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Vorwort

Der vorliegende Tagungsband ist eine Zusammenfassung der auf der 8. Tagung der Deut-
schen Sektion der Européischen Gesellschaft der Fischpathologen (EAFP) gehaltenen Vor-
trdge zum Thema Fischkrankheiten. Die vom Land Brandenburg geférderte Veranstaltung
wurde vom Institut fir Binnenfischerei Potsdam-Sacrow organisiert und fand zentral gelegen
in Potsdam statt. Uber 80 Teilnehmer aus Deutschland, Osterreich und den Niederlanden hor-
ten insgesamt 35 Vortrage. Das Programm war unter besonderer Berlicksichtigung der prakti-
schen Belange der Binnenfischerei zusammmengestellt worden und wurde ergénzt durch eine

Exkursion an den Sacrower See.

Die Veranstaltung lieferte eine Fille aktueller Informationen zur Fischerei, zur Fischhaltung
und zu Fischkrankheiten, wobei neuste, grotenteils bisher unvertffentlichte, Forschungser-
gebnisse prasentiert wurden. Damit bestand fur die Teilnehmer aus Wissenschaft und Praxis
die seltene Mdglichkeit aktuelle Erkenntnisse zur Vermeidung, Ubertragung und Therapie
von Fischkrankheiten aus erster Hand zu erfahren. Darlber hinaus spielten die 6kologischen
und 6konomischen Auswirkungen eine erhebliche Rolle. In diesem Zusammenhang waren
insbesondere die Erfahrungen anderer Bundeslédnder bei der Bek&mpfung wirtschaftlich be-
deutender Fischseuchen und Berichte tber Fortschritte in der artgerechten Fischhaltung wert-

voll.

Die Présentationen wurden im vorliegenden Tagungsband aus den Originalmanuskripten der
Autoren zusammengestellt und redaktionell Uberarbeitet. Sie geben einen guten Einblick in
die aktuelle Forschung zur Fischpathologie und zeigen die enge Verflechtung dieser Fach-

richtung mit den Themengebieten Fischhaltung und Umwelt.

Uy Gt

Dr. H. Wedekind' Dr. H.-J. Schlotfeld R. Schabert
EAFP Branch Officer EAFP Président Ministerium fiir Landwirtschaft,
Deutschland Umweltschutz und Raumordnung

des Landes Brandenburg
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Fischgesundheitsdienstliche Situation der Aquakulturbetriebe

im Land Brandenburg

Hans Genselin
Staatliches Veterinar- und Lebensmitteluntersuchungsamt Potsdam
Pappelallee 2, D-14469 Potsdam

Zusammenfassung

Das Bundesland Brandenburg verfiigt Gber eine Gesamtflache von 29.476 km2. Der Anteil
Wasserflache betrdgt 100.140 ha. Diese Wasserflachen werden von 195 Haupt- und Neben-
erwerbsbetrieben der Binnenfischerei bewirtschaftet. 40 Betriebe davon sind Betriebe der
Aquakultur mit der Hauptfischart Karpfen und Regenbogenforelle. Anzeigepflichtige Fisch-
seuchen sind zur Zeit in zwei Betrieben vorhanden. Die Betreuung der Aquakulturbetriebe

erfolgt auf der Grundlage der Fischseuchenverordnung.

Summary

The federal state of Brandenburg has an area of 29,476 km2. Out of this, around 100,140 hec-
tares are covered with natural waters. This waters are managed by 195 fishery companies,
including 40 fishfarms, which are mainly producing Common Carp and Rainbow Trout. At
present, there are two fishfarms infected with fish diseases, which have to be indicated. The

looking after the fishfarms takes place according to the national fish disease legislation.

Das Bundesland Brandenburg verftigt tber eine Gesamtflache von 29.476 kmz2. Davon entfal-

len auf
—  die Landwirtschaft 1.355.000 ha
— die Forstwirtschaft 1.164.000 ha
— Gewaésser 100.140 ha

13



Das Land verfiigt damit ber einen Anteil von 13 % der Gesamtwasserflache der Bundesre-
publik Deutschland.
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Die Gewaésserflache des Landes Brandenburg verteilt sich auf
ca. 2.800 Seen groler 1 ha
ca. 33.000 km FlieRgewasser, einschl. Kanale mit

1.000 km Anteil Bundeswasserstrafien

Hauptflisse sind im Osten die Oder mit 162 km Lauflange im Land und im Westen die Elbe
mit 72 km Lauflange im Land. Diese beiden Fliisse nehmen das meiste Abflusswasser des
Landes auf.

Landesbestimmend sind die Fliisse

Havel mit 343 km Lauflange und 29 Seendurchflissen

Spree mit 320 km Lauflange im Land
Rhin mit 105 km Laufléange

Dahme mit 120 km Lauflange.

Kinstlich angelegte Teiche sind 660 mit einer Gesamtwasserflache von 4.200 ha vorhanden,
die ausschlieBlich fur die Fischzucht genutzt werden.

Dartiber hinaus verfligt das Land noch tber diverse Erdeltcher, alte Tonstiche, Tagebaurest-
I6cher und Solle.

Die Gewasserflache wird zu 80 % durch die Erwerbs- und Angelfischerei bewirtschaftet. Der
Rest sind abgelegene Kleingewésser, Meliorationsgréaben und Gewasser in militarischen Ge-
bieten sowie in Schutzzonen.

Gegenwértig sind im Land 195 Betriebe der Fischerei im Haupt- oder Nebenerwerb ansassig.
Davon entfallen 155 Betriebe auf die Fluss- und Seenfischerei und 40 Betriebe auf die Aqua-
kultur.

Diese Betriebe erzeugten bzw. fischten 1999
1.100 t Speisekarpfen

100 t Satzkarpfen

630t Speiseforellen/Bachsaiblinge

50t Wels und Stor in der Aquakultur

400t Speisefische aus der Fluss- und Seenfischerei

700 t Beifischfang — Entnahme und Entsorgung aus fischereibiologischen

und dkologischen Griinden.
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Die Produktion an Speisefischen reicht derzeit nicht aus, die territoriale Eigenversorgung zu
gewadhrleisten. Es sind bei fast allen Fischarten Importe erforderlich.
Besonders krass zeigt sich dieses bei dem stark ricklaufigen Aalertrag. Konnten 1990 noch
rund 250 t Aal gefangen werden, wurden 1999 trotz intensiver BesatzmaRnahmen nur noch
etwa 140 t Aal gefangen.
Die Betriebe der Aquakultur des Landes verteilen sich auf

18 Betriebe der Forellenzucht und —mast einschlie3lich Bachsaiblinge mit 31

Anlagen bzw. Betriebsteilen
18 Betriebe der Karpfenzucht und —mast mit 34 Anlagen bzw. Betriebsteilen

4 Betriebe mit verschiedenen Profilen und Produktionsrichtungen

Fast alle Betriebe der Aquakultur werden in Abstimmung mit den zustandigen Amtstierérzten
im Rahmen von Betreuungsvertrdgen regelméBig durch den FGD betreut. Mit dieser Form
der Betreuung ist einmal die regelméRige Untersuchung der Betriebe laut Fischseuchenver-
ordnung, zum anderen ist eine kontinuierliche Betreuung und Versorgung bei allen anderen
Krankheitsproblemen gegeben.

Die Fischseuchensituation im Land Brandenburg ist bei den anzeigepflichtigen Fischseuchen,
Infektiose Hamatopoetische Nekrose (IHN) und Virale hdmorrhagische Septikdmie (VHS), in
den letzten Jahren rucklaufig. Derzeitig sind nur noch zwei Betriebe wegen VHS bzw. IHN
amtstierarztlich gesperrt. Ein Betrieb hat seine Sanierungsarbeiten abgeschlossen und mit
dem Neubesatz begonnen. Fir den zweiten Betrieb gestaltet sich die Sanierung sehr kompli-
ziert, da der Oberlauf sehr weitldufig, anglerméiig bewirtschaftet wird und haufig fir den
FGD unkontrollierbare Besatzmalinahmen erfolgen. Erschwerend fir diesen Betrieb kommt
hinzu, dass fur diesen Herbst keine VVakzine gegen VHS zur Verfligung steht. Die Vakzinati-
on gegen den VHS-Virus hatte sich in den zurtickliegenden Jahren sehr erfolgreich ausge-
wirkt.

Die Anerkennung von Forellenbetrieben nach der Richtlinie 91/67 EWG gestaltet sich fur
Brandenburg sehr schwierig, da vordergriindig die Wasserversorgungssysteme fiir die einzel-
nen Betriebe nicht den gestellten Forderungen Rechnung tragen kdnnen. Derzeit wird unter
Federfiihrung des Institutes fur Binnenfischerei Potsdam e. V. ein Wassereinzugsgebiet zur
Anerkennung als seuchenfreies Gebiet vorbereitet.

Seit 1997 werden im Bereich der Forellen- und Bachsaiblingsproduktion wieder IPN-
Virusfunde mit ansteigender Tendenz gefunden. Bislang sind aber Erbritungsanlagen von

klinischen Ausbriichen verschont geblieben.
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SVC-Virusfunde sind stark ricklaufig und in den letzten zwei Jahren nicht mehr nachgewie-
sen worden. Letzte klinische Erkrankungen traten dazu letztmalig 1995 auf. Die bakteriellen
Infektionen und parasitaren Belastungen nehmen den breitesten Umfang der Arbeit des FGD
in Anspruch. Die haufigen Parasiteninvasionen sind hauptséchlich auf die wasser- und fisch-
reichen Oberl&ufe der Anlagen zurtickzufiihren.
An bakteriellen Fischkrankheiten stehen u. a. im Vordergrund

e Aeromonasinfektionen in Form von Darmentziindungen

e Yersinia ruckerii

e Edwardsiella tarda und E. ictaluri bei Welsen

e Renibakterium salmoninarum.

Der relativ groe Umfang der Arbeit des FGD lasst sich nur dank einer intensiven Zusam-
menarbeit mit den Amtstierérzten und den unteren Wasser- und Fischereibehtrden bewaélti-
gen. Darlber hinaus besteht eine sehr gute intensive Zusammenarbeit mit dem Institut fir

Binnenfischerei Potsdam e.V. und den Dienststellen der Wasserschutzpolizei.
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Umwelt- und Ernahrungseinflisse als Wegbereiter fir Fischkrankheiten

K. Schreckenbach und H. Wedekind

Institut fur Binnenfischerei e.V. Potsdam Sacrow
Jagerhof am Sacrower See, D-14476 GroR Glienicke
E-mail: kurt.schreckenbach@ifb-potsdam.de

E-mail: helmut.wedekind@ifb-potsdam.de

Zusammenfassung

Die Lebensvorgange der Fische werden in natlirlichen Gewassern, Teichen und Anlagen der
Agquakultur in besonders starkem Male von Umweltfaktoren beeinflusst. Als wechselwarme
Organismen sind sie vor allem von der Wassertemperatur abhéngig. Aber auch vielfaltige
andere Umwelteinflisse konnen grundlegende Prozesse, wie z. B. die Atmung, die Osmore-
gulation und die Ausscheidung an den Kiemen erheblich beeinflussen. In Abh&ngigkeit von
ihrer Herkunft und Gewdhnung sind die verschiedenen Fischarten in recht unterschiedlicher
Weise in der Lage, sich an wechselnde Umweltbedingungen anzupassen. Dabei bestimmen
ihre genetischen, anatomischen und physiologischen Eigenschaften (Konstitution) sowie ihre
durch die Umwelt und Erndhrung erworbene Verfassung (Kondition) maRgeblich die Reakti-
ons- und Anpassungsfahigkeit. Am Beispiel der besonders gut untersuchten Regenbogenfo-
rellen und Karpfen werden der Einfluss wichtiger Umweltparameter, die physiologischen
Anspriiche der Fische sowie die optimalen, eingeschréankten und kritischen Bereiche darge-
stellt (Tabelle 1).

Summary

Life of fishes in natural waters, ponds and intensive aquaculture is dominantly affected by envi-
ronmental factors. As poikilothermic organisms they are first of all dependant on water temper-
ature. Moreover, further environmental factors are controling basic processes, e.g. respiration,
osmaregulation and excretion at the gills. Depending on their origin and adaptation, different
species have developed several ways to handle fluctuations in environmental conditions. In this

context, their genetic anatomic, and physiological characters (constitution) as well as their ab-
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tained reactivity (condition) are determinants on the capacity to react and to adapt. In this
presentation the influence of different environmental factors is demonstrated at the examples
rainbow trout and common carp, which have been investigated in detail. The effect of optimal,

sub-optimal, and critical values are demonstrated (Table 1).

Temperatur

Die Wassertemperatur beeinflusst die Lebensvorgange der Fische, die Wirkungen anderer
Umweltfaktoren  sowie die  Widerstandsfahigkeit — gegeniiber  Belastungen  und
Krankheitserregern ~ fundamental.  Wahrend sich  Karpfen im  Jahresverlauf an
Wassertemperaturen von ca. 0,5 bis 30°C anpassen kdnnen, besitzen Forellen eine deutlich
geringere Temperaturtoleranz. Ihre optimalen, eingeschrankten und kritischen Temperaturen fur
das Wachstum und die Belastungsfahigkeit sind aus Tabelle 1 ersichtlich. AulRerdem haben
beide Fischarten bestimmte Préferenztemperaturbereiche flr die Gonadenentwicklung, das

Ablaichen sowie die Ei- und Larvenentwicklung, auf die hier nicht ndher eingegangen wird.

Stark erhohte oder erniedrigte Wassertemperaturen bzw. extreme Temperaturwechsel kénnen
bei den Fischen zu Strel3reaktionen, zu Schéadigungen oder sogar zum Tode flihren. Selbst
Fischarten mit einer hohen Temperaturtoleranz vermoégen sich nur bei einer allmé&hlichen
Abkiihlung an niedrige Wassertemperaturen anzupassen. Plotzliche Temperatursenkungen um
mehr als 10°C flhren bei warmadaptierten Fischen (z.B. Karpfen, Koi, Aale aus
Warmwasseranlagen) im Verlaufe von ein bis zwei Wochen zu Kalteschdden mit Haut- und
Darmschadigungen, zu Wassersucht sowie zu symptomlosen Todesfallen (ALBRECHT 1974).
Bei einer Temperatursenkung auf 3 bis 5°C verenden die Fische meist rasch am Kalteschock
infolge einer L&hmung des Atemzentrums. Die Stérungen durch zu schnelle Temperatursenkung
beruhen auf einer unzureichenden Anpassung der Isoenzyme zur Protein-, Glykogen- und
Fettsynthese, die sich nur langsam auf niedrige Wassertemperaturen einstellen kénnen und
zugleich die Temperaturtoleranzgrenzen der Fischarten bestimmen (SCHAPERCLAUS 1990). Um
derartige Schadigungen zu vermeiden, sind bei der Umstellung der Fische von 10 bis 25°C auf
2 bis 4°C Anpassungszeiten von mindestens 23 bis 50 Tagen erforderlich (ALBRECHT 1974,
SCHAPERCLAUS 1990, SCHRECKENBACH et al. 1987) (Abb. 1). Ob die Anpassung nach dieser

Zeit vollig abgeschlossen ist, ist noch unklar.
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An Temperaturerh6hungen konnen sich die meisten Fischarten unter hohem Energieverbrauch
innerhalb von wenigen Stunden bis Tagen anpassen. So erfordert z. B. eine Temperaturerho-
hung von 3°C auf 20°C innerhalb von vier Stunden bei Karpfen einen Verbrauch von ca.
50 % ihres Korperfettes in den folgenden 14 Tagen. Derartige Temperaturwechsel werden
daher nur in grofReren Abstanden toleriert. Sind keine ausreichenden Energiereserven fur die
Temperaturanpassung vorhanden, sterben die Fische am Energiemangelsyndrom (SPANGEN-
BERG und SCHRECKENBACH 1984). Die Temperaturtoleranz wird somit entscheidend von der

Kondition der Fische bestimmt.

Ausgangetempemtur ['C

e

. ; i i i i i 0
1 1 1

S0 45 40 5 30 25 20 15 10 5 0
Anpassungszeit [Tage]

Abb. 1:  Anpassungszeiten bei der Abkiihlung warmadaptierter Fische von 10 bis 25°C
auf 2 bis 4°C (SCHRECKENBACH 1998)

Gasspannungen

Die Gasspannungen der im Wasser geldsten Gase Stickstoff (N2), Sauerstoff (O,), Argon (Ar)
und Kohlendioxid (CO,) unterliegen in den Gewaéssern, Teichen, Anlagen der Aquakultur
erheblichen Schwankungen. Sie werden beim Wasser-Luft-Kontakt an der Oberflache oder
durch spezielle Bellftungseinrichtungen in Abhéngigkeit von der Temperatur, den

Druckverhaltnissen und dem Salzgehalt in das Wasser ein- oder ausgetragen. Auf Grund ihrer
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Volumenanteile in der Luft von 78,084 % (N2); 20,946 % (Oy); 0,934 % (Ar) und 0,032 %
(COy) entstehen flir die einzelnen Gase sehr unterschiedliche Sattigungswerte im Wasser (z. B.
bei 15°C und 760 mm Hg: 16,36 mg/l N2; 10,072 mg/l Oy; 0,6160 mg/l Ar; 0,6304 mg/l CO,)
(CoLT 1984). Sowohl der Gesamtgasdruck (TGP=Total Gas Pressure) als auch der Druck der

einzelnen Gase beeinflussen die Lebensvorgange der Fische.

Der fur die Fische besonders bedeutende Sauerstoffgehalt wird vorrangig durch die Bilanz
zwischen den Eintradgen aus der Luft und der Photosynthese der Wasserpflanzen sowie dem

Verbrauch durch biologische und chemische Oxidation bestimmt.

Der Kohlendioxidgehalt ergibt sich aus der Bilanz zwischen der CO,-Zufuhr durch das Wasser,
die Abbauprozesse organischer Substanz und die Atmung der Fische sowie dem Verbrauch
durch die Photosynthese, den Austrag in die Luft bei technischer Bellftung. Eine wesentliche
Rolle fir den Verbleib des CO, im Wasser spielt die Bindung im Kalk-Kohlenséure-
Gleichgewicht.

Stickstoff und Argon gehdren zu den inerten Gasen, die nicht oder nur in seltenen Féllen an den
biologischen und chemischen Vorgangen im Wasser teilnehmen und von den Fischen nicht
bendtigt werden. Auf Grund des &hnlichen Verhaltens von molekularem Stickstoff und Argon
sowie der geringen Konzentration von Ar gegentiber N, wird der N,-Ar-Gehalt oft zusammen
betrachtet.

Sauerstoff (O,)

Der Sauerstoff (O) kann auf Grund seines im Vergleich zum Stickstoff wesentlich geringeren
Gehaltes in der Luft nur begrenzt im Wasser geldst werden. Selbst bei O,-Séttigung (0°C:
14,602 mg/l; 10°C: 11,277 mg/l; 20°C: 9,077 mg/l; 30°C: 7,539 mg/l bei 760 mm Hg, CoLT
1984) steht den Fischen im Vergleich zu landlebenden Organismen weniger Sauerstoff flr die
Atmung zur Verfligung. Die Anspriiche von Forellen und Karpfen an den Sauerstoffgehalt sind
aus Tabelle 1 ersichtlich. Obwohl sie den vorhandenen Sauerstoff mit einem hohen
Ausnutzungsgrad von 60...80 % (Mensch: 34 %) bis zur aulRersten Grenze nutzen konnen
(ITazawA 1970), ist akuter oder chronischer Sauerstoffmangel eine hdufige Schadigungsursache
bei Fischen, insbesondere den sauerstoffbedirftigen Forellen. Er entsteht hauptsachlich bei

langerem Luftabschluss des Wassers (z.B. Quell- und Leitungswasser), bei unzureichendem
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Wasserdurchstrom bzw. ungeniigender Beliiftung, bei herabgesetzter Photosynthese der
Wasserpflanzen, bei starken mikrobiellen Abbauprozessen von Wasserpflanzen, Laub, Futter-

und Kotresten sowie durch die Atmung der Fische.

Der Sauerstoffbedarf der verschiedenen Fischarten hangt mal3geblich von der Wassertemperatur
sowie der Stoffwechselintensitdt der Fische ab. So betrdgt der temperaturabhangige
Sauerstoffverbrauch von Karpfen und Forellen im Grundstoffwechsel
0,5 bis 100 mg/kg*Stunde wahrend er im Aktivitatsstoffwechsel auf 150 bis 470 mg/kg*Stunde
ansteigt (SCHAPERCLAUS 1990).

Bei Sauerstoffgehalten < 4 mg/l (Karpfen) bzw. < 6 mg/l (Forellen) wird die Sauerstoff-
versorgung der Fische eingeschrankt, weil der Partialdruck des Gases fiir den Ubergang vom
Wasser in das Blut an den Kiemen nicht mehr ausreicht. Wie Untersuchungen zeigen, kénnen z.
B. nlichterne Karpfen ihren Sauerstoffbedarf von 90 mg/l bei 20°C und 45 mg/l bei 10°C bei
einem Partialdruck von > 80 mm Hg vollstdndig decken, ohne dass ihr O,-Verbrauch bei
héherem Sauerstoffangebot im Wasser weiter ansteigt. Bei O,-Spannungen < 80 mm Hg (ca. 4
mg/l) nimmt dagegen der Sauerstoffverbrauch ab, weil der im Wasser geléste Sauerstoff nicht
mehr ausreichend in den Organismus gelangt. Im Aktivitatsstoffwechsel kann das zu einer
Sauerstoffunterversorgung der Fische fiihren, die sie durch eine Erhéhung der Atemfrequenz
und des Atemvolumens ausgleichen. Dabei kommt es zu einer verstarkten Abatmung von
Kohlendioxid (respiratorische Alkalose) und einem erhéhten Energieverbrauch. Da Fische
bereits im Ruhestoffwechsel ca. 50 % ihrer Energie fur die Atmung benétigen (NELLEN 1983),
sind Sauerstoffunterversorgungen in Teichen oder Anlagen hdufige Ursachen flr
Wachstumsdepressionen, eine schlechte Kondition sowie eine erhdhte Anfélligkeit gegentber

Belastungen und Infektionen.

Bei akutem Sauerstoffmangel < 2 mg/l (Karpfen) bzw. < 4 mg/I (Forellen) reagieren die Fische
mit sichtbarer Unruhe, Nahrungsverweigerung, Masseverlusten und Notatmung. Trotz
hervorragender Anpassungsmechanismen an niedrige Sauerstoffgehalte durch Erhohung der
Erythrozytenzahl und des Hamoglobingehaltes, Schwellung der Erythrozyten, pH- und
Elektrolytverschiebungen im Blut sterben die Fische letztlich am Energiemangel (Karpfen < 0,5

mg/l Oy; Forellen < 1,5 mg/l O2; SCHARPERCLAUS 1990).
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Eine Sauerstoffunterversorgung der Fische muss nicht immer durch einen &ul3eren
Sauerstoffmangel verusacht werden, sondern kann auch die Folge von Stérungen der inneren
Atmungsprozesse infolge unphysiologischer Wasserparameter (pH, CO,;, NHz;, HNO,,
Schadstoffe) oder Kiemenschadigungen sein. Uberlagern sich niedrige Sauerstoffgehalte mit
hohen pH-Werten und niedrigen Kohlendioxidkonzentrationen im Wasser, entsteht eine
respiratorische Alkalose mit umfangreichen physiologischen Stérungen, die durch hohe
Sauerstoffkonzentrationen kompensiert wird. Umgekehrt kann die Uberlagerung hoher
Sauerstoff- und Kohlendioxidkonzentrationen bei niedrigen pH-Werten zur respiratorischen
Azidose und Nephrokalzinose fiihren (Abb. 2).

Abb. 2:

Atmungsvorgang sowie Ein-
fluss von Sauerstoff, Koh-
lendioxid und pH-Wert des

Wassers auf respiratorische O: 4 CO:4 pH V] : [02¥ COzv pH 4

= e
s E
e

P —
Frequenz

- 4+
Alkalosen und Azidosen Frequenz

(SCHRECKENBACH 1993)

‘ respiratorische Azidose ‘ ’ respiratorische Alkalose ‘

Diese Zusammenhénge haben insbesondere bei der Forellenproduktion in geschlossenen
Kreislaufanlagen mit Sauerstoffbegasung (ScHLOTFELDT 1980) sowie im CO,-reichen

Quellwasser mit hohem Saurebindungsvermdgen erhebliche Bedeutung (DETTMANN 2000).

Der Ausnutzungsgrad geringer O,-Gehalte wird durch ausreichende CO,-Spannungen im
Kiemenlamellenbereich verbessert. Die so bedingten Wechsel von Alkalosen und Azidosen
verschérfen haufig die Schadwirkungen von Ammoniak bzw. salpetriger Sdure. GréRRere Fische
sind mit den atmungsregulatorischen Vorgangen in der Lage, trotz ungunstiger
Umweltbedingungen  bei  erhdhtem  Energieverbrauch die  Lebensvorgange lange

aufrechtzuerhalten. Die Uber die gesamte Korperoberflache atmende Fischbrut vermag das nicht.

23



Eine Uberschreitung des oberen Grenzbereiches von 35 mg/lI Sauerstoff fir Forellen und
Karpfen (SCHRECKENBACH et al. 1987) verursacht eine CO,-Anreicherung im Blut, was zur
Ausfallung von Kalzium- und Magnesiumsalzen in der Niere (Nephrokalzinose) fiihren kann.
Bei 40...43 mg O/l wird die Uberlebensfahigkeit von Karpfen (5 g) eingeschrankt, bei 68 mg
Oo/1 treten nach 48 Stunden 50 % Verluste auf und bei 72 mg O/l zeigt sich bereits nach 45 min
Apathie. Sauerstoffgehalte von 60...65 mg/l (650...700 % Séttigung) haben meist tédliche
Wirkungen (TAEGE 1984).

Stickstoff (N,)

Auf Grund des hohen Gehaltes von Stickstoff in der Luft kann beim Wasser-Luft-Kontakt in
Abhangigkeit von der Temperatur und dem Druck reichlich Stickstoff geldst werden. Bis zur
Sattigungskonzentration (0°C: 23,04 mg/l; 10°C: 18,14 mg/l; 20°C: 14,88 mg/l; 30°C:
12,58 mg/l bei 760 mm Hg, CoLT 1984) hat das keine Bedeutung fiir Fische. Bei einer
N,-Ubersattigung > 100 %, wie sie z. B. durch das Pumpen von Wasser unter erhohtem Druck,
das Erwdarmen von Wasser, welches vorher mit der Luft im Ldsungsgleichgewicht stand, das
Mischen von Wasser verschiedener Temperaturen oder die biologische Freisetzung von N, aus
Nitraten bei bakterieller Denitrifikation entsteht (KNOSCHE 1985, RUMMLER 1986), bestehen
Gefahren einer Gasblasenkrankheit. Da das Blut der Fische bei erhdhtem Gasdruck mit N
gesattigt ist, kommt es beim Absinken des Druckes im Atemwasser zur blaschenférmigen
Gasausféallung im Organismus (SCHAPERCLAUS 1990). In schweren Fallen treten bei
Gasubersattigungen von > 110 % &ulRerlich sichtbar Blaschen auf der Haut, am Auge und an den
Kiemen auf. Mitunter sind sie nur mikroskopisch in den Blutgefalien der Organe nachweisbar.
Die Ansammlung von Gasblaschen fiihrt hdufig zur ZerreiBung von BlutgeféaRen und
Blutergiissen, zur Erweiterung des Herzens, zur Uberdehnung der Schwimmblase, zur
Hamolyse der Erythrozyten sowie zur Vakuolisierung des Nierentubuliepithels (PAULEY und
NAKATANI 1967). Zahlreiche Untersuchungen dokumentieren das Bild der akuten
Gasblasenkrankheit bei unterschiedlichen Ubersattigungsbedingungen (GoLowiN 1983;
HEGGEBERT 1984; JENSEN et al. 1985; KUHLMANN 1988 u.a.).

Bereits bei geringradigen N,-Uberséttigungen des Wassers > 101 % konnen aber
Druckschwankungen, insbesondere bei Fischbrut, chronische Schédigungen verursachen
(KNOSCHE 1985; BAATH et al. 1989). So fuhren bereits Gesamtgassattigungen zwischen
101...103 % bei der Erbrutung von Forellen zu friiheren Schlupfterminen und bei der weiteren
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Aufzucht zu Augenschédigungen (Katarakte, Tribungen, Exophthalmus). Zwei- und dreijahrige
Forellen stehen infolge einer Uberfiillung und Uberdehnung der Schwimmblase dicht unter der
Wasseroberflache. Bei mikroskopischen Untersuchungen fallen feine Fetttropfchen in den
BlutgefdBen der Kiemen auf. Obwohl die Druckschwankungen bei geringfiligigen
Gasubersattigungen nicht zum Tod der Fische fuhren, provozieren sie eine erhéhte Anfalligkeit
gegeniber Infektionskrankheiten mit nachfolgenden Verlusten.

Uber die Beteiligung der verschiedenen Gase (Sickstoff, Argon, Sauerstoff, Kohlendioxid) an
der Gasblasenkrankheit bestehen unterschiedliche Auffassungen. In Amerika und im westlichen
Europa wird eine Uberschreitung des Gesamtgasdruckes aller im Wasser geldsten Luftgase
(TGP=Total Gas Pressure) fur die Entstehung verantwortlich gemacht. Nach Ansicht anderer
Wissenschaftler (GoLowiIN 1983; KNOSCHE 1985; RUMMLER 1986) ist nur die Ubersattigung
des Wassers mit Stickstoff unabhangig vom Gesamtgasdruck fur das Auftreten der
Gasblasenkrankheit bedeutend. Die letztere Auffassung bestétigen praktische Untersuchungen in
einer Forellenzucht, in der erhebliche Sauerstoffiibersattigungen (ca. 180 %) und Gesamt-
gassattigungen (ca. 120 %) keinen Einfluss auf das Wohlbefinden der Forellen hatten und erst
bei zusétzlichen Stickstofflibersattigungen (ca. 106 %) Verluste auftraten (HorFer 2000). Da
Sauerstoff als biologisch aktives Gas im Fischorganismus verbraucht wird, liegt der Grenzwert
fur O bei 250...300 % des Sattigungswertes der Luft (GoLowiIN 1983). Kohlendioxid wird auf
Grund seines geringen Gehaltes in der Luft bei einer N,- und O,-Ubersattigung des Wassers
ausgetragen, so dass meist ein CO,-Mangel vorliegt. Fir Stickstoff (+Argon) als inertes Gas
werden geringere Grenzwerte von 102..105..120 % des Séttigungswertes der Luft zur
Vermeidung der Gasblasenkrankheit bei verschiedenen Fischarten und -groRen angegeben
(GoLowIN 1983; KNOscHE 1985). Die grofite Sicherheit bietet vollstandig entspanntes Wasser
mit einer Stickstoffsattigung < 100 % (Tabelle 1).

Kohlendioxid (CO,)

Im Kalk-Kohlenséure-Gleichgewicht, das in den meisten Wéssern das Hauptpuffersystem
darstellt, weist die Kohlensaure vier verschiedene Formen auf (CO,, H,CO3,HCO3, CO5%), die
auch unter den Begriffen "freie und gebundene Kohlensdure™ zusammengefasst werden. Die
Wechselbeziehungen zwischen den verschiedenen Kohlensdure-Formen sowie  der
Zusammenhang zum pH-Wert des Wassers werden von BAUER (1991) umfassend dargestellt.

Der Gehalt des Wassers an "freier Kohlensdure” (CO,, H,COj3) beeinflusst unmittelbar die
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Atmungsprozesse und Uber die Wechselbeziehungen zum pH-Wert auch den S&ure/Basen-
Haushalt und die Ammoniakausscheidung der Fische. Die Anspriiche von Forellen und Karpfen

an den Kohlendioxid-Gehalt des Wassers sind aus Tabelle 1 ersichtlich.

Bei einer Uberschreitung der CO,/HCO;-Grenzbereiche im Wasser von 12 mg/l (Forellen) bzw.
20 mg/l (Karpfen) kann es in Abhéngigkeit vom Sauerstoffgehalt, dem pH-Wert, der
Wasserharte (DeureL 1976) sowie der Erndhrung und Belastung der Fische zu einer
respiratorischen Azidose und Hyperkapnie (TAEGE 1984) mit physiologischen Schadigungen
der Fische kommen. Unter giinstigen Bedingungen werden bei ausreichendem Sauerstoffgehalt
auch wesentlich hohere Konzentrationen von 60...80 mg CO,/I (Forellen) und 80...300 mg CO-/I
(Karpfen) ohne sichtbare Schadigungen ertragen (KNOSCHE und RUMMLER 1988;
SCHAPERCLAUS 1990; ZAHN 1991). Akute Schadigungen durch Uberhéhte CO,-Konzentrationen
auBern sich in Unruhe, Atemnot und Taumeln der Fische (SCHAPERCLAUS 1990). Da hohe
CO,-Gehalte im Wasser die Sauerstoffaufnahmefahigkeit, -affinitdt und -kapazitat des
Organismus  herabsetzen, konnen erhohte  Sauerstoffspannungen (z.B. bei  der
Sauerstoffbegasung in Kreislaufanlagen) CO,-Schédigungen kompensieren (CoLT 1984; ZAHN
1991). Die dabei auftretende respiratorische Azidose und Elektrolytverschiebung kann
allerdings in Abhdangigkeit von der Erndhrung und Belastung insbesondere bei Forellen zur
Ausfallung von Kalzium- oder Magnesiumsalzen in der Niere und damit zur Nephrokalzinose
fuhren (ScHLOTFELDT 1980). Langzeituntersuchungen bei Salmoniden weisen bei erhdhten
CO,-Gehalten (> 12 mg/l) negative Einflisse auf das Wachstum, die Futterverwertung und die
Nephrokalzinose nach. Bei hoheren Wasserhérten (SBV > 4 mval/l) sind derartige Effekte erst
ab > 20 mg/l CO, zu erwarten (DETTMANN 2000). Karpfen sind weniger empfindlich und
erleiden in Abhéngigkeit vom SBV erst > 25 mg/l CO, Stérungen der Atmungsvorgange, wobei

es dabei nicht zur Nephrokalzinose kommt.

Bei einer Unterschreitung des Gehaltes an freier Kohlenséure (CO,/HCO3) von 1 mg/l kann es
zur respiratorischen Alkalose und Hypokapnie bei den Fischen kommen. Zu geringe
CO,-Konzentrationen an den Kiemenlamellen schranken den Ubergang von Sauerstoff aus dem
Wasser in das Blut ein. Das kann bei unzureichendem Sauerstoffangebot zu einer
Unterversorgung mit Sauerstoff, einer eingeschrankten Ammoniakausscheidung sowie
Kiemenschwellungen fiihren. Besonders betroffen wird Fischbrut von den geringen
CO,-Spannungen < 1mg/l bzw. < 0,0 7 kPa, da sie Uber die gesamte Kérperoberflache atmet und

den CO,-Mangel nicht durch die Atmungsregulation an den Kiemen ausgleichen kann (TAEGE
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1984). In harterem Wasser (SBV ca. 4 mval/l) verursacht die Kombination von niedrigen
CO,-Gehalten (ca. 5 mg/l) und geringen O,-Gehalten (5-7 mg/l) selbst bei grofieren Forellen
einen UbermaRigen CO,-Verlust, so dass unter solchen Bedingungen 10 bis 20 mg/l CO,
empfohlen werden (DETTMANN 2000). Der unphysiologische CO,-Entzug aus dem Organismus
(Hypokapnie) fuhrt zur respiratorischen Alkalose, Verringerung der Pufferkapazitdt und
Beeintrachtigung der Sauerstoffversorgung sowie zum forcierten Energieverbrauch und einer
erhdhten Anfélligkeit gegenuber Erkrankungen.

Da ein Kohlendioxidmangel auch mit einer pH-Erh6hung des Wassers verbunden ist, hat er bei
eiweilreicher Erndhrung eine verringerte Ausscheidung von Ammoniak Uber die Kiemen sowie

Kiemenschédigungen zur Folge.

H-Wert

Starke Abweichungen der Wasserstoffionenkonzentration im Wasser vom Neutralbereich fiihren
bei Fischen zu schwerwiegenden Schédigungen, die insbesondere die Kiemen betreffen. Bei pH-
Werten < 5,5 (Karpfen) bzw. < 4,8 (Forellen) kommt es zur Saurekrankheit (Azidose), die einen
griesigen Belag, ein Braunwerden des Epithels und eine Koagulationsnekrose des
Kiemengewebes verursachen (SCHAPERCLAUS 1990).

Eine pH-Wert-Erhéhung > 9,2 (Forellen) bzw. > 10,8 (Karpfen) fihrt zur Laugenkrankheit
(Alkalose), die mit einer starken Schleimbildung bis zur Erschopfung der Schleimzellen, einer
Hypertrophie und Nekrose des Kiemengewebes verbunden ist (SCHAPERCLAUS 1956;
SCHRECKENBACH et al. 1975).

Bereits vor dem Erreichen der kritischen erniedrigten bzw. erhéhten pH-Werte und der
auffalligen Symptome reagieren die Fische sowohl bei der Azidose als auch der Alkalose mit
einer Veranderung des Séaure/Basen-Gleichgewichtes im Blut. Im sauren Bereich kommt es zu
einer leichten Azidose und im alkalischen Bereich zu einer manifesten Alkalose des Blutes.
Dabei wird der Tendenz zur Azidose durch vermehrte Abgabe von CO, (respiratorische
Regelung) und der Tendenz zur Alkalose durch vermehrte Ausscheidung von Bikarbonat
(metabolische Regelung) entgegengewirkt (TAEGE 1984).

Dariiberhinaus haben die erniedrigten bzw. erhohten pH-Werte vielfaltige physiologische
Konsequenzen auf die Enzymfunktionen, den Elektrolyt- und Wasserhaushalt sowie die Aus-
scheidung bzw. das Eindringen von Ammoniak und salpetriger Saure tber die Kiemen. Zwi-
schen den pH-Werten des Wassers und Ammoniakschadigungen bestehen daher enge Wech-

selbeziehungen.
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Unter dem Einfluss hoher pH-Werte 8,5 bis 11, wie sie hdufig bei starker Assimilation von
Wasserpflanzen und Algen in Teichen oder beim CO,-Austrag durch technische Beliiftung
entstehen, kann die Ammoniakausscheidung der Fische, die zu > 90 % uber die Kiemen
erfolgt, derart eingeschrankt werden, dass es zur Ammoniakselbstvergiftung
(NHs-Autointoxikation) kommt (SCHRECKENBACH et al. 1975). Die Selbstvergiftung durch hohe
pH-Werte hangt maRgeblich von den Energiereserven und der Ernahrung der Fische ab
(SPANGENBERG und SCHRECKENBACH 1984). Sie nimmt bei einem hohen EiweiRRangebot infolge
der forcierten NH3z-Ausscheidung an den Kiemen zu. Ein ausgewogenes Energie/Protein-
Verhéltnis der Nahrung beugt dagegen der Selbstvergiftung bei hohen pH-Werten vor
(SCHRECKENBACH 1994). Die Schadigungen der pH-abhéngigen NHs-Selbstvergiftung
entsprechen den Symptomen der Ammoniakvergiftung von auen (vgl. Abschnitt Ammoniak).

Stickstoffverbindungen

Von den im Prozess der mikrobiellen Ammonifikation, Nitrifikation und Denitrifikation in
naturlichen Gewassern, Teichen sowie Anlagen der Aquakultur und Aquaristik entstehenden
oder von aulen eingetragenen Stickstoffverbindungen koénnen Fische insbesondere durch
Ammoniak (NH3) und salpetrige Séure (HNO,) geschadigt werden. Die Bedeutung von Amiden
bzw. Aminen, die kurzzeitig im Wasser auftreten, ist fir Fische noch nicht ausreichend
abgeklart. In Untersuchungen flihrten aber erst sehr hohe Konzentrationen (FERRARO et. al.
1977), wie sie im Wasser meist nicht auftreten, zu Schadigungen. Nitrate (NOs) sind von
untergeordneter Bedeutung und werden von den meisten Fischarten in hohen Konzentrationen
toleriert. In geschlossenen Kreislaufanlagen haben selbst Konzentrationen bis zu 1500 mg NO3/I
bei Karpfen keine negativen Folgen (KNOsCHE und RUMMLER 1988, WEDEKIND 1994). Bei
anderen Fischen sollten dagegen 100 bis 200 mg NOs/I nicht Gberschritten werden. Allgemein
werden 50 mg NOs/l als Sicherheitsgrenzwert empfohlen. Der bei der mikrobiellen
Nitratreduktion bzw. Denitrifikation entstehende molekulare Stickstoff (N;) entweicht in die
Luft.

Ammoniak

Ammoniak (NH3) liegt im Wasser in einem vom pH-Wert, der Temperatur, der Wasserharte,
dem Salzgehalt sowie dem hydrostatischen Druck abhangigen Dissoziationsgleichgewicht mit
dem Ammonium (NH;") vor (WUHRMANN und WOKER 1949; TRUSSEL 1972; WHITHFIELD
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1974; EMERSON et. al. 1975). Es verhalt sich im Wasser wie ein geltstes Gas. Auf Grund seiner
auBerordentlich hohen Loslichkeit und des guten Durchdringungsvermdgens kann Ammoniak
Uber die Kiemen in den Fischorganismus eindringen. AuBerdem wird diese Stickstoffverbindung
von allen Fischarten, die Ammoniak als Stoffwechselendprodukt des Eiweilistoffwechsels tiber
die Kiemen ausscheiden, in das Wasser abgegeben. Die Ausscheidung an den Kiemen ist
maligeblich von den Ammoniakkonzentrationen und den pH-Werten des Wassers abhéngig
(SCHRECKENBACH et al. 1975).

Experimentelle Untersuchungen weisen nach, dass sich bei ansteigenden NH3-Gehalten im
Wasser die NHa/NH4 -Konzentration im Blut der Fische erhoht (THURSTON et al. 1981;
SPANNHOF et al. 1985). In Abhangigkeit von der Erndhrung und der Gesamtbelastung treten
Schadigungen bei NHa/NH,-Konzentrationen > 0,22 mmol/I im Blut auf (SCHRECKENBACH et
al. 1975, SCHRECKENBACH 1994). Dabei kommt es zu einem Anstieg des Sauerstoffbedarfes,
der Herzfrequenz und des Blutdruckes sowie einer Verringerung des Sauerstoffdruckes im Blut,
umfangreichen Blutschadigungen (KORTING 1965; SCHRECKENBACH und SPANGENBERG 1978)
sowie Storungen des Energiestoffwechsels insbesondere im Gehirn (SMART 1978). Da die
Toxizitdt des Ammoniaks durch verschiedene Einfliisse erheblich verstarkt oder vermindert
wird, werden recht unterschiedliche Grenzwerte angegeben. Wéhrend energetisch ausreichend
versorgte Fische auch hohere NHs-Konzentrationen schadlos tolerieren konnen, tritt in
Energiemangelsituationen sowie bei der Einwirkung anderer Belastungen eine erhohte
Anfalligkeit auf. Unter Berlicksichtigung der hochsten Empfindlichkeiten werden
Sicherheitsgrenzwerte von 0,006 mg NH3/l (angefitterte Forellen) bis 0,01 mg NHa/I (gréRere
Forellen) und 0,02 mg/l fur Karpfen empfohlen (US EPA 1977; SCHRECKENBACH und
SPANGENBERG 1978; 1983; SCHRECKENBACH et al. 1987), die auch bei einer Dauereinwirkung

Schadigungen der Fische ausschlieRen.

Salpetrige Saure

Salpetrige Séure (HNO;) liegt im Wasser in einem vom pH-Wert, der Temperatur, der
Wasserhérte, dem Salzgehalt sowie dem hydrostatischen Druck abh&ngigen Dissoziations-
gleichgewicht mit dem Nitrit (NO,) vor (CoLT und TSCHOBANOGLOUS 1976; WEDEMEYER und
YASUTAKE 1978). Ihr Anteil nimmt im Gegensatz zum Ammoniak bei sinkenden pH-Werten
zu. HNO; gelangt uber die Kiemen in das Blut der Fische, wenn der pH-Wert des Wassers

niedriger als der des Blutes ist und dissoziiert dann im Organismus zu Nitrit. Da HNO, aber
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nicht nur proportional zur Konzentration im Wasser in den Fischorganismus gelangt, wird auch
von einer Aufnahme Uber andere Wege bzw. in Form des dissoziierten NO, ausgegangen
(CALAMARI et al. 1984). So werden im Blut bis zu 70-fach héhere Nitritkonzentrationen als im
Wasser erreicht (MARGIOCCO et al. 1983). Eine Schliisselrolle kommt dabei den Chloridzellen in
den Kiemen zu, die sich gegnuber Nitrit &hnlich verhalten, wie gegentiber Chlorid (LAURENT
und DUNEL 1980; GAINO et al. 1984; JENSEN et al. 1987). Es ist daher wahrscheinlich, dass
sowohl HNO; als auch NO;™ fur Fische toxisch sind (WEDEMEYER und YASUTAKE 1978; RUsSSO
et al. 1981; SCHRECKENBACH und SPANGENBERG 1983). Die Fischtoxizitat beider N- Ver-
bindungen sowie die toxizitatsbeeinflussenden Faktoren werden eingehend von MEINELT et al.
(1997) dargestellt.

Fur die Beurteilung der Schadwirkung von NO,/HNO, fur Fische in den Gewassern, Teichen,
Anlagen und Aquarien hat die Ermittlung des HNO,-Anteils entscheidende Bedeutung. Bei
Einhaltung der Sicherheitsgrenzwerte von 0,0002 mg HNO,/I (Forellen) und 0,0004 mg HNO,/I
(Karpfen) (SCHRECKENBACH und SPANGENBERG 1983, SCHRECKENBACH et al. 1987) kann
selbst bei NO,-Konzentrationen bis zu 40 mg/l keine Beeintrachtigung des Gesundheits-
zustandes der Fische festgestellt werden. Die Toxizitat des HNO, héngt auch wesentlich vom
physiologischen Zustand der Fische ab. So erweisen sich Karpfen bei hohen
Wassertemperaturen vor der Uberwinterung als wesentlich empfindlicher gegeniiber HNO; als
wahrend der Abklhlung. Die HNO,-Toxizitat wird beim Wechsel von Alkalosen und Azidosen
des Blutes verstérkt, wie das z.B. bei Sauerstoffmangel, pH- und Chloridverdnderungen,

Kohlendioxidmangel oder -tiberschuss bzw. Stress auftritt.

Salpetrige Saure und Nitrit verursachen im Organismus der Fische eine Methamoglobindmie,
die den Sauerstofftransport im Blut beeintrachtigt. Normalerweise liegen im Blut von Forellen
und Karpfen etwa 5 % des Gesamthamoglobins als Methdmoglobin vor, das standig
enzymatisch wieder zu Hdmoglobin reduziert wird. Ein Anstieg > 10 % weist auf HNO2/NO, -
Vergiftungen hin, obwohl erst bei Konzentrationen von > 25 % Beeintréchtigungen der Fische
deutlich werden. Dabei kommt es zu Schédigungen der Leberzellen, zur Verringerung der
Energiereserven sowie zur Erhdhung des Laktatgehaltes (JENSEN et al.1987; MENsI et al. 1982).
Schwere Vergiftungen duBern sich in Blutzellschadigungen, einer Schwellung sowie Violett-
bzw. Braunfarbung der Kiemen (SCHRECKENBACH und SPANGENBERG 1983, MEINELT et al.
1997).
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Bei ausreichender Sauerstoffversorgung, hohem Ascorbinsdureangebot im Futter sowie
Methylenblau bzw. Cloridkonzentrationen (NaCl, CaCl,) bis zu einem CI/NO,-N-Verhéltnis
von 1:8 (Karpfen) bis 1:17 (Forellen) im Wasser wird die HNO,/NO," Toxizitat weitestgehend

gehemmt (CALAMARI et al. 1984).

Kondition und Ernghrung

Die Anpassungsfahigkeit der Fische an ungunstige oder wechselnde Umweltbedingungen hangt
maRgeblich von ihrer im Verlaufe des Lebens durch die Umwelt, Erndhrung und Gewdhnung
erworbenen Kondition ab. Verfligen Fische ber eine hohe Kondition, gelingt es ihnen auch
unter unginstigen  Umweltbedingungen  alle  lebenswichtigen  Funktionen lange
aufrechtzuerhalten. Untersuchungen an verschiedenen Fischarten zeigen, dass die Kondition
entscheidend von ihren Energiereserven in der Gesamtkdrpersubstanz (Fett: 1 bis 18 %, Eiweil3:
14 bis 18 %; Glykogen u.a.: 0,2 bis 2 %) abhangig ist (SCHRECKENBACH et al. 2001). Dabei sind
insbesondere die stark schwankenden Fettgehalte und ihre Fettsdurenzusammensetzung von
erheblicher Bedeutung fir die Aufrechterhaltung des Energiestoffwechsels.

Bei einer hohen Kondition gelingt es den Fischen mit Gesamtkdrperenergiegehalten 7 MJ/kg
Fischmasse vielféltige Belastungen energetisch gut zu kompensieren, ohne dass es zu Scha-
digungen und Erkrankungen kommt. Karpfen verbrauchen unter verschiedenen Umweltbelas-

tungen z.B. 10 bis 60 % ihrer Energiereserven (SCHRECKENBACH und SPANGENBERG 1987).

Eine unzureichende Kondition mit geringen Energie- und Fettreserven der Fische < 4 MJ/kg
fiihrt dagegen in Belastungssituationen haufig zum Energiemangelsyndrom. Konnen Karpfen
und Forellen im ersten Aufzuchtjahr bis zum Herbst nur weniger als 5 % Gesamtfett bzw. nur
unzureichende Mengen essentieller hochungesattigter Fettsduren anreichern, besteht
insbesondere nach ihrer Uberwinterung und Wiedererwarmung eine erhohte Anfalligkeit
gegenuber allen Belastungen (SCHRECKENBACH 1993, SCHRECKENBACH et al. 1997). Das dabei
auftretende Energiemangelsyndrom &uRert sich hdufig in der Drehersymptomatik, bei der die

Fische ohne auffallige Schadigungen schockartig umherschwimmen.

Die Gewahrleistung der physiologischen Anspriiche sowie die angemessene Erndhrung der

Fische bildet eine wesentliche Grundlage bei der VVorbeugung von Fischkrankheiten.
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Tabelle 1:

Physiologische Anspriiche von Forellen und Karpfen an wichtige Umweltparameter (SCHRECKENBACH et al. 1987, 2000)

Umweltparameter ME kritischer unterer eingeschrankter optimaler eingeschrankter kritischer
Bereich unterer Bereich Bereich oberer Bereich oberer Bereich

Forellen
Temperatur °C bis 0,1 8..11 12...16 17...18 bis 25
Sauerstoff (Oy) mg/I bis 4,0 6,0...6,9 7,0...30 31...35 bis 40
pH-Wert bis 5,0 55..6,4 6,5...8,0 8,1..8,8 bis 9,0
Kohlendioxid (CO,) mg/| bis 0,5 1.4 5..10 " 11...19 bis 20 ¢
Stickstoff (N>) % Satt. - - <100 100...103 bis 105
Ammoniak (NHa) mg/| - - <0,01 0,01...0,07 bis 0,1
Salpetrige Saure (HNO,) | mg/I - - <0,0002 0,0002...0,0005 bis 0,002 ¥
Nitrit (NO,) mg/| - - <1,0 1,0...2,0 bis 3,0 ¥
Nitrat (NO3) mg/I - - <200 200...300 bis 400
Karpfen
Temperatur °C bis 0,2 15...22 23...28 29...30 bis 38
Sauerstoff (Oy) mg/l bis 2,0 4,0..49 5,0...30 31...35 bis 40
pH-Wert bis 5,5 6,0...6,9 7,0..8,3 8,4..10 bis 10,5
Kohlendioxid (CO,) mg/l bis 0,5 1..6 7..18 19...20 bis 25 *
Stickstoff (N7) % Sétt. - - <100 100...103 bis 105
Ammoniak (NHa) mg/| - - <0,02 0,02..0,1 bis 0,2 ¥
Salpetrige Saure (HNO,) | mg/I - - <0,0004 0,0004...0,001 bis 0,004 ¥
Nitrit (NOy) mg/I - - <1,0 1,0..3,0 bis 5,0 ¥
Nitrat (NO3) mg/I - - <200 200...300 bis 800

1) =Dbei SBV >4 mval/l 10 bis 20 mg/l CO,

2) = bei hohen SBV und/oder hohen Sauerstoffkonzentrationen werden auch hohere CO,-Gehalte toleriert

3) =abhéngig vom Eiweilgehalt und Energie/Protein-Verhaltnis des Futters
4) = bei CI'/NO,-N —Verhéltnissen > 8 (Karpfen) bis >17 (Forellen) werden auch héhere HNO,- und NO,-Konzentrationen toleriert (NaCl-, CaCl,-Béder)
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Abgrenzung von Programmgebieten und EU-zugelassenen Gebieten

Alternative Denkansatze

Rolf Hamers und Roland Résch
Fischereiforschungsstelle des Landes Baden-Wirttemberg
Mihlesch 13, D-88085 Langenargen

Summary

Lower barriers of approved zones and programme zones regarding to Council Directive
91/67/EEC sometimes collide with the aspired longitudinal connectivity of rivers. Therefore,
in some cases alternatives and additions to barriers for those zones seem to be necessary.
Based on data concerning fish species composition and occurence in a tributary of the river
Rhine and the Rhine itself two additions/alternatives to lower barriers of approved and pro-
gramme zones are suggested: (i): Freshwater fish species, which are susceptible for VHS and
IHN generally move/migrate within their prefered habitat over short distances only (except
anadromic species). It is therefore assumed that major areas of a river, which do not provide a
suitable habitat for such species are not passed by suspectible fish species from areas below.
(i1): Fish populations of dammed and channelized areas of larger rivers are clearly different
from fish populations of tributaries concerning species composition and occurence. A man
made lake above a dam of a river is comparable to a coastal zone according to Annex B II. A.
Coastal zone. It consists of a homogeneous hydrological system and has a precise geograph-
ical delimitation. From the point of view of fishery biology migration of susceptible freshwa-
ter fish species from a tributary through a man made lake area into an adjacent tributary
seems unlikely and is not to be expected. Therefore, a man made lake above a dam of a larger
river may be used as a barrier for an approved continental zone or a programme zone. Espe-

cially a combination of (i) and (ii) may be used as a barrier.
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Zusammenfassung

Abgrenzungen von zugelassenen Gebieten und Programmgebieten nach der EU-Richtlinie
91/67/EWG kollidieren in einigen Bereichen mit der angestrebten generellen Durchgangig-
keit von FlieBgewéssern. Daher scheint es sinnvoll, Gber mogliche Alternativen bzw. Ergan-
zungen zu den bisherigen Abgrenzungen derartiger Gebiete nachzudenken. Auf der Grundla-
ge von Daten (ber die Fischartenzusammensetzung und -h&ufigkeit in einem Nebenfluss des
Rheins, und des Rhein selbst werden zwei alternative / zusatzliche Mdglichkeiten zur Ab-

grenzung von zugelassenen Gebieten und Programmgebieten vorgestellt:

1. Fir VHS und IHN anfallige StRwasserfischarten vollfihren in der Regel nur geringe
Wanderungen innerhalb des Gewassers (Ausnahme: anadrome Wanderfische). Es ist da-
her davon auszugehen, dass groRere Bereiche eines FlieRgewéssers, die aufgrund ihrer
Struktur und Hydrologie keine geeigneten Lebensrdume fir diese Arten darstellen, nicht
durchwandert werden.

2. Aufgestaute Bereiche grolRer FlieBgewasser (Flussstaue) weisen meist betrachtliche Un-
terschiede in der Fischartenzusammensetzung und -hdufigkeit im Vergleich zu ihren Sei-
tengewassern auf. Flussstaue bieten die im Anhang B Il. A. der EU-Richtlinie
91/67/EWG genannten homogen Wasserverhéltnisse und sind geografisch eindeutig ab-
gegrenzt. Aus fischereibiologischer Sicht ist das Wandern anfalliger StiRwasserfischarten
aus einem seitlichen Zufluss uber den Flussstau in den ndchsten Zufluss nicht zu erwar-
ten. Staubereiche grof3er FlieRgewésser konnten somit als Abgrenzung von Programmge-
bieten oder zugelassenen Gebieten fungieren. Dies gilt in besonderem Malie in Kombina-
tion mit fur anféllige Arten ungeeigneten Habitaten im unteren Bereichen der entspre-

chenden Zufliisse.

Hintergrund

Die EU-Richtlinie 91/67/EWG bietet die Moglichkeit, fir bestimmte Wassereinzugsgebiete
SchutzmaBRnahmen beziglich der Einschleppung von VHS und IHN durchzufihren und /
oder diese Gebiete frei von diesen Krankheiten zu bekommen. Fiir die Abgrenzung derartiger
zugelassener Gebiete oder Programmagebiete sieht die Richtlinie 91/67/EWG zur Zeit folgen-

de Méglichkeiten vor:
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e Das Meer, bzw. die Kiste wirkt als Grenze eines Wassereinzugsgebietes. Beispiele hier-
fiir findet man vor allem in Frankreich und Spanien. Es wird davon ausgegangen, dass
entlang der Kiste keine Wanderung von Fischen aus einem nahe gelegenen, nicht zuge-
lassenen Wassereinzugsgebiet in das zugelassene Gebiet stattfindet. Das Einwandern
anadromer Wanderfische wie Lachs oder Meerforelle als anfallige Arten besitzt keine
Relevanz fur die Zulassung eines solchen Gebietes, da in Europa eine Vielzahl von Fluss-
systemen zugelassen sind, in die nachweislich jéhrlich Lachse und Meerforellen aufstei-
gen.

e Fir Gebiete im Binnenland wird ein nattrliches oder kinstliches Hindernis als Abgren-
zung herangezogen. Diese Situation finden wir beispielsweise in Deutschland, Frankreich
oder Italien.

e Unterhalb von Aufstiegshindernissen kann zusatzlich eine Pufferzone eingerichtet wer-
den, in der ein Uberwachungsprogramm durchgefiihrt wird, ohne dass diese Zone den
Status eines zugelassenen Gebietes erhélt. Beispiele fir derartige Abgrenzungen finden
sich in Spanien.

Die Forderung nach einem Aufstiegshindernis im Binnenland als Abgrenzung eines Gebietes

kollidiert mit der angestrebten generellen Durchgéngigkeit der FlieRgewésser. Flr eine Fest-

legung weiterer Programmgebiete oder zugelassener Gebiete besteht daher Bedarf, Uber
alternative bzw. zusatzliche Mdglichkeiten zur Abgrenzung derartiger Gebiete nachzudenken.

Im Folgenden sollen daher einige Denkansatze vorgestellt werden, wie bei einer eventuellen

Anderung der Richtlinie 91/67/EWG alternative, zusatzliche Maglichkeiten der Abgrenzung

von zugelassenen Gebieten oder Programmgebieten im Binnenland geschaffen werden kénn-

ten.

Die Anhange der EU-Richtlinie 91/67/EWG

Die Anforderungen fiir die Zulassung eines Gebietes oder Programmgebietes werden in ver-
schiedenen Anhangen der EU-Richtlinie 91/67/EWG festgehalten. Hierbei sind 3 Textpassa-
gen von besonderem Interesse:

1. InAnhang B.l. A.:

.[- . .] Die Grofle und geographische Lage eines Binnenwassergebiets muss dergestalt sein,
dass Maglichkeiten einer erneuten Verseuchung, z. B. durch wandernde Fische, auf ein Min-

destmaR verringert werden. [. . .]“
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2. InAnhang B. I. B.:

.[. . .] Gebiete, die bekanntermallen frei von Krankheiten gema Anhang A, Spalte 1 der
Liste Il sind, kénnen die Zulassung erhalten, wenn - aufgrund ihrer geographischen Lage
Krankheiten nicht ohne weiteres eingeschleppt werden kénnen [. . .]«

3. InAnhang B. II:

.[- . .] Ein Kistengebiet ist ein geographisch deutlich abgegrenzter Kiisten-, Meereswasser-

oder Mundungsbereich, in dem homogene Wasserverhaltnisse herrschen [. . .]*

Diese Anforderungen haben das Ziel, die Einschleppung von Krankheiten in ein Gebiet auf-
grund dessen geografischer Lage zu verhindern (Punkt 1 und 2). Das Einwandern von Fi-
schen, die mogliche Erreger mit sich tragen, muss auf ein Mindestmal? verringert sein.

Die in Punkt 3 festgehaltenen Anforderungen kénnen auch auf Flussstaue ibertragen werden,
da hier im Vergleich zu dessen Zufliissen ,,homogene Wasserverhéltnisse® vorherrschen und
sie eindeutig geografisch abgegrenzt sind.

Aus unserer Sicht bietet sich somit der Staubereich eines groflen FlieRgewassers als eine

mogliche Alternative zur Abgrenzung von Gebieten an (Abb. 1).

Staubereiche als mdgliche Abgrenzung

Ein derartiger Bereich muss folgende Anforderungen als Abgrenzung fiir ein Gebiet erfullen:
VHS- und IHN-anféllige Arten dirfen weder aus dem Staubereich (®© in Abb. 1) noch aus
einem benachbarten Zufluss (@ in Abb. 1) in das Flusssystem einwandern. Beziglich der
Einschleppung von VHS und IHN liegen hier somit andere Verhaltnisse vor als bei Gebiets-
abgrenzungen durch Aufstiegshindernisse in einem FlieBgewésser. In Bereichen, wo mehrere
Fischzuchten hintereinander an einem Gewaésser liegen, muss der Aufstieg von anfalligen
Arten aus dem Unterlauf des gleichen Gewassers verhindert werden. Bei einem Flussstau als
Abgrenzung hingegen darf keine Wanderung von Fischen aus einem Gewaéssersystem uber

den Flussstau in ein anderes Gewaéssersystem stattfinden.

Beispiel:

Am Beispiel eines Rheinzuflusses wird eine Mdglichkeit vorgestellt, wie ein Staubereich als

Abgrenzung eines Gebietes fungieren konnte.
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Der Schwarzwaldfluss Kinzig mindet in der Ndhe von Kehl in den angestauten Rheinab-
schnitt zwischen den Staustufen Gambsheim und StralRburg. Der Oberlauf der Kinzig sowie
deren Seitengewasser sind der Forellenregion zuzuordnen, es folgen Aschen- bzw. Barbenre-
gion im Unterlauf. In dem seit vielen Jahren gefiihrten und stdndig aktualisierten Fischarten-
kartaster Baden-Wrttembergs sind die Kinzig und ihre Seitengewasser sowie der betreffende
Rheinabschnitt mit Seitengewéssern mit insgesamt 57 Probestellen verzeichnet.

Wertet man diese Daten aus und berlcksichtigt dabei insbesondere das Vorkommen anfélli-
ger Arten, so bietet sich folgendes Bild:

Im Ober- und Mittellauf der Kinzig finden sich erwartungsgeméal besonders héufig anfallige
Arten, wobei es sich hier in erster Linie um Bachforellen handelt. Als anfallige Arten im Be-
reich der Kinzig-Mindung, im Rhein selbst und den jeweiligen Rheinseitengewéssern
hingegen treten in erster Linie Hechte auf, da hier vor allem grofRe Stillwasserbereiche
vorherrschen.

Bei einem Vergleich hinsichtlich des prozentualen Anteils anfélliger Arten an der Gesamtar-
tenzahl werden die Unterschiede zwischen Kinzig und Rheinstau noch deutlicher (Abb. 2).
Im Oberlauf der Kinzig als typische Forellenregion zéhlen 50 % der vorkommenden Fischar-
ten zu den anfalligen Arten. Im Mindungsbereich als Barbenregion sinkt der Anteil auf 22 %,
wéhrend im Rheinstrom einschlieRlich Staubereich nur noch 8 % anfallige Arten sind. In den
Seitengewéssern steigt dieser Anteil zwar wieder etwas an, dies beruht aber in erster Linie

auf dem VVorkommen von Hechten.

,OKkologische“ Abgrenzung

Bei der Betrachtung der 6kologischen Anforderungen anfalliger Arten ergibt sich prinzipiell
eine weitere Mdglichkeit zur Abgrenzung von Programmgebieten und zugelassenen Gebie-
ten. Die folgenden Ausfiihrungen beschrénken sich hierbei auf Arten in Flielgewéssern, da
die ebenfalls anfalligen Arten Felchen und Seesaibling in Mitteleuropa fast ausschlieBlich in
stehenden Gewassern vorkommen.

Radiotelemetrische Untersuchungen sowie Markierungsversuche zeigen, dass anféllige Arten
wie z.B. Bachforelle, Regenbogenforelle, Asche oder Hecht in der Regel nur kleinraumige

Bewegungen innerhalb ihrer Habitate bzw. Gewassers vollziehen (® in Abb. 1). GroRere

Wanderungen von einem Gewassersystem in ein anderes finden auf3er bei anadromen Wan-
derfischen nicht statt. Dies besitzt aber, wie bereits zu Anfang erlautert, keine Relevanz bzgl.

einer Gebietszulassung.
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Die Habitatanspriiche anfalliger SuBwasserfischarten sind verhaltnismaRig hoch. Insbesonde-
re Salmoniden wie Bachforellen aber auch Aschen bendtigen struktur- und sauerstoffreiche
kiihle Gewaésser. Dementsprechend meiden sie Bereiche, die ihnen nicht zusagen. Hierzu zah-
len beispielsweise langsam flieRende oder stehende Gewasserabschnitte mit verhaltnismagig
hohen Wassertemperaturen oder Bereiche mit allgemein fur die einzelnen Arten ungunstigen
Bedingungen. Auch FlieBgewasserabschnitte, die aus Grinden des Hochwasserschutzes auf
viele Kilometer kanalartig ausgebaut sind, geringe FlieRBgeschwindigkeiten aufweisen und
strukturarm sind, werden in der Regel von anfélligen Arten gemieden und nicht durchwan-
dert. Somit wéren prinzipiell gréRere/langere Bereiche von Flielgewassern, in denen fir an-
fallige Arten ungunstige oder schlechte Lebensbedingungen herrschen, als Abgrenzung von
Programmgebieten oder zugelassenen Gebieten denkbar.

Eine fischokologische Streckenbeurteilung der Kinzig flr reophile Fischarten, insbesondere
Salmoniden, zeigte im Unter- und Mittellauf ungeeignete Habitate fiir Salmoniden. In diesen
Bereichen ist die Kinzig kanalartig ausgebaut und es herrschen nur geringe Stromungsge-
schwindigkeiten. Hinzu kommen die fur Salmoniden ungeeigneten hohen Wassertemperatu-
ren im Sommer sowie die in einigen Bereichen noch vorhandene kritische Belastung des

Wassers.

Fazit

Aus fischereibiologischer Sicht sind somit folgende alternative, zusatzliche Abgrenzungs-

maoglichkeiten fir Programmgebiete und zugelassene Gebiete denkbar:

1. Stark begradigte, strukturarme Gewasserabschnitte. Sie werden in der Regel von anfélli-
gen Arten gemieden und nicht durchwandert.

2. Staubereiche grofer Flisse. Hier ist nicht davon auszugehen, dass anfallige Arten von
einem Flusssystem Uber den Flussstau in ein benachbartes System tberwechseln.

Eine Kombination von 1. und 2., also ein strukturarmer, kanalartig ausgebauter Bereich im

Unterlauf und Mundungsbereich des Zuflusses zusammen mit einem Flussstau, ist ebenfalls

denkbar.

Es sei deutlich darauf hinweisen, dass diese Ausfiihrungen und Denkansatze nicht so verstan-

den werden sollen, dass Aufstiegshindernisse zur Abgrenzung von Gebieten nicht mehr

erforderlich sind. Aber in Fallen, bei denen derartige Hindernisse fehlen, die oben geschilder-

42



ten Verhéltnisse jedoch zutreffen, kdnnen diese aus fischereibiologischer Sicht durchaus eine

klare Abgrenzung von Gebieten darstellen.
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Programmgebiet oder
zugelassenes Gebiet

--

Abbildung 1: Staubereich eines groRen Flusses als mogliche Abgrenzung eines Programm-

gebietes oder zugelassenen Gebietes. N&here Erlauterungen im Text.
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Abbildung 2: Prozentualer Anteil an VHS- und IHN-anfélliger Arten im Oberlauf, Unterlauf
und Mindungsbereich der Kinzig sowie im Rheinstrom und den Seitengewas-

sern. Nadhere Erlauterungen im Text.
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Untersuchungen zur Hitzestabilitat verschiedener pathogener

Mikroorganismen der Fische

J. Rapp, H. Krauth, C. Mang, Th. Miller
Staatliches Tierarztliches Untersuchungsamt, Diagnostikzentrum Aulendorf
Postfach 1145, D-88326 Aulendorf

Zusammenfassung

Anlal} der Untersuchung war die Frage nach der Desinfektionswirkung bei Transportfahr-
zeugen, Behéltern und Geréten durch langere Einwirkung hoher Temperaturen in der Ein-
brennkammer einer Autolackierwerkstatte.

Geprift wurden Feldstdmme von Aeromonas salmonicida, Flavobacterium psychro-philum,
zwei Serotypen von Yersinia ruckeri, sowie Referenzstimme von VHSV, IHNV, IPNV und
ein Feldstamm von SVCV bei Temperaturen von 60°C, 75°C und 80°C (nur bei Y. ruckeri).
Diese Organismen wurden in unterschiedlichen Medien, wie Bouillon, Zellkulturmedium,
Agarnéhrboden und luftgetrockneter Objekttrageraus-strich in einem Heissluftschrank diesen
Temperaturen verschiedenen Zeiten ausgesetzt. Yersinia ruckeri bei den bakteriellen Mikro-
organismen, IPNV und SVCV bei den Fischviren erwiesen sich als besonders hitzeresistent,
Yersinia ruckeri und SVCV bei Einwirkung trockener Hitze und IPNV bei feuchter und
trockener Hitze. Die Ubrigen getesteten Mikroorganismen reagierten unterschiedlich, z. Teil
sehr empfindlich auf hohe Temperaturen. Alle getesteten Bakterien und Fischviren, ausge-

nommen IPNV, reagierten empfindlich auf feuchte Hitze.

Summary

We investigated the effectiveness of heat disinfection of fish transport vehicles, containers
and other pieces of equipment in a car varnishing plant. The organisms tested were field iso-
lates of Aeromonas salmonicida, Flavobacterium psychrophilum, two different serotypes of

Yersinia ruckeri as well as reference strains of VHSV, IHNV, IPNV and a field strain of
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SVCV. These organisms were exposed to temperatures of 60°C, 75°C for and 80°C (Yersinia
ruckeri only) for variable periods in a dry heat incubator using different media, such as broth,
cell culture medium, agar plates and air dried smear. IPNV, SVCV and Yersinia ruckeri are
particularly resistant against high temperature, IPNV in connection with humid and dry haet,
SVCV and Y. ruckeri in connection with dry heat only. The other organisms were more heat-
sensitive, some were heat-labile. All bacteria were labil against humid heat, virus too, only

IPNV was clearly more resistant.

Einleitung

Grund der Untersuchung war die Anfrage eines Fischzlchters, ob er eine sichere Desinfekti-
on erwarten kann, wenn er sein Transportfahrzeug, die dazu gehdérenden Behéltnisse und
Geréatschaften aus seinem Fischbetrieb der Hitzeeinwirkung der Einbrennkammer einer Auto-
lackierwerkstétte aussetzt.

In der sog. Einbrennkammer werden frisch lackierte Autos fiir 30-45 Minuten einer trockenen
Hitze von 55-60°C ausgesetzt, um den frisch aufgetragenen Lack korrekt trocknen zu lassen.
Hohere Temperaturen, so die Auskunft des Betreibers einer solchen Werkstatte, wirde dem
Lack schaden, weil das Losungsmittel sich zu schnell verfliichtigt. Das Auto selbst wiirde
vermutlich hohere Temperaturen aushalten. Die genaue Auskunft des Herstellers steht noch
aus. Kritische Punkte sind wahrscheinlich:

- Der mit Kraftstoff geflllte Kunststofftank, weil dieser sich verziehen koénnte.

- Die elektronischen Steuergerate.

Die Idee, sein Auto, die Transportbehéltnisse und Gerétschaften tiber Nacht in einer solchen
Einbrennkammer hohen Temperaturen auszusetzen ist nicht neu, sie wurde in der Vergan-

genheit schon praktiziert.

Material und Methode

Fischpathogene Viren: folgende Virus-Referenzstdmme wurden getestet:
e VHSV-557, Serotyp 1, Insel Riems
e |HNV-108 Kinkelin BFA Tlbingen
e [PNV-370, Virusstamm VR-299, Insel Riems
e SVCV-Stamm dlterer, nicht mehr bekannter Herkunft aber durch Immunfluoreszenz

als solcher bestétigt.
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Diese Stammviren waren am Diagnostikzentrum in Aulendorf bei -80°C eingefroren. Zur
Untersuchung haben wir sie bei Zimmertemperatur aufgetaut und mit PBS-Pufferldsung eine
10 Verdiinnung hergestellt.

Feuchtes Milieu: 2,5 ml dieser Verdinndung wurden jeweils im Hitzeschrank den in der Ta-
belle 1 angegebenen Temperaturen und Zeiten ausgesetzt. Parallel dazu wurden 2,5 ml der
gleichen Verdinnung unbehandelt auf Zellkulturen gebracht, um sicherzustellen, dass der zu
testende Erreger auch infektionstiichtig ist und eine unbeimpfte Zellkultur zur Funktionskon-
trolle und zur Kontrolle einer evt. Kontamination mit anderen Erregern bebritet. Fir alle
Virusarten wurden EPC-Zellkulturen verwendet. Die Uberimpfung fand immer erst dann
statt, wenn ein geschlossener Zellrasen vorhanden war. Bevor das hitzebehandelte Virus auf
Zellkultur gebracht wurde, hat man eine Abkuhlung auf Zimmertemperatur abgewartet und
dann 1ml der Virussuspension auf 10 ml Zellkultur gebracht. Die Zellkultur wurde téglich
kontrolliert. Die Bebritungstemperatur von VHSV, IHNV und IPNV betrug 15°C und die
Bebrutungstemperatur von SVCV 20°C.

Trockenes Milieu: Die Tenazitdt der Viren bei trockener Hitze wurde folgendermassen
gepruft: 100 pl der unverdinnten Virussuspension wurden auf einen sterilen Objekttréager
aufgetragen und in lufttrockenem Zustand der Temperatur im Heissluftschrank ausgesetzt.
Nach Hitzeinwirkung und anschliessender Abkiihlung auf Zimmertemperatur wurde das Pré-
parat mit 1 ml Zellkulturmedium aufgeriihrt und 0,5 ml davon verwendet, um durch Uber-
impfen auf Zellkultur die Uberlebensfahigkeit des Virus zu testen.

Fischpathogene Bakterien: Unsere Bakterien-Referenzstimme haben alle die Konservierung
bei -20°C in der Mikrobank nicht tiberstanden. Wir mussten deshalb auf Feldstdmme zurtick-
greifen. Getestet wurde ein Feldstamm von Aeromonas salmonicida, ein Feldstamm von
Flavobacterium psychrophilum und zwei Serotypen von Feldstdammen des Erregers Yersinia
ruckeri, einer mit Hydrolyse und einer ohne Hydrolyse von Tween 80. Die Variante von
Yersinia ruckeri ohne Hydrolyse von Tween 80 zeigt auf Shotts-Waltman Agar nicht den
sonst typischen triiben Hof um die Kolonien. AulRerdem entwickeln die Kolonien nur eine
gelbliche und nicht die sonst gewohnte griin-blaue Farbung.

Im API-System 20 E wird beim Test dieses Serotyps Hafnia alvei offeriert. Es wird aber auch
auf die Moglichkeit hingewiesen, dass es sich um Yersinia ruckeri handeln kénnte. Im Insti-
tut fur Mikrobiologie und Tierseuchen der Tierdrztlichen Hochschule Hannover hat man uns

diesen Stamm differenziert und als einen Hydrolyse-negativen Yersinia ruckeri-Stamm iden-
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tifiziert. Zur Kultivierung und zur Uberpriifung der Uberlebensfahigkeit wurden fiir die Bak-
terienstimme folgende Néahrbdden und Bebritungstemperaturen angewandt:

e Aeromonas salmonicida auf Furunkulosisagar bei 20°C .

e Flavobacterium psychrophilum auf Anaker / Ordal-Agar bei 18°C.

e Yersinia ruckeri auf Nahrbdden nach Shotts und Waltman bei 20°C.

In einer ersten Untersuchung wurden die auf den Nahrbdden gewachsenen Bakterienkolonien
den hohen Temperaturen ausgesetzt. Damit die gewahlte Temperatur im Heil3luftschrank
sofort auf die Bakterienkulturen einwirken kann, haben wir die Bakterienndhrbdden nach
gutem Bakterienwachstum getffnet, also ohne den Deckel der Petrischale in den Hitze-

schrank gegeben.

Bei Yersinia ruckeri erhielten wir Ergebnisse (mehr als 2 Stunden Uberlebensfihigkeit bei
75°C und mehr als 3 Stunden bei 60°C), die sich mit den nachfolgenden Untersuchungen
nicht vergleichen lassen. Deshalb und weil sich die Verhéltnisse auf die Realitat nicht tber-

tragen lassen, haben wir auf eine Darstellung hier verzichtet.

Feuchtes Milieu: In einem zweiten Untersuchungsgang wurden die bakteriellen Erreger in
Boullion erhitzt, um die Wirkung von feuchter Hitze zu kontrollieren. Trockenes Milieu:
Schliesslich haben wir versucht die Bedingungen der Realitdt moglichst genau anzupassen,
und haben von jedem Serotyp eine Suspension auf einen Objekttrager aufgetragen und das
lufttrockene Praparat erhitzt, um bei den gleichen Temperaturen und gleichen Zeiten die

Uberlebensfahigkeit der Erreger bei der Einwirkung trockener Hitze zu testen.
Besprechung der Ergebnisse
In der uns zuganglichen Literatur fanden wir etliche Angaben zur Hitzelabilitat oder —stabi-

litdt bei verschiedenen Fischviren. Vergleichbare Information zu fischpathogenen Bakterien

fanden wir nicht.
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Tab. 1: Tenazitat verschiedener Fischviren bei Einwirkung feuchter Hitze
Erreger/ Temperatur nach 15' nach 30
Zellkultur
VHS-Virus/EPC 60 °C +++ --
75 °C -- --
Erreger/ Temperatur nach 15' nach 30 nach 45
Zellkultur
IHN-Virus/EPC 60 °C +++ +++ --
75 °C -- --
Erreger/ Temperatur nach 60 nach 120' nach 210" | nach 240"
Zellkultur
IPN-Virus/EPC 60 °C +++ +++ +++ --
75 °C +++ -- --
Erreger/ Temperatur nach 15 nach 30 nach 45
Zellkultur
SVC-Virus/EPC 60 °C +++ +++ --
75 °C +++ --
Tab. 2: Tenazitat verschiedener Fischviren bei Einwirkung trockener Hitze
Erreger/ Temperatur | nach 15" | nach 30" | nach 45" | Nach 60" | nach 90'
Zellkultur
VHS-Virus/EPC 60 °C +++ +++ +++ +++ --
75°C +++ - - - -
Erreger/ Temperatur | nach 15" | nach 30" | nach 45’
Zellkultur
IHN-Virus/EPC 60 °C ++ ++ --
75 °C -- -- --
Erreger/ Temperatur | nach 30" | nach 60' | nach 90' | nach 270"
Zellkultur
IPN-Virus/EPC 60 °C +++ +++ +++ +++
75 °C +++ +++ - -
Erreger/ Temperatur | nach 15' | nach 30" | nach 45' | nach 60’ | nach 270
Zellkultur
SVC-Virus/EPC 60 °C +++ +++ +++ +++ +++
75 °C -- --

! Wiederholungsuntersuchungen nach der EAFP-Tagung haben eine Korrektur notwendig gemacht. Wahrend in
der 1. Untersuchung das IPNV nach 2,5 h inaktiviert wurde, war es in der Wiederholung nach 4,5 h noch infek-

tios.

2 Die Fortfilhrung der Untersuchung nach der EAFP-Tagung ergab, dass das SVCV nach 4,5 h immer noch

infektios ist.
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Ergebnisse bei den Fischviren

Nach Vestergard-Jorgensen tberlebt das VHS-Virus 70°C kaum mehr als eine Minute und
60°C mehr als 10 Minuten. Das sind Dimensionen die mit unseren Ergebnissen bei Einwir-
kung feuchter Hitze durchaus vergleichbar sind (Tab. 1).

In ,,Grundlagen der Fischpathologie" von Roberts und Schlotfeldt findet man Angaben zur
Hitzelabilitat des IHN-Virus. Danach Ubersteht dieses Virus 60°C 30 Minuten lang. Auch
hier haben wir vergleichbare Ergebnisse und zwar sowohl bei feuchter als auch bei trockener
Hitze ermittelt (Tab. 1 und 2). Nach Vestergard-Jorgensen verliert das IPN-Virus bei 60°C
nach einer Stunde seine Infektiositat. Das stimmt mit unseren Untersuchungsergebnissen we-
der bei trockener noch bei feuchter Hitze Uberein (Tab. 1 und 2). Das SVCV wird nach
Roberts und Schlotfeldt bei 45°C nach 15 Minuten weitgehend inaktiviert. Unser Feldstamm
beschert uns ganz andere Ergebnisse. Im feuchten Milieu hélt es die 60°C 30 Minuten und im

trockenen Milieu gar 4,5 Stunden und evt. auch noch langer aus (Tab. 2).

Ergebnisse bei den pathogenen Fischbakterien

Feuchtes Milieu. Die Bakterienkulturen wurden zur Uberpriifung ihrer Tenazitat unter Ein-
wirkung feuchter Hitze in Bouillon der Temperatur von 60°C ausgesetzt. Flavobacterium

psychrophilum (berlebte diese Temperatur nach einer Einwirkungszeit von 15 Minuten nicht

(Tab. 3). Die anderen Keime Uberstanden diese Prozedur tiber 30 Minuten nicht.

Tab. 3: Tenazitat verschiedener fiir Fische pathogener Bakterien bei Einwirkung feuchte

Hitze
Erreger Temperatur nach 15' nach 30' nach 45'

Aeromonas salmonicida 60 °C +++ -- --
in Bouillon

Flavobacterium 60 °C -- -- --
psychrophilum in Bouillon

Y. ruckeri Stamm 1 mit 60 °C +++ - --
Hydrolyse in Bouillon

Y. ruckeri-Stamm 60 °C +++ -- --
ohne Hydrolyse in Bouillon
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Tab. 4: Tenazitat verschiedener fur Fische pathogener Bakterien bei Einwirkung trockener

Hitze
Erreger Temperatur | nach 15 nach 30 nach 60 nach 90
Aeromonas 60 °C -- -- - -
salmonicida
Flavobacterium 60 °C - - - -
psychrophilum
Erreger Temperatur | nach 15" | nach 30" | nach 45" | nach 60' | nach 90°
Y. ruckeri 60°C +++ +++ +++ - -
Stamm 1 mit
Hydrolyse
75°C +++ +++ +++ -- -
80°C +++ - - - -
Y. ruckeri 60°C +++ +++ +++ - -
Stamm
ohne Hydrolyse
75°C ++ ++ + -- -
80°C +++ - - - -

Trockenes Milieu: Fur besonders realitdtsnah halten wir die Prifung des Erregers auf seine

Uberlebensfahigkeit nach temporarer Erhitzung eines luftgetrockneten Objekttragerausstri-

ches (Tab. 4). Beide getesteten Stdmme von Yersinia ruckeri hielten diesen Versuch viel l1&n-

ger aus als die ubrigen Keime, die hier Empfindlichkeit offenbarten.

Schlussfolgerungen

Bei der Betrachtung der Ergebnisse fallen 6 Besonderheiten auf:

Es ist ein Unterschied, ob die hohe Temperatur im trockenen oder im feuchten Milieu einwir-

ken kann. Mit Ausnahme des IPN-Virus sind alle in dieser Arbeit untersuchten Krankheitser-

reger empfindlich gegen feuchte Hitze. Sie setzt insbesondere den Bakterien schon bei 60°C
rasch zu (Abb. 1 und 2).
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Abb. 1: Tenazitit von pathogenen Fischbakterien bei Einwirkung feuchter Hitze
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Abb. 2: Tenazitat verschiedener Fischviren bei Einwirkung feuchter Hitze

Das IPNV ist wenig empfindlich gegen hohe Temperaturen in feuchter Luft (Abb. 2), bietet
aber im trockenem Milieu erheblichen Widerstand. Es wird in  trockener Hitze bei 60°C
auch wéhrend einer Einwirkungszeit von 4,5 Stunden noch nicht abgetotet (Abb. 3).

Von den hier getesteten Fischviren reagiert das IHNV am empfindlichsten bei trockener Hit-

ze (Abb. 3), in feuchter Hitze iberlebt es das VHSV (Abb. 2).

59



VHS PNsvC
75°C

60 °C

nach 30 Min. nach 45 Min. nach 60 Min. nach 90 Min. nach 210 nach 270
Min. Min
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Um das Virus der Forellenseuche (VHS) abzutéten, ist bei 60°C und trockenem Milieu eine
Einwirkungszeit von 2 Stunden notwendig, wahrend es bei feuchter Hitze am empfindichsten

reagiert und 30 Minuten Einwirkungszeit nicht durchhalt.

Das Virus der Fruhlingsviramie der Karpfen tbersteht trockene Hitze bei 60°C 4,5 Stunden,

wird aber bei feuchter Hitze und 60°C schon nach 45 Minuten abgetotet.
Yersinia ruckeri ragt bei den bakteriellen Erregern der Salmoniden durch seine Widerstands-
kraft heraus, das aber nur im trockenen Milieu. A.salmonicida und erst recht Flavobacterium

psychrophilum besitzen diese Resistenz nicht.

Folgende Schlussfolgerungen kénnen gezogen werden

Forellenziichter konnten theoretisch Auto und Geréte nach 1,5 Stunden bei 75°C in der Ein-
brennkammer als desinfiziert betrachten. Man muss allerdings berticksichti-gen, dass es ca 20
Minuten dauern wird, bis die Oberflachen aller Gegenstande die 75°C erreicht haben. Aus-
serdem muss man damit rechnen, dass es Unterschiede bei Typvarianten der Erreger gibt, die
der Sicherheit wegen eine Verlangerung der Hitzeeinwirkung um 30 Minuten erfordern, so
dass man Auto und Geréte 2-2,5 Stunden in der Einbrennkammer bei 75°C belassen musste.
Nach 2-2,5 Stunden bei 60°C sind VHSV und IHNV und die getesteten bakteriellen Erreger
inaktiviert, nicht aber das IPNV.

Werden Transportfahrzeug, Behélter und Geréte in der Karpfenteichwirtschaft eingesetzt,
muss man diese entweder bis zu 4 Stunden und langer bei 60°C in der Einbrennkammer be-

lassen oder die Temperatur flr eine Stunde auf 75°C erhdhen.

Man darf vermuten, dass die Hitzestabilitat ein Indikator fir die allgemeine Tenazitét eines
Erregers ist. Diese hohe Tenazitat ist wahrscheinlich auch einer der Griinde, warum die Anti-
biotika-Behandlung bei der Rotmaulkrankheit nur einen kurzfristigen Erfolg hat. Sicher ist es
schwierig, Mikroorganismen mit hoher Tenazitat aus einer Teichwirtschaft wieder zu elimi-
nieren, wenn diese sich erst einmal etabliert haben. Von Yersinia ruckeri und dem IPNV ist

das bekannt. Ob diese Annahme auch fir das SVCV gilt, miisste noch tberprift werden.
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Ein historisch hoher Befall der FluRbarsche im Bodensee-Obersee mit

Triaenophorus nodulosus — Griinde und Konsequenzen

Alexander Brinker und Rolf Hamers
Fischereiforschungsstelle des Landes Baden-Wirttemberg
Mihlesch 13, D-88085 Langenargen

Zusammenfassung

Der Barsch Perca fluviatilis L. ist im Bodensee sowohl fir die Berufsfischerei als auch fir
die Angelfischerei von groRer Bedeutung. Seit einigen Jahren liegen hier die Barschertrage
unter dem langjahrigen Mittel. Daruber hinaus wurden auch Wachstumsruckgéange bei den
Barschen verzeichnet.

RegelméaRige Untersuchungen an gefangenen Barschen in den Jahren 1997 und 1998 zeigten
einen starken Anstieg der Befallsrate bei Barschen mit dem Hechtbandwurm. Aufgrund
dessen wurden die Untersuchungen verstarkt und 1999 im Bodensee-Obersee 1307 FluRbar-
sche auf den Befall mit T. nodulosus untersucht. Sowohl die Befallsrate als auch die Intensi-
tat der Infektion erreichten im genannten Zeitraum ein historisch hohes Niveau. 0+ Barsche
waren zu 13 % und altere Barsche zu 94 % befallen. Die Intensitédt lag mit durchschnittlich
4,2 Larven (Plerocercoide) deutlich héher als in den Jahren zuvor. Befunde mit mehr als 20
Plerocercoiden waren nicht ungewdéhnlich.

Einflisse der Parasitierung auf Wachstum und Mortalitat der befallenen Barsche konnten
zwar nicht eindeutig nachgewiesen werden; die Barsche des Bodensee-Obersees wiesen je-
doch im Vergleich zu Barschpopulationen zweier anderer Seen mit T. nodulosus Aufkommen
deutlich h&ufiger pathologisch veranderte Lebern auf.

Als wahrscheinliche Grunde fur den starken Anstieg im Befall der FluBbarsche mit dem
Hechtbandwurm werden die guten Transmissionsbedingungen zwischen den Zwischenwirten
(Copepoden bzw. Barsch) und dem Endwirt (Hecht Esox lucius L.) erdrtert. Aufgrund der
oben genannten Ergebnisse wurden von der Internationalen Bevollmachtigten Konferenz fir
Bodenseefischerei (IBKF) MaRRnahmen zur Bekdmpfung des Hechtbandwurmes im Bodensee
beschlossen. Diese haben mit der Aufhebung der Schonzeit und des Schonmales, einer Ent-
nahmepflicht, einem Besatzverbot und besonderen fischereilichen Malinahmen eine Reduzie-

rung des Hechtbestandes im Bodensee-Obersee zum Ziel.
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Summary

Eurasian perch (Perca fluviatilis L.) is the main second intermediate host for T. nodulosus in
Upper Lake Constance and of great economic importance for the local fishery. Since 1992
perch yield is below the long-standing average and individual growth rates decline. In paral-
lel, infestation of perch with the tapeworm Triaenophorus nodulosus (Pallas, 1781) increased
rapidly as well as the frequency of observed pathological liver alterations.

Therefore, in 1999 a total of 1307 perch from Upper Lake Constance were investigated for
infection with T. nodulosus. In this period prevalence and mean intensity of infection with T.
nodulosus reached a historical peak. Prevalence of 0+ perch was 13 %, older perch revealed a
prevalence of 94 %. The mean intensity of infection was 4.2 larvae of T. nodulosus. Perch
livers with more than 20 plerocercoids were observed.

Even there was no direct evidence for a negative impact of the parasite on growth and mortal-
ity of the infested perch a distinctly higher frequency of pathologically altered livers occurred
in comparison to perch from two other lakes.

Improved transmission probability between intermediate (copepods, perch) and final host
(pike Esox lucius L.) is discussed as a probable reason for the increased infestation of perch
from Upper Lake Constance. Based on these results the Internationale Bevollmé&chtigten
Konferenz flir Bodenseefischerei (IBKF) has adopted measures to control T. nodulosus in
Upper Lake Constance. Pike stock shall be reduced by opening pike fishery throughout the

year, stocking as well as release interdiction and initiation of special pike fishery.

Einleitung

Der Barsch (Perca fluviatilis L.) stellt zusammen mit dem Felchen (Coregonus lavaretus L.)
die Haupteinnahmequelle der Berufsfischerei am Bodensee (ECKMANN & ROSCH, 1998). Der
Barschertrag aus dem Bodensee-Obersee liegt seit 1992 unter dem langjahrigen Mittel, und
parallel dazu weisen die Barsche ein reduziertes Wachstum auf (IBKF, 1998). Die Untersu-
chungen von DIETERICH (1998) ergaben einen starken Anstieg im Befall der Barsche mit dem
Hechtbandwurm Triaenophorus nodulosus im Vergleich zu Arbeiten aus der eutrophen Phase
des Sees (OzCELIK, 1978; BALLING, 1992). Dieses Ergebnis bestatigte sich in den monatli-
chen Versuchsfischereien der Fischereiforschungsstelle des Landes Baden-Wiurttemberg

(HAMERS, unveroffentl.). Die Lebern der befallenen Barsche wiesen zudem ungewdhnlich
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héufig makroskopisch sichtbare pathologische Veranderungen auf. Dies &uferte sich nicht

selten in einer totalen Nekrotisierung der Leber.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, Grunde fiir den starken Anstieg in der Parasitie-
rung der Barsche mit dem Hechtbandwurm zu finden und mdgliche negative Auswirkungen
dieses Parasiten zu uberprufen.

Barsche und Hechte (Esox lucius L.) aus dem Karsee und dem Schreckensee wurden zu Ver-

gleichszwecken parallel beziiglich der Parasitierung mit T. nodulosus untersucht.

Material und Methoden

Der Bodensee-Obersee ist nach dem Genfer See der grofite See des Alpenraumes. Der Schre-
ckensee und der Karsee sind kleinere oberschwabische Seen. Einige Eckdaten der Untersu-
chungsgewasser sind Tabelle 1 zu entnehmen.

Die Barschbefischungen im Bodensee-Obersee erfolgten 1999 routinemaRig mindestens ein-
mal im Monat mit Grundstellnetzen der Maschenweiten 15, 18.5, 23, 28, 32 und 38 mm in
5-50 m Tiefe im Bereich des Seezeichens 43 vor Langenargen. VVon Juni bis September wur-
den 0+ Barsche mit der Strandwade im ufernahen Litoral vor Langenargen gefangen, im Ok-
tober und November mit Grundstellnetzen von 8 mm Maschenweite in 2-35 m Tiefe.

Die untersuchten Hechte des Bodensee-Obersees entstammten den Beifangen der Barschfi-
scherei, aus Fangen zweier lokaler Berufsfischer sowie aus Fangen der ortlichen Angel-
fischerei.

Die Barsche und Hechte aus dem Karsee stammten aus Fangen mit Trappnetzen, Multima-
schen-Kiemennetzen sowie Elektrobefischungen im Zeitraum von Marz bis August 1999. Die
Barsche aus dem Schreckensee wurden von Mérz bis Mai 1999 in einem standig exponierten
Trappnetz gefangen, danach bis November mit monatlichen Elektrobefischungen. Die Hechte
stammten aus dem Beifang sowie von Anglern.

Von allen Fischen wurden die Totallange (Schwimmstellung), Gewicht, Lebergewicht und
Alter (Barsch anhand der Operculi; Hecht anhand von Schuppen) bestimmt. Die Lebern von
frisch toten Barschen wurden frei prapariert und umgehend makroskopisch bzgl. maglicher
pathologischer Veranderungen untersucht. Danach wurden die Lebern helminthologisch be-
probt. Bei den Hechten wurden Leber und Darm auf Befall mit T. nodulosus untersucht. Die

Ermittlung der Pravalenz und der mittleren Befallsintensitéat erfolgte nach MARGOLIS et al.
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(1982). Der Mageninhalt der Fische wurde bestimmt. Dabei wurde unterschieden in Plankton,

Benthon, Anflugnahrung und Fische (wenn mdglich auf Artniveau).

Ergebnisse

Im Untersuchungszeitraum wurden 1307 Barsche und 176 Hechte aus dem Bodensee-
Obersee, 494 Barsche und 11 Hechte aus dem Karsee sowie 270 Barsche und 50 Hechte aus
dem Schreckensee auf den Befall mit T. nodulosus untersucht.

Die Prévalenz des Befalls der Barsche mit T. nodulosus war fir die drei untersuchten Seen
innerhalb der Altersklasse 0 mit 13—20 % &hnlich niedrig. Altere Barsche aus dem Bodensee-
Obersee zeigten jedoch mit 94 % eine deutlich hohere Pravalenz im Vergleich zu den Bar-
schen aus dem Karsee und dem Schreckensee (62 bzw. 60 %; Tab. 2). Die Pravalenzen der
Barsche aus den drei Seen unterschieden sich in der Altersklasse I signifikant (Vierfelder-
Test, a < 0.05, T = 5.412). Im Bodensee-Obersee war der Anstieg von der Altersklasse 0 zur
Altersklasse | hochsignifikant (Vierfelder-Test, a < 0.01, t = 7.842; Abb. 1), wéhrend der
Anstieg der Pravalenz mit dem Alter in Barschen des Karsees und des Schreckensees mode-
rater als im Bodensee-Obersee verlief (Abb. 1).

Die mittleren Intensitaten des Befalls der Barsche aus den drei Gewdssern unterschieden sich
nicht wesentlich voneinander (Tab. 2). Maximal wurden 52 Cysten und freie Plerocercoide
von T. nodulosus in einem Barsch aus dem Bodensee-Obersee gezéhlt. In Barschen aus dem
Bodensee-Obersee traten in allen Altersklassen freie Plerocercoide in den Lebern auf
(Abb. 2), im Karsee dagegen nur in den Altersklassen I — IV. Im Bodensee-Obersee stieg die
mittlere Befallsintensitat mit dem Alter der Barsche, insbesondere von der Altersklasse 0 zur
Altersklasse | signifikant an (Abb. 2; Nemenyi-Test, a < 0.05). Im Karsee war ebenfalls ein
Anstieg mit hoherem Alter der Barsche zu beobachten, allerdings endete der Anstieg mit der
Altersklasse 111 und schien sich in der Altersklasse V umzukehren. Statistisch lie} sich der
Anstieg von der Altersklasse | — I11 belegen (Nemenyi-Test, o < 0.05).

In den Hechtlebern wurden keine Plerocercoide des Hechtbandwurmes festgestellt. Fur die
Hechte aus dem Bodensee-Obersee wurde eine Einteilung in zwei Langengruppen vorge-
nommen (< 35 cm und > 35 cm). Diese Unterteilung erfolgte, da nicht von allen Hechten
Schuppenproben zur Verfligung standen, und die Altersanalyse ergab, dal fast alle Hechte
< 35 cm der Altersklasse 0 angehdrten. In den beiden Vergleichsgewdssern wurden kaum 0+
Hechte angelandet. Sowohl die Prévalenz von 97 % (Vierfeldertest, a < 0.05, T = 6,002) als

auch die mittlere Intensitat mit 37 T. nodulosus (Wilcoxon-Rangsummentest, Bonferroni kor-
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rigiert, o < 0.05) sind fur Hechte aus dem Bodensee-Obersee signifikant hoher als fiir Hechte
der Vergleichsgewasser (Tab. 2). Der hochste individuelle Befall eines Hechtes wurde im
Bodensee-Obersee nachgewiesen und betrug 439 T. nodulosus.

Die Lebern der Barsche aus allen drei Seen wiesen z.T. hochgradige pathologische Verénde-
rungen auf. Beobachtet wurden Hamorrhagien, Ockerfarbungen, Nekrosen, Anédmien und
Gewebeverbandsaufweichungen (Texturen). Lebern von Barschen aus dem Bodensee-
Obersee waren in der Altersklasse 0 zu 18 % pathologisch verandert, wahrend 0+ Barsche
aus den beiden anderen Seen zu 40 und 50 % veranderte Lebern aufwiesen (Abb. 3). Uber
90% der Lebern &lterer Barsche aus dem Bodensee-Obersee waren pathologisch veréndert.
Mit einer Ausnahme (Schreckensee Altersklasse V) lagen Lebern alterer Barsche aus den
Vergleichsseen immer deutlich unter den jeweiligen Werten fur die Lebern aus Barschen des
Bodensee-Obersees (Abb. 3).

Die Barsche aus dem Bodensee-Obersee fralen bis in die Altersklasse V Plankton. Zusétzlich
hatten 57 % aller untersuchten Barsche aus dem Bodensee-Obersee Fische oder Fischbrut
gefressen. Im Karsee wie im Schreckensee wurde dagegen i.d.R. nur bis zur Altersklasse 11
Plankton gefressen; &ltere Tiere fralen ausschlieflich Benthon und Fische. Anflugnahrung
wurde nur in Ausnahmeféllen gefunden.

Der Barsch stellte bei den Hechten aus dem Bodensee-Obersee mit 46 % (n = 84) den Haupt-
anteil der Beutefische. Bei Hechten des Schreckensees hingegen dominierte keine Fischart
das Beutespektrum; die Barsche stellten einen relativen Anteil von 21 % (n = 28) an den Beu-
tefischen. In den Mégen der Hechte aus dem Karsee konnte nur in einem Fall Nahrung (ein
Frosch) gefunden werden.

Die Auswertung der morphometrischen Daten der untersuchten Fische in Abhangigkeit von
dem Befall mit T. nodulosus durch Regressionsanalysen (Forward-Methode) flihrte zu keiner
statistisch verwertbaren Aussage. Dies lag darin begriindet, dal3 keine Anpassung der Daten
an eine Normalverteilung gelang. Deshalb wurde auf eine weitere Darstellung verzichtet,
obwohl sich insbesondere ein vermindertes Langenwachstum der Barsche des Bodensee-

Obersees bei steigendem Parasitierungsgrad abzeichnete (BRINKER, 2000).
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Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen fur das Jahr 1999 einen bisherigen
Hdchststand im Befall der Barsche des Bodensee-Obersees mit Plerocercoiden von T. nodu-
losus (Tab. 3). Nahezu alle Barsche mit Ausnahme der 0+ Fische waren in z.T. erheblichen
Befallsstarken von dem Cestoden befallen. Die sprunghafte Zunahme sowohl in der Pra-
valenz wie auch der mittleren Befallsintensitat von Barschen der Altersklasse O zur Alters-
klasse | verweist auf einen hohen Infektionsdruck. In hoheren Altersklassen wurde dieser
Effekt fur die mittlere Befallsintensitdt moglicherweise durch das Absterben besonders
schwer infizierter Barsche abgeschwacht. Im Karsee und im Schreckensee verlief die Befalls-
entwicklung dagegen deutlich moderater.

Auch der Befall der Hechte stellte in Pravalenz und mittlerer Befallsintensitat ein Maximum
fur den Bodensee-Obersee dar. Die hdchsten beobachten Befallsstarken von 52 Plerocercoi-
den beim Barsch und 439 adulten Cestoden beim Hecht liegen weit iber den Ergebnissen
friiherer Untersuchungen (AMMANN, 1955; OzCELIK, 1978; BALLING, 1992; DIETERICH,
1998).

Fur einen Parasiten wie dem Hechtbandwurm mit hohem Vermehrungspotential und drei
obligaten Wirten ist der Transmissionserfolg zwischen den verschiedenen Wirten fur das
Niveau der Parasitose von entscheidender Bedeutung. Bei jeder Transmission treten bei-
spielsweise Unterbrechungen des Lebenszyklusses durch Fehlwirte, natlrlichen Tod des
Parasiten oder Tod des aktuellen Wirtes auf.

Der Bodensee-Obersee war im Verlauf dieses Jahrhunderts in seiner Trophie dramatischen
Verénderungen unterworfen. Das ehemals oligotrophe Gewésser eutrophierte stark von 1950
bis etwa 1980. Seitdem ist der See einer Reoligotrophierung unterworfen. 1999 war das Tro-
phieniveau des Bodensee-Obersees etwa vergleichbar dem Jahr 1950. Die Triaenophorose hat
dabei eine zur Eutrophierung gegenldufige Entwicklung genommen (Tab. 3). T. nodulosus
tritt besonders abundant in oligotrophen Gewaéssern auf. Verschiedene Autoren fuhren diese
Beobachtung auf die geringe Dichte an Planktonorganismen in derartigen Gewassern zuriick
(WATSON & LAWLER, 1965; LucKkY & NAVRATIL, 1984): Aufgrund einer relativ geringen
Dichte an Ersten Zwischenwirten (Copepoden) in oligotrophen Seen bei gleichbleibender
Zahl an Coracidien infizieren sich prozentual gesehen mehr Copepoden mit dem Hechtband-
wurm. Fur den nachfolgenden Zweiten Zwischenwirt (im Bodensee-Obersee der Barsch)
steigt demzufolge das Risiko, dal} ein gefressener Copepode infiziert ist. Verstarkend kommt
hinzu, daB die generelle Bevorzugung von Cladoceren durch die planktivoren Fische bei
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knappem Nahrungsangebot zuricktritt, wodurch sich der Anteil an Copepoden in der Nah-
rung der Zweiten Zwischenwirte erhoht (SCHULMAN & RYBAK, 1961; zitiert nach LUCKY &
NAVRATIL, 1984). Die Folge ist eine Verbesserung der Transmissionsrate zwischen Erstem
und Zweitem Zwischenwirt. Ein hoherer Befall der Zweiten Zwischenwirte erhoht nachfol-
gend die Wahrscheinlichkeit fir den Endwirt, sich zu infizieren. Die Parasitose stellt sich auf
einem hohen Niveau ein.

Die Verschiebung in der Planktonzusammensetzung - vor allem im Frihjahr wahrend des
Maximums der Neuinfektion - von den Cladoceren hin zu einer Dominanz der Copepoden
(IGKB, 1998) und ein deutlicher Riickgang der Crustaceenbiomasse (Abb. 4), wie er in den
letzten Jahren im Bodensee-Obersee eingetreten ist, beglnstigen somit einen erfolgreichen
Zyklus von T. nodulosus. Des weiteren dirfte auch der Riickgang im Cyprinidenbestand in
den letzten Jahren (ECKMANN & ROSCH, 1998; Abb. 4) zumindest teilweise fur die aktuelle
Situation verantwortlich sein. Das Plankton wird ufernah weniger durch erfolgreiche Nah-
rungskonkurrenten der Barsche, die zudem Fehlwirte fur T. nodulosus sind (KUPERMANN,
1973), abgeweidet. Dies gilt insbesondere fur Rotaugen (PERSSON, 1991). Daraus folgt eine
zeitlich verlangerte hohe Procercoidendichte im Plankton (NEGELE et al., 1990) und somit ein
erhohtes Infektionsrisiko fur die Zweiten Zwischenwirte. Durch den Riickgang der Weil3fi-
sche durfte zudem der Anteil der Barsche an den Beutefischen der Hechte gestiegen sein.
Begleitend zu den o.a. theoretischen Betrachtungen belegen die Beobachtungen der vorlie-
genden Untersuchung ausgezeichnete Transmissionsbedingungen fiir T. nodulosus im Boden-
see-Obersee: Die Barsche fraBen bis in hohe Altersklassen Plankton; freie Plerocercoide, ein
deutlicher Hinweis auf Neuinfektionen (CHuBB, 1963), traten in allen Altersklassen auf; der
entscheidende Zweite Zwischenwirt, der Barsch, stellt im Bodensee-Obersee fast 50% der
Beutefische beim Endwirt Hecht. Mit hoher Wahrscheinlichkeit sind also die Anderungen im
Crustaceenplankton sowie im Cyprinidenbestand fur das hohe Befallsniveau sowohl beim
Barsch wie auch beim Hecht verantwortlich.

Die starke Parasitierung der Barsche im Bodensee-Obersee mit T. nodulosus zeigte deutliche
pathologische Auswirkungen auf die Leber. So stieg der Anteil an pathologisch verénderten
Barschlebern vom Friihjahr 1997 von 20 % (HAMERS, unveroffentl.) auf 94 % in der vorlie-
genden Untersuchung an. Zudem waren die Lebern der &lteren Barsche des Bodensee-
Obersees deutlich haufiger pathologisch verandert als die der Barsche aus dem Karsee oder
Schreckensee. Die Barsche aus dem Karsee und Schreckensee wiesen dartiber hinaus eine
geringere Pravalenz mit T. nodulosus auf. Bei Barschen aus dem Bodensee-Obersee spiegelte
sich insbesondere der starke Sprung in der Pravalenz und der mittleren Befallsintensitat von

68



der Altersklasse 0 zur Altersklasse I in einem vergleichbaren Anstieg der Haufigkeiten der
pathologischen Leberveranderungen wider. T. nodulosus durfte somit zumindest fiir einen
Teil der beobachteten Leberschaden verantwortlich sein. Auch das festgestellte verminderte
Langenwachstum der Barsche aus dem Bodensee-Obersee in Abh&ngigkeit vom Parasitie-
rungsgrad deutet auf einen negativen EinfluR des Hechtbandwurmes hin.
Aufgrund der dargestellten Situation wurde von der Internationalen Bevollméchtigten Konfe-
renz fur die Bodenseefischerei im Jahr 1999 folgender Malinahmenkatalog zur Bekampfung
des Hechtbandwurmes im Bodensee-Obersee beschlossen (gultig bis 2003):

e Verzicht auf Hechtbesatz

e Aufhebung von Schonzeit und SchonmaR des Hechtes

e Erlaubnis, wéhrend der ehemaligen Schonzeit Hecht-/Zander- und Brachsennetze zu

setzen

e Anlandepflicht gefangener Hechte.

Diese MaRRnahmen haben zum Ziel, durch Reduzierung des Endwirtes den Infektionsdruck

auf Barsch und Hecht zu verringern.
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Tab. 1:

Untersuchungsgewasser

Bodensee-Obersee Karsee Schreckensee
Wasseroberflache [km?] 500 0.32 0.03
Max./mittl. Tiefe [m] 254/95 6/? 11.3/6.1
Trophie oligotroph meso-eutroph eutroph

Tab. 2: Befallsparameter von Barschen und Hechten aus den drei Untersuchungsgewassern
Barsch Bodensee-Obersee Karsee Schreckensee
Altersklasse 0+ > 0+ > 0+ >
N 258 1049 17 477 5 265
Pravalenz 13% 94% 12% 62% 20% 60%
& Intensitat 2.1 4.2 15 4.8 2.0 45
Hecht Bodensee-Obersee Karsee Schreckensee
Langenklasse | 16 - 34 cm | 35— 115 cm 30-70cm 8.8—-96 cm

N 43 133 11 50
Pravalenz 91% 97% 36% 60%

& Intensitat 4.9 37 10.5 8.2

Tab. 3:  Vergleich des Befalls von Barschen aus dem Bodensee-Obersee 1999 (ohne Alters-

klasse 0) mit T. nodulosus mit friheren Untersuchungen.

Jahr 1955 1978 1988-1990 1997 1998 1999
Autor AMMANN OzCELIK BALLING DIETERICH | HAMERS | vorl. Unters.
Pravalenz 78% 59% 38% 70,5% 93% 94%
Intensitét 2.7 2.0 1.2 2.2 2.9 4.2
Max 9 3 4 k.A. 12 52

N 125 322 165 742 325 1012
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Abb. 1: Pravalenz der FluRbarsche mit T. nodulosus getrennt nach Altersklassen im
Bodensee-Obersee im Untersuchungszeitraum 1999 (no = 254; n, = 262; n;, = 413;
N = 255; niy = 79; ny = 11; nyy = 6; nyyy = 2), im Karsee (ng = 17; n; = 158; ny, =
132; ny = 128; niy = 42; ny = 4) sowie im Schreckensee (ng = 5; ny = 94; ny, = 114;
nim = 33; nivy = 10; ny
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Abb. 2: Intensitat des Befalls der FluRbarsche des Bodensee-Obersees mit T. nodulosus;
Darstellung: Mittelwert und Standardabweichung; (no = 34; n; = 233; nj; = 390; ny
=247, ny=78;ny=10; nyv;=5; hyy = 2); “Befallen” = “CyStiCI‘t” (eingEkapSEHE
Larven) + “Frei” (frei bewegliche Plerocercoide).
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Abb. 3: Relativer Anteil pathologisch verénderter Barschlebern in den verschiedenen
Altersklassen aus dem Bodensee-Obersee (n = 1307), dem Karsee (n = 494) und
dem Schreckensee (n = 270).
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Abb. 4. Entwicklung der Biomasse des Crustaceenplanktons (IGKB, 2000) und des Weil3-
fischertrages des Bodensee-Obersees (FFS, unverdffentl.) von 1954 — 1999.
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Entwicklung monoklonaler Antikérper zum Nachweis des Virus der

Viralen Hamorrhagischen Septikamie (VHSV)

M. Dauber, H. Schiitze, J.-P. Enzmann® und D. Fichtner

Bundesforschungsanstalt flr Viruskrankheiten der Tiere
Boddenblick 5a, D- 17498 Insel Riems

paul-Ehrlich-StraBe 28, 72076 Tibingen

Zusammenfassung

Es wurden 24 VHSV-spezifische monoklonale Antikorper (MAK) entwickelt. 9 von diesen
erkannten in der indirekten Immunfluoreszenz sicher und spezifisch alle getesteten 30
VHSV-Stamme. 3 MAKS reagierten nicht mit marinen pazifischen Isolaten, erkannten aber
alle anderen. VVon den erhaltenen MAKSs reagierten im Westernblot 19 mit dem G-Protein, 1
MAK mit dem M-Protein, 4 zeigten keine Reaktion. Nur 1 MAK neutralisierte einen Teil der
VHSV-Isolate. Mit den MAKSs stehen Werkzeuge zum Nachweis sdmtlicher gegenwartig

vorkommender VHSV-Phénotypen zur Verfugung.

Summary

A panel of 24 monoclonal antibodies (mAb) against viral haemorrhagic septicaemia virus
(VHSV) was established. 9 of these reacted in the indirect immunofluorescence test with all
tested 30 VHSV strains which represent the known phaenotypes. Another 3 mAbs did not
react with marine pacific strains but recognized all the other strains. In Western immunoblot
assays 19 mAbs reacted with the G protein, 1 with M protein, and 4 did not react at all. Only
1 mADb neutralized some of the virus strains. These mAbs are suitable tools in detecting
strains of VHSV.
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Einleitung

Das Virus der Viralen Hamorrhagischen Septikdmie (VHSV) ist ein Rhabdovirus, das Ursa-
che fir eine der wichtigsten Fischseuchen ist. Sein Genom besteht aus einer unsegmentierten
RNA mit ca. 12000 Nukleotiden, die fir 6 Virusproteine codiert: RNA-Polymerase L (150-
200 kDa), Glykoprotein G (65-80 kDa), Nukleokapsid-Protein N (45-50 kDa), Polymerase-
assoziiertes Protein P (28 kDa), Matrixprotein M (22 kDa) und ein kleineres Nichtstruktur-
protein NV (SANz et al. 1992). Diagnose und Bek&mpfung der VHS sind in der Gesetzge-
bung der Europdischen Union festgelegt. Urspriinglich wurde das VHSV in Europa nur bei
StRwasser-Salmoniden in Intensivzuchten festgestellt, in denen besonders juvenile Regenbo-
genforellen mit Mortalitatsraten von bis zu 90 % betroffen waren (BENMANSOUR et al.,
1997). Eine groRe Zahl von Virusisolierungen auch aus Wildpopulationen verschiedener
Fischarten zeigt inzwischen jedoch, dass VHSV in Europa und Nordamerika weit verbreitet
ist (DIxON et al., 1997, MEYERS et al. 1994). Es ist von einem endemischen VVorkommen
des Virus in weiten Gebieten des ndrdlichen Atlantik und Pazifik auszugehen (KocaN et al.,
1997, STONE et al., 1997). Die Virusisolierungen belegen, dass weder die Grenze zwischen
SUR- und Salzwasser, noch die phylogenetische Distanz zwischen verschiedenen Fischarten

fiir die Ausbreitung des Virus eine hinreichende Barriere darstellen.

Phénotypisch und genotypisch lassen sich verschiedene Gruppen des VHSV unterscheiden.
Die Aufklarung ihrer verwandtschaftlichen Beziehungen untereinander und die von Pathoge-
nitdtsmarkern steht jedoch noch am Anfang. Nordamerikanische Virusisolate waren signifi-
kant weniger virulent als europdische, eine serologische Differenzierung von Viren beider
Gruppen gelang jedoch weder mit polyklonalen noch mit monoklonalen Antikérpern (MAKS)
(BATTS et al. 1993). Auch SANz et al. (1993) konnte nicht mit Hilfe von MAKS eine antigene
Variabilitat zwischen verschiedenen Virusstimmen nachweisen. Dagegen unterschieden
OLESEN et al. (1993) im Ergebnis von Virusneutralisationen 3 Serotypen des VHSV. Genom-
analysen im G- und NV-Gen durch ENZMANN et al. (2000) lassen die Unterscheidung von
4 Gruppen zu, wobei die marine Gruppe von den ubrigen besonders abweicht und keine Kor-

relation zu den Befunden von OLESEN mdglich ist.

Fur die Identifikation des VHSV kommen verschiedene Methoden in Betracht. Virusneutrali-
sation mit spezifischen Antiseren, direkter und indirekter Immunfluoreszenztest, Enzymim-

muntest (ELISA) sind von der EU anerkannte Verfahren, nicht jedoch Immun-
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Elektronenmikroskopie, Immunoblot und RT-PCR (FICHTNER et al. 1998a). Die indirekte
Immunfluoreszenz (1IF) setzt MAKS voraus, die die gesamte antigene Breite des Virus abde-
cken. Mit dem Auftreten des Virusstammes vom Typ Wi wurde hierin ein Defizit sichtbar:
Der MAK der Firma BioX erkannte diese neue Virusvariante nicht (FICHTNER et al. 1998b).
Mit dem kommerziell nicht verfiigbaren MAK 1D8 (ENzZMANN) konnten Isolate dieses Typs
zwar nachgewiesen werden, aber auch dieser MAK deckt nicht die gesamte phanotypische
Breite der bisher bekannten VHSV-Stdmme ab. Der BioX-MAK reagiert mit keinem der
marinen nordamerikanischen lIsolate, 1D8 erkennt lediglich die atlantischen, nicht jedoch
pazifische Stamme. Ausgehend von dieser unbefriedigenden Situation sollten MAKs entwi-
ckelt werden, mit denen moglichst simtliche VHSV-Varianten in der IIF nachgewiesen wer-

den konnen.

Material und Methoden

Fur die Herstellung von Hybridomen wurden Balb-C-M&use mit durch Zentrifugation ange-
reichertem VHSV des Stammes DF 72/94 Wi immunisiert. Aus Fusionen stimulierter Milz-
zellen mit Maus-Myelomzellen SP2/0 wurden solche Hybridome selektiert, die MAKS pro-
duzierten, welche mit dem homologen Virus in der IIF signifikant reagierten. In die nachfol-
gende Prifung des Reaktionsverhaltens der MAKs wurden 28 weitere, die gesamte antigene
Breite reprasentirende VHSV-Referenzstdmme und aktuelle Feldisolate einbezogen, die ver-
schiedenen Serotypen und Genotypen zuzurechnen sind (Tab.1). Fernerhin wurde das Kreuz-
reaktionsverhalten mit 12 anderen Fischviren (IHNV, IPNV, PFRV, SVCV, sowie Rhabdo-
viren vom Barsch und Aal) tberprift. Von den MAKSs wurden darlber hinaus die Immunglo-
bulinklasse und ihre Virus neutralisierenden Eigenschaften bestimmt.\Westernblot-Analysen

dienten zum Nachweis der Proteinspezifitat der Antikorperreaktion.

Ergebnisse

Insgesamt wurden 24 MAKS erhalten, die im Primdrscreening mit dem homologen Virus in
der IIF reagierten (Tab. 2). Unter diesen befanden sich 9 MAKS, die sdmtliche VHSV-
Stamme erkannten, eingeschlossen alle marinen. Die MAKs markierten das Zytoplasma infi-
zierter Zellen, hdufig im perinukledren Raum granulér verstérkt. Sie zeigten keine Kreuzreak-
tionen mit anderen Fischviren, insbesondere auch nicht mit anderen Rhabdoviren.Virus-

unspezifische Reaktionen wurden praktisch nicht festgestellt. Weitere 3 MAKS hatten prinzi-
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piell das gleiche Reaktionsverhalten mit der Ausnahme, dass sie nicht die pazifischen Isolate
erkannten. VVon den restlichen MAKSs reagierten 10 ahnlich wie die ersten mit allen Isolaten,
auffalligerweise mit dem Feldisolat NRL-VF 34/95 jedoch nur sporadisch. Ein unregelmagi-
ges Reaktionsmuster zeigten dagegen die beiden MAKs VHS/19B10 und 19D5 (Tab. 3).

Von den 24 Antikérpern war nur der MAK VHS/19B10 in der Lage, das homologe Virus und
einige andere Virusstamme und —isolate signifikant zu neutralisieren. Es hat den Anschein,
dass solche Stamme neutralisiert werden, die dem Serotyp | nach OLESEN zuzurechnen sind.
Bemerkenswert ist die Nichtibereinstimmung zwischen dem Neutralisationsverhalten und

dem Reaktionsmuster in der IIF (Tab. 4).

Westerblot-Analysen ergaben, dass samtliche 9 fir den Nachweis aller VHSV in der IIF ge-
eigneten MAKs mit dem G-Protein reagieren. Unter den tibrigen Antikorpern befand sich ein
MAK (VHS/20E10), der nur mit dem nichtglycosilierten Go reagierte. Von den nicht die pa-
zifischen lIsolate erkennenden MAKS reagiert je einer mit G- und M-Protein bzw. nicht im
Westerblot. Beispielhafte Reaktionsmuster zeigt Abb. 1. Die Eigenschaften samtlicher MAKs
sind in Tab. 1 zusammengefasst.

Diskussion

Ein Teil der durch die Immunsisierung mit dem VHSV DF 72/94 Wi initiierten monoklona-
len Antikdrper ist gut geeignet, samtliche bisher bekannten Typen des VHSV nachzuweisen.
Eine Differenzierung zwischen den pazifischen und allen Gbrigen Isolaten ist moglich. Keiner
der erhaltenen MAKS ist jedoch in der Lage, ausschliellich Virus des Typs Wi oder eines
anderen Typs zu erkennen. Dieser Befund entspricht den Ergebnissen von BATTS et al.
(1993), denen selbst die Differenzierung der gering virulenten amerikanischen von den
hochpathogenen europdischen Stdimmen nicht mit poly- und monoklonalen Antikérpern ge-
lang. Eine Bestatigung der bisherigen phanotypischen und genotypischen Gruppierung des
VHSV ist somit mit Hilfe der vorliegenden MAKS nicht moglich. Dass sie sehr gut mit allen
gepruften Virusstdmmen in der IIF reagieren und damit deutlich von den Eigenschaften der
beiden Antikdrper BioX und ID8 abweichen, mag seine Ursache in einer Ubergreifenden An-
tigenitat des zur Immunisierung verwendeten Virus haben. Diese Vermutung wird gestltzt
durch die Feststellung von ENZMANN et al. (2000), dass Virus des Typs Wi genotypisch nach
Analyse des G-Genoms der Klapmglle-Gruppe, nach dem NV-Genom aber der Slideuropa-
Gruppe zuzuordnen ist. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass lediglich ein Antikorper zur
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Virusneutralisation befahigt ist, obwohl die bergroRe Zahl der Antikdrper im Westernblot
G-Epitope erkennt. Dieser neutralisierende AntikOrper reagiert nicht mit denaturiertem
Protein.
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Abbildung 1. Westernblot-Analyse der MAKs VHS/12D7, 20F2, 9C9 und
12G10. Inkubation mit nichtinfizierten RTG-2-Zellen (A) und mit VHSV
infizierten Zellen, Stamm Fi 13 (B) bzw. DF 72/94 Wi (C). Letzterer ist homolog
zu den Antikérpern. HIS: Hyperimmunserum gegen den Stamm Fi 13 mit
virusspezifischen Antikérpern fiir die Proteine G, N, P und M.
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Tab. 1: Verwendete Virusstimme und -isolate. * Zuordnung nach Analysen des G- bzw. NV-Gens zur zentralen (Z), Stdeuropa- (SE) bzw.

Klapmglle-Gruppe (KI).

Virus Stamm/Isolat isoliert (eingesandt)  erhalten von Einrichtung Tierart Serotyp nach  Genotyp nach

durch OLESEN ENZMANN
G/INV *

VHSV Fi13 ENZMANN BFAV Tibingen Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss | z

VHSV He ENZMANN  BFAV Tibingen Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss | z

VHSV 23.75/Frankreich ENZMANN  BFAV Tiibingen Bachforelle Salmo trutta I z

VHSV Rindsholm / DK ENZMANN  BFAV Tiibingen Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss 1l z

VHSV M-Virus ENZMANN  BFAV Tiibingen Atlant. Kabeljau Gadus morhua | z

VHSV K2/attl ENZMANN  BFAV Tiibingen attenuiert | zZ/?

VHSV Vakzine 14 02 98 LANGE RIAM Riemserort avirulenter Vakzinest. | Z?

VHSV 028/95 SCHACHNER Universitdt Wien Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss keine Neutral. SE

VHSV DF 72/94 Wi FICHTNER BFAV Insel Riems Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss | KI/SE

VHSV DK-5131 (Klapmglle) OLESEN et al. 1993 ENZMANN  BFAV Tiibingen Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss I Kl

VHSV 062/96 SCHACHNER Universitdt Wien Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss Kl

VHSV DF35/95 Str BERGMANN BFAV Insel Riems Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss |

VHSV DF07/98 596/98 KREY LVL Rostock Hecht Esox lucius |

VHSV 93-585 ENZMANN  BFAV Tibingen Kabeljau/Alaska Gadus macrocephalus 1(?) marine Gruppe

VHSV 93-582 ENZMANN  BFAV Tibingen Hering/Alaska Clupea harengus pallasi marine Gruppe

VHSV 1p8 OLESEN EU-RL Aarhus Ostsee-Hering Clupea h. harengus

VHSV NRL-VF 43/93 (2295) LUDWIG MLVUA Bad Langensalza Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

VHSV NRL-VF 39/94 (VF6/3)  PANNWITZ LVL Neubrandenburg Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

VHSV NRL-VF 60/94 (612/94) WIESENHUTTER LVUA Koblenz Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

VHSV NRL-VF 17/95 Wi SCHAU MLVUA Jena Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

VHSV NRL-VF 25/95 (-3-) WIESENHUTTER LVUA Koblenz Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

VHSV NRL-VF 34/95 POHLE LUA Leipzig Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

VHSV NRL-VF 11/96 (5784/2)  STEINMETZGER SVLUA Potsdam Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

VHSV NRL-VF 53/96 (Le) Wi ~ STEINMETZGER SVLUA Potsdam Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

VHSV NRL-VF 63/96 (425) SCHMITT TGD Grub Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

VHSV NRL-VF 1/97 (F93a) Wi DANNER THI Freiburg Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

VHSV NRL-VF 2/98 (191/2) POHLE LUA Leipzig Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

VHSV NRL-VF 6/98 KREY LVL Rostock Hecht Esox lucius

VHSV NRL-VF 7/98 (697/11) KREY LVL Rostock Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss
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(Fortsetzung Tab. 1)

Virus Stamm/Isolat isoliert (eingesandt) erhalten von Einrichtung Tierart Serotyp nach  Genotyp nach

durch OLESEN ENZMANN
G/NV *

VHSV NRL-VF 19/99 WAHLI FIWI Bern Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

IHNV DF 4/99 -8/99- E3 MOCK LA Kirchhundem-Albaum  Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

IHNV IHN 214/ Dt. 332 ENZMANN BFAV Tiibingen Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

IHNV IHN 247 / 4008 BOVO et al. 1987 OLESEN EU-RL Aarhus Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

IHNV IHN 225/ SRCV NICHOL et al. 1995 ENZMANN  BFAV Tiibingen Konigslachs O. tschawytscha

IHNV IHN 224 | WRAC NICHOL et al. 1995 ENZMANN  BFAV Tiibingen Konigslachs O. tschawytscha

IHNV IHN 223/ RB 76 NICHOL et al. 1995 ENZMANN  BFAV Tiibingen Konigslachs O. tschawytscha

Rhabdo D59/96 DRESENKAMP LVLUA Stendal Aal Anguilla anguilla

IPNV IPN 399 / Serotyp Ab JORGENSEN et al. 19710LESEN EU-RL Aarhus Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

IPNV IPN 404 / Serotyp Sp JORGENSEN et al. 1971WIZIGMANN TGD Grub Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

PFRV PFR 38 JORGENSEN et al. 1971WIZIGMANN TGD Grub Hecht Esox lucius

Rhabdo DF 16/99 -VF93- DRESENKAMP LVLUA Stendal Barsch Perca fluviatilis

SVCV SVC 1212 FIJIAN et al. 1971 OLESEN EU-RL Aarhus Karpfen Cyprinus carpio
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Tab. 2: Charateristika VHSV-spezifischer monoklonaler Antikorper: Reaktion in der indi-
rekten Immunfluoreszenz mit dem homologen VHSV DF 72/94 Wi , Immunglobu-
linklasse (lg), Proteinspezifitat im Westernblot und Fahigkeit zur Virusneutralisati-

on (+ deutliche virusspezifische Reaktion bzw. Neutralisation, — keine

Westernblot

IF . NT

# MAK DF 72/94 Wi 9 DF 7|:2|/ 91‘;\’\" " DE 72194 Wi

BioX - G - -

ID8 + G - -
1 VHS / 6H3 n G2a - -
2 VHS /9C9 + G2b G -
3 VHS / 12D7 + Gl M -
4 VHS / 12G10 + Gl G -
5 VHS / 12H8 + Gl G -
6 VHS / 13F1 + G2b G -
7 VHS / 17H3 + Gl G -
8 VHS / 19B10 + G2a - +
9 VHS / 19D5 + G n.d. -
10 VHS/19F4 + Gl - -
11 VHS/19F6 + Gl G -
12 VHS/20B11 + Gl - -
13 VHS/20C5 + Gl G -
14 VHS/20C6 + G G -
15 VHS/20C7 + Gl G -
16 VHS/20D11 + Gl G -
17 VHS/20E10 + G GO -
18 VHS/20F2 + Gl G -
19 VHS/20H9 + Gl G -
20 VHS/21D12 + Gl G -
21 VHS/21G5 + Gl G -
22 VHS/21G10 + Gl G -
23 VHS/22H3 + Gl G -
24 VHS/23E9 + Gl G -

78



Tab. 3: Reaktionen monoklonaler Antikdrper (MAKS) in der indirekten Immunfluoreszenz (I1F) mit VHSV und anderen Fischviren. Zur Her-
stellung der MAKSs wurde das VHSV DF 72/94 Wi verwendet. Im Vergleich zu den Daten sind die Reaktionsmuster der bisher verfligha-
ren MAKSs BioX und ID8 mit aufgefuhrt. + deutliche spezifische, — keine, + sporadisch positive Reaktion, (—) sporadisch schwache, eher
unspezifische Reaktion in der IIF.

Stamm Serogruppe Genotyp nach EN- ?éoonaf:g 2%: b :‘SSE% = d 5225 g S Ss 5‘
Isolat nach OLESEN ZMANN G/NV m—g%)%) ‘£(£c£ %g %%%%% %% %%%% (£ <£ %% %
>> 2355 >5353555355>35535 3553553

VHSV Fi13 I z + +++++++ +F + F +++ - -+ F ++H 4+ + + + + o+

VHSV He | z + —+++ 4+ ++ + + + ++++ £+ ++++ + + + + +

VHSV 23.75/Frankreich 1l z + +++++++ + + +++++ + + + +++ + + + + +

VHSV Rindsholm / DK i z + +++++++ + + + ++H+H - -+ + ++H 4+ + + + + o+

VHSV M-Virus | z — +++++++ + + +++H++ -+ +F ++++ + + + o+

VHSV K2/attl | z/? + +—+++++ 4+ + + ++++ -+ +F +++ + + + + +

VHSV Vakzine 14 02 98 I zn + —+++ +++ + + + ++H+H+ + 4+ + O+

VHSV 028/95 keine Neutral. SE + +++++++ + + ++++ - -+ ++++ + + + + 4+

VHSV DF 72/94 Wi I KI/SE -+ ++++++ + + +++H+H+H O+

VHSV DK-5131 (Klapmalle) ] Kl + —+++ 4+ ++ + + + ++++ + + ++F++ + + + +

VHSV 062/96 Kl — —+4++ +++ + + -+ +F A+ + + + + o+

VHSV DF35/95 Str I + +++++++ + + + ++H+H - -+ + ++H 4+ + + + + o+

VHSV DF07/98 596/98 | + ++++ 4+ ++ + + + +++ - — + + +++ + + + + 4+

VHSV 93-585 1(?) marine Gruppe - -+ ++ 4+ + + +++ - =+ + +++ + + + + +

VHSV 93-582 marine Gruppe - -+ ++ + + ++++++ £+ + +++ + + + + +

VHSV 1p8 + ++++ 4+ ++ + + + ++++ £+ + +++ + + + + 4+

VHSV NRL-VF 43/93 (2295) + +++++++ 4+ + + ++++ + + +F +F++ + + + + +
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(Fortsetzung Tabelle 3)

0TOTZ / SHA
GOT¢ / SHA
¢1date / SHA
6HOC / SHA
0T30Z / SHA
11A0Z / SHA
900¢ / SHA
G00¢ / SHA
17d0¢ / SHA
¥46T / SHA
GA6T / SHA
0T46T / SHA
63€¢ / SHA
€HZe / SHA
L00¢ / SHA
9461 / SHA
EHLT / SHA
T4ET / SHA
8HZT / SHA
0TOCT / SHA
626 / SHA
¢40¢ / SHA
LACT / SHA
EHY / SHA
8dl

x

2

m
G/NV

Genotyp nach

nach OLESEN ENZMANN

Serogruppe

Stamm
Isolat

+ + + + + + + + + +

+ + 4+ + + + + + + + + + + +

VHSV  NRL-VF 39/94 (VF6/3)
VHSV  NRL-VF 60/94 (612/94)
VHSV  NRL-VF 17/95 Wi
VHSV  NRL-VF 25/95 (-3-)
VHSV  NRL-VF 34/95

+ + + + + + + + + + + + + 4+ + + + + + + + + + + +

+ 4+ + + 4+ + + + + 4+ + + + 4+ + + + 4+ + + + + + + 4+
+ + + + + + + + + + + + + 4+

+ + + + + + + + + +

+ ++ + + ++ 4+ 4+ + + + ++0EOEH - -+ -+ - -

+ + 4+ + + + + + + + + + + +

+ + + + + £ + + + +

VHSV  NRL-VF 11/96 (5784/2)
VHSV  NRL-VF 53/96 (Le) Wi

VHSV  NRL-VF 63/96 (425)

+ + + + + + 4+ + + + + + + + + + + + 4+ 4+ + + + + +
+ + + + + + + + 4+ + + + + +EHEEH+ + + + 4+ + + + + +

-+ + 4+ + + + + + + + 4+ + + + 4+ + + + 4+ + + + + + o+
+ + + + 4+ + + + + + + + + 4+

VHSV  NRL-VF 1/97 (F93a) Wi
VHSV  NRL-VF 2/98 (191/2)

VHSV  NRL-VF 6/98

+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +

+ + 4+ + + + + + + + + + + +

+ + 4+ + + + + + + + + + + +

VHSV  NRL-VF 7/98 (697/11)
VHSV  NRL-VF 19/99

+ + 4+ + + + + + + + + + + +

DF 4/99 -8/99- E3

HN 214 / Dt. 332

HN 247 / 4008
HN 225/ SRCV
HN 224 | WRAC

HN 223/ RB 76

IPN 399 / Serotyp Ab
IPN 404 / Serotyp Sp

PFR 38
Rhabdo DF 16/99 -VF93-

IPNV
IPNV
PFRV
SVCvV

SVC 1212
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Tab. 4 :

Virus neutralisierende Eigenschaften des MAK VHS/19B10 im Vergleich zum Re-
aktionsmuster in der Immunfluoreszenz (IFT). NI50: Neutralisationsindex, ausge-
drickt als negativer dekadischer Logarithmus der Virustiterreduktion. Ein Wert
> 1,7 gilt als signifikant (Werte im Fettdruck). * Testvirus erreichte zu geringen Vi-
rustiter, signifikante Neutralisation wahrscheinlich. n.d.: nicht geprift. IFT: + deut-
liche spezifische, — keine, * sporadisch positive Reaktion, (—) sporadisch schwache,
eher unspezifische Reaktion.

Genotyp nach
ENZMANN IFT Nlso
G/NV

Serogruppe

VHSV nach OLESEN

Fil3 | z
He | Z
23.75/Frankreich 1
Rindsholm / DK Il
M-Virus |
K2/attl | Z/?
Vakzine 14 02 98 | Z/?
028/95 keine Neutral. SE
DF 72/94 Wi | KI/SE
DK-5131 (Klapmalle) 1 Kl
062/96 Kl
DF35/95 Str
DF07/98 596/98 |

93-585 1(?) marine Gruppe
93-582 marine Gruppe
1p8

NRL-VF 43/93 (2295)

NRL-VF 39/94 (VF6/3)

NRL-VF 60/94 (612/94)

NRL-VF 17/95 Wi

NRL-VF 25/95 (-3-) -
NRL-VF 34/95 (-)
NRL-VF 11/96 (5784/2) -
NRL-VF 53/96 (Le) Wi +
NRL-VF 63/96 (425) =)
NRL-VF 1/97 (F93a) Wi +
NRL-VF 2/98 (191/2) -
NRL-VF 6/98 -
NRL-VF 7/98 (697/I1) -
NRL-VF 19/99 -

N N N
I+ + 1 4+ + + | + + |

+ + + 1

+ o+
I—‘3:
OOOOOOOOO#I—‘HWWJ}U)H#HWW*Q_Q_NNJ}OU'II—\I—\NJ}
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Zur Epidemiologie der VHS in Deutschland: Gibt es neue VHS-Stamme,

die flr unsere Aquakultur geféahrlich werden kénnen ?

P.-J. Enzmann?, D. Fichtner®, S. Bergmann? und J. Rapp®

'BFA fiir Viruskrankheiten der Tiere, Paul-Ehrlich-Str. 28,D-72076 Tiibingen;
Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der Tiere, D-17498 Insel Riems;
3Staatliches Tierarztliches Untersuchungsamt, Lowenbreitestr. 18/20, D-88326 Aulendorf

Zusammenfassung

Die G- und NV-Gene von 21 VHSV-Stammen wurden sequenziert. Aus diesen Daten wurde
ein Stammbaum erstellt, der Aussagen Uber die Verwandtschaft der Stamme erlaubt. Auf
Grund dieser Daten lassen sich die untersuchten VHSV-Stdmme verschiedenen Genotypen
zuordnen. Es konnen mindestens 4 Genotypen unterschieden werden: Eine ,,Zentrale Grup-
pe‘, eine sogenannte ,,Siid-Europa-Gruppe®, eine ,,Klapmelle-Gruppe und mindestens eine
,marine Gruppe“. Die grossten Unterschiede im G- sowie im NV-Gen bestehen zwischen
Virusstammen die aus marinen Fisch-Spezies in Alaska isoliert worden waren und den Euro-
paischen Susswasserstammen. Die Unterschiede bei den Slisswasserstdammen lassen sich zum
Teil sogar dazu nutzen, die Herkunft eines Erregers festzustellen.

Mit Hilfe des vorhandenen Datenmaterials wird versucht, eine Abschatzung der einzelnen
Stamme daraufhin vorzunehmen, inwieweit sie zu weiteren Mutationen, d.h. Anderung der
Antigenitat, bzw. Anpassungen an andere Spezies befdhigt sind. Die Unterschiede der
Sequenzen von G- und NV-Gen einzelner Staimme verglichen mit einer ,,Consensus-

Sequenz* werden zur Abschitzung des ,,Anpassungs-Potentials* dieser Virusstimme benutzt.

Summary

Sequence data from the G and NV genes of 21 VHSV strains, including marine strains from
the Pacific and from the Atlantic Ocean, as well as from freshwater fish and in addition from
a hybrid of salmon and rainbow trout, give evidence for the existence of at least 4 genotypes:
a “Central Group” including most common virus strains, a so-called “Southern European

Group”, a further group with “Klapmelle” virus as reference virus and at least one group of
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virus strains isolated from marine species Extreme variations in genetic diversity in G- and
NV-genes was found in virus strains isolated from marine fish in Alaska compared with those
strains from freshwater fish in Europe. Minor differences exist between the known freshwater
strains.. By genetic analysis of G- and NV-genes of a series of VHSV strains isolated from
freshwater and marine fish, potential capacity of these virus strains to change antigenicity or
perhaps to change host species was estimated. By calculating the differences of these gene-
sequences to a consensus sequence the risk to change host or antigenicity will be discussed.

Einleitung

Das Virus der Viralen Hamorrhagischen Septikdmie (VHSV) ist sowohl bei einer Reihe von
Susswasserfischen als auch bei verschiedenen marinen Fisch-Spezies als Krankheits-Erreger
von Bedeutung. Die Entdeckung der marinen Spezies als Wirte fur das VHSV, insbesondere
die ausfihrliche Studie von MORTENSEN et al. (1999), gab Anlass, die Gefédhrdung der Euro-
paischen Aquakultur durch diesen Erreger neu zu tberdenken. Inzwischen gibt es Hinweise,
dass einzelne marine Virus-Stamme fur Susswasserfische nicht oder nur schwach pathogen
sind. Jedoch sind bisher nur wenige der marinen Stdimme daraufhin geprift worden, somit ist
eine endgultige Aussage dazu noch nicht moéglich. Insbesondere beim ersten VHS-Ausbruch
in Schweden, im Jahre 1998, besteht der Verdacht, dass es sich dabei um einen marinen
Stamm handeln konnte. Von PARRY and DixoN (1997) wurde sogar die Meinung geéulRert,
dass das VHSV ursprunglich marinen Ursprungs sei. Unabhangig von der ursachlichen Her-
kunft des VHSV hat dieser Erreger jedoch offensichtlich die Fahigkeit, den Wirt zu wech-
seln. VVon verschiedener Seite wurde bisher versucht, die VHS-Stdmme serologisch oder mo-
lekularbiologisch zu charakterisieren, bzw. einzugruppieren (OLESEN et al. 1993; STONE et al.
1997; BENMANSOUR et al. 1997), jedoch wurden fir die genetische Analyse bisher nur Frag-
mente des G-Gens eingesetzt. Die molekularbiologische Analyse der kompletten G- und
NV-Gene einer Reihe von VHSV-Isolaten aus Susswasserfischen und aus marinen Spezies
machte es maoglich, die verschiedenen Stdmme in einem Stammbaum bestimmten Gruppen
zuzuordnen (ENzZMANN et al. 2001). Die untersuchten Stdmme unterscheiden sich hinsichtlich
ihrer Pathogenitat und Wirtsspezifitat.

Diese Daten wurden ausserdem genutzt, um zu versuchen, das Gefédhrdungspotential einzel-
ner Isolate zu analysieren, dh Angaben zu machen Gber die Wahrscheinlichkeit, dass beste-

hende Virusstdamme sich an andere Wirte anpassen konnten.
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Ergebnisse und Diskussion

Genotypisierung

Die hier verglichenen VHSV-Stdmme sind in Tab. 1 aufgelistet. Neben den bekannten
Stammen Fil3 (Referenzvirus F1), He, 23.75, Klapmglle und Rindsholm sind verschiedene
Feld-Isolate aufgefiihrt. Die Stdamme Fi416 und Fi359 stammen aus dem Jahre 1992, sie wur-
den zur gleichen Zeit aus Italien nach Deutschland eingeschleppt als das IHNV zum ersten
mal in Deutschland auftrat. Der Stamm Wi unterscheidet sich von den herkdmmlichen
VHSV-Stdammen durch sein abweichendes Reaktionsmuster mit einer Reihe von monoklona-
len Antikdrpern in der Immunfluoreszenz (FICHTNER et al. 1998). Die Stamme Fi28, Fi62
und Fi299 sind Isolate aus Osterreich. RXS ist ein Isolat aus einer Hybride zwischen Atlanti-
schem Lachs und Regenbogenforelle. SVA ist das Virus aus dem ersten VHS-Ausbruch in
Schweden im Jahre 1998. Die Stdamme 05-00, 9-99 und 12-99 stammen aus einer Serie von
VHS-Ausbriichen in der gleichen Teichwirtschaft. Es galt festzustellen, ob es sich dabei
jedes Mal um dasselbe Virus handelt, dh, ob die Desinfektionsmassnahmen nicht gegriffen
haben, oder ob es sich um Neu-Einschleppungen handelt. Der Stamm Vg463 konnte in einer
Teichwirtschaft isoliert werden, in der es ebenfalls regelmassig VHS-Ausbriche gab. Der
Stamm ,,Herring/Pacific* wurde im Jahre 1988 in Alaska isoliert (MEYERS et al. 1992). Die
Herkunft des Stammes ,,M* aus dem Atlantischen Kabeljau wurde von JENSEN et al. (1979)
beschrieben. Der Stamm ,, Turbot/Ireland* ist ein Isolat vom Steinbutt aus Irland, aus dem
Jahre 1997. Attl bezeichnet einen attenuierten Virusstamm, der als Vakzine in Deutschland
zugelassen ist (ENZMANN et al. 1998).

Diejenigen Stdamme, die serologisch in Aarhus (OLESEN et al. 1993) gepruft und eingruppiert
wurden, sind in der Spalte 2 (Tab. 1) mit der Bezeichnung der Gruppe aufgefuhrt. Von ver-
schiedenen Stammen wurden auch bereits von BENMANSOUR et al. (1997), sowie von STONE

et al. (1997) die G-Gene analysiert. Diese Genotypisierung ist in Spalte 3 angegeben.

84



Tab. 1: VHSV-Stdamme

Virus Isolat /Herkunft

Gruppierung nach
Olesen et al. 1993

Genotyp nach
Benmansour et al. 1997

Fil3 D | 1
He DK I 1
23.75 F I 1
Klapmglle DK ] -
Rindsholm DK i -
Fi416 D - -
Fi359 D - -
Wi D - -
Fi28 A - -
D9 A - -
Fi62 A - -
RXS D - -
SVA S - -
05-00 D - -
9-99 D - -
12-99 D - -
V463 D - -
Herring/Pacific Ala - 3
Cod/Atlantic (M) DK I -
Turbot/Ireland IRE - -
Attl D - -

Wir haben die kompletten G- und NV-Gene der in Tab. 1 aufgefihrten Virusstimme sequen-
ziert. Auf Grund dieser Daten kdénnen wir die genannten Virusstamme in 4 verschiedene Gen-

Linien einteilen (Tab. 2):

1) eine

Virusstammen;

,Zentrale Gruppe

2) eine sogenannte ,,Stid-Europa-Gruppe*;

3) die ,,Klapmelle-Gruppe* und

mit den meisten der bisher bekannten Referenz-

4) eine Gruppe mit marinen Isolaten, die ,,Marine Gruppe®.

Neben den bekannten Virusstimmen Fil3 (F1), Rindsholm, 23.75 und He sind in der ,,Zent-
ralen Gruppe* die Isolate M und SVA, sowie der attenuierte Vakzine-Stamm Attl. Obwohl

der Stamm M ein Isolat aus einer marinen Spezies ist, gehort er nicht in die ,,Marine Grup-
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pe’; Interessant ist auch, dass das Schwedische Isolat SVA sehr nah verwandt mit dem
Stamm M ist. Daraus muss geschlossen werden, dass es verschiedene ,,marine* Gruppen gibt
und dass die Einschleppung nach Schweden mdéglicherweise durch marine Fisch-Spezies er-
folgte. Auch die Eingruppierung des Stammes Rindsholm in die Zentrale Gruppe ist erwéh-
nenswert, da sich das Rindsholm Virus serologisch stark vom tblichen F1 Typ unterscheidet
(siehe Tab. 1; OLESEN et al. 1993).

Die ersten Feldisolate der ,,Siid-Europa-Gruppe* wurden 1992 mit Fischen aus Italien nach
Deutschland eingeschleppt. VVorher war dieser Virustyp in Deutschland nicht nachgewiesen
worden. Inzwischen wird dieser Stamm haufiger beobachtet. Die bisher untersuchten 9 Vi-
russtamme lassen sich in zwei Subgruppen aufteilen (Tab. 2). In der ersten Subgruppe sind
die Isolate 359 und 416 sehr nahe verwandt, ebenfalls die Isolate 05-00 und 9-99 aus einer
Serie von VHS-Ausbriichen in derselben Teichwirtschaft. In der zweiten Subgruppe sind die
Isolate RxS aus einer Regenbogenforelle-Lachs Hybriden und Vg463 nah verwandt, wobei
erwéhnenswert ist, dass das RxS-Isolat in Norddeutschland und Vg463 in Siddeutschland
isoliert worden war. Die Stdmme 05-00, 9-99 und 12-99 aus einer Serie von VHS-
Ausbrichen in derselben Teichwirtschaft demonstrieren die praktische Anwendung dieser
Sequenzierarbeiten. Man kann davon ausgehen, dass es sich bei den Stammen 05-00 und
9-99 um dasselbe Virus handelt, dh die Desinfektionsmassnahmen waren in der Teichwirt-
schaft nicht ausreichend. Nach erneuter Desinfektion wurde der Stamm 12-99 isoliert; dieses
Isolat stellt eindeutig eine Neu-Einschleppung dar, da sich dieses Virus deutlich von den fri-

her nachgewiesenen Stammen 05-00 und 9-99 unterscheidet, es erscheint in der zweiten Sub-

gruppe.

Die Klapmeglle-Gruppe unterscheidet sich von den Ubrigen VHSV-Gruppen am meisten.
Hierzu gehort auch das Virusisolat Wi, das sich durch seine fehlende Reaktivitat in der Im-
munfluoreszenz mit den géangigen, auch kommerziell erhaltlichen mAks von den ubrigen
VHSV-Stammen unterscheidet. Das Isolat Fi62 aus Osterreich gehort ebenfalls in diese
Gruppe; dies konnte als Hinweis dafiir gewertet werden, dass dieses Virus aus Danemark
nach Osterreich eingeschleppt worden war.

Die ,,Marine-Gruppe® ist noch nicht endgiiltig klassifiziert, da hier noch zu wenige Daten
vorliegen. Es ist zu erwarten, dass sich flr die pazifischen Stdmme und fur die atlantischen

Stdmme eigene Gruppen ergeben.
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Tab. 2: Genotypisierung der VHSV-Stdmme

Virusstamm Genotyp
Fil3
Rindsholm
23.75
SVA Zentrale Gruppe
M
He
Attl

Fi359 Subgruppe
Fi416
05-00
9-99
Fi28
Sud-Europa-Gruppe

RXS Subgruppe
V463
Fi299
12-99
Klapmalle
Wi Klapmeglle-Gruppe
Fi62
Herring/Alaska Marine Gruppe
Turbot/Ireland

Risiko-Analyse

Im folgenden soll ein neuer Ansatz vorgestellt werden mit dem versucht wird, festzustellen,
ob ein Virusstamm das Potential fur gefahrliche weitere Mutationen trégt, dh, ob dieser Vi-
russtamm fiir unsere Teichwirtschaft gefahrlich werden kann. Es wurde versucht, einen Stan-
dard zu erstellen zur Berechnung der Unterschiede zwischen den Virusstammen. Dazu wurde
vom Computer eine ,,Consensus“-Sequenz berechnet, dh, die Sequenz in der die meisten
Stdmme Ubereinstimmen. Das ist kein realer Virusstamm, sondern ein ,,virtuelles* Virus. Da-
nach konnte die Ubereinstimmung eines jeden Stammes mit dieser Consensus-Sequenz be-
rechnet werden und zwar in der Nukleotid-Sequenz (Nt) wie in der Aminosduren-Sequenz
(AA). Die Differenz in Prozent in der Nt-Sequenz wird dann durch die Differenz in der

AA-Sequenz dividiert. Dieser Quotient erwies sich als hoch interessant.
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Ein hoher Wert bedeutet dass die AA-Unterschiede zum Consensus-Stamm gering und die
Nt-Unterschiede hoch sind. Das heisst, dieser Stamm hat eine Reihe von Mutationen in der
Nt-Sequenz, die aber nur relativ wenig Konsequenzen in der AA-Sequenz nach sich ziehen.
Dieses Virus tragt das Potential fir weitere antigene Veranderungen (Abb. 1).

Die Virusstamme Herring/Alaska (Herr) und Turbut/Ireland (Turire) haben somit das grdsste
Potential flir antigene Variationen, zu einem geringeren Ausmass die Staimme M, sowie Isola-
te aus Schweden und Deutschland.

Die Gruppierung im NV-Gen erscheint homogener, trotzdem, auch hier unterscheiden sich
verschiedene Stamme: die Stamme RxS, Wi, Vg463 und Fi416 sind potentielle Kandidaten
fir weitere Anderungen in der AA-Sequenz. Da die Funktion des NV-Gens noch nicht be-
kannt ist, kdnnen keine Aussagen tiber mégliche Auswirkungen von Mutationen in diesem
Gen gemacht werden. Das heisst aber auch, die Funktion des NV-Gens wird immer interes-

santer.
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Die Werte der Ordinate sind im Text erklért.

Erklarung der Virusstdamme: siehe Text. Abkirzungen: Herr: Herring/Alaska,
Turire:Turbut/Ireland

G-Gene
NV-Gene

)
=
S5
SRR

Abb. 1: Unterschiede zwischen den VHSV-Stammen im G und NV-Gen
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Weitere Ergebnisse zur oralen Immunisierung von Forellen gegen VHS

Fichtner, D.}, Bergmann, S.}, Enzmann, P.-J.2, Lange, B. und Lukowski, G.*
'Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der Tiere, D-17498 Insel Riems
2BFA fiir Viruskrankheiten der Tiere, Paul-Ehrlich-Str.28, D-72076Tubingen
*Riemser Arzneimittel GmbH, Riemserort

*Institut fiir Pharmazie der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat, Greifswald

Zusammenfassung

Neben der Zulassung nachweislich seuchenfreier Fischhaltungsbetriebe oder Gebiete in der
Européaischen Union ist die gezielte Immunprophylaxe eine weitere Mdglichkeit zur Verhi-
tung und Bekampfung von Fischseuchen, wie der Viralen Haemorrhagischen Septikamie
(VHS) der Forellen. Besonders anwenderfreundlich fur den Fischwirt sind oral applizierbare
Impfstoffe.

Als potentielle Vakzinestdamme testeten wir attenuierte VHS-Viren und ein VHS-Virusisolat
vom Hering als Vertreter der marinen VHS-Viren. Der Attenuierungsgrad der VHS-Viren ist
entscheidend fiir die Einsatz dieser Stamme. Attenuierte Stdmme zur Bad-, Sprih- oder Oral-
applikation mussen sich im Fisch noch replizieren, um eine belastbare Immunitat zu induzie-
ren. Hoch attenuierte Stdimme, deren Vermehrungspotential im Fisch stark eingeschrankt ist,
sind bei parenteraler Verabreichung unschédlich, aber auch nur bei dieser Applikation wirk-
sam. Fir Regenbogenforellen schwach oder avirulente VHS-Isolate mariner Fische kénnten

Bedeutung als potentielle VVakzinestdmme erlangen.

Bei der oralen Verabreichung von Lebendimpfstoffen an Forellen missen die Vakzineviren
durch geeignete pharmazeutische Formulierungen vor den denaturierenden Einflissen des
Wassers und des Magensaftes geschiitzt werden. Wir priften die Einbettung der Vakzinevi-
ren in Lipidsubstanzen, die im Wasser und im Magen stabil bleiben (Lipidpraparate) sowie
die Umhullung vorgefertigter, virushaltiger Formkorper mit magensaftresistenten Stoffen
(Umhiillte Granulate und Tablettenkerne). Der Virustiter betrug in den Lipidpraparaten 10°
KIDsy VHS-Virus/g Oralimpfstoff. Wéhrend in den umhdllten Granulaten nur 10*° bzw.

91



10" KIDso/g enthalten waren, betrug der Virustiter in den umhiillten Tablettenkernen
(Impfdragees) 10°° bzw. 10°° KIDso/g. Die Priifung der Wirksamkeit im Challenge-Versuch
erfolgte durch Zusetzten von je 2 infizierten Forellen (Infektion dieser Forellen durch 1 h Bad
in Wasser mit 10* KIDso virulentes VVHS-Virus/ml) zu den Gruppen immunisierter und
nichtimmunisierter Fische. Nach Immunisierung der Forellen mit Lipidpréparaten wurden
Schutzwerte (Relative Percent Survival, RPS) von 58 und 60 registriert. Erfolgte die Vakzi-
nierung der Fische mit umhdllten Granulaten, konnten mit relativ geringen Viruskonzentrati-
onen Schutzwerte (RPS) von 46 und 50 erzielt werden. Einen 100 %-igen Schutz der Forellen
erreichten wir durch orale Immunisierung der Forellen mit Impfdragees (umhullte Tabletten-

kerne).

Zusétzliche Einflu3faktoren auf den Impferfolg, wie Alter der Impflinge, Wassertemperatur

oder Zeitpunkt (Jahreszeit) der Immunisierung, missen weiter untersucht werden.

Summary

Control measurements and disease surveillance of the European Community (EU) are fo-
cused on approval of farms and zones which are free from listed fish diseases. Another strat-
egy for fish disease control in aquaculture is the immunoprophylaxis, e.g. against the Viral
Haemorrhagic Septicaemia (VHS), especially the user-friendly oral vaccination.

Different attenuated VHS viruses (VHSV) and one marine VHSV isolate from Baltic herring
were tested for their ability to immunise rainbow trout against VHS. The immunisation suc-
cess is strongly depending on the attenuation level of such virus strains. If the viruses repli-
cate in fish after bath, spray or oral immunisation, a protective immunity are induced. In con-
trast, highly attenuated virus strains are hardly able to replicate in fish. These viruses are
avirulent and safe after parenteral administration but they only induce a protective immunity
against VHS by parenteral vaccination. Potential vaccine strains are represented by marine
VHSYV isolates which are mostly low pathogenic or apathogenic for rainbow trout after im-

mersion.

Virus used oral vaccination of salmonids has to be protected against denaturing conditions,
e.g. water or acidic gastric fluid, by specific pharmaceutical formulations (delivery systems).
In this investigation an embedding of the VHSV in lipid substances (lipid pearls) and a coat-

ing of granulates and tablets with water and acid resistant capsules were tested.
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The virus titre in lipid pearls was 10°° TCIDso VHSV per g vaccine. The coated granules con-
tained 10™° and 10" TCIDs, per g vaccine only but the VHSV concentrations of coated
tablets were 10> and 10°° TCIDs, per g vaccine. The efficacy of oral immunisation was test-
ed by a cohabitation challenge. Two infected fish were added to each tank. The immune pro-
tection against VHSV was calculated by the relative percent survival rate (RPS). The RPS’s
of the two groups immunised by lipid pearl were 58 and 60 and fish vaccinated by coated
granulates with a low virus titre were 46 and 50. In contrast, a 100 % protection against

VHSV was reached in groups immunised by coated tablets.

Additional factors affecting the immune response as water temperature, immunisation season

or age of the fish are elements of further experiments.
1. Einleitung

Die Infektiose Hamatopoetische Nekrose (IHN) und die Virale Haemorrhagische Septikdmie
(VHS) der Forellen sind anzeigepflichtige Tierseuchen, die groRe wirtschaftliche Schéden
verursachen kénnen.

Derzeitig konzentrieren sich die Mallnahmen in der Europdischen Union (EU) bei der Be-
kampfung und Verhinderung der weiteren Ausbreitung der IHN und VHS auf die Schaffung
anerkannt seuchenfreier Fischhaltungsbetriebe oder Gebiete (1), die nach Prifung durch die
Europaische Kommission ihre tierseuchenrechtliche Zulassung erhalten.

Die gezielte Immunprophylaxe ist eine weitere Maoglichkeit zur Verhltung und Bek&mpfung
von Fischseuchen, wie der VHS. Impfungen gegen VHS als eine Krankheit der Liste 1l der
Aquakultur-Richtlinie 91/67/EWG (1) sind nach 8§14 der Richtlinie 93/53/EWG (Mindest-
malnahmen der Gemeinschaft zur Bekdmpfung bestimmter Fischseuchen, 2) nur in zugelas-
senen Fischhaltungsbetrieben verboten, also in nichtzugelassenen Betrieben erlaubt. Nach der
Richtlinie 2000/27/EG (3) kann in Ausnahmefallen sogar die Impfung bei Ausbruch von
Krankheiten der Liste I, also bei Ausbruch der Infektiosen Anamie der Lachse (Infectious
salmon anaemia, ISA) genehmigt werden, sofern die auf der Grundlage von Krisenplanen
festgelegten Kriterien fir Impfprogramme eingehalten werden.

Ein VHS-Lebendimpfstoff auf der Basis eines attenuierten, avirulenten VHS-Virus (VHSV)
ist in Deutschland seit 1996 zugelassen. Der Impfstoff kann im Bad- oder Spriihverfahren
und auch oral Gber Futter an Forellen appliziert werden (4). Gegenwartig wird die parenterale

(i.p.) Verabreichung dieses Impfstoffes, die mit Impfautomaten erfolgen kann, erprobt. Eine
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Unterscheidung des Impfvirus von Feldvirusisolaten kann mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) erfolgen.

An der Entwicklung von Fischimpfstoffen auf der Basis rekombinanter Erreger mit immuno-
genen Strukturen des IHN- oder VHS-Virus wird gearbeitet (5, 6). Erste, auch eigene (7) Un-
tersuchungen zur Immunisierung von Fischen mit Genom-Bereichen, die fir immunwirksame
Virusproteine codieren, die sogenannte DNA-Immunisierung, waren erfolgversprechend (8).
Besonders anwenderfreundlich sind oral applizierbare Impfstoffe. Oralimpfstoffe kdnnen
ohne StreR fiir die Fische in der extensiv und intensiv betriebenen Aquakultur mit wenig Ar-
beitsaufwand eingesetzt werden (9). Allerdings wird bei der oralen Applikation von Impfstof-
fen auf eine geringere Effektivitdt im Vergleich zu anderen Applikationsformen wegen der
Inaktivierung der Vakzineviren im Gastrointestinaltrakt hingewiesen (10).

In vergangenen Arbeiten konnten erfolgreich Oralimpfstoffe gegen VHS und SVC auf der
Grundlage magensaftresistent umhdllter, fester Arzneiformen gepruft werden (11,12,13). Bei
der Entwicklung magensaftresistenter Oralimpfstoffe haben wir 2 Prinziplosungen (14) zur
Herstellung derartiger Préparate eingesetzt (Abb. 1 und 2). Das Impfvirus wird bei einem
Verfahren in eine Lipidgrundlage eingearbeitet, die im Wasser und im Magen des Fisches
stabil bleibt, aber im Darm durch Verdauungsenzyme zersetzt wird. Bei der zweiten Techno-
logie erfolgt die Umhdllung vorgefertigter, Impfvirus-haltiger Formkorper (Granulate oder
Tabletten) mit magensaftresistenten Substanzen.

wasser- und magensaftresistente Substanz (z. B. Lipide)

Vakzinevirus

Abb. 1: Einbettung des Vakzinevirus in wasser- und magensaftresistente Substanzen

(z.B. Lipidperlen)
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wasser- und magensaftresistente Kapsel

Vakzinevirus

Hilfsstoff

Abb. 2: Umhillung vorgefertigter Formkorper mit wasser- und magensaftresistenten Sub-

stanzen (z.B. Impfdragees oder Filmtabletten)

Bei den eigenen Untersuchungen erfolgten:

e Die Prifung von VHS-Virusstammen auf Eignung zur Immunisierung von Forellen.
Sicherheit und Wirksamkeit dieser potentiellen Vakzinestamme wurden ermittelt.

e Die Herstellung und Prufung fester Arzneiformulierungen zur oralen Immunisierung

gegen VHS.
2. Prifung von VHS-Virusstammen auf Eignung zur Vakzinierung von Forellen
gegen VHS

2.1.  Virusstimme

Tab. 1: Potentielle Vakzinevirusstdamme zur Immunisierung von Forellen gegen VHS

Stamm/Isolat Charakterisierung

durch Serienpassagen attenuierte VHS-Virusstimme

ATT 160 160 Passagen
ATT 150 150 Passagen
ATT 76/89 76 bzw. 89 Passagen

marine VHSV-Isolate

Isolat IP8 VHSV-Isolat vom Hering, MORTENSEN et al. 1999 (15)
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2.2.  Genotypisierung

Bei den eingesetzten Virusstdammen erfolgte die genetische Analyse der fiir das G- und NV-
Protein codierenden Regionen. Es konnte nachgewiesen werden, dass die attenuierten VHS-
Virusstamme (ATT76, ATT150, ATT160 und Reisl150, das Reisolat von ATT150, sowie
auch ATT261 als 261. Passage) nur geringe Genomunterschiede aufweisen und deshalb im
Stammbaum eng beieinander liegen. Gleichzeitig kann demonstriert werden, daB sich die
marinen Isolate ”"Herr” als Isolat von einem Hering aus Alaska und “Turire”, ein Isolat vom
Steinbutt nahe Irland, in ihrer genetischen Struktur stark von den VHS-Virusstdmmen unter-
scheiden. Das sogenannte "M-Virus”, ein Isolat vom Atlantischen Kabeljau, ist dagegen na-
her bei den européischen SufRwasser-VHSV-Isolaten und damit bei den attenuierten VHS-

Virus-stdimmen einzuordnen (Abb. 3).

Att261

]
Reis150

Att150

~ Att160

Att76

Turine

Herr

Abb. 3: Evolutiondrer Stammbaum der potentiellen VHS-Vakzineviren auf Grundlage der

Genomstrukturanalyse
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2.3.  Prifung der Virusstamme im Tierexperiment

2.3.1. Sicherheit (Unschadlichkeit)

Die Virusstimme wurden i.p., im Bad- und Sprihverfahren sowie oral mit dem Futter oder
als feste Arzneiform an Forellen verschiedenen Alters appliziert. Die Halterungstemperatur
der Fische betrug 10°C. Die Fische wurden 28 d klinisch kontrolliert. Bei ausgewéhlten Fi-

schen erfolgten Untersuchungen zur Reisolierung des Vakzinevirus.

2.3.2. Wirksamkeit (Challengeversuch)

Forellen wurden i.p. (0,1 ml), im Bad- (Exposition 2 h) und Sprihverfahren (Exposition 60
sec) oder oral (mit dem Futter oder als feste Arzneiform) immunisiert. 28 d p.vacc. erfolgte
die Infektion der immunisierten Forellen (Prifgruppe) und nichtimmunisierten Fische (Kon-
trollgruppe) durch Zusetzen von je 2 infizierten Forellen pro Gruppe. Diese Kontaktfische
wurden durch 1 h Bad in Wasser mit 10* KIDsy VHSV-Stamm Fil3/ml infiziert. Die Halte-
rungsdauer p.i. betrug 28 d bei 10°C Wassertemperatur.

2.3.3. Bewertung der Prifung auf Sicherheit und Wirksamkeit

Folgende Bewertung wurde vorgenommen:

avirulent: keine sichtbaren Reaktionen

(klinisch und pathologisch-anatomisch)

schwach virulent:  geringgradige Krankheitssymptome
Mortalitét bis 5 %

virulent: typische Krankheitssymptome
Mortalitat > 5 %

Die Berechnung des Relative Percent Survival (RPS) erfolgte nach folgender Formel:

% Verluste bei immunisierten Fischen
RPS = (1- ----------mmm oo e ) x 100
% Verluste bei Kontrollfischen
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Bei der Beurteilung der Wirksamkeit erfolgte:

Wirksamkeit ++++ RPS >80
Wirksamkeit +++ RPS 50 - 80
Wirksamkeit ++ RPS 30 - 50
Wirksamkeit + RPS <30

2.3.4. Ergebnisse der Prufung potentieller Vakzinestamme zur Immunisierung von Forellen

gegen VHS

Tab. 2:  Prifung potentieller Vakzinestamme auf Sicherheit und Wirksamkeit

Stamm Sicherheit Wirksamkeit
ATT160 I.p.: avirulent Lp.. ++++
Bad: avirulent Bad: ++
Sprihen: avirulent Sprihen: ++
oral: avirulent oral: ++/+++
ATT150 I.p.: virulent
Bad: avirulent Bad: ++
oral: avirulent oral: ++++
ATT76/89 i.p.: schwach virulent i.p.. +++
Bad: avirulent Bad: +++
Isolat IP8 i.p.: schwach virulent Lp.. ++++
Bad: avirulent Bad: +++

2.4.  Schlussfolgerungen

e Das attenuierte VHSV mit 160 Passagen (ATT160) lieR sich nach Bad-, Spriih- und Oral-
applikation nicht reisolieren und induziert bei diesen Verabreichungsformen nur eine mé-
Rige Schutzwirkung im Challenge-Versuch. Offensichtlich ist die Vermehrungspotenz die-
ses hochattenuierten VHS-Virus in der Forelle stark eingeschrankt. Dieser Stamm ist auch
nach parenteraler (i.p.) Verabreichung avirulent, induziert aber bei dieser Applikations-
weise eine schutzwirksame Immunitét bei den Forellen.

e Das attenuierte VHS-Virus mit 150 Passagen (ATT150) ist bei i.p.-Applikation noch viru-
lent fur Regenbogenforellen. Bei Bad- oder oraler Verabreichung treten keine Krankheits-
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symptome auf. Dieser Stamm ist gut geeignet zur oralen Applikation, da er sich offen-
sichtlich nach Aufnahme in den Forellen vermehrt und die Impflinge eine belastbare Im-
munitat ausbilden.

e Die Stdimme ATT76 und ATT89 mit nur 76 bzw. 89 Passagen wiesen noch eine Restviru-
lenz auf, induzierten aber aufgrund ihrer Vermehrungsfahigkeit im Fisch eine gute Immu-
nitat.

e Das marine VHSV-Isolat vom Hering ist nach i.p.-Applikation schwach virulent. Von den
wenigen erkrankten bzw. verendeten Forellen liel sich das VHSV reisolieren. Nach
Badapplikation waren keine Unvertraglichkeitsreaktionen der Fische feststellbar. Bei An-
wendung beider Applikationsformen bildeten die Forellen eine belastbare Immunitét. Fir
Regenbogenforellen schwach oder avirulente VHSV-Isolate mariner Fische kdnnten Be-

deutung als potentielle Vakzinestamme erlangen.

3. Untersuchungen zur oralen Immunisierung gegen VHS

3.1.  Herstellung und Prufung einer VHS-Oralvakzine in Form von Lipidpréparaten

3.1.1. Material und Methoden

Herstellung des Oralimpfstoffes: Attenuiertes VHSV (ATT160) wurde in RTG-2-

Zellkulturen vermehrt, lyophilisiert und in eine auf 35°C erwarmte Lipidschmelze einge-

bracht. Nach Homogenisierung erfolgte sofort die Vertropfung im Ethanolbad mit fallendem
Temperaturgradienten. Die entstandenen Lipidperlen wurden bei 4°C getrocknet. Der VHSV-
Titer in den Praparaten betrug 10°° KIDso/ g (Tab. 3).

Tab. 3:  Versuchsmuster VHS-Oralvakzine in Form von Lipidpréparaten

Labormuster Art Virustiter (Ig KIDso/g)
02/03 10 96 Lipidpraparate 5,0
05 08 97 Lipidpraparate 5,0

Priifung im Tierexperiment: Regenbogenforellen mit einer Stickmasse von etwa 6 g wurde

mit 0,1 g Lipidpraparaten pro Fisch oral immunisiert. 28 d p.vacc. erfolgte das Challenge der
immunisierten und nichtimmunisierten Fische durch Zusetzen von je 2 mit virulentem VHSV
infizierte Forellen. Die Fische wurden (ber den gesamten Versuchszeitraum in Kreislauf-
Becken bei 10°C gehaltert.
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3.1.2. Ergebnisse

Die Uberlebensrate bei den immunisierten Fischen betrug in 2 Vakzinationsversuchen 80 und
60 %. Unter Berlcksichtigung der Mortalitatsrate in den Kontrollgruppen wurde ein RPS-
Wert von 60 bzw. 58 errechnet. Bei der statistische Priifung (x> Test) erwiesen sich die Diffe-
renzen zwischen den Mortalitatsraten bei den vakzinierten und nichtvakzinierten Fischen

signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % (Tab. 4, Abb. 4 und 5).

Tab. 4: Prifung der VHS-Oralvakzine in Form von Lipidpréparaten im Challenge-Versuch

Tierversuch | Uberlebensrate Uberlebensrate bei Relative v
bei vakzinierten Kontrollfischen® Percent Test®
Fischen? Survival®
VHS 1/96 24/30 (80) 17/34 (50) 60 50
+
VHS 1/97 36/60 (60) 3177 (4) 58 52,1
+

Y iberlebende Fische / insgesamt infizierte Fische (%)
2RPS = (1 - [% Verluste bei immunisierten Fischen / % Verluste bei Kontrollfischen]) x 100
% mit Korrektur nach Yates, Signifikanz mit P < 0.05
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Abb. 4: Kumulative Mortalitat (%) bei den oral mit Lipidpraparaten immunisierten und bei
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den nichtimmunisierten Fischen im Challenge-Versuch (Versuch 1/97)
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3.2.  Herstellung und Prufung einer VHS-Oralvakzine in Form magensaftresistent umhull-
ter Granulate

3.2.1. Material und Methoden
Herstellung des Oralimpfstoffes: Attenuiertes VHSV (ATT160) wurde in RTG-2-
Zellkulturen vermehrt, flissig mit einem Stabilisator in einen Hilfsstoff eingemischt und gra-

nuliert. Nach Trocknung bei 4°C erfolgte zuerst die Umhullung mit einer Isolierschicht und
danach das Auftragen einer magensaftresistenten Substanz in der Wirbelschicht-Apparatur
(Fa. GLATT, Deutschland). Virustiter der Versuchsmuster sind aus Tab. 5 ersichtlich.

Tab. 5: Versuchsmuster VHS-Oralvakzine in Form magensaftresistent umhullter

Granulate
Labormuster Art Virustiter
(Ig KIDso/g)
14S 06 98 Umhillte Granulate 1.50
14T 06 98 Umhillte Granulate 1.75

Prifung im Tierexperiment: Es wurden Regenbogenforellen mit einer Stlickmasse von etwa

8 g eingesetzt. Pro Fisch wurden téglich 0,2 g umhillte Granulate Uber einen Zeitraum von
7 d oral appliziert. Die Kontrollfische erhielten umhullte Granulate ohne Virus. 28 d p.vacc.
erfolgte das Challenge der Fische der Prufgruppen (immunisierte Fische) und der Kontroll-
gruppe durch Zusetzen von je 2 mit virulentem VHSV infizierte Forellen. Die Fische wurden

uber den gesamten Versuchszeitraum in Kreislauf-Becken bei 10°C gehaltert.

3.2.2. Ergebnisse

Die Uberlebensrate bei den oral immunisierten Fischen betrug in den 2 Gruppen 54 und
57 %. Unter Einbeziehung der Ergebnisse in den Kontrollgruppen wurde ein RPS-Wert von
46 bzw. 50 errechnet. Die statistische Prufung (XZ-Test) ergab signifikante Differenzen bel
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % zwischen den Mortalitatsraten bei den vakzinierten
und nichtvakzinierten Fischen (Tab. 6, Abb. 6 und 7).
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Tab. 6: Prifung der VHS-Oralvakzine in Form umhdallter Granulate im Challenge-Versuch

Tierversuch Versuchsmuster- Uberlebensrate® Relative -
Gruppe Charge Percent Test?
Survival®
3/98 14S 06 98 26/48 (54) 46 10.16
| +
14T 06 98
3/98 28/49 (57) 50 11.77
1 +
3/98 Granulate ohne 4/28(14)
11 Virus

Y iberlebende Fische / insgesamt infizierte Fische (%)
2RPS = (1 - [% Verluste bei immunisierten Fischen / % Verluste bei Kontrollfischen]) x 100

% mit Korrektur nach Yates, Signifikanz mit P < 0.05

100

Motaltat (%)

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

dp.i.
‘ —a— oral immunisierte Fische —#— Kontrollfische

Abb. 6: Kumulative Mortalitat (%) bei den oral mit umhullten Granulaten immunisierten
und bei den nichtimmunisierten Fischen im Challenge-Versuch (Versuch 1/98,

Gruppe 1)

103



100 -

Mortalitat (%)
a1
o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
dp.i.

—a— oral immunisierte Fische —— Kontrollfische

Abb. 7: Kumulative Mortalitat (%) bei den oral mit umhullten Granulaten immunisierten

und bei den nichtimmunisierten Fischen im Challenge-Versuch (Versuch 1/98,
Gruppe 1)

3.3.  Herstellung und Prifung einer VHS-Oralvakzine in Form magensaftresistent umhll-
ter Tablettenkerne

3.3.1. Material und Methoden
Herstellung des Oralimpfstoffes: Attenuiertes VHSV (ATT150) wurde in RTG-2-

Zellkulturen vermehrt, mit einem Stabilisator lyophilisiert, in einen Hilfsstoff eingemischt

und tablettiert. Anschlielend erfolgte eine Umhiillung mit einer Isolierschicht und danach die
Dragierung mit einer magensaftresistenten Schicht in der Wirbelschicht-Apparatur (Fa.

GLATT, Deutschland). Virustiter der Versuchsmuster (Impfdragees) sind aus Tab. 7 ersicht-
lich.

Tab. 7:  Versuchsmuster VHS-Oralvakzine in Form magensaftresistent

umhullter Tablettenkerne (Impfdragees)

Labormuster Art Virustiter
(Ig KIDso/g)

11 0500 umhullte Tablettenkerne 5,5

1505 00 umhullte Tablettenkerne 6,5
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Prufung im Tierexperiment: Regenbogenforellen mit einer Stlickmasse von etwa 100 g wur-

den mit taglich 0,5 g Impfdragees pro Fisch Gber 7 d oral immunisiert. 28 d p.vacc. wurden
den immunisierten und nichtimmunisierten Fischen als Challenge je 2 mit virulentem VHSV
infizierte Forellen zugesetzt. Die Halterung der Fische erfolgte tber den gesamten Versuchs-

zeitraum in Kreislauf-Becken bei 10°C.

3.3.2. Ergebnisse

Die Uberlebensrate bei den oral immunisierten Fischen betrug in den 2 Gruppen 100 %.
Uberleben alle immunisierten Fische, betragt der RPS-Wert 100. Bei der statistische Priifung
(x2-Test) konnte bei den Differenzen zwischen den Mortalitatsraten in den Impfgruppen (va-
kzinierte Fische) und in der Kontrollgruppe (nichtvakzinierte Fische) Signifikanz bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % nachgewiesen werden (Tab. 8).

Tab. 8: Prufung der VHS-Oralvakzine in Form umhdillter Tablettenkerne im
Challenge-Versuch

Tierversuch Versuchsmuster- Uberlebensrate” Relative ¥’
Gruppe Charge Percent test?
Survival?
2/00
Impfgruppe 11 0500 14/14 (100) 100 11,4
VI +
2/00
Impfgruppe 1505 00 16/16 (100) 100 12,8
VIII +
2/00 umhdllte Tabletten-
Kontroll- kerne ohne 5/15(33)
gruppe Il Virus

Y iberlebende Fische / insgesamt infizierte Fische (%)

2RPS = (1 - [% Verluste bei immunisierten Fischen / % Verluste bei Kontrollfischen]) x 100

* mit Korrektur nach Yates, Signifikanz mit P < 0.05
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3.4.  SchluRfolgerungen zur oralen Immunisierung

e Die orale Applikation von Impfstoffen an Fische hat den entscheidenden Vorteil, daf3
streRfrei fiir die Fische und mit geringem Arbeitsaufwand auch in der extensiven Aquakul-
tur immunisiert werden kann.

e Nach Immunisierung der Forellen mit Lipidpréparaten wurden Schutzwerte (RPS) von 58
und 60 registriert. Der Virustiter betrug in den Lipidpraparaten 10°° KIDso VHS-Virus/g
Oralimpfstoff.

e Erfolgte die Vakzinierung der Fische mit umhillten Granulaten, konnten mit relativ gerin-
gen Viruskonzentrationen (10 bzw. 10*" KIDso/g) Schutzwerte (RPS) von 46 und 50
erzielt werden.

e Bei der Herstellung der Lipidpréaparate und der umhdillten Granulate wurde das attenuierte
VHS-Virus mit 160 Passagen eingesetzt, das fir die orale Applikation wegen der einge-
schrankten Vermehrungspotenz im Fisch nur bedingt geeignet ist. Durch Optimierung der
Technologie zur Herstellung der Oralpréparate in fester Arzneiform konnten in den
umhiillten Tablettenkernen (Impfdragees) Viruskonzentrationen von 10°

e bzw. 10°° KIDso/g erreicht werden. In diese Arzneiform erfolgte die Einarbeitung des at-
tenuierten VHS-Virus AAT150 mit nur 150 Passagen. Oral mit den Impfdragees immuni-
sierte Forellen waren im Challenge-Test zu 100 % geschditzt.

e Bei der oralen Verabreichung von Lebendimpfstoffen an Forellen kdnnen die Vakzinevi-
ren durch geeignete pharmazeutische Formulierungen vor den denaturierenden Einfllissen
des Wassers und des Magensaftes geschitzt werden. Wir priiften erfolgreich die Einbet-
tung der Vakzineviren in Lipidsubstanzen, die im Wasser und im Magen stabil bleiben
(Lipidpréaparate) sowie die Umhullung vorgefertigter, virushaltiger Formkorper mit ma-
gensaftresistenten Stoffen (umhullte Granulate und Tablettenkerne, sogenannte Impfdra-
gees).

e Die orale Verabreichung von Impfstoffen an Forellen bietet neben der Vakzinierung durch
Bad- oder Spriihapplikation eine weitere Moglichkeit der Immunprophylaxe bei Fischen.
Komplettiert wird das Spektrum der Applikationsverfahren fir Fische durch die
i.p.-Injektion, die bei der Immunisierung von Fischen in konzentrierten Haltungen mit
Impfautomaten erfolgen kann.

e Zusatzliche Einflul3faktoren auf den Impferfolg, wie Alter der Impflinge, Wassertempera-

tur oder Zeitpunkt (Jahreszeit) der Immunisierung, missen weiter untersucht werden.
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Flagellatenbefall bei Zierfischen

D. Untergasser
SchloRstr. 34
D-64720 Michaelstadt

Zusammenfassung

Bei vielen Zierfischen treten Flagellaten als Kommensalen des Darmes auf. Ein méRiger Be-
fall wird von den meisten Fischarten vertragen. Nur ostafrikanische Cichliden sterben nach
der Infektion innerhalb weniger Tage. Durch nicht artgerechte Erndhrung kommt es zur
ubermaliigen Vermehrung von Flagellaten. Eine ballaststoffreiche Nahrung reduziert den
Befall. Durch geeignete Préparationsmethoden lassen sich die Flagellaten mit einem norma-
len Lichtmikroskop in Darminhaltspraparaten nachweisen, in ihrer Bewegung verlangsamen
und aufgrund der Anzahl ihrer Flagellen sowie ihrer charakteristischen Bewegungsmuster

einer Gattung zuordnen.

Summary

Several species of flagellates live in the intestine of ornamental fish. The most fishes tolerate
a lower quantity of these commensalisms. Only cichlids from east Africa die after an infec-
tion during a few days. Flagellates multiply when the fish are not feed with an optimal nutri-
tion. Nutrition which is rich on roughage reduces the intensity of infestation. Flagellates are
demonstrable in a preparation of gut contents with a magnification between 100 and 400 fold
by a microscope. The movement of the flagellates is possible to slow down with suitable
methods of preparation. Then the shape of the cells, the quantity of the flagellums and the
characteristic movement patterns are visible. So the different species can be associated to a

genus.

Einleitung

Oft werden Darmflagellaten als Hexamita bezeichnet. Meist handelt es sich jedoch um andere

Gattungen. Auch sehen die meisten Aquarianer die Ursache der Lochkrankheit in einem Fla-
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gellatenbefall. Das ist nur bedingt richtig. Die Lochkrankheit ist eine Mangelerkrankung, die
unterschiedliche Ursachen haben kann. Sie tritt auf, wenn die Resorptionsfahigkeit des Dar-
mes in Mitleidenschaft gezogen ist. Das kann durch eine Massenvermehrung von Flagellaten
geschehen.

In der Regel ist die Bildung der Ldcher in der Kopfregion eine Folge der Haltung von Dis-
kusfischen und anderen groRen Cichliden in sehr mineralstoffarmem Wasser. Dabei kommt
es zu einer Unterversorgung mit den Mineralien Magnesium und Calcium. Bei gleichzeitigem
Mangel an Vitamin E und Phosphat kommt es zur Lochbildung. Dabei l6st der Fisch das
Knorpelgewebe des Kopfes auf, um die Mineralien zuriick zu gewinnen. Die breiige zersetzte
Knorpelmasse tritt dann wie ein "weil3er Wurm" aus, wenn die Haut an der Stelle reif3t. Zu-
riick bleibt ein Loch in der Grolie zwischen 1 mm und bis zu 1 cm Grol3e, das meist nur we-
nige Millimeter tief ist. Zusétzlich kdnnen bei Mineralstoffmangel Einschmelzungen an den
Flossen beobachtet werden, die nicht durch Bakterieneinwirkung (z.B. bakterielle Flossenfau-
le) verursacht sind.

Eindeutige Anzeichen fur eine Flagellateninfektion des Darmes gibt es nicht. Von den meis-
ten Fischarten wird ein maRiger Befall vertragen. Viele Grof3cichliden reagieren empfindlich
auf Massenbefall, kénnen aber mit einem normalen Befall problemlos leben. Wird ein hoher
Anteil von Warmbluterfleisch verfttert, fuhrt das aufgrund des ungulinstigen Aminoséuren-
verhéltnisses zur Vermehrung der Flagellaten. Eine abwechslungsreiche Erndhrung mit ho-
hem Ballaststoffanteil wirkt einer Vermehrung der Flagellaten entgegen (BREMER 1999,
2000). Die im Darm auftretenden Flagellaten sind meiner Meinung keine echten Parasiten, da
in abgemagerten Diskusfischen, die langere Zeit schon die Nahrung verweigerten, keine Fla-
gellaten mehr gefunden werden konnten.

Insbesondere ostafrikanische Cichliden reagieren sehr empfindlich auf Flagellatenbefall und
sterben innerhalb einer Woche nach der Infektion. Wenige Tage nach der Infektion scheiden
sie weillen schleimigen Kot aus und bekommen einen aufgetriebenen Leib. Hier muss sofort
eine Behandlung mit Metronidazol (1g pro 100 Liter) bei einer Temperaturerhdhung von 3°C
uber drei Tage durchgefiihrt werden. Nach der Behandlung ist die Normaltemperatur wieder
einzustellen, ein Wasserwechsel von 50 % durchzufuhren und die Reste des Wirkstoffs tber
Aktivkohle auszufiltern. Eine zweite Behandlung ist nach drei Tagen Pause mitunter notwen-
dig.

Die meisten von Flagellaten befallenen Fische erscheinen nicht krank. Sie kénnen ihr Leben
lang mit den Flagellaten existieren, wenn Erndhrung und Umweltbedingungen der Art ent-

sprechen und sie keinem oder nur geringem Stress ausgesetzt sind. Man sieht den Fischen
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den Befall mitunter ein Leben lang nicht an und auch die Jungfische wachsen problemlos auf.
Wer jedoch ein Auge dafur hat, bemerkt bei genauer Beobachtung tber langere Zeit den Be-
fall schon. Typische Anzeichen dafir sind bei Diskus-Jungtieren, wenn sich einzelne Fische
kurzzeitig dunkel farben und bei Ablenkung, wenn z. B. jemand vor das Becken tritt, sofort
wieder hell werden. Auch wenn vereinzelt lange Kotstrdnge ausgeschieden werden, die mit-
unter noch am After hangen bleiben oder sich einzelne Fische absondern, kann das auf einen
Flagellatenbefall hinweisen. Solche Verhaltensweisen sind auf keinen Fall als sichere Anzei-
chen fur eine Diagnose zu betrachten. Sie kdnnen bei einem bakteriellen Befall des Darmes
oder der inneren Organe sowie durch Giftstoffe aber auch von Mikroorganismen bei belaste-
tem Wasser hervorgerufen werden. Auch ein Wurmbefall des Darmes &uRert sich auf ahnli-
che Art und Weise.

Wichtig ist, eine sichere Diagnose stellen zu kénnen. Das geht jedoch nur durch die Untersu-
chung von Kotproben mit einem Mikroskop. Leider ist dafiir nicht jedes Gerét geeignet. Ste-
reolupen oder Stereomikroskope sind vollig ungeeignet, da sie nur geringe Vergrofierungen
bringen. Ein normales Lichtmikroskop mit einer VVergrofRerung bis 400-fach ist vollig ausrei-
chend. Die Diagnose muss sehr sorgféltig erfolgen, das Préparat sollte diinn sein und griind-
lich durchgemustert werden.

Eine Kotprobe nimmt man direkt nach dem Ausscheiden mdglichst noch am After ab. Man
gibt die Probe auf einen Objekttrager, zerreildt sie mit zwei Prépariernadeln und deckt mit
einen Deckglas ab. So kann man bei vierzigfacher VergroRerung Wirmer und groRere Fla-
gellaten nachweisen. Um Wurmeier und kleine Flagellaten sicher erkennen zu kénnen, bend-
tigt man dann schon eine VergrofRerung von 100 bis 400-fach.

Da sich Flagellaten mitunter nicht im gesamten Darm aufhalten, sondern nur gewisse Ab-
schnitte besiedeln, ist die Kotprobe auch keine sichere Diagnosemethode. Verlassliche Er-
gebnisse erhélt man nur, wenn man von einem gerade gestorbenen Fisch den gesamten Darm
untersucht. Dazu wird der Darm herausprapariert, in kleine Stiicke geschnitten und diese auf
einen Objekttrager gelegt. Dann zerreiRt man die Stlicke mit zwei Prépariernadeln, damit der
Darminhalt heraustritt. SchlieRlich gibt man einen kleinen Tropfen physiologische Kochsalz-
I6sung zu und deckt mit einem Deckglas ab. Das Praparat wird zuerst bei einer geringen Ver-
grollerung von etwa 40-fach durchgemustert. Wenn ein verdachtiges Objekt gefunden wurde,
geht man auf héhere VergroRerungen Uber, um es genau sehen zu kénnen.

Um die verschiedenen Gattungen der Flagellaten unterscheiden zu kénnen, sind gute Prépara-
te notig. Die im vorigen Absatz beschriebene Praparationsmethode ist nur fiir eine Uber-

sichtsdiagnose geeignet. Fir die Bestimmung ist es wichtig, Zellform und Anzahl der Geil3eln

111



erkennen zu kénnen. Man 0ffnet daher das Préparat wieder, indem man das Deckglas vor-
sichtig von dem Objekttrager abhebt. Nun entfernt man alle dicken Objekte mit einer feinen
Pinzette und legt vorsichtig ein neues Deckglas auf. Das Praparat muf3 sehr diinn sein, darum
zieht man mit etwas FlieRBpapier tberschissige Flissigkeit am Rand des Deckglases ab. Nun
kann man das Préparat bei hoher Vergrélierung betrachten. Zieht man eine 8 %-ige Formalin-
I6sung unter dem Deckglas durch, sterben die Flagellaten und man kann die Geil3eln erken-
nen und zahlen. Die Zellen veréndern sich bei dieser Fixierung meist und entsprechen nicht
mehr der naturlichen Form.

Die Verwendung einer hochviskosen Losung von Methylzellulose in Wasser verlangsamt die
Flagellaten in ihrer Bewegung, ohne dass sich dabei die Zellform &ndert. Da Methylzellulose
nur wahrend des Quellvorgangs Wasser aufnimmt, ist sie danach neutral. Man stellt sich eine
Losung von 10 g Methylzellulose oder Tapetenkleister auf 300-400 ml Wasser her (Hydro-
xymethylzellulose 10 g auf 200 bis 300 ml Wasser). Die Verunreinigungen setzen sich mit
der Zeit am Boden ab, so dass man den klaren Uberstand verwenden kann. Die Lésung ist in
einem Schraubdeckelglas lange Zeit haltbar. Die Anwendung erfolgt indem man ein Préparat
mit Flagellaten wieder abdeckt und alle festen Bestandteile (Darminhalt, Darmstiicke), die
das Préaparat verdicken, daraus entfernt. Nun setzt man einen Tropfen der Lésung auf das
Préparat und vermischt ihn mit der Probenflissigkeit. Dann deckt man mit einem Deckglas
ab. Durch Verdunstung am Deckglasrand verdickt sich die Probe im Laufe einer Stunde und
die Flagellaten werden in ihrer Bewegung immer langsamer.

Der groBte nur bei Diskusfischen auftretende Flagellat, Protoopalina symphysodonis, wird
fast so grof3 wie ein Pantoffeltier. Mit einer Lange von etwa 100 pum kann er schon bei gerin-
ger VergroRerung erkannt werden. Die Zellform ist torpedoférmig mit leicht abgewinkeltem
Vorderteil und spitz zulaufendem Hinterende. Die Zelloberflache ist bis auf die Schwanzspit-
ze vollstdndig bewimpert. Es handelt sich dabei eindeutig um einen Flagellaten, trotz der
hohen Ahnlichkeit mit einem Ciliaten. In der Teilungsphase ist er sicher zuzuordnen, da Fla-
gellaten sich der Lange nach teilen. Dadurch sind sie nach der Teilung gleich lang aber diin-
ner. Ciliaten teilen sich quer und sind deshalb nach dem Teilungsprozess kleiner.

Am bekanntesten ist wohl die Gattung Hexamita, obwohl sie bei Diskusfischen eher selten
auftritt. Hexamita ist etwa 15 pm grof3, am vorderen Ende entspringen acht Geif3eln. Sechs
davon dienen als Schlaggeifleln der Fortbewegung, zwei werden an der Zelloberflache nach
hinten geleitet und stehen als Schleppgeil3eln weit Gber die Zelle hinaus. Die viel haufiger bei
Diskus vorkommende Gattung Spironucleus sieht Hexamita sehr &hnlich, die Zelle ist bei

gleicher L&nge allerdings etwas schmaler.
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Trichomonaden besitzen je nach Art vier bis sechs Geif3eln und sind zwischen 15 und 25 pm
grol3. Die Geil3eln entspringen vorn als GeiRRelbuschel, das synchron schlagt und so der Fort-
bewegung dient. Eine Geilel ist Gber eine Membran mit der Zelloberflache verbunden und
wird als Schleppgeif3el nach hinten gefuhrt. Diese Membran ist in standiger wellenférmiger
Bewegung und wird undulierende Membran genannt.

Bodomonas und Cryptobia sind zweigeil3elige Flagellaten mit einer GréRe von 16 bis 28 pm.
Eine GeiRel dient als SchlaggeiRel, die andere als SchleppgeilRel. Die Bewegung dieser Fla-
gellaten ist schnell schléangelnd. Im Gegensatz zu Bodomonas ist die SchleppgeiRel bei Cryp-
tobia durch eine undulierende Membran mit der Zelloberflache verbunden.

Trypanosomen sind als Blutflagellaten bei Fischen bekannt. Im Darm der Diskusfische
kommt eine Trypanosomaart vor, die nicht in das Blut Gbergeht. Es sind eingeilelige Flagel-
laten, die sich sehr langsam unter windenden Verkrimmungen fortbewegen. Die Geifel ent-
springt am vorderen Ende und ist durch eine undulierende Membran mit der Zelloberflache
verbunden. Die GroRe liegt bei 15 pm.

Die beste vorbeugende Malinahme gegen die Vermehrung von Darmflagellaten ist eine mog-
lichst stressarme Haltung und gesunde Ernahrung. Ernahrt man die Fische gesund, abwechs-
lungsreich und ihrer Art entsprechend, wird sich der Befall in Grenzen halten. Denn die Zu-
sammenstellung der Nahrung wirkt sich direkt auf die Gesundheit und Widerstandsfahigkeit
der Darmschleimhaut aus. Bei falscher Ern&hrung bildet die Darmschleimhaut nicht genug
Schleim und ist dinner. Der Darm bewegt sich nicht gentigend und wird trage. Die Nahrung
stockt an manchen Stellen, und es kommt zu Géarprozessen. Das flihrt zu Entziindungen des
Darmes und in diesen Bereichen vermehren sich die Flagellaten besonders gut. Auch Darm-
verschliisse kdnnen die Folge sein. AuRRerdem produziert ein gesunder Darm stdndig Hemm-
stoffe, die der ungehemmten Vermehrung von Flagellaten und anderen Parasiten entgegen-
wirken. Bei einem unter Stress stehenden Fisch werden diese Hemmstoffe kaum noch produ-
ziert, so dass sich alle Erreger extrem vermehren kdnnen (PETERS, 1988).

Im zoologischen Fachhandel gibt es freiverkdaufliche Préparate, die den Wirkstoff 2-Amino-
5-nitrothiazol enthalten. Diese werden nach Gebrauchsanweisung verwendet. Die Anwen-
dung von Metronidazol erfolgt bei Diskusfischen in einer Dosierung von 1 g pro 100 Liter
Wasser bei einer Temperatur von 33 bis 34°C uber drei Tage. Es ist sinnvoll, die Behandlung
durch Zugabe von Vitaminen zur Nahrung zu unterstutzen und die Ernédhrung generell umzu-
stellen, indem ballaststoffreicher gefuttert wird. Eine fischgerechte Zusammenstellung der
EiweilBe im Futter flhrt zu einer besseren Verwertung der Nahrung und weniger Ausschei-

dungen. Die Flagellaten auszurotten ist nicht moglich.
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Zusammenfassung

In dieser kurzen Mitteilung wird tber das Vorkommen von Infektionen der Kiemen bei Re-
genbogenforellen durch Amoében, wahrscheinlich Paramoeba sp., berichtet. Die verlustreich
verlaufenden Infektionen, ca. 50-60 %, konnten erfolgreich mit Kochsalz- Badern einge-

dammt werden.

Summary

In this short communication we report on the occurrence of amoebic gill infections in
rainbow trout from five hatcheries in North West Germany. Total losses amounted to
50-60 % of length classes from 5-30 cm. Histopathology showed heavy proliferation of in-
fested gill epithelium and high numbers of a to date unidentified amoeba (Paramoeba sp?).

Treatment was successfull with 2 % NacCl.

Einleitung

Es wird kurz Uber das Auftreten von Amoébeninfektionen in vier verschiedenen Forellen-
teichwirtschaften in Nordrhein-Westfalen und in einer Anlage in Hessen berichtet. Die Infek-
tionen traten in den Monaten Januar bis Juni im Jahre 2000 bei Regenbogenforellen der Gro-
Rensortierungen 5-30 cm auf. Der Befall der Kiemen war bis auf einen Fall immer hochgra-
dig. In zwei Fallen waren die Amoébeninfektionen begleitet von geringgradigem Befall mit
Ichthyobodo necator, Trichodina sp. und Flexibacter sp. Virologische und bakteriologische
Untersuchungen verliefen negativ.

Bei der Untersuchung der Regenbogenforellen, insbesondere der histologischen Untersu-
chungen, reichten die Verdnderungen der Kiemen von Kiemenschwellung, vermehrter

Schleimbildung bis zur hochgradigen Hyperplasie des Epithels und Kiemennekrose. VVorherr-
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schend war das Bild der verwachsenen Sekundarlamellen, wobei nicht selten durch Verwach-
sung der distalen Bereiche der Sekundarlamellen Kavernen gebildet wurden. In diesen Ka-
vernen sowie in den verbliebenen Zwischenrdumen zwischen den Sekundérlamellen und au-
Ren am verwachsenen Kiemenepithel lielen sich teilweise massenhaft etwa 10-15u lange,
meist ovale Amobenstadien auffinden, die fir die Veradnderungen der Kiemen verantwortlich
gemacht wurden (Abb. 1a und b). Die Untersuchung innerer Organe erbrachte keinen weite-
ren Befund. Die genaue Artdiagnose dieser offensichtlich pathogenen Amdobenform steht
noch aus (Paramoeba sp.?). Die Verluste befallener Becken betrugen in allen Féllen bis zu
60 %, sie konnten durch ein 2 % Kochsalzbad (45-60 Minuten) zurtickgedrangt werden.

Uber Amobeninfektionen der Kiemen bei SuiRwassernutzfischen liegen nur einige Berichte
vor aus neuerer Zeit. (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7). Bemerkenswert sind vor allem die Mitteilungen von
BAATH et al. 1996, die sich im wesentlichen mit den vorliegenden Befunden decken. Auch
hier scheint das infektidse Agens eine Paramdbe zu sein, die proliferative Vorgange in den
Kiemen auslost. Eine erfolgreiche Behandlung der Fische, mit Wiederholung, wurde eben-
falls durch Kochsalz erreicht. Herkunft des Parasiten, oder der fakultativ parasitisch auftre-
tenden Freilandformen, Ubertragungsweg, Ausbildung von Dauerformen (Zysten) sind unbe-

kannt.

Abb 1: A: Histologischer Schnitt durch das Kiemengewebe einer Regenbogenforelle mit

stark proliferiertem Epithel und zahlreichen Amdben
B: Noch nicht identifizierte Amdbenstadien von den Kiemen
GMA — Schnitt, Giemsa-Farbung
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Zusammenfassung

Fische (Aale, Regenbogenforellen, Karpfen und Flussbarsche), denen per Magensonde mit
dem Krebspesterreger, Aphanomyces astaci, infizierte Krebskutikula verabreicht wurde,
schieden uber die Faeces ansteckungsfahiges Material aus. Isolierte Myzelien oder Sporen
von A. astaci Uiberstanden die Magen-Darm-Passage aber offenbar nicht.

Diese Ergebnisse haben vor allem Bedeutung fur die Durchfihrung von Fischbesatz. Fische,
die in Gewasser mit einheimischen Flusskrebsen (Edel-, Stein- und Dohlenkrebs) besetzt
werden sollen, sollten nur aus solchen Gewassern stammen, in denen sie keine Mdglichkeit
hatten, potentiell mit dem Krebspesterreger infizierte Krebse zu fressen. Hierbei muss auch
die Mdglichkeit in Betracht gezogen werden, dass es nach oraler Aufnahme von Carrier-

Krebsen (amerikanische Flusskrebsarten) zu einer Ubertragung der Krebspest kommen kann.
Summary

Fish (eel, rainbow trout, carp and perch) that were force fed with crayfish cuticle carrying the
crayfish plague fungus, Aphanomyces astaci, released faeces that still contained infectious A.
astaci. In contrast, no infectious material was released via the faeces after the fish had been
force fed with plain mycelium or spores of A. astaci.

The results are especially of concern for the stocking of fish. Fish meant to be stocked in wa-
ters harbouring indigenous crayfish species (Astacus astacus, Austropotamobius torrentium,
Austropotamobius pallipes) should origin from waters, where they can’t eat on crayfish that
potentially carry the crayfish plague fungus. It must be taken into account that also American
crayfish species, which usually carry crayfish plague as an inapparent infection, may also

serve the spread of plague via this pathway.

119



Einleitung

Obwohl die Krebspest vor mittlerweile 150 Jahren auf den europdischen Kontinent gelangt
ist, sind die Kenntnisse tber die Ubertragungswege noch sehr begrenzt. Vieles von dem, was
man Uber die Ubertragungswege weiR, basiert auf empirischen Erfahrungen aus Krebspest-
Ausbriichen und weniger auf wissenschaftlichen Untersuchungen.

Amerikanische Krebse dienen vermutlich als die wichtigste Verbreitungsquelle. Sie tragen
den Krebspest-Erreger in ihrer Kutikula ohne selbst daran zu erkranken (UNESTAM 1969a,
1972).

In Wasser kénnen die Sporen des Krebspesterregers fiir mehrere Tage uberleben. Nach
UNESTAM (1969b) Uberlebten A. astaci-Sporen 14 Tage in einem Wassertank. Aber auch eine
langere Uberlebenszeit ist durchaus denkbar. A. astaci Sporen kénnen 3 Zyklen von Sporen-
freisetzung — Abkapselung und erneuter Sporenfreisetzung durchlaufen (Cerenius und Soder-
hall, 1985). Diese lange Uberlebenszeit der Pilzsporen bedeutet aber, dass nicht nur die Uber-
tragung innerhalb eines Gewéssersystems wahrscheinlich ist: Auch ,,transportiertes” Wasser

(Fischtransporte, nasses Angelgerat), stellt eine wesentliche Gefahrenquelle dar.

Als mogliche Vektoren kommen des weiteren Sdugetiere, Fische und Vodgel in Betracht.
Untersuchungen tiber deren Rolle liegen bislang nur zu Fischen vor (HALL & UNESTAM 1980;
HALDER & AHNE 1988).

Die Bedeutung anderer Invertebraten aufler Flusskrebsen wird immer wieder diskutiert. Auch
hier sind die abgesicherten Befunde sehr begrenzt. Es sind also noch viele Fragen offen.

Ziel unserer Untersuchungen war es, die wenigen gesicherten Kenntnisse zur Ubertragung
der Krebspest etwas zu erweitern. In dieser Untersuchung wurde die Mdoglichkeit der

Ubertragung durch Fische nach oraler Aufnahme des Krebspesterregers untersucht.

Material und Methoden

Karpfen, Aale, Regenbogenforellen und Flussbarsche wurden mit Sporen und Myzel von
Aphanomyces astaci, sowie mit Kutikula von Krebspest-infizierten Krebsen per Magensonde
zwangsgefuttert. Die so zwangsgeflitterten Fische wurden mit Edelkrebsen, die bei Versuchs-
beginn gesund waren und von einem nicht mit Krebspest infiziertem Bestand stammten, zu-

sammen gehalten (detaillierte Beschreibung des Versuchsaufbaus in: OIDTMANN et al. 2001).
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Ergebnisse

Eine Ubertragung der Krebspest auf die mit den Fischen zusammengehaltenen Edelkrebse
wurde bei allen Versuchsanordnungen erzielt, in denen Fische mit infizierter Kutikula
zwangserndhrt worden waren. Dabei bestand kein Unterschied, ob es sich um Fische mit
(Forellen, Flussbarsche und Aale) oder ohne Magen (Karpfen) handelte. Die in Kontakt mit
den zwangserndhrten Fischen gehaltenen Edelkrebse starben 31-64 Tage nach Versuchs-
beginn an einer Krebspestinfektion. Aus dem Kot der mit infizierter Kutikula zwangsernéhr-
ten Fische gelang die Anziichtung des Krebspesterregers.

Im Gegensatz dazu war bei mit isolierten Aphanomyces astaci Sporen oder Myzel zwangser-
néhrten Fischen keine Ansteckung der vergesellschafteten Krebse festzustellen. Eine Anziich-

tung von A. astaci aus Kot der zwangsernahrten Fische gelang nicht.

Diskussion

Den Kenntnissen tber die Verbreitungswege der Krebspest konnten wir einen weiteren Mo-
saikstein zufligen:

Fische kdnnen nach oraler Aufnahme von mit dem Krebspesterreger infizierten Krebsgewe-
bes durch Ausscheidung infektionsfahigen Kotes als Ubertréger der Krebspest fungieren.
Durch orale Aufnahme von reinem Pilzmycel (ohne Krebskutikula) oder von Sporen von A.

astaci ist eine Ubertragung sehr unwahrscheinlich.

Die in unserer Studie eingesetzten Fischarten sind bekanntermafen potentielle Krebsfresser.
Zu einem direkten Kontakt von Krebsen mit den genannten Fischarten kann es zum einen in
Fischzuchten kommen, in denen Karpfen und Regenbogenforellen in Mischbesatz mit Fluss-
krebsen kultiviert werden. Zum anderen werden Flussbarsche und Aale fur Besatzmal3nah-
men gelegentlich aus Gewassern entnommen, in denen auch Flusskrebse zu finden sind.
Krebspestkranke Krebse fallen besonders leicht diesen Raubfischen zum Opfer.

Die hier vorgestellten Ergebnisse haben daher praktische Bedeutung flr Fischbesatzmal3-
nahmen.

Sollen Fische in ein Gewasser mit einheimischen Flusskrebsarten besetzt werden, so sollte
zuvor gepruft werden, ob sie im Herkunftsgewasser potentiell Kontakt mit Flusskrebsen hat-
ten. Wenn es sich im Herkunftsgewésser um amerikanische Arten gehandelt hat, so ist ein

Risiko der Krebspest Ubertragung gegeben. Handelt es sich um einheimische Krebsarten, so
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ist das Risiko einer Krebspest-Verbreitung sehr gering. Die Mdglichkeit, dass gerade zur Zeit
der Fischentnahme ein Krebspestausbruch ablauft, muss jedoch bedacht werden. Sind Verlus-
te bei den Krebsen bekannt, so sollte deren Ursache vor der Entnahme und dem Besatz von
Fischen aus diesem Gewasser abgeklart werden.

Es abschlieRend noch einmal betont werden, dass bereits alleine Transportwasser, sofern es
sich um Oberflachenwasser mit potentiellem Kontakt zu amerikanischen Flusskrebsen (oder
aus einem Gewasser mit einem ablaufenden Krebspest-Ausbruch) handelt, als Ubertra-

gungsmedium des Krebspesterregers in Frage kommt.
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Zusammenfassung

Im Verlauf einer Infektion von Karpfen mit dem Blutflagellaten T. borreli 143t sich ein Aus-
wandern von Granulozyten aus der Kopfniere in das periphere Blut beobachten. Begleitend
war eine erhohte Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) der Kopfnieren- und Blutleukozy-
ten aus infizierten Karpfen festzustellen, wenn diese in vitro mit vitalen T. borreli stimuliert
wurden. Aus diesen Befunden wurde geschlossen, daR die Aktivierung von Granulozyten in
der Kopfniere und deren Auftreten in der Peripherie fir die Abwehr des Flagellaten von
Bedeutung ist. Um die Reaktionen von Granulozyten aus Karpfen ndher zu untersuchen,
wurden Kopfnierenleukozyten (KNL; 37 = 3 % Granulozyten) aus gesunden Karpfen in Zell-
kulturen stimuliert. In den KNL-Kulturen zeigten die Granulozyten nach Stimulieren mit
PWM, lysierten oder vitalen T. borreli eine deutliche GréRen- und Komplexitatszunahme.
Diese morphologische Reaktion war am starksten in Kulturen mit Zusatz vitaler T. borreli
ausgepragt. Fur funktionelle Parameter wie Phagozytoseaktivitét, die Produktion von reakti-
ven Sauerstoffspezies (ROS) oder Stickstoffmonoxid (NO) waren die hdchsten Antworten
nach Zusatz von lysierten T. borreli zu beobachtet. Demzufolge scheinen lebende T. borreli
und deren Fragmente und l6slichen Bestandteile auf verschiedenen Wegen zu einer Aktivie-
rung von Granulozyten zu fiihren.

Der Blutflagellat T. borreli verursacht die Schlafkrankheit bei karpfenartigen Fischen.
T. borreli wird von Fischegeln Ubertragen und entwickelt sich extrazellular im peripheren
Blut von Cypriniden (Lom 1979). T. borreli empféangliche Karpfen zