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DEVELOPMENT OF A MOLECULAR SUBTYPING METHOD
&
PHYLOGENETIC AND GENETIC ANALYSIS OF VIBRIO
ISOLATES ASSOCIATED WITH MARINE SPONGE
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Gattung Vibrio

e Vibrionaceae 2 91 Spezies

* Gram-negativ

* Fakultativ anaerob

* Stabchenformig

* Polar begeilRelte Bakterien

* Halophil (salzliebend)

* Naturlicher Bewohner der Meeresumwelt

* Gelangen Uber Muscheln, Krebse und Fische in die Nahrungskette
des Menschen
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Gattung Vibrio

 Pathogen fiir Menschen, Fische, Korallen und Krusten- und
Schalentiere

* USA: jahrlich 8028 Vibrio-Infektionen (davon 5218
Lebensmittelinfektionen)

* In Europa treten Vibrio-Infektionen seltener auf
* Erkrankungen an Vibrionen bedingten Wundinfektionen in
Mecklenburg-Vorpommen, Schleswig Holstein, Danemark,
Sudschweden und den Niederlanden
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» Gastroenteritische Infektionen

» Wundinfektionen Hiddaaka 3
* Sepsis =
A

Vomiting =

Nausea (@ r:i

3

(a1

[ ]

. 2

Diarrhea

Igl

RETENT www.hsfs.org

14. Juni 2013

18.06.2013



}

UH
" i
L2 ¥ Universitat Hamburg — —

DER FORSCHUNG | DER LEHRE | DER BILDUNG

Gattung Vibrio

* Verzehr von rohem oder unzureichend gegarten Meeresfriichten
oder kontaminiertem rohen Fisch

Garnelen Austern
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Vibrio cholerae

» Weltgesundheitsorganisation schatzt 3-5 Millionen Cholera-
Infektionen mit 100.000-120.000 Toten jahrlich

* Haiti: Oktober 2010 - Oktober 2011 464.000 Infektionen und
6.500 Tote

Hamburg
14. Juni 2013

Page 10

www.hsfs.org

18.06.2013



18.06.2013

P -

HsFs——

UH
@
L2 ¥ Universitat Hamburg T
——

DER FORSCHUNG | DER LEHRE | DER BILDUNG

Vibrio cholerae Ausbruch Hamburg 1892

s

Tote

e

16.956 Infektionen und 8.605
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Vibrio vulnificus

* 50% Gesamtmortalitat
» USA 237 von 459 erkrankten Personen sterben jahrlich
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Vibrio parahaemolyticus

» Weltweit bedeutendster Krankheitserreger im Zusammenhang
mit Meeresfriichten

» USA: 4.500 Infektionen, davon 2.800 verursacht durch den
Verzehr von rohen Austern

* 2005: erstmalig Infektionen durch urspriinglich aus Alaska
stammende Austern

* 500-800 Ausbriiche pro Jahr in Japan; ca. 10.000 Menschen/a
betroffen

Hamburg
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Gattung Vibrio

» Gefahr von Vibrio-Infektionen nimmt durch die Erhdhung der
Wassertemperaturen zu (— Klimaveranderung?)

» Zunahme des Verzehrs und des Handels mit Fischereiprodukten
und Meeresfriichten erhéhen das Risiko fur Vibrio-Infektionen

* Entdeckung neuer Vibrio Spezies

* Ausgepragte Homologien: 16S rRNA Gen Sequenzierung kann

eine Unterscheidung aller Vibrio Spezies nicht mehr
gewadbhrleisten
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Zielsetzung

* Entwicklung eines Nachweisverfahrens
* Zuverlassig
* Schnell
* Einfach

* Verfahren muss allerdings in der Lage sein, alle Vibrio Spezies zu
differenzieren

Hamburg
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Intergenic Spacer Region (ISR1)

* 16S, 23S und 5S rRNA Gene sind aufgebaut als ein Operon

* ISR1 trennt 16S und 23S rRNA, ISR2 trennt 23S und 5S rRNA
* rRNA ist hochkonserviert wahrend ISR variabel ist

* Vibrionen besitzen mehrere Kopien dieses Operons

* Variable Lange der ISR kann fir Identifizierungs- und Evolutions-
Studien genutzt werden

