298 x10°

S30: Kruskal-Wallis-Test fiir die Anzahl an Vibrio-OTUs im Sediment zwischen Kiistenproben und

Aquakulturproben

Faktoren chi-squared p
Wasser-Aquakulturen_Wasser-Kiiste 11,549 0,0007

Dissertation Lars Moller
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5 Anhang

AS3

5.3 Abkiirzungsverzeichnis

APW
AQ
BDAL
CA
COVIS
CDC

Chla

CPS

ddPCR

DEPC

HPLC

KBE

LAGuS M-V

MALDI-ToF-MS

Alkalisches Peptonwasser

Aquakultur

Bruker Daltonics Datenbank

Chroma-Agar

Cholera and Other Vibrio Illness Surveillance
Centers for Disease Control and Prevention
Chlorophyll a

Capsular Polysaccharides

(Kapsulire Polysaccharide)

Droplet Digital Polymerase Chain Reaction
(digitale Droplet Polymerase Kettenreaktion)

Diethylpyrocarbonat

High Performance Liquid Chromatography

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
Koloniebildende Einheit

Landesamt fiir Gesundheit und Soziales Mecklenburg-
Vorpommern

Matrix Assisted Laser Desorption Ionization —
Time of Flight Mass Spectrometry

(Matrix—Unterstiitzte Laser—Desorption—lonisierung mit
Flugzeitanalyse zur Massenspektrometrie )

Marine Broth Agar

MB-Agar ) )
(Marine-Bouillon Agar)

Mbp Megabasenpaare
Non-metric multidimensional scaling

nMDS . : N :
(Nichtmetrische multidimensionale Skalierung)
Operational Taxonomic Unit

OTU : : _
Operative taxonomische Einheiten
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Thiosulfate Citrate Bile Sucrose
TCBS
(Thiosulfat Citrat Galle Saccharose)
Total suspended matter
TSM
(gesamt suspendiertes Material)
Temp. Temperatur
Viable but non-culturable
VBNC ] ] o
(Iebendig aber nicht kultivierbar)
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