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Abkürzungen: ASPW = Alkalisches Salinisches Peptonwasser; 
DNA = Deoxyribonucleic acid; dNTP = desoxy-Nukleosidtriphos-
phate; FAM = 6-Carboxyfl uorescein; KBE = Kolonie bildende Ein-
heiten; KP = Kanagawa-Phänomen; PCR= Polymerase Chain Reac-
tion; TCBS = Thiosulphate–Citrate-Bile salts-Sucrose-Agar; TDH = 
Thermostable Direct Hemolysin; TRH = TDH-Related Hemolysin

Zusammenfassung: Pathogene Vibrio parahaemolyticus rufen 
Gastroenteritis hervor. Die Hauptinfektionsquellen stellen kon-
taminierte Fischprodukte und Meeresfrüchte dar. V. parahaemo-
lyticus-Patientenisolate unterscheiden sich von Umweltisolaten 
durch die Anwesenheit der Hämolysine TDH und TRH als deren 
wichtigste Virulenzfaktoren.

Evaluierte PCR-/real-time PCR-Verfahren wurden zur Untersu-
chung von 710 Proben Fisch- und Krebstierprodukte eingesetzt. 
Nach der Selektivanreicherung von Vibrionen in alkalischem, sa-
linischem Peptonwasser führen die real-time PCR-Verfahren der 
Gene von TDH und TRH zu einer Ersparnis von mindestens einem 
Arbeitstag beim Nachweis virulenter V. parahaemolyticus-Isolate.

Abstract: Pathogenic V. parahaemolyticus strains cause gastro-
enteritis. Contaminated fi sh products and seafood represent the 
most important sources of infection. V. parahaemolyticus strains 
from patients differ from environmental isolates by their produc-
tion of the haemolysins TDH and TRH that represent their main 
virulence factors.

710 specimens of fi sh and crayfi sh products were examined 
by an evaluated PCR-/real-time PCR. This detection method of vi-
rulent V. parahaemolyticus isolates reduces the working time by 
one day after a selective enrichment of vibrios with alkaline saline 
peptone water.

1. Einleitung

Pathogene V. parahaemolyticus verursachen sporadisch und 
epidemisch Gastroenteritis mit wässrigem Durchfall und 
Darmkrämpfen. Daneben treten ggf. Fieber, Übelkeit, Erbre-
chen, Kopfschmerzen und allgemeine Mattigkeit auf. Nur 
wenige Patienten erleiden Komplikationen wie Austrock-
nung, Herzrhythmusstörungen, Kollaps und Zyanose (Iida et 
al., 2006). Die Inkubationszeit liegt zwischen 4 Stunden und 4 
Tagen. Die Infektion ist selbstlimitierend und die Symptome 
halten 2 bis 10 Tage an (Iida et al., 2006). Die minimale Infekti-
onsdosis beträgt rund 105 Zellen (Barker, 1974). Die Hauptquel-
len für Infektionen mit V. parahaemolyticus sind kontaminierte 
Fischprodukte und Meeresfrüchte. Gelegentlich treten Sepsis 
und Wundinfektionen besonders bei immungeschwächten 
Patienten und Leberzirrhotikern auf (Hlady und Klontz, 1996). 
In Deutschland erworbene Infektionen sind extrem selten.

Zurzeit sind 76 OK-Serotypen, abgeleitet von dem soma-
tischen Lipopolysaccharid und dem Kapselpolysaccharid, von 
V. parahaemolyticus bekannt. Darunter werden einige pande-
mische Klone von großer Bedeutung beobachtet, insbesondere 
TDH (Thermostable Direct Hemolysin)-bildende V. parahaemo-
lyticus O3:K6 (Chowdhurry et al., 2000).