<=

rRNA 16S ISR1 rRNA 23S ISR2 | rRNA 58

)
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Accession: NC_004503 Accession: MC_004605 Length: 1,877,212 bp, Genes: 1,769
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PCR Amplifikation des ISR1

Vlbr/o parahaemolyt/cus ISR 1 PCR product (bp)

782 640 637 544 | 819 391 391 391 637 782
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69 Vibrio Isolate (48
verschiedene Spezies)
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* ISR Typisierungs-Methode
* Vermeidung von zeitaufwandiger Agarose-Gelelektrophorese
* Hohe Sensitivitdt und hohe Spezifitat
* Kann Vibrionen auf Spezies Level differenzieren

* Anwendung
* Charakterisierung von Ausbruch-Stammen und anlegen einer Datenbank
* Untersuchung von Kulturen aus Umwelt- und Lebensmittel-Proben
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Gattung Vibrio

* In aquatischer Umgebung
* Eukaryotischer Wirt: Korallen, Schalentiere, Zooplankton und

Schwamme
- Schwdmme
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Schwamme (Porifera)

o

Axinella

Halichondrida
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Corallistes Higginsia

Bubaris Scleritoderma Erylus
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Zielsetzung

« |dentitat der Vibrionen aus Schwammen bestimmen

* Vergleich von phylogenetischen und genetischen Beziehungen
von den schwamme-assoziierten Vibrio-Isolaten zu ihren
entsprechenden Spezies von Kiistengewassern

Methoden

* 16S rRNA Gen Sequenzierung
* ISR-Typisierung
» Multilocus-Sequence-Analysis (MLSA) = 6 Housekeeping-Gene
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Sequenzierung

* Alignment: Untereinanderstellen homologer Positionen von
Nukleotidsequenzen verschiedener Sequenzstrange

Vibrio Isolate 1

Vibrio Isolate 2
Vibrio Isolate 3
Vibrio Isolate 4
Vibrio Isolate 5
Vibrio Isolate 6
Vibrio Isolate 7
Vibrio Isolate 8
Vibrio Isolate 9
Vibrio Isolate 10
Vibrio Isolate 11
Vibrio Isolate 12

Hamburg
14. Juni 2013

1 10 0 w a0 %0
BIINGG C CGTCHENEIG C G CCC CGAAC C CIUCIITICIGIE PAGINGIT C 6 6G GG C CEMEGCC

BEDGGCCGTCAMGBIGCGCCCCGAAC CETCOMCCTGCTACTCTCGGGGGCCEMGGCC
BEDNGGCCGTCRAMBGCGCCCCGAACCOMEGTCOMGETACTCETCGCGGGCCTEMGIGCC
AIGGCGETCANGBIGCGCCGCGAACCETCCTCCTGGTGETCTCAGGGGTCETGGCC
EDGGCGATCANBGCGCCCCGAACCEMCOTCETGGTCEMCTCAGGGGCCEMGGCT
AIGGCCGTCAMBGCGCCCCGAACCOTCOTCOTGCTACTCTCGGGGGCCEMGGCC
BEDGGCGGTCGTEGGCGCCCCGAACCOTCOTCOTGEMACTCTCGGGGACCEMGGCC
ATGGCGGTCANGBGCGCCCCGAACCOTCOTCOTGGTGETCTCAGGGGTCETGGCC
EDGGCCGTCAMGBGCGCCCCGAACCOTCOTCOTGCTACTETCGGGGGCCEMGGCC
ADGGCCGTCANGBGCGCCCCGAACCOTCOTOOTGCTACTCTCGGGEGCCEMGGCC

EDGGCGCCCCGAACCENCGTCEMGCTACTCTCGGGGGCTEMGGCC
RETEGCCETCANEGC TCCTCGAACCETCOTCOTEE TACTETTEGGGGCCCETEGCC
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Ergebnisse

* Referenzstamme entsprachen nicht ihrer Deklaration

* V. communis und V. owensii konnten der gleichen Art zugeordnet
werden

« Enthaltene Daten-Matrizen weisen auf horizontalen Gentransfer
(HGT) hin
e Austausch von DNA - Panmiktische Populationsstruktur
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Ergebnisse

« Das Okosystem Schwamm férdert die Artenselektion
—>Neue Spezies
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Neue Vibrio Spezies

}

—> Neue Spezies: Vibrio caribbeanicus
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