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Vorwort

Bereits zum 7. Mal veranstaltete die Deutsche Sektion der EAFP eine Tagung zum Thema
Fischkrankheiten, die ublicherweise im zweijahrigen Wechsel mit den internationalen EAFP-
Kongressen stattfindet. Am 23. bis 25. September 1998 wurde diese Veranstaltung im schénen
Sauerland in Schmallenberg, nahe der Landesanstalt fiir Okologie / Landesamt fir Land-
wirtschaft und Forsten des Landes Nordrhein-Westfalen (LOBF / LAfAO) in Albaum
abgehalten. Sie wurde finanziell maRgeblich von der Landesregierung NRW untersttzt.

Die Tagung wurde von der Deutschen Sektion der EAFP in enger Zusammenarbeit mit dem
Fischgesundheitsdienst Nordrhein-Westfalen organisiert und zeichnete sich durch eine hohe
Beteiligung von etwa 90 Teilnehmern aus Deutschland und den Nachbarlandern Belgien,
Osterreich und die Niederlande aus. Das dreitagige Programm bestand aus wissenschaftlichen
Vortragen zur Fischpathologie und Fischhaltung und wurde durch eine Exkursion zu zwei
Forellenzuchtbetrieben abgerundet. Die insgesamt 37 Présentationen enthielten zahlreiche
wissenschaftlich wertvolle Erkenntnisse und aktuelle Informationen fir die fischereiliche
Praxis. Die Beitrdge wurden im vorliegenden Tagungsband aus den Originalmanuskripten der
Autoren zusammengestellt. Sie geben einen guten Einblick in die aktuelle Forschung zu
Fischkrankheiten und zeigen die enge Verflechtung mit den Themengebieten Fischhaltung und
Umwelt sowie zu den aktuellen Belangen der Fischzuchtpraxis. Als relativ neues Fachgebiet
wurden Aquarien- und Gartenteichfische und ihre Erkrankungen und Haltungsanspriiche auf
die Tagesordnung gesetzt und das turnusmaRige Treffen der EAFP-Arbeitsgruppe ,,Zier-
fischkrankheiten® in die Tagung integriert. Am Rande der Veranstaltung fanden auRerdem eine
Sitzung der Fischgesundheitsdienste sowie die Mitgliederversammlung der deutschen EAFP-
Sektion statt.

R O W P

Dr. H. Wedekind Dr. H.-J. Schlotfedt MR Dr. F. Jager
EAFP Branch Officer EAFP Prasident Ministerium fur Umwelt, Raum-
Deutschland ordnung u. Landwirtschaft NRW
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Entwicklung und Aktivitaten der deutschen Sektion der EAFP

H. Wedekind
EAFP German Branch Officer

Institut fir Binnenfischerei e.V. Potsdam-Sacrow, Jagerhof, 14476 Grof3 Glienicke

Zusammenfassung

Die Deutsche Sektion der EAFP konnte in den vergangenen Jahren einen stetigen Zuwachs an
Mitgliedern verzeichnen und zéhlt heute mit 113 Mitgliedern zur drittstarksten Sektion in der
Gesellschaft. Die Mitglieder entstammen zu einem grofRen Teil einer veterindrmedizinischen
Ausbildung, allerdings Uberwiegt der Anteil anderer Fachrichtungen (Biologie,
Agrarwissenschaften, Fischereiwissenschaft). Beruflich sind die Mitglieder gleichméRig tber
die Tatigkeitsfelder Forschung/Lehre, Dienstleistungen und Produktion verteilt. Zu den
Aktivitdten der Deutschen EAFP-Sektion zéhlen u.a. die nationalen Tagungen, die im
2jahrigen Wechsel mit den internationalen EAFP-Kongressen stattfinden. Dariiber hinaus
wurden verschiedene Rundtischgesprache, Treffen der Fischgesundheitsdienste und

Mitgliederbefragungen durchgefiihrt und die Arbeitsgruppe ,,Zierfischkrankheiten* gegriindet.

Summary

During the last years a continuous increase in membership was registered in the German EAFP
Branch, which became with 113 members the third branch within the association. Most of the
members were educated as veterinarians, but the majority came from other directions, e.g.
biology, animal sciences and fisheries. Professionally, the members are well distributed among
the fields of work education, service and production. The major activities of the German
Branch are the national conferences, which are held every second year in alternation to the
international EAFP conferences. Moreover, several round-table-meetings, a meeting of the

fish-health-services took place and a working group on ornamental fish diseases was founded.

Einleitung

Die European Association of Fish Pathologists (EAFP) ist eine inzwischen weltweit verbreitete
Organisation von Fischpathologen, Fischereiwissenschaftlern, Biologen und Fischzlchtern, die
in nationale Sektionen, die sog. Branches, aufgeteilt ist. Als VVorsitzenden wéhlt jede Sektion

einen Branch Officer, der die Mitglieder eines Landes vertritt, nationale Veranstaltungen



organisiert und die Finanzen verwaltet. Die deutsche Sektion besteht bereits seit der EAFP-
Grindung im Jahr 1979.

Mitgliederentwicklung und Mitgliederstruktur

Nach der Wiedervereinigung nahm die Zahl der Mitglieder der deutschen EAFP-Sektion einen
stetig steigenden Verlauf (Abb. 1). Wahrend 1991 etwa 70 Mitglieder registriert waren, hatte
sich die Zahl 1994 bereits um 10 % erhoht. In den folgenden Jahren konnte j&hrlich eine
ahnliche Steigerung verzeichnet werden, so daB sich Anfang 1999 113 Mitglieder und
Bibliotheken in der ,,German Branch" befanden. Damit ist diese Gruppe die drittstarkste
Sektion innerhalb der EAFP.
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Abb. 1: Mitgliederentwicklung in der deutschen Sektion der EAFP (Vollmitglieder, Studenten
und Fordermitglieder, einschliellich Bibliotheken. Herbst 1992 bis Friihjahr 1999).

Eine genauere Analyse der Mitgliedschaft (Abb. 2) zeigt, dal’ etwa die Halfte der Sektion aus
Veterindrmedizinern bestehen, gefolgt von 27 % Diplombiologen. Die dritte wichtige Berufs-
gruppe stellen die Agraringenieure dar (15 %), in denen auch die Fischereiingeneure enthalten
sind. Mit 4 % relativ gering vertreten sind Mitglieder mit der Berufsausbildung Fischwirt
(Fischwirtschaftsmeister) und Studenten (3 %). Sonstige Berufsgruppen (z.B. Chemiker) sind

mit rund 3 % vertreten. Hinzu kommen drei Bibliotheken und ein Férdermitglied.
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Fischzucht sStudenten sonstige

Abb. 2: Prozentuale Verteilung der deutschen EAFP-Mitglieder auf verschiedene
Berufsgruppen.

Es wird deutlich, da die deutsche Sektion der EAFP nicht nur von Fischpathologen im
engeren Sinne, d.h. Absolventen der veterindrmedizinischen Ausbildung, getragen wird,
sondern zu einem ebenso hohen Anteil von anderen Berufsgruppen, die sich mit der Fischzucht
und -haltung, der Aquakultur oder auch der Fischerei in natlrlichen Gewéssern beschaftigen.
Einen erheblichen Anteil machen auch Vertreter dienstleistender Unternehmen und der
Heimtierbranche aus. Die beruflichen Téatigkeitsfelder der Mitglieder der deutschen EAFP-
Sektion sind in der folgenden Abbildung 3 dargestellt. Die grobe Unterteilung in Forschung
und Lehre (Universitatsangehorige, Bundes- und Landesforschungseinrichtungen), Dienstlei-
stungen (Beratungsbiros, praktizierende Tierdrzte) und Produktion (Industrieunternehmen,
produzierendes Gewerbe, Fischzuchten) zeigt die relativ gleichméaRige Verteilung der Mit-
glieder (ber die Téatigkeitsfelder. Etwa 38 % sind im Dienstleistungssektor, 36 % im Bereich
der Forschung und Lehre tatig, wahrend rund 28 % dem Bereich der Produktion zuzurechnen
sind. Dieses Verteilungsbild entspricht einem der Grindungsideale der EAFP von Beginn an

eine ausgesprochen multidisziplindre Gesellschaft zu sein.
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Abb. 3: Arbeitsgebiete der deutschen EAFP-Mitglieder

Aktivitaten der deutschen EAFP-Sektion

Die diesjahrige EAFP-Tagung ist die 7. nationale Veranstaltung der deutschen Sektion. Sie
findet regelméBig im Abstand von zwei Jahren, im Wechsel mit den internationalen EAFP-
Kongressen, statt. Entsprechend der Mitgliederentwicklung zeigt sich auch bei den Tagungen
der deutschen EAFP-Sektion ein positiver Trend bei der Teilnahme durch die EAFP-Mit-

glieder, aber auch durch Angehdrige anderer Organisationen und Praktiker.

Uber die nationalen Tagungen hinaus wurden von der deutschen EAFP-Sektion im genannten
Zeitraum verschiedene Rundtischgesprache und Mitgliederbefragungen durchgefiihrt und im
Jahr 1995 eine Arbeitsgruppe zum Thema ,,Zierfischkrankheiten" gegriindet. Diese beschéftigt
sich insbesondere mit den Problemen der Zierfischhaltung in Aquarien und Gartenteichen, mit
denen immer mehr Kollegen konfrontiert werden. Bei den etwa zweimal jahrlich stattfindenden
Treffen werden aus dem Kreis der Mitglieder Kurzreferate und Fallstudien prasentiert und
diskutiert. Die Treffen zeichnen sich durch eine besonders hohe Aktualitit und Praxisndhe aus
und sind ein hervorragender Weg wissenschaftliche und v.a. auch anwendungsbezogene Infor-
mationen auszutauschen. Die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppentreffen werden in Protokollen
festgehalten und sind allen EAFP-Mitgliedern auf Anfrage zuganglich.
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Zukunftige Aktivitaten

Zukunftige Aktivitaten der deutschen Sektion der EAFP bestehen zundchst in der Fortsetzung
der bewahrten Arbeitsgruppen-Zusammenarbeit. Es soll verstarkt versucht werden Auszu-
bildende und Studenten aus dem Bereich der Fischerei und ihren Wissenschaften zu gewinnen.
Neue Kommunikationsformen, z.B. der Erfahrungsaustauch per E-mail, wurden durch eine
Erweiterung der Adressendatei per Mitgliederbefragung vorbereitet und stehen zur Nutzung
bereit. Am 19. - 24. September 1999 findet zunachst die 9. Internationale Conference on
Diseases of Fish and Shellfish statt, an der auch einige unserer Mitglieder aktiv teilnehmen
werden. Die nédchste nationale EAFP-Tagung wird im Jahr 2000 stattfinden, wobei die
Tagungsstatte noch festgelegt werden muB. Die Mitwirkung der Mitglieder ist hier aus-
dricklich willkommen. Sie sollte neben dem Vorschlag eines Tagungsortes v.a. auch ein
Finanzierungskonzept beinhalten. Die Veranstaltung der Schmallenberg-Tagung in einem
Tagungshotel, welches alle Erfordernisse unter einem Dach bereitstellte, hat sich als sehr
positiv erwiesen und wird Vorbild fur weitere Veranstaltungen der deutschen Sektion sein,
sofern es auch in der Zukunft gelingen wird, Sponsoren fur die Arbeit der EAFP in

Deutschland zu gewinnen.
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Larven-Triaenophorose juveniler Flul3barsche (Perca fluviatilis L.) des
mesotrophen GrolRen Vatersees

M. Pietrock und R. Krliger*

Institut fur Gewésserdkologie und Binnenfischerei im Forschungsverbund Berlin e.V. und dem
Institut fur Biologie der Humboldt-Universitat zu Berlin, PF 850119, 12561 Berlin.
* Institut fur Biologie der Humboldt-Universitat zu Berlin, Invalidenstr. 43, 10115 Berlin.

Zusammenfassung

Seit dem Frihjahr 1997 werden im GrofRen Vatersee nordostlich von Berlin
fischereibiologische Untersuchungen durchgefihrt. Sie dienen dem Ziel, trophische
Interaktionen in einem mesotrophen Gewasser im unbeeinflulten und biomanipulierten
Zustand zu erfassen.

Im Rahmen dieses Projektes wurden seit Juni 1997 insgesamt 260 vorwiegend zwei- bis
dreisommrige FlulRbarsche (Perca fluviatilis) helminthologisch untersucht. VVon den Lebern der
mit Plerocercoiden des Hechtbandwurmes Triaenophorus nodulosus befallenen Fische wurden
histologische Praparate angefertigt.

Die Gesamtprdvalenz des T.-nodulosus-Befalls der juvenilen Perciden betrug im
Untersuchungszeitraum 49,6 %. Im Jahresverlauf waren saisonale Unterschiede der Pravalenz
und mittleren Befallsintensitat zu beobachten. Bei den infizierten Barschen flhrte der T.-
nodulosus-Befall zu einem statistisch signifikant verringerten hepatosomatischen Index;
Unterschiede im Korpulenzfaktor infizierter und nicht infizierter Fische traten jedoch nicht auf.
Im histologischen Schnitt waren starke pathologische Verdnderungen des Leberparenchyms
befallener FluRbarsche zu erkennen.

Die Ergebnisse spiegeln die starke Leistungsfahigkeit der Leber wieder. Die Auswirkungen des
T.-nodulosus-Befalls sowie der geplanten Biomanipulation auf die Barschpopulation des

GroRen Vatersees werden diskutiert.

Summary

Prior to biomanipulation of the mesotrophic lake GrolRer Vétersee (Germany), baseline data
have been collected on the interactions between aquatic organisms occupying different
positions within the food web. Fish parasitological studies were integrated into these
investigations to elucidate the impact of qualitative and quantitative changes in the zooplankton

community on parasite infection. Of particular interest was the pseudophyllid cestode
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Triaenophorus nodulosus (PALLAS, 1781), which uses cyclopoidid copepods as the first
intermediate host, percid and other fishes as the second intermediate host, and esocidae as final
hosts. The present paper describes our findings concerning ecological and pathological aspects
of infection in perch, Perca fluviatilis. Examination of 260 juvenile fish between June 1997
and July 1998 showed that plerocercoids of T. nodulosus commonly infected the liver, with a
prevalence of 49.6 % and intensity of infection ranged from 1 to 8, with a mean of 1.7. The
hepatosomatic index was significantly lower in infected than in uninfected fish. Histology
revealed mild to severe pathological changes in the liver of infected perch comprising cirrhosis,
necrotic foci, atrophy of hepatocytes, and decreased glycogen and lipid. We could therefore
anticipate that if biomanipulation resulted in increased abundance of cyclopoidid copepods, or
other suitable alternative first intermediate hosts, this would lead to increased T. nodulosus

infection in perch with associated liver pathology, and compromised health.

Einleitung

Im norddstlich von Berlin gelegenen Grollen Vatersee werden seit etwa 2 Jahren fische-
reibiologische Untersuchungen durchgefuhrt. Ziel des Forschungsvorhabens ist es, in einem
mesotrophen Gewasser top-down-Effekte, die vom oberen Ende der Nahrungskette auf die
darunterliegenden trophischen Ebenen wirken, eingehender zu untersuchen. Im Rahmen eines
von der DFG teilgeforderten Projektes soll daher nach einer ersten Arbeitsetappe zur Erfassung
des Status quo biomanipulatorisch in das Nahrungsnetz des Seedkosystems eingegriffen
werden. In das Gesamtvorhaben integriert ist die parasitologische Untersuchung juveniler
FluRbarsche (Perca fluviatilis L.). Es ist beabsichtigt, durch einen Vorher-Nachher-Vergleich
die Auswirkungen der Biomanipulation, insbesondere der qualitativen und quantitativen Ande-
rungen in der Zusammensetzung der Zooplanktonzénose, auf den Parasitenbefall und den
Gesundheitsstatus der FluRbarsche n&her zu untersuchen.

Die Auswertung der bisherigen Ergebnisse erbrachte einen starken Befall der juvenilen
Perciden mit Plerocercoiden des Hechtbandwurmes Triaenophorus nodulosus (PALLAS, 1781).
Die gesundheitlichen Konsequenzen dieser Infektion sollen nachfolgend eingehender vorge-

stellt werden.

Material und Methode

Seit Juni 1997 wurden insgesamt 260 Uberwiegend zwei- bis dreisommrige Flul3barsche des
GroRen Vatersees gefangen und helminthologisch untersucht. Der Fang der Fische erfolgte in

monatlichen Intervallen unter Verwendung einer Strandwade bzw. des Elektrofanggeréates. Die
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Tiere wurden lebend nach Berlin transportiert, in Plastikbecken gehaltert und innerhalb von 4-5
Tagen nach international Gblichen Methoden (PIETROCK 1998) auf Parasitenbefall untersucht.
Die Ermittlung der Pravalenz und mittleren Befallsintensitat erfolgte nach Margolis et al.
(1982). Von den Probanden wurden die Korperlange und -masse sowie die Lebermasse
bestimmt und anschlielend der hepatosomatische Index (HSI) und der Korpulenzfaktor (K)
berechnet (SCHRECKENBACH 1990). Von stark mit T. nodulosus befallenen Individuen wurden
histologische Organschnitte der Leber nach ebenfalls international 0blichen Methoden

(KRUGER et al. 1997) angefertigt.

Ergebnisse

In der Leber der FluRbarsche wurden héufig abgekapselte T.-nodulosus-Plerocercoide
nachgewiesen. Insgesamt waren von den 260 untersuchten Fischen 129 Tiere (= 49,6 %) mit

diesem Parasiten befallen.
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Abb. 1: Prdvalenz und mittlere Intensitat des Befalls von FluRbarschen (Perca fluviatilis)

mit Plerocercoiden von Triaenophorus nodulosus im Zeitraum Juni 1997 - Juli 1998

Im Jahresverlauf traten saisonale Unterschiede in der Prévalenz und mittleren Befallsintensitat
auf (Abb. 1). Die Unterteilung des Beobachtungszeitraumes entsprechend der thermischen
Schichtung des Gewassers offenbarte statistisch signifikant erhohte Pravalenzen (Chi-Quadrat-
Test nach Pearson; p < 0,05) und mittlere Befallsintensitaten (U-Test nach Mann und Whitney;
p < 0,05) wéhrend der Sommerstagnation der Jahre 1997 und 1998 sowie der Frihjahrs-
vollzirkulation 1998 verglichen mit den Perioden der Herbstvollzirkulation und Wintersta-
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gnation. So schwankte die Prévalenz zwischen 23,3 und 68,0 %. Die mittlere Befallsintensitat
erreichte Werte zwischen 1,0 und 2,2 Plerocercoide je befallenem Fisch.

Zwischen befallenen und nicht befallenen FluRbarschen traten in den Altersklassen 0+/1+
sowie 2+ statistisch hochsignifikante (***) bzw. signifikante (*) Unterschiede (t-Test) des
hepatosomatischen Index auf (Abb. 2). Signifikante Differenzen der Korpulenzfaktoren dieser
Altersklassen wurden nicht festgestellt (Abb. 3).

12 — B befallen
OI nicht befallen

0,8

0,6

0,4

Hepatosomat-ischer Index (%)

0,2

s=0,15

0+/ 1+ 2+ Altersklasse

Abb. 2: Auswirkungen des Triaenophorus-nodulosus-Befalls auf den hepatosomatischen
Index(Mittelwert, Standardabweichung) von FluRRbarschen (Perca fluviatilis) des

Groflen Vatersees

M pefallen
I nicht befallen

06

Korpulenzfaktor

04 +

s=0,10

0+/ 1+ Altersklasse

Abb. 3: Auswirkungen des Triaenophorus-nodulosus Befalls auf den Korpulenzfaktor

(Mittelwert, Standardabweichung) von FluZbarschen (Perca fluviatilis) des GroRen

Vatersees
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In den Lebern wurden neben den bereits makroskopisch sichtbaren, die Parasiten enthaltenden
Bindegewebskapseln, histologisch nachweisbare Schédigungen unterschiedlicher Intensitat
nachgewiesen. Bei etwa einem Zehntel der befallenen FluRbarsche waren nur noch 15 - 20 %
des Lebergewebes normal strukturiert. Das Ubrige Gewebe wies atrophische Veranderungen
der Hepatozyten sowie bindegewebige Proliferationen (Leberzirrhosen) auf.

Die zahlreichen von den Plerocercoiden hervorgerufenen Bohrgange enthielten Zelldetritus aus
abgestorbenen korpereigenem Material und Erythrocyten. Sie wurden abgegrenzt von einem
Demarkationswall aus Fibroblasten und Fibrocyten. Histologisch fielen des weiteren Ansamm-
lungen von Lymphocyten sowie gehauft eosinophile Granulocyten auf. Im Ubergangsbereich
vom Demarkationswall zum normal strukturierten Parenchym waren einzelne Nekroseherde
nachweisbar. Die Parenchymzellen enthielten keine Energiereserven in Form von Neutral-

lipiden und Glykogen. Ihr Zytoplasma farbte sich stark basophil an (H & E-Férbung).

Diskussion

Bei der parasitologischen Untersuchung juveniler FluRbarsche des mesotrophen Grofen
Vatersees wurden in den Lebern der Wirte lebende T.-nodulosus-Plerocercoide nachgewiesen.
Dies zeigt, daB P. fluviatilis in diesem Gewasser als 2. Zwischenwirt des Hechtbandwurmes
fungiert. Gleiche Resultate erzielten u.a. ANDREWS (1977), CHuBB (1964) und HOFFMANN et
al. (1986) bei Untersuchungen von FluBbarschen des Llyn Tegid bzw. Konigsees. Nach
HOFFMANN et al. (1986) ist die Wirtsspezifitdit des Hechtbandwurmes beziglich des 2.
Zwischenwirtes jedoch auferordentlich breit. So wurden bislang 72 Fischarten als 2.
Zwischenwirt dieses Cestoden ermittelt.

Die im Untersuchungszeitraum festgestellten Unterschiede in der Prdvalenz und mittleren
Befallsintensitat weisen eine ausgepragte Saisonalitat auf. Die wéhrend der Frihjahrsvoll-
zirkulation und Sommerstagnation beobachteten erhdhten Prévalenzen und mittleren
Befallsintensitaten sind durch mehrere Faktoren bedingt. So ist einerseits der jahreszeitliche
Charakter der Infektion auf die erst im zeitigen Frihjahr eintretende Geschlechtsreife der
adulten Cestoden im Endwirt Esox lucius zurtickzufuhren (CHueB 1963, MARKOVA 1958). Ab
diesem Zeitpunkt werden mit dem Kot infizierter Hechte Bandwurmeier ausgeschieden, aus
denen die flr den 1. Zwischenwirt (cyclopoide Copepoden) infektidsen Coracidien schliipfen.
Nach deren Aufnahme durch den 1. Zwischenwirt und Weiterentwicklung zum Procercoid, ist

erst ab dem spéten Frihling bzw. Frihsommer die Infektion des 2. Zwischenwirtes moglich.
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Eine weitere Ursache fur den rucklaufigen Befall wahrend der Herbstvollzirkulation und
Winterstagnation ist die Anderung im Nahrungswahlverhalten der Wirtsfische. Nach HAERTEL
(unveroffentlicht) nehmen die juvenilen FluRbarsche des GroRen Vatersees im Frihjahr
bevorzugt planktische Copepoden mit der Nahrung auf, wéhrend ab dem Sommer tberwiegend
Cladoceren (Daphnia spp.) konsumiert werden. Somit kdnnen sich keine neuen Parasiten im
Wirt etablieren, wahrend bereits vorhandene Plerocercoide durch wirtseigene Abwehrkrafte
abgetotet werden. Ahnliche Beobachtungen machten HOFFMANN et al. (1986) bei Untersu-
chungen zur Schadwirkung von T. nodulosus im 2. Zwischenwirt. Im Gegensatz zur T.-
nodulosus-Infektion von Wandersaiblingen (Salvelinus alpinus) und Ellritzen (Phoxinus
phoxinus) fanden die Autoren bei FluRbarschen auch degenerierte und abgestorbene
Plerocercoide vor und vermuteten, dal? der Tod der Parasiten durch die Immunantwort der

Perciden hervorgerufen wurde.

Die jahreszeitliche Befallsdynamik der T.-nodulosus-Infektion von P. fluviatilis des GroRen
Vatersees weist keine wesentlichen Unterschiede zu der von FluBbarschen anderer Gewasser
auf (CHuBB 1964, ScHoLz 1987, WIErRzBICKI 1971). Bestehende Differenzen im saisonalen
Vorkommen des Parasiten sowie in der Pravalenz und mittleren Befallsintensitat von Fischen
unterschiedlicher Lokalitdten sind v.a. durch die qualitative und quantitative Zusammen-
setzung der Zooplanktongemeinschaft und das Nahrungswahlverhalten der Wirtsfische
bedingt.

Zur Diagnose krankhafter Veranderungen im Organismus koénnen nach SCHRECKENBACH
(1990) die relativen Organmassen in die Untersuchung einbezogen werden. Ein Hinweis auf
eine mdgliche Infektionskrankheit ist die Verminderung des HSI (ALBRECHT 1967). Die bei
den juvenilen FluBbarschen nachgewiesenen Unterschiede im HSI sind vermutlich auf den
Befall mit Plerocercoiden des Hechtbandwurmes zuriickzufiihren. Der bei den infizierten
Fischen nachgewiesene Verlust von Lipid und Glykogen ist Zeichen eines katabolen
Stoffwechsels. Diese andauernde Belastung der Barsche flhrte zur Leberatrophie, die die
maogliche Ursache fir die verminderte relative Organmasse ist. Im Zusammenhang mit T.-
nodulosus-Infektionen wurde eine Abnahme des Glykogengehaltes u.a. von HOFFMANN et al.
(1986) und ODENING (1990) beschrieben. Erstgenannte Autoren konnten bei ihren Unter-
suchungen jedoch keine Verringerung des HSI feststellen. Es wére daher zu prufen, inwieweit
dieser Parameter bei infizierten FluBbarschen durch weitere Faktoren, wie z.B. Geschlecht,

Alter oder Erndhrungszustand beeinflul3t wird.
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Trotz verringerter Lebermasse und zahlreicher pathologischer Verdnderungen des Leberpa-
renchyms flhrte der T.-nodulosus-Befall bei infizierten Tieren zu keiner signifikanten
Minderung des Konditionsfaktors. Dieses Ergebnis widerspiegelt die enorme Leistungs-
fahigkeit der Leber. Bedingt durch den hohen Stoff- und Energieumsatz ist offensichtlich ein
geringer Teil intakten Lebergewebes ausreichend, um die lebensnotwendigen Funktionen in
ausreichendem MaRe aufrechtzuerhalten. Insgesamt jedoch sind die Konditionsfaktoren der
FluBbarsche des GrofRen Vitersees weit geringer als die von SCHRECKENBACH (1996)
angefiihrten Normalwerte fir selbige Spezies markischer Gewasser. Mdgliche Ursachen flr
diese Differenzen sind zum einen die Unterschiede in der Struktur des Nahrungsnetzes und den
damit verbundenen Erndhrungsgewohnheiten der Fische als auch die bei juvenilen Individuen

geringere bzw. fehlende Beeintrachtigung des Konditionsfaktors durch die Gonadenmasse.

Zur pathogenen Wirkung der T.-nodulosus-Plerocercoide bestehen in der Literatur unter-
schiedliche Auffassungen. Wahrend KORTING (1992) den Bandwurmlarven nur eine geringe
pathogene Bedeutung beimift, beschreibt ODENING (1990) diesen Parasiten als urséchliches
Agens flir Massenverluste bei Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss). Bei den eigenen
Untersuchungen wurden starke pathologische Veranderungen der Leber beobachtet, die bei
zahlreichen Fischen weite Teile des Parenchyms erfalten. Der Verlust funktionsfahiger
Hepatozyten weist im Zusammenhang mit der verminderten Lebermasse (s.0.) auf eine
Organinsuffizienz hin. Aufgrund der histologischen Befunde muf} eingeschatzt werden, daf} bei
etwa einem Zehntel der untersuchten FlulRbarsche Leberschédigungen auftraten, von denen
sich die Tiere nicht erholen kénnen.

Die geplante Biomanipulation wird voraussichtlich zu qualitativen und quantitativen
Anderungen in der Zooplanktonzénose filhren. Sollte die Zooplanktongemeinschaft im Zuge
dieser MaRnahmen von planktischen Copepoden dominiert werden, bestehen aufgrund des
gehauften Vorkommens des 1. Zwischenwirtes verbesserte Entwicklungsbedingungen fir den
Cestoden T. nodulosus. Dies wiederum wird bei den FluBbarschen zum gehduften Befall und
den damit verbundenen pathologischen Verdnderungen der Leber fiihren. Quantitative
Auswirkungen auf die Populationsentwicklung der FluRbarsche koénnen dann nicht
ausgeschlossen werden. Im Falle einer ricklaufigen Bestandsentwicklung planktischer

Copepoden werden fir P. fluviatilis gegenteilige gesundheitliche Konsequenzen erwartet.
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Die Bedeutung von Mineralstoffen als limitierender Faktor ftr
Acanthocephaleninfektionen

Bernd Sures

Zoologisches Institut | — Okologie/Parasitologie
Universitat Karlsruhe, Kaiserstr. 12, 76128 Karlsruhe
E-mail: Bernd.Sures@bio-geo.uni-karlsruhe.de

Zusammenfassung

Massenspektrometrische Multielementanalysen mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) an
dem Wirt-Parasit-Verhéltnis Perca fluviatilis — Acanthocephalus lucii zeigen fir die unter-
suchten Acanthocephalen im Vergleich zu Fischgewebe (Muskel, Leber, Darm) die héchste
Anreicherung verschiedener toxischer und essentieller Elemente (Al, Ag, Ba, Ca, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, Ga, Mg, Mn, Ni, Pb, Sr, Ti und Zn). Mit Hilfe der Spearman schen
Rangkorrelationsanalyse wurden die Elemente in den Fischorganen und den Acanthocephalen
auf mogliche Interelementkorrelationen untersucht. Hierbei fanden sich speziell fur Ca, Sr und
Zn sehr viele signifikante (p < 0,01) Abh&ngigkeiten in den jeweiligen Geweben. Die
nachfolgende, einfache Regressionsanalyse zeigt z.B. fur die Abhangigkeiten zwischen den
Ca— und Zn-Gehalten in A. lucii einen exponentiellen Zusammenhang mit einem Bestimmt-
heitsmaB von r2 = 0,97. Durch den statistischen Vergleich der Elementgehalte in den Fisch-
geweben und den Acanthocephalen konnte eine Konkurrenz um verschiedene Mineralstoffe
(Ca, Co, Fe, Sr, zZn) zwischen Wirtsfischen und Parasiten nachgewiesen werden. In der
Literatur beschriebene Skelettdeformationen bei Forellen mit massivem Acanthocephalenbefall
konnten somit mit einem Entzug der Mineralstoffe durch die Parasiten beruhen. Dartber
hinaus liegt eine Konkurrenz der Wirmer untereinander um die verfligbaren essentiellen
Elemente Ba, Ca, Fe, Mn, Sr und Zn vor. Mit steigender Masse der Wirmer im Darm der
Fische nimmt der jeweilige Gehalt der Elemente in den Acanthocephalen ab. Diese Konkur-
renz ist moglicherweise AnlaR fur den bei Acanthocephaleninfektionen beschriebenen

»crowding effect*.
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Fischparasiten: Neue Mdglichkeiten der Bioindikation mit intestinalen

Helminthen

Sonja Zimmermann, Bernd Sures & Horst Taraschewski
Zoologisches Institut | — Okologie/Parasitologie
Universitat Karlsruhe, Kaiserstr. 12, 76128 Karlsruhe
E-mail: dc10@rz.uni-karlsruhe.de

Zusammenfassung

Bei der Betrachtung von Fischen und deren Parasiten aus 6kologisch-toxikologischer Sicht,
ergaben sich in den letzten 5 Jahren fur verschiedene intestinale Fischhelminthen neue,
zukunftstrachtige Perspektiven. Untersuchungen an StBwasserfischen zeigen, dal die bisher
analysierten Darmparasitenspezies Schwermetalle wie Cadmium und Blei in hohem Malie
anreichern. Dies trifft sowohl fir Cestoden wie z.B. Monobothrium wageneri als auch fir
Acanthocephalen wie z.B. Pomphorhynchus laevis, Acanthocephalus lucii und Paratenuisentis
ambiguus zu. Aufgrund ihrer hohen Anreicherungskapazitat wird derzeit von unserer
Arbeitsgruppe der Einsatz von Fischparasiten als Bioindikatoren fir Schwermetallkonta-

minationen im aquatischen Lebensraum propangiert.

Im Gegensatz zu Schwermetallanreicherungen bei Wirmern von StRwasserfischen ist zu dem
Akkumulationsverhalten von Helminthen aus dem marinen Lebenraum bisher nur wenig
bekannt. Neueste Laborexperimente an dem Wirt-Parasit-System Europdischer Aale (Anguilla
anguilla) und Paratenuisentis ambiguus (Acanthocepala) zeigen, dal? die Sallinitat des Wassers
die Bioverfiigbarkeit und damit die Anreicherung des Schwermetalls Blei weder in den

Fischacanthocephalen noch in den Wirtsfischen wesentlich beeinfluf3t.

Fisch-Parasiten-Systeme eignen sich somit nicht nur fir den limnischen sondern auch fir den
estuarinen und marinen Lebensraum als Akkumulationsindikatoren fir Schwermetallbe-
lastungen. Aufgrund ihrer Ubiquitdt und Vielfalt, kénnen die zahlreichen Fisch-Parasiten-

Kombinationen ein vielversprechendes Potential an informativen Bioindikatoren darstellen.
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Untersuchungen zum paratenischen Wirt des Schwimmblasenwurms
Anguillicola crassus in NRW

J.-W. Schéfer, J. Lehmann und D. Mock
LOBF/LafAO, Dezernate fiir Fischerei / Fischgesundheitsdienst NRW, 57399 Kirchhundem

Zusammenfassung

Set den 80er Jahren ist ein standiger Rickgang der Glasaal- und Besatzaalfdange an den
europdischen Kisten zu registrieren. Die Ursache hierflr ist und bleibt noch weitgehend
unbekannt. Folgende mdgliche Griinde werden u.a. diskutiert: Kontamination von Brut und
Larven im Laichgebiet, Gewasserverbauungen, Kontamination von Blankaalen mit
Auswirkungen auf die Fruchtbarkeit, mangelnder Besatz der Gewasser und schlieBlich der

Befall mit Anguillicola crassus.

Die LOBF — Dezernat fiir Fischphysiologie und Fischkrankheiten — hat in NRW von Anfang
1994 bis Ende 1996 intensive Untersuchungen an Aalbestdnden in Bezug auf die Befallsrate
und Schéadigungsrate der Schwimmblase durchgefiihrt. Von 900 untersuchten Aalen aus 9
verschiedenen Flissen in NRW waren ca. 60 % mit Anguillicola crassus befallen. Bei tber
25 % der untersuchten Aale wurde eine ausgepragte pathologische, mit Sicherheit nicht mehr

reversible Veranderung der Schwimmblasenwand festgestellt.

Von allen Beutefischen des Aals, die gleichzeitig als paratenische Wirte von Anguillicola
crassus in Frage kommen, kristallisierte sich der Kaulbarsch als Hauptfaktor fir eine stdndige
Infektion bzw. Reinfektion der Aale mit dem Parasiten heraus. Mit Hilfe des seit vielen Jahren
an der LOBF gefilhrten Fischartenkatasters konnte eine positive Korrelation zwischen
Befallsrate des Aals mit Anguillicola crassus und dem Verhéltnis Kaulbarsch/Aal

nachgewiesen werden.

Zur zusétzlichen Absicherung dieser Ergebnisse wurden Kaulbarsche sowie weitere Fischarten,
die als paratenische Wirte in Frage kommen, stichprobenartig auf ihren Befall mit Lz-Larven

hin untersucht. Auch hierbei zeigte sich, dal nur der Kaulbarsch unter den Beutefischen des

Aals einen 100 %igen Befall mit lebenden infektidsen Larven aufwies.
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Summary

Since the middle eighties a decline of glass eel catch (Anguilla anguilla) is stated in Europe.
The cause is unknown. But different arguments are discussed: overfishing of glass eel stocks,
anthropogen alterations and destructions of river biotops (barriers, turbines etc.), water
pollution and environmental contaminants, which may affect the fertility of migrating eels and
last but not least the infestation with the introduced nematode Angillicola crassus, which infect
the swim bladder of the European eels.The present study reports data on the presence of the
nematode A. crassus in North-Rhine Westfalia, Germany. In 1994 until 1996, and in 1997 and
1998 by random samplings more than 1000 eels from nine different rivers were examined. The
rate of infestation with the parasite was about 60 %. More than 25 % of these affected fishes
showed a presumably irreversible damage of the swim bladder. By means of a long-standing
fish species register, which has been established in North-Rhine Westfalia, it could be
demonstrated that there was a high significant positive correlation of the stock-strength of the
ruffle (Gymnocephalus cernua) and of the eel” and the “infestation rate of the eel with A.
crassus“ . Therefore the ruffle must be considered as the main paratenic host of A. crassus in
North-Rhine Westfalia. Random samples confirmed that 100 per cent of examined ruffles were

infested with the larvae (L3) of A. crassus.

Einleitung

Der Schwimmblasenwurm (Nematode: Anguillicola crassus) ist in Ostasien beheimatet. Es
handelt sich um einen blutsaugenden Parasiten, der dort in der Schwimmblase des Japanischen
Aals (Anguilla japonica) lebt. Die Befallsrate liegt in Japan bei 10 — 40 % und fiihrt zu keinen
ausgepragten pathologischen Verénderungen.

Aus der ostasiatisch-australischen Region wurde der Parasit sehr wahrscheinlich mittels
importierter Aale aus japanischen Zuchten nach Europa eingeschleppt. Der erste Nachweis von
A. crassus beim Européischen Aal (Anguilla anguilla) erfolgte 1982 im norddeutschen Weser-
Ems-Gebiet. Danach begann innerhalb kurzer Zeit (ca. 10 Jahre) eine sehr schnelle Aus-

breitung dieses Parasiten tber ganz Mitteleuropa.

Seit den 80er Jahren ist nun ein stdndiger Riickgang der Glasaal- und Besatzaalfange an den
europdischen Kisten zu registrieren. Holl&ndische Aufzeichnungen seit dem Jahre 1938 zeigen
zwar, dal3 dhnlich niedrige Glasaalfange auch schon in den 40er und 60er Jahren beobachtet

wurden, jedoch kann die Frage, ob es sich um einen echten Trend, oder eine normale
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biologische Fluktuation handelt, im Augenblick nicht schlussig beantwortet werden. Folgende
mdogliche Ursachen fur den derzeitigen Ruckgang des Glasaalaufkommens werden unter
anderem diskutiert:

e Gewadsserverbauungen (Wehre, Turbinen etc.)

e Kontamination von Blankaalen mit Auswirkung auf die Fruchtbarkeit

e Mangelnder Besatz der Gewasser

e Uberfischung der Glasaalbestinde

Neben diesen 0.g. Griinden wird vermehrt diskutiert, ob eventuell eine mdgliche Exis-
tenzbedrohung des Europdischen Aals auch von dem eingeschleppten Schwimmblasenwurm
ausgehen konnte.

Es ist prinzipiell nicht von der Hand zu weisen, dal} diese letzte Vermutung zu recht bestehen
kdnnte. Beispiele, wo von Menschen eingeschleppte Fischparasiten Fischbestdnde in ihrer
Existenz geféhrdet haben, gibt es durchaus. Es sei z.B. nur an den Saugwurm Gyrodactylus
salaris erinnert. Dieser urspriinglich nur im baltischen Raum lebende LachsauRenparasit
gelangte vermutlich durch Besatzlachse aus Schweden in den 70er Jahren nach Norwegen.
Hier wurden bald darauf zahlreiche atlantische Wildlachsbestdnde durch den neuen Parasiten
in den Flissen Norwegens nahezu vernichtet. An diesem Beispiel wird sogar deutlich, dal} ein
LHimportierter Parasit nicht nur neue Arten, sondern auch bestimmte, zu der gleichen,
urspriinglichen Wirtsart gehorige Populationen, die an diesen Parasiten nicht adaptiert sind,

extrem stark gefahrden kann.

Der Schwimmblasenwurm ist nicht nur, wie bereits oben erwahnt, in ganz Europa verbreitet,
sondern nach einer franzdsichen Veroffentlichung aus dem Jahre 1996 auch bei Aalen an der
Atlantikkiste Marokkos nachgewiesen worden.

Der Entwicklungszyklus dieses Endoparasiten lauft Gber einen Wirtswechsel. Die Befruchtung
der Wurmeier erfolgt bei der Paarung durch die geschlechtsreifen, hdmophagen Wirmer im

Lumen der Aalschwimmblase. Das Weibchen ist vivipar. Als sogenanntes Larvenstadium 2
(L) gelangen bei der Geburt und mit dem darauffolgenden Absterben der Weibchen die
Larven in das Lumen der Schwimmblase, anschlieBend tber den Schwimmblasengang in den
Darm und schlieflich mit dem Kot ins freie Wasser. Diese L, wird oral von einem Kleinkrebs
(Copepode) aufgenommen. Im H&mocoel des Kleinkrebses erreicht die L, das dritte

Larvenstadium (L3). Diese L3 ist infektids fir den Aal, der sich entweder bei oraler Aufnahme
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des ersten Zwischenwirts (Copepode) oder aber bei Erbeutung eines zweiten fakultativen
Zwischenwirts infiziert. Als Stapelwirt kommen verschiedene Fischarten wie Brasse, Ukelei,
Guster, Giebel, Rotfeder, Schleie, Dreistachliger Stichling, FluBbarsch und vor allen Dingen

der Kaulbarsch in Frage. Der paratenische Zwischenwirt infiziert sich oral, indem er den
infizierten obligaten Zwischenwirt (Copepode) aufnimmt. Die L3 penetriert den Darm des

Fisches und wandert durch die Bauchhohle in das Bindegewebe der Schwimmblase. Dort
bildet sie ein Wartestadium, das bis zu einem Jahr lebensfahig ist und offenbar den

Zwischenwirt recht wenig schadigt.

Nimmt der Aal die L3 auf, penetriert diese die Darmwand und wandert iber die Bauchhohle in

das Bindegewebe der Schwimmblase. Nach 2 - 3 Wochen héutet sich die L3 zur L4, wéchst auf

eine Korperlange von ca. 5 mm heran und dringt in das Lumen der Schwimmblase (Abb. 1).

Kaulbarsch \‘\\ Copepode

(2. Zwischenwirt) J/\ (1. Zwischen-
6}? wirt)

Abb. 1: Entwicklungskreislauf von Anguillicola crassus

Die LOBF NRW, Dezernate fiir Fischerei, in Kirchhundem-Albaum, hat von Anfang 1994 bis
Mitte 1996 intensive Untersuchungen an Aalbestanden der wichtigsten FlieRgewdsser NRW's
in Bezug auf Befallsrate und Schédigungsgrade der Schwimmblasen durch den Parasiten A.
crassus durchgefiihrt. Die Fange wurden vorwiegend mittels der Elektrofischerei vorge-
nommen. Insgesamt wurden ca. 900 Aale untersucht. Alle untersuchten Fliisse waren
”durchseucht” (Abb. 2). Es wurden Befallsgrade zwischen 46,67 % und 75 % festgestellt. Die
Untersuchungen erfolgten rein makroskopisch auf adulte Parasiten in den Schwimmblasen. Es
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ist daher davon auszugehen, daB die wirklichen Befallsraten hoher liegen, da die Lj

makroskopisch nicht erfal3t werden kénnen.

Weitere Studien in Nordrhein-Westfalen kamen zu dhnlichen Ergebnissen. So untersuchten
STEINMANN und FREYHOFF (1997) 103 Aale aus dem Rhein bei Bonn und stellten eine
Infektionsrate von 61 % fest. NIEPHAGENKAMPER ermittelte 1998 an 135 untersuchten Aalen
aus dem Dortmund-Ems-Kanal eine Infektionsrate von 58,5 %. Im Rahmen einer Elektro-
befischung des Rheins im Raum Koln/Disseldorf im Oktober 1998 untersuchte die LOBF
nochmals 128 Aale auf einen Anguillicola-Befall hin und stellte eine Infektionsrate von 58,5 %
fest.

[- Befallsrate [%] ]
100
72.73 5 7477
80
50.98 '

60 46.67

40 25.15

20

Lione Ruhr Ems Rhein Siea Issel Vechte Gr Aie \Wecer

Abb. 2: Befallsraten der Aale mit Anguillicola crassus aus neun Flissen in NRW

Von den 900 durch die LOBF untersuchten Aalen in den Jahren 1994 - 1996 wiesen 25 %
starke pathologische, vermutlich nicht mehr reversible Verdnderungen der Schwimmbla-
senwand auf. In histologischen Préparaten waren deutlich Hamorrhagien und Nekrosen in der
Tunica subserosa sowie Verschwartungen der Lamina epithelialis mucosae zu erkennen.

Die Verschwartung wird durch eine allgemeine Proliferation des Bindegewebes mit einer
zusétzlichen Einlagerung von Kollagen hervorgerufen. Durch diese Bindegewebsverdichtung
kommt es zu einer Faltenbildung der Lamina epitheliales mucosae und Lamina propria
mucosae in das Lumen der Schwimmblase. Dies flhrt zu einer Verengung des Lumens. Solche
pathologischen Verdnderungen bewirken einen Funktionsverlust der Gasproduktion der

Schwimmblasenwand.
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Nach Erhebung der o.g. Infektionsraten wurde uberpruft, ob eventuell eine Korrelation
zwischen Befallsrate und der Gewaéssergute vorliegt. Als Basis hierfir wurde die Gewasser-
gutekarte NRW, Stand 1994, herangezogen. Es konnte keine Korrelation zwischen der
Gewaéssergute, die vorwiegend auf dem sogenannten Saprobiensystem beruht, und der
Befallsrate der Aale mit A. crassus abgeleitet werden.

Es wurde deshalb die Frage nach der Abhédngigkeit der Befallsrate der Aale von anderen
biotischen Faktoren gestellt und zwar insbesondere unter Beachtung des Entwicklungs-

kreislaufes.

Mit Hilfe des seit vielen Jahren an der LOBF gefiihrten Fischartenkatasters war es moglich, die
Aalbestdnde sowie auch die Bestdnde des vermutlich wichtigsten potentiellen Stapelwirtes

(Kaulbarsch) in den Gewassern Nordrhein-Westfalens abzuschétzen (Abb. 3 u. 4).
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Abb. 3: Aalbestand aus neun Flissen in NRW
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Abb. 4: Kaulbarschbestand aus neun Flissen in NRW
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Es konnte gezeigt werden, dall mit einer signifikanten Irrtumswahrscheinlichkeit von > 5 %
eine positive Korrelation zwischen Befallsrate und dem Verhaltnis der Bestandsdichten
Kaulbarsch/Aal (K/A) statistisch abgesichert werden kann (Abb. 5).
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Abb. 5: Die Korrelation zwischen dem Quotienten K/A (Mengenverhaltnis von Kaulbarsch

und Aal) und der Befallsrate (%) der Aale mit A. crassus

Der Kaulbarsch hat sich durch die anthropogene Verdnderung der FlieBgewasser in NRW
(FluBregulierung, Staustufen usw.) stark ausbreiten konnen. Damit steht er dem Aal sozusagen

,flichendeckend* in NRW als Ubertriiger des Schwimmblasenwurms zur Verfiigung.

Zusatzlich wurden Kaulbarsche, sowie weitere Fischarten, die als paratenische Wirte bereits
beschrieben wurden, stichprobenartig auf ihren Befall mit Lz-Larven hin untersucht. Auch
hierbei zeigte sich, dal? nur der Kaulbarsch unter den potentiellen Beutefischen des Aals einen

100 %igen Befall mit lebenden, also infektiosen Larven (Ls-Larven) aufwies.

Inwieweit die extrem starke Parasitose durch den importierten Schwimmblasenparasiten
mitverantwortlich fir die beflirchtete Gefahrdung der europdischen Aalbestande ist, kann zur
Zeit noch nicht sicher abgeschatzt werden. Es muR aber zumindest davon ausgegangen werden,
dal} insbesondere ein mehrmaliger Befall der Aale durch den Parasiten letztlich zu irreversiblen
Schéden und Funktionsverlust der Schwimmblase fuhren kann.
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Obwohl einige neue Freilanduntersuchungen eventuell den Aufbau einer Resistenz gegen
diesen Schwimmblasennematoden im Europaischen Aal vermuten lassen, konnte eine effektive

Resistenzentwicklung bisher nicht nachgewiesen werden.

Literatur

Die Literatur zu Untersuchungen an Anguillicola crassus und Auswirkungen auf seinen Wirt,
den Européischen Aal, ist bereits so umfangreich, dal} eine auch nur einigermalen vollsténdige
Wiedergabe den Rahmen dieser Niederschrift des Referates bei weitem sprengen wirde. Es sei
lediglich auf drei deutschsprachige, grundlegende Arbeiten bzw. Ubersichten zur Situation

verwiesen:

KUHLMANN, H. (1997): Die Aalkomission des DFV, Heft 69 (76 Seiten). Deutscher Fischerei-
Verband e.V., Venusberg 36, 20459 Hamburg

HARTMANN, F. (1994): Untersuchungen zur Biologie, Epidemiologie und Schadwirkung von
Anguillicoa crassus Kuwahara, Niimi und Itagaki 1974 (Nematoda), einem
blutsaugenden Parasiten in der Schwimmblase des europaischen Aals (Anguilla
anguilla L.). Shaker Verlag, Aachen, 139 Seiten

WURTZ, J. (1997): Untersuchungen zur Pathogenitat des Schwimmblasen-Nematoden
Anguillicola crassus im Labor und Freiland. Verlag Mainz, Wissenschaftsverlag,
Aachen, 156 Seiten
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Gibt es beim Aal eine Immunitat gegen Anguillicola crassus?

K. Knopf!, K. Naser?, M.H.T. van der Heijden® und H. Taraschewski*
1 Zoologisches Institut - Okologie, Universitat Karlsruhe (TH), Kaiserstr. 12,
D-76128 Karlsruhe
2 Landesgesundheitsamt Baden-Wiirttemberg, Wiederholdstr. 15, D-70174 Stuttgart
% Landbouwuniversiteit, Vakgroep Visteelt en Visserij, P.O.B. 338,
NL-6700 AH Wageningen

Zusammenfassung

Européische Aale (Anguilla anguilla) wurden experimentell mit dem Schwimmbla-
sennematoden Anguillicola crassus infiziert. Spezifische Antikorper gegen den Parasiten
lieRen sich frihestens 8 Wochen p.i. nachweisen. Dieser Zeitpunkt erwies sich als unabhangig
von der Anzahl der verabreichten infektiosen Larven (L3). GroRe individuelle Unterschiede
zeigten sich im Verlauf und in der Intensitat der Immunantwort. Die mittels ELISA bestimmte
Antikorperproduktion gegen adulte A. crassus war in ihrem zeitlichen Verlauf nicht von der
gegen das dritte Larvenstadium zu unterscheiden. Im indirekten Immunfluoreszenztest waren
keine Antikorper gegen Oberflachenantigene von Ls-Larven nachzuweisen. Ergebnisse im
Immunoblot unterstiitzen die Hypothese, daR erst die adulten Parasiten die humorale

Immunantwort des Aals induzieren.

Im Gegensatz zu der oralen Infektion ldste die intraperitoneale Injektion mit Anguillicola-
Rohantigen eine Antikorperantwort aus, die ihr Maximum nach 3 Wochen erreicht und nach
etwa 3 Monaten abgeklungen ist. Infektionsversuche wurden mit diesen i.p. immunisierten
Aalen sowie oral infizierten und anschliel3end therapierten Aalen durchgefiihrt. Die ermittelten
Wiederfindungsraten und das Frischgewicht der adulten Nematoden ergaben keinen
signifikanten Unterschied zwischen den immunisierten bzw. zuvor infizierten Aalen und den
Kontrolltieren. Weder durch eine Immunisierung noch durch eine Infektion konnte im

Experiment ein Immunschutz erzielt werden.
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Immunologische und histologische Untersuchungen an Karpfen mit

Blutparasitenbefall

D. Steinhagenl, S. Bunnajirakull*, I Kiesecker', H.J. Schuberth?, J. Scharsack’, U. Hetzel®

und W. Kf)rting1

1)Fachgebiet Fischkrankheiten und Fischhaltung, 2)Arbeitsgruppe Immunologie, 9 nstitut fur
Pathologie, Tierdrztliche Hochschule Hannover, Postfach 71 11 80, D-30545 Hannover
*Gegenwartige Adresse: Faculty of Veterinary Medicine, Mahanakorn University of

Technology, Bangkok, Thailand

Zusammenfassung

Junge Karpfen in Teichwirtschaften werden hdufig von dem Blutflagellaten Trypanoplasma
borreli infiziert, der bei Karpfen und Schleien nach der Winterung eine als Schlaffsucht
bezeichnete Erkrankung ausldsen kann. Erkrankte Fische sind anaemisch, haben blasse Kiemen
und in ihrem Blut sind die Flagellaten in grof3er Zahl zu finden. Bei der Sektion fallt eine stark
vergroRerte Milz auf, die Niere ist geschwollen und kann petechiale Blutungen aufweisen. Bei
der histologischen Untersuchung sind in allen Organen eine Endovaskulitis und Verstopfungen
von Kapillaren durch Massen von mononucleéren Zellen und Trypanoplasmen zu erkennen. In
Leber, Milz und Niere moribunder Fische treten fokale Haemorrhagien, Nekrosen und im
exkretorischen Gewebe der Niere eine Glomerulonephritis und Tubulusnekrose auf.

Anhand von Laborinfektionen wurde das Auftreten der Nierenschaden im Laufe der Infektion
naher untersucht. Dazu wurden Karpfen durch intramuskuldre Injektion von 5.000
Trypanoplasmen infiziert. In wdchentlichen Abstdnden wurden Fische getdtet und Organ-
proben histologisch sowie Zellsuspensionen aus Kopfniere und Milz durchfluBcytometrisch
analysiert. Zur Darstellung von proliferierenden Zellen im Gewebe wurde den Fischen 5 h vor
dem To6ten das Nucleotidanalog BRDU injiziert. BRDU wird in die DNA sich teilender Zellen
eingebaut und kann immuncytochemisch sichtbar gemacht werden.

Bereits in der ersten Woche nach der Infektion wurde in Kopfniere und Niere eine starke
Infiltration von mononucledren Zellen beobachtet. Dies fiihrte zu einer histologisch
erkennbaren Zunahme des interstitiellen Gewebes. Die Zunahme des interstitiellen Gewebes

wurde durch ein Ansteigen des Anteils proliferierender Zellen verursacht. Der Anteil
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Neutrophiler blieb weitgehend konstant. Zu diesem Zeitpunkt wurden in der Niere infizierter
Fischen bereits gestaute Nephronen beobachtet. Im weiteren Verlauf der Infektion stieg der
Anteil proliferierender Zellen in Kopfniere und Milz weiter an. Insbesondere in der Niere
fihrte das zu einer ausgedehnten Vermehrung des interstitiellen Gewebes mit nachfolgender
Druckathrophie der Tubuli und Glomeruli. In der Niere moribunder Fische war das
exkretorische Gewebe weitgehend zerstort.

Das interstitielle Gewebe der Niere reagiert auf eine Belastung durch Antigene mit
Zellproliferationen, die unseren Beobachtungen zufolge zu einer Zerstérung des exkretorischen
Gewebes fuhrte. Diese Gewebszerstorungen beeinflussen vermutlich die Osmoregulation der
Karpfen, und miissen neben der durch die Anamie bedingten Hypoxie fiir die Erkrankung der

Karpfen wahrend der T. borreli-Infektion verantwortlich gemacht werden.

Summary

Hatchery populations of common carp (Cyprinus carpio) and tench (Tinca tinca) are frequently
infected with the blood flagellate Trypanoplasma borreli, the cause of sleeping sickness of
carp. Affected fish harbour large numbers of parasites in the peripheral blood and show an
anaemia and pale gills. When necropsied these carp display an enlarged spleen and a swollen
kidney with petechial haemorrhages. In histological investigations a generalized endovasculitis
and an congestion of blood capillaries by masses of mononuclear cells and trypanoplasms
could be seen. In liver, spleen and kidney of moribund fishes focal haemorrhages and necroses
were seen. In the excretory tissue of the kidney, a glomerulonephritis and a tubulonecrosis

occured.

In laboratory infections of carp with the T. borreli the appearance of kidney changes was
investigated during the course of the development of the parasite. The carp were infected with
the parasite by an i.m. injection of 5,000 Trypanoplama cells. In weekly intervals carp were
killed and tissue samples were taken for histology. Additionally, cell suspensions were
prepared from pronephors and spleen and examined by means of a flow cytometer. To label
proliferating cells in situ, the carp were injected with a BRDU-solution 5 h pior to sampling.
The nucelotid analogue BRDU is incroporated into the DNA of dividing cells and can be

envisualized by means of immunocytochemistry.

In the first week post injection (PI) of the parasite, an infiltration of mononuclear cells into
pronephros and kidney was observed. This resulted in an increase in the proportion of renal
interstitial tissue, which already was visible in histological preparations. This increase of
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interstitial tissue was mainly induced by an increase in the proportion of proliferating cells. The
proportion of neutrophilic granulocytes remained unchanged. At that time some nephrons
already were found to be stopped. With further development of the parasite the number of
proliferating cells continued to increase in pronephros and spleen. This caused a far going
athropy of tubuli and glomeruli. In the kidney of moribund carp, the excretory tissue was

widely destroyed.

The interstitial tissue of the kidney was found to respond to antigen challenge by a cell
proliferation, which according to our findings induced a severe destruction of the excretory
nephric tissue. These tissue destructions are considered to challenge the osmoregulation of
affected carp, which besides impaired oxygen uptake due to anaemia is likely to be a major

cause of disease during a T. borreli infection.

Einleitung

Junge Karpfen in Teichwirtschaften werden hdufig von dem Blutflagellaten Trypanoplasma
borreli infiziert. Die Infektion verlduft in den meisten Fallen symptomlos, kann aber bei
Karpfen und Schleien nach der Winterung eine als Schlaffsucht bezeichnete Erkrankung
auslosen (AMLACHER, 1992, SCHAPERCLAUS, 1979). Erkrankte Fische sind anaemisch, haben
blasse Kiemen und in ihrem Blut sind die Flagellaten in groBer Zahl zu finden. Die
Emfanglichkeit fir die Erkrankung wird durch Stressoren, wie Winterung oder andere
Infektionen erhoht und hangt aulerdem von der Genetik der Karpfenlinie ab (WIEGERTIJES et
al.,, 1995). Die FischgroRe oder die Infektionsdosis spielen fur das Auftreten von
Krankheitserscheinungen oder Verlusten dagegen nur eine untergeordnete Rolle (JONES et al.,
1993).

Im Labor kénnen Karpfen durch Injektion von parasitenhaltigem Blut in die Muskulatur oder
in die Leibeshéhle mit Trypanoplasmen infiziert werden, so daR einige Laborstimme
unterschiedlicher Pathogenitdt gezlchtet wurden (Lom, 1979, Lom & DyYKOVA, 1992).
Aullerdem wurde ein klonierter T. borreli-Stamm von STEINHAGEN et al. (1989) etabliert und
charakterisiert. Dieser Stamm wurde verwendet, um in Laborexperimenten die Biologie des
Erregers und Immunreaktionen der Fische gegen den Parasiten zu untersuchen (STEINHAGEN et
al., 1989, Jones et al. 1993). Die vorliegende Studie wurde unternommen, um die
Histopathologie zu untersuchen, die mit dem Infektionsverlauf des klonierten T- borreli-

Stammes in einer sensiblen Karpfenlinie verbunden ist.
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Material und Methoden

Fur die Untersuchungen wurden Karpfen einer Kreuzung (E20XR8, Wageningen Agricultural
University, Niederlande) verwendet. Die Karpfen wurden im Labor erbriitet und in rezirku-
lierendem Leitungswasser bei 20 - 22 °C unter parasitenfreien Bedingungen aufgezogen. In
Experimenten wurden Karpfen in einem Alter von 4 - 7 Monaten bei einem Gewicht von 30 -
50 g verwendet.

Zur Infektion wurden Karpfen 5.000 Trypanoplasmen aus dem Klonierten Stamm in den
Rickenmuskel injiziert. In wochentlichen Abstdnden wurden Fische getotet und Organproben
histologisch sowie Zellsuspensionen aus Kopfniere und Milz durchfluBcytometrisch analysiert.
Zur Darstellung von proliferierenden Zellen im Gewebe wurde den Fischen 5 h vor dem Toten
250 mg/kg Korpergewicht des Nucleotidanalogs BRDU injiziert. BRDU wird in die DNA sich
teilender Zellen eingebaut und kann immuncytochemisch sichtbar gemacht werden. Zum
Nachweis des inkorporierten BRDU wurden Paraffinschnitte angefertigt, rehydriert und
sukzessive in Verdlnnungen eines monoklonalen Antikorpers, der an BRDU bindet, mit
biontinylierten Kaninchen-Anti-Maus Antikérpern und mit Peroxidase konjugiertem
Streptavidin inkubiert (nach ScHUTTE et al. 1987, HEMMER et al., 1998). Die Peroxida-

seaktivitdt wurde durch den Umsatz von Diaminobenzidin visualisiert.

Ergebnisse

Entwicklung des Parasiten und Auftreten von Krankheitssymptomen: Nach Injektion (p.i.) der
Trypanoplasmen in junge Karpfen entwickelte sich eine Parasitdmie mit einem raschen Anstieg
der Parasitenzahlen im Blut (Abb. 1). Krankheitserscheinungen wurden bei den Karpfen ab
dem Tag 18 p.i. beobachtet. Die Karpfen hatten eine vergrof3erte Milz, blasse Kiemen und eine
ausgepragte Anamie (Abb. 2). Thr Appetit war reduziert, sie verhielten sich anappetent und ab
dem Tag 20 p.i. wurde eine Schwellung der Nieren mit petechialen Blutungen festgestellt. Ab
dem Tag 22 p.i. wies die Leber ebenfalls Blutungen auf und mit dem weiteren Anstieg der
Parasitdmie wurden bei den Karpfen ein Exophthalmus und ein aufgetriebenens Abdomen
beobachtet. Etwa 26 - 28 Tage p.i. starben infizierte Karpfen. Moribunde Fische trieben C-

ahnlich gekrimmt an der Wasseroberflache und verendeten im Verlauf weniger Stunden.

Histopathologie: Bereits in der ersten Woche nach der Infektion wurde in Kopfniere und Niere

eine starke Infiltration von mononucleédren Zellen beobachtet. Dies fiihrte zu einer histologisch
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erkennbaren Zunahme des interstitiellen Gewebes, im Wesentlichen verursacht durch eine
Proliferation von Lymphocyten (Abb. 3). Das exkretorische Gewebe der Niere wies zu diesem
Zeitpunkt bereits Anzeichen von Degenerationen auf: Tubulusepithelzellen waren 6dematisiert
und in einigen Bereichen waren gestaute Nephrone zu beobachtet. Im weiteren Verlauf der
Infektion stieg der Anteil proliferierender Zellen in Kopfniere und Milz weiter an.
Insbesondere in der Niere flihrte das zu einer ausgedehnten Vermehrung des interstitiellen
Gewebes mit nachfolgender Druckathrophie der Tubuli und Glomeruli. In der Niere

moribunder Fische war das exkretorische Gewebe weitgehend zerstort.

Abb. 1: Infektionsverlauf von Trypanplasma borreli in experimentell infizerten jungen
Karpfen. Dargestellt sind die mittleren Parasitenzahlen und die Standard-

abweichungen von Blutproben von jeweils 3 Karpfen
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Abb. 2: Hamatokrit im peripheren Blut von Karpfen wahrend einer Trypanoplasma borreli-
Infektion. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von jeweils 3

infizierten Karpfen und 3 nicht infizierten Kontrollkarpfen

Abb. 3: Proliferierende Zellen in der Niere von Karpfen wahrend einer Trypanoplasma
borreli- Infektion. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von

jeweils 3 Karpfen.
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Diskussion

In Laufe einer Infektion mit Trypanoplasmen entwickeln sich bei empfanglichen Fischen eine
fortschreitende Anamie, blasse Kiemen, Exophthalmus und ein aufgetriebenes Abdomen. Im
Endstadium der Erkrankung werden die Fische lethargisch und verlieren die normale
Bewegungskoordination (LoM & DYKOVA, 1992) . Diese Symptome wurden als ,,Schlaffsucht
der Karpfen* beschrieben (SCHAPERCLAUS, 1979) und waren auch bei den Karpfen in unserer
Studie zu beoachten. Die mit der Infektion einhergehende An&mie, verbunden mit einem
Verlust von Plasmaproteinen und der Reduktion der Osmolaritat des Plasma wird fur den
Krankheitsverlauf als sehr ernst eingeschétzt (Lom & DYKOVA, 1992).

Die Transportkapazitat des Fischplasmas fiir Sauerstoff ist sehr gering und tragt nur zu etw 5 %
des gesamten Sauerstofftransportes des Blutes bei (PERRY & MCDONALD, 1993). Es gibt zwar
einige Hinweise, daf dieser Betrag fur den Grundumsatz von Karpfen und Forellen ausreicht
(BONE et al., 1995), aber es ist anzunehmen, dal3 Fische sobald sie Arbeit leisten missen an
Hypoxie leiden.

Die deutlicheste histopathologische Verénderung, die in unserer Studie im Zusammenhang mit
einer Trypanoplasma-Infektion auftrat, war die Induktion einer starken Proliferation
mononucleédrer Zellen des Niereninterstitiums. Diese Proliferation fuhrte zu einer starken
Volumenzunahme des interstitiellen Gewebes und verursachte eine schwerwiegende
Depression von Nierenkanalchen.

Das interstitielle Gewebe der Niere reagiert auf eine Belastung durch Antigene mit
Zellproliferationen (MANNING, 1994), die unseren Beobachtungen zufolge zu eine Zerstdrung
des exkretorischen Gewebes fiihrte. Diese Gewebszerstérungen beeinflussen vermutlich die
Osmoregulation der Karpfen, und miissen neben der durch die Anamie bedingten Hypoxie flr
die Erkrankung der Karpfen wahrend der T. borreli-Infektion verantwortlich gemacht werden.
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Versuche zur Therapie von Costiasis

Manfred Rydlo
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Scharfling 18, A-5310 Mondsee

Zusammenfassung

Zur Therapie von Costiasis (Ichthyobodiasis) wurden folgende Therapeutika getestet: Formalin
(37 % Formaldehyd), Kochsalz (NaCl), Chlorkalk (CaOCl;) und Kaliumpermanganat
(KMnOy). Als Versuchsfische dienten Setzlinge von Regenbogenforellen (Oncorhynchus
mykiss). Beim Vergleich abgestufter Formalinkonzentrationen zeigte sich eine optimale
Wirkung bei 20 ppm 48 h, aber auch noch eine Behandlung mit 2 ppm 48 h ergab eine deut-
liche Reduzierung der Fischverluste.

Behandlung mit abgestuften Konzentrationen von Kochsalz ergab das tiberraschende Ergebnis,
dal’ niedrige Kochsalzkonzentrationen (0,25 — 0,75 % 6 h) eine Erhéhung der Fischverluste
zur Folge hatten.

Bei den Oxydationsmitteln zeigte Chlorkalk gute Wirkung, wahrend eine Behandlung mit

Kaliumpermanganat wirkungslos war.

Summary

Experiments on the control of Costiasis (=Ichthyobodiasis). Comparative experiments were
performed by use of formaline (formaldehyde 37 %), table salt (NaCl), calziumhypochlorite
(CaOCl,) and potassiumpermanganate (KMnQy). Fish used for the experiments were
fingerlings of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).

Comparison of treatment with different concentrations of formaline gave optimal results with
20 ppm 48 h, but even a treatment with 2 ppm 48 h caused a distinct reduction of mortalities.
Treatment with low concentrations of NaCl (0,25 — 0,75 % 6 h) gave the surprising result that
such low concentrations caused an increase of mortalities compared with the untreated control
group.

Use of oxydizing agents gave good results by treatment with calziumhypochlorite, while use of

potassiumpermanganate proved to be without effect.
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Einleitung

Costiasis, verursacht durch den wirtsunspezifischen Haut- und Kiemenparasiten Costia
necatrix (Ichthyobodo necator) aus der Klasse der Flagellaten ist eine sowohl in der Forel-

lenzucht als auch in der Karpfenteichwirtschaft wirtschaftlich wichtige Parasitose.

Costia ist ein ausgesprochener Schwacheparasit, der vor allem bei Uberwinternden Karpfen und

bei zu dicht oder unrein gehaltenen Forellen zu Verlusten fuhren kann.

Die wichtigsten Symptome der Costiasis sind eine Graufarbung (,,Hauttriibung®) der Korper-
oberflache und, vor allem bei Jungfischen, eine Kiemenschwellung. Durch Costiasis einge-
gangene Fische zeigen meistens die Erstickungsstellung (offenes Maul und abgespreizte Kie-
mendeckel). Die Parasiten bulen schon unmittelbar nach dem Tod ihres Wirtsfisches ihre
Beweglichkeit ein und sind daher am sichersten im Haut- oder Kiemenabstrich noch lebender
Fische festzustellen. Am besten sind sie im Dunkelfeld nachweisbar. Die Tatsache, dal sie
beim Einschalten der Mikroskopbeleuchtung in eine kurzfristige Lichtstarre fallen, kann zu

einer negativen Fehldiagnose fiihren.

Als Therapeutika wurden getestet: Formalin (37 % Formaldehyd), Kochsalz (NaCl) und die
Oxydationsmittel Chlorkalk (CaOCl,) und Kaliumpermanganat (KMnQy,). Als Versuchsfische
wurden Setzlinge (0,95 — 7,1 g) von Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) verwendet.
Nach der Therapie (2 — 48 h) wurden die Fische in mit Quellwasser versorgte Brutrinnen
transferiert und die Mortalitat der behandelten mit einer unbehandelten Kontrollgruppe tber
mehrere Wochen verglichen. Die Zahl der Versuchsfische pro Versuchsgruppe lag zwischen 30
und 130.

Die wichtigsten chemischen Parameter des verwendeten Quellwassers lagen abhéangig von

Quellschuttung bzw. Niederschlagsmenge in folgendem Bereich: pH-Wert 7,55 — 7,9, SBV
2,15 — 3,4, Sauerstoffsattigung 65 — 100 %, KMnO4-Verbrauch 12 mg/l, N/NH4 0,003 mg/I.

Die Therapie wurde in Kiibeln mit 15 | beltiftetem Wasser durchgefuhrt.
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Versuchsergebnisse:

Abb. 1: Costia necatrix im Hautabstrich einer Regenbogenforelle. L&nge ca. 11-12 um.
Dunkelfeld (Original Rydlo)
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Abb. 2: Versuch Costiatherapie 1978 (Formalin 37 %). Vergleich verschiedener
Formalinkonzentrationen (6 Versuche mit je 33 Fischen, Therapie 1 - 4 48 Std.;
Therapie 5 Y2 Std. Verluste innerhalb eines Beobachtungszeitraumes von 33 Tagen).
Uberraschend bei diesem Versuch ist das Ergebnis, daR auch noch eine Therapie mit 2
ppm eine deutliche Reduzierung der Fischverluste bewirkte. Das optimale Ergebnis
erbrachte eine Therapie mit 20 ppm 48 h.
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Abb. 3: Versuch Costiatherapie 1986 (CaCl,, Formalin). Vergleich von Formalintherapien mit
einer Chlorkalktherapie (4 Versuche mit je 30 Fischen durchschnittlich 0,989
Beobachtungsdauer 16 Tage 2 ppm CaOCl; entsprechen 0,43 mg/1 ,,Aktivchlor®). Die

beste Wirkung zeigte die Therapie mit Formalin 20 ppm, aber auch die Behandlung

mit Chlorkalk 2 ppm zeigte noch sehr gute Wirkung.

Aufgrund der benétigten Menge ist Formalin in Karpfenteichen kaum anwendbar. Chlorkalk
scheint daher fur Karpfenteiche die beste Alternative (die bendtigte Konzentration von 2 ppm

entspricht einer Menge von 20 kg fir einen Teich von 1 ha mit 1 m Wassertiefe).

Nachteilig fiir die Verwendung von Chlorkalk ist die Tatsache, daf? die in Losung gelangende
bzw. wirksame Menge von ,,Aktivchlor (der Summe von HOCI und OCl-ionen) produktab-
héngig und sehr stark vom Wasserchemismus (organische Belastung) abhangig ist (Tab. 1). Da
die Wirksamkeit von Chlorkalk sehr stark vom Wasserchemismus abhéngig ist, erscheint eine

maBanalytische (jodometrische) Bestimmung des Gehaltes an ,,Aktivchlor notwendig.



Tabelle 1. Abnahme der Chlorkonzentration in verschieden stark organisch belastetem Wasser
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Versuch* 1 2 3
Mischungsverhaltnis | Teichwasser 10 1 0
Leitungswasser 0 9 10
KmnQOy4-Verbrauch (mg/l) 43 13 7
Zusatz Chlorkalk (mg/l) 1,5 0,3 0,3
,,Aktivchlor nach Oh 0,3 0,3 0,3
(mg/l) 2h 0,0 0,1 0,2
4h 0’0 0’1 0'1

* Versuchsbedingungen: Teichwasser eines stark gediungten Karpfenteiches. 3 Aquarien mit je

10 I Versuchswasser, bellftet, 18 °C. Der Kaliumpermanganatverbrauch wurde in den abge-

setzten (2 Stunden) Proben bestimmt.
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Abb. 4: Versuch Costiatherapie 1997 (NaCl und Formalin; 9 Versuche mit je 100 Fischen
durchschnittlich 4,2 g Behandlungsdauer 6 Std., Beobachtungszeitraum 50 Tage). Der
Vergleich abgestufter Behandlungen mit Kochsalz zeigt das tberraschende Ergebnis,
daB, unterschiedlich zur Behandlung mit abgestuften Formalinkonzentrationen,
niedrige Kochsalzkonzentrationen eine deutliche Erhohung der Fischverluste zur
Folge hatten. Neben der Behandlung mit Formalin 20 ppm zeigte die Konzentration

von 1,5 % NaCl die beste Wirkung.
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Abb. 5: Versuch Costiatherapie 1996 (NaCl, KMnO4, Formalin; 7 Versuche mit je 139

Fischen mit durchschnittlich 1,2 g, Behandlungsdauer 24 Std., Beobachtungsdauer 33
Tage). Die Versuche zum Vergleich von Kochsalz, Formalin und Kaliumpermanganat
zeigten eine vollstdndige Wirkungslosigkeit dieses Oxydationsmittels gegeniber
Costia, obwohl es sich gegenlber anderen Parasitenarten (Trichodina sp.,

Ichthyophthirius multifiliis, Argulus foliaceus) als sehr wirksam erwiesen hatte
(Rydlo, 1989).
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Zusammenfassung

Im Juli 1997 brach in einer Karpfenteichwirtschaft im Niederdsterreichischen Waldviertel eine

bisher noch nie dagewesene Krankheit mit beachtlichen Verlusten - erst bei den K5, dann auch

bei den Kg.; - aus. Einige der betroffenen Fische wurden am unten angefuhrten Institut
untersucht. Das Kklinische Erscheinungsbild und ein massiver Befall der Nieren mit
Shaerospora renicola-Sporoblasten erinnerte an jenen Zustand, den KORTING und Co-
Autoren 1984 mit ,Myxosporidien-assoziierte ~ Schwimmblasenentziindung  der
Karpfenbritlinge” bezeichneten, wenn auch hier vor allem altere Tiere betroffen zu sein
schienen und bei der bakteriologischen Untersuchung Aeromonas sobria aus Nieren und
Odemen isoliert wurde. Das virologische Untersuchungsergebnis war negativ. Bereits ab Juni
des gleichen Jahres wurden an demselben Institut insgesamt hundert Dobeln aus drei
verschiedenen FlieRBgewéssern Niederdsterreichs bis zu ihrer parasitologischen Untersuchung
gehéltert. Im Mittelpunkt des Interesses stehen bei dieser Untersuchung (im Rahmen einer
Diplomarbeit) die Myxozoa, ihre Lokalisation und die Beschaffenheit ihres Wirtsgewebes.
Histozoische Myxosporea wurden bei jedem der hundert Débeln gefunden, am haufigsten in

Kiemen, Milz, Niere und in der Schwimmblasenwand.

Die meist reifen Sporen im Nieren-Interstitium waren in Gestalt und Grofie jenen von
Spaerospora renicola dhnlich. Offensichtlich ,,unter Kontrolle" - befanden sie sich stets in
unterschiedlich pigmentierten kompakten Makrophagenzentren oder Granulomen, welche wir
in dieser Form bei Karpfen nicht antreffen. Intratubulaere Entwicklungsstadien (Sporoblasten)

traten hingegen bei den Débeln kaum in Erscheinung.
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Die Myxosporidien der Schwimmblase sind vermutlich der Gattung Myxobolus zuzuordnen.
Meist waren zahlreiche, reife Sporen in abgeflachten ,Zysten"- stets auf die hintere,
dunnwandige und stark vaskularisierte Kammer beschrénkt (entlang der groRen GefaRe) - zu
finden. Zwei von hundert untersuchten Dobeln verendeten ,,vorzeitig" in der Halterung. Bei
ihrer Autopsie zeigten sich Ahnlichkeiten mit den ,,schwimmblasenkranken" Karpfen aus dem
Waldviertel, und ein Zusammenhang mit Myxosporidien war auch hier augenscheinlich.

Summary

A case of ,,Myxosporidia-associated SBI of carp fry*“ (KORTING et al., 1984) in a carp pond
located in Lower Austrian Waldviertel is recorded. Parasitological and histological findings
from kidney and swimbladder of some primarily two summer old diseased carps are opposed
to findings from 100 chubs, caught by electrofishing, which were apparently healthy except
two, which died during captivity.

Renal tubules of the carps were filled with sporoblasts of Sphaerospora renicola, the
interstitial tissue of the kidneys lacked mature spores; some swimmbladder-walls beared
structures regarded as proliferative developmental stages.

Inversely all chub kidneys harboured mature spores of Myxobolus pseudodispar in macrophage
centers (MC) in a similar condition as in spleen and head kidney, but rarely intratubular stages
of Sphaerospora and if at all in small numbers. A great number of chub swimmbladders was
covered by small flat sporocysts filled with mature spores of Myxobolus cycloides.

Autopsy of the two perished chubs revealed some pathoanatomical similarities to SBI-carps.
These and histological differences - in particular those concerning MCs - are discussed. In
addition the extensity of any myxosporidian infection of the chubs examined is presented.

Einleitung

Die Myxosporidien-Infektion bei jungen Karpfen (Cyprinus carpio, L.) mit klinischen
Anzeichen einer Schwimmblasenentziindung (SBE) gilt als eines der wenigen Beispiele fir
atiologische Bedeutsamkeit von Myxozoen. (KOVvACS-GAYER et al., 1982, KORTING, 1982,
KORTING et al., 1984, CsaBA et al., 1984.) Endgultige Aufschliisse Uber die schadigende
Wirkung der Myxozoa liegen jedoch auch in diesem Fall nicht vor und ein multifaktoriell
beeinflulter Krankheitsverlauf ist nicht auszuschliel3en.

Bei anderen Cypriniden werden Myxosporidien kaum in Zusammenhang mit einer folgen-

schweren Erkrankung gesehen.
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Im Juni 1997 begann eine Bestandsaufnahme von Myxozoen bei Ddbeln (Leuciscus
cephalus, L.) aus Nieder0sterreichischen Flie3gewéssern, bei der auch auf strukturelle Details
des Wirtsgewebes und die Erscheinung der Makrophagenzentren (MZ) geachtet wird. Solche
Aggregate von Makrophagen in Milz, Niere und Leber spielen im RES der Knochenfische u.a.
auch beim Abbau von Mikroben eine wesentliche Rolle (ROBERTS, 1975, ELLIS et al., 1976).
Deren Melanin wird dabei eine besondere Bedeutung zugeschrieben, welche auf seiner
Eigenschaft, H,O, zu bilden, beruht (EDELSTEIN, 1971). MZ wurden auch bei der Vertilgung
von Myxosporen beobachtet (DYkoVA, 1984). Bei Rotaugen (Rutilus rutilus,L.) wurde eine
spezifische Lokalisation von Myxobolus pseudodispar in den MZ von Milz und Niere und dort
ein deutlich hoherer Melaningehalt festgestellt als bei nicht infizierten Fischen der gleichen Art
(ROBERTS, 1975).

Im August des Jahres 1997 erkrankten und verendeten in einer Teichwirtschaft im Nieder-
Osterreichischen Waldviertel erstmals zweisommrige Karpfen dann auch Kj;o mit den

Klinischen Anzeichen von SBE. Diese Karpfen werden jenen Ddbeln als Wirte fir

Myxosporidien gegenubergestellt.

Material und Methoden

Karpfen

Zur Autopsie und parasitologischen Untersuchung gelangten achtzehn moribunde Karpfen: 14
Schuppen -(4 Kg.1 mit 8 - 9 cm, 10 K, mit 16 - 23 cm) und 4 Spiegelkarpfen (K, mit 17 - 21
cm). Fur die bakteriologische Untersuchung wurden von neun Fischen Abimpfungen aus Niere

und Odemen auf Standard-Nahrbdden vorgenommen.

Zur virologischen Untersuchung wurden Organsuspensionen (Nieren- und Milzproben) von
finf Fischen in einem SVCV-ELISA (RODAK et al. 1989, Vertrieb: Testline, Ltd) getestet und
in zwei Verdinnungen (1:100 und 1:1000) auf drei Zell-Linien (BF-2, EPC und FHM) jeweils
zwei mal sieben Tage inkubiert.

Fur die histologische Untersuchung wurden Nieren und Schwimmblasen von finf Fischen in
Neutralformol, Lilly fixiert, in Paraplast eingebettet und 5um - Schnitte hergestellt, die nach
Kontrolle der formolinduzierten Makrophagenfluoreszenz mit H.E. und nach Schmorl geférbt
oder nach Methylierung und Verseifung mit FITC-konjugiertem BS-I (Bandeira simplicifolia-

Lektin, Sigma) inkubiert wurden.
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Dobel

Von Fangen bei Elektrobefischungen dreier Niederdsterreichischer Flieigewésser (Traisen und
zwei kinstlichen Donauzufliissen in der Nahe von Wien, Giegang und Marchfeldkanal) im
Rahmen von Projektstudien der Universitat fir Bodenkultur Wien wurden insgesamt 100
Dobel mit einer Gesamtlange von 5 - 50 cm anhand von Nativpréparaten folgender Organe
untersucht: Haut, Kiemen, Darmtrakt, Schwimmblase und Gallenblase, Milz, Kopf- und
Rumpfniere, Harnblase.

Nach Befallsintensitat und Differenzierungsgrad ausgewahlte Organe wurden wie die o0.a.

Karpfenorgane histologisch aufbereitet und untersucht.

Ergebnisse

Karpfen

Bei allen Fischen lag folgendes pathoanatomisches Bild vor:

Bleiche, stark verschleimte Kiemen; triber, hellbrauner Ascites in der Leibeshohle, stark
geschwollene Nieren, Odeme rund um die meist hintere Schwimmblasenkammer, diese selbst
dickwandig, geschrumpft, fallweise mit serdser Flissigkeit gefullt oder vollstandig kollabiert.
Die bakteriologische Untersuchung von Nieren und Odemen verlief teils negativ, bei einigen
Fischen wurde Aeromonas sobria isoliert.

Das Ergebnis der virologischen Untersuchung war negativ.

Bei der parasitologischen Untersuchung wurde bei den meisten Fischen ein starker Befall des
Darmtraktes mit Bothriocephalus und Caryophyllaeus sowie Goussia carpelli festgestellt, die
Nierentubuli aller Karpfen enthielten grofRe Massen von Sphaerospora renicola - Sporoblasten.
In den Nativpraparaten von Schwimmblasenddemen war fallweise ein Gemenge von Algen,
Pilzsporen und Coccidien, jedoch keine Stadien von Myxosporidien zu erkennen. Auch in

Blutausstrichen waren solche nicht zu finden.
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Abb. 5: Myxosporidien — Befallsextensitdt bei Ddobeln (Leuciscus cephalus) aus
Niederosterreich  (Anzahl Infizierter Organe von insges. Hundert untersuchten
Fischen). Reife Sporen von a: Myxobulus pseudodispar, b: Spaerospora sp., c:
Myxobulus muelleri, d: Myxobulus sp., e: Myxobulus cycloides, f: Myxidium sp.

Abb. 6: Schwimmblase eines an SBE erkrankten  Abb. 7: Schwimmblase eines Dobels;
Karpfen, Querschnitt; proliferative Myxosporea-  Querschnitt; Sporocyst («—) mit Myxobolus
Stadien («— ) im aufgequollenen kollagenen cycloides im kollagenen Bindegewebe der
Bindegewebe Tunica externa
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Histologischer Befund von Niere und Schwimmblase

Ausschliel3lich das Lumen der proximalen Tubulusabschnitte war mit Sporoblasten verstopft
(Abb. 1) Im Nieren-Interstitium waren Entziindungszellen - sichtbar mit FITC-konjugiertem
Lektin (BS-1) - in groRen Massen vorhanden. Schwach Schmorl-positive Makrophagen lagen
locker verstreut oder in kleinen Gruppen jedoch nicht als kompakte Zentren vor (Abb. 3). Sie
enthielten kein Melanin (schwarzes Pigment) oder nur Spuren hiervon. Granulome fehlten.

In die aufgelockerten Bindegewebsschichten der Schwimmblase waren fallweise kleinkernige

maulbeerférmige Gebilde (Abb. 6) - proliferierende Stadien von Myxosporidien ?- eingelagert.

Ddobel

Wie in Abb. 5 zu erkennen, stellen Dobel flir Myxozoen eine ergiebige Quelle dar.

Stets gebunden an autofluoreszierende, stark Schmorl-positive MZ (Abb. 4) waren reife oder
bereits deformierte Sporen von Myxobolus psudodispar bei allen Dobeln in den blutbildenden
Organen, Milz und Niere zu finden. In Milz und Vorniere treten sie offensichtlich mit der
Differenzierung von Bindegewebsstrangen, an welche die MZ meist gebunden sind, in
Erscheinung. In der Kopfniere mancher junger Fische befanden sich lange wurmférmige
Plasmodien, die moglicherweise der gleichen Art zuzuordnen sind. In der Rumpfniere kamen
neben den allgegenwartigen reifen Sporen von M. pseudodispar des Interstitiums in seltenen
Fallen in geringer Zahl auch intratubuldre Sporoblasten von Spaerospora sp. vor.

Bei den jingeren D6beln waren entlang der Skelettstaben der Kiemenfilamente und entlang der
Flossenstrahlen langliche (max. 6 mm lange) Sporocysten von Myxobolus muelleri ausgebildet.
Es handelt sich dabei offensichtlich um intravasculare Plasmodien. Bei Débeln jeder GrofRe
traten kleine, kugelrunde Cysten der gleichen Myxobolus-Art an der Spitze sowie an der Basis
der Kiemenlamellen und unter den Schuppen der Rumpfregion auf. Manchmal waren Sporen
dieser Art im Darmtrakt phagocytiert anzutreffen.

Selten traten zahlreiche Cysten einer zweiten Myxobolus-Art in verdickten Kiemenfilamenten
auf.

Der dinnwandigen, geféRreichen, hinteren Kammer der Schwimmblase lagen oft scheiben-
formige Cysten mit einem Durchmesser von 0,2 - 3 mm auf. Diese enthielten zum Grol3teil
reife Sporen von Myxobolus cycloides. Ihre Verteilung folgt oft dem Verlauf der Blutgefaie.

Eine coelozoische Form von Sporen der Gattung Myxidium trat in der Gallenblase auf.
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Histologischer Befund von Niere und Schwimmblase

Sphaerospora-Sporoblasten waren - wenn Uberhaupt - nur in unaufféllig geringer Zahl in
einzelnen proximalen Tubulusabschnitten anzutreffen (Abb. 2).

Myxobolus pseudodispar - Sporen befanden sich hingegen in fast jedem Makrophagenzentrum.
Diese waren bei jungen Fischen als kleine Gruppen gelb pigmentierter Zellen ohne Melanin
mit wenigen Sporen zusammen vorzufinden. Mit wachsender Zahl der Phagocyten bei
groReren Fischen nimmt der Melaningehalt in den immer groRer und kompakter werdenden
Gruppen zu, dabei kann auch die Zahl der Sporen in gleichem Mal3e steigen. In weiterer Folge
kann daraus durch sukzessive Bildung von Bindegewebshullen ein Granulom entstehen, dessen
Inhalt zu einer amorphen Masse verhértet.

Die Befallsintensitat von M. pseudodispar in der Niere nimmt mit der FischgroRe leicht zu.

Die Sporocysten von M. cycloides auf der Schwimmblase sind in die duBersten Lagen des
kollagenen Bindegewebes eingebettet und nur von der Serosa bedeckt (Abb. 7). In der Regel

verhérten sie durch multiple Granulombildung von innen her.

Der Gesundheitszustand und die Organfunktion von 98 der 100 untersuchten Ddbel schien

durch die Myxosporidien unbeeintréchtigt zu sein.

Zwei groRe Dobel verendeten in der Halterung. Sie wiesen Ahnlichkeiten mit
»schwimmblasenkranken® Karpfen auf:

Bei einem war die Schwimmblasenwand stark verdickt, nekrotisiert und 6demisiert, die
Leibeshohle enthielt braunen Ascites, beim anderen fanden sich an der Schwimmblase heftige,
eitrige Gewebsveranderungen, in Form von breiten Bahnen entlang der groRen Gefélle, wo
ublicherweise die Sporocysten von M. cycloides lokalisiert sind. Verandert war beim zweiten
Fisch auch die unmittelbar der Schwimmblase anliegende Nierenregion. Die Niere beider
Fische enthielt Entziindungszellen und Lymphocyten-Kondensationen in groRer Zahl, jedoch
auffallend kleine Makrophagenzentren mit wenig oder ohne Melanin. Diese bargen die
ublichen reifen Sporen von M. pseudodispar in durchschnittlicher Anzahl.

Die nekrotisierten Areale waren bei einem Ddbel massiv befallen von Hexamita, bei keinem
konnten Entwicklungsstadien von Myxosporidien in Niere oder Schwimmblase nachgewiesen

werden.
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Diskussion

Bei der taxonomischen Zuordnung diverser Sporen in den Ddbeln wurde auf Beschreibungen
und Abbildungen von SHULMAN, 1966 sowie LoM & DYKOVA, 1992, 1995 zuriuckgegriffen.

Es erscheint bemerkenswert, dal eine Art - wir nennen sie Myxobolus pseudodispar -, die bei
allen Débeln vorkam, als einzige in MZ - und nur dort - zu finden war.

Wir nehmen an, dal3 die Infektion generell bei Jungfischen erfolgt und nur wahrend der
Differenzierung des Wirtsgewebes eine gegenseitige Anpassung auf zellularer Ebene moglich
ist. So waére erklarbar, dal3 bei groRen Fischen mit groRen MZ das zahlenméRRige Verhaltnis
von Sporen zu Makrophagen ein bestimmtes Mal3 nie Ubersteigt.

Bei der Aufrechterhaltung des Wirt-Parasit-Gleichgewichtes spielen die hochreaktiven MZ mit
dem aggressiven Melanin vermutlich eine Schlisselrolle. Thre Wirkungsweise bleibt wie die
der Myxosporea im Dunkeln. Der Anteil des schwarzen Melanins an der Pigmentierung
einzelner Makrophagen variiert innerhalb der MZ eines Wirtsfisches sowie zwischen den
Individuen.

Bei den verendeten Ddbeln waren die MZ auffallend klein und ihr Melaningehalt beachtlich
verringert.

Ein deutlicher Schwund des schwarzen Pigmentes in der Niere ist auch bei Salmoniden mit
PKD bekannt (ROBERTS & SCHLOTFELDT, 1985). Madglicherweise lben PKX-Zellen bei
Salmoniden wie andere proliferative Myxosporidien-Stadien bei Cypriniden auf die
Melaninsynthese einen direkten EinfluRR aus.

Welchen Ausschlag immer die Myxosporidien im Krankheitsgeschehen der SBE bei Karpfen
geben, wir vermuten, daR sie bei den beiden verendeten Dobeln eine &hnliche Rolle spielten,
und daf dabei nicht ihre Art sondern ihre Lokalisation ausschlaggebend ist.

Die Cysten von Myxobolus cycloides auf der Schwimmblase unterscheiden sich von den bei
Dobeln u.a. Cypriniden bekannten Myxobolus macrocapsularis-Cysten in Form und Lage.
Letztere sind rundlich und kommen meist auf der vorderen Kammer vor (LOM & DYKOVA,
1992 & 1995), wahrend erstere flach und stets auf die hintere beschrankt sind. In der Regel
werden sie nicht groRer als 3 mm im Durchmesser ehe sie verhérten.

Bei einem der beiden verendeten Dobel waren die ehemals einzelnen kleinen Scheibchen zu
breiten Bahnen verschmolzen, in denen nur mehr eiterartige Flussigkeit angereichert mit
Hexamita vorzufinden war. Diesen Schwimmblasenverédnderungen liegt moglicherweise die
gleiche ,,unkontrollierte” proliferative Entwicklung (hier von M. cycloides und nicht von Sph.
renicola !) zugrunde wie bei den an SBE erkrankten Karpfen.
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Auswirkungen des Egelbefalls auf den Reproduktionserfolg von
Edelkrebsen (Astacus astacus L.)

R. Hahlweg
Ingenieurbiro f. Aquakultur u. Umwelttechnik,
Erlenhof 28, 14478 Potsdam

Zusammenfassung

In den Jahren 1996 und 1997 wurde ein Projekt bearbeitet, das die Bestandsentwicklung von
einheimischen Edelkrebsen Astacus astacus sowie die Vermehrung und Aufzucht unter
kontrollierten Bedingungen zum Inhalt hatte. Alle im Herbst gefangenen Wildfange erwiesen
sich als mit dem Egel Branchiodella parasitiert. Wéhrend im Herbst zumeist Eier des Parasiten
gefunden wurden, konnten im Dezember an den Eiern der Krebse die adulten Egel

nachgewiesen werden.

Summary

In 1996 and 1997 in the Brandenburg region activities on the growth of native Populations of
noble crayfish Astacus astacus under controlled conditions for the settlement of waters were
realized. All of the catched animals in autumn were infested with the leech Branchiobdella
parasita. While in autumn mostly the eggs of the parasites could be found, in December the

adult leeches attacted the eggs of the crayfishes.

In den Jahren 1996 und 1997 wurde ein vom Brandenburgischen Umweltministerium
gefordertes Projekt bearbeitet, da die Bestandserfassung, die Bestandsidentifizierung sowie
die Vermehrung und Aufzucht von einheimischen Edelkrebsen fir den Gewésserbesatz zur
Bestandsstabilisierung bzw. Neuansiedelung beinhaltete. Die Arbeiten zur kontrollierten
Vermehrung und Aufzucht wurden durch MaRnahmen zur Gewaésserbonitierung sowie zur

genetischen Identifizierung begleitet.

Aufgrund nur noch geringer Restvorkommen mufite 1996 von einem relativ geringen
Zuchttierbestand ausgegangen werden, der auch 1997 nur unwesentlich aufgestockt wurde. Die

Tiere wurden hierfur im Herbst 1996 gefangen und einzeln bzw. in kleinen Gruppen in einer
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Aquarienanlage gehalten. Hier erfolgte auch die weitere Haltung und die Aufzucht der
Jungtiere unter kontrollierten Umweltbedingungen. Die Jungtiere wurden jeweils im Herbst
ausgesetzt, wahrend die weiblichen Krebse in der Anlage verblieben. Die ménnlichen Krebse

wurden unmittelbar nach der Verpaarung in ihr Heimatgewésser zuriickgesetzt.

Samtliche im Herbst realisierten Wildfange wiesen Eier des Krebsegels Branchiobdella
parasita auf, teilweise konnten auch adulte Egel in den Korperfalten gefunden werden. Die
Befallsintensitat unbehandelter Krebse betrug spéater teilweise bis weit ber 50 Parasiten.
Wahrend noch im Herbst relativ wenige adulte Egel der Art Branchiobdella p. beobachtet
wurden, nahm ihre Zahl mit dem Eiausstol3 der Krebse deutlich zu. Dabei hielten sie sich
vorzugsweise in den Eitrauben der Krebse auf. Nachfolgend setzte ein voranschreitendes
Absterben der Eizellen bzw. deren AbstoRBung ein. Die Ursachen hierfur sind offensichtlich in
einer direkten Schédigung der Eier durch die Egel zu suchen. Um weiteren Verlusten
entgegenzuwirken, wurden Badebehandlungen mit Kaliumpermanganat in einer Konzentration
von 10 mg/l Gber 20 Minuten durchgefihrt. Die Behandlung totete die adulten Egel ab, die
Egeleier wurden offensichtlich nicht geschéadigt. Die Badebehandlung wurde daher in

Abstanden von zwei bis drei Wochen wiederholt.

Abb. 1: Egelbefall in den Eitrauben des Edelkrebses, Foto: Sandau
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Abb. 4: Mikroskopische Aufnahme der gestielten Egeleier, Foto: Sandau
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Bakterielle Kiemenerkrankung bei Satzkarpfen

G. Brauer und J. Herms
Fischgesundheitsdienst der S&chsischen Tierseuchenkasse
Lowenstralie 7 a, 01099 Dresden

Zusammenfassung

Kiemenerkrankungen bedingt durch schlechte Wasserqualitdat oder Parasitenbefall spielen bei
Karpfen vor allem im ersten Sommer eine groBe Rolle. Im Spatsommer bei
Wassertemperaturen uber 20°C treten auBerdem bakterielle Kiemenerkrankungen auf. Die
Mortalitat bei den betroffenen Bestdnden kann 30 bis zu 80 % betragen. Die Erkrankung ist
nicht unmittelbar auf die Besatzintensitat, Wasserqualitdtsméngel oder Managementfehler
zurlckzufuhren. In Nativpraparaten konnte als Erreger an betroffenen Kiemenabschnitten
Flexibacter columnaris nachgewiesen werden. AuBer prophylaktischen Malnahmen, wie
Verbesserung der Wasserqualitat, werden regelmafige Branntkalkgaben (CaO) empfohlen. Bei
fortgeschrittener Entzindung mit beginnenden Nekrosen wurden Antibiotika erfolgreich

angewandt.

Summary

Gill inflammation is an important disease of young carps caused by poor water quality or
ectoparasites. Later on at the summer if the water temperature is more than additional bacterial
gill disease could be occure. The mortality of this disease range 30 to 80 %. The disease is not
immediately associated with high stock density, poor water quality or inadequate management.
Flexibacter columnaris is the causative agent and was shown by slide preparation. The
improvement of water quality and regular calcium oxide (CaO) treatment was advised as an
effectiv prophylaxis. When inflammation is developed and necrosis occure antibiotics are

necessary and succesful.

Kiemenerkrankungen spielen bei der Satzkarpfenaufzucht eine grofl3e Rolle:
die pH-Wert- oder NHs-bedingte Kiemennekrose, die Branchiomykose, Kiemenparasitosen

und im Zusammenhang mit akuten Myxosporidieninfektionen verursachte Kiemen-

schadigungen.
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Neben diesen Erkrankungen diagnostizierte der Fischgesundheitsdienst in den letzten Jahren
immer wieder Falle von bakteriellen Kiemenerkrankungen. 1997 wurden allein 19 Félle

diagnostiziert, in diesem Jahr sind es bereits 24. Bei den betroffenen Fischbestdnden handelt es

sich hauptsachlich um einsommrige Karpfen (K1), jeweils nur in zwei Fallen waren in den
letzten beiden Jahren zweisommrige Karpfen (K;) erkrankt. In den meisten Bestdnden waren
nur Einzelfische betroffen, so daB sich das Verlustgeschehen in Grenzen hielt. In 3 K;-Teichen
traten 1997 jedoch Stuckverluste zwischen 30 und 70 % ein, bei einem Ki-Bestand in einer
Netzgehegeanlage 60 %. 1998 wurden in 9 K{-Teichen Verluste von 10 bis 80 % registriert, in

einem Kq-Bestand in der bereits genannten Netzgehegeanlage > 95 % und in einem K,-Bestand

in der gleichen Anlage 10 %.

Nach kurzzeitiger Schwellung der Lamellenspitzen werden auf den Kiemen stecknadelkopf-
grol3e gelblich-braune bis késige Auflagerungen festgestellt, die sich, meist vom Rande her, in
Richtung Kiemenbogen unter Zerstérung und Abtragung der Kiemenblattchen einschliellich
der Knorpelspangen ausbreiten. Im weiteren Verlauf nehmen die Erkrankungsherde eine
schmutzig grau-braune Féarbung an. Die Ausbreitung erfolgt sowohl horizontal als auch
vertikal, so daB fast immer mehrere Kiemenbdgen betroffen werden. VVom urspriinglich
infizierten geschadigten oder nekrotischen Gewebe schreitet die Erkrankung im gesunden
Kiemenbereich fort. Im unginstigen Fall kann die Zerstérung samtliche Kiemenbléttchen

erfassen, so daR lediglich die Kiemenbdgen stehenbleiben.

Der Nachweis der Erreger erfolgte bei uns mikroskopisch im Nativpréparat. Dazu eignet sich
Material aus den Randzonen der Krankheitsherde, zum gesunden Gewebe hin. Wie Sie aus der
Diagnostik von Flexibakterien wissen, muft man bei der Betrachtung der Nativpréparate etwas
Geduld haben. Wahrend man die sich schlangelnd fortbewegenden, lichtbrechenden Stébchen
sofort sieht, erfolgt die Formierung zu den typischen Sdulen- und grasbundelartigen Anord-
nungen erst nach ein paar Minuten. Als Medium haben wir Leitungswasser verwendet, und
nicht physiologische Kochsalzlosung. Bei dem Erreger der bakteriellen Kiemenerkrankung bei
Satzkarpfen handelt es sich vermutlich um Flexibacter columnaris.

In der Literatur wird die Erkrankung als Columnaris-Infektion, Myxobakterien-Erkrankung,
Flossenféule, Baumwollerkrankung umschrieben.

Hauptsichlich sind die Bakterien als Erreger der ,,Bakteriellen Kiemenschwellung® bei Jung-

salmoniden aber auch bei anderen SiiRwasserfischarten bekannt.
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Flexibacter columnaris ist der am weitesten verbreitete Erreger aus der Gruppe der
Myxobakterien. Die Infektionen verlaufen chronisch, akut oder perakut. Morbiditat und
Mortalitdt der Erkrankung erhdéhen sich mit zunehmender Temperatur oder abrupten
Temperaturschwankungen. Die Viruslenzmechanismen des Erregers sind zum gréften Teil
noch unklar. In weichem Wasser ist Flexibacter columnaris jedoch weniger pathogen. In
destilliertem Wasser zeigt der Erreger keine Pathogenitdt mehr. Beglnstigend fur die
Erkrankung scheinen hohe Sauerstoffgehalte des Wassers zu sein, die Uber die
Sattigungsgrenze hinausgehen konnen. Die Columnariskrankheit ist hauptséchlich eine
Erkrankung der Epithelien. Bei Welsen wurden jedoch schon systemische Erkrankungen ohne
aulerliche Lé&sionen beobachtet. Weniger hdufig jedoch wesentlich akuter, verlaufen die

Columnaris-Erkrankungen der Kiemen,

Ahnlich wie bei der ,,Columnaris*“-Krankheit der Salmoniden treten die Krankheitsausbriiche
bei Karpfen hauptsachlich bei Temperaturen Gber 18 bis 20 °C auf, also in den Sommermo-
naten Juli bis September, in Einzelfallen - hier in der Neztgehegeanlage - bereits im Mai bis
Juni. Bei Temperaturriickgang - zum Herbst / Winter hin - verschwinden die klinischen Symp-

tome der Erkrankung, lediglich die Kiemenausfélle bleiben sichtbar.

Bezeichnend fur die Erkrankung ist die Feststellung, dal bei Satzkarpfen in herkdmmlichen
Teichen hauptsachlich die Kiemen betroffen waren, nur in einem einzigen Fall die Haut im
Kopf-Maul-Bereich. Bei der Erkrankung der Ky in der Netzgehegeanlage waren hingegen Haut

und Kiemen betroffen.

Hautbefall mit Flexibakterien bei Goldfischen, Shubunkies und anderen Kaltwasserzierfischen
wird hdufig beobachtet, meist aber auch bei niedrigeren Wassertemperaturen. Aus der
Warmwasseraufzucht von Satzkarpfen mit Flissigsauerstoff in den 80er Jahren sind ebenfalls
Haut-Flexibakterien bekannt. Hier kam es hdufig zu Hautl&sionen, schmutzig grau-braunen
zerfaserten Stellen im Kopf-Maul-Bereich, an den Flossen oder lateral, ebenfalls bei hohen

Wassertemperaturen mit Nachweis dhnlich reagierender Flexibakterien.

Die derzeit aktuellen bakteriellen Kiemenerkrankungen der Satzkarpfen gehen fast immer auf
Vorschadigungen zuriick:
In der Mehrzahl der Félle erfolgte bei den Nekrosen der gleichzeitige histologische Nachweis

von myxosporidien&hnlichen Stadien in den Kiemen.
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In 2 Féllen 1998 folgte die bakterielle Infektion unmittelbar nach einer Branchiomykose, in
einem Fall waren gleichzeitig noch Pilzhyphen und schon Flexibakterien sichtbar. Infolge der
starken Vorschadigung des Kiemengewebes durch die Geféallverstopfung durch Branchiomyces
setzte die sekundare bakterielle Infektion groRflachig an verschiedenen Stellen ein. PH-Wert-

und NHs-bedingte Vorschadigungen werden in mehreren Féllen vermutet. Sie lassen sich meist

nachtraglich nicht mehr sicher nachweisen.

Die Erkrankung zieht sich meist tber mehrere Wochen hin, gering befallene Fische fressen
noch und sind aulerlich kaum auffallig. Stark befallene Fische magern ab, stehen am Zuflul
oder an der Wasseroberflache und fallen durch Dunkelfarbung auf. Kennzeichnend ist ein
schleppendes Verlustgeschehen, das bei Ki-Karpfen in vielen Féllen infolge FraBes durch
Reiher, Mowen, Enten usw. kaum auffallt. Zusatzlicher Befall der geschadigten Kiemen mit
Saprolegnia kompliziert die Situation zuweilen.

Auffallig ist auBerdem, daBl die Erkrankung nicht unmittelbar mit der Besatzintensitét
korreliert.

Prophylaktisch sollten vor allem primare Ursachen fur die Infektion mit Flexibakterien
zurlickgedrangt werden, hier kommt es besonders auf wirksame MalRnahmen gegen Myxo-
sporidieninfektionen an.

AuRerliche Desinfektion gestaltet sich in Teichen sehr schwierig, allgemeine Teichhygiene,
vorbeugende Branntkalkgaben von 100 kg/ha in 14-tdgigem Abstand kénnen von Nutzen sein.
In kleineren Einheiten, wie Netzgehegen, konnen im beginnenden Stadium der Erkrankung
durch Adstringentien oder Chloramin T gute Erfolge erzielt werden.

In Teichen wére der Einsatz von peroxidhaltigen Mitteln an den Futterstellen denkbar. Im
fortgeschrittenen Falle sollten Antibiotika und Sulfonamide eingesetzt werden. In unseren
Féllen scheint Sulfadimidin besser als Chlortetracyclin gewirkt zu haben.

Bei Branchiomykose hat sich die Verfutterung antibakterieller Mittel bewahrt, um der
Kiemeninfektion durch Flexibakterien vorzubeugen, solange die Fische noch fressen.
Notwendig waren in Zukunft die Erregerisolierung, Anzichtung auf entsprechenden
Néahrbdden und Resistenztests.
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Bakterien als Krankheitserreger in 6sterreichischen Teichwirtschaften:

Identifizierung und Empfindlichkeitsprifung

E. Licek und O. Schachner
Institut fur Hydrologie, Fisch- und Bienenkunde

Veterindrmedizinische Universitat Wien, Veterinarplatz 1, A-1210 Wien

Zusammenfassung

Die von in osterreichischen Teichwirtschaften geziichteten Cypriniden und Salmoniden im
Untersuchungszeitraum 1994 bis 1997 isolierten Bakterienstamme sowie deren Empfindlich-

keit bzw. Resistenz gegentiiber ausgewahlten Chemotherapeutika werden vorgestellt.

Summary

Bacteria isolated from cultured cyprinid and salmonid fishes from Austrian fishfarms during

1994 — 1997 are listed up and their sensitivity against selected substances are presented.

Einleitung

Die Behandlung bakteriell bedingter Erkrankungen bei Nutzfischen in &sterreichischen
Teichwirtschaften ist nicht unproblematisch. Durch Fehlen sowohl von Fachtierdrzten fir
diesen Bereich als auch eines Fischgesundheitsdienstes, wie er in anderen europdischen Staaten
existiert, mangelt es dem Teichwirt oft an entsprechend ausgebildeten Ansprechpartnern. Dazu
gibt es in Osterreich nur zwei Institutionen, die sich bevorzugt mit der Krankheitsdiagnostik
bei Fischen befassen. Eine davon ist das Institut fur Hydrobiologie, Fisch- und Bienenkunde
der Veterindrmedizinischen Universitdt Wien, das als Anlaufstelle fiir Fischuntersuchungen
geographisch ungunstig liegt. All das hat immer schon dazu geflhrt, daR der Teichwirt selbst
Diagnosen stellt und dann versucht, dal} seiner Meinung nach wirksame Therapeutikum zu
erlangen. Durch die seit dem Jahre 1994 existierende Fischseuchenverordnung wurden
zusétzlich die Forellenziichter, die bis dahin unsere diagnostischen Mdglichkeiten in Anspruch
nahmen, abgeschreckt, da sie furchten, dal im Rahmen diagnostischer Untersuchungen
anzeigepflichtige Fischkrankheiten in ihren Bestdnden festgestellt werden konnten und das die
Sperre ihres Betriebes und alle nachfolgenden im Tierseuchengesetz vorgesehenen Mal-

nahmen bewirken wirde. Es mul} also davon ausgegangen werden, dal3 in den meisten Fallen
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bei Behandlungsversuchen die Grundsétze fir eine wirkungsvolle antibakterielle Therapie,
namlich geeignetes Therapeutikum, ausreichende Dosierung und ausreichender Behandlungs-
zeitraum nicht eingehalten werden und so resistente Bakterienstdmme entstehen. AulRerdem ist
die Chemoprophylaxe eine Art der Vorbeugung, die dem Teichwirt nicht unbekannt ist, und
auch ungeeignete vorbeugende Malinahmen seitens des Teichwirtes tragen zur Entwicklung
von Resistenzen bei. Die Bakterien selbst verfiigen auch tGber Mechanismen zur Resistenz-
steigerung, wie z.B. Ubertragung von Plasmiden durch die es zu Resistenzen gegeniiber einem

Wirkstoff auch bei Bakterien kommen kann, die zuvor nie mit diesem Kontakt hatten.

Zum Uberblick tber die haufigsten bei teichwirtschaftlich genutzten Salmoniden und
Cypriniden auftretenden, krankheitsverursachenden Bakterien sowie deren Empfindlichkeiten
wurden die Untersuchungsergebnisse der Jahre 1994 bis 1997 zusammengefal3t. Allerdings
stellen die hier zusammengestellten Daten nicht die gesamtosterreichische Situation dar, weil
auch einige veterindrmedizinischen Bundes- bzw. Landesanstalten sich in geringem Umfang

mit Fischuntersuchungen befassen.

Material und Methode

Im Untersuchungszeitraum 1994 bis 1997 wurden die bei folgenden Fischarten erhobenen
bakteriologischen Befunde fir diese Zusammenstellung bertcksichtigt: Cypriniden (Schuppen-
und Spiegelkarpfen), Salmoniden (Regenbogen- u. Bachforellen, Bachsaibling, Aschen). Bei
den Salmoniden wurden Aeromonas salmonicida, Aeromonas spp. und Yersinia ruckeri
getrennt erfal3t; bei den Cypriniden Aeromonas sobria, Aeromonas hydrophila und Pseudo-
monas spp.. Die anderen von uns isolierten Bakterienstimme wurden unter “andere” in den
Tabellen zusammengefalst. An Wirkstoffen wurde im fraglichen Zeitraum Tetracyclin,
Furazolidon, Chloramphenicol, Oxolinsiure, Flumequin und Enrofloxacin getestet. Da mit
Streptomycin und Sulfonamid / Trimethoprim-Konzentrationen in der Untersuchung vorausge-
henden Periode keine Erfolge erzielt wurden, kamen diese Substanzen in den Jahren 1994 bis
1997 im Rahmen der Empfindlichkeitspriifung nicht zum Einsatz.

Ergebnisse

Cypriniden: Bei den untersuchten Karpfen handelte es sich fast durchwegs um Fische mit den
Symptomen der Erythrodermatitis bzw. Geschwirkrankheit. Aus den Hautlasionen wurden vor

allem Aeromonas sobria und Aeromonas hydrophila isoliert. Pseudomonaden (in erster Linie
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Ps. putrefaciens und Ps. fluorescens) spielten in allen 4 Jahren eine geringere Rolle (Abb. 1).
Ihr Auftreten ist jedoch charakteristisch fur einige Teichwirtschaften. Alle Bakterienstamme
zeigten gute Empfindlichkeit gegenuiber Chloramphenicol, Oxolinsdaure, Flumequin und Enro-

floxacin. Bei Tetracyclin war der Anteil resistenter Keime am hdchsten (Abb. 3).

Salmoniden: Auch bei den Salmoniden (berwogen in unserem Untersuchungsgut die
fakultativ pathogenen Aeromonaden und Pseudomonaden, gefolgt von Yersinia ruckeri und
Aeromonas salmonicida (Abb. 2). In dieser Abbildung l&Rt sich der Riickgang der Einsendung
forellenartiger Fische deutlich erkennen, doch Aeromonas salmonicida und Yersinia ruckeri
sind aus unseren Forellenbetrieben sicher nicht verschwunden. Der im Jahre 1994 auffallend
groBBer Anteil an “anderen” Bakterienarten 148t sich durch sehr hohe Fischzahlen pro Einsen-
dung erklaren, hier handelte es sich ausschlieBlich um Pseudomonaden. Ahnlich wie bei den
Karpfen verhielten sich auch die Aeromonas spp.-Isolate der Salmoniden im Antibiogramm,
wobei auffiel, dafl auch Furazolidon wirksam war. Bei diesem Wirkstoff zeigen sich genauso
geringe Resistenzen wie bei den Gyrasehemmer. Bei Yersinia ruckeri sind Empfindlichkeiten
und Resistenzen gegentber allen Wirkstoffen mit Ausnahme des Enrofloxacins sehr einheit-
lich. Bei A. salmonicida hingegen ist deutlich zu erkennen, da Chloramphenicol zur Zeit nicht
zu den wirksamen Substanzen gez&hlt werden kann, was u.U. auch darauf zurlickzufiihren ist,
dal’ dieser Wirkstoff bei den Teichwirten immer als Mittel der Wahl bei der Bekampfung der

Furunkulose gegolten hat.

Der angestellte Vergleich von Empfindlichkeit und Resistenz einiger bei Fischen hé&ufig
vorkommenden Bakterienstimme zeigt, dal die Therapiemoglichkeiten bei Osterreichischen
Nutzfischen durchaus giinstig beurteilt werden konnen. Leider ist in Osterreich zur Zeit keiner
der getesteten Wirkstoffe fiir Fische zugelassen. Oxolinsaure und Flumequin sind in Osterreich
generell nicht zugelassen (darauf sind wahrscheinlich die guten Ergebnisse in Bezug auf die
Empfindlichkeit zuriickzufiihren). Bei uns gibt es daher momentan nur 2 Wege legal einen
Fischbestand zu behandeln: Die Umwidmung eines fiir andere der Lebensmittelgewinnung
dienenden Tiere zugelassenen Arzneimittels oder, wie z.B. im Falle des Flumequin die
magistraliter Verschreibung. Es bleibt aber doch zu hoffen, dal? im Zuge der gegenseitigen
Anerkennung von Arzneimitteln innerhalb der EU auch auf dem Fischsektor die Mdglichkeit
geschaffen wird, Fische erfolgreich zu behandeln und den Konsumenten vor dem GenuR

unerlaubter Substanzen zu bewahren.
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Abb. 3: Vergleich der Empfindlichkeiten verschiedener Bakterienstdmme gegentiber
ausgewdahlten Chemotherapeutika (Cypriniden). OT = Tetracycline; FR = Furazolidon;

C = Chloramphenicol; OA = Oxolinsaure; UB = Flumequin; ENR = Enrofloxacin.
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Biologische Eigenschaften der Aquatischen Iridoviren

Sandra ERbauer und Wilfried Ahne

Institut fr Zoologie, Fischereibiologie und Fischkrankheiten
Kaulbachstr. 37; 80539 Miinchen

Tel.: 089/2180-2968; Fax: 089/2805175

e-mail: essbauer@zoofisch.vetmed.uni-muenchen.de

Zusammenfassung

Iridoviren aquartischer Organismen haben in der letzten Dekade weltweit an Bedeutung
zugenommen. Diese Erreger werden unter anderem fiir das Sterben von Fischen und Amphi-
bien in naturlichen Habitaten verantwortlich gemacht.

Neben Klassifikationsmerkmalen und dem Aufbau sollten die Ausfilhrungen einen Uberblick
uber die biologische Eigenschaften eines im Jahre 1989 bei FluBwelsen isolierten Iridovirus
geben.

Wirtsspezifitat, Pathogenitat, Transmission und Immunitat des Wels-Iridivirus in vivo werden
diskutiert. Auerdem werden die Ergebnisse von in vitro Untersuchungen mit besonderer
Darstellung des Zellkultursprektrums, der optimalen Vermehrungstemperatur, eine Beschrei-
bung des cytophatischen Effektes mit Virustitern, die Stabilitat des Wels-Iridovirus und auch

Diagnosemdglichkeiten préasentiert.

Dieses Projekt wird von der Deutschen Forschungsgemeinschaft geférdert.


mailto:essbauer@zoofisch.vetmed.uni-muenchen.de
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Molekulare Eigenschaften der fischpathogenen Iridoviren

Sandra ERbauer und Wilfried Ahne

Institut fr Zoologie, Fischereibiologie und Fischkrankheiten
Kaulbachstr. 37; 80539 Miinchen
Tel.: 089/2180-2968; Fax: 089/2805175

e-mail: essbauer@zoofisch.vetmed.uni-muenchen.de

Zusammenfassung

Iridoviren sind cyroplasmatische dsDNS-Viren, deren Genom terminal redundant und circuldr
permutiert ist. Ein molekularbiologischer Vergleich verschiedener Iridovirusisolate gibt Auf-
schluBR Gber die Generalzugehorigkeit der Familie der Iridoviridae. Das Genom des LCDV-1,
der Typspecies des Genus Lymphocystiviren der Iridoviridae, ist vollstdndig sequenziert.
Neben der Analyse der Molekularbiologie der systemisch fischpatogenen Iridoviren wird ein
open reading frame eines Schollen-Lymphocystis-Virusisolates vorgestellt. Dieses zeigt

Verwandschaft zu den Pockenviren auf.

Dieses Projekt wird von der Deutschen Forschungsgemeinschaft geférdert.
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Diskriminierung von Virusisolaten aus verschiedenen Fischarten mit Hilfe
des RNase-Protection-Assays (RPA)

W. Ahne* und G. Kurath**

*Institut fur Zoologie, Fischereibiologie und Fischkrankheiten, Universitat Minchen,
Kaulbachstr. 37, D-80539 Minchen
**Northwest Biological Science Center, 6505NE 65 Street, Seattle, WA 98115, USA

Zusammenfassung

Es wird Uber die erfolgreiche PER/SVCV Diskriminierung mittels des RNase-Protection-
Assays (RPA), sowie erstmals uber die Existenz von unterschiedlichen SVCV Genotypen
berichtet.

13 Rhabdovirusisolate von verschiedenen Fischen (Bérbling, Bachforelle, Grasfisch, Guster,
Hecht, Karpfen, Regenbogenforelle, Renke, Schleie), die in der indirekten Immunofluoreszenz
sowohl mit PFR- als auch mit SVCV- polyklonalen Antiseren reagierten, konnten mittels des
RPA diskriminiert werden. Mit Hilfe eines *P markiertem minus-sense Transkripts des
pBluescript (Strategene) Klons, der die cDNA-Kopie des kompletten SVCV-G-Gens enthielt,
wurde die plus-sense RNA der Viren hybridisiert und anschlieBend mit RNase A und T1
behandelt. Nur die RNA der finf Cyprinus carpio (ein Koi-Karpfen, vier gewohnliche
Karpfen) lIsolate hybridisierten mit der SVCV-G-Sonde und waren gegentber dem RNase-
Verdau geschutzt. Die RNA des Koi-Karpfenisolates und ein Isolat vom gewoéhnlichen
Karpfen zeigten Haplotypen, die sich von denen der 3 (brigen identischen Haplotypen
unterschieden. Alle fiinf Karpfenisolate konnten somit mit dem RPA als SVCV identifiziert
werden, sie zeigten jedoch genomische Unterschiede zum SVCV-Referenzstamm (FIJAN et al.,
1971). Die restlichen acht von verschiedenen Fischen gewonnen Isolate sowie der PER-
Referenzstamm (DE KINKELIN et al., 1973) reagierten nicht mit der SVCV-Sonde und wurden
von der RNase vollig verdaut. Die Befunde wurden durch Neutralisation mit PER/SVCV

spezifischen monoklonalen Antikorper bestétigt.
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Weiterfiihrende Arbeiten zur VHSV/IHNV-Diagnostik mittels PCR direkt
aus Organmaterial
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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeiten wurde eine Reverse Transkriptase - Polymerase-Kettenreaktion
(RT-PCR) fur den schnellen und sicheren Nachweis und die Differentialdiagnose von VHSV
und IHNV aus infizierten Zellkulturen und direkt aus Organmaterial etabliert. Mit diesem
PCR-Test konnten alle relevanten VHS- und IHN-Virusstdmme nachgewiesen werden.

Je nach Probenmaterial, infizierte Zellkulturen (EPC, RTG2) oder Fischorgane, dauerte der
VHSV/IHNV-Nachweis mittels RT-PCR nur ca. 7 - 9 Stunden. Die Schnelligkeit dieser
Methode (RNA-Isolierung, Reverse Transkription, PCR und Agarosegel-Elektrophorese) ist
vor allem fiir den Seuchenverdachtsfall von entscheidender Bedeutung.

Die Leistungsfahigkeit der in dieser Arbeit entwickelten PCR-Verfahren und deren Tauglich-
keit flr den Routineeinsatz wurde durch einen groR3 angelegten Feldversuch tberpriift. Hierzu
wurden aus 30 deutschen Teichwirtschaften insgesamt 330 Regenbogenforellen vergleichend
mit verschiedenen PCR-Techniken und mit dem derzeit vorgeschriebenen VHS/IHN-
Diagnoseverfahren (96/240/EG) untersucht. Die RT-PCR mit anschliefender nested PCR
direkt aus den Fischorganen (Herz, Milz, Kopfniere und Gehirn) erwies sich als die empfind-
lichste Methode. Mittels PCR-Test direkt aus Gewebe konnte sowohl bei akut und subakut bis
chronisch kranken Fischen als auch bei VHSV/IHNV-Carrierfischen virale RNA nachgewiesen
werden.

Der in dieser Arbeit entwickelte Schnelltest (RT- und nested PCR) stellt aufgrund seiner Vor-
teile eine zuverldssige Alternative zum derzeit vorgeschriebenen VHS/IHN-Diagnoseverfahren
dar und verspricht ein wertvolles Instrument flir weitere Fischseuchen-Bekampfungs-

programme zu werden.
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Summary

Reverse transcription followed by the polymerase chain reaction (RT-PCR) allowed the detec-
tion and differentiation of viral haemorrhagic septicaemia virus (VHSV) and infectious
hematopoietic necrosis virus (IHNV), regardless of the serotype.

The rapid RNA extraction, reverse transcription and PCR permitted to read the agarose gels
within 7 - 9 hours after samples, infected cell cultures (EPC, RTG2) or fish organs, arrived,
which is of great importance when there is reason to believe that VHSV or IHNV may be
present.

The efficiency and suitability of PCR-methods developed in this work were evaluated by a
large field trial, comparing the PCR-techniques in 30 German fish farms (330 rainbow trout)
with the usual virus isolation and identification method (96/240/EG). The RT-PCR followed by
the nested PCR directly from fish organs (heart, spleen, anterior kidney and brain) turned out to
be the most sensitive method. By using the PCR-test directly from tissue it was possible to
detect viral RNA in acutely and subacutely to chronically diseased fish as well as in
VHSV/IHNV-carrier fish.

The reliable quick test developed in this work for the direct detection of VHSV and IHNV
(RT- and nested PCR) has great advantages compared to the presently used procedures and

promises to become a valuable tool for further fish health management programs.

Einleitung

Das Virus der Viralen Hamorrhagischen Septikamie (VHSV) und das der Infektiosen Hamato-
poetischen Nekrose (IHNV) verursachen grof3e wirtschaftliche Verluste in der Aquakultur. Die
Diagnose dieser Rhabdoviren nimmt eine grundlegende Stellung bei der Krankheitsvor-
beugung und -bekampfung ein (ENZMANN, 1989).

EU-weit sind geméal der ,,Entscheidung der Kommission iiber die Probenahmeplidne und Dia-
gnoseverfahren zur Erkennung und zum Nachweis bestimmter Fischseuchen (96/240/EG)*
regelmaRige Kontrollen vorgeschrieben (KOMMISSION DER EUROPAISCHEN GEMEINSCHAFTEN,
1996). Zur Diagnose von VHSV und IHNV ist derzeit die Isolierung dieser Rhabdoviren in
Zellkulturen vorgeschrieben. VHSV und IHNV werden anschliefend meistens mit dem
Immunfluoreszenz-Antikorpertest (IFAT) nachgewiesen. GemdalR der Entscheidung der
Kommission (96/240/EG) kann die Virusidentifizierung auch mittels Neutralisationstest oder

»enzyme linked immunosorbent assay* (ELISA) durchgefiihrt werden.
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Verschiedene Autoren haben Methoden vorgestellt, die geeignet sind IHNV und VHSV nach
Erregeranzucht in Zellkulturen mittels PCR nachzuweisen (ARAKAWA et al., 1990; BRUCHHOF
et al., 1995). Jedoch steht zur Zeit den Untersuchungslabors kein zuverlassiger Schnelltest zur
Verfligung, um VHSV und IHNV direkt aus Organproben nachweisen zu kénnen. Es war des-
halb die Aufgabe des vorliegenden Projekts, ein schnelles und sicheres Verfahren fir den
Nachweis und die Differentialdiagnose aller relevanten VHSV- und IHNV-Stdmme zu ent-
wickeln, das es den mit der Untersuchung von Fischkrankheiten beauftragten Stellen erlaubt,
grolRe Zahlen an Proben in kurzer Zeit mit einer zuverldssigen und sensitiven Methode zu
untersuchen. Als Untersuchungsmethode wurde die Polymerase-Kettenreaktion in der Version
der RT-PCR verwendet, um die virale RNA des VHSV bzw. IHNV nachweisen zu kénnen
(MILLER et al., 1998).

Ergebnisse und Diskussion

Die Leistungsfahigkeit der in dieser Arbeit entwickelten PCR-Verfahren (RT-PCR bzw. nested
PCR aus Zellkulturen und direkt aus Organen) und deren Tauglichkeit fir den Routineeinsatz
wurde durch einen grof} angelegten Feldversuch, in den 30 deutsche Teichwirtschaften
einbezogen waren, uberpruft (MILLER et al., 1998). Es wurden Regenbogenforellen untersucht,
die entweder nachgewiesenermaBen VHS/IHN-frei, VHS/IHN-verseucht bzw. VHS/IHN-
verdachtig waren, d.h., daB diese Arbeit die erste Studie zur Evaluierung von PCR-Verfahren
fur die VHS/IHN-Diagnose aus natdrlich infizierten Fischen darstellt. Bei drei kinstlich
IHNV-infizierten Fischen zeigten ARAKAWA et al. (1990), dafll aus Nierengewebe und aus
Leukozyten PCR-Produkte, die fur das Nukleokapsid(N)-Gen des IHNV spezifisch sind,
amplifiziert werden koénnen; jedoch wiesen sie darauf hin, da die Reaktionsbedingungen
weiter optimiert werden missen, um die Sensitivitidt des RT-PCR-Verfahrens, das virale RNA
aus Zellkulturen nachweist, zu erzielen.

Fur die vorliegende Arbeit wurden die zu untersuchenden Fische zunéchst klinisch und
pathologisch-anatomisch beurteilt. Unter den insgesamt 330 untersuchten Forellen aus 30
Betrieben waren sowohl Fische mit typischen Zeichen einer akuten oder subakuten bis
chronischen VHS/IHN-Infektion als auch Fische, die keinerlei Anzeichen einer Erkrankung
aufwiesen. Als Negativkontrollen wurden Regenbogenforellen aus zehn unterschiedlichen
Betrieben verwendet, welche bereits eine EU-Zulassung als anerkannt VHS/IHN-freie Betriebe
besitzen bzw. in ein Programm zur Anerkennung integriert sind.

Unabhangig vom Sektionsbefund wurden alle Proben (Herz, Milz, Vorderniere und Gehirn)

mit drei verschiedenen Nachweisverfahren vergleichend untersucht:
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A: Traditionelle Erregeranzichtung und anschlieRender IFAT
B: Traditionelle Erregeranziichtung und anschlieende RT-PCR
C: Direkter VHSV/IHNV-Nachweis aus Gewebe mittels RT-PCR

Bei den Methoden B und C wurde zusatzlich eine nested PCR durchgefiihrt. In den Tabellen 1
bzw. 2 sind die Untersuchungsergebnisse aller Betriebe, die als VHS- bzw. IHN-positiv

erkannt wurden, vergleichend dargestellt.

Die Ergebnisse dieses Methodenvergleich zeigen, dal die RT-PCR mit anschliel}ender nested
PCR direkt aus Gewebe das sensitivste Diagnoseverfahren darstellt (Tab. 1 und 2). Mit dieser
direkten PCR-Technik wurden neun Betriebe als VHS-positiv (Nr. 9, 10, 12, 15, 19, 22, 23, 24,
29) und sieben Betriebe als IHN-positiv (Nr. 2, 3, 21, 25, 26, 27, 28) diagnostiziert. Aus diesen
VHS- bzw. IHN-positiven Teichwirtschaften waren Fische in verschiedenen Krankheitsstadien
eingesandt worden. Mittels PCR-Test direkt aus den Organen konnten PCR-Produkte, die fur
das Glykoprotein(G)-Gen von VHSV bzw. IHNV spezifisch sind, sowohl aus akut kranken
und aus subakut bis chronisch kranken Fischen als auch aus symptomlosen persistent
VHSV/IHNV-infizierten Fischen amplifiziert werden.

Besonders erwédhnenswert sind neben den VHS-positiven Betrieben 12, 19 und 22 auch die
IHN-positiven Betriebe 2, 3, 25 und 27, denn bei diesen sieben Betrieben konnte VHSV bzw.
IHNV nur mittels direkter PCR-Technik nachgewiesen werden. Alle sieben erwahnten Teich-
wirtschaften besitzen eine VHS- bzw. IHN-Vorgeschichte, da bei vorangegangenen Unter-
suchungen eine VHSV- bzw. IHNV-Infektion diagnostiziert worden war. Jedoch konnten von
diesen sieben Betrieben keine akut erkrankten Fische mehr als Probenmaterial fur die vor-
liegende Arbeit gewonnen werden. Um sicher zu gehen, daf in diesen sieben Féllen mit dem
vorgeschriebenen Diagnoseverfahren (96/240/EG) tatséchlich kein Virus isolierbar war, wurde
die Erregeranzucht in Zellkulturen wiederholt, und es wurden nicht nur die vorgeschriebenen
zwei sondern drei Zellkulturpassagen durchgefthrt. In allen Féllen konnte kein zytopathogenes
Agens isoliert werden. Dennoch wurden diese Zellkulturen mittels IFAT und RT-PCR auf
VHSV/IHNV untersucht, um auszuschlielen, daR eventuell ein Virus vorhanden war, das
keinen zpE verursacht. Erwartungsgemal konnte in diesen Zellkulturen (ohne zpE) weder

VHSV noch IHNV nachgewiesen werden.
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Tab. 1: Nachweis von VHSV aus Fischproben von 30 Teichwirtschaften
Betrieb | Vorge- | Bemerkungen Infektions- Virusisolierung PCR von
Nr. |[schichte Stadium 96/240 Organen
IFA | PCR | nest. | PCR | nest.
T PCR PCR
9 VHS Wi-Stamm Persistent + + + + +
10 VHS Wi-Stamm Akut + + + + +
12 VHS -20°C >4 Mo Subakut - - - + +
15 — Akut + + + + +
19 VHS autolytisch - - - + +
22 VHS -20°C >4 Mo Subakut - - - + +
23 — Akut + + + + +
24 — Akut + + + - +
29 VHS Wi-Stamm Subakut + + + + +
Anzahl der als VHSV-positiv erkannten Betriebe | 6 6 6 8 9

Tab. 2: Nachweis von IHNV aus Fischproben von 30 Teichwirtschaften
Betrieb | Vorge- |Bemerkungen | Infektions- | Virusisolierung PCR von
Nr. schichte Stadium 96/240 Organen
IFA | PCR | nest. | PCR | nest.
T PCR PCR
IHN -20°C >3 Mo | Persistent - - - + +
IHN Persistent - - - + +
21 IHN Akut + + + + +
25 IHN -20°C >3 Mo | Persistent - - - - +
26 IHN -20°C > 4 Mo Akut + + + + +
27 IHN Persistent - — — — +
28 — Akut + + + + +
Anzahl der als IHNV-positiv erkannten Betriebe 3 3 3 5 7
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Die Proben der Betriebe 24, 25 und 27 verdeutlichen, daB3 bei der direkten PCR-Technik in
manchen Fallen eine zusétzliche nested PCR angeschlossen werden muf, falls die erste PCR
keinen eindeutigen Virusnachweis ermdglicht. Denn ohne diese nested PCR waren sowohl die
akut VHS-erkrankten Forellen des Betriebes 24, als auch die persistent IHNV-infizierten

Fische der Betriebe 25 und 27 nicht als solche nachgewiesen worden (Tab. 1 und 2).

Wurden die Viren jedoch zuerst in Zellkulturen (EPC, RTG2) als zytopathogene Agenzien
isoliert, konnten mit allen nachfolgenden Diagnoseverfahren (IFAT, RT-PCR, nested PCR) die
gleichen sechs Betriebe als VHS-positiv (Nr. 9, 10, 15, 23, 24, 29) und dieselben drei Betriebe
als IHN-positiv (21, 26, 28) identifiziert werden. Hier wirkte sich die nested PCR im
Gegensatz zur direkten PCR-Technik nicht sensitivitatssteigernd aus, da nach Virusvermeh-
rung in der Zellkultur geniigend virale RNA fiir die RT-PCR-Diagnose zur Verfligung stand,
d.h., dai? hier die Erfassung des Erregers durch die wesentlich weniger sensitive Isolierung in
der Zellkultur den limitierenden Schritt darstellt.

Im Rahmen dieser Arbeiten wurde gezeigt, dall mittels direkter PCR-Technik nicht nur die
virale RNA aller relevanten VHS- und IHN-Virusstdmme nachweisbar ist, sondern daf} auch
problematische Proben, wie z.B. persistent infizierte Fische, autolytisches Material und lange
Zeit gefrorene Proben, als Ausgangsmaterial fiir die direkte PCR einsetzbar sind.

Da EU-weit die derzeit zugelassenen Diagnoseverfahren zur Erkennung und zum Nachweis
bestimmter FISCHSEUCHEN durch die Entscheidung 96/240/EG der KOMMISSION DER EURO-
PAISCHEN GEMEINSCHAFTEN (1996) vorgeschrieben sind, ist es erforderlich, dal das im
Rahmen dieser Arbeiten entwickelte und evaluierte PCR-Verfahren in diese europdische
Rechtsakte aufgenommen wird, um die VHS/IHN-Diagnostik verbessern zu kdénnen. Denn
dieser zuverlassige und sensitive Schnelltest fiir den Nachweis und die Differentialdiagnose der
VHS und IHN der Salmoniden verspricht aufgrund seiner Vorteile gegenlber dem
traditionellen Diagnoseverfahren ein wertvolles Instrument fur weitere Fischseuchen-

Bek&mpfungsprogramme zu werden.
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Praktische Hinweise zur Vorbereitung eines Antrags fir eine
Betriebszulassung mit dem Status ,,frei von VHS und IHN* durch die EU

J. Rapp

Staatliches Tierdrztliches Untersuchungsamt, Lowenbreite 20, 88326 Aulendorf

Zusammenfassung

In einem Land wie Deutschland, das nur 50 % seines Forellenbedarfs selbst produziert, ist die
Gefahr der Einschleppung von VHS und IHN durch Zukauf von lebenden Fischen besonders
grol3. Wer bei uns Fische produziert, der kann mit einer persistierenden Infektion nicht leben.
Um VHS und IHN erfolgreich bekdmpfen zu kénnen, mu man eine Strategie entwickeln. Mit
den Richtlinien 91/67 und 93/53 der EU, die in nationales Recht umgesetzt werden muRten,
sind die Maoglichkeiten vorgegeben. In L&ndern, die nicht flachendeckend frei von diesen
beiden Krankheiten sind, ist es sinnvoll, als ersten Schritt die Zulassung von
Quellwasserbetrieben anzustreben. Es werden Hinweise praktischer Art fir die Vorbereitung

einer Betriebszulassung gegeben.

Summary

For a country like Germany, which produces only 50 % of its own requirement, there is a
constant danger introducing VHS- and IHN- virus into the trout populations with purchased
live trout. If the water supply comes from a spring, a borehole or a well with a water
temperature below 14 °C, economic trout production in persistantly infected stock is not
possible. The realization of the Council Directives 91/67 and 93/53 in national regulations has
provided us an instrument for disease control. This article give practicable recommendations

for the preparation an application of approval.

Einleitung

In einem Land wie Deutschland, das nur 50 % seines Forellenbedarfs selbst produziert, ist die
Gefahr der Einschleppung von VHS und IHN durch Zukauf von lebenden Fischen besonders
groR.

Wer bei uns Fische produziert, der kann mit einer persistierenden Infektion nicht leben. Im
Fischhaltungsbetrieb replizieren sich Erreger von VHS und IHN in unvorstellbaren Mengen

und werden in das Gewassersystem entlassen. Man mufl} deshalb bei der Fischseuchenbe-
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kampfung den Fischhaltungsbetrieb besonders im Auge behalten und das zum Vorteil aller
Fischwassernutzer. Die EU hat mit der RICHTLINIE 91/67 ein Ersatzmodell fur Schlagbdaume
und Einfuhrvorschriften zwischen den Mitgliedsstaaten geschaffen. Sie regelt die
tierseuchenrechtlichen Belange bei der Vermarktung von Tieren und andere Erzeugnissen der
Aquakultur. Wer von der EU zugelassen ist (Betrieb / Gebiet), dem sind Handelseinschrén-
kungen mit Rucksicht auf den erforderlichen Schutz der Gesundheit seines Fischbestandes
erlaubt. Die erforderlichen Nachweise flr eine Zulassung stehen in der RICHTLINIE 91/67 und
ihren Anhéngen bzw. in der Entscheidung Uber Probeplédne und Diagnoseverfahren mit der
Nummer 93/532 gedndert durch die Entscheidung 96/240. Eine weitere RICHTLINIE mit der
Nummer 93/53 gibt Mindestmalinahmen bei der Bek&mpfung bestimmter Fischseuchen vor
und ergéanzt die RICHTLINIE 91/67, weil sie die Anzeigepflicht fordert und den Seuchenbetrieb
malregelt.

Um VHS und IHN erfolgreich zu bekampfen, muR man eine Strategie entwickeln.

Der erste Schritt ist die Zulassung von Quellwasserbetrieben. In Quellwasseranlagen, das sind
in der Regel Zucht- und Aufzuchtanlagen, ist der Leidensdruck vor allem durch VHS, aber
auch durch IHN so groR, daB die Betreiber freiwillig mitmachen und auch bereit sind
finanzielle Opfer zu bringen. Damit ist eine der wichtigsten Hirden genommen. Quellwasser-
betriebe lassen sich relativ sicher sanieren. Zulassungsbestrebungen sind erfolgversprechend

und diese Betriebe stehen dann als Lieferanten seuchenfreier Fische zur Verfligung.

Muster fur einen Antrag bei der EU auf Betriebszulassung

Es empfiehlt sich, den Antrag bereits in Englisch abzufassen. Es wurden von mir deshalb
einige der Fachbegriffe, die zur Anwendung kommen koénnen, aufgefiihrt. Der Antrag sollte so
knapp wie moglich gehalten werden. Es interessieren in erster Linie die Punkte 1, 2, 3, 4,7, 8
und 9. Erganzend dazu wird erwartet, da® man eine Ubersichtskarte beilegt, aus der
hervorgeht, in welchem geographischen Raum und an welchem Gewésser die Anlage
angesiedelt ist und eine zweite Karte, eine Art Lageplan, aus der ersichtlich ist, wo Einlauf und
Ablauf der Anlage sich befinden und wie diese gegen das Eindringen von moglicherweise
infizierten Fischen gesichert sind. Die Punkte 5 und 6 dienen vor allem der eigenen

Vorstellung bei prophylaktischem Denken und Planen und der entsprechenden Beratung.

date

Application for approval of farm in non-approved zone
referring to article 6 of Council Directive 91/67
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Name and address of the operator:
Member state:

Country:

Region:

Name of premise:

Description of the fish farm and of the points concerning the approval

1. Water supply:
Must be from well/borehole/spring. If a distant, must be direct to the farm through a pipe or via
an open channel or a natural conduit, but must not constitute a source of infection for the farm

nor allow introduction of wild fish and must be under control of the farm or official service.

2. Downstream barrier:

An unsurmountable obstacle to prevent fish from entering the farm

3. Flood protection:
If necessary, there must be protection against flooding and infiltration of water

4. Ponds and pond management:
Number of natural or concrete ponds, the exist of a fence, of bird protection (is covered with

wirework).

5. Breeding farm, buying fish:
Fish species/broodstock/ hatchtery/ breeding facility

purchase of eggs, fry, fingerlings, ect. from non infected or approved farm

6. Management:
Sale of fry /for own production /sale of fingerlings/for completition of wild fish population/ for

other farms or for own production / reared to portion size and for sale on local market....ect.

7. Official disease control system:
Fish health service / veterinary office/ other institution

8. Control time and number of samples for approval
A control time of two years with the big collection of samples for virological examination in

accordance with directive 91/67 in connection with directive 98/45.
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A longer control time of four years with the small collection of samples concerning the

directive 91/67 or in accordance with the commission decisions 92/532 and 96/240.

9. List with the dates of the virological examinations

Derzeit gibt es vier praktizierbare Moglichkeiten, die zur Betriebszulassung fiihren.

Von der EU geforderte klinische und virologische Kontrollen fur die Zulassung eines Betriebes

oder fur die Gestaltung eines Programmes zu diesem Zweck:

Neuerbauter Betrieb
Besatz mit Fischen ausschlieflich

aus zugelassenen Anlagen

Zulassungsantrag maoglich
(gem. RL. 91/67 EU; Anhang C,I, A Nr.6 a)

Unverdachtiger Betrieb
Seit 4 Jahren nachweislich frei von VHS
Und IHN
Anlage vollig leermachen, desinfizieren
Und 15 Tage leer stehen lassen.

Neubesatz nur aus zugelassenen Anlagen

Zulassungsantrag moglich
(gem. RL 91/67 EU, Anhang C, I, A; Nr. 6 b)

Zeitraubender, aber kostengunstiger Weg
der Zulassung:
Seit 4 Jahren bei regelméRiger amtlicher
Untersuchung VHS- und IHN-frei gewesen
+ anschlielend 4 Jahre lang:
- zwei Klinische Untersuchungen pro Jahr
- + virol. Unters.mit kleinem Probevolumen
3x10 Forellen pro Jahr bei 1. oder 2. Termin

(= Dauer insgesamt 8 Jahre )

Zulassungsantrag moglich
(gem. RL 91/67 Art. 6 i.V. m. Entscheidung
92/532 u. 96/240 der Komission)

Schneller, teurer Weg der Zulassung:
4 Jahre frei von klin. Anzeichen
3 u. 4. Jahr je.zwei klinische Untersuchungen /
Jahr u. Probennahme im Abstand von 4 Mo-
naten bei Wassertemperaturen, die geeignet
sind, VHS und IHN ausbrechen zu lassen.
Virologische Kontrollen;
3. Jahr 30 x 10 Fische bei 1. U. 2. Termin aa
4. Jahr 30 x 10 Fische bei 1. U. 2. Termin aa
(= Dauer insgesamt 4 Jahre)

Zulassungsantrag moglich
(gem. RL 91/67 Art. 5 u. 6, gednd.durch RL
98/45 des Rates i. V. m. Entscheidung 92/532
u. 96/240 der Komission)
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Wege zu Gebietsprogrammen

J. Rapp
Staatliches Tierdrztliches Untersuchungsamt, Lowenbreite 20, 88326 Aulendorf

Zusammenfassung

Hat man erst einmal Salmonidenbetriebe, die zugelassen sind, dann hat man Lieferanten fir
seuchenfreie Fische und kann sich an die nachste Aufgabe, die Gebietszulassung, machen. Flr
eine Gebietszulassung eignen sich ganze Wassereinzugsgebiete oder Teile davon. Unter
Berucksichtigung der ortlichen Verhaltnisse und der Seuchensituation wird die Grolke des
Gebietes festgelegt. Gebiete mit fischereilicher Bedeutung sollten vorrangig behandelt werden.
Gelingt dies, kann man auch ein Programm fir ein grolRrdumiges Wassereinzugsgebiet unter

Eingliederung der kleineren zugelassenen Gebiete wagen.

Auf die gesetzlichen Bestimmungen, die man kennen und beachten muR3, und auf unerl&Bliche
KontrollmaBnahmen bei Vorbereitung und Durchfiihrung eines Gebietsprogrammes, wird

naher eingegangen.

Summary

For a successful control of VHS and IHN in a big area of Germany it is necessary to develop a
strategy. As the first step we need more than only a few approved farms, which can supply the
trouts for a programme zone. Then as the 2nd step it will be possible to plan more small
programme zones with great importance for the fish market within a big water zone. If these
programmes are successful, as the third step one can risk to create a big programme zone like
»,Danube® in ,,Baden- Wiirttemberg® from the spring to a downstream barrier near the town of
,Ulm®,. This procedure in three steps is time consuming but safer and necessary because we
have to control each hobby farm and each purchase of fish for stocking the fishing water. In
addition, in case of an infection in the big zone, there is the important advantage that you can
go back to the small approved zones with great importance for the fish market. Then the
programme in the big water zone can be restarted.

The regulations, the control measures and the different possibilities of programme time in

associaion with the sample volume are dicussed.
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Erforderlicher Inhalt eines Gebietsprogrammantrages

Nach Artikel 10 der RICHTLINIE 91/67 kann man fur ein Wassereinzugsgebiet oder fir den Teil

eines Wassereinzugsgebietes ein Programm erstellen und es der Kommission unter folgenden

Angaben Ubermitteln:

o Betroffenes geographisches Gebiet oder betroffene Zuchtbetriebe.

e MalBnahmen, welche die amtliche Stellen zur reibungslosen Abwicklung des Pro-
grammes zu treffen haben.

e \on den zugelassenen Laboratorien angewendete Verfahren, Zahl und Standort dieser
Laboratorien.

e Ausmal der in Anhang A, Spalte 1, der Listen 1 und 2 genannten Krankheiten.

e Gegenmalinahmen bei Feststellung einer dieser Krankheiten.

Wird ein solches Programm genehmigt und werden die nach Artikel 5 der RICHTLINIE 91/67
geforderten Nachweise erbracht, so erfolgt automatisch die Zulassung dieses Gebietes nach
erfolgreichem Programmablauf.

Strategie bei der Programmplanung und Sicherung des Programmablaufes

In Landern, welche mit Fischhaltungsbetrieben diinn besiedelt sind und in welchen es auch
noch Seuchenbetriebe gibt, ist es nach meiner Ansicht wichtig, dafl man zuerst Quellwasser-
betriebe zur Zulassung bringt (= 1. Schritt ) und dann die Zulassung Kkleinerer Gebiete mit
grolRer fischereilicher Bedeutung tber ein Programm angeht (= 2. Schritt ). Gelingt das, so hat
man die am starksten gefdhrdeten Wasserlaufe unter Kontrolle und kann schlieBlich ein
Programm flr ein groRraumiges Wassereinzugsgebiet unter Eingliederung der kleinen
zugelassenen Gebiete wagen (= 3. Schritt ). Das birgt zudem den Vorteil, da bei einem
Seuchenausbruch wahrend dieser Programmzeit oder nach Zulassung Rickzugsmdglichkeiten
vorhanden sind, die erlauben, dafll in einem solchen Fall nicht sofort allen die mihsam
erworbene Zulassung wieder entzogen wird.

Wahrend der Programmzeit gelten fiir das Programmgebiet die gleichen SchutzmaRnahmen
wie fiir ein bereits zugelassenes Gebiet. Innerhalb des Gebietes darf jeder jeden beliefern, von
aullen darfen nur zugelassene Betriebe liefern. Alle Fischwassernutzer im Programmgebiet

mussen sich an die gleichen Regeln halten.
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Nach der RICHTLINIE 91/67 mulR nur der vermarktende Fischhaltungsbetrieb - dort ,,Fisch-
zuchtbetrieb® genannt - virologisch untersucht werden. Er gilt als Indikator und zeigt eine
vorhandene persistierende Infektion im Wassereinzugsgebiet v.a. talwarts an. Der Klein- und
Einzelverkauf fallt nach Artikel 2 der RICHTLINIE 91/67 nicht unter den Begriff der
Vermarktung. Klein- und Einzelverkauf sind aber nicht definiert, gemeint sind Hobbybetriebe
und Kkleinste Nebenerwerbsbetriebe. Sie missen sich zwar, wenn sie in einem solchen Gebiet
liegen, wie die Fischwasserpéchter auch, an die Regeln beim Einkauf von Besatzmaterial
halten, doch eine virologische Untersuchung ihrer Fische wird von der EU nicht verlangt. Ohne
deren Kontrollen wére jedoch bei uns der Seucheneinschleppung Tir und Tor gedffnet. Um sie
Klinisch und ggf. virologisch kontrollieren zu konnen, muf® man sie zuerst erfassen und
registrieren. Spatestens hier wird Kklar, dal es ohne Einbindung der Amtstierarzte in diesen
Aufgabenbereich nicht geht und das wird bei der EU in Brissel auch erwartet Dies alles regelt
man Uber eine Landesverordnung, die im wesentlichen die Anzeigepflicht und Registrierung
aller Fischhaltungen, die Buchfiihrungspflicht fur alle Fischhaltungen und Fischwasserpachter
sowie die Untersuchungspflicht der Fischhaltungsbetriebe zum Inhalt hat, und die den Zukauf
in zugelassenen Fischhaltungsbetrieben fiir alle Fischwassernutzer zwingend vorschreibt, wenn
auBerhalb des Gebietes eingekauft wird. Im Anhang zu dieser VO bringt man die Schutz-
gebiete unter, fir die man ein Programm oder einen Zulassungsantrag bei der Komission
einreicht. Im Durchfuhrungserla zu dieser Verordnung werden die Aufgaben genannt und

verteilt.

Programmgestaltung gem. Art. 10 der RL 91/67, Durchfiihrung des Programmes und

Aufgabenverteilung

o Betroffenes geographisches Gebiet oder betroffene Zuchtbetriebe

Auswahl des Gebietes mit Aufstiegshindernis als festgelegtem Schlu3punkt.

Genaue geographische Beschreibung des Gebietes mit angesiedelten Betrieben, auch in Form

eines Gewaésserkartenausschnittes mit eingetragenen Betrieben und dem Aufstiegshindernis

dem Antrag beilegen.

e Die Fischziichter missen selbst an einer Zulassung interessiert sein, d.h. sie miissen sich
ggf. finanziell beteiligen.

e Der Fischgesundheitsdienst erstellt zusammen mit der Fischereibehtérde und dem zustén-

digen Amtstierarzt das Konzept.
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Malnahmen, welche die amtliche Stellen zur reibungslosen Abwicklung des Programmes zu
treffen haben.

e Festlegung der Programmdauer und des erforderlichen Probevolumens.

e Erstellen einer Landesverordnung zur Einrichtung von Schutzgebieten gem. 8 79 des
Tierseuchengesetzes und Durchfiihrungserla® mit folgenden Inhalten:

1. Erfassung (Registrierung und Kartierung) aller Fischhaltungsbetriebe, Hobbyanlagen,
Pachter u. Verpachter von Angelgewassern).

2. Zwingende Vorschrift beim Zukauf lebender Fische gem. der RL 91/67

3. Dauernde Buchfihrungspflicht u. 4 Jahre Aufbewahrungspflicht der Aufzeichnungen fir
alle Fischwassernutzer.

4. Kontrollplan gem. der RL 91/67 EG in Verb. mit der Entscheidung 92/532 der EU Uber
Probeplane und Diagnoseverfahren und der Landes-VO.

5. Die Amtstierarzte tbernehmen die Kontrolle der Buchfuhrung aller Fischwassernutzer und
die klinische Untersuchung der Fische in Hobbyanlagen.

6. Der Fischgesundheitsdienst Gbernimmt in allen Betrieben mit Betreuungsvertrag die
klinische Untersuchung der Fischbestdnde und entnimmt Proben zur virolog. Untersuchung.

7. Der Amtstierarzt Ubernimmt in allen Betrieben ohne Betreuungsvertrag die Klinische
Untersuchung und entnimmt regelméfig Proben, bei Hobbybetrieben nur im Verdachtsfall.

8. Die Staatlichen Tierarztlichen Untersuchungsamter fiihren die virologische Untersuchung
durch.

9. Kostenregelung

Von den zugelassenen Laboratorien angewendete Verfahren, Zahl und Standort dieser
Laboratorien.

Staatliche Tierérztliche Untersuchungsdémter mit kompetentem Viruslabor. Virolog.
Untersuchungsverfahren gem. der Entscheidung 92/532 tiber Probepléne und Diagnose

verfahren.

AusmaR der in Anhang A, Spalte 1, der Listen 1 und 2 genannten Krankheiten.
Seuchenhygienischer Status, bisherige Kontrollmalinahmen und Ergebnisse

GegenmafRnahmen bei Feststellung einer dieser Krankheiten.

Rickzug auf gesicherte Restgebiete und/oder Wiederaufbereitung des Programmes.
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Wege zum Gebietsprogramm

Bislang unbelastetes Gebiet oder schon saniertes Gebiet

Der lange, kostengunstige Weg:

4 Jahre Vorlaufzeit ohne Programm gem. Entscheidung 92/532 u. 96/240 EG mit mindestens
1 klin. u. virolog. Untersuchung pro Fischhaltungsbertieb und Jahr tber den FGD-
Betreuungsvertrag oder 85 der Fischseuchen- VO

+4 Jahre Programm mit dem kleinen Probevolumen (= virol. Unters.von 30 Fische / Jahr

und Fischhaltungsbetrieb, bei einer von 2 klinischen Untersuchungen, im Abstand

von 4 Monaten bei Wassertemp. unter 14 °C)

Der kurze, teure Weg

2 Jahre klinisch unverdéachtig

+2 Jahre Programm mit dem grof3en Probevolumen
(= virol. Unters. von 300 Fische / Jahr und Fischhaltungsbetrieb, d.h. (s. RL 91/67
Anh. B I B Nr.1 u. Nr.2 + Entscheidung 92/532 u. 96/420 150 Fische bei jeder
der beiden klinischen Untersuchungen) tber Probenahmepléane u. Diagnose-

verfahren)

Gebiet mit festgestellter VHS- oder IHN-Infektion

Sanierung infizierter Anlagen Sanierung infizierter Anlagen
zwei Jahre Vorlaufzeit (gefordert ist Unverdéchtigkeit bei klin. Unters.)
z.B. Uber 4 Jahre Programm gem Art.10 RL 93/53
oder in Form eines 2-Jahre-Programmes gem. Art.10 der RL 93/53
+ 2 Jahre Programm + 4 Jahre Programm gem. Art.10 RL 91/67

mit dem grofRen Probevolumen mit dem kleinen Probevolumen
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Ein Hechtprogramm in Baden-Wurttemberg mit dem Ziel, die EU-
Zulassung hechterzeugender Betriebe zu erreichen

R. Hamers
Fischereiforschungsstelle des Landes Baden-Wirttemberg
Mihlesch 13, 88085 Langenargen

Zusammenfassung

Nach der EU-Richtlinie 91/67/EWG konnen zur Bek&mpfung von Fischkrankheiten
Programme durchgefuhrt werden, die darauf abzielen, Betriebe oder Gebiete frei von
bestimmten Fischkrankheiten (z.B. VHS oder IHN) zu bekommen. Diese Betriebe oder
Gebiete erhalten nach erfolgreicher Durchfiihrung des Programms den Status eines EU-
anerkannten seuchenfreien Betriebes oder Gebietes. Die Durchfiihrung eines solchen
Programmes mull von der EU genehmigt werden und ist mit bestimmten Auflagen und

Handelsbeschrankungen verbunden.

Der Hecht ist in Baden-Wirttemberg einer der begehrtesten Besatzfische. Er zahlt nach
Anhang A, Liste 2 der EU-Richtlinie 91/67/EWG zu den IHN- und VHS- anfélligen Arten.
Diese Art darf demnach nur dann in zugelassene Betriebe/Gebiete oder Programmgebiete
lebend geliefert werden, wenn die Tiere ebenfalls aus zugelassenen Betrieben oder Gebieten
stammen. In Deutschland existieren zur Zeit jedoch keine IHN/VVHS zugelassenen Betriebe, die

Hechte oder befruchtete Hechteier liefern kdnnten.

Der Fischgesundheitsdienst Baden-Wirttemberg hat deshalb in Zusammenarbeit mit der
Fischereiforschungsstelle des Landes Baden-Wurttemberg ein Programm entwickelt, das die
Produktion von VHS- und IHN- freier Hechtbrut und jingeren Hechten in ausgewahlten Seen
und Weihern zum Ziel hat und durch einen Zusammenschluf} regionaler
Gewasserbewirtschafter realisiert wird. Ein solches Programm ist in dieser Weise bisher noch
nicht durchgefuhrt worden. Der Antrag zur Genehmigung dieses Hechtprogrammes liegt

inzwischen der EU-Kommission in Briissel vor.

Wird diese Genehmigung erteilt und das Programm nach Ablauf von vier Jahren erfolgreich

abgeschlossen, wirden sich folgende fischseuchenhygienischen Vorteile ergeben:
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¢ Erstmals wurden Satzhechte erzeugt, die als VHS- und IHN-frei anerkannt sind. Sie
kénnen als Besatzmaterial in zugelassenen Gebieten oder Programmgebieten verwendet
werden.

e Aufgrund der Seuchenfreiheit (bzgl. VHS und IHN) steht gesundes Hecht-Besatzmaterial
auch fiir andere Gewasser zur Verfligung. Dadurch wird die Gefahr eines Ausbruchs der
Fischseuchen VHS und IHN in Baden-Wirttemberg minimiert.

Summary

Pike stocking into programme zones and approved zones is allowed only with fish produced in
approved zones / farms or fish originating from the zones itself. Actually in Germany no pike
farm is able to supply pike for stocking into programme zones.

The Fish Health Service Baden-Wurttemberg and the Fisheries Research Station have
developed a pike programme in order to produce approved fry and juveniles for stocking into
programme and approved zones.

Spawners of pike are caught in two natural lakes during spawning. Eggs are incubated in two
separate hatcheries and reared until swim up. Swim up fry of each hatchery are stocked into 5
separate natural ponds, where 1 summer old juveniles are produced. Spawning lakes,
hatcheries and nursery ponds were chosen in accordance with Council Directive 91/67/EWG
(modified by Council Directive 98/45/EWG) for approved farms and zones. Samples for
clinical and virological examination are taken from pike spawners and ovarial fluid, from swim
up fry as well as from 1 summer old juveniles.

This programme will be performed in two independent ways to minimize introduction,
protraction or outbreak of VHS /IHN.

Einleitung

Nach der EU-FISCHSEUCHENRICHTLINIE 91/67/EWG konnen zur Bekdmpfung von Fischkrank-
heiten Programme durchgefiihrt werden, die darauf abzielen, Betriebe oder Gebiete frei von
bestimmten Fischkrankheiten (z.B. Forellenseuche (VHS) oder IHN) zu bekommen oder zu
halten. Diese Betriebe oder Gebiete erhalten nach erfolgreicher Durchfiihrung des Programms
den Status eines EU-anerkannten seuchenfreien Betriebes oder Gebietes. Die Durchfiihrung
eines solchen Programmes muR von der EU genehmigt werden und ist mit bestimmten

Auflagen und Handelsbeschrankungen wéhrend des Programmzeitraumes verbunden. So
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muissen z.B. Fische, die fir die betreffende Krankheit anfallig sind und in ein solches
Programmgebiet verbracht werden sollen, aus EU-zugelassenen Betrieben stammen.

Der Hecht ist in Baden-Widrttemberg einer der begehrtesten Besatzfische. Dementsprechend
hoch ist die Nachfrage. Hinsichtlich des Hechtbesatzes in Programmgebiete kénnen sich
Schwierigkeiten ergeben, denn der Hecht zahlt nach Liste A der EU-RICHTLINIE 91/67/EWG
zu den IHN- und VHS-anfélligen Arten. Diese Art darf demnach nur dann in zugelassene
Betriebe/Gebiete oder Programmgebiete fur VHS/IHN lebend geliefert werden, wenn die Tiere
ebenfalls aus zugelassenen Betrieben oder Gebieten stammen. Diese Vorschrift gilt auch fir
Hechteier und -sperma. In Deutschland existieren zur Zeit jedoch keine zugelassenen Betriebe

oder Gebiete, die Hechte oder befruchtete Hechteier liefern kdnnten.

In Baden-Wiirttemberg sollen verstarkt Programmgebiete eingerichtet werden. Hierbei stehen
die gewiinschte EU-Zulassung der Betriebe in diesem Gebiet sowie die Bekdmpfung und
Minimierung der Gefahr eines Ausbruches von VHS und IHN im Vordergrund. Aus oben
genannten Griinden ergab sich die Notwendigkeit, Hechte zu produzieren, die den
Anforderungen fur das Verbringen in ein Programmgebiet bzw. zugelassenes Gebiet
entsprechen. Die Produktion solcher Hechte kann prinzipiell auf zwei Wegen erfolgen:

Produktion der Hechte im Gebiet selbst

Hier entstehen einerseits zwar keine langen Handelswege, andererseits ist man auf die bereits
gegebenen produktionstechnischen Maoglichkeiten angewiesen, so etwa das Vorhandensein von
Anlagen, in denen Hechteier erbriitet werden kdnnen. Daruber hinaus missen im Gebiet
geeignete Hechtlaichgewasser und entsprechende Aufzuchtweiher vorhanden sein. Eine
Genehmigung der EU fir die Produktion der Hechte im Programmgebiet ist jedoch nicht

erforderlich.

ZusammenschluB regionaler Gewasserbewirtschafter

Hierbei besteht die Mdglichkeit, kleine, gut kontrollierbare Bereiche auszuwahlen, die sich
einerseits an bereits gegebene produktionstechnische Madoglichkeiten orientieren und
andererseits eine gezielte Auswahl geeigneter Hechtlaichgewdsser und Aufzuchtweiher
ermoglichen. Im Gegensatz zur Produktion in einem Programmgebiet ist jedoch eine

Genehmigung durch die EU erforderlich.
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Das Hechtprogramm Baden-Wirttemberg

Der Fischgesundheitsdienst Baden-Wiurttemberg hat in Zusammenarbeit mit der Fischerei-
forschungsstelle ein Programm zur Produktion von EU-anerkannt seuchenfreien Hechten

entwickelt, das den Zusammenschluf3 regionaler Gewasserbewirtschafter umfaft.

Prinzip

Im Frihjahr erfolgt in Hechtlaichgewéssern die Laichfischerei. Der gewonnene Laich wird in
ausgesuchten oder neu installierten Anlagen erbritet. Die fre3fahige Brut wird anschlielend in
Aufzuchtweihern ausgesetzt, wo sie bis zum Herbst des Jahres verbleiben. Danach erfolgt die

Vermarktung der Hechte.

Durchfiihrung

Das Programm wird auf zwei voneinander unabhé&ngigen Wegen A und B parallel laufen (siehe
Grafik). Die Abwicklung von Weg A erfolgt durch einen Fischziichter, wéhrend der Weg B
von der Fischereiforschungsstelle durchgefiihrt wird. Durch dieses unabhéngige, parallele
Vorgehen auf zwei getrennten Wegen wird das Auftreten bzw. die Verschleppung von VHS
oder IHN zwischen den einzelnen Gewéassern minimiert. Der jeweils gewonnene Laich wird in
zwei unabhangigen Erbritungsanlagen aufgelegt. Diese Anlagen werden durch Quellwasser
bzw. Trinkwasser gespeist und besitzen keinen oberirdischen Zulauf. Die Brut wird im
freRfahigen Stadium in jeweils funf ausgesuchten Aufzuchtweihern ausgesetzt, in denen die

Hechte bis zum Herbst aufwachsen (siehe Ubersicht 1).

Die Auswahl der Laichgewasser und Aufzuchtteiche erfolgte nach folgenden Kriterien:

e Die Weiher mufiten Monche als Aufstiegshindernis besitzen.

e Besatz in die Zuldufe sowie in die Gewésser selbst erfolgt ausschlieBlich nach den
Vorgaben der Fischseuchen-Verordnung fir zugelassene Gebiete.

e Besatz mit Hechten erfolgt ausschlie3lich mit Material aus dem Programm selbst.

e Die Aufzuchtweiher liegen im Winter trocken, so daf eine naturliche Desinfektion der

Weiher gegeben ist.
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Weg A Weg B
Ovarial-Liquorund ~ Laichfischerei Laichfischerei  ovarial-Liguor und
Organe von => - Organe
30 Hechten v * von 20 Hechten
Erertyng bis zum Erbritung bis zum
freRfahigen Stadium freRfahigen Stadium
in Anlage 1 in Anlage 2

>
je 3x100
Briitlinge

Aufzuchtweiher 1 -5 l
N X N N N
je 10 H1 * v v v *

Vermarktung Vermarktung

<4
je 3x100
Britlinge

l Aufzuchtweiher 6 - 10
X N N N P
v v v v v je 10 H1

|:>: Virologische Untersuchungen

Ubersicht 1: Das Hechtprogramm in Baden-Wiirttemberg

Die klinischen und virologischen Untersuchungen der Hechte werden nach folgendem

Schema durchgefihrt:

¢ Im Rahmen der Laichfischerei werden von 20 bzw. 30 Laichhechten Organe und Ovarial-
Liquor auf IHN und VHS untersucht.

e Von der geschlupften Hechtbrut werden vor dem Umsetzen in die entsprechenden
Aufzuchtweiher je 3 x 100 Stick auf VHS und IHN untersucht.

e Nach dem Ablassen der Aufzuchtweiher im Herbst erfolgt ebenfalls eine virologische und
klinische Kontrolle der Hechte (je 10 Hechte pro Weiher).
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Vorgehen bei Auftreten von VHS und/oder IHN

Hier wird ein weiterer Vorteil dieses Programmes deutlich: Tritt bei einem der beiden Wege
VHS oder IHN auf, so mul} das Programm nicht komplett abgebrochen werden. Man kann es
mit dem jeweils anderen Weg fortsetzen. Wenn dagegen bei beiden Wegen das Virus
nachgewiesen wird, mul® das Programm komplett gestoppt und ein neues Programm aufgebaut

werden.

Ein solches Programm ist in der europdischen Fischseuchenbekdmpfung in einer derartigen
Weise noch nicht durchgefuhrt worden. Der Antrag auf Genehmigung dieses Programmes

durch die EU liegt in Brissel zur Entscheidung vor.

Erfolgt eine Genehmigung zur Durchfiihrung dieses Programms durch die EU und wird das
Programm nach Ablauf von vier Jahren erfolgreich abgeschlossen, wiirden sich folgende
fischseuchenhygienischen Vorteile ergeben:

e Erstmals wirden Satzhechte erzeugt, die von der EU als VHS- und IHN frei anerkannt sind.
Sie konnen als Besatzmaterial in zugelassenen Gebieten oder Programmgebieten verwendet
werden.

e Aufgrund der Seuchenfreiheit steht gesundes Besatzmaterial auch fir alle Gbrigen Gewésser
zur Verfligung, die Gefahr eines Ausbruchs der Fischseuchen VHS und IHN wird
minimiert.

e Darlber hinaus konnen diese Hechte uneingeschréankt in der gesamten EU gehandelt
werden.

e Die gleichzeitig mitproduzierten Karpfen, Schleien und andere Beifische aus den Hecht-
laichgewassern und Aufzuchtweihern waren automatisch auch zugelassen und konnten als

Besatzmaterial fiir Programmgebiete und zugelassene Gebiete dienen.

Literatur

EU-RICHTLINIE 91/67/EWG betreffend die tierseuchenrechtlichen Vorschriften fir die
Vermarktung von Tieren und anderen Erzeugnissen der Aquakultur; zuletzt geéndert
durch die EU-Richtlinie 98/45/EG, 1998

VERORDNUNG ZUM SCHUTZ GEGEN SUBWASSERFISCH-SEUCHEN, Muschelkrankheiten und zur
Schaffung seuchenfreier Fischhaltungsbetriebe und Gebiete (Fischseuchen-Verordnung),
1998
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Die sieben Stinden der Koihaltung

Thijlbert Strubelt
Senefelderstralie 45
70176 Stuttgart

Zusammenfassung

Erkrankungen der Koi sind haufig primér Folge der Haltungsbedingungen. In der Praxis ist in
Koiteichen und den zugehdrigen Filteranlagen nahezu jeder nur denkbare Fehler anzutreffen.

Die h&ufigsten zur Schwachung und zu Erkrankungen fiihrenden Probleme werden aufgezeigt.

Summary

Koi diseases are often caused by poor keeping and pond management. Nearly every thinkable

mistake is being made in many koiponds and filters. The most common are listet.

Der Filter

Funktion des Filters ist die mechanische und biologische Wasserreinigung. Dies kann der Filter
nur leisten, wenn er richtig konstruiert, ausgestattet und beschickt wird. Doch haufig mangelt
es schon an einer guten mechanischen Vorstufe mit der Moglichkeit laufender Entnahme der
zuruckgehaltenen Stoffe (BodenablaB). Oft wird im biologischen Filterteil der Wasserstrom
falsch gelenkt, so dal? beispielsweise die Zwischenrdume zwischen den Filtermatten
durchstromt werden, nicht aber das Filtermedium selbst. Fast schon regelmaBig sind ,,tote
Ecken anzutreffen, in denen es bereits bei geringer Belastung zu Sauerstoffmangel und - in
der Folge - zum Absterben der Filterbakterien (mindestens) in diesen Bereichen kommt. Und
nur sehr wenige Filter sind fachmannisch auf die GroRe des Fischbestands abgestimmt, meist

wird einfach darauf losgebaut.
Die Filterpflege

Die Grundlage korrekter Filterpflege ist die Uberwachung der Wasserwerte. Nur so sind
nachteilige Veranderungen, also Stérungen oder Uberlastungen, rechtzeitig zu erkennen.
Dennoch wird gerade an dieser Stelle besonders nachléssig verfahren und so bleiben auch als
Dauerbelastung kritische Werte unerkannt.
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Beim mechanischen Vorfilter empfiehlt sich die tagliche Entnahme der zuriickgehaltenen
Stoffe, damit davon mdglichst wenig in Losung geht. Dariber hinaus bendtigt ein gut

eingelaufener Filter nur wenig Wartung, sofern er pfleglich behandelt wird.

Sauerstoffmangel (z.B. durch Verstopfen) ist die groRte Gefahr fir den Biofilter. Ein abge-
storbener Filter nitzt nicht nur nichts, sondern er verursacht auch noch eine enorme zusétzliche
Wasserbelastung. Deshalb muR nicht nur fur die Fische, sondern auch fur den Filter eine
Notbeltftung (Stromausfall!) zur Verfugung stehen. Und schlieRlich muf beachtet werden, dafi
sich die Menge der Filterbakterien nach der langerfristigen Belastung richtet und dal? somit
nach ,,Hungerperioden* die Leistung nur langsam wieder gesteigert werden kann.

Ein weit verbreiteter Fehler — man sollte es kaum glauben - ist Ubrigens das regelméaiige
grandliche Reinigen des biologischen Filters von allem Aufwuchs. Mancher Filter wird so alle

paar Wochen seiner Funktionsfahigkeit vollig beraubt.

Die Teichform und die Lenkung des Wasserstroms

Die Sicherstellung einer geordneten und sinnvollen Durchstromung des Teiches ist wohl nur
selten ein Gesichtspunkt bei deren Gestaltung. Offensichtliche wird beim Teichbau kaum
dartiber nachgedacht, dal einer gunstig gerichteten Strémung und passend dazu angeordneten
Abldufen grofite Bedeutung flir den spateren Abtransport von Futterresten und Kot aus dem
Teich zukommt. Ein weiterer haufiger Fehler ist ein zu geringes Gefélle des Bodens zum
Grundablauf hin. In vielen Teichen wird das Wasser auf Grund solcher Mangel standig
durchmischt und verwirbelt, statt gleichmaRig tber den Filter gefiihrt. Zu starke und turbulente
Stromungen, wie sie ,,zur Verbesserung des Wasseraustauschs® oft bewuflt eingerichtet
werden, tun ein dbriges und beeintrachtigen zudem das Wohlbefinden der Fische auch direkt,

vor allem wenn es an Ruhezonen mangelt.

Koi sind keine Kaltwasserfische, auch wenn sie niedrige Temperaturen gut vertragen. Die
optimale Temperatur hinsichtlich Futterverwertung und Stoffwechsel liegt bei 25 °C. In einem
Teich mit unterschiedlichem Temperaturenangebot suchen sich die Fische die ihnen momentan
am besten zusagende Zone aus. Deshalb sollten Koiteiche moglichst auch flache Bereiche
aufweisen, in denen sich bei Sonneneinstrahlung das Wasser schnell erwarmt. Solche

Aufwarmzonen férdern das Ablaichen, weil hier die fur die Geschlechtsreifung erforderliche
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Zahl von Tagesgraden schneller und zuverl&ssiger erreicht wird. Die Koi nutzen die hohen
Temperaturen aullerdem als Unterstutzung fur Selbstheilungsprozesse bei Infektionen.
GleichméaRig grofie Wassertiefe und turbulente Stromungsverhéltnisse wirken der Ausbildung
von Warmwasserzonen entgegen. Dies wird sogar bei vielen Bauanleitungen flr Koiteiche
nicht beachtet.

Die Futterung

Der Nahrungsbedarf der Fische ist von ihrer GroRe und von der Wassertemperatur abhéngig.
Dennoch konnte mir noch kein Koihalter auf Anhieb sagen, wieviele Kilogramm Koi in
seinem Teich schwimmen und welche Futtermenge die optimale Ration ware. Deshalb wird
regelmé&fig zu viel oder zu wenig gefuttert. Die Fische sollten daher ein Mal im Jahr gemessen
und gewogen werden. Anhand dieser Werte 143t sich neben dem Futterbedarf auch noch
feststellen, ob die Koi normal gewachsen sind und sich in einem ordentlichen

Erndhrungszustand befinden.

Oft kommt ungeeignetes Futter zum Einsatz. Das bezieht sich nicht nur auf die Futtermittel als
solche, sondern insbesondere auch auf die richtigen jahreszeitlichen Anpassungen, wie
beispielsweise die rechtzeitige Konditionierungsfitterung im Herbst. Wenn andererseits
versucht wird, erkanntem Unwohlsein der Fische mit eiweildreichen Leckerbissen wie z.B.
Seidenraupenpuppen zu begegnen, sind zumeist weitere Schdden vorprogrammiert. Ein
nennenswertes Problem durfte auBerdem Uberlagertes oder z.B. durch falsche Lagerung

verdorbenes Futter darstellen.

Mangel an Laichhilfe

Im vierten oder funften Lebensjahr werden Koi normalerweise geschlechtsreif. Sie sollten dann
auch ablaichen konnen, weil sie anderenfalls die mit hohem Aufwand aufgebauten
Geschlechtsprodukte mit noch hoherem Aufwand wieder abbauen missen. Das belastet
insbesondere die Weibchen stark. Ist mehrere Jahre in Folge kein Ablaichen moglich, fuhrt das
meist zu erheblichen Schéadigungen, oftmals auch mit sekundéren Erkrankungen oder sogar mit
Todesfolge. Zur ,,Laichverhaltung® fiihren in erster Linie unzureichende Temperatursummen
nach der Winterung und generell zu geringe Wassertemperaturen. Das Laichgeschaft wird aber

trotz ansonsten glnstiger Umstdnde auch dann nicht in Gang kommen, wenn im Teich nur
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Weibchen schwimmen, was gar nicht so selten der Fall ist. Manchmal fehlt es einfach nur an
geeignetem Ablaichsubstrat.

Kommen sichtbar laichreife Koiweibchen nicht zum Ablaichen, sollte ihnen durch hormonelle
Behandlung die Laichabgabe ermdglicht werden. Dabei ist die pl6tzliche organische Belastung
des Wassers bzw. des Filters durch die grofle Laichmenge zu beachten. Hier kann es zu
Schédigungen des Filters kommen, allein schon wegen der Klebrigkeit der Eier, die den Filter

zusetzen.

Bestandsveranderungen

Eine kritische Situation ergibt sich immer wieder bei der Bestandsaufstockung durch die
Hereinnahme neuer Fische. Bei fremden Herkiinften ist es kaum auszuschliefen, daR auch
einmal flr den eigenen Bestand neue Krankheitserreger eingeschleppt werden. Die Gefahr ist
um so groler, je vermischter und schneller die Handelswege sind. In diesem Zusammenhang
ist die sorgfaltige Auswahl seridser Lieferanten von hervorragender Bedeutung. Dem entgegen
wird oft viel zu wenig Wert auf den Nachweis ausreichender Quarantanezeiten gelegt.

Eine weitere Belastung bei Bestandsaufstockungen stellt die soziale Unruhe dar, die in den
ersten Tagen von Neuzugangen ausgeht. Es dauert einige Zeit, bis sich ein neues Sozialgefuge
ausgebildet hat. Gerade dieser Aspekt wird h&ufig ganzlich Gbersehen, weil der Auspragung
individuell-sozialer Beziehungen bei den Fischen bisher nur wenig Aufmerksamkeit gewidmet

wird.

Jeder Neuzugang an Fischen fuhrt tGber die Erhdhung der Biomasse und der Futterration zu
einer stdrkeren Belastung des Filters. Eine grofRere Aufstockung darf daher niemals abrupt
erfolgen, sonst kann der biologische Filter zusammenbrechen. Sinnvollerweise wird der Filter
auf die hohere Beanspruchung schon im Vorfeld durch intensivere Fitterung oder eine
ahnliche Belastungssteigerung vorbereitet. Sonst muR nach dem Zusetzen der neuen Fische

insgesamt die Ration eingeschrankt werden, bis der Filter nachziehen konnte.

Wider besseren Wissens findet Neubesatz auch immer noch zu falschen Jahreszeiten statt.

Weder das zeitige Frihjahr, wenn die Folgen des Winters zu iberwinden sind oder der spatere
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Herbst, wenn eine ausreichende Konditionierung fiir die Ruhezeit nicht mehr moglich ist, sind

geeignet fir Neuzugange. Dennoch wird gerade in diesen Zeiten oft zugekauft.

Der unsachgemale Einsatz von Medikamenten

Es ist erschreckend zu sehen, wie problemlos Koihalter an fast beliebige Mengen von
Medikamenten kommen, auch wenn diese verschreibungspflichtig sind, und wie selbst-
verstandlich diese Stoffe dann eingesetzt werden. Dabei scheint das System von Versuch und
Irrtum deutlich 6fter zur Anwendung zu kommen als die angepalite Therapie auf der Basis
einer korrekten Diagnose. Es kann nicht verwundern, wenn bei einem derartigen
Herumgepfusche die Wirksamkeit zahlreicher Medikamente verloren geht, weil durch falsche
Anwendung der Wirkstoffe resistente Erregerstdmme geradezu herangeziichtet werden. Hier
besteht dringender Bedarf fir eine grindliche Aufklarung tber die Folgen des falschen
Einsatzes von Medikamenten und die richtigen Wege zu einer erfolgreichen Therapie. Allein
mit (unbeachteten) Verboten ist dieses Problem nicht zu Iésen. Das ist eine Zukunftsaufgabe,

denn bisher besteht ein ausgepragter Mangel an sachkundigen Helfern.

In Folge der Experimentierfreudigkeit mancher Koihalter kommen teilweise unnétig viele und
sogar fur den jeweiligen Fall vollig ungeeignete Wirkstoffe zum Einsatz. Das fiuhrt zu
zusétzlichen Belastungen der erkrankten Fische, die eine ordnungsgemaRe Behandlung
zusétzlich erschweren konnen, zumal solche Experimente nicht selten verschwiegen werden.
Héufig falsch eingeschatzt oder gar vollig tGbersehen werden letztlich die Auswirkungen von
Medikamenten auf den Filter und das ,,Okosystem Teich“. Die Stérungen, die hier auftreten
konnen, bilden bei unzureichender Kompensation schon die Grundlage fiir neue Erkrankungen.
Auch hier zeigt sich eben, dal nur eine gesamtheitliche und auf breiter Basis sachkundige

Betrachtung der Probleme zu einem erfolgreichen Lésungsansatz fiihren kann.
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Aktuelles aus der Zierfischpraxis

Sandra Lechleiter
ForststraRe 180
D-70193 Stuttgart

Zusammenfassung

Im Rahmen von Importuntersuchungen wurden an insgesamt 150 untersuchten Fischen
verschiedener Arten (verschiedene Platy, Schwerttrdger- und Guppyvarianten, Beilbduche,
Dornaugen, Salmer, Barblingen und Fadenfischen) pathologisch-anatomische, parasitolo-
gische, mikrobiologischen und histologische Untersuchungen vorgenommen. Die Wasserwerte
der Beutel wurden ermittelt. Die Ergebnisse der Antibiogramme und die wichtigsten

Diagnosen werden vorgestellt und diskutiert.

Summary

150 tropic ornamental fishes (different sorts of live-bearers, loaches, barbes, rasboras and a few
labyrinth fishes) were examined immediately after import. Their origin were Singapur and the
USA. A few other fishes came from german breeders.

A list of pathological, parasitological, microbiological findings is given. The most important
diagnoses (mycobacterioses, metacercaria and nematodes of the gut) are dicussed.

Einleitung

Die regelméBigen hohen Ausfille bei bestimmten ,,Problemfischarten* direkt, aber auch einige
Tage nach dem Import, waren der AnlaB fir den Auftraggeber, die Fa. Kolle Zoo in Stuttgart-
Zuffenhausen, genauere Untersuchung durchfiihren zu lassen. Untersuchungsschwerpunkte

lagen bei lebendgebérenden Fischen und ausgewéhlten anderen Arten.
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Material und Methoden

Die untersuchten Fische stammten aus Importen aus Singapur (n = 115) und USA (n = 36) und
aus deutschen Nachzuchten (n = 11). Vertreten waren vor allem Lebendgebérende

verschiedener Varianten, sowie Salmler, Barblinge, Fadenfische und Goldfische.

Es wurden aus den gedffneten Beuteln sofort Wasseruntersuchungen durchgeftihrt. Verwendet
wurden frisch geeichte WTW pH- und Sauerstoffmel3geréte, sowie Merck-Reagenziensets zur
Bestimmung der anderen Werte. Gemessen wurden pH-Wert, Sauerstoffgehalt,

Gesamtammonium und Nitrit.

Die pathologisch-anatomischen und mikroskopischen Untersuchungen folgten dem
Untersuchungsschema Haut-/Kiemenabstriche, bzw. Quetschpraparate, sterile Er6ffnung der
Bauchhohle und Entnahme von Organ- und Darmproben als Zupf- oder Quetschpraparate,
makroskopische Beurteilung mit anschlieBender mikroskopisch-nativer Untersuchung bei
VergroéRerungen von 15 bis 400 fach.

Bei Verdacht auf bakterielle Erkrankungen wurde vor allen anderen Untersuchungen
Ausstriche auf TSA Agar und Blutagar fir 24 - 48 h bei 20 °C bebritet und eine Anreicherung
der Keime in Mueller Hinton Bouillon fur 24 h bei 20 °C eingeleitet.

Nach 24 Stunden wurde hieraus ein Antibiogramm auf Iso-Sensitest Platten durchgefiihrt

(24 h Bebritung bei 20 °C).

Getestete Antibiotika/Chemotherapeutika:

Enrofloxacin (Baytril), TMPS, Tetracyclin, Chloramphenicol, Furazolidon, Neomycinsulfat,

Gentamycin und Erythromycin.

Abstriche und Quetschpraparate zur schnellen Diagnostik der Fischtuberkulose/Nocardiose
erfolgte durch mikroskopischen Nachweis von sdurefesten Stdbchen nach Ziel-Neelson
Farbung in Organen mit Granulombildung, bei Verdacht auf Flexibacterinfekte wurden nach

Gram geférbt.
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In einigen Féllen wurden histologische Untersuchungen durchgefiihrt, die jedoch derzeit noch

nicht ausgewertet wurden.
Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse und Diagnosen werden in den folgenden vier Tabellen graphisch dargestelit.

Untersuchung von deutschen Nachzuchten (n = 11)

Arten

Befunde

Bakteriologie
Antibiogramm

4 Schréagschwimmer

Darmtuberkulose TB

Nicht getestet

4 Moosbarben

TB massiv

Eingekapselte Metacercarien in
den Kiemen (massiver Befall),

Nicht getestet

3 Fiunfglrtelbarben

Leberverfettung, Milzschwellung

sobria
Baytril +++
Furazolidon ++

Untersuchung von Zierfischimporten Singapur Juni 1998 (n = 23)

Arten Befunde Bakteriologie
Antibiogramm
Mondplaty TB; Flossenfral durch Aeromonas hydrophila
Flexibacter Furazolidon ++
Platy weil} Kiemenschwellung, Nicht getestet
Blutarmut, massenhaft u.
generalisiert Terahymena
(Guppykrankheit)
Schwerttréger Metacercarien Kiemen; Aeromonas hydrophila
Marigold Flexibacter Kiemen Furazolidon +++

Tuxedoplaty

Flexibacter Milz

Aeromonas hydrophila
Furazolidon +++

SxP Platy Flexibacter Milz Aeromonas hydrophila
Furazolidon +++
Silber Molly Flexibacter und Aeromonas  Aeromonas hydrophila und sobria
spp. Milz und Darm Furazolidon +
Corydoras spp. Nematoden, Metacercarien  Nicht getestet
Goldfische grof3 Kiemennekrose und Aeromonas hydrophila

massiver Metacercarien-,
Diplostomumbefall

Furazolidon +++

Goldfische klein

Gyrodactylus auf Haut und
Kiemen; Diplostomum

Aeromonas hydrophila
Furazolidon +++

Aeromonas hydrophila und
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Untersuchung von Zierfischimporten USA Mai 1998 (n = 36)

Arten Befunde Bakteriologie
Antibiogramm
Goldfadenfische Kiemenschwellung, Mi Aeromonas hydrophila und sobria
Milzschwellung; TB Vollresistent
Zebrabarsche Flexibacter, Leberverfettung Baytril (+)

und allgemeine Verfettung

Brillantsalmer

Abgemagert, Darm
futtergefullt, TB

Nicht getestet

Kirschflecksalmler Il
Manaos Wildfang

Massive Milzschwellung,
eingekapselte Wurmlarven in
der Darmwand, massive
Granulome, TB

Aeromonas hydrophila und sobria
Vollresistent

Beilb&uche

extrem abgemagert,
eingekapselte Metacercarien in
der Darmwand und den

Nicht getestet

Kiemen

Zebrabarblinge sehr mager, TB massiv Nicht getestet

Neon Platy Leberverfettung, Aeromonas hydrophila u.a.;
Milzschwellung vollresistent

Wagtail Platy Leberverfettung, Aeromonas hydrophila u.a.;
Milzschwellung vollresistent

Rote Platy gesund!! Nicht getestet

Mond Platy massiv Chilodonella auf Aeromonas hydrophila
Kiemen und Haut, und sobria
Gyrodactylus, hdmorrhagische | Baytril ++
Darmentziindung, massive Furazolidon +++
Nierenschwellung Ampicillin ++

Neomycin++

Langsbandorfen Costia auf Haut und Kiemen, | Aeromonas hydrophila

Kiemenschwellung, Baytril (+)

B

Furazolidon (+)

Untersuchung von Zierfischimporten Singapur April 1998 (n = 92)

Art Befunde Bakteriologie Antibiogramm
Kissender Gurami Hexamita u.a. Einzeller im Darm  Nicht getestet

Silbermolly Flexibacter, Leberverfettung Aeromonas spp. Vollresistenz
Black Molly Flexibacter, Leberverfettung Aeromonas spp. Vollresistenz

Berliner Schwerttrager

Leberverfettung

Aeromonas spp. Vollresistenz

Bagdad Schwerttrager

Flexibacter, Leberverfettung

Aeromonas spp. Vollresistenz

Lyra Schwerttrager

Bandwirmer, Leberverfettung

Aeromonas spp. Vollresistenz

Rot-weiler
Schwerttréger

Anamie

Aeromonas spp. Vollresistenz
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Guppy weiblich Kiemenmetacercarien Aeromonas spp. Vollresistenz
Leberverfettung

Guppy mannlich Kiemenmetacercarien Aeromonas spp. Vollresistenz
Leberverfettung

Wagtail Platy massive Blutstauung der Aeromonas spp. Vollresistenz

Kiemengefale
Milzschwellung, Leberverfettung

Tuxedo Platy Oodinium Nicht getestet

Wagtail Gold Platy Leberverfettung Nicht getestet

Roter Platy B Aeromonas spp. Vollresistenz
Flexibacter

Korallen Platy Allgemeine Verfettung Nicht getestet

Wagtail Schwerttrager Tetrahymena massiv Nicht getestet
Gyrodactylus, Leberverfettung

Roter Schwerttrager Leberverfettung Aeromonas spp. Vollresistenz
Milzschwellung

Mosaik Fadenfische B Furazolidon (+)

small Flexibacter

Gold Fadenfische TB, Trematodeneier im Darm Aeromonas spp. Vollresistenz

Red Cape Oranda Ichthyo, Gyrodactylus Aeromonas spp. Furazolidon +

Metacercarien in den Kiemen,
Kiemenschwellung
Milzschwellung
Roter Oscar Costia, Trichodina, Ichthyo Aeromonas spp. Vollresistenz
Dactylogyrus auf den Kiemen
Milzschwellung, Leberschwellung,
Ascites
Dornaugen Gyrodactylus Nicht getestet
Lebendgebarende Darmnematoden
(Philonema?)

Dornaugen nach 3 1x Darmnematode Nicht getestet

Wochen sonst sauber

nachuntersucht

Trikolor Skalare Costia, Ichthyo, Oodinium Aeromonas spp. Baytril +
Milzschwellung, Andmie

Apistogramma. Borreli Generalisiert Tetrahymena Nicht getestet
Schuppenstraube, Ascites
Massiv TB

Schréagschwimmer. Costia, Kiemenschwellung Nicht getestet

Die Wasserwerte waren bei allen Untersuchungen hinsichtlich der gemessenen Parameter sehr
gut. Insbesondere lagen keinerlei Erh6hungen von Ammoniak oder Nitrit vor, woraus
geschlossen werden kann, dall das Auftreten wasserbedingter Transportschdden beim

Vorbereiten und Verpacken der Fische minimiert wurde.
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Von groRter und weiterhin steigender Bedeutung ist das Auftreten granulomatdser
Erkrankungen wie Fischtuberkulose oder Nocardiose, welche in diesen Untersuchungen nicht
differenziert wurden, da keine Anzichtung der Erreger erfolgte. Als nicht heilbare
Erkrankungen kann hier nur durch geeignete Haltungsbedingungen beim Ziichter, Exporteur
und Handel eine Verbesserung der Fischgesundheit erreicht werden. Angesichts der
marktwirtschaftlichen Situation bleibt dies jedoch vermutlich Therorie.

Auch sind sekundare bakterielle Probleme durch Aeromonas Spezies oder Flexibakterien
haufige Begleiterscheinung beim Auftreten von Krankheiten. Durch Antibiogramme konnten
gezielte Behandlungen eingeleitet werden. Da bei allen Urspringen die Problematik der
Resistenzbildung bei diesen Keimen sehr hoch ist, werden hédufig auch unspezifische
antibakterielle MaBnahmen wie Actomarbéder, Formalinbader oder Acriflavinbéder mit Erfolg

durchgefihrt.

Gegen die teilweise sehr starken Metacercarienbefélle der Kiemen wurde Praziquantel
eingesetzt. Der Erfolg war eine Linderung der Atemprobleme, eine Heilung kann jedoch nicht

vorausgesetzt werden.

Der Befall von Dornaugen mit lebendgebdrenden Darmnematoden wurde durch Entwurmung
mit Concurat vermutlich deutlich verringert. Bei der Nachuntersuchung einzelner mager
gebliebener Fische wiesen diese einen wesentlich geringeren Befall auf als die frisch

importierten Dornaugen.

Auffallig haufig fand sich bei den Lebendgebarenden eine massive Leberverfettung und
Degeneration. Ursachlich konnte dies mit der schnellen Aufzucht mit energiereichen
Futtermitteln zusammenhéngen. Denkbar ist, dal auch eine zuchtbedingte Leberdegeneration
hierbei eine Rolle spielt. Da dieses Problem bei bestimmten Farbvarianten von Lebend-
gebarenden aus allen Herkinften augenfallig ist, ware eine fundierte Ursachenerforschung

wiinschenswert.

Eine frihzeitige gezielte Untersuchung kann dazu beitragen, dall die Verluste beim
Eingewohnen von frisch importierten Zierfischen deutlich geringer ausfallen. Insbesondere

hilfreich sind mikrobiologische Untersuchungen und ein geeignetes Mikroskop.
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Prof. Dr. habil. K. Schreckenbach Prof. Dr. H. Schmidt

Dr. H. Wedekind Dr. H. Kirzinger

Institut fur Binnenfischerei e. V. Potsdam Sacrow Tetra Werke

Jagerhof am Sacrower See Dr. rer. nat. Ulrich Baensch GmbH
14476 Grol3 Glienicke Herrenteich 78, 49324 Melle
Zusammenfassunung

Im Rahmen eines Fltterungsversuches an Versuchsgruppen von je 215 Schmetterlings-
buntbarschen (Papiliochromis ramirezi) wurde der EinfluR von sechs Flockenfuttermitteln der
Tetra Werke mit differenzierten Protein-, Fett-, Kohlenhydrat- und Carnitingehalten auf das
Wachstum, den Futterverbrauch, die Verluste sowie die Fisch-Tuberkulose (TBK) unter
optimalen und eingeschrankten Umweltbedingungen, wie sie haufig in der Aquaristik
auftreten, untersucht.

Bei der Verabreichung der Flockenfuttermittel mit niedrigeren Protein- (< 32 %) und/oder
Fettgehalten (< 10 %) traten ein geringeres Wachstum sowie deutlich hthere TBK-Infektionen
(28,0 bis 48,1 %) und Verluste (28 bis 31 %) der Schmetterlingsbuntbarsche auf. Futtermittel
mit Proteingehalten > 40 % und Fettgehalten > 17 % (Energie/Protein-Verhaltnis: ~ 0,4 MJ
verdauliche Energie / % Rohprotein) hatten dagegen ein besseres Wachstum sowie signifikant
geringere TBK-Infektionen (11,5 bis 17,3 %) und Verluste (17 bis 21 %) zur Folge. Auch die
Wirkung des Fettsduren- und Carnitinangebotes der Testfuttermittel wurde von dem
Energie/Protein-Verhaltnis der Flockenfuttermittel beeinfluf3t.

Trotz gleicher Infektionsrisiken und Umweltbedingungen der Versuchsgruppen in dem
geschlossenen Kreislaufsystem, kam es bei den Fischen zu einem erndhrungsabhdngigen
Verlauf der TBK-Infektionen. Bei ausgewogenen Protein/Fett/Energie-Verhaltnissen der
Flockenfuttermittel vermochten die Fische ihren Gesamtkorperenergiegehalt stabil > 6,5 MJ/kg
aufrechtzuerhalten und den TBK-Infektionen, selbst unter unginstigen Umweltbelastungen,
weitgehend zu widerstehen. Bei der energetisch unausgewogenen Erndhrung kam es unter
eingeschrankten Umweltbedingungen zu Energieverlusten sowie TBK-Infektionen bis zu 100
% der untersuchten Stichproben. Insgesamt waren die Stlickmassen, Korpulenzfaktoren und

Energiegehalte der an TBK erkrankten Schmetterlingsbuntbarsche signifikant verringert.
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Summary

In a feeding trial 6 experimental groups consiting of 215 dwaft cichlids Papiliochromis
ramirezi were fed with Tetra-diets differeing in their protein-, fat-, carbohydrate- and carnithin-
levels were compared. The dietary effect on fish growth, feed consumption, mortality and the
occurence of tuberculosis was analyzed. The experimets were carried out under optimal and
suboptimal environmental conditions, similar to the conditions in private aquaria.

Feeding dry feeds with low protein content (< 32 %) and/or fat contents below 10 % resulted in
a reduced growth, a significant higher tuberculosis-infestations (28 to 48.1 %), and a higher
mortality (28 to 31 %). Feeds with high protein (> 40 %) and fat levels (> 17 %)
(energy / protein-ratio: ~ 0.4 MJ digestible energy / % crude protein) resulted in a better fish
growth and a significant reduction in the tuberculosis-infestations (11.5 to 17.3 %) as well as in
the percentage of mortality (17 to 21 %). The observed effects of supplemented fatty acids and
carnitin was affected by the energy/protein-ratio, as well.

In spite of constant infestation-risk and environmental conditions in the experimental groups,
the severity of the tuberculosis-infestations was clearly affected by nutrition. In the case of
balanced protein/fat/energy-relations of the dry feeds the fishes were able to maintain a body-
energy-content above 6.5 MJ/kg body weight and to withstand the tuberculosis. Unbalanced
diets and suboptimal environmental conditions resulted in losses in body-energy and in
tuberculosis infestations up to 100 % of the samples. In the diseased fish the body weight,

corpulence and energy-content was reduced significantly.

Einleitung

Die Fisch-Tuberkulose wurde nach ihrer Erstbeschreibung beim Karpfen durch BATAILLON et
al. (1897) bei zahlreichen SiRwasser-, Meeres- und Zierfischarten nachgewiesen und
inzwischen wiederholt ausfuhrlich beschrieben (NIGRELLI UND VOGEL 1963, REICHENBACH-
KLINKE 1972, AMLACHER 1981, ROBERTS UND SCHLOTFELDT 1985, SCHAPERCLAUS 1990 u.a.).
Sie gehort zu den wichtigsten bakteriellen Infektionskrankheiten der Aquarienfische, von der
Zwergbuntbarsche, Salmler und Labyrinthfische besonders h&ufig betroffen werden (TER
HOFTE UND AREND 1997). Die Erreger der Fisch-Tuberkulose sind grampositive, sdurefeste,
unbewegliche Mycobakterien, die neun verschiedenen fischpathogenen Mycobakterium-Arten

zugeordnet werden konnen, deren taxonomische Beziehungen untereinander sowie gegentiber



109

warmbluter- und humanpathogenen Mycobakterien, einer weiteren Abklarung bedurfen
(SCHAPERCLAUS 1990). Unter den zahlreichen Symptomen des chronischen Erkrankungs-
geschehens sind vor allem Granulome oder Tuberkel in der Milz, Niere und Leber in
Verbindung mit der ZIEL-NEELSEN-Farbung charakteristisch. Da derzeit keine
medikamentdse Behandlung der Fisch-Tuberkulose mdoglich ist, kann den Krank-
heitsausbriichen nur durch eine gute Aquarienhygiene sowie eine artgerechte Haltung der
Zierfische bei Gewaéhrleistung angemessener Umwelt- und Erndhrungsbedingungen vorge-

beugt werden.

Angesichts der hohen Anfalligkeit von Schmetterlingsbuntbarschen (Papiliochromis ramirezi)
gegenlber der Fisch-Tuberkulose, wurde im Rahmen von Futterungsversuchen verfolgt,
inwieweit das Wachstum sowie das Erkrankungs- und Verlustgeschehen unter vergleichbaren
Bedingungen in einer geschlossenen Kreislaufanlage durch verschiedene Neuentwicklungen
von Flockenfuttermitteln der Tetra Werke beeinflult werden kann. Aufgrund der besonderen
Bedeutung von Fetten sowie eines ausgewogenen Energie/Protein-Verhaltnisses der Nahrung
auf die Kondition und den Gesundheitszustand von Nutz- und Zierfischen (SPANGENBERG UND
SCHRECKENBACH 1984, SCHRECKENBACH 1993, SCHRECKENBACH et al. 1997, BREMER 1997),
sollte insbesondere der Einflu? des Protein-, Fett- und Kohlenhydratgehaltes unter
Berlcksichtigung der Fettsaurezusammensetzung und eines Carnitin-Zusatzes im Futter auf die
Anfélligkeit der Schmetterlingsbuntbarsche gegentiber unginstigen Umwelteinfliissen sowie

der Fisch-Tuberkulose untersucht werden.

Material und Methoden

Versuchsanlage

Die Fitterungsversuche wurden in sechs Silos (Wasservolumen: je 1,3 m3) mit Haltungs-
segmenten (120 1) aus Edelstahl in einer geschlossenen Kreislaufanlage am Institut fir
Binnenfischerei e.VV. Potsdam Sacrow (IBF) durchgefihrt. Das Gesamtvolumen des
geschlossenen Wasserkreislaufes betrug 13,15 m®. Die Reinigung erfolgte durch einen
mechanischen Feststoffabscheider (Siebtrommelfilter), ein Absetzbecken und einen
biologischen Reinigungsteil (Tauchtropfkérper). Jedes Haltungssegment des Edelstahl-
einhanges erhielt Gber einen separaten ZufluR in Abhangigkeit von den Umweltbedingungen
eine Wassermenge von 0...250 I/h. Das Wasser floR aus jedem Haltungssegment durch ein Sieb

uber einen OberflachenabflulR in das umgebende Silo, damit Eier und lebende Jungfische nicht



110

abschwimmen konnten. Zur Stimulation der Laichabgabe wurden in die Haltungssegmente der
Schmetterlingsbuntbarsche Steine eingebracht. Der Betrieb der Versuchsanlage erfolgte nach
den Verfahren der Aquakultur in geschlossenen Kreislaufanlagen (KNOSCHE UND PREDEL
1985, KNOscHE und Rimmler 1988) und die Haltung der Zierfische nach den aus der

Aquaristik bekannten Prinzipien.

Umweltbedingungen

Die Wasserparameter wurden in der geschlossenen Kreislaufanlage durch tégliche
Untersuchungen der Temperatur, des pH-Wertes (WTW-Mikroprocessor-pH Meter 196; pH-
MeRgerdt MV 85) und des Sauerstoffgehaltes (WTW SauerstoffmeRgerdt 196 Oxi EO 96)
sowie durch 5 - 6tdgige Analysen der Stickstoffverbindungen (Ammonium/Ammoniak
[NH4+/NH3], Nitrit/salpetrige Saure [NO,/HNO;], Nitrat [NO3]), des CSB, BSBs, Magnesium
und Kalziumgehaltes sowie der Harte mit dem Dr. Lange Digital-Photometer Cadas 50 und
den Dr. Lange Kivetten-Tests (LCK 304, 327, 339, 341, 414, 555) sowie dem WTW-
Photometer MPM 1500 und den WTW Analysenvorschriften (berwacht. Die
Alkalinitatsprifung (S&urekapazitat, SBV) und Bestimmung der Harte erfolgte nach DIN
38409 der Deutschen Einheitsverfahren der Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung
(1979).

Die Schwankungsbreite der verschiedenen Wasserparameter lag im optimalen und zeitweilig
im eingeschrankten Bereich der physiologischen Anspriuche fir Schmetterlingsbuntbarsche
und war in allen Versuchsgruppen gleich. Wéhrend des Versuchsverlaufes tber 100 Tage,

herrschten folgende minimalen und maximalen Wasserparameter vor:

Temperatur: 244 ... 30,7 °C (Transport bis 21 °C)
pH-Wert: 6,0 .. 89
Sauerstoff: 40 ... 82 mg/l
Alkalinitat: 0,1 . 4,2 mmol/l
Ammonium: 0,05 .. 0,1 mg/l
Ammoniak: 0,0001 ... 0,018 mg/l
Nitrit: 0,01 0,05 mg/l
salp. Saure: 0,000 mg/l
Nitrat: 6,3 .. 317 mg/l
Kalzium: 93,9 .. 116,0 mg/l
Magnesium: 83 .. 189 mg/l
CSB: 114 ... 23,0 mg/l
BSBs: <2 mygl
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Die unterschiedliche Futterung mit den Testfuttermitteln erfolgte nach einer 15tdgigen
Quarantanehaltung aulRerhalb der geschlossenen Kreislaufanlage zunéchst Gber 31 Tage im
Optimalbereich (A). Danach wurde die Fitterung uber 15 Tage im Tag/Nacht-Rhythmus bei
wechselnden eingeschrankten Temperaturen und Sauerstoffgehalten (B) und tber 15 Tage bei
zusatzlich zeitweilig erhohten pH-Werten (C) fortgesetzt. Anschlielend erfolgte tiber 15 Tage
eine Fitterung der Zierfische bei niedrigen pH-Werten aber optimalen Temperatur- und
Sauerstoffverhaltnissen (D). Nach der weiteren Aufzucht der Fische unter optimalen
Bedingungen Uber 15 Tage (E) wurden die Zierfische zwischenzeitlich in Beuteln mit
Sauerstoff tGber 2 Tage einer Transportsimulation ausgesetzt (F) und anschlieBend weitere 7
Tage bei optimalen Umweltbedingungen (G) gehalten und gefuttert.

Versuchsfische und Fitterung

Fur die Versuche wurden von den Tetra Werken 1.340 Schmetterlingsbuntbarsche
(Papiliochromis ramirezi) bereitgestellt. Nach einer 25tdgigen Quarantdnehaltung des
gesamten Fischbestandes in einem Rundbecken (1 m3) im Stehendwasser mit taglicher
Teilwassererneuerung und Druckbellftung, wurden sechs Versuchsgruppen von je 215
Schmetterlingsbuntbarschen (Gesamtmasse: 333 g) in die Haltungssegmente der bereits
eingefahrenen geschlossenen Kreislaufanlage Uberfihrt und Gber 100 Tage mit sechs
verschiedenen Flockenfuttermitteln der Tetra Werke gefuttert. Die Fische erhielten die
verschiedenen Flockenfuttermittel in drei Tagesrationen (7 Uhr, 11 Uhr, 15 Uhr) in
Tagesfuttermengen von 0,5 bis 2,5 der aktuellen Bestandsmasse in Abhangigkeit von der
Futteraufnahme in den verschiedenen Versuchsabschnitten A bis G. Die Tagesfuttermengen
wurden nach jeder Probewdgung im Abstand von 15 Tagen neu berechnet. VVor und wahrend

der Transportsimulation (F) erfolgte keine Fitterung.

Die sechs Testfuttermittel wiesen unterschiedliche Gehalte an Rohprotein (RP), Rohfett (RF)
und stickstofffreien Extrakten (NFE) auf, so dal} ihre Energie/Protein-Verhaltnisse 0,33 bis
0,54 MJ verdauliche Energie / % Rohprotein betrugen (Tabelle 1). Dariiber hinaus enthielten
die Flockenfuttermittel eine differenzierte Fettsdurezusammensetzung sowie z.T. Carnitin-

Zusatze.



Tabelle 1:

Zusammensetzung  der
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getesteten  Flockenfuttermittel

Frischsubstanz (Futter 4 und 5 mit Carnitin-Zusatzen)

bezogen auf die

Né&hrstoffe / Energie ME |Futter 1| Futter 2 | Futter 3 | Futter 4 | Futter 5 | Futter 6
Trockenmasse (TM) % 93,6 97,6 98,8 96,8 98,4 95,3
Rohasche (RA) % 10,20 9,67 10,57 10,45 9,82 10,86
Rohprotein (RP) % 48,48 | 40,31 41,20 39,98 31,19 46,22
Rohfett (RF) % 17,04 8,76 17,98 17,62 17,22 9,27
N-freie Extrakte (NFE) % 17,88 | 38,85 29,05 28,75 40,17 28,94
Phosphor (P) % 1,29 1,13 1,24 1,22 1,10 1,21
Stickstoff (N) % 7,76 6,45 6,59 6,40 4,99 7,40
Bruttoenergie (BE) MJ/kg | 21,52 | 19,96 22,12 21,63 21,38 19,83
Verdauliche Energie VE) | MJ/kg | 16,48 | 15,42 17,22 16,85 16,91 15,12
Energie/Protein (E/P) VE/RP| 0,34 0,38 0,42 0,42 0,54 0,33

Untersuchung der Schmetterlingsbuntbarsche

Wahrend der unterschiedlichen Erndhrung der Schmetterlingsbuntbarsche wurden die Langen,
Massen und Korpulenzfaktoren, die Futterquotienten, die anatomisch pathologischen Befunde,
die gonadosomatischen Indizes (GSI), die Ekto- und Endoparasiten, die Infektionen mit
séurefesten Mycobakterien (ZIEHL-NEELSEN —Farbung), die histologischen Befunde und die
Energiegehalte der Fische bestimmt (LIEDER 1978, STEFFENS 1985, ROMEIS 1989,
SCHAPRCLAUS 1990, SCHRECKENBACH et al. 1996, unverifftl., SCHRECKENBACH
und WEDEKIND 1997). Am Versuchsende wurden 25 Schmetterlingsbuntbarsche jeder
Versuchsgruppe getotet, die TBK-Infektionen der Milz, Niere und Leber jedes Fisches erfal3t
und die gepoolten sechs Proben mit der Mixette zerkleinert, homogenisiert, vakuumverpackt
und tiefgefroren. In den Homogenaten erfolgten Analysen der Fettsdurezusammensetzung (C
14 bis C 22) der Triglycerid- und Phospholipidfraktion durch die Havellandische Wasser
GmbH & Co Potsdam.

Statistische Auswertung der Untersuchungsbefunde

Fur sdmtliche Untersuchungsbefunde wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen nach
den ublichen Verfahren mit WIinSTAT 3.0 berechnet. Zur Priifung der Signifikanz von
Unterschieden zwischen den Einzelparametern der Zierfische aus den 6 Fitterungsgruppen und
den Versuchsabschnitten kam die Varianzanalyse nach RYAN, EINOT, GABRIEL, WELSCH
(REGW) bei einem Signifikanzniveau von 0,05 nach WinSTAT 3.0. zur Anwendung.
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Ergebnisse

Wachstum, Gonadenentwicklung und Futterverwertung

Die mittleren Langen der Schmetterlingsbuntbarsche, die an den entnommenen Stichproben
wéhrend der Verlaufsuntersuchungen ermittelt wurden, lagen zwischen 4,4 cm (Futter 2, 5 und
6) bis 4,6 cm (Futter 1), die mittleren Stiickmassen zwischen 1,68 g (Futter 5) bis 2,04 (Futter
1) und die mittleren Korpulenzfaktoren zwischen 1,91 (Futter 5) bis 2,18 (Futter 6). Zwischen

den Versuchsgruppen traten keine signifikanten Unterschiede auf.

Im Versuchsverlauf wurden 69 ménnliche (42,6 %) und 93 weibliche Schmetterlingsbunt-
barsche (57,4 %) untersucht. Wie die Gonadosomatischen Indizes (GSI) der weiblichen
Schmetterlingsbuntbarsche verdeutlichen, kam es bei den verschiedenen Futtermitteln zu einer
recht differenzierten Entwicklung der Eierstocke im Bereich von 6,8 % (Futter 2) bis 9,6 %
(Futter 6) der GesamtkOrpermasse. Bei Futter 2 trat eine verzogerte Entwicklung der
Eierstocke auf, so daB die GSI erst im letzten Versuchsabschnitt (E+F+G) stark zunahmen. Bei
Futter 6 bewirkten niedrige pH-Werte (D) eine Erhohung der Gonadenmassen. Insgesamt
unterschieden sich die GSI zwischen den verschiedenen Futterungsgruppen nicht signifikant.
Die Entwicklung und Abgabe der Geschlechtsprodukte beeinfluBten die Stlickmassen und
Korpulenzfaktoren der Fische bei den entnommenen Stichproben. Fir eine exakte
Einschadtzung des Wachstums konnten daher nur die 15tdgigen Probewégungen der

Gesamtbestandsmassen herangezogen werden.

Das in den Probewdgungen ermittelte Wachstum der gesamten Schmetterlingsbuntbarsch-
Bestdnde aus den sechs Fitterungsgruppen verdeutlicht, daR die Fische ihre durchschnittliche
Ausgangsstickmasse von 1,55 g innerhalb der 100t&gigen Futterungs- und Belastungsver-
suche auf 2,01 g (Futter 5); 2,18 g (Futter 6); 2,28 g (Futter 2); 2,29 (Futter 4); 2,32 g (Futter 3)
und 2,33 g (Futter 1) erh6hten (Abb. 2).

Trotz der erheblichen Stlickmassendifferenzen der unterschiedlich erndhrten Schmetterlings-
buntbarsche, kam es bei der Verabreichung aller Futtermittel zu einem stetigen Wachstum auch
unter eingeschrankten Umweltbedingungen. Die Fische wurden somit weder durch wechselnde
Temperaturen und Sauerstoffgehalte, noch durch hohe und niedrige pH-Werte nachweislich im

Wachstum beeintrachtigt.
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Das unterschiedliche Wachstum der Schmetterlingsbuntbarsche kam auch im prozentualen
taglichen Zuwachs zum Ausdruck, der in der 100t4gigen Futterungsperiode im Durchschnitt
zwischen 0,26 %*d (Futter 5) bis 0,42 %*d (Futter 1) lag.

In Abhéngigkeit von dem Wachstum der Fische betrugen die mittleren Futterquotienten in den
verschiedenen Futterungsgruppen 3,4 (Futter 1) bis 8,9 (Futter 6). Das Futter 1, 3 und 4 wurde
von den Schmetterlingsbuntbarschen unter allen Umweltbedingungen am effektivsten genutzt.
Bei Futter 2 und 6 stiegen die FQ bei wechselnden Temperaturen, Sauerstoffgehalten und
hohen pH-Werten (C) an, aber normalisierten sich wieder bei niedrigen pH-Werten (D). Im
letzten Vesuchsabschnitt glichen sich die FQ aller Versuchsgruppen unter optimalen

Umweltbedingungen und der Transportsimulation (E+F+G) weitestgehend an.

Gesamtkérperzusammensetzung

Die mittleren Trockenmassen der Schmetterlingsbuntbarsche waren bei allen Fltterungs-
gruppen hoch und lagen zwischen 28,0 % (Futter 5) und 29,1 % (Futter 4). Die niedrigsten TM
wurden bei Futter 5 (23,1 %) nach dem Versuchsabschnitt D festgestellt. Die Trockenmassen
bestatigten bei allen Futtermitteln eine ausreichende Fettretention, wie das die mittleren
Bruttoenergiegehalte von 6,5 MJ/kg (Futter 5) bis 7,0 MJ/kg (Futter 1) summarisch
verdeutlichen (Abb. 1).

Zwischen den mittleren Bruttoenergiegehalten der unterschiedlich erndhrten Schmetterlings-
buntbarsche traten keine signifikanten Differenzen auf. Mit Ausnahme von Futter 2 kam es bei
wechselnden Temperaturen, Sauerstoffgehalten und hohen pH-Werten (C) in allen anderen
Futterungsgruppen zur Verringerung der Energiegehalte, was sich bei Futter 3 und 5 auch unter
niedrigen pH-Werten (D) bis < 5 MJ/kg signifikant fortsetzte. Bei optimalen Bedingungen
sowie der Transportsimulation (E+F+G) stiegen die Bruttoenergiegehalte bei Futter 3 und 5

wieder > 6 MJ/kg an. Am Versuchsende lagen die hdchsten Energiegehalte bei Futter 1 vor.
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Abb. 1: Verlauf der Bruttoenergiegehalte der Schmetterlingsbuntbarsche bei  der
Verabreichung von Futter 1 bis 6 unter optimalen und eingeschrankten

Umweltbedingungen

Von den untersuchten 18 Fettsduren der Triglyceride (FST) und Phospholipide (FSP) in der
Gesamtkorperfrischsubstanz der Schmetterlingsbuntbarsche lagen am Ende der Fitte-
rungsversuche 7 FST und 8 FSP unter der Nachweisgrenze < 0,1 % der Fettsdurensumme. Die
nachweisbaren 11 FST betrugen 1,1 bis 30,2 % und die 10 FSP 1,1 % bis 30,8 %. Die
Fettsduregehalte waren bei den unterschiedlich erndhrten Schmetterlingsbuntbarschen
verhaltnismaRig ausgeglichen, so dalR von einer ausreichenden Versorgung der Fische mit
geséttigten, einfach gesattigten und hochungesattigten Fettsduren durch die sechs
Flockenfuttermittel ausgegangen werden kann. Lediglich bei Futter 6 standen den niedrigeren
Gehalten der FST 14:0 (Myristinsaure), 16:0 (Palmitinsaure) und 18:1 (Olsaure) deutlich
erhohte Konzentrationen an 16:1 (Palmitoleinsdure) und 18:2 (Linolséure) gegeniber. Unter
den FSP fielen niedrigere Anteile an 16:0 (Palmitinsdure), C18:0 (Stearinséure) 18:2
(Linolsaure) und 22:6 (Decosahexaensaure) bei Futter 2 auf, die mit dem geringeren Fettgehalt
dieses Futters im Zusammenhang standen. Wesentliche Beziehungen zwischen der
Fettséureausstattung sowie dem Wachstum, dem Gesundheitszustand und den Verlusten der

Schmetterlingsbuntbarsche ergaben sich nicht.
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Gesundheitszustand

Anatomisch-pathologische, parasitologische und histologische Befunde

Bei der anatomisch-pathologischen Sektion der nach jedem Versuchsabschnitt entnommenen
Schmetterlingsbuntbarsche aus den sechs Fitterungsgruppen wurden keine pathologischen
Veranderungen der Haut, Flossen und Kiemen festgestellt. Lediglich bei je einem Fisch der
Futterungsgruppen 1 und 2 konnte im Versuchsabschnitt D ein Gyrodactylus auf den Kiemen
nachgewiesen werden. Im Versuchsabschnitt C wurden erstmals in allen Futterungsgruppen
vereinzelt Fische mit Glotzaugen (Exophthalmus) und z.T. einer Aufhellung der dorsalen
Kopfseite infolge Tuberkulose beobachtet. Die betroffenen Fische zeigten anfangs ein
normales Verhalten, stellten spater die Nahrungsaufnahme ein und sonderten sich in den Ecken
ab. Bei der Sektion der Fische fielen bereits makroskopisch sichtbare weille Granulome in der

Kopfniere, Milz und teilweise auch in der Leber auf.

Die inneren Organe der Schmetterlingsbuntbarsche waren (berwiegend ohne Befunde. Der
Darm und die Gallenblase waren stets gefullt. Depotfett wurde in der Leibeshthle bei allen
Futtermitteln nur in geringen Mengen abgelagert. Die Milz und Niere wiesen eine normale rote
Farbung auf. Auch die Leberfarbung war berwiegend normal und variierte individuell und
fltterungsabhangig von rotbraun, rot, hellrot, braun bis hell. Rote und rot-braune Lebern
herrschten tibewiegend bei Futter 1, 3, 4 und 6 und helle Lebern vereinzelt bei Futter 2 und 5

Vor.

Die histologischen Untersuchungen von Lebern und Nieren der unterschiedlich ernédhrten
Schmetterlingsbuntbarsche erbrachten in allen Fitterungsgruppen Uberwiegend normale
Gewebestrukturen. Die Leberparenchymzellen waren speicher- und stoffwechselaktiv und die
Pankreaszellen zymogenreich. Vereinzelt wurden bei Futter 2, 5 und 6 fokale Verfettungs-
degenerationen von Leberzellen bei speicheraktivem Hauptgewebe sowie intaktem aber

zymogenarmen Pankreas festgestellt.

Fisch-Tuberkulose

Wahrend die inneren Organe in den Versuchsabschnitten A und B noch keine pathologischen
Veranderungen aufwiesen, kam es in den nachfolgenden Versuchsabschnitten C, D und
E+F+G bei einigen Fischen zu Granulomen in der Niere, Milz und in der Leber. In den
Organausstrichen und histologischen Préparaten mit ZIEHL-NEELSEN-Farbung konnten diese
Befunde eindeutig als Fischtuberkulose durch saurefeste Mycobakterien diagnostiziert werden.
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Die Mycobakteriose verursachte insbesondere in der Milz und Niere eine hochgradige,
multifokale, epitheloidzellige Granulomatosis. Altere Granulome wiesen fortgeschrittene
Verkasungszentren und fibroblastische Abgrenzungen auf. Das Leberparenchym der von der
TBK betroffenen Fische war meist atrophisch, speicher- und stoffwechselinaktiv sowie
mitunter ballonierend vakuol&r degeneriert. Teilweise traten Nekroseherde im Lebergewebe
auf. Das Pankreasgewebe war zymogenarm. In der Milz wurden verstérkte Proliferationen von

Makrophagenzentren sowie ein erhdhter Blutabbau festgestellt.

Insgesamt wurden bei der Untersuchung von 50 bis 52 Schmetterlingsbuntbarschen aus jeder
Futterungsgruppe anhand der makroskopischen, mikroskopischen und histologischen
Organveranderungen sowie der ZIEHL-NEELSEN - Féarbung bei 11,5 % (Futter 4) bis 48,1 %
(Futter 5) der Fische Tuberkulose-Infektionen in der Milz, Niere und Leber nachgewiesen. Sie
waren bei der Verabreichung von Futter 5 signifikant hoher als bei Futter 1, 3 und 4 sowie bei
Futter 6 signifikant hoher als bei Futter 4 (Tabelle 2, Abb. 2).

Tabelle 2: Tuberkulose-Nachweis in der Milz, Niere und Leber von Schmetterlings

buntbarschen bei der Verabreichung von Futter 1 bis 6
** signifikant (p < 0,05) erhoht gegeniiber Futter 1, 3 und 4;
* signifikant (p < 0,05) erhoht gegeniiber Futter 4

ME | Futter 1 | Futter 2 | Futter 3 | Futter 4 | Futter 5 | Futter 6 |gesamt
Untersuchte Fische N 52,0 50,0 50,0 52,0 52,0 52,0 | 308,0
ohne Befund % | 82,7 72,0 88,0 88,5 51,9 635 | 744
TBK gesamt % 17,3 28,0 12,0 115 | 48,1** | 36,5* | 25,6
TBK Milz % 3,8 12,0 2,0 5,8 9,6 9,6 7,1
TBK Niere % 5,8 0,0 0,0 1,9 5,8 5,8 3,2
TBK Leber % 0,0 0,0 0,0 0,0 1,9 0,0 0,3
TBK Niere/Milz % 3,8 4,0 0,0 0,0 13,4 11,5 5,5
TBK Leber/Niere % 0,0 0,0 0,0 0,0 1,9 0,0 0,3
TBK Leber/Milz % 1,9 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0
TBK Milz/Niere/Leber | % 1,9 8,0 10,0 3,8 15,4 9,6 8,1

Die Entwicklung der Tuberkulose in den verschiedenen Versuchsabschnitten zeigt, dal3 unter
optimalen Umweltbedingungen (A) sowie bei diskontinuierlichem Sauerstoffmangel und
wechselnden Temperaturen (B) keine bzw. nur geringe TBK-Infektionen bis 16,7 % bei Futter
5 auftraten. Nach der zusétzlichen Erhohung des pH-Wertes im Wasser (C) stiegen die TBK-
Infektionen auf 16,7 % (Futter 3 und 4), 33,3 % (Futter 1 und 6) sowie 50 % (Futter 5) an.
Lediglich bei Futter 2 war bis zu diesem Zeitpunkt keine TBK nachweisbar. Bis zum
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Versuchsabschnitt C unterschied sich die TBK-H&ufigkeit zwischen den Versuchsgruppen
nicht signifikant. Nach der Senkung des pH-Wertes im Wasser (D) verstarkten sich die TBK-
Infektionen der Schmetterlingsbuntbarsche auf 33,3 % (Futter 1 und 6) bis 100 % (Futter 2

und 5).
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Abb. 2: Tuberkulose-Nachweis in der Milz, Niere und Leber von Schmetterlingsbuntbarschen
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Abb. 3: Tuberkulose-Nachweis bei Schmetterlingsbuntbarschen wéhrend der Verabreichung
der Futtermittel 1 bis 6 unter optimalen und eingeschréankten Umweltbedingungen in
den Versuchsabschnitten A bis G
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Bei der Verabreichung von Futter 4 war trotz der Belastung durch niedrige pH-Werte keine
TBK nachweisbar, so dal} sich im Versuchsabschnitt D signifikante Unterschiede gegenuber
Futter 2 und 5 ergaben. Unter optimalen Umweltbedingungen mit der 2tdgigen Transport-
simulation (E+F+G) am Versuchsende verringerte bzw. erhohte sich die TBK auf 22,9 %
(Futter 6) bis 8,1 % (Abb. 3).

Von den parenchymattsen Organen waren die Milz (7,1 %) und Niere (3,2 %) weitaus starker
als die Leber (0,3 %) betroffen. Bei 8,2 % aller untersuchten Fische wiesen alle drei Organe
TBK-Infektionen auf. Wahrend die TBK nicht von der Lange und dem Geschlecht der
Schmetterlingsbuntbarsche abhing, nahmen das Wachstum sowie die Stlickmassen,
Korpulenzfaktoren und Bruttoenergiegehalte mit zunehmender TBK-Haufigkeit signifikant ab.
Die starksten TBK-Infektionen bei den Futterungsgruppen 5, 2 und 3 im Versuchsabschnitt D
wiesen deutliche Beziehungen zu den niedrigeren  Bruttoenergiegehalten  der
Schmetterlingsbuntbarsche auf (Abb. 4).

Brutioenergie [Milkg]
i
=
r
Ny .
:

Abb. 4: Bruttoenergiegehalte in der Gesamtkorperfrischsubstanz gesunder (0. B.) und an
Tuberkulose (TBK) erkrankter Schmetterlingsbuntbarsche

Verluste

Die kumulativen Verluste der Schmetterlingsbuntbarsche betrugen in dem ersten Versuchs-

abschnitt bei optimalen Umweltbedingungen (A) 0 % (Futter 3 und 4) bis 4 % (Futter 2).

Unter den verschiedenen Belastungen durch wechselnde Temperaturen, Sauerstoffgehalte

sowie hohe und niedrige pH-Werte (B, C, D) stiegen die Verluste auf 12 % (Futter 3 und 4) bis
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24 % (Futter 2) an. Nach der abschlieenden Haltung der Fische bei optimalen Bedingungen
sowie der Transportsimulation (E+F+G) erreichten die Verluste 17 % (Futter 3) bis 31 %
(Futter 2) (Abb. 5).
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Abb. 5: Kumulative Verluste der Schmetterlingsbuntbarsche bei der Verabreichung der

Futtermittel 1 bis 6 unter optimalen und eingeschrankten Umweltbedingungen

Das Verlustgeschehen der unterschiedlich erndhrten Schmetterlingsbuntbarsche wurde
mafRgeblich vom Auftreten der Fisch-Tuberkulose bestimmt. So fiihrten die starkeren TBK-
Infektionen bei der Verabreichung von Futter 2, 5 und 6 (28,0 bis 48 %) auch zu deutlich
héheren Gesamtverlusten (28 bis 31 %). Die geringere TBK-Haufigkeit bei Futter 1, 3 und 4
(11,5 bis 17,3 %) hatte dagegen auch niedrigere Verluste (17 bis 21 %) zur Folge.

Diskussion

Die Fisch-Tuberkulose stellt eine Haupterkrankungs- und  Verlustursache der
Schmetterlingsbuntbarsche dar. Die Ursachen fir die hohe Anfélligkeit dieser Fischart
gegenuber TBK-Infektionen ist bisher unklar. Mangelnde Aquarienhygiene sowie ungunstige
Umwelt- und/oder Ern&hrungsbedingungen haben offensichtlich einen préadisponierenden
Einflul auf das Infektionsgeschehen (AMLACHER 1981, ROBERTS UND SCHLOTFELDT 1985,
SCHAPERCLAUS 1990, TER HOFTE UND AREND 1997 u.A.). Am Beispiel von Fitterungs-
versuchen in einer geschlossenen Kreislaufanlage wird deutlich, dal Schmetterlingsbunt-
barsche selbst unter gleichen Wasser- und Umweltbedingungen wesentlich starker als andere
Zierfischarten (Roter Platy, Roter Neon, Zebrabéarbling) an Fisch-Tuberkulose erkranken

(SCHRECKENBACH UND WEDEKIND 1998).
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Wie die vorliegenden Untersuchungen zeigen, wird das Erkrankungsgeschehen der
Schmetterlingsbuntbarsche bei gleichem Infektionsrisiko durch den Fischbesatz und das
Kreislaufwasser maligeblich von ihrer Erndhrung beeinfluBt. Trotz einer ausreichenden
Ausstattung aller Versuchsfuttermittel mit den lebenswichtigen Nahr-, Mineralstoffen und
Vitaminen kommt es bei der Verabreichung von Flockenfuttermitteln mit einem geringeren
Protein- (< 32 %) oder Fettgehalt (< 10 %) zum eingeschrankten Wachstum sowie deutlich
héheren TBK-Infektionen (28,0 bis 48,1 %) und Verlusten (28 bis 31 %). Futtermittel mit
Proteingehalten > 40 % und Fettgehalten > 17 % haben dagegen ein besseres Wachstum sowie
geringere TBK-Infektionen (11,5 bis 17,3 %) und Verluste (17 bis 21 %) zur Folge. Die
Ergebnisse verdeutlichen, dafll die fur eine gute Kondition von Nutz- und Zierkarpfen
bekannten Energie/Protein-Verhéltnisse von ~ 0,4 MJ verdauliche Energie / % Rohprotein
(ZEITLER 1981, SPANGENBERG UND SCHRECKENBACH 1984, SCHRECKENBACH et al. 1997), wie
sie auch bei einem Protein/Fett-Verhéltnis von 2 bis 5 : 1 des Lebendfutters vorherrschen
(SCHRECKENBACH UND ZAHN 1997, BREMER 1997), das Wachstum, die Kondition und den
Gesundheitszustand der Schmetterlingsbuntbarsche férdern. Energetisch unausgewogene
Futtermittel, bei denen die Fische Eiweil fir den Energiestoffwechsel nutzen missen, fihren
auBerdem zur erhéhten Ammoniumbelastung des Wassers (SCHRECKENBACH 1994, BREMER
1997). Der Energiebedarf sollte daher vor allem durch hochwertige Fette abgedeckt werden.
Wie die Fltterungsversuche zeigen, sind dafir Kohlenhydratgehalte im Futter von > 30 %
nicht mehr geeignet. Sie werden von vielen Fischarten schlechter verwertet und kdénnen zur
Dysbakterie im Darm, zur erhdhten organischen und mikrobiellen Belastung des Wassers
sowie zu Erkrankungen fiihren (SCHRECKENBACH 1994 a,b,c; 1996). Stark reduzierte
Energieretentionen und erhohte TBK-Infektionen der Schmetterlingsbuntbarsche unter
Belastungen durch niedrige pH-Werte bei der Verabreichung der kohlenhydratreichen
Flockenfuttermittel 2 und 5 bestatigen diese Zusammenhange.

Bei einem ausgewogenen Protein/Fett/Energie-Verhéltnis der Flockenfuttermittel, vermdgen
die Schmetterlingsbuntbarsche ihren Energiegehalt im Gesamtkorper stabil > 6,5 MJ/kg
aufrechtzuerhalten und den TBK-Infektionen selbst unter Umweltbelastungen wesentlich
besser zu widerstehen. Dieser Zusammenhang wird durch die signifikanten TBK-Differenzen
von 11,5 % (Futter 4) und 48,1 % (Futter 5) bestatigt. Inwieweit diese Effekte auch durch das
spezifische Fettsauren- und Carnitinangebot der Testfuttermittel beeinfluit werden, kann
anhand der durchgefiihrten Futterungsversuche noch nicht ausreichend eingeschéatzt werden.

Die Ergebnisse verdeutlichen aber, dal? die physiologischen Wirkungen der polyungesattigten
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Fettsduren (WIRTH et al. 1997) sowie des als Carrier beim Fetts&uretransport fungierenden L-
Carnitins (HARMAYER 1998) auch an ein ausgewogenes Energie/Protein-Verhéltnis der
Nahrung gebunden sind. Bei alimentdaren Mangeln, die die Homdostase des Energie-
stoffwechsels sowie die komplexen Zellmembran- und Mitochondrienfunktionen beeintrach-
tigen, wird insbesondere bei Umweltbelastungen die Penetration von Mycobakterien in die
Gewebe der Fische beginstigt.

So ist es zu erkléren, dall durch eine optimierte Ernahrung der Schmetterlingsbuntbarsche bei
gleichem Infektionsdruck im geschlossen Kreislauf selbst unter TBK-beglinstigenden
Umweltbedingungen signifikant niedrigere Erkrankungen und Verluste auftreten.

Wie die Futterungsversuche zeigen, treten bei optimalen Umweltbedingungen tber 30 Tage
keine TBK-Infektionen der Schmetterlingsbuntbarsche auf. Erst unter dem EinfluB
wechselnder Temperaturen, Sauerstoffgehalt und hoher pH-Werte nimmt die TBK-H&ufigkeit
zu. Bei niedrigen pH-Werten kommt es insbesondere bei den energetisch unausgewogenen
Futtermitteln zu einem massiven Anstieg der Fisch-Tuberkulose bis zu 100 %, wéhrend bei der
Verabreichung des optimierten Futters 4 die TBK-Infektionen vollig zurlickgehen. Die starke
Abnahme der TBK-Haufigkeit in der abschlieBenden Versuchsphase unter optimalen
Umweltbedingungen bei allen unterschiedlich erndhrten Schmetterlingsbuntbarschen bestétigt

den enormen Einflul der Umwelt auf das Infektionsgeschehen der Fisch-Tuberkulose.
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Nachweis von Vibrio spec. bei Zierfischen

DVM V. Bulla
LUA Dresden, Reichenbachstr. 71 /73, 01217 Dresden

Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurden im Zusammenhang mit Erkrankungsgeschehen und Verlusten in
Zierfischbestanden wiederholt Vibrionen nachgewiesen. Sie waren sowohl Haupt- als auch
Nebenbefund. Ein Teil der Vibrionen konnte als Vibrio cholerae identifiziert werden. Die
Bestatigung des Differenzierungsergebnisses und eine Serotypisierung erfolgten am Robert-
Koch-Institut. Keines der lIsolate gehorte zu den choleratoxinbildenden Serotypen O1 und
0139. Betroffen waren verschiedene Zierfischarten sowohl aus dem Gartenteich als auch aus

SuRwasser- und Meerwasseraquarien. Die Bedeutung fiir den Tierhalter wird diskutiert.

Summary

In the last years in assoziation with illness and death of ornamental fishes respectivly often
could be found Vibrio species. They are as well as causative agents and also secundary
findings. Part of Vibrio-bacteria could be identified as Vibrio cholerae. The results of
differentiation were authorized by Robert-Koch-Institute also the serotypisation were be done
there.

No isolate was one of the choleratoxinbuilding serotyps O1 or O139. Vibriobacteria were
foundet in various ornamental fish species so from cold water, warm water, fresh water and

also marine water. The consequence for the owner will be discussed.

Einleitung

In den letzten Jahren wurden im Zusammenhang mit Untersuchungen zur Abkl&rung von
Erkrankungs- und Verlustgeschehen bei Zierfischen wiederholt Vibrionen nachgewiesen. Nach
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 9™ edition gehdren die Vibrionen in die
Group 5 ,Facultative anaerobic gramnegativ rods® und stehen als Subgroup 2 ,,Fam.

Vibrionaceae“ zwischen den Enterobacteriaceae und den Pasteurellaceae.
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Zur Familie der Vibrionen gehoren neben dem eigentlichen Genus Vibrio die Gattungen
Aeromonas, Photobacterium und Plesiomonas, Bakterien, die sich an das Milieu Wasser
hervorragend angepalit haben.

Vibrionen sind schlanke, meist leicht gebogene, gramnegative Stébchen. Sie sind sporenlos,
oxidasepositiv und zeichnen sich durch eine intensive ,,miickenschwarmartige* Beweglichkeit
aus. Sie fermentieren Glukose und bilden keinen Schwefelwasserstoff. Ein Wachstum ist je
nach Species zwischen 4 °C und 45 °C mdglich. Da Vibrionen besonders haufig in Meer- und
Brackwasser vorkommen, sind sie halophil, viele Arten sogar halotroph. In der Kultur
erscheinen sie als 2 bis 4 mm groRe, grau-weilie Kolonien. Auf Blutagar wird haufig Hdmolyse
beobachtet.

Wichtig fir die Abgrenzung zu den Aeromonaden ist die Wachstumshemmung durch das
Vibriostatikum O129. Aeromonaden werden durch 0129 nicht oder nur teilweise gehemmt.
Fur die Anzucht von Vibrionen wird im allgemeinen TCBS-Agar empfohlen. Als
Screeningmethode kann der sogenannte String-Test verwendet werden.

Unter den Vibrionen gibt es zahlreiche Arten, die in der Humanmedizin durch das Ausldsen
von Wundinfektionen, Gastroenteritiden und Septikdmien von hoher Bedeutung sind. Ein
besonders gefurchteter Vertreter ist Vibrio cholerae. Die choleratoxinbildenden Serotypen O1
und O139 dieser Spezies sind die Erreger der h&ufig nach Naturkatastrophen oder Kriegen
durch den Zusammenbruch der Trinkwasserversorgung oder anderen hygienischen Mif3stdnden
in Landern der Dritten Welt auftretenden Cholera-Epidemien und auch -pandemien. Diese
Erkrankung verlduft in Form einer Enterotoxamie und fiihrt infolge einer enormen Dehydration

des Korpers meist rasch zum Tode.

Die nachfolgende Tabelle 1 zeigt die Nachweishdufigkeit von Vibrionen in den zwischen 1993
und 1998 untersuchten Zierfischen bzw. Zierfischbestdnden. Die in Klammern gesetzten
Zahlen sind die Nachweise von Vibrio cholerae. Der tberwiegende Teil der Isolate wurde zur
Bestatigung bzw. Differenzierung und insbesondere zur Serotypisierung an das Robert-Koch-
Institut gesandt. AulRer den Choleravibrionen konnte keiner der anderen Stdmme einer Spezies
zugeordnet werden. Kein Vibrio-cholerae-Isolat gehérte zu den choleratoxinbildenden
Serotypen O1 und O139. Daflr wurden einige sehr interessante Vibrio-cholerae-Stamme
ermittelt, eine Rauhform und ein O170-Stamm, der offensichtlich das erste Mal isoliert wurde,
zumindest bisher nicht publiziert wurde.

Die Vibrionen waren im Erkrankungs- und Verlustgeschehen der untersuchten Zierfische

sowohl Haupt- als auch Nebenbefund. Dabei wurden die auch in der Literatur beschriebenen
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Symptome = Flossennekrosen, Hautgeschwire, Aszites, petechiale Blutungen und Gelb-
farbung der Leber beobachtet. In Einzelféllen wurden abgekapselte, verkéaste Nekroseherde in
inneren Organen festgestellt, die an Fischtuberkulose erinnerten. Mykobakteriosen konnten
aber mittels ZIEHL-NEELSON-Farbung von Abklatschpraparaten und Gewebeschnitten sowie
negativer kultureller Anziichtung ausgeschlossen werden.

Nicht selten wurden Vibrionen im Zusammenhang mit Aeromonadenseptikdmien und
Parasitosen festgestellt.

Eine besondere Pradisposition einzelner Fischarten konnte nicht beobachtet werden. Betroffen
waren sowohl Kaltwasserzierfische, wie Goldfische und Goldorfen, als auch Warmwasser-
zierfische aus dem SuflRwasserbereich (Neonsalmler, Sumatrabarben, Schwerttrdger, Skalare,
Diskusbuntbarsche und Feuermaulbuntbarsche) und Warmwasserzierfische aus dem Meer-

wasserbereich (Anemonenfische und Weiltkehldoktorfische).

Tabelle 1: Nachweif3 von Vibrio sp. bei Zierfischen (V. cholerae in Klammern)

Jahr Anzahl der Nachweilt von Anzahl der Nachweil} von
untersuchten Vibrionen untersuchten Vibrionen
Tiere Bestdnde

Anzahl % Anzahl %
1993 21 1(1) 4,7 (4,7) 11 1 9,1(9,1)
1994 37 1 2,7 13 1 7,6
1995 26 4 15,4 20 2 10
1996 43 6(6) | 13,9(13,9) 29 1(1) 3,4 (3,4)
1997 51 9(7) |17,6(13,7) 24 3(2) 12,5 (8,3)
1998* 83 11 (1) | 13,2(1,2) 39 4 (1) 10,2 (2,5

* per 17.09.

Die nachfolgende Tabelle 2 zeigt das Resistenzverhalten einiger Vibrionenstimme, die
atiologisch fir die Erkrankungen bzw. Verluste von Bedeutung waren.

Gegenuber den gepriiften Isolaten war Sulfamerazin/Trimethoprim am wirksamsten, gefolgt
von Chloramphenicol und Enrofloxacin.

Der Nachweis von Vibrio sp. sollte den Zierfischhalter veranlassen, auch beim Umgang mit
diesen Heimtieren die Grundregeln eines hygienischen Verhaltens zu beachten. Besondere

Vorsicht sollten immungeschwéchte Personen walten lassen.
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Tabelle 2: Resistenzverhalten einiger Vibrionenstamme

V. cholerae | V. sp. | V. cholerae | V. sp. | V. cholerae | V. cholerae | V. cholerae
035 0170 0194 Rauhform 036
1993 1994 1996 1997 1997 1997 1998
Gentamycin E 0 0 0 0 0 0
Ampicillin R 0 0 0 0 e E
Sulfamerazin + E E E E E E E
Trimethropin
Chloramphenicol E E E E E e E
Tetrazyklin E e R E R E E
Enrofloxacin E E E E e E E
Kanamycin E 0 0 0 0 R E
Furazolidon E e R E R R e
Nitrofurantoin E 0 0 0 0 R 0
Colistinsulfat R 0 0 0 0 E E
Neomycin E E R E E 0 0
Streptomycin E 0 0 0 0 R E
E empfindlich

e vermehrt empfindlich

R resistent
0 nicht geprft
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Summary

In 1996 an international contagious disease, “Gillrot”, alarmed the KOI Hobby. In 1997 it was
another phenomenon, which caused a disastrous death amongst fish: the rapid inflammation of
the skin. In the latter case, two simultaneously occurring bacteria were shown in the
Netherlands, the U.S.A. and Germany, viz. Aeromonas hydrophila and a pseudomonas
specimen. With the above mentioned diseases, symptoms could be characterized reasonably
well.

In 1998 we are confronted with a worldwide massive death amongst KOI. In this case it
concerns a variety of several symptoms which can occur in complex combinations. It is a very
aggressive illness, which only infects KOI, whereas other fish such as goldfish, sturgeons,
convuvulus a.s.o. are undisturbed. Having received this alarming information, research has
been done on infected KOI, received from fish importers in Belgium, the Netherlands and
Northern-France, as well as on KOI received from private persons. It turned out to be that fish
were infected by a great number of pathogens. Infected fish were treated in the first Dutch fish
hospital. The variety of clinical symptoms and pathogens present, indicate the total breakdown
of the immune systems of the fish.

The fact, that one single affected fish, introduced in an ecosystem, in which healthy fish with a
normal immune system, have existed for many years, proves that we are dealing with a very
infectious illness. In view of the high rate of infection and the low response to anti-biotics, we
may have to do with a non-bacterial cause. It concerns a very infectious disease, which only
occurs at KOI and which spreads rapidly and basically attacks all KOI, causing a massive

death. As name for this disease is suggested:
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Kol IMMUNE SYSTEM SUPPRESSING DISEASE (K.1.S.S.)

Im Jahre 1996 wurde das KOI-Hobby von einer international auftretenden Erkrankung
aufgeschreckt, ,,die Kiemenenfaule*. Im Jahre 1997 gab es wieder ein anderes Phédnomen,
welches ein grofles Sterben unter den Fischen verursachte: .die schnelle Hautentzindung. Im
letzten Fall wurden, sowohl in den Niederlanden, U.S.A. und Deutschland immer wieder zwei,
gleichzeitig vorkommende Bakterien nachgewiesen, ndmlich: Aeromonas hydrophila und eine
Pseudomonasart. Im Sommer, im Jahre 1998, war das Problem noch gréer und komplexer als
zuvor. Weltweit spricht man von einem massenhaften Sterben der KOI. Wo bei friheren
Ausbriichen die Symptome noch ziemlich gut zu umschreiben sind, handelt es sich jetzt um
eine Vielzahl verschiedener Phdnomene, die in komplexen Kombinationen auftreten kénnen.

Es betrifft eine sehr agressive Krankheit.

Nach einem Neuzukauf in einem schon existierenden Teich fallt es auf, daf} innerhalb von
einigen Tagen bis einigen Wochen, alle KOI, von sowohl israelischer, chinesischer,
japanischer als europdischer Herkunft, infiziert werden. Goldfische, Stoére, Nerflinge
schwimmen ungehindert weiter. Uber die Empfindlichkeit einheimischer Karpfensorten ist
noch nichts bekannt.

Der Ausbruch erfolgt sehr akut. Es variiert zwischen einigen Tagen bis einigen Wochen, bis
alle KOI angegriffen worden sind. Die kranken KOI sind etwas apathisch und fressen weniger.
Sie liegen oft mit geklemmten Flossen auf dem Boden. Darauf treten Beklemmungssymptome
auf, die Fische sind aufgeregt, schieen durch das Wasser und es folgt ein rasches Sterben. Bei
Untersuchung der Kiemen wird eine Gewebenekrose vorgefunden. Es kann sich um einen
massenhaften Verfall des Kiemengewebes handeln; manchmal aber ist nur eine einzige griine
Stelle auf dem zweiten oder dritten Kiemenblatt zu sehen. Die Gedanken an Kiemenfdule ist

dann auf der Hand liegend.

Bei anderen KOI-Fischen, im gleichen Teich, entwickeln sich andere Bilder. Bei manchen
Fischen wird ein GibermaRiger Schleim gebildet, der als ein weiRer Schleier Uber die schwarzen
Teile liegt. Bei grauen und braunen KOI sieht es aus, als ob sich dunkle Stellen gebildet haben.
Danach wird die Haut rotartig, was gerade auf die weillen Teile gut zu sehen ist. Es sieht so
aus, als haben sich Bausche bzw. Faser gebildet. Diese wachsen unter den Schuppen hinaus.

Die Schleimhaut verschwindet, wodurch der Fisch sich wie Sandpapier anflhlt. Es kann sich
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nicht nur um bestimmte Stellen der Fische handeln, sondern auch um den ganzen Fisch. Dieses

ist dann wieder das gleiche Bild wie bei der schnellen Hautentziindung.

Die Rénder der Flossen werden weif3 und sind ausgefranst, wie bei der Flossenfaule. Wenn die
Fische dies tUberhaupt uUberstehen, verschwindet die Haut und das unterliegende Gewebe. Es
entstehen Locher. Oft kommt es nicht so weit und sind es gerade die Augen die einfallen. Das
Einfallen der Augen wird im allgemeinen durch eine Sepsis verursacht, was beinhaltet, daf3

Mikroorganismen oder ihre Gifte sich durch das Blut gemischt haben (Blutvergiftung).

Manchmal sieht es so aus, als ob eine Behandlung mit Antibiotika in erster Instanz erfolgreich
ist. Aber, plotzlich, eine Woche spéter treibt wieder ein toter Fisch im Teich. Hieran ist dann

wenig zu sehen: der After und die Flossenansatze sind moglicherweise rot gefarbt.

Mikroskopische Untersuchungen

Bei mikroskopischen Untersuchen kann auf der Haut der Fische ein kompletter Zoo
vorgefunden werden. Manchmal sind fast alle bekannte Ektoparasiten vertreten, sowohl die
Mehrzelligen, wie Gyrodactylus und Dactylogyrus, als auch die einzelligen Cilliate wie
Ichthyophthirius, Chilodonella und Trichodina, sowie Flagellaten wie Ichthyobodo. Typisch
ist, daR die Protozoen sich so verhalten, als seien sie unempfindlich fir Behandlungen mit

Malachitgriin und/oder Formalin.

Die weilien Bausche die unten den Schuppen hinaus kommen und in einem spéateren Stadium
sogar bis schwammahnlichen, grauen Beulen auswachsen konnen, erscheinen Hyphefaden von

Pilzen zu sein. Weiterhin sind mikroskopisch oft viele Bakterien auf der Haut nachweisbar.

Bakteriologische Untersuchungen

Eine bakteriologische Untersuchung bei Wasserbewohnern ist immer eine diskutable
Angelegenheit. Denn, im allgemeinen ist es so, daf} potentiell pathogene Bakterien erst ihre

Chance bekommen, sobald das Immunsystem des Fisches geschwacht wird.

Die Untersuchung ist von der Universitat Utrecht (Fakultdt der Tierheilkunde) ausgefiihrt
worden.
Bei dieser Krankheit werden mehrere Bakterienarten gefunden. Gram-positive Stébchen,

Gram-negative Stabchen, Gram-positive Kokken usw. Bei der Spezifizierung féllt eins auf:
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eigentlich ist immer Aeromonas sobria zu finden, sogar auf den Kiemen, in den Nieren, wie

auch im Blut.

Viele der Symptome kdnnen, gemaR der Art der Mikroorganismen die bei der Untersuchung
gefunden werden, erklart werden. Eine erhdhte Schleimbildung auf Kiemen und Haut kann von
Wurmern und Protozoen verursacht werden. Die weilen Beldge sind also Pilze. Die
Schleimhaut, die verschwunden ist und sich anflihlt als wéare es Sandpapier, ist die Folge einer
Infektion mit Bakterien oder Ichthyobodo. Die Lécher, die in der Haut entstehen, und die

Flossenfaule, sind bakteriellen Ursprungs.

So eine Vielfalt von Symptomen und anwesenden Pathogenen kann nur durch den totalen
Zusammenbruch des Immunsystems der Fische erklart werden. Die Tatsache, daB ein einziger
angegriffene Fisch fahig ist, ein schon jahrelang existierendes Okosystem, worin sich
kerngesunde Fische mit einem normalen Immunsystem befinden, zu untergraben, deutet auf
eine sehr ansteckende immun suppressive Krankheit hin. Im Hinblick auf die Geschwindigkeit,
womit die Krankheit um sich greift, die schlechte Reaktion oder das fast nicht reagieren auf
Antibiotika, muB an einen nicht bakteriellen Erreger gedacht werden. Bei
Virusisolierungsversuchen, ausgefiihrt von Prof. Dr. Dr. habil W. Ahne vom Institut fir
Zoologie und Fischkrankheiten der Universitat Minchen, konnten keine Viren nachgewiesen

werden.

Zusammengefaldt: Es ist eine, nur bei KOI vorkommende, ansteckende Krankheit, die sehr
schnell um sich greift, eigentlich alle KOI angreift und zu einem groRen Sterben fuhrt. Als

Name schlagen wir vor:

KOI IMMUNE SYSTEM SUPPRESSING DISEASE (K.1.S.S.)

Ist eine Behandlung gegen das K.1.S.S.-Syndrom sinnvoll ?

Als im Jahre 1996 das Phanomen Kiemenféule auftauchte, konnten wir in unserem
Fischhospital rechtzeitig eine Therapie entwickeln (COBOMIX). Auch wurde ein Jahr spater
gegen die schnelle Hautentzindung, eine Ldsung gefunden (PARANAMIX und GOBA).
Dadurch, daf} die ursachlichen Bakterien abgetotet wurden, konnte das Leben von nicht allzu

ernsthaft angegriffenen Fischen gerettet werden.




133

Was ist, wenn es anfangs erscheint, als ob der ursachliche Organismus nicht auf Antibiotika
reagiert? Handelt es sich dann um einen im Prinzip fir Antibiotika unempfindlichen
Organismus, wie ein Virus, oder ist es ein bakterienartiger Organismus, welcher unempfindlich
erscheint, dadurch dal} es sich in den Kdrperzellen des Fisches versteckt? Im letzten Falle, ist
eine antibakterielle Behandlung sicher sinnvoll, da eine Verbreitung — auRerhalb der Zellen —
vom Wasser aufgehalten wird.

Die Behandlung bei K.I.S.S. ist auf die Bekampfung aller sekundérer Parasiten konzentriert.
Die Protozoen (Ichthyopthirius, Chilodonella, Trichodina und Ichthyobodo) reagieren
unzureichend auf Malachit griin und/oder Formalin, aber sie kénnen sehr gut, mit Hilfe von
Morenicol® Alparex®, bekampft werden. Gyrodactylus und Dactylogyrus werden noch immer

von Morenicol® Orffo® beseitigt.

Ein groReres Problem sind die Bakterien. Normalerweise ist es so, dal die Bakterien von
einem Antibiotikum angegriffen werden und daf} das Immunsystem sie weiter beseitigt. Die
antibakterielle Bekdmpfung bei K.I.S.S. beruht auf dem Entgegentreten einer Verbreitung
durch das Wasser und dem Unterdriicken moglichst vieler Bakterienarten, die Nekrose der
Kiemen und Haut verursachen kdnnen. Gegen die stets bei Kiemennekrose angetroffenen
Aeromonas sobria, ist ein neuer Mix entwickelt worden, der ASOB-MIX. Um, in wieweit dies
mdoglich ist, das Immunsystem zu unterstiitzen, schlagen wir die Anwendung von Tippy Top®

Color Guard® ein immunitatsverstarkendes Futter vor.

Eine Behandlung bei den ersten Symptomen einer bakteriellen Entziindung ist sicher sinnvoll !

e Erstens: nicht alles ist K.I.S.S. Es kommen °‘normale’ Entziindungen vor, die auf
Antibiotika gut reagieren.
e Zweitens: mittels einer so gut moglichen Behandlung von immunsuppressiven Fischen

kann es durch einen Aufschub zu einer Beendigung des Sterbens kommen.

Die von uns entwickelte Komplextherapie wurde in mehr als 50 Féllen, sowohl von Héndlern,
Privatpersonen, als auch im eigenen Fischhospital, angewendet. Mit der Behandlung wurde
manchmal sofort bei den ersten Symptomen angefangen, manchmal in einem fortgeschrittenen
Stadium.

Der Prozentsatz iiberlebender Fische variierte von 0 bis 75.



134

Ergebnisse der Schadensfalluntersuchungen von Fischen in Thiringen

H. Bocklisch, R. Schlegelmilch und Karin Klegel *

Thiringer Medizinal-, Lebensmittel- und Veterindruntersuchungsamt (TMLVUA), Abt. 3,

Tennstedter Str. 9, 99947 Bad Langensalza

* Thiringer Medizinal-, Lebensmittel- und Veterinaruntersuchungsamt (TMLVUA), Abt. 3,
Naumburger Str. 96 b, 07743 Jena-Zwadtzen

Zusammenfassung

e Beweissicherung, exakte vorberichtliche Angaben sowie Vor-Ort-Untersuchungen sind fir
die Bearbeitung von Schadensfallen im aquatischen Bereich von limitierender Bedeutung.

e Interdisziplindre Zusammenarbeit bei pathomorphologischen, chemisch-analytischen und
weiteren Laboruntersuchungen von Fischen sowie chemisch-analytischen und mikrobio-
logischen Untersuchungen von Wasserproben haben sich bewéhrt und fiihrten zu einer
hohen Zahl von Diagnosestellungen (Aufklarungen).

e Uber 50 % der Falle von toxikologisch-bedingten Verlustursachen entfielen auf die
Einleitung organisch belasteter Abwasser, Nitrit- und Ammoniakintoxikationen.

e Bei knapp 10 % der Einsendungen unter dem Verdacht Schadensfall/Fischvergiftung

wurden mikrobiologisch-bedingte Ursachen festgestellt.

Summary

e Producing evidence, exact preliminary report as well as on the spot-investigations are of
limited importance for the treatment of cases in the aquatic field.

e Co-operation in pathomorphological, chemical-analytic and other laboratory investi-gations
of fish als well as chemical-analytic and microbiological investigations of water is useful
and has led to a high number of diagnoses.

e More of 50 % of all toxicological caused deaths are due to organic polluted sewage,
intoxications by nitrite and ammonia.

e Microbiological causus of poisoning of fish have been diagnosed with nearl 10 % of all

cases.
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Einleitung

Seit Uber 15 Jahren werden im Landesuntersuchungsamt in Thiringen Schadensfélle bei
Fischen untersucht. Eine interdisziplindre Zusammenarbeit von tierérztlichen und chemisch-
toxikologischen Sachverstandigen ist daftr zwingend notwendig. Daneben ergab sich in den
90-iger Jahren auch eine enge Zusammenarbeit mit Laboratorien der staatlichen Umweltdmter
bei der Bearbeitung von Schadensféallen im aquatischen Bereich, um durch gemeinsames

Wirken zu einer umfassenden Diagnosestellung zu kommen.

Die Einsendung des diagnostischen Materials Fische und/oder Gewésserproben erfolgte in der
Hauptsache durch staatliche bzw. kommunale Behdrden wie Veterindaramter, Umweltamter,
Polizeibehdrden, Gemeinde- und Stadtverwaltungen sowie in Einzelfallen auch durch
gewerbliche Fischer und Sportfischer.

Das eingesandte diagnostische Material nach der Beweissicherung war von unterschiedlicher
Qualitat. Fehler und Unterlassungen bei der Beweissicherung limitieren die diagnostischen und
chemisch-analytischen Mdoglichkeiten in erheblichem MaRe. Bei einem Teil der sich ereigneten
Schadensfallen wurden die Sachverstdndigen des Landesuntersuchungsamtes im Sinne der
Amtshilfe gebeten, Vor-Ort-Untersuchungen durchzufiihren. Dabei ergaben sich stets wichtige

Erkenntnisse fir die Ursachenermittlung.

Material und Methoden

Die Bearbeitung des Probenmaterials erstreckte sich auf:

o forensische Fischsektionen

¢ toxikologische Nachfolgeuntersuchungen entsprechend vorberichtlicher sowie patholo-
gisch-anatomischer Befunde

e umfangreiche histologische Untersuchungen

e erganzende virologische, bakteriologische, mykologische und parasitologische Unter-
suchungen

e chemisch-analytische, toxikologische sowie teilweise mikrobiologische Untersuchungen
von Gewaésserproben

e Gutachtenerstellung
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Ergebnisse

Im Auswertungszeitraum wurden 156 Schadensfélle bei Fischen bearbeitet. Die Schadensfalle
ereigneten sich 95 mal in flieBenden Gewassern (61 %) und 61 mal in stehenden Gewaéssern
(39 %).

90 % der Schadensfalle wurden aufgeklart bzw. teilaufgeklart. Dabei wurden zu 81 % toxiko-
logische Ursachen, zu 8 % Infektionen bzw. Intoxikationen durch Viren, Bakterien oder Algen
und ganz vereinzelt zu 1 % Stoffwechselstérungen in Form von Uberwinterungsschaden
festgestellt. Bei 9 % der Félle konnte keine Diagnose hinsichtlich der Ursache gestellt werden.
Bei der jahreszeitlichen Verteilung war der groRte Anteil (70 %) der Schadensfélle von April
bis September festzustellen. Der HOhepunkt ereignete sich in den Monaten Mai und Juni
(Abbildung 1).
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Abb. 1: Bearbeitete Schadensfalle von Fischen, Anzahl 156, Zeitraum 1983-1998, Zuordnung

zum jahreszeitlichen Auftreten



Insgesamt wurden Fische von 27 verschiedenen Spezies eingesandt.
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Dabei

standen

Bachforellen, Regenbogenforellen und Karpfen an der Spitze der Einsendungen (Tabelle 1).

Tabelle 1: Auflistung der eingesandten Fischarten bei Schadensfalluntersuchungen

Fischart Einsendung
Dt. Bezeichnung lat. Bezeichnung nach
Schadensfallen

Bachforelle Salmo trutta 60
Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss 55
Karpfen Cyprinus carpio 50
Plotze Rutilus rutilus 26
Rotfeder Scardinius erythrophthalmus 15
FluRbarsch Perca fluviatilis 12
Hecht Esox lucius 12
Schleie Tinca tinca 11
Aal Anguilla anguilla 10
Westgroppe Cottus gobio 10
Asche Thymallus thymallus 8
Grindling Gobio gobio 8
Bachsaibling Salvelinus fontinalis 5
Stichling Gasterostens aculeatus S)
Karausche Carassius carassius 4
Barbe Barbus barbus 3
Bachneunauge Lampetra planeri 3
Blei Abramis brama 3
Schmerle Neomacheilus barbatulus 3
Graskarpfen Ctenopharyngodon idella 2
Rapfen Aspius aspius 2
Dobel Leuciscus cephalus 1
Elritze Phoxinus phoxinus 1
Goldorfe Carassius auratus 1
Guster Blicca bjoerkna 1
Schlammbeitzger Misgurnus fossilis 1
Zander Stizostedion lucioperca 1

Die Verteilung der 126 Schadensféalle mit Aufklarung der Ursachen bzw. Teilursachen ergab

(Tabelle 2):
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Tabelle 2:
Ursachen/Teilursachen Schadensfallanzahl

Einleitung organisch belasteter Abwasser

(kommunal, Guille, Klarschlamme, Sickerséfte) 34
Nitritintoxikationen 20
Ammoniakintoxikationen 12
Vergiftungen durch Chlor 13
Vergiftungen durch Baustoffeinleitungen 13
Tensidvergiftungen 5
Kaliumchloridlaugen (Salzfracht) 5
Laugeneintrag (Laugenkrankheit) 5
Saureeintrag (Saurekrankheit) 5
Farbstoffe/Klebstoffe/org. Losungsmittel 4
MineralGlvergiftungen 3
Schwermetallvergiftungen 2
Insektizidvergiftungen (Lindan, Endosulfan) 2
Cyanidvergiftung 1
Phenolvergiftung 1
Mercaptanvergiftung 1
Summe 126

Bei der Einleitung organisch belasteter Abwésser kam es regelméRig zur erheblichen
Reduzierung des Sauerstoffgehaltes, so daB sich Sauerstoffmangelzustande einstellten. Neben
diesen hypoxamischen Zustdnden der Fische flihrte die bakterielle Belastung zur starken

Schadwirkung. Es wurden in diesen Schadensfallen Gesamtbakterienzahlen von 10° - 10°

KbE/ml festgestellt, wobei diese zu 90 % auf Enterobakterien entfielen.

12 Félle mit dem Vorbericht Fischvergiftung hatten ihre Hauptursache in /Intoxikationen durch

Algen, Bakterien und Viren. Dabei kam es insbesondere bei den Algenintoxikationen zu einem

Massensterben. Die Auflistung der 12 Falle ergab

folgende Feststellungen (Tabelle 3):

Tabelle 3:
Infektionen/Intoxikationen Schadensfallanzahl
Durch Viren, Bakterien, Algen
Algenintoxikation 5
4 X Prymnesium spp.
1 x Dinobryon spp.
Botulismus 3
Clostr. botulinum Toxin Typ C
Frihjahresvirdmie (SVC) 2
Furunkulose 1
Erythrodermatitis 1
Summe 12
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Anaésthetika fur Nutzfische - ein Uberblick

S. Banneke, K. Nold u. E. Henrion
Stefanie Banneke Schwalbacher Str. 10, 12161 Berlin; e-mail st.banneke@snafu.de
Elke Henrion u. Katrin Nold c/o BgVV Alt-Marienfelde 17-21, 12277 Berlin

Zusammenfassung

Die Zulassung eines Fischanasthetikums in der EU in den néchsten zwei Jahren erscheint eher
unwabhrscheinlich, da fir die in Frage kommenden Substanzen eine Vielzahl von notwendigen

Unterlagen zur Toxizitat fehlen oder auf ein Verbraucherrisiko schlielen lassen.

Die gute Nachricht zum SchluR: Benzocain ist seit dem 7. September in Anhang Il der MRL-
Richtlinie aufgenommen fur alle lebensmittelliefernden Tiere, allerdings ausschlielich fir die
lokale Anwendung. Da Benzocain beim Fisch ohne Frage systemisch wirkt, kann diese
Einstufung nicht fiir eine Zulassung fur Forellen-Laicher ibernommen werden. Es besteht
jedoch im Falle eines akuten Therapienotstandes damit die Mdoglichkeit der Umwidmung, da

eine nationale Zulassung fiir die Anwendung als Lokalanésthetikum fur Pferde existiert.

Nur fiir den unwahrscheinlichen Fall, daf? ein solcher Notstand eintritt, einige Anregungen:

1. als Losungsvermittler ware Ethanol zu bevorzugen, weil es im Gegensatz zu anderen
Substanzen als unbedenklicher Hilfsstoff fur alle Lebensmittel-Tiere in Anhang Il aufgenom-
men wurde.

2. die Wartezeit sollte deutlich mehr als 20 Tage betragen, da eine amerikanische Studie selbst
bei Welsen und einer Temperatur von 25 °C geringfligige Riickstdnde in der Muskulatur bis zu
14 Tage nach Anwendung belegt.

3. aus umwelttoxikologischer Sicht ist eine Entsorgung des Badwassers durch Versickern im
Erdreich angeraten, da hierbei der Weg bis zum Grundwasser weiter ist. Die Einbringung von
Arzneimitteln in jeder Menge und Konzentration in die Kanalisation oder direkt in Gewasser ist

in jedem Fall zu vermeiden.

Summary

According to the regulation 2377/90/EWG every substance intended for application in food
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producing animals has to be submitted to a risk assessment before it can receive national
approval. This risk assessment is performed by a European board of experts based on data
regarding the acute and chronic toxicity for the target species, for humans as consumers of
potentially contaminated food, and for the environment and results in the definition of a
maximum residue limit (MRL) tolerable in tissues potentially used as food.

The whole procedure is time-consuming and very expensive because of the multitude of
experimental studies detailed in the regulation. Therefore, the pharmaceutical industry has very
little interest in submitting substances which promise only a small profit.

A review of the available data makes it highly unlikely that any of the substances used as fish
anesthetics will get a definite MRL value in the near future. A reliable estimation of their
toxicity is impossible because the anesthetics have been used for a long time without proper
studies (e.g. benzocaine) or only in cold blooded animals (e.g. tricaine). Other substances like
Isoeugenol are known to be relatively safe for humans, but informations about their toxicity
and elimination in fish and the environment have not been published yet. And for some
chemicals like chlorobutanol the reevaluation of available data indicates an insufficient relation

between effectiveness and possible hazards for both target species and humans.

Einleitung

Anadsthetika fir Nutzfische sind wohl nicht das dringendste Problem auf dem Gebiet fehlender
Fischtherapeutika. Anhand einiger ausgewéhlter Substanzen dieser Gruppe lassen sich aber die
Schwierigkeiten demonstrieren, denen man bei dem Versuch einer Zulassung bei Forellen-

Laichern begegnet.

Rechtliche Rahmenbedingungen

Die Anwendung von Arzneimitteln bei Lebensmittel-liefernden Tieren, zu denen bekanntlich
auch Laichforellen z&hlen, setzt nach der RICHTLINIE 92/18 /EWG eine nationale Zulassung
voraus fur die jeweilige Tierart und die vorgesehene Art der Anwendung.

Vor diese nationale Zulassung hat die EU aber mit der VERORDNUNG 2377/90/EWG das
gemeinschaftliche, d.h. fur alle Mitgliedsstaaten verbindliche und einheitliche Verfahren zur
Festsetzung einer zuldssigen Hochstmenge fir Rickstdnde in Nahrungsmitteln, kurz MRL
(maximum residue limit), gestellt. Das Verfahren sieht vor, daR ein pharmazeutischer Unter-
nehmer einen gebuhrenpflichtigen Antrag an die zustandige Agentur in London (EMEA) stellt.
Diese begutachtet die eingereichten Unterlagen und flihrt eine Expertenanhdrung durch. Dabei
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erfolgt eine Abschdtzung von Risiken fir die zu behandelnde Tierart, den Menschen als
Konsumenten potentiell rickstandsbelasteter Lebensmittel oder als Anwender des Arznei-
mittels sowie fir die Umwelt. Die darauf beruhende Aufnahme der fraglichen Substanz in
einen der vier Anhange der Verordnung ist EU-weit verbindlich. In Anhang 1 werden Stoffe
aufgefihrt, fur die ein Rickstandshochstwert verbindlich festgelegt wurde, Anhang 2 enthélt
die Substanzen, fur die kein Risiko erkennbar und damit kein Hochstwert erforderlich ist.
Arzneimittel mit unklarer Risikolage und vorlaufigem zuldssigem Rickstandshochstwert fallen
in Anhang 3. Stoffe, deren Riickstande in allen Konzentrationen gefahrlich sind und fir die
mithin kein sicherer Hochstwert festgelegt werden kann, werden in Anhang 4 aufgenommen
und sind vom Zeitpunkt der Veroffentlichung an fur die Anwendung bei Lebensmittel-Tieren

verboten.

Antragsrelevante Unterlagen

Die in der oben genannten Richtlinie bzw Verordnung geforderten Unterlagen sowohl fiir eine
nationale Zulassung als auch fur ein MRL-Verfahren umfassen neben den tblichen pharma-
zeutischen Angaben eine Vielzahl von Daten, deren Erhebung nach neuesten wissenschaftli-
chen Standards zum Teil detailliert festgelegt wurde.

1. Pharmakologie und Vertraglichkeit bei der Zieltierart sind ausfiihrlich nachzuweisen.

2. Akute Toxizitat: die Toxizitdt bei einmaliger Verabreichung ist zu ermitteln an mindestens
zwei Saugetierarten und auf mindestens zwei verschiedenen Verabreichungswegen, um die
Wirkung einer akuten Uberdosierung bei der Zieltierart und die moglichen Wirkungen einer
versehentlichen Verabreichung an Menschen zu prifen.

3. Chronische Toxizitat: toxische Effekte bei wiederholter VVerabreichung miissen bei zwei
Tierarten, dabei einer Nicht-Nagerart, (ber mindestens 90 Tage bei oraler Gabe in mehreren
Dosierungen untersucht werden.

4. Reproduktionstoxizitat, einschliel3lich Teratogenitdt und Mutagenitat: bei Lebens-
mitteltieren sind mogliche Beeintrdchtigungen der mannlichen und weiblichen Fortpflan-
zungsfahigkeit oder nachteilige Folgen fiir die Nachkommenschaft Gber zwei Generationen bei
zumeist Nagern in mindestens drei Dosierungen zu testen. Ferner sind die mogliche embryo-
oder fototoxische Wirkungen und eine Teratogenitdt der Substanz an mindestens zwei
Sdugetierarten zu prufen. Allein diese Studien kosten schatzungsweise 4 Millionen DM.

5. Kanzerogenitat und Immuntoxizitat: Studien hierzu sind nur dann erforderlich, wenn sich

in anderen Untersuchungen oder aufgrund der chemischen Struktur Verdachtsmomente
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ergeben.

6. Die Erfassung von mikrobiologischen Eigenschaften dient der Ermittlung der potentiellen
Auswirkungen auf die Darmflora des Menschen sowie auf Mikroorganismen, die bei der
industriellen Lebensmittelbe- und verarbeitung Anwendung finden.

7. Bei Fischarzneimitteln von besonderer Bedeutung ist die Bewertung der Okotoxizitat, die
zwingend fir alle Tierarzneimittel vorgeschrieben ist. Bei Substanzen, die bei Fischen
angewendet werden sollen, miissen der Verbleib und das Verhalten im Boden und im Wasser,
sprich das Abbauverhalten, sowie die Auswirkungen auf im Wasser lebende Organismen, also
Fische, Bakterien, Crustaceen, Algen, beschrieben werden.

8. Nochmals gesondert aufzuftihren sind die Ergebnisse von Rickstandsversuchen, also zum
Stoffwechsel und zur Kinetik bei der Zieltierart in allen Lebensmittel-relevanten Geweben, und
ausfihrlich belegte Studien zum zeitlichen Verlauf der Ruckstandselimination mit
empfindlichen und validierten Nachweisverfahren.

Ferner ist ein robustes, praxistaugliches und vollstdndig validiertes Ruckstands-Nachweis-

verfahren anzugeben, um Héchstmengeniiberschreitungen feststellen zu kénnen.

Mit zu berucksichtigen sind hierbei alle mdglicherweise toxikologisch relevanten Metabolite
sowie Hilfsstoffe, wie z.B. Losungsvermittler.

Im Sinne des Verbraucher- und Tierschutzes stellt das Reglement ein durchaus sinnvolles
Anliegen und Verfahren dar, allerdings ein teures. Allein die Gebuhren fur die Antrags-
bearbeitung betragen mehrere zehntausend DM. Rechnet man die zum Teil immensen Kosten
flr die geforderten Studien hinzu, lohnt sich insbesondere bei Altarzneimitteln ohne Patent-
schutz eine solche Investition kaum. AulRerdem besteht bislang keine Mdglichkeit, therapeu-
tisch wertvollen, aber fir Pharmahersteller finanziell uninteressanten Arzneimitteln ein MRL-

Verfahren zu ermoglichen.

Derzeitiger Stand bei moglichen Fischanasthetika
Tricain oder MS-222
ist in den USA, Norwegen und vorlaufig in England zugelassen. Vorlaufig deshalb, weil das

beantragte MRL-Verfahren noch nicht abgeschlossen ist und das Arzneimittel deshalb dort bis

zum Jahre 2000 weiter verwendet werden darf.
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Wegen des schwebenden Verfahrens bleibt hier nur anzumerken, dal in der verfligbaren
Literatur keine Angaben zu finden sind zur Pharmakologie und zum Rickstandsverhalten beim
Fisch, die heutigen Anforderungen geniligen konnten.

Da Tricain nie bei Warmblitern verwendet wurde, sind keine Daten zur Toxizitdt nach
wiederholter Verabreichung, Fortpflanzungstoxizitat und Teratogenitat sowie Erfahrungen bei
Menschen und S&ugern bekannt. Ein allergenes und bakterizides Potential ist zumindest zu
vermuten, da Tricain chemisch eng verwandt ist mit Benzocain und Benzoesdure.

Daruber hinaus erscheinen die Umwelttoxikologie und das Abbauverhalten ungeklart.

Isoeugenol

kommt naturlicherweise in verschiedenen Gewurzpflanzen vor und besitzt analgetische und
muskelrelaxierende Eigenschaften. Es wird als Geruchs- und Geschmacksstoff in Lebens-
mitteln und Duftstoffen und bei der Vanillinherstellung verwendet.

Aus diesem Grund ist die Toxizitdt beim Menschen und S&uger so ausreichend dokumentiert,
dafl3 ein ADI-Wert (acceptable daily intake) festgelegt werden konnte. Als Arzneimittel wurde
es bislang nicht verwendet, ein Antrag auf die Durchfiihrung eines MRL-Verfahrens liegt nicht
vor.

In Neuseeland wird es zur Sedation von Lachsen beim Abfischen eingesetzt, ist also ohne
Wartezeit zugelassen. Veroffentlichte Studien zur Wirksamkeit und Unbedenklichkeit bei

Fischen und zum Rickstandsverhalten lief3en sich jedoch bislang nicht auffinden.

Chlorbutanol

Chlorbutanol war in der DDR und (bergangsweise in der Bundesrepublik bis 1991 als
Fertigarzneimittel in Kombination mit dem Lo&sungsvermittler Butylenglykol als Andsthe-
tikum fur Cypriniden zugelassen. Fir Chlorbutanol ist ein MRL-Antrag gestellt worden,
allerdings lediglich fur die Anwendung als Konservierungsmittel in Arzneimitteln.

Chlorbutanol besitzt beim Menschen wie bei Tieren nur schwach analgetische Wirkungen,

wirkt dabei aber friihzeitig auf das Atemzentrum und die Motorik.

Einer Zulassung als Fischarzneimittel stehen eine Vielzahl von Griinden entgegen.

Die Wirkungsweise und der Stoffwechsel bei Fischen sind nicht bekannt. Zu den in der
"Information fur Tierdrzte und Apotheker" in der DDR gemachten Angaben lieRen sich keine
Studien finden. Ebenso fehlen Unterlagen (ber das Ruckstandsverhalten im Fisch. Die
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Wartezeit in der DDR betrug 28 Tage. Untersuchungen am Menschen legen jedoch schon beim
Warmblter eine extrem lange Halbwertszeit von 10 bis 13 Tagen nahe.

Daruber hinaus schwanken die Literatur-Angaben zur wirksamen Dosierung je nach Fischart
und Wassertemperatur und zur jeweiligen Sicherheitsbreite sehr stark: von halb so wirksam
wie Tricain bis hin zu vollig unwirksam. Auch die Angaben aus der Praxis hierzu sind &ul3erst

uneinheitlich.

Die einzige Studie zur akuten Toxizitat beim Sauger stammt aus dem Jahr 1901 und belegt sehr
grandlich eine starke Beeintrachtigung des Atemzentrums, einen starken Blutdruckabfall sowie
eine langdauernde Senkung der Korpertemperatur mit nachfolgenden schweren Er-
schopfungszustdnden. Der Autor kommt zu dem Schluf3, dal® Chlorbutanol fur die Anwendung

beim Menschen zu giftig sei.

AuRerdem bewirkt Chlorbutanol bei humantblichen Dosierungen MiRbildungen und Wachs-
tumshemmungen bei Mauseembryonen; eine mutagene Wirkung kann zumindest nicht
ausgeschlossen werden.

Daruber hinaus besitzt Chlorbutanol eine bakterizide Wirksamkeit, die es als Konservierungs-
mittel geeignet macht, sich allerdings u.U. auch auf die Darmflora des Menschen erstreckt.
Umwelttoxikologisch ist Chlorbutanol bedenklich. Es wird von der chemischen Industrie in die
hdchste Wassergefahrdungsklasse eingeordnet. In der DDR war zur Einleitung der Badldsung
in Gewadsser eine Genehmigung erforderlich. Untersuchungen zum Abbauverhalten sind

allerdings nicht bekannt.

Eine Abschatzung des Nutzen-Risiko-Verhéltnisses spricht m.E. danach gegen Chlorbutanol
als Fischandsthetikum.

Benzocain

Seine systemische Wirksamkeit beim Fisch ist unbestritten, die Sicherheitsbreite wird all-
gemein als schmal, aber ausreichend betrachtet. Alle Narkosestadien lassen sich bei gegebener
Fischart und Wassertemperatur mit unterschiedlichen Dosierungen erreichen, eine genaue

Beobachtung der Tiere ist wegen der geringen Sicherheitsbreite allerdings angeraten.
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Fur einen Zulassungsantrag wahrscheinlich ausreichend dokumentiert ist die Toxizitat bei
einmaliger Verabreichung. Benzocain kann unter anderem bei verschiedenen Sdugern und
beim Menschen bei systemischer Resorption eine unter Umstdnden schwerwiegende
Methadmoglobindmie hervorrufen.

Gut belegt ist ferner der Stoffwechsel beim Sduger und die sehr schnelle Ausscheidung bei
oraler Aufnahme; bei Fischen sind erste Untersuchungen zur Rickstands-Elimierung unter-

nommen worden.

Beobachtungen beim Menschen hinsichtlich Wirkungen und Nebenwirkungen sind zahlreich
vorhanden einschlieBlich seiner Wirkung als Kontaktallergen mit starker Kreuzreaktivitat zu
chemisch verwandten Substanzen. Daneben besitzt Benzocain eine mikrobiologische Wirk-
samkeit.

Offen ist, ob die vorliegenden Daten positiv gewertet werden kénnen.

Es fehlen hingegen die zur Gesamtbewertung wesentlichen Angaben zur Toxizitat bei wie-
derholter Verabreichung, zur Fortpflanzungstoxizitat und Teratogenitat sowie Mutagenitat und
zur Toxizitat bei anderen aquatischen Organismen als Fischen sowie zur Abbaugeschwin-

digkeit bei unterschiedlichen Wasserbedingungen.
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Tierarzneimittelrecht in der EG

E. Henrion und S. Banneke
BgVV, Versuchsgut Marienfelde, Alt Marienfelde 17, 12277 Berlin

Zusammenfassung

Im Zuge der Harmonisierung der Tierarzneimittelgesetzgebung innerhalb der EG sind
mittlerweile bei allen Nutztierarten Therapieengpésse, bei den Nutzfischen sogar regelrechte
Therapienotstande enstanden. Auf die sich daraus ergebenden Konsequenzen und Gefahren
wird vermehrt verwiesen. Oftmals wird die Frage nach den gesetzlichen Hintergriinden fur die
Anwendungsverbote bestimmter Wirkstoffe gestellt. Mit dem vorliegenden Beitrag soll ein
kleiner Leitfaden durch den ,lIrrgarten” der geltenden Tierarzneimittel-Gesetzgegebung
innerhalb der EG gegeben werden, da nur auf dieser Ebene nach praktikablen L&sungs-
vorschléagen gesucht werden kann. Bezug genommen wird hier nur auf die Gesetzgegebung fir
Tierarzneimittel zur Anwendung an Nutztieren (Tiere, die der Lebensmittelgewinnung dienen).
Dartiber hinaus wird auf die in Deutschland fur die Anwendung an Nutzfischen noch

zugelassenen Arzneimittel eingegangen.

Summary

The harmonisation for legislation of animal drugs in the EU caused the lack of treatment
possibilities which is most critical in aquaculture. In this paper european animal pharmacy acts
for drug applications on useful animals are described. Finally the therapeutics registrated for

use in german aquaculture are listed.

Geltende tierarzneimittelrechtliche Bestimmungen in der EG

Grundlage bildet die Richtlinie (RL) 81/851/EWG vom 28. September 1981 zur
Angleichung der Rechtsvorschriften der Mitgliedstaaten Uber Tierarzneimittel. In der
Begrundung fir die Schaffung dieser Rechtsvorschrift heilit es: ,,Soweit die Mitgliedstaaten
bereits bestimmte Rechts- und Verwaltungsvorschriften Uber Tierarzneimittel besitzen,
weichen diese in wesentlichen Grundsédtzen voneinander ab; sie behindern den Handel mit
Arzneimitteln innerhalb der Gemeinschaft und wirken sich somit unmittelbar auf die

Errichtung und das Funktionieren des Gemeinsamen Marktes aus. Diese Hindernisse mussen
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folglich beseitigt werden, zu diesem Zweck ist eine Angleichung der einschlagigen
Rechtsvorschriften erforderlich.” Festgelegt sind hier u.a. die Bedingungen fir das
Inverkehrbringen von Tierarzneimitteln in den Mitgliedstaaten.

Erfahrungen, die bei der Anwendung der RL 81/851/EWG gesammelt wurden, sind in der RL
90/676/EWG vom 31. Dezember 1990 (Artikel 4 regelt die Moglichkeit der Umwidmung )
sowie in der RL 93/40/EWG vom 14. Juni 1993 zur Anderung der RL 81/851/EWG zur
Angleichung.... aufgenommen worden. Ganz klar ist in der 2. Anderung das angestrebte Ziel
... €ine Genehmigung fiir ein Tierarzneimittel in einem Mitgliedstaat (sollte) im Prinzip von
den zustdndigen Behorden anderer Mitgliedstaaten anerkannt werden, sofern keine
schwerwiegenden Griinde die Annahme rechtfertigen, daR die Genehmigung des betreffenden
Arzneimittels ein Risiko fiir die menschliche oder tierische Gesundheit oder Umwelt darstellen
konnte.” formuliert. Geregelt sind hier die gegenseitigen Anerkennungsverfahren, wenn eine
einmalige Zulassung fur ein Tierarzneimittel in einem Mitgliedstaat vorliegt und diese auf
andere Mitgliedstaaten ausgedehnt werden soll. Der Antrag darauf ist vom pharmazeutischen
Unternehmer zu stellen. Die gegenseitige Anerkennung bedeutet keine automatische
Zulassung, aber mit Wirkung vom 1. Januar 1998 kann ein Mitgliedstaat, auf den die
Zulassung ausgedehnt werden soll, den Mitgliedstaat, der die Erstzulassung erteilt hat, um die
Zusendung des Beurteilungsberichtes ersuchen, welcher dann gepruft wird. Im Falle von
Unstimmigkeiten zwischen den Mitgliedstaaten wird von der Européischen Agentur fur die
Beurteilung von Arzneimitteln (EMEA) eine wissenschaftliche Beurteilung der Angelegenheit
vorgenommen. Die Entscheidung der EMEA (ber den strittigen Punkt ist fiir die betreffenden
Mitgliedstaaten bindend. Beurteilungsberichte sind bei der Zulassung eines jeden

Tierarzneimittels von den Mitgliedstaaten zu erstellen.

Um die Anwendung der in 0.g. RL aufgestellten Grundsétze sicherstellen zu kdnnen, wurde als
Fortfihrung die RL 81/852/EWG vom 28. September 1981 Uber die analytischen,
toxikologisch-pharmakologischen und tierdrztlichen oder klinischen Vorschriften und
Nachweise Uber Versuche mit Tierarzneimitteln - gedndert durch die RL 87/20/EWG sowie
RL 92/18/ - erlassen. Dartiber hinaus wurde vom Ausschul3 fir Tierarzneimittel (CVMP) eine
Leitlinie (111/3897/88-EN rev. 4) (iber die notwendigen Untersuchungen fiir den Nachweis der
Unbedenklichkeit eines neuen veterinarmedizinischen Produktes erarbeitet. Unter anderem ist
in dieser Leitlinie das Verfahren fir die Festsetzung von zuldssigen Riickstandshdchstmengen
von Tierarzneimitteln in Nahrungsmitteln tierischen Ursprungs (maximum residue levels,
MRL) néher bestimmt:
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Die Daten aus den pharmakologisch-toxikologischen Untersuchungen, beim CVMP vom
pharmazeutischen Unternehmer einzureichen, werden zusammengefalit. Anhand der
sensitivsten Parameter und Versuchstierspezies wird der no-observed-effect level (NOEL)
bestimmt. Bei der Ubertragung der Daten auf den Menschen wird ein zusatzlicher
Sicherheitsfaktor (meist 100) verwendet und weiterfiihrend der ADI (acceptable-daily-intake)
kalkuliert - ADI (mg/kg Korpergewicht) = NOEL (mg/kg Korpergewicht) / Sicherheitsfaktor.
Ausgehend vom ADI wird der MRL festgelegt, wobei auch sonstige Risiken flr die 6ffentliche

Gesundheit sowie nahrungsmitteltechnologische Aspekte berlicksichtigt werden.

Ein MRL ist flr den/die wirksamen Bestandteil(e) eines jeden Tierarzneimittels, das fur die
Anwendung an Nutzieren bestimmt ist, festzulegen. Geregelt ist diese Bestimmung durch die
VO 2377/90/EWG vom 26. Juni 1990 zur Schaffung eines Gemeinschaftsverfahrens fur
die Festsetzung von Hochstmengen fur Tierarzneimittelrtiickstdnde in Nahrungsmitteln
tierischen Ursprungs.

Seit Inkrafttreten dieser Verordnung am 1. Januar 1992 dirfen in der Gemeinschaft nur noch
Tierarzneimittel deren wirksame(r) Bestandteil(e) einen glltigen MRL aufwies(en), fiir die
Anwendung an Nutztieren neu zugelassen werden.

Langerfristigerer Ubergangshestimmungen bedurfte es fir Stoffe, die bereits vor Inkrafttreten
dieser Verordnung Ublicherweise in Tierarzneimitteln fir Nutztiere verwendet wurden. Fur die
Festlegung einer MRL dieser Stoffe war der Termin 1. Januar 1997 anberaumt, ab diesem
Zeitpunkt war die Verabreichung von Stoffen ohne MRL bei Nutztieren in der gesamten
Gemeinschaft urspriinglich verboten. Diese Frist wurde flr die Stoffe, fur die ein MRL-Antrag
vor dem 1. Januar 1996 bei der Kommission vorlag, bis zum 1. Januar 2000 verlangert (VO
434/97/EWG v. 3. Mérz 1997).

Wirkstoffe, fur die zul&ssige Ruckstandshdochstmengen festgelegt wurden, sind in den
Anhédngen der VO 2377/90/EWG verzeichnet. Die Anhénge (Tabelle 1) werden durch
entsprechende Anderungs-VO standig aktualisiert. Eine zusammenfassende Veroffentlichung
der bisher (Stand 17. Juli 1998) in den Anhéngen I-1V aufgenommenen pharmakologisch
wirksamen Stoffe gibt es erstmalig mit der VO 1570/98/EWG v. 17. Juli 1998.

Im Anhang IV sind derzeit 10 Stoffe (Tabelle 2) aufgefiihrt, ihre Anwendung an Nutztieren ist

in der gesamten Gemeinschaft verboten.
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In Deutschland zugelassene Fischarzneimittel

Die aktuell zugelassenen Fischtherapeutika sind in Tabelle 3 zusammengefalit. Die Auflistung
gibt allerdings keine Auskunft dariiber, welche Praparate tatsdchlich noch auf dem Markt sind

und damit dem Tierarzt als Fischarzneimittel zur Verfligung stehen.

Die Anwendung von in anderen EG-Staaten zugelassenen Fischarzneimitteln mit gultigen
MRL (Bsp. Amoxicillin, Flumequin, Florfenicol) bzw. laufendem MRL-Verfahren (Bsp.
Oxolinsédure) in Deutschland ist nach geltendem Recht nicht méglich. Nach wie vor missen
diese Stoffe zur Zulassung in Deutschland vom pharmazeutischen Unternehmer beantragt

werden.

Standardzulassungen

Zusétzlich zu den in Tabelle 4 aufgefuhrten Wirkstoffen wurde flr einige Stoffe eine

Standardzulassung fiir die Anwendung an Nutzfischen erteilt (Tabelle 5).

Grundsétzlich besitzen die in Tabelle 5 aufgelisteten Standardzulassungen unverandert ihre
Gultigkeit und kdnnen vom Tierarzt zur Behandlung von Nutzfischen eingesetzt werden.
Natriumchlorid, Brannt- u. Léschkalk sowie Formaldehyd sind in Anhang Il der VO
2377/90/EWG aufgenommen worden (s. Tabelle 2). Hinsichtlich Malachitgrin wurde sich
dahingehend geeinigt, da Fischeier (zur Gewinnung von Brut) keine ,,zur Lebensmittel-
gewinnung dienende Tiere™ sind und daher kein MRL-Verfahren notwendig ist.

Die Erteilung der in Tabelle 4 aufgefiihrten Standardzulassungen ist entsprechend 8§ 36 des
Arzneimittelgesetzes (AMG) von bestimmten Voraussetzungen abhéngig gemacht worden wie
Packungsbeilage, Kennzeichnung, etc.. Daruber hinaus ist nach § 67 (5) jeder pharmazeutische
Unternehmer, der ein Arzneimittel, dafll eine Standardzulassung hat und fur den Verkehr
aullerhalb der Apotheke nicht freigegeben ist, in den Verkehr bringen will, verpflichtet, dies
unverziglich der zustdndigen Bundesoberbehdrde anzuzeigen. Eine solche Anzeige ist bisher
nur fir Natriumchlorid von der Firma Atarost erfolgt. Formaldehyd, Brannt-/Ldschkalk und

Malachitgriin stehen derzeit somit fur den Tierhalter nicht als Fischtherapeutika zur Verfligung.
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Zusammenfassung relevanter Rechtsvorschriften fur Tierarzneimittel in der EG:

eines....

Bezeichnung Titel Quelle
RL 81/851/EWG Zur Angleichung der Rechtsvorschriften der ~ Abl.Nr. L 317/1 v.
v. 28.09.1981 Mitgliedstaaten tber Tierarzneimittel 06.11.1981
RL 90/676/EWG Zur Anderung der RL 81/851/EWG zur Abl. Nr. L 373/15v.
v. 13.12.1990 Angleichung der Rechtsvorschriften tber 31.12.1990
Tierarzneimittel
RL 90/677/EWG Zur Erweiterung des Anwendungsbereiches Abl. Nr. L 373/26 v.
v. 13.12.1990 der RL 81/851/EWG zur Angleichung der 06.31.12.1990
Rechtsvorschriften....
RL 93/40/EWG Zur Anderung der RL 81/851/EWG und Abl. Nr. L 214/31 v.
v. 14.06.1993 81/852/EWG zur Angleichung der ... 24.08.1993
RL 91/412/EWG Zur Festlegung der Grundsatze und Leitlinien ~ Abl. Nr. L 228/70 v.
v. 23.07.1991 der Guten Herstellerpraxis flr Tierarzneimittel 17.08.1991
RL 81/852/EWG Uber die analytischen, toxikologisch- Abl. Nr. L 317/16 v.
v. 28.09.1981 pharmakologischen und tieréarztlichen oder 06.11.1981
klinischen Vorschriften und Nachweise tber
Versuche mit Tierarzneimitteln
RL 87/20/EWG Zur Anderung der RL 81/852/EWG (iber Abl. Nr. L 15/34 v.
V. 22.12.1986 analytische, toxikologisch-pharmakologische ~ 17.01.1987
oder....
RL 92/18/EWG Zur Anderung des Anhangs der RL Abl. Nr. L 97/1 v.
v. 20.03.1992 81/852/EWG zur Angleichung der... 10.04.1992
VO 2309/93/EWG | Zur Festlegung von Gemeinschaftsverfahren ~ Abl. Nr. L 214/1 v.
v. 22.07.1993 fiir die Genehmigung und Uberwachung von ~ 24.08.1993
Human- und Tierarzneimitteln und zur
Schaffung einer Europdischen Agentur flr die
Beurteilung von Tierarzneimitteln
VO 2377/90/EWG | Zur Schaffung eines Gemeinschaftsverfahrens Abl. Nr. L 224/1 v.
V. 26.06.1990 flir die Festsetzung von Hochstmenge fir 18.08.1990
Tierarzneimittelriickstande in Nahrungsmitteln
tierischen Ursprungs
VO 762/92/EWG Zur Anderung von Anhang V der VO (EWG)  Abl. Nr. L 83/14 v.
v. 27.03.1992 Nr. 2377/90 des Rates zur Schaffung eines...  28.03.1992
VO 434/97/EWG Zur Anderung der VO (EWG) Nr. 2377/90 zur Abl. Nr. L 67/1 v.
v. 03.03.1997 Schaffung eines... 07.03.1997
VO 1570/98/EWG | Zur Anderung der Anhange I bis IV der VO Abl. Nr. L 205/10 v.
v. 17.07.1998 (EWG) Nr.2377/90/EWG zur Schaffung 22.07.1998
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Né&here Bezeichnung der Anhange der VO 2377/90/EWG

Anhang

Inhalt

Verzeichnis der pharmakologisch wirksamen Stoffe, fur deren Ruckstéande
Hochstmengen festgesetzt worden sind

Verzeichnis der Stoffe, fur die es nicht notwendig ist, eine Hochstmenge fir
Ruckstande festzusetzen

Verzeichnis der Stoffe, fur die eine vorlaufige Hochstmenge fiir Rickstande
festgesetzt wurden

v

Verzeichnis der Stoffe, fur die keine Hochstmengen festgelegt werden kénnen, da
Ruckstande des betreffenden Stoffes in Lebensmittel tierischen Ursprungs in jeder
Konzentration eine Gefahr flr die Gesundheit des Verbrauchers darstellen (die
Verabreichung der hier verzeichneten Stoffe an Nutztiere ist in der gesamten
Gemeinschaft verboten)

Tabelle 2:

Stoffe, fur die keine Ruckstandshéchstmengen festgelegt werden konnten (Anhang
IV), Stand 17.07.1998

Anhang IV
Nitrofurane (u.a. Furazolidon)
Ronidazol
Dapson
Chloramphenicol
Dimetridazol
Colchicin
Chlorpromazin
Chloroform
Metronidazol
Avristolochia spp.




Tabelle 3: In Deutschland fur die Anwendung an Nutzfischen noch zugelassene Wirkstoffe

(Stand 20.03.1998)
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Wirkstoff(e)

MRL(bezogen auf
Muskulatur) entspr.
Der VO
2377/90/EWG

Aufnahme in Anhang
I-1V durch
Anderungsverordnung

Handelsname(n)

Trimethoprim

Stoffe der Sulfo-
namidgruppe

50 ug/kg furFische

100 pg/kg fur alle
Nutztierarten

VO (EWG) Nr. 675/92

VO (EWG) Nr. 121/98

Trafigal 30% ad
us.vet.

Borgal Lsg. 24% ad
us.vet.

Borgal Lsg. 7,5% ad
us.vet.

Chlortetracyclin

100 ug/kg fiir alle
Nutztierarten

VO (EWG) Nr. 281/96

Roban fir Fische

2

Niclosamid MRL-Verfahren lauft | Entscheidung ist bis Zestocarp
2000 zu treffen, bis
dahin ist die
Anwendung moglich

Metrifonat MRL-Verfahren l&uft* Masoten

Trichlorphon-Lsg. 50
G/IV%

* flr Metrifonat ist ein MRL beantragt, allerdings nicht fur Fische, trotzdem ist die

Anwendung bei Fischen noch bis zum Jahre 2000 bzw. bis zur entgultigen MRL-Festsetzung

zuléssig

Tabelle 4: Standardzugelassene Wirkstoffe fur die Anwendung bei Nutzfischen

Bezeichnung

Hersteller/Bemerkungen

Natriumchlorid ad us.vet.

Atarost

(Branntkalk)

(Loschkalk)

Calciumoxid ad us.vet.

Calciumhydroxid ad us.vet.

keine Bezugnahme

Formaldehyd 36% ad us.vet.

keine Bezugnahme

Malachitgrtin ad us.vet.

nur flr die Behandlung von Fischeiern, keine
Bezugnahme
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Therapienotstand bei Nutzfischen — Ursache und Lésungsmaoglichkeiten

I. Fuchs & R.W. Hoffmann *

SchloBstr. 13, 91257 Pegnitz

* Institut fir Zoologie, Fischereibiologie und Fischkrankheiten der Universitat Miinchen
Kaulbachstr. 37, 80539 Miinchen

Zusammenfassung

Der derzeitige Stand der Verfugbarkeit von Arzneimitteln fur Nutzfische im nationalen und
internationalen Bereich wird geschildert. Die fehlende Mdglichkeit zur legalen Versorgung in
einigen Indikationen wird aufgezeigt. Lésungsvorschlage unter den Aspekten der Versorgung

der Fischbestande und des Verbraucherschutzes werden erarbeitet.

Summary

The present situation of legally available therapeutics for farmed fish is shown in Germany and
in neighbouring countries. For some indications medicaments for legal prescription do not
exist. Possible ways to solve this problem are shown under the aspect of fish health as well as

the protection of consumers.

Die Therapiemdglichkeiten zur legalen Versorgung von Nutzfischen haben sich in den letzten
Jahren dramatisch verschlechtert. Ausgangspunkt fir die schwierig gewordene Arzneimittel-
situation ist der Verbraucherschutz, d.h. die Vermeidung gesundheitsbedenklicher Ruckstande
in Lebensmitteln tierischen Ursprunges und die mangelnde Attraktivitat des Bereiches

Fischtherapie fir die Arzneimittelhersteller.

Weitere Ursachen fur Therapiellicken und Therapienotstand sind:

Verzicht oder Rucknahme der Zulassung im Rahmen der Nachzulassung von Altarzneimitteln
Erléschen oder Widerruf der Zulassung aufgrund Vollzug der EWG-Verordnung 2377/90
Anwendungsverbote

Bis zum Jahr 1990 standen dem Tierarzt in der Bundesrepublik Deutschland 17 Wirkstoffe zur
Verfligung, die zur Behandlung parasitarer und bakterieller Erkrankungen bei Nutzfischen

eingesetzt werden konnten, heute stehen dem Tierarzt nur noch 7 Préparate zur Verfligung.
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Daraus ergibt sich bei Nutzfischen ein echter Therapienotstand bei der Bek&mpfung von
Endoparasiten (Hexamita, Cestoden) und Ektoparasiten (Ichthyophthirius multifiliis) zumal bei
diesen Erkrankungen eine Umwidmung nach 8§ 56 a, Abs. 2 AMG oder Herstellung nach § 21
Abs. 2a AMG nicht moglich ist.

Therapiebereiche, bei denen ein vermeintlicher Therapienotstand vorliegt kdnnen nach § 56a,
Abs. 2 AMG durch Umwidmung abgedeckt werden, wobei zu beachten ist, daB alle Risiken

der Anwendung durch den behandelnden Tierarzt zu tragen sind.

Die Situation auf dem Arzneimittelmarkt kann aber nicht nur unter nationalen Aspekten
gesehen werden, vielmehr missen auch die Verhéltnisse in den Nachbarldndern betrachtet
werden. In allen Staaten, in denen Nutzfische zu den ‘minor species gehoren, ist die Situation
vergleichbar schwierig. Auch in Léndern mit intensiver Fischproduktion, wie Dé&nemark,
Grolbritannien und Italien stehen nur relativ wenig Wirkstoffe zur Verfiigung. Erheblich
anders stellt sich die Lage in Norwegen dar, in dem mit der weltweit gro3ten Lachsproduktion
Fische nicht mehr zu den ‘minor species’ gerechnet werden konnen. Dort sind insgesamt 17

verschiedene Wirkstoffe registriert, die auch ein breites Indikationsspektrum abdecken kénnen.

Die derzeitige Situation mit einem gemeinsamen Warenmarkt, aber einem gespaltenem

Arzneimittelmarkt ist sehr unbefriedigend und nicht mehr zeitgemar.

Eine ordungsgemaRe Versorgung der Fischbetriebe ist mit den derzeitig verfugbaren
Medikamenten nicht mehr gewahrleistet und bringt fir die deutsche Teichwirtschaft einen
erheblichen Wettbewerbsnachteil im Vergleich zu den Nachbarlandern mit sich.

Es ist auch fraglich, ob die Rickstandskontrollplane der Behorden fir Nutzfische korrekt
umgesetzt werden konnen, wenn man bedenkt, dal z.B. aus Danemark importierte Regen-

bogenforellen mit Medikamenten therapiert werden kdnnen, die bei uns nicht registriert sind.

Obwohl der Verbraucherschutz oberste Prioritat hat, dirfen tierschutzrechtliche Aspekte nicht
vernachlassigt werden, zumal Verbotstrategien ein Abgleiten in illegale Behandlungen sehr

wahrscheinlich machen.

Die Problematik des Therapienotstandes bei Nutzfischen wurde am 22. Juli 1997 bei der
Sitzung des BTK-Ausschusses fir Fische erortert. Im September 1997 wurde die Bayerische

Sozialministerin Frau Barbara Stamm mit der Angelegenheit konfrontiert und hat sich in
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mehreren Schreiben an Bundesgesundheitsminister Horst Seehofer gewandt. Im November
1997 folgte ein Brief der Fischgesundheitsdienste. Auf der BTK-Konferenz , Therapie-
notstand* am 20. Mirz 1998 in Bonn wurden auch die Therapielticken bei Nutzfischen erortert.
Es wurde vorgeschlagen kurzfristig nationale Ubergangsregelungen zu finden, die den
Therapienotstand etwas reduzieren wiirden. So bietet der § 37 des AMG vom 27.10.1994 eine
»Zulassung von Arzneimitteln aus anderen Staaten®:

(1) Als Zulasung im Sinne des 8§ 21 gilt auch die von einem anderen Staat flir ein Arzneimittel
erteilte Zulassung, soweit dies durch Rechtsverordnung des Bundesministriums bestimmt wird.
(2) Das Bundesministerium wird ermachtigt, eine Rechtsverordnung nach Abs. 1, die nicht der
Zustimmung des Bundesrates bedarf, zu erlassen, um eine Richtlinie des Rats der
Europaischen Gemeinschaft durchzufiilhren oder soweit in internationalen Vertragen die
Zulassung von Arzneimitteln gegenseitig gleichwertig anerkannt wird.

Seit dem Inkrafttreten des achten Gesetzes zur Anderung des Arzneimittelgesetzes vom 7.
September 1998 wurde zusétzlich durch die Neufassung des § 73 eine weitere Moglichkeit
zum Einsatz ausléandischer Medikamente geschaffen. Hier wird das ausdrickliche Verbot der
Einfuhr von Arzneimitteln aus dem Ausland fir lebensmittelliefernde Tiere (Abs. 3, Satz 3)
durch den Zusatz relativiert ,,die zustandige Behorde kann Ausnahmen davon zulassen, wenn
fir die Behandlung ein zugelassenes Arzneimittel fiir die betreffende Tierart oder das
betreffende Anwendungsgebiet nicht zur Verflgung steht, die notwendige arzneiliche
Versorgung der Tiere ernstlich gefahrdet ware, eine unmittelbare oder mittelbare Gefahrdung
der Gesundheit von Mensch und Tier nicht zu beflirchten ist und das Arzneimittel in einem
anderen Mitgliedstaat der Europaischen Gemeinschaften oder einem anderen Vertragsstaat
des Abkommens (ber den Europaischen Wirtschaftsraum zur Behandlung von Tieren
zugelassen ist, die der Gewinnung von Lebensmitteln dienen.

Dieses Instrumentarium sollte zielbewul3t angewendet werden und ermdglicht bei einigen
Indikationen Therapieliicken zu schlieBen. Es bleibt aber abzuwarten, wie von den in den
Landern zustdndigen Behorden diese Regelung umgesetzt wird. Bei langeren
Genehmigungsverfahren, und dies bedeutet bereits 3 Tage und mehr, kommt fur den Einzelfall
die Therapie i.d.R. zu spat.

Verlustreiche Erkrankungen (Hexamitiasis, Ichthyophthiriose), v.a im Britlingsbereich, sind
aber auch durch diese Regelungen nicht therapierbar, da flr die Therapie nur Stoffe wirksam
sind, die aufgrund einer EU-Regelung fur den Einsatz bei lebensmittelliefernden Tieren
verboten wurden, obwohl diese Wirkstoffe in der Humanmedizin breit eingesetzt werden. Es

sollte daher flr Brutfische eine Sonderregelung geben, denn es ist auszuschlielen, daR bei
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einer Verhundertfachung des Gewichtes und einem Zeitraum von mindestens einem Jahr zur
Speisefischreife Ruckstdnde und damit eine Gefahrdung des Verbrauchers vorliegen konnten.
Neuerdings wurde eine weitere Liicke fiir die Teichwirtschaft durch die erste VO zur Anderung
tierarzneimittel- und lebensmittelrechtlicher Vorschriften vom 7. Juli 1998 geschaffen. Im neu
verfal3ten § 21 der Verordnung lber Stoffe mit pharmakologischer Wirkung wurden die Worte
,,» Induzierung der Laichreife bei Fischen oder* durch ,, sexuelle Inversion bei Fischen mit
androgen wirksamen Stoffen wdihrend der ersten drei Lebensmonate® ersetzt. Dies bedeutet
zwar, dal das Verfahren zur Erzielung rein weiblicher Forellen durch hormonelle Manipulation
an Elterntieren infolge genetisch weiblicher, funktionell jedoch mé&nnlicher Laichfische mit
rein weiblichen Sexualchromosomen legalisiert wurde und damit einer Entwicklung, die in
Nachbarléandern sich bereits etabliert hatte, auch in Deutschland Rechnung getragen wurde.
Andererseits ist nun die zur Laichinduktion tbliche Verabreichung von Hypophysenhormonen
bei z.B. Welsen, Grasfischen und Storen in Teichwirtschaften in den illegalen Bereich
verlagert worden.

Zusammenfassend ist festzustellen, daB, obwohl durch die Anderung des AMG vom 7.
September 1998 einige wenige Therapieliicken geschlossen werden kdnnen, weiterhin flr
bestimmte Indikationen ein echter Therapienotstand besteht. Durch relativ geringe Regelungen
lieRe sich dieses Manko beheben, ohne dal} die erste Prioritdt, namlich der Verbraucherschutz

gefahrdet werden wirde.



157

Beitrag zum Einsatz von Huminsaurepraparaten in der Fischzucht

S. Heidrichl, J. Herms2 und J. Schneider3

'Stefan Heidrich, Holzhauser Str. 36, 04299 Leipzig, Tel. (0341) 8781017,

e-mail: vet92bgx@studserv.uni-leipzig.de

2Dr. Joachim Herms, Séachsische Tierseuchenkasse, Fischgesundheitsdienst, Lowenstrale 7a,
01099 Dresden

3Doz. Dr. Jurgen Schneider, Fachgebiet Fischkrankheiten und Fischkunde der
Veterinarmedizinischen Fakultat der Universitat Leipzig, Zwickauer Str. 59, 04103 Leipzig

Zusammenfassung

Als Substitutionsmoglichkeit fir die Chemotherapie erlangt die Naturstoffklasse der
Huminséduren mehr und mehr an Bedeutung. Nachdem Huminsduren in Human- und
Veterindrmedizin breite Anwendung finden, werden in neuer Zeit Einsatzmdoglichkeiten bei
Fischen untersucht.

Getestet wurde die Wirkung von Huminsduren als Badebehandlung in der Karpfenerbriitung
im Vergleich zu Malachitgriinoxalat und in der Goldfischhaltung bzw. als Futterzusatz bei der

Regenbogenforellen- und Karpfenzucht.

Badebehandlungen und der Huminséurezusatz zum Filter waren gut vertréglich und zeigten
keine schadlichen Wirkungen. Eine fungizide Wirkung auf Saprolegina wurde bei einer
taglichen Eibehandlung mit Kurzbadern bei einer Konzentration von 75 - 150 mg/l und bei
einstiindigen Badern mit einer Konzentration von 35 - 70 mg/l erzielt. Bei der Halterung von
durch Handling gestref3ten und multifaktoriell erkrankten Goldfischen erwies sich eine tber 9
Tage erstreckende tégliche Badebehandlung (Dosierung: 10 mg/l, Badedauer 1 h ) als
erfolgreich.

Ein ergotroper Effekt mit einer durchschnittlichen Erhéhung der Stiickmasse bis zu 33 %
konnte durch Zumischung von bis zu 5 % Huminsdure zum Futter in der Regenbogenforellen-
und Karpfenzucht erreicht werden. Gleichzeitig ergab sich eine bakterizide Wirkung bei
Karpfen.
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Die hohere Futter- und Kotstabilitdt wirkten sich positiv in Aquarienversuchen aus und
kdnnten fir die Sauberhaltung von Fischzuchtanlagen, Gartenteichen und Schauaquarien von

Interesse sein.

Summary

As a possible substitute for chemotherapy humicacids are gaining more and more in
importance. After being used frequently in human and veterinary medicine, possibilities for the
use of humicacid for fish is being investigated recently.

The aim of our project was to test the effect of humicacids as bath treatment in comparison
with malachite green oxalate in carp hatching and in goldfish husbandry, respectively as feed
additive in rainbow trout- and carp rearing.

Bath treatments and humicacid additive to the feed were well-tolerated and didn't show any
harmful effects. A fungicide effect concerning Saprolegnia was achieved with a daily one-hour
bath treatment of carp eggs with a concentration of 35 - 70 mg/ | and with a daily 2-minute
bath with a concentration of 75 - 150 mg/ .

A daily bath treatment (dosage: 10 mg/l, for one hour) over a period of 3 days was succesful
for goldfish which were stressed by handling and multifactoral ill.

A growth-promoting effect with an average increase of body weight per fish up to 33 per cents
could be reached by doping of up to 5 per cent humicacid given to the feed in rainbow trout-
and carp rearing. At the same time it showed a bactericidal effect with carp.

The resulting higher stability of feed and faeces had a favourable effect in aquaria tests,
including the avoidance of a thick coating, and should definately be considered for the ensuring
of a undisturbed running of tanks, raceway systems and recirculation systems including aquaria

and ponds, where attractiveness is desired.

Wirkung von oral applizierten Huminsaurepraparaten auf die Entwicklung von Rf;

In einem ersten Feldversuch wurde die Wirkung der Verfltterung von Versuchsfutter mit

0,5 % Huminséurezusatz in unterschiedlich hohen Anteilen gegentber Kontrollfutter auf die

Entwicklung von Rf; untersucht.

Die Anzahl der Rf; belief sich in den drei Versuchsgruppen auf jeweils 33000 Stiick, in der

Kontrollgruppe auf 115000 Stuck mit einer Einzeltiermasse von x = 13,3 g zu Versuchs-
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beginn. Die 1. Versuchsgruppe erhielt 100 % Versuchsfutter, die 2. Versuchsgruppe 50 % und
die 3. Versuchsgruppe 25 % Versuchsfutter. In der Kontrollgruppe wurde ausschlief3lich Futter

ohne jeglichen Huminséurezusatz verabreicht.

Zu Versuchsende betrug die Einzeltiermasse in der 1. Versuchsgruppe x = 70,6 g. Daraus
resultiert ein Futterquotient FQ = 1,16 bei 8,2 % Verlusten. Dies ist von allen Gruppen das
beste Ergebnis. Im Gegensatz dazu wurde in der Kontrollgruppe das ungiinstigste Resultat mit
einer Einzeltiermasse x = 65,4 g und damit ein Futterquotient FQ = 1,33 bei 12,4 % Verlusten

erzielt.

Die verlustmindernde Wirkung von Huminsdurepraparaten konnte, wie bereits im ersten
Feldversuch nachgewiesen, auch in einem zweiten Versuch bestétigt werden.
Dabei erhielten 167800 Stiick Rf; ein Versuchsfutter mit 0,1 % Huminsdure und 155600 Stuick

Rf; ein Kontrollfutter ohne Huminséurezusatz.

Zu Versuchsende ergab sich in der Versuchsgruppe ein Futterquotient FQ = 2,2 bei 31,9 %
Verlusten gegenuber der Kontrollgruppe mit einem Futterquotienten FQ = 2,8 bei 36,8 %
Verlusten.

Wirkung eines huminsaurehaltigen Versuchsfutters auf bestimmte Wasserparameter in

einem Aquarienversuch mit Rfy

Nach Verfitterung eines huminséurefreien Pelletfutters kommt es infolge des rascheren
Zerfalls der Futter- und Kotbestandteile innerhalb kurzer Zeit zu einer milchig-triiben
Verfarbung des Wassers. Im Vergleich zum Versuchsaquarium befanden sich deutlich weniger
Futter- und Kotbestandteile am Boden. Das 5 % Huminsdure enthaltende Futter dagegen
besitzt eine hohere Konsistenz und damit eine hohere Bruchfestigkeit; es zerfallt im Wasser
langsamer. Auch der im Vergleich zu den Kontrollfischen dunkler geférbte Kot ist von festerer

Konsistenz und I6st sich im Wasser daher auch langsamer auf.

AuBerdem war zu beobachten, dal sich im Kontrollaguarium nach sechs Wochen auffallige,
herdférmige, schmierige braune Beldge bildeten. Im Versuchsaquarium wurde dagegen erst
nach neun Wochen ein mehr oder weniger unauffalliger, leichter und gleichméf3ig verteilter

Belag sichtbar. Die zweimalige Untersuchung der Beldge ergab bei der Kontrolle einen starken
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Gehalt an Kieselalgen der Gattung Navicula sowie an Ré&dertierchen. Im Humins&ureversuch
konnten wesentlich weniger Algen, Ciliaten sowie ein Niederschlag von Huminséureteilchen

nachgewiesen werden.

Sowohl die durch den Huminséurezusatz bedingte Verdnderung der Konsistenz des Kotes als
auch die Vermeidung einer starken Belagbildung sowie die geringere Wassertriibung sind
Fakten, die zur Gewahrleistung eines storungsfreien Betriebes von Halterbecken, Rinnen- und
Kreislaufanlagen bzw. von Aquarien und den auf einen hohen Schauwert abzielenden Klein-

und Gartenteichen bertcksichtigt werden sollten.

Huminsaurebadebehandlung von Goldfischen

In einer Teichwirtschaft wurde ein Bestand von 3500 Goldfischen abgefischt und gehéltert.

Nach zwei Wochen zeigten sich erste Verpilzungen verbunden mit steigenden Stlickverlusten.

Besonders stark erkrankte Fische zeichneten sich durch folgenden Sektionsbefund aus: die
Fische befanden sich in einem schlechten Erndhrungszustand, besalRen eine Mykose der Haut
verbunden mit ausgefransten bzw. abgestoflenen Flossen, Petechien am Unterbauch und auf
den Kiemendeckeln, sowie eine katarrhalische Enteritis, die durch einen reichlich wéalrig-
schleimigen Darminhalt gekennzeichnet war. Die tbrigen Organe zeigten sich unverandert.
Parasitologisch waren ein starker Gyrodactylus- und Trichodinabefall von Haut und Kiemen
und ein maRig bis starker Kokzidienbefall des Darmes nachweisbar.

Die bakteriologische Untersuchung ergab in den Organen einen geringgradigen bis maRigen

Gehalt an hamolysierenden Aeromonaden.

Die Fische wurden in eine Rinne umgesetzt und Uber zwei Wochen téaglich einer
Malachitgriinoxalatbadebehandlung unterzogen und mit Antibiotika enthaltendem Medizi-

nalfutter geflttert. Die Stiickverluste waren auch nach dieser Behandlung nicht riickldufig.

AnschlieBend wurden die Fische auf zwei Rinnen verteilt. Fir die Versuchsgruppe setzten wir
101, fur die Kontrollgruppe 110 Probanden ein. Die Behandlung der Versuchsgruppe erstreckte
sich Uber drei Tage und bestand in einem taglichen Bad mit Huminséure in einer Konzentration

von 10 mg/l. Dazu wurde das Wasser in der Rinne abgesenkt, die Huminsaurelésung mit dem
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Zulauf zugegeben und Wasserzu- und ablauf fiir eine halbe Stunde gesperrt. Nach dem Offnen
des Zu- und Ablaufs verdunnte sich die Huminsiurekonzentration innerhalb kurzer Zeit.

Nach drei Behandlungen der Versuchsgruppe traten dort nur noch 3,0 % Stiickverluste auf. Im

Gegensatz dazu starben in der unbehandelten Kontrollgruppe 56,4 % der Fische.

Einsatz von Huminsaure in Kombination mit Wasserstoffperoxid zur Eibehandlung bei

der kunstlichen Erbritung von Karpfeneiern

Einen Schwerpunkt bei der kinstlichen Erbritung von Karpfeneiern bildet die Bek&mpfung
des Befalls der Eier mit Saprolegnia-Arten. Pilze der Gattung Saprolegnia befallen zuerst die
unbefruchteten und abgestorbenen, im weiteren Verlauf dann auch die gesunden Eier. Die
Pilzbekampfung erfolgt haufig mit dem bezuglich der Ruckstandsproblematik, Mutagenitat,
Teratogenitat und Kanzerogenitdt nicht ungeféhrlichen Malachitgriinoxalat. Deshalb sollte als
Alternative die Wirkung des Naturstoffs Huminsdure bei der Bekampfung des

Saprolegniabefalls untersucht werden.

Die Versuche wurden in einer Teichwirtschaft ber einen Zeitraum von vier Jahren jeweils
wahrend der Erbritungssaison bei Karpfen durchgefiihrt. Bisher wurden die Eier, um eine
Verpilzung zu verhindern, in der Regel mit Malachitgriinoxalat in einer Konzentration von 1-3
mg/l behandelt. Ziel unserer Untersuchungen war der Vergleich der fungiziden Wirkung einer
Kombination von Wasserstoffperoxid und Huminsdure gegentiber Malachitgriinoxalat.

Die Huminsdure kam als 2-Minuten-Bad und 1-Stunden-Bad in unterschiedlichen Konzen-
trationen zwischen 10 und 500 mg/l zum Einsatz. Die desinfizierende Wirkung von Wasser-
stoffperoxid Ubte einen positiven Effekt aus, so daf wir die Versuchsgruppen damit
vorbehandelten. Die Wasserstoffperoxidkonzentration betrug am ersten Tag 0,5 %o und am
zweiten Tag 0,25 %o. Die Einwirkung erstreckte sich iber zwei Minuten. Die Untersuchungen
umfaBten 13 Versuchsreihen. Jeweils kamen 5 - 7 Zuger-Glaser mit einem Fassungsvermogen
von 7 | zum Einsatz. Darin wurden nach der Wasserstoffperoxidvorbehandlung verschiedene
bereits genannte Huminsdurekonzentrationen angewendet. Zum Vergleich beschickten wir ein
Zuger-Glas nur mit einer Malachitgriinoxalatlosung (Konzentration 1 - 3 mg/l). Die Eier der

Kontrollgruppe wurden ohne jegliche Zusétze erbritet. Je nach vorhandenem Eimaterial
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besetzten wir die Glé&ser mit 200 - 800 ml gequollenem Laich. Bei unseren Versuchen schliipfte
die Brut nach drei bis vier Tagen.

In unseren 13 Versuchsreihen erreichten wir mit der Huminsaurebehandlung viermal die besten
Ergebnisse. In weiteren vier Féllen unterschieden sich die Verlustquoten bei der Huminséure-
und bei der Malachitgriinoxalatbehandlung nicht. In den restlichen flinf Versuchsreihen konnte
mit Malachitgriinoxalat im Vergleich zur Huminsaurebehandlung ein geringgradig besseres
Ergebnis erzielt werden. Die Verluste in der unbehandelten Kontrollgruppe lagen generell

hoher als bei den behandelten Gruppen.

Die notwendige Huminsaurekonzentration und Einwirkdauer waren abhangig von der
Befruchtungsrate. Bei guten Befruchtungsraten empfiehlt sich eine Konzentration von 20 - 35
mg/l Huminséure Uber eine Stunde. Bei maRigen und schlechteren Befruchtungsraten sind
mindestens einstiindige Badebehandlungen mit Konzentrationen von 35, besser 50 - 70 mg/I
anzuraten. Sind aufgrund der vorhandenen Geréatschaften nur 2-Minuten-Bader mdglich, so
sind bei guten Befruchtungsraten 75 - 150 mg/l, bei maRigen Befruchtungsraten 150 mg/I

einzusetzen.

Zusammenfassend kann eingeschétzt werden, da die Huminsaurebehandlung trotz einer
unwesentlich geringeren fungiziden Wirkung gegentiber einer Malachitgriinoxalatbehandlung
eine zu empfehlende Alternative darstellt. Sie zeichnet sich durch ihre dennoch gute fungizide
Wirkung und ihre gute Umweltvertraglichkeit aus. Im Gegensatz zu Malachitgriinoxalat

kommt es zu keiner Riickstandsbildung im Organismus.

Futterungsversuch mit huminsaurehaltigem Versuchsfutter in der Satzkarpfenaufzucht

In der Satzkarpfenaufzucht sollte der EinfluR von Karpfenpelletfutter mit 5 % Humin-
séurezusatz im Vergleich zu Kontrollfutter bei gleichen Futtermengen auf Wachstum und
Vitalitat untersucht werden. Es standen zwei Versuchsteiche a 0,2 ha mit je 7000 Stick Ky zur

Verfugung. Beim Besatz betrug die Stiickmasse x = 0,6 g.

Bei den Fischen beider Gruppen waren Kiemenschwellungen, Argulusbefall, Myxospori-
dienstadien in den Nierenkanélchen, Schwimmblasenentziindungen sowie Myxobakterien in

den Kiemen nachweisbar. Bei einem Probefang zeigten die huminséurebehandelten Fische
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schon nach 15 Tagen eine glnstigere Korpermassenentwicklung im Vergleich zu den
Satzkarpfen der Versuchsgruppe. Diese Tendenz setzte sich bei weiteren Stichproben

kontinuierlich fort.

Nachdem die Teiche ber Winter bespannt stehenblieben, wurde bei der Fruhjahrsabfischung
eine Korpermasse von x = 81 g in der Versuchsgruppe und von x = 54 g in der Kontrollgruppe
festgestellt. Damit besalien die K der Versuchsgruppe ein um 33 % hoheres Stiickgewicht. In

den Stlickverlusten unterschieden sich die Gruppen nicht.

Einen deutlichen Unterschied erbrachte die bakteriologische Untersuchung. Nachdem bei den
nahezu einheitlich grofRen Fischen der Versuchsgruppe kein Keimwachstum festgestellt werden
konnte, lieBen sich in der Kontrollgruppe bei der Halfte der teils stark auseinandergewachsenen
Fische ein gering- bis hochgradiger Bakterienbefall in den Organen nachweisen. Isoliert
werden konnte Aeromonas sobria in Mischkultur mit Pseudomonas putrefaciens; beide Arten

gelten im Prinzip als apathogen.

Die Tendenz der Korpermassenentwicklung setzte sich bei der letzten Stichprobennahme im
Juli 1998 fort. Die Kdrpermasse der K, aus der Versuchsgruppe betrug x = 200 g, die der
Kontrollgruppe x = 150 g.

P. S.: Interessenten fir Huminséurepraparate wenden sich an das Pharmawerk Weinbdhla
GmbH, Poststr. 58, 01689 Weinbdhla, Tel. (035243) 32235, Fax (035243) 32236.
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Ubertragbare Krankheiten einheimischer FluRkrebse

B. Oidtmann, R. Hoffmann
Institut fir Zoologie, Fischereibiologie und Fischkrankheiten der

Tierarztlichen Fakultat der Universitat Miinchen

Zusammenfassung

Der uUberwiegende Teil der bei Krebsen vorkommenden Krankheitserreger ist den
opportunistischen Krankheitserregern zuzuordnen. Das Vorliegen einer anderweitig bedingten
Schwachung des Organismus scheint Voraussetzung fiir das Auftreten von Mortalitat zu sein.
Hier scheinen insbesondere chronische Infektionen mit best. Parasiten, wie z.B. Psoro-
spermium oder Thelohania oder auch Virusinfektionen die Grundlage fir eine darauf

aufsetzende andere Erkrankung zu sein.

Summary

Alike other animals, also in crayfish a wide range of diseases can be found. They are of fungal,
bacterial, parasitical or viral origin. Quite abundant is also the presence of saprophytes on
crayfish. Among the transmissible diseases the crayfish plague, a mycosis, is the most
outstanding because of the severity of its consequences, including almost regularly total losses.
Bacteria are found frequently in the hemolymph of clinically healthy specimens. But
development of disease due to bacteria seems to depend on exposure of the animals to stress.
Under such conditions Citrobacter sp. lead to necrosis of hepatopancreatic cells. Only recently
a bacilliform virus was described, which colonises the hepatopancreas cells of noble crayfish.
Whether it affects the health of crayfish is unclear to date. Among parasitical infections
especially protozoan infections are of importance, here particularly Thelohania contejeani
(causing Porcellain disease) and Psorospermium haeckeli. Heavy infestation with
ectocommensals (Zoothamnium sp., Epistylis sp.) are often recognised in crayfish coming from

waters with high organic load.
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Einleitung

FluRkrebse kdnnen von Krankheiten unterschiedlicher Genese befallen werden, analog zu
anderen Tieren und insbesondere Fischen, VVon der Bedeutung her gesehen steht jedoch das
Thema Krebspest an erster Stelle. Diese Mykose hat einen Bekanntheitsgrad wie keine andere
Krankheit bei wirbellosen Tieren. Diesen wiederum hat sie vor allem der Schwere der Folgen

eines Ausbruchs zu verdanken, so dal sie deswegen an erster Stelle besprochen werden soll.

Mykosen

Mykosen scheinen verglichen mit bakteriellen, viralen oder parasitéren Infektionen fur Krebse
schwerere Auswirkungen zu haben. Die meisten fir den Krebs pathogenen Pilzarten sind der

Klasse der Oomyceten zuzuordnen.

Krebspest

Die Krebspest wird durch einen Oomyceten, Aphanomyces astaci, hervorgerufen. Ein
Krebspestausbruch hat bei européischen FluRRkrebsen in der Regel die vollige Vernichtung
einer Krebspopulation zur Folge.

Zur Infektion kommt es nachdem das infektidse Stadium des Pilzes, die Zoospore, auf einen
Krebs trifft, und in die Kutikula eindringt (NYHLEN UND UNESTAM, 1975). Die Virulenz des
Erregers ist sowohl von &uReren physikalischen Parametern abhéngig wie der Wasser-
temperatur (SCHMID, 1998; DIEGUEZ-URIBEONDO et al., 1995) und der Wasserturbulenz, als
auch von der Calcium- und Magnesium-Konzentration des Wassers (RANTAMAKI et al., 1992).
Bei geringer Sporenkonzentration im Wasser (10 Sporen/ml) und geringer Wassertemperatur
(10 °C) kann eine Infektion ausbleiben (ScHMID, 1998). Erste klinische Symptome zeigen sich
ab Tag 2 - 3 p.i., sind nur wenige Sporen im Wasser und ist die Wassertemperatur niedrig,
kann dies auch mehrere Wochen dauern. Die Symptome zeigen sich in Form von
Kratzbewegungen, die die Krebse mit ihren  SchreitfiBen ausfihren und
Koordinationsstorungen bei der Fortbewegung. Im weiteren Verlauf zeigen sich fortschreitende
Lahmungserscheinungen, der Fluchtreflex a8t zunehmend nach, bis hin zum vélligen
Ausbleiben. Gelegentlich beobachtet man ein Auswachsen von Pilzyphen aus den Augen oder
an der weichen Kutikula der Gelenke (OIDTMANN et al. 1996, 1997A). Die Verbreitung der
Krebspest erfolgt Gberwiegend tber amerikanische FluBkrebsarten, die selbst in der Regel nicht

erkranken, aber ein Erregerreservoir bilden. Européische Spezies zeigen dagegen eine meist
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100 %ige Mortalitat. Fir detailliertere Informationen Uber die Krebspest sei auf weiterfiihrende
Literatur verwiesen (OIDTMANN et al. 1996, 1997A,8; OIDTMANN und HOFFMANN 1998B).

Sicherlich nimmt die Krebspest unter den Krebskrankheiten eine herausragende Bedeutung ein.
Bei akuten Krebssterben oder auch nach dem Verschwinden von Krebsbestanden aus einem
Gewaésser wird dabei h&ufig angenommen, dal} dies Folge eines Krebspestausbruchs ist. Das
Spektrum der Krankheiten bei FluRkrebsen ist jedoch wesentlich weiter gefachert, so dal? stets

eine exakte Untersuchung sowie ein Erregernachweis durchgefiihrt werden mussen.
Andere Mykosen

Saprolegnia parasitica (Oomycetes) gehort ebenfalls zu den fir FluRBkrebse pathogenen Pilzen
(SODERHALL et al. 1991). Im Gegensatz zur Krebspest scheinen auch die nordamerikanischen
FluRkrebse flr die Erkrankung empféanglich zu sein. Bei Infektionsversuchen mit Edelkrebsen
(Astacus astacus), Signalkrebsen (Pacifastacus leniusculus) sowie roten amerikanischen
Sumpfkrebsen (Procambarus clarkii) starben ca. 20 % der Tiere. Wurden den Tieren vor dem
Infektionsversuch Wunden auf der Kutikula zugefiigt, stieg die Sterberate auf 60 % (DIEGUEZ-

URIBEONDO et al. 1994).

Der Gberwiegende Teil der sonstigen aus Krebsen isolierten Pilze sind Saprophyten (Ramularia
astaci, Didymaria cambari (MANN UND PierLOW 1938), Cephalosporum leptodactyli (MANN
1940) u.a.m.), die sich auf Verletzungen des Exoskeletts ansiedeln. Verletzungen des
Exoskeletts treten besonders wahrend der Paarungszeit und bei Uberbesatz auf oder wurden
durch Ektoparasiten verursacht (ALDERMAN UND POLGLASE 1988). Das daraus entstehende
Krankheitsbild ist die sogenannte Brandfleckenkrankheit (SCHAPERCLAUS 1991). Diese
zeichnet sich durch Flecken in der Kutikula aus, die im Zentrum schwarz-braunlich (Melanin)
und im Randbereich rétlich (Quinone) erscheinen (ALDERMAN UND POLGLASE 1988;
SODERHALL UND CERENIUS 1992). Melanin ist das Endprodukt einer Kettenreaktion, in deren
Verlauf antimikrobiell wirksame Stoffe in Reaktion auf kérperfremde Organismen freigesetzt
werden (SODERHALL UND CERENIUS 1992). Das Bild der Melanisierung entsteht jedoch
unabhangig davon, ob es sich bei den eindringenden Organismen um Pilze oder Bakterien
handelt (ALDERMAN UND POLGLASE 1988). Bei der Brandfleckenkrankheit handelt es sich
daher nicht um eine durch einen spezifischen Erreger hervorgerufene Erkrankung, sondern um

ein klinisches Krankheitsbild, das durch verschiedene Ursachen bedingt sein kann.
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Bakteriell bedingte Erkrankungen

Bei den bakteriellen Erkrankungen sind im wesentlichen 3 Krankheitskomplexe zu nennen:

Besiedlung des Exoskeletts mit chitinoklastischen Bakterien

Die Kutikula stellt normalerweise einen effektiven Schutz gegen Bakterien dar. Nach
Verletzungen kann es jedoch zur bakteriellen Besiedlung der vorgeschadigten Kutikula
kommen (AMBORSKI et al. 1975). Hier spielen insbesondere chitinoklastische Bakterienarten
(Pseudomonas sp., Aeromonas sp.), die ubiquitar in Gewéssern anzutreffen sind, eine Rolle.
Das daraus entstehende Krankheitsbild entspricht dem der oben beschriebenen
Brandfleckenkrankheit. ~Tatsachlich dirfte es sich in  den meisten Fallen der

Brandfleckenkrankheit um eine Mischinfektion aus Bakterien und Pilzen handeln.

Septikamie

Das Vorliegen von Bakterien in der Hdmolymphe von FluRkrebsen scheint ein mehr oder
weniger physiologischer Zustand zu sein und ist meist nicht mit klinischen Symptomen
verbunden. In mehreren Untersuchungen wurden bei klinisch gesunden Tieren Bakterien bei
13,6 — 61,4 % der untersuchten Tiere gefunden. (EDGERTON et al. 1995; ScoTT und THUNE
1986; OIDTMANN UND HOFFMANN unverdffentlicht). Treten jedoch StreRfaktoren hinzu
(Uberbesatz, zu intensive Fitterung, erhdhte Wassertemperatur, herabgesetzte Sauerstoff-
konzentration im Wasser), kommt es zu chronisch erhdhten Mortalitdten (EDGERTON et al.
1995). Neben duBeren Stressoren konnen aber auch Infektionen mit anderen
Krankheitserregern den Krebs schwéchen und erhdhte Todesraten zur Folge haben. In
Krebsfarmen in Australien wurden chronisch erhéhte Mortalitdten bei Krebspopulationen
festgestellt, die neben einer bakteriellen Septikdmie auch eine Virusinfektion trugen
(EDGERTON et al. 1995).

Erkrankung des Mitteldarms

Bei Infektionen des Mitteldarms wurde eine Reihe verschiedener Bakterienarten isoliert, von
denen Citrobacter sp. als die wohl pathogensten Bakterien einzuordnen sind (VEY 1981; VEY et
al. 1974). Ist die Mitteldarmdriise (Hepatopankreas) mitbetroffen, so kann es zu makros-
kopisch erkennbaren braunlichen Verfarbungen kommen. Mikroskopisch zeigt sich, daf es sich
dabei um Tubuli handelt, die melanisiert wurden. In akut betroffenen Tubuli zeigen sich

H&mozytenaggregationen (OIDTMANN UND HOFFMANN 1998a). Klinisch bleiben die Tiere
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lange Zeit unaufféllig. Spater kann es zu einer allgemeinen Schwachung und zum Tod der
Tiere kommen. Zur Entwicklung der Krankheit ist jedoch in der Regel das gleichzeitige
Vorliegen einer anderweitig gelagerten Schwachung der Krebse notwendig (ALDERMAN UND

POLGLASE 1988).

Virale Erkrankungen

Untersuchungen zu Virusinfektionen liegen nur sehr vereinzelt vor. AHNE UND HALDER (1988)
fanden in Bindegewebszellen der Kiemen eines Edelkrebses Picornaviren-dhnliche Partikel.
EDGERTON et al. (1996) beschreiben eine Infektionen von Edelkrebsen mit einem bacilliformen
Virus in Finnland. In zwei von 5 zufallig ausgewahlten Populationen wurde dieses Virus
gefunden. Die Befallsrate lag bei 53 % bzw. 100 %. Die Bedeutung dieser Viren fiir den Krebs
ist derzeit noch unklar.

Parasitosen

Eine der haufigsten und am leichtesten zu diagnostizierenden Erkrankungen bei einheimischen
FluBkrebsen ist die Porzellankrankheit (Thelohania contejeani, Microsporidia). Im
fortgeschrittenen Stadium dieser chronischen Erkrankung weisen die Tiere eine weilllich
verfarbte Schwanzmuskulatur auf, die durch die weiche Abdominalkutikula leicht zu erkennen
ist. Dieses Stadium findet sich erst bei Tieren die mindestens 1 - 2 Jahre alt sind. Die
Ubertragung ist ungeklart. Die Beteiligung eines Zwischenwirtes wird diskutiert (FISCHER
1992).

Ein weiterer hdufig festgestellter Parasit ist Psorospermium haeckeli. Psorospermium gehort
mit Dermocystidium und Ichthyophonus einem neuen Stamm an, der zwischen Tieren und
Pilzen angesiedelt wird (RAGAN et al. 1996). P. haeckeli wird im Bindegewebe von Krebsen
gefunden (VEY 1979). Infizierte Tiere sind meistens klinisch unauffallig.

Ciliaten werden auf FluBkrebsen insbesondere bei Tieren gefunden, die aus mit organischem
Material belasteten Gewassern stammen oder Gewadssern mit erhOhter Wassertemperatur. Meist
liegt ebenfalls eine erhdhte Besatzdichte vor. Die Ciliaten (z.B. Epistylis sp., Zoothamnium sp.)
besiedeln v.a. den Cephalothorax und kénnen den Krebs so massiv befallen, dal3 er wie von
Moos bewachsen aussieht. Meist bleibt aber die Besiedlung der Krebse mit Epibionten
unproblematisch. Jedoch kann es bei einer Lokalisation auf den Kiemen zu einer Stérung des

Gasaustausches kommen (ALDERMAN UND POLGLASE 1988).
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Unter den metazoischen Parasiten werden Krebsegel (Branchiobdella sp., Annelida) am
haufigsten gefunden.

Wahrend B. parasitica und B. pentodonta auf dem Exoskelett gefunden werden, besiedeln B.
astaci und B. hexodonta die Kiemen (SCHAPERCLAUS 1990). Werden die Kiemen von einer
parasitischen Branchiobdella-Art besiedelt, kommt es zu Melanisierungen an den betroffenen
Kiemenfaden (ALDERMAN UND POLGLASE 1988). Die pathogene Bedeutung von Krebsegeln
wird im Allgemeinen eher als gering eingestuft. Bei den auf den Kiemen lebenden Arten ist
jedoch eine gewisse Schadigung des Kiemenepithels zu erwarten, da dieses deutlich diinner ist,
als das des Exoskeletts. Zwei Félle von Besiedlung der Eier eiertragender Krebsweibchen mit
noch nicht bestimmten Branchiobdella-Arten fiihrte zu einer Schadigung der Eier und
nachfolgend reduzierten Schlupfraten (HAHLWEG 1998; COOPER 1998).

Das Verbreitungsgebiet von Temnocephaliden (Turbellaria, Plathelminthes) ist vorrangig
Australasien und Stidamerika, aber daneben auch Zentral- und Nordamerika sowie der Balkan
(ALDERMAN UND POLGLASE 1988). In Mittel- bzw. Westeuropa werden sie auf FluBkrebsen aus
der Natur bislang nicht beschrieben. In Versuchen gelang die Ubertragung von
Temnocephaliden auf Dohlenkrebse (Austropotamobius pallipes, L.), Kamberkrebse
(Orconectes limosus R.) und rote amerikanische Sumpfkrebse (Procambarus clarkii G.
(QuAacGLIO et al., 1997). Da regelmaRig lebende australische Krebsarten mit Temno-
cephalidenbefall fur Speisezwecke importiert werden, mu3 mit einer Verschleppung, sei es bei
Hélterung oder auch bei bewulter Freisetzung, gerechnet werden. Temnocephaliden besiedeln
die Kiemenhohle und das Exoskelett der FluRkrebse und richten als Epibionten normalerweise
keinen Schaden an. Die Eier werden in festen Kapseln auf dem Exoskelett der Krebse abgelegt.
Um die Eier herum kann sich schnell Detritus ablagern, welcher wiederum eine Nische flr eine
Besiedlung mit Bakterien und anderen Mikroorganismen bildet. Dies kann einen potentiellen
Infektionsherd darstellen (ALDERMAN UND POLGLASE 1988).

Andere metazoische Parasiten (Trematoden, Cestoden) benutzen FluRBkrebse als Zwischen-

wirte. Ob diese von pathogenetischer Bedeutung bei FluRBkrebsen sind, ist nicht bekannt.
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Therapiemoglichkeiten bei Fischen - eine Datenbankerfassung

D.W. Kleingeld und H.-J. Schlotfeldt
Staatlicher Fischseuchenbekampfungsdienst Niedersachsen und Fischgesundheitsdienst
Eintrachtweg 17, D-30173 Hannover

Zusammenfassung

Aufgrund des Therapienotstandes missen immer haufiger Tierarzneimittel fir die Behandlung
von Fischen umgewidmet werden. Um die Wahl des bei einer bestimmten Indikation
einzusetzenden Produktes zu erleichtern, wurde eine Datenbank erstellt.

Eine Vielzahl von Therapiemdglichkeiten bei Fischkrankheiten wurde in einer MS-Access97°®-
Datenbank erfal3t. Dazu wurden vorhandene Literaturangaben sowie Erfahrungswerte aus der
Praxis des STAATLICHEN FISCHSEUCHENBEKAMPFUNGSDIENSTES NIEDER-
SACHSEN und Fischgesundheitsdienstes vollstandig eingegeben. Weiterhin wurden in der
Bundesrepublik  erhaltlichen  Tierarzneimittel — mit  fischtherapeutisch  relevanten
Wirkstoffinhalten in der gleichen Datenbank katalogisiert.

Die Datenbank kann Fischgesundheitsdiensten und anderen Institutionen oder Tierarztpraxen,
die sich mit der Fischtherapie beschaftigen, zur Verfugung gestellt werden. Die
Therapiemdglichkeiten konnen je nach deren Erfahrungswerten als brauchbar oder nicht
brauchbar eingestuft werden.

Langfristiges Ziel ist es, einen brauchbaren Behandlungskatalog zur Therapie von Nutz- und

Zierfischkrankheiten zusammenzustellen.

Summary

In front of the fact that in Germany only very few drugs are presently fully licensed for fish
(for human consumption), cascade procedures from available drugs licensed for other food
producing animals must be increasingly applied. As to help to choose the right drug for the
right purpose a database is developed.

A great deal of therapy possibilities were registered into a MS-Acces97®-database. Existing
literature as well as data from the experience of the STATE FISH EPIZOOTICS CONTROL
SERVICE of LOWER SAXONY and Fish Health Service were recorded. Furthermore drugs
for use in food producing animals available in Germany with therapeutical relevance for fish

were also enlisted.
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This database can be supplied to Fish Health Services and similar institutions working on fish
therapy in order to find out appropriate fish therapies in agreement with their own experience.
The long term aim is the compilation of a useful therapeutical catalogue for the treatment of

food producing as well as ornamental fish.

Einleitung

Die Therapiemdglichkeiten bei Nutzfischen sind auf Grund der restriktiven EU- und deutschen
Tierarzneimittelgesetzgebung stark eingeschrankt. Es gibt zur Zeit in der Bundesrepublik kaum
noch Chemotherapeutika und Antiinfektiva, die zur Behandlung von Fischen zugelassen sind.
Bei einer entsprechenden Indikation und Fehlen eines fiir Fische zugelassenen Arzneimittels,
konnen Tierarzneimittel, die fur andere lebensmittelliefernde Tiere zugelassen sind, zur
Behandlung von Fischen umgewidmet werden. Die Situation stellt sich fur Zierfische deutlich

gunstiger dar. Hier sind die Behandlungsmdglichkeiten nahezu unbegrenzt.

Von der Mdoglichkeit der Umwidmung von Tierarzneimitteln zur Therapie von Nutzfisch-
krankheiten mul} daher heutzutage immer mehr Gebrauch gemacht werden. Um einen besseren
Uberblick tber die verschiedenen Therapiemdglichkeiten und die uns zur Verfiigung stehenden
Tierarzneimittel zu bekommen, wurde eine MS-Access97®-Datenbank erstellt, worin die
verschiedenen Fischtherapiemdglichkeiten und anzuwendenden Arzneimittel eingegeben und
verknUpft dargestellt werden kdnnen.

Datenbankstruktur

Die Datenbankstruktur besteht aus drei Tabellen, deren Inhalt in Abbildung 1 dargestellt ist.
Anhand von Literaturangaben wurde in dieser Datenbankstruktur eine umfassende Auflistung
der Behandlungsmdglichkeiten bei Fischen vorgenommen. Grundlage der Datenbank ist die
Tabelle Wirkstoffkatalog, wo die Wirkstoffe, die Dosierungen sowie Behandlungsdauer, die
Indikationen, Quellenangaben und Bemerkungen aufgefiihrt werden. Uber das Schliisselfeld
Wirkstoffe gibt es eine Verknlpfung zur Tabelle Vertrieb, wo auf Basis von Produktkatalogen,
die in der Bundesrepublik erhdltlichen Tierarzneimittel aufgefuhrt sind. In dieser Tabelle wird
neben dem Wirkstoff, Name des Herstellers, Produktname, Wirkstoffkonzentration sowie
Verpackungsform und Nettopreis pro Gramm Wirkstoff erfal3t. Ganz wichtig ist hier die
Angabe ob das Produkt fur lebensmittelliefernde Tiere zugelassen ist.



175

Datenbankstruktur
und Verknupfungen
Tabelle 1 Tabelle 2 Tabelle 3

Wirkstoffkatalog Vertrieb Vertriebsadressen
* Dosierung (oral, * Hersteller === >+ = Hersteller

Bad, Injektion) * Handelsname * Adresse
" Wirkstoff == Wirkstoff * Telefon, Fax, e-mail,
= Behandlungsdauer = Konzentration etc.
* Wiederholungen = Verpackungsform
* Indikation(en) * Nettopreis
* Quellenangabe = fir lebensmittelliefernde
= Bemerkungen Tiere zugelassen?

Abbildung 1

Das Schlusselfeld Hersteller ist die Verknlpfung zur Tabelle Vertriebsadressen, wo die
Namen, Adressen, Fon- und Faxnummern sowie andere Angaben der Hersteller aufgefiihrt

werden.

Mit Hilfe von Datenbankabfragen und die Mdglichkeit der Berichtserstellung kénnen bei
verschiedenen Indikationen Vergleiche der verschiedenen Behandlungsmoglichkeiten oder
auch Preisvergleiche unter Einsatz unterschiedlicher Tierarzneimittel auf Knopfdruck erstellt

werden.

Bei dieser Erfassung handelt es sich um eine unkritische Zusammenstellung von vorhandenen
Literaturangaben. Bei den (ber 300 Quellenangaben und mehr als 500 Behandlungs-
moglichkeiten fehlen h&ufig die Erfahrungswerte. Diese Datenbank soll deshalb den
Fischgesundheitsdiensten sowie anderen mit der Therapie von Fischkrankheiten beschéftigten
Institutionen und Tierarztpraxen zur Verfiigung gestellt werden. Auf Basis deren praktischen
Erfahrungen kodnnen brauchbare Angaben herausgefiltert werden. Zu diesem Zweck ist in der
Haupttabelle Wirkstoffkatalog bei den Behandlungsangaben ein logisches Ja/Nein-Feld
integriert, wobei angegeben werden kann, ob die Behandlung brauchbar ist oder nicht.

Es ist das Bestreben der fischgesundheitsdienstlichen Betreuung, den Fischziichtern bei
Auftreten von Problemen zu helfen. Ohne die Mdoglichkeit der Umwidmung von

Tierarzneimitteln ware dieses héaufig nicht mdglich. Es waére dann zu befurchten, dafl im
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Nutzfischbereich immer weniger Fische zur Untersuchung eingebracht werden und die
Fischhalter ohne Rucksprache mit der fischgesundheitsdienstlichen Betreuungsstelle nicht

zugelassenen Produkte einsetzen.

Langfristiges Ziel ist es, einen brauchbaren Behandlungskatalog fir die Therapie von
Nutzfisch- und Zierfischkrankheiten unter Berticksichtigung der in der Bundesrepublik

erhéltlichen Tierarzneimittel zu erstellen.
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Krankheiten der Miesmuschel (Mytilus edulis) an der ostfriesischen Kiste

B. Watermann, I. Ide, und S. Liebe
LimnoMar, Labor fur limnische/marine Forschung und vergleichende Pathologie,
Bei der Neuen Miinze 11, 2145 Hamburg. Tel.: +49 6789911, Fax: +49 6799204,

e-mail: Limnomar@aol.com

Zusammenfassung

Seit 1994 wurden in verschiedenen Kampagnen insgesamt ca. 200 Miesmuscheln histologisch
untersucht. Die Muscheln stammten von natlrlichen Muschelbédnken und Kistenbe-
festigungen im ostfriesischen Watt zwischen Emden und Cuxhaven. Hierbei lieBen sich eine
Reihe von infektisen, nichtinfektidosen und parasitaren Erkrankungen feststellen. Vorherr-
schend waren vor allem Parasitierungen mit Trematodenlarven und Mytilicola. Geringergradig
waren Nematodenlarven anzutreffen. Zudem konnten symbiontische Protozoen im
Verdauungstrakt festgestellt werden. Daneben traten diffuse Entzindungserscheinungen in
Form von Hamozyten-Infiltrationen auf. Bei orientierenden bakteriologischen Untersuchungen
an gesunden Exemplaren konnten verschiedene Bakterienstamme isoliert werden.
Granulozytome unterschiedlichster Auspragung traten vor allem im Bereich der
Mitteldarmdruse auf. Im Magen-Darmtrakt wurden zahlreiche entziindliche Veranderungen
beobachtet.

Summary

Between 1994 and 1997 roughly 200 mussels were collected from musselbeds and coastal
enforcements along the East-Frisian coast between Emden and Cuxhaven. A variety of
infectious, non-infectious diseases and parasitic infestations were recorded. Histological
sections revealed the presence of protozoan symbionts, like ciliates, and parasites like
trematode as well as nematode larvae and Mytilicola.

Inflammation processes as haemocyte infiltrations and granulocytomas were present in the
mid-gut gland, mucosa of the intestine and the storage tissue. Preliminary bacteriological

investigations revealed the presence of Vibrio and Pseudomonas in internal organs.
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Einleitung

Wahrend vier Sammelkampagnen auf Muschelbédnken und Kistenbefestigungen an der
ostfriesischen Kiste wurden zwischen 1994 und 1997 ca. 200 Miesmuscheln histologisch
untersucht. Dieses eréffnete die Mdglichkeit eine Ubersicht Gber die in diesem Abschnitt der
deutschen Nordseekiiste vorkommenden Krankheiten der Miesmuschel zu geben, soweit sie
mit lichtmikroskopischen Methoden erfassbar sind. Ahnliche, aber wesentlich umfangreicher
Untersuchungen liegen von der spanischen Atlantikkiste, von der Ostkiiste der USA und der
Westkiiste Kanadas vor (FIGUERAS et al. 1991A,8; BOWER, 1992; VILLALABA et al. 1997).
Diese beziehen vor allem auf erregerbedingte Erkrankungen von kultivierten und Wild-
Muscheln. Schadstoffbedingte, pathologische Verdnderungen von Wild-Muscheln wurden
dagegen bisher in Einzeluntersuchungen oder im Rahmen der sogenannten ,,Mussel watch*
Programme erfat (YEVICH & BARszcz, 1983; AUFFRET, 1988; Lowe, 1988). In der
vorliegenden Untersuchung wurden die wichtigsten Krankheiten erfalst und ihr Vorkommen

mit anderen Regionen verglichen.
Material und Methoden

Die Miesmuscheln wurden vermessen (Maximale Hohe, Breite und Lange), gewogen
(GesamtnaRgewicht) und anschlielend gedffnet. Der Weichkorper (NaRkorpergewicht) und die
leeren Schalen (Schalenleergewicht) wurden ebenfalls gewogen. Jedes Tier wurde komplett in
Bouin fixiert und nach 24 Stunden langs geteilt. Die Proben wurden Uber eine aufsteigende
Alkoholreihe entwdassert und in Paraplast (Jung Histowachs) eingebettet. Mit einem
Rotationsmikrotom (Microm) wurden 5mm dicke Schnitte angefertigt, die anschlieBend mit

Hé&matoxylin (MAYER)/Eosin und van Gieson geféarbt wurden.

Ergebnisse

In wenigen Fallen wurden prokaryotische EinschluRkérper beobachtet, die Ahnlichkeiten mit
Rickettsien oder Chlamydien aufwiesen (Abb. 1 u. Tab. 2). Diese wurden im Tubulusepithel
der Mitteldarmdriise oder im Bindegewebe zwischen den Tubuli ohne Symptome beobachtet.
Desweiteren wurden in 1994 und 1997 Ciliaten im Kiemenepithel angetroffen. die
uberwiegend nicht mit pathologischen Veranderungen der Kieme assoziiert waren, in wenigen
Fallen aber auch in Bereichen mit geschadigten Kiemenepithel zu finden waren. Im Lumen der

Tubuli der Mitteldarmdriise wurden 1994 zu 10 — 20 % Ciliaten mit globuldarem Kern und
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tropfenformigem Zytoplasma, die zu den Phyllopharyngea gezéhlt werden, angetroffen. Sie
waren mit keinerlei pathologischen Verénderungen assoziiert (Abb. 2 u. Tab. 2).
Nematodenlarven traten 1994 zu 11 % in der Mukosa des Intestinaltrakts auf (Abb. 3 u. Tab.
2). Das umgebende Epithel war schwach spongids. Im Intestinaltrakt befanden sich in allen
Untersuchungsjahren Copepoden. Mytilicola intestinalis wurde mit Befallsraten zwischen 5
und 50 % angetroffen (Tab. 2). Mit Regelmaligkeit konnte eine Reizung der peripheren
Mukosa konstatiert werden. Ein Befall mit Trematodenlarven der Arten Himasthla elongata
und Renicola roscovita trat in allen Jahren mit sehr hohen Befallsraten oberhalb 50 % auf. Die
Anzahl der Metacercarien pro Tier konnte bis zu 120 betragen. Im histologischen
Gesamtschnitt waren teilweise bis zu 30 Stadien zu erkennen. Die Trematodenlarven befielen
alle Organe und konnten vor allem in der Mitteldarmdriise und in der Gonade die vollstandige
Zerstorung der betroffenen Gewebe hervorrufen.

Neben parasitaren Erkrankungen wurden eine Reihe von weiteren pathologischen
Veranderungen in den zentralen Organen festgestellt. Besonders auffallig waren generalisierte
Entzindungserscheinungen. Diese traten in der Form von diffusen Hamozyteninfiltrationen im
Speichergewebe auf. In der Mukosa des Intestinaltrakts und im Tubulusepithel der
Mitteldarmdrise konnten einzellzellige oder vielzellige Infiltrationen in Form kleiner
Aggregationen (,,Nestern) beobachtet werden (Abb. 4 und 5; Tab. 1). Diese Entziindungs-
prozesse traten sehr haufig auf (im Mittel 41 %) und erfal3ten jeweils ausgedehnte Bereiche der
jeweiligen Organe. Begleitende bakteriologische Untersuchungen ergaben die Présenz von
Vibrionen und Pseudomonaden in Gonade, Mitteldarmdrise, Full und Hamolymphe.

In direkter Verbindungen zu diesen Entzundungsreaktionen ist das Auftreten von
Granulozytomen zu sehen, in denen eine groRe Anzahl von Hamozyten Aggregationen bilden
(Abb. 6 + 7; Tab. 1). Auch diese traten relativ haufig im Mittel mit 33 % auf. In den
Granulozytomen waren sehr unterschiedliche Prozesse sichtbar. Die Hamozyten wiesen ein
eosinophiles, hyalines oder stark gelblich pigmentiertes Zytoplasma auf. In einigen traten
phagozytotische Aktivitdten auf. In anderen Féllen waren Einschlisse von Parasitenstadien
erkennbar.

Zu einem geringeren Prozentsatz wurden Nekrosen von Tubuli der Mitteldarmdruse, Bereichen
der Mukosa des Intestinaltrakts und des Speichergewebes beobachtet (Abb. 8; Tab. 1). Diese
Nekrosen konnten sowohl in Assoziation mit starkem Parasitenbefall, als auch ohne sichtbare

Stimuli festgestellt werden.
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Diskusssion

Die beobachteten Phanomene decken sich weitestgehend mit denen, die bei vergleichbaren
Untersuchungen an der spanischen Kuste festgestellt wurden (VILLALBA et al. 1997).
Abweichend hiervon konnten keine Stadien von Marteilia refringens beobachtet werden, deren
Auftreten zu schwerwiegenden Mortalitdten flhren kann (VILLALABA et al. 1993). Die Ciliaten,
die in den Lumina der Mitteldarmdrisentubuli gefunden wurden und zu den Phyllopharyngea
zu z&hlen sind (BOWER et al. 1994), wurden bisher von der deutschen Kiiste nicht beschrieben.
Ebenso liegen bisher keine Untersuchungen tber Chlamydien oder Rickettsien vor, die bisher
nur an anderen europdischen Kisten beobachtet wurden (CAJARAVILLE & ANGULO, 1988).

Die groRe Haufigkeit von unspezifischen Entziindungserscheinungen wurde zu geringeren und
sehr schwankenden Prozentsatzen auch in anderen Studien berichtet.

Da vor allem der Intestinaltrakt und das Speichergewebe betroffen sind, kann vermutet werden,
dal die auslosenden Stimuli Gber die Nahrung aufgenommen werden. Gezielte
bakteriologische Untersuchungen miften klaren, ob hier ein besonders hoher Infektionsdruck
vorliegt, oder durch eine Schwachung des Immunsystems der Muscheln, die Passage von
Erregern erleichtert sein konnte. Da besonders auch an hafennahen Standorten diese
Entzindungserscheinungen zu finden sind, sollte neben der bakteriologischen Abklarung eine
Erfassung der Schadstoffbelastung erfolgen (WATERMANN et al. 1996).

Soweit parallel zu den Entziindungsprozessen ein Parasitenbefall mit Trematodenlarven oder
mit Mytilicola vorlag, ist von einer allgemeinen Schwéchung der Tiere auszugehen, die
sekundér Infektionen erleichtert.

Besonderes Augenmerk verdient offensichtlich auch die auffallige Pigmentierung der
infiltrierten oder in Granulozytomen agglutinierten Hamozyten. Es ist bekannt, dal Hdmozyten
von Miesmuscheln Phenoloxidase enthalten (COLES & PIPE, 1994; CARBALLAL et al. 1997),
uber ihre Funktion ist aber bisher wenig bekannt. Phenoloxidase ist ein Enzym, das zum
Prophenoloxidase System der Arthropoden gehort und bei dieser Gruppe eine Rolle in der
unspezifischen Immunabwehr spielt (JOHANSSON & SODERHALL, 1992). Wieweit dieses auch
fir die Miesmuschel zutrifft, muRte abgeklart werden. Dieses ist auch insofern von Interesse,
da in der Mukosa eingewanderte Hamozyten und sehr haufig Hamozyten in Granulozytomen,
intensive gelblich-braune Pigmentierung zeigen. Dieses ist moglicherweise auf eine
Phagozytose von melaninhaltigen Zellen, wie den Mukosaepithelzellen zuriickzufiihren, im
Speichergewebe aber unwahrscheinlich. Da die gelbliche Pigmentierung von Hamozyten an

schadstoffexponierten Standorten haufiger gefunden wird, kamen auch sogenannte



181

Speicherpigmente, wie sie bei Schwermetallaufnahme gefunden werden, in Frage
(LIVINGSTONE & PIPE, 1992). Auch dies mufte histochemisch abgeklart werden.

Die beobachteten Nekrosen in der Mitteldarmdrise kénnen bisher nicht zugeordnet werden.
Sie werden haufig als autophagische Prozesse im Rahmen von parasitdren Erkrankungen und
Stress angesehen (BAYNE et al. 1976). Das charakteristische Bild besteht tatséchlich hier in
einer Autolyse ohne begleitende Entzindungsreaktionen. Doch geben Untersuchungen der
Effekte von Algenbliten AnlaR, diesen Aspekt ndher zu beleuchten, da ahnliche Phdnomene an
der Ostkiste der USA mit der Einwirkung von Algentoxinen in Verbindung gebracht wurden

(LANDSBERG & SHUMWAY, 1998).
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Abb. 1: Im Zentrum ein prokaryotischer EinschluBkorper in der Peripherie eines Tubulus in
der Mitteldarmdrise. x 160.
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Abb. 2: Symbiontische  Ciliaten  (Phyllopharyngea) in  einem  Tubulus  der
Mitteldarmdruse. x 160

Abb. 3: Zwei Nematodenlarven in der Mukosa des Darms. x 160
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Abb. 4: Zahlreiche Nester von hyalinen Hamozyten in der Darmmukosa mit

maoglicherweise parasitdrem EinschluRkorper. x 160

Abb. 5: Aggregation von hyalinen Hamozyten im Epithel eines Tubulus der
Mitteldarmdrise, sowie in der Peripherie. x 160
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Abb. 6: Granulozytom mit gelblich bis brauner Pigmentierung des

Hémozytenzytoplasmas. x 160

Abb. 7: Ausschnitt aus einem Granulozytom mit hyalinen H&mozyten, einige in
Phagozytose. x 400



Abb. 8: Oberer Bildteil, Nekrose und Dilatation von Tubuli in der Mitteldarmdrise. x 65
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Tabelle 1: Krankheiten unbekannter oder multipler Genese in Miesmuscheln vor der

ostfriesischen Kiste zwischen 1995 und 1997

1994 1995 1996 1997
Diffuse 0 Eno 0 om0
HZ- Infiltr. 20 - 100 % 10 - 50 % 20 % 10-25%
Mukosa 0 0 0 0
HZ- Infiltr. 80 % 40 % 35% 50 %
Mukosa
Atrophie u. 11 %
Nekrose
MDD Nekrose |12 -100 % 20 % 15 % 10-17%
Kiemenpathol. | 12 % 5% 10 %
Byssus _Eno 0
Atrophien 12 -50 % 15 %
Granulo- 60 % 6 % 45 % 1033 %
Zytome
Auflésungen
des Speicher- 35 10 %
Gewebes
Granulome 10 %
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Tabelle 2: Parasiten und Symbionten in Miesmuscheln vor der ostfriesischen Kiste zwischen
1994 und 1997

1994 1995 1997
Trematoden
Himasthla elongata 10-50 % 80 % 55-92 %
Renicola roscovita
Copepoden 0 0 0
Mytilicola intestinalis 10% 50 % > %
Nematoden 0
Larven indet. 11%
Ciliaten 0
Phyllopharyngea 10-20 %
Polychaeten 0
Polydora ciliata 100 %
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About the use of radiological, histological, and enzyme histochemical
procedures to visualise bone resorption at developing and at pathological
altered skeletons of advanced teleosts

Paul Eckhard Witten™ 3, Wolfgang Villwock und Burkard Watermann®

1Zoologisches Institut und Zoologisches Museum der Universitat Hamburg, Martin-Luther-

King Platz 3, 20146 Hamburg

2
LimnoMar, Labor fir limnische, marine Forschung und vergleichende Pathologie, Bei der

Neuen Minze 11, 22145 Hamburg

3
Present address: Universitdt Hamburg, Abteilung Osteopathologie/Zentrum Biomechanik,

Lottestrale 59, 22529 Hamburg (e-mail: witten@uke.uni-hamburg.de)

Summary

The bone of amniota is a living tissue that undergoes continuos remodelling, a process
involving bone resorption by multinucleated giant cells (osteoclasts). Contrasting to this, it has
been reported that advanced teleosts might lack typical multinucleated osteoclasts, even in
cases of pathological skeletal alterations or severe calcium deprivation. Nevertheless, studies
on juvenile cichlids (Oreochromis niloticus) revealed that bone resorption is performed by
"untypical” mononucleated cells, that's identification is hardly achieved by standard
histological methods and thus requires the demonstration of the enzyme tartrate-resistant-acid
phosphatase (TRAP). We propose TRAP staining as a useful tool that's application will reveal
new insights concerning the participation of bone resorbing cells on pathological skeletal

alterations of advanced teleosts.
Zusammenfassung

Der Knochen der Amnioten ist ein lebendiges Gewebe, welches standigem Umbau unterliegt,
ein Prozell der auch Knochenabbau durch vielkernige Zellen (Osteoklasten) einschlie3it. Am
Knochen hoherer Teleosteer werden oftmals keine typischen knochenabbauenden Zellen
gefunden, und zwar auch nicht an pathologisch veranderten Skeletten oder bei Calcium-
mangel. Untersuchungen juveniler Cichliden (Oreochromis niloticus) haben jedoch gezeigt,
dall der Knochen von einkernigen "untypischen” Osteoklasten abgebaut wird, deren Identi-
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fizierung nicht mit histologischen Standardmethoden gelingt, und deshalb den Nachweis des
Enzyms tartrat-resistente-saure-Phosphatase (TRAP) erfordert. Der hier vorgestellte TRAP
Nachweis sollte geeignet sein zusatzliche Erkenntnisse tber den Knochenabbaus zu liefern,

welcher im Rahmen pathologischer Skelettveranderungen bei hdheren Teleosteern auftritt.

Introduction

The bone of birds and mammals is a living tissue that functions twice as an endoskeleton and
as a calcium reservoir (KwIECINSKI et al. 1987; TAYLOR 1985; HurRwITZ 1996; KoL 1990).
Both functions require continous bone remodelling, a process that basically involves three
types of bony cells: osteoblasts (bone forming cells), osteocytes (entrapped inside the
mineralised bone matrix), and osteoclasts (multinucleated bone resorbing cells) ATHANASOU
(1996). Comprehensive information has been gathered by several authors about the latter cell
type (BARON et al. 1993; LEE et al. 1996; STEVENS UND FORGAC 1997). At the sites of bone
resorption, osteoclasts create an acid extracellular environment (by the action of
carboanhydrase and a proton pump) that promotes bone mineral dissolution and maintains the
function of certain enzymes viz., b-glycerophosphatase, cathepepsines and tartrate-resistant
acid phosphatase (TRAP), (ATHANASOU 1996; DRAKE et al. 1996; HOLLIDAY et al. 1997;
EVERTs et al. 1998). Because of the osteoclasts high TRAP activity the enzyme is considered
as a suitable marker for this cell type (MINKIN 1982; VAN DE WIINGAERT UND BURGER 1986;
CONNOR et al. 1995).

The majority of advanced teleost species displays a bony tissue that differs considerably from
the bone of amniota by the lack of osteocytes; acellular- or anosteocytic bone (STARK 1979).
Coincidentally signs of bone resorption and bone remodelling often lack as well. Hence,
acellular bone has been considered as metabolically inactive, and indeed many histological and
physiological studies suggest that the endoskeleton of teleosts is hardly involved into the
animals calcium metabolism (SIMMONS 1971; URASA et al. 1984; TAYLOR 1985; INGLETON et
al. 1995). Although, true multinucleated osteoclasts have been identified by electron
microscopical studies (GLOWACKI et al., 1986; MEUNIER, 1989; SIRE et al., 1990; HUYSSEUNE
UND SIRE, 1992) we knew that bone resorption in advanced teleost is also performed by
inconspicuous mononucleated cells, hardly detectable with histological standard procedures
and hence easily overlooked (WEISS UND WATABE, 1979; SIRE et al., 1990, WITTEN, 1997,
WITTEN UND VILLWOCK 1997). Since many pathological alterations of teleost bone, occurring
in fish for several reasons (bacterial infections, zoonoses, avitamitosis, water pollution,

inbreeding) (BENGSSTON 1985; BUCKE UND WATERMANN 1988; DAaBROWSKI et al. 1990;
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WATERMANN UND KRANZz 1990; WATERMANN UND KRANZ 1992), probably involve bone

resorption (WUNDER 1976) the sensible localisation of sites of bone degradation and bone

resorbing cells appears desirable. Subsequently, we like to give some examples from our

current studies in order to propose following:

» Neither radiological nor routine histological procedures lead to a sufficient detection of
bone resorption and bone resorbing cells in advanced teleosts.

« TRAP staining serves for the identification of bone resorbing cells and sites of bone
resorption at fish skeletons.

» Demonstration of TRAP is considered as a useful tool to study osteoclasts and bone
degradation at pathological altered fish skeletons.

Material and Methods

Selection of material: Marine species (Gadus morhua and Limanda limanda) were collected
during cruises of the German research vessel Anton Dohrn in September 1979 and February
1981. Bony elements studied were the (a) the whole skeleton (radiographs), and (b) the
vertebral column (H.E-stain). The fresh water species Oreochromis niloticus was collected
from the Suguta river (Kenya). Bony elements studied were the (a) the whole skeleton
(radiographs), and (b) the dentary, the opercular bones, and the vertebral column (H.E.-stain,
TRAP-stain).

X-ray studies: All specimens were subjected to a 30 sec lasting radiation at 20 kV in 70 cm
distance from the X-ray emitter.

Histology: For haematoxylin-eosin (H.E.) staining, bones were fixed for 15 min in 10 %
formaldehyde in 50 mmol TRIS buffer, pH 7.2, decalcified, and embedded in paraplast. For
transmission electron microscopy bones were fixed for 12 h at 4 °C in TRIS buffer (50 mmol,
pH 7.2) containing 6.58 g saccharose/l and 5 % glutaraldehyde. Tissues were postfixed with
osmium tetroxyde and embedded in Epon epoxide medium. Semithin sections (1 um) were
stained with toluidine blue (pH 12).

Enzyme histochemistry: Demonstration of TRAP was carried out after formol fixation,
EDTA demineralisation and glycol-methacrylate embedment of bones, using naphthol AS-TR
phosphate (N-AS-TR-P) as substrate and hexazotised pararosaniline (PRS) as azo-coupling dye
following the protocols of WITTEN (1995), WITTEN (1997), AND WITTEN UND VILLWOCK

(1997). Control procedures consisted of: (a) heating at 90°C for 10 min, (b) incubation without
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substrate, (c) incubation without tartrate, (d) addition of NaF (10 mmol/l), and (e) staining of
undecalcified sections for alkaline phosphatase (GRUBER ET AL. 1988, WITTEN 1997).

Results and Discussion

X-ray pictures of the cod (G. morhua) provide information about bone resorption occurring at
the vertebral column in cases of severe skeletal deformations v.i.z. synostosis, spondylosis,
compression of vertebrae (Fig. 1, 2). Contrasting to this, an X-ray pictures of the dab (L.
limanda) displays severe lordotic and scyphotic alterations but reveals little information wether
or not bone resorption takes place (Fig. 3, 4). However, the spinal curvatures presumably
involve bone remodelling and hence bone resorption. Another example is the radiograph of the
backbone of a growing cichlid, O. niloticus (Fig. 5, 6). We know from histochemical studies
(see below) that bone resorption takes place at the neural arches, as part of the skeletal
development, (WITTEN UND VILLWOCK 1997) but this process is naturally not visible.

Unlike mammalian bone (Fig 7) H.E. stained sections of acellular fish bone (freshwater and
marine species) display hardly any signs of bone remodelling (Fig. 8, 9). Nevertheless, Moos
(1962) has already proposed that (a) there must be some kind of bone resorption (Moss 1961))
but that (b) the cells are probably different from mammalian osteoclasts (Moss 1962). Keeping
this in mind and considering the failure of histological standard procedures to reveal
osteoclasts at those sites of the skeleton were bone resorption is performed during growth (see
below), it is obvious that additional methods are required to identify bone resorbing cells of
advanced teleosts. Transmission electron microscopy (TEM) is an appropriate method,
revealing the existence of multinucleated teleostean osteoclasts (GLOWACKI et al. 1986;
MEUNIER 1989; SIRE et al. 1990; HUYSSEUNE UND SIRE 1992). Moreover, TEM have also led to
identification of fish osteoclasts that lack some features of typical mammalian cells such as
multinuclearity or a ruffled boarder (WEIs UND WATABE 1979). However, TEM studies are
laborious, protracted and hence of limited use for routine diagnostics.

In the cichlid O. niloticus, the demonstration of TRAP revealed the occurrence of osteoclasts at
growing bones, although whether radiographs nor standard histological procedures indicated
the cells existence (WITTEN 1997). Osteoclasts appeared at the endosteal bone surfaces of the
dentary (sites of tooth eruption, Fig. 10, 11), the opercular bones (sites of bone marrow
enlargement, Fig. 12) and the neural arches (enlargement of the neural tube, Fig. 13) (WITTEN
UND VILLWOCK 1997). The cells differed from typical mammalian osteoclasts since they were

flat and mononucleated, and therefore insufficiently detectable with histological standard
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procedures. Moreover, TEM studies suggest that TRAP positive cell aggregations that
resemble multinucleated mammalian osteoclasts are not multinucleated but are composed of
single cells (Fig. 14) (WITTEN et al. 1997). The assumption, that the osteoclasts of O. niloticus
are TRAP-positive is confirmed by the cells pattern of appearance and disappearance,
matching exactly the demands of bone growth (WITTEN 1995, WITTEN UND VILLWOCK 1997).
These findings are backed by studies of TAKAGI & KANOKO (1995) who demonstrated that
TRAP positive osteoclasts arise in rainbow trouts (Onkorhynchus mykiss) as an answer to the
implantation of bone particles. Findings that bone resorption at scales of the Atlantic salmon
(Salmo salar) goes along with the rise of TRAP-activity (PERSSON et al. 1995; PERSON et al.
1988) also support the latter observations.

Taken together, TRAP staining is as a useful tool to identify osteoclasts and sites of bone
resorption in teleosts, since the applicability of the method has been revealed for different
species. Furthermore TRAP staining is a alternative to laborious TEM studies. The future
application of the procedure will reveal new data concerning the participation of bone

resorbing cells on pathological skeletal alterations of advanced teleosts.
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Figures

Fig. 1. Caudal vertebral column of G. morhua, displaying severe synostosis, respectively

spondylosis. The contribution of bone resorption to these deformations is obvious. x1.
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Fig. 2. Vertebral column of G. morhua, displaying severe synostosis, respectively
spondylosis. The contribution of bone resorption to these deformations is obvious. x1.

Fig. 3. X-ray picture of the caudal vertebral column of L. limanda, displaying a severe
lordotic and skyphotic deformation. The supposed occurrence of bone resorption is
not detectable, x1.5.

Fig. 4. Complete vertebral column of L. limanda, depicted in figure 3. x1.
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Fig. 5. X-ray picture of a juvenile O. niloticus. x2.

Fig. 6. X-ray picture of the regular developing backbone of O. niloticus, close up of figure 5.
x8.
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Fig. 7. Growing mammalian bone (phalange) displays many osteocytes inside the mineralised
bone matrix (grey). Non-mineralised osteoid appears dark (arrowhead). Azan stain,
x250.
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Fig. 8. Bony tissue of O. niloticus. The acellular bone displays no signs of bone remodelling,
bone resorption or bone resorbing cells. H.E.-stain, x160.

Fig. 9. Bony tissue of L. limanda. Similar to the bone of O. niloticus the acellular bone
displays no signs of bone remodelling, bone resorption or bone resorbing cells. H.E.-
stain, x160.

Fig. 10. Dentary, O. niloticus. Single TRAP active bone resorbing cells (the red staining
appears black at the picture) located at the endosteal bone surface surrounding a tooth
anlage (arrowheads). Demonstration of TRAP with PRS and N-AS-TR-P, counterstain

haematoxylin, x160.
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Fig. 11. Dentary, O. niloticus. Single TRAP-active osteoclasts and aggregated cells (the red

staining appears black at the picture). Apart from the bone surface, a single
preosteoclast-like cell is visible (arrowhead). Demonstration of TRAP with PRS

and N-AS-TR-P, counterstain haematoxylin, x750.
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Fig. 12. Opercular bone excavation of O. niloticus. TRAP (arrowhead) is intracellularly
located in distinct granules (the red staining appears black at the picture).
Demonstration of TRAP with PRS and N-AS-TR-P, counterstain haematoxylin, x600.
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Fig.13. O. niloticus. TRAP activity indicating bone resorption is visible at the inner bone
surface of a neural arch (arrowheads). Demonstration of TRAP with PRS and N-AS-
TR-P, counterstain haematoxylin, 160x.

Fig.14. O. niloticus. Cell aggregation at the endosteal bone surface. The cell boarders are
marked up by arrows. Multinucleated cells were not registrated. TEM, uranyl acetate
and lead citrate contrasting, x15000.
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Durchflusszytometrische Analyse der Aktivierbarkeit von Leukozyten aus
Karpfen (Cyprinus carpio L.) in Primarkulturen
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Hochschule Hannover, Postfach 711180, D-30545 Hannover

Abstract

For the determination of leukocyte activation in stimulated cell cultures, often proliferation rates
are analysed. With the radiometric measurement of the incorporation of 3H-thymidine into
proliferating cells in vitro, the amount of DNA-synthesis is determined (Henkes et al. 1993).
During blastogenesis, human, ovine and bovine lymphoid cells undergo an enlargement in size
and complexity wich can be analysed flow cytometrically (Shu et al. 1978; Begara et al. 1995;
Hendricks 1997). Furthermore flow cytometrically absolute cell numbers of blastoid and viable
cells can be aquired with the standard cell dilution method (Pechhold et al. 1994).

In this study, we wanted to investigate the proliferation of carp peripheral blood leukocytes
(PBL) in primary cell cultures stimulated with mitogens. Thereby the flow cytometric analysis
of blastoid cells and the radiometric measurement of 3H-thymidine incorporation was compared.
PBL from carp were seperated from erythrocytes by density gradient centrifugation and cultured
in micro titer plates. The PBL were stimulated with the mitogens PWM, LAG or Con A. Parallel
assays, identically prepared, were analysed flow cytometrically and radiometrically.

In mitogen stimulated cultures a population of large cells (Fig. 1 b), putative blastoid cells
occured. The numbers of blastoid cells determined by means of flow cytometer correlated
significantly with the radiometric data of DNA-synthesis (r = 0.9; P < 0.001; n = 145; Fig. 3).
These results indicate, that the flow cytometric analysis of absolute numbers of blastoid cells is
an appropriate method for the analysis of carp PBL proliferation in primary cell cultures.
Futhermore valuable data about the viability and morphology of the cultured cells are available

from the same measurement.

Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde die Teilungsaktivitat von Blutleukozyten (PBL) aus Karpfen

in mitogenstimulierten Primérkulturen untersucht. Dabei sollte Uberprift werden, ob
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durchflusszytometrisch Daten gewonnen werden kénnen, die mit der radiometrischen Messung
von 3H-Thymidineinbauraten vergleichbar sind.

PBL aus dem Blut von Karpfen wurden durch Zentrifugation auf einem Dichtegradienten von
den Erythrozyten abgetrennt. Die PBL wurden In Mikrotiterplatten inkubiert. Zur Stimulation
der PBL wurden den Kulturen PWM, LAG oder Con A 10 zugesetzt. Durchflusszytometrisch
wurde die absolute Anzahl der Testzellen pro Ansatz bestimmt. In Parallelansitzen wurden
radiometrisch 3H-Thymidineinbauraten gemessen.

Mitogenstimulierte PBL Kulturen zeigten durchflusszytometrisch eine Population groRRer Zellen
und radiometrisch erhdte DNA-Syntheseraten. Die Zahlen grofRer Zellen lieBen sich mit den
radiometrisch gemessenen DNA-Syntheseraten signifikant korrelieren (r=10,9; P <0,001,;
n = 145). Dies deutet darauf hin, dal die Population grof3er Zellen blastoide Lymphozyten
reprasentiert. Dadurch wird es mdglich, die Teilungsaktivitat lymphoider Zellen aus dem Blut
von Karpfen in Primarkulturen durchflusszytometrisch zu analysieren. In demselben
Messvorgang konnen zusétzlich wertvolle Kenntnisse tiber die Entwicklung von Vitalitat und
Morphologie der kultivierten Zellen gewonnen werden.

Einleitung

Als Mall fir die Aktivierbarkeit von in vitro stimulierten Leukozyten wird deren

Teilungsaktivitat ermittelt. Diese l463t sich durch radiometrische Messung der Zerfallsraten von
mit Tritium markiertem Thymidin (3H-Thymidin), das wahrend der DNA-Synthese in die Zellen

eingebaut wurde, quantifizieren (Henkes et al. 1993). Mit dieser Methode werden ausschliellich
DNA-Syntheseraten bestimmt. Weiterhin ist die Handhabung radioaktiver Substanzen
problematisch.

Durchflusszytometrisch kdnnen teilungsbereite humane, ovine oder bovine Leukozyten anhand
ihrer GroRen- und Komplexitatszunahme von ruhenden Zellen unterschieden werden (Shu et al.
1978; Begara et al. 1995; Hendricks 1997). In einem Messvorgang lassen sich dartiber hinaus
absolute Zahlen vitaler und teilungsbereiter Zellen pro KulturgefaR ermitteln, wenn den Proben
eine bestimmte Anzahl Referenzzellen zugegeben wird (Pechhold et al. 1994). In dieser Studie
wurde untersucht, ob durchflusszytometrisch Daten zur Teilungsaktivitdt von Blutleukozyten
(PBL) aus Karpfen gewonnen werden kdnnen, die mit radiometrischen Messungen vergleichbar

sind.



203

Methoden

PBL aus Karpfen wurden durch Zentrifugation auf einem Dichtegradienten (Lymphoprep) von
den Erythrozyten abgetrennt. In Flachbodenmikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen wurden

1x10° PBL pro Vertiefung in 175 pl Medium dber 1 - 7 Tage bei 27°C in

wasserdampfgeséttigter Atmosphéare mit 3 % CO, inkubiert. Als Kulturmedium wurde RPMI

1640 mit 10 % [V/V] Aqua dest. und 1 % [V/V] allogenem Serum verwendet. Zur Stimulation
wurden PBL mit PWM 1 pg/ml, LAG 3 pg/ml oder Con A 10 pg/ml kultiviert (Liewes et al.
1982; Miller & Mc Kinney 1994). Die Kontrollen erhielten Medium ohne Mitogen. Vor den
radiometrischen Messungen wurden die Kulturen 20 h mit *H-Thymidin (20 kBg/Vertiefung)
inkubiert. Angegeben wurden die 3H-Thymidin Zerfalle pro Minute [H3 DPM] des jeweiligen
Ansatzes. ldentische Parallelansatze fur durchflusszytometrische Auswertungen erhielten Uber
20 h ein Mediuméquivalent. Vor der Messung wurde den Proben der Rotfluoreszenzfarbstoff
Propidiumjodid (2 pg/ml) und 40.000 grinfluoreszenzmarkierte Referenzzellen (Ref)
zugegeben. Aus jedem Ansatz wurde GroRe und Komplexitdt sowie die Rot- und
Griunfluoreszenzeigenschaften von 10.000 Messereignissen aufgezeichnet. In der Auswertung
der zytometrischen Daten wurden tote Zellen (propidiumjodid-positiv) und Zellfragmente
(niedrige GroRen- und Komplexitatscharakteristika) ausgeschlossen. Durch Fenster (s. Abb. 1)
wurde die relative Anzahl gemessener Testzellen (rT) und im Komplexitats/Grinfluoreszenz
Punktdiagramm die relative Anzahl mitgemessener Referenzzellen (rRef) ermittelt. Die absolute

Anzahl der Testzellen wurden anhand der Formel rT*Ref/rRef berechnet.

Ergebnisse

Durchflusszytometrische Messungen von PBL, die in Zellkulturen mit Mitogenen stimuliert
worden waren, zeigten neben einer Zellpopulation ruhender Lymphozyten (R1 Abb. 1.) eine
zweite Population grolRer Zellen (R2 Abb. 1. b). Das Wertemuster der Anzahl dieser Zellen
zeigte in den Tendenzen Ubereinstimmung mit den radiometrisch ermittelten DNS-
Syntheseraten (Abb. 2 b, c). Die Anzahl vitaler Zellen nahm in den Kontrollen im Verlauf der
Kultur deutlich ab (Abb. 2 a). In mitogenstimulierten Kulturen stabilisierte sich der

Vitalitatsverlust ab Tag 4. Bis Tag 6 wurden ansteigende Zahlen vitaler Zellen beobachtet.
Parallel zeigten Kulturen mit Mitogen ab Tag 4 deutlich erhohten 3H-Thymidineinbau und eine

erhdhte Anzahl teilungsbereiter Zellen (Abb. 2 b, c). Die durchflusszytometrisch ermittelten
absoluten Zahlen blastoider Zellen von Tag 4 und 5 der Kulturen mit PBL von 9 Karpfen

korrelierten mit den radiometrisch  gemessenen  DNA-Syntheseraten  signifikant
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(r=0,95; P<0,001; n =69, Abb. 3). Daten, die an Tag 2 oder Tag 7 der Kultur ermittelt
wurden, liel3en sich nicht signifikant korrelieren (Daten nicht gezeigt).

Diskussion

Proliferationsraten von PBL aus Karpfen die in Primérkulturen stimuliert werden, lassen sich
anhand durchflusszytometrisch bestimmter absoluter Zahlen teilungsbereiter Zellen analysieren.
Zu fruhen (Tag 2) und spaten (Tag 7) Kulturzeitpunkten sind die durchflulizytometrisch
ermittelten Zahlen blastoider Zellen nicht direkt mit den radiometrisch gemessenen DNS-
Syntheseraten vergleichbar. Dies macht es fiir durchfluzytometrische Proliferationsmessungen
erforderlich in dem jeweiligen Zellkultursystem den Mel3zeitpunkt zu definieren.

In einem Messvorgang konnen dann Proliferationsraten, Vitalitit und morphologische
Veranderungen der Kkultivierten Zellen erfasst werden. In Proliferationsstudien mit PBL aus
Karpfen werden so Informationen verfligbar, die eine detaillierte Beurteilung der Kulturen

ermoglichen, ohne mehrere Messverfahren anwenden zu mussen.

b)

1023
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N

1023

Komplexitéat
Komplexitat

"R1
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s
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1023 u] 1023

Abb. 1: Teilungsaktivitdt von PBL aus Karpfen in Primdrkulturen

a) Mediumkontrolle, b) Mitogenstimulation (LAG 3pg/ml) R1 = ruhende

Lymphozyten, R2 = teilungsbereite Lymphozyten PBL aus Karpfen wurden 5
Tage in Flachbodenmikrotiterplatten in einer Dichte von 1x10° Zellen pro
Vertiefung in RPMI 1640 Medium mit 1 % [V/V] Karpfenserum bei 27 °C in
wasserdampfgesattigter Atmosphére mit 3 % [V/V] CO, mit und ohne Mitogen
inkubiert. Durchflusszytometrisch a3t sich in mitogenstimulierten Ansétzen
neben ruhenden Lymphozyten (R1) eine zweite Zellpopulation teilungsbereiter
Zellen (R2) beobachten. Die relative Anzahl der Messereignisse in R2 wurde zur

Berechnung der absoluten Zahl teilungsbereiter Zellen pro Ansatz bestimmt.
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Abb. 2: Durchflusszytometrische und radiometrische Analyse kultivierter PBL aus
Karpfen
a, b: durchflusszytometrisch ermittelte absolute Zellzahlen
c: radiometrisch gemessene DNA-Syntheseraten
Die Graphik zeigt Mittelwert und Standardabweichung der Doppelansétze von
PBL aus drei Karpfen nach 5 Tagen Kultur. Die Mediumkontrollen wiesen einen
Vitalitatsriickgang von etwa 50 % auf (eingesetzt wurden 1x10° PBL/Ansatz). In
mitogenstimulierten Kulturen wird dies durch Zellteilungsaktivitat nahezu
kompensiert (a). Die Tendenzen unterschiedlich hoher Aktivierbarkeit der PBL
durch das jeweilige Mitogen lassen sich sowohl an den durchflusszytometrischen

als auch an den radiometrischen Daten erkennen (b u.c).
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Abb. 3: Korrelation durchflusszytometrischer und radiometrischer Daten
In paralellen PBL-Kulturen von neun Karpfen wurden nach 4 und 5 Tagen die
Teilungsaktivitaten radiometrisch und durchflusszytometrisch gemessen. Die
signifikante Korrelation der Daten ermdglicht es die Teilungsaktivitat in

Kulturen mit PBL aus Karpfen durchflusszytometrisch zu ermitteln.
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