Vibrio parahaemolyticus ist weit verbreitet im salzhaltigen 
Wasser der Meeres- und Küstenregionen sowie Flussmündungen. 
Wassertemperatur, Salinität, Sauerstoffgehalt, Zooplanktonblü-
te und die Gezeiten beeinfl ussen die Verbreitung. Vibrionen le-
ben oft in Gemeinschaft mit Zooplankton, kleinen Krebstieren, 
deren Darm und Oberfl äche sie besiedeln. Bei sinkenden Wasser-
temperaturen gehen die Vibrionen in einen nicht mehr kultivier-
baren Ruhezustand über und überdauern im Sediment oder auf 
Zooplankton. Wärmere Wassertemperaturen ab ca. 20 °C lassen 
die Vermehrung der Vibrionen wieder zu. V. parahaemolyticus 
gehört zu den halophilen Vibrionen und benötigt 1–3 % NaCl zum 
Wachstum und längeren Überleben. Seinem natürlichen Vor-
kommen in salzhaltigem Wasser vor allem der Küstenregionen 
entsprechend erfolgt die Übertragung überwiegend durch un-
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zureichend erhitzte oder rekontaminierte Krustazeen, Muscheln 
und Fische. Entsprechend dem Wärmebedürfnis der Vibrionen 
treten Infektionen in den wärmeren Klimazonen häufi ger auf 
als in den gemäßigten Zonen, in denen sie meist eine ausgespro-
chene Saisonalität zeigen. So werden die Keime im Sommer auch 
an der deutschen Nord- und Ostseeküste sowie im den Gezeiten 
unterworfenen Elbmündungstrichter nachgewiesen. In Japan 
und Korea ist V. parahaemolyticus in vielen Jahren der häufi gste 
bakterielle Enteritiserreger.

Patientenisolate von V. parahaemolyticus sind auf Wagatsu-
ma-Agar zu über 90 % hämolysierend, was als Kanagawa-Phäno-
men (KP) bezeichnet wird. Im Gegensatz dazu zeigen weniger als 
1 % der Umweltisolate aus aller Welt dieses Phänomen. Von den 
hämolysierenden Komponenten aus V. parahaemolyticus verur-
sacht nur TDH (Thermostable Direct Hemolysin) das Kanagawa-
Phänomen. TDH und das verwandte Hämolysin TRH (TDH-Re-
lated Hemolysin) gelten als die wichtigsten Virulenzfaktoren 
von V. parahaemolyticus. TRH kommt in den beiden Varianten 
TRH1 und TRH2 vor. TDH und TRH stimulieren die Sekretion von 
Chloridionen in das Darmlumen mit gleichzeitigem Flüssig-
keitsverlust und wirken nicht nur auf Erythrozyten zytotoxisch. 
Zwei Kopien des TDH-Gens liegen in einer Pathogenitätsinsel 
auf dem kleineren der beiden Chromosome eines vollständig 
sequenzierten Kanagawa-positiven Patientenisolates (Makino 
et al., 2003). Diese Pathogenitätsinsel kodiert auch Gene eines 
Typ-III-Sekretionssystems Gram-negativer Bakterien. Diese Pa-
thogenitätsinsel ist nur in Kanagawa-positiven Stämmen nach-
weisbar (Makino et al., 2003) und ist an deren enterotoxischen 
Aktivität beteiligt (Park et al., 2004). Die Ureaseproduktion, 
ein ungewöhnlicher Phänotyp von V. parahaemolyticus, ist mit 
dem Vorkommen des trh-Gens assoziiert (Okuda et al., 1997), da 
dieses Gen vom Urease-Operon fl ankiert wird. Der Nachweis 
der beiden Hämolysine erfolgt mittels PCR der entsprechenden 
Gene tdh und trh. TDH kann auch durch reverse passive Latex-
agglutination (Denka Seiken, Japan) nachgewiesen werden. 
V. parahaemolyticus vermehrt sich aber auch enteroinvasiv im 
Kaninchen und kolonisiert den Dünndarm, wo die Keime auch 
Entzündungen hervorrufen können (Chatterjee et al., 1984).

Aufgrund der nicht restlos geklärten Pathogenität von V. para-
haemolyticus besteht Unsicherheit bezüglich der Bewertung des 
Nachweises in Lebensmitteln (Europäische Kommission, 2005). 
In den USA wurde für Fischerei-Fertigprodukte im Anhang 5 der 
FDA und EPA Guidance Levels (Fish and Fishery Products Hazards 
and Control Guide, Stand Januar 1998) ein Toleranzwert von 104 

V. parahaemolyticus/g festgelegt. Die von der ICMSF (1996), Groß-
britannien und den Niederlanden angegebenen Richtwerte für 
verschiedene Fischereiprodukte liegen bei ≤102 V. parahaemoly-
ticus/g mit Grenzwerten von 103 V. parahaemolyticus/g (Europe-
an Commission, 2001). Die nachgewiesenen V. parahaemolyticus 
werden dabei nicht auf das Kanagawa-Phänomen untersucht. 
Solange für Europa kein verbindlicher Standard bezüglich V. pa-
rahaemolyticus festgelegt ist, sollte in Übereinstimmung mit den 
Empfehlungen der Europäischen Kommission (2001) und dem 
Beschluss der 51. Arbeitstagung des Arbeitskreises Lebensmit-
telhygienischer Tierärztlicher Sachverständiger beim Nachweis 
von V. parahaemolyticus auf die bisher bekannten Virulenzfak-
toren TDH und TRH untersucht werden und sollten keine Stäm-
me mit TDH und/oder TRH nachweisbar sein dürfen.

Das einzige internationale genormte Nachweisverfahren 
von V. parahaemolyticus in Lebensmitteln stellt die ISO 8914 
(1990) dar, die der Überarbeitung bedarf. Die ISO-Arbeitsgrup-
pe ISO/TC34/SC9 befasst sich zurzeit damit. Standardarbeitsan-
weisungen wurden von der FDA (Kaysner und DePaola, 2004) 
und vom Nordic Committee of Food Analysis (1997) publiziert. 
In der EU-Verordnung 2073/2005 wurde der Bedarf eines stan-
dardisierten Nachweisverfahrens für die EU formuliert.

2. Material und Methoden

2.1  Bakterienstämme und kulturelle Untersuchungen auf 
V. parahaemolyticu

32 Isolate von 6 Vibrio-Arten, davon 22 der Spezies V. parahae-
molyticus, 4 V. cholerae, 2 V. alginolyticus, 2 V. metschnikovii, 1 V. 
vulnifi cus und 1 V. furnissii wurden der Stammsammlung des 
Instituts für Hygiene und Umwelt (Hamburg) entnommen. 8 
der 22 V. parahaemolyticus-Stämme waren Kanagawa-positiv. 
15 wurden von Fisch- und Krebstierprodukten isoliert sowie 
7 Kanagawa-positive von Patienten. Aus der Institutssamm-
lung stammten auch je ein Isolat der Aeromonaden A. hydro-
phila, A. caviae, A. sobria und A. veronii sowie je 4 Salmonellen 
und E. coli. 

Abb. 1 Qualitative Untersuchung von Lebensmitteln auf virulente Vibrio 
parahaemolyticus.

25 g Lebensmittel in 225 mL ASPW homogenisieren 

frische Produkte 6h bei 41,5°C                                          tiefgefrorene Produkte 6h bei 37°C 

1 Öse Bouillonkultur + 10 mL ASPW 

Real-Time PCR für tdh und trh Subkultur auf TCBS-Agar 

                                                                                                und einem 2. Selektivnährboden 

Biochemische Bestätigung und Differenzierung 

     18h bei 41,5°C 
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710 verschiedene Sendungen von tiefgekühlten Fischen, 
Krebstieren und Muscheln wurden auf Vibrionen untersucht. 
Die bakteriologische Untersuchung erfolgte nach den Empfeh-
lungen der ISO/TC34/SC9 (Abb. 1) aus je 25 g Probe, die in 225 mL 
alkalischem salinischem Peptonwasser (ASPW; Kaysner und 
DePaola, 2004) 2 min gewalkt und anschließend 6 h bei 37 °C in-
kubiert wurden. Frische Produkte wurden 6 h bei 41,5 °C bebrü-
tet. Zum Nachweis von V. parahaemolyticus wurde eine Öse von 
der Oberfl äche der Anreicherungskultur auf Thiosulphate – Ci-
trate – Bile salts – Sucrose-Agar (TCBS-Agar) (Oxoid, Wesel) und 
einem 2. Selektivmedium fraktioniert ausgestrichen. Eine wei-
tere Öse von der Oberfl äche der 1. Anreicherungskultur wurde 
in eine 2. ASPW-Anreicherungskultur von 10 mL überimpft und 
18 h bei 41,5 °C bebrütet. Nach dieser Inkubation erfolgte eine 
Subkultur von der Oberfl äche der 2. Anreicherungskultur auf 
TCBS-Agar und einem 2. Selektivmedium. Die phänotypische 
Bestätigung präsumtiver V. parahaemolyticus erfolgte nach El-
liot et al. (1995) und Farmer et al. (2003). Für Hinweise auf die 
Virulenzfaktoren TDH und TRH wurden die bestätigten Vibrio 
parahaemolyticus auf Wagatsuma-Agar und Urease-Bouillon 
bebrütet (Elliot et al., 1995).

2.2 PCR-Nachweis von virulenten V. parahaemolyticus
Zum Nachweis von virulenten V. parahaemolyticus wurde ein 
253 bp großes Fragment des tdh-Gen amplifi ziert. Dazu wur-
de die Bakterien-DNA einer Einzelkolonie oder der Anreiche-
rungskultur mittels des InstaGene-Reagenz nach den Anga-
ben des Herstellers angereichert (Bio-Rad, München). Die 
PCR wurde in einem Volumen von 25 L mit 0.5 L Bakterien-
lysat, je 10 pmol Primer (synthetisiert durch MWG Biotech, 
Ebersberg), 200 M dNTP, 1 U klonierter Thermus aquaticus 
DNA-Polymerase (Q-Biogene, Heidelberg), deren Reaktions-
puffer und 2 mM MgCl2 durchgeführt. Als Primer wurden 
tdh-Start (5´-GCT TCC ATC TGT CCC TTT TCC TGC-3´) und tdh-
Ende (5´-GCC AGA CAC CGC TGC CAT TG-3´) eingesetzt. Die 
Amplifi kation erfolgte nach einer initiiellen Hitzedenaturie-
rung der DNA für 20 s bei 94 °C. Anschließend wurde die De-
naturierung bei 92 °C für 20 s durchgeführt. Die Anlagerung 
der Primer und die Vervielfältigung des Fragments erfolgte 
bei 68 °C für 25 s. Die Amplifi kation umfasste 35 Zyklen. Der 
letzte Polymerisationschritt wurde um 2 min verlängert. Die 
Amplifi kation eines 258 bp trh-Fragments mit je 50 pmol der 
Primer trh-Start (5´-GGY TCA AAR TGG TTA AGC GCC TAT 
AKR AC-3´) und trh-Ende (5´-CAT ATG YCC ATT KCC GCT CTC 
ATA TGC-3´) und 5 mM Magnesiumchlorid wurde in gleicher 
Weise wie beim tdh-Produkt durchgeführt. Abweichend da-
von erfolgte die Anlagerung der Primer bei 42 °C für 15 s und 
die Polymerisation bei 72 °C für 20 s. Die Differenzierung der 
trh-Varianten erfolgte mit 17,5 L des PCR-Produkts, 2 L 10 × 
Restriktionsenzympuffer M und 0,5 L (U) des Restriktions-
enzyms HaeIII (Amersham, Freiburg). Nach zweistündiger 
Inkubation bei 37 °C ergab nur das Amplifi kat von trh1 Sub-
fragmente von 172 und 86 bp.

Die real-time PCR des tdh-Fragments von V. parahaemolyti-
cus erfolgte mit den oben beschriebenen Primern tdh-Start und 
-Ende sowie 5 mM Magnesiumchlorid nach der Hitzedenatu-
rierung der DNA für 20 s bei 92 °C, der Anlagerung der Primer 
bei 58 °C für 10 s und der anschließenden Vervielfältigung des 

Fragments bei 72 °C für 15 s. Die Amplifi kation umfasste 40 Zy-
klen. Die real-time PCR-Produkte von tdh wurden mit 10 pmol 
der Probe 5´-FAM-AAC AAC AAA CAA TAT CTC ATC AGA ACC-
BHQ1-3´ (synthetisiert durch MWG-Biotech) detektiert. Die 
real-time PCRs mit SYBR Green I für tdh und trh wurden mittels 
des FailSafe real-time PCR Systems (Biozym, Hessisch-Olden-
dorf) durchgeführt nach den oben beschriebenen klassischen 
PCRs. Für die Amplifi kation der Fragmente von tdh wurde Pre-
Mix E des Kits und für trh PreMix C verwendet. Nach der PCR 
mit SYBR Green I wurde eine Schmelzpunktsanalyse durchge-
führt. In allen hier beschriebenen real-time PCRs wurden 2 U 
klonierte Thermus aquaticus DNA-Polymerase (Q-Biogene) im 
25 L Ansatz verwendet.

3. Ergebnisse und Diskussion

Unter den insgesamt 44 Teststämmen wurden 12 V. parahemo-
lyticus-Stämme mittels PCR identifi ziert, die ein Amplifi kat von 
tdh und/oder trh zeigten. Von den 8 Kanagawa-positiven Isola-
ten konnte mittels PCR tdh und trh2 detektiert werden. Je 2 wei-
tere V. parahaemolyticus-Isolate zeigten PCR-Produkte von trh1 
oder trh2. Die Schmelztemperatur mit SYBR Green I beträgt für 
das tdh-Amplifi kat 82,5 ± 0,4 °C und für das trh-PCR-Produkt 
83,4 ± 0,4 °C. Dabei ergaben sich Ct-Werte als Nachweisschwel-
lenwerte von ≤27 real-time PCR-Zyklen für das tdh-Amplifi kat 
und ≤24 Zyklen für das trh-Produkt. Die Nachweisgrenze lag 
für tdh bei 8 ± 6 KBE und für trh bei 12 ± 8 KBE im PCR-/real-
time PCR-Ansatz. Mit der tdh-FAM-BHQ1-Probe ergab sich ein 
Ct-Wert von ≤37 Zyklen mit einer Nachweisgrenze von 9 ± 7 
KBE. Nach Einsaat und anschließender Anreicherung in ASPW 
konnten selbst niedrigste Einsaaten von 8 ± 6 KBE virulente V. 
parahaemolyticus in 25 g Fisch- oder Krebstiererzeugnis mittels 
PCR/real-time PCR nachgewiesen werden.

In 126 der 710 untersuchten Fisch- und Krebstierprodukte 
sowie Muscheln wurden Vibrionen detektiert. V. parahaemoly-
ticus stellt mit 37 positiven Proben die häufi gste Vibrionenart 
in dieser Lebensmittelgruppe dar. Jedoch wies keiner dieser 
Isolate von den Selektivnährböden und den zugehörigen 2. 
ASPW-Anreicherungskulturen das tdh- oder trh-Gen auf.

Neben den Virulenzgenen tdh (Fukushima et al., 2003; Da-
vis et al., 2004; Iijima et al., 2006; Ward et al., 2006) und trh (Fu-
kushima et al., 2003; Davis et al., 2004; Ward et al., 2006) wurden 
auch Gene zur Entwicklung von real-time PCR-Verfahren ge-
nutzt, die bei nahezu allen Stämmen der Art V. parahaemolyticus 
zu fi nden sind wie tlh (Davis et al., 2004; Kaufman et al., 2004; 
Rizvi et al., 2006; Ward et al., 2006) und toxR (Iijima et al., 2004; 
Takahashi et al., 2005). Durch diese Verfahren werden auch die 
wesentlich häufi ger in Fischen, Krebstieren und Muscheln nach-
zuweisenden avirulenten Umweltisolaten von V. parahaemolyti-
cus detektiert. Zum spezifi schen Nachweis des pandemischen 
Klons des Serotyps O3:K6 wurden real-time PCR-Verfahren für 
den ORF8 beschrieben (Rizvi et al., 2006; Ward et al., 2006).

Das vorgestellte Untersuchungsverfahren mit Anreiche-
rung und anschließender real-time PCR verkürzt die Un-
tersuchungszeit um mindestens einen Tag gegenüber dem 
kulturellen Verfahren mit anschließend noch notwendiger 
Bestätigung präsumtiver V. parahaemolyticus und deren Viru-
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lenz. Das Verfahren ist ausreichend sensitiv um Keimgehalte 
nachzuweisen, die geringer als die minimale Infektionsdosis 
von rund 1 Millionen und der Grenzwerte aus den USA, Groß-
britannien und den Niederlanden sind.
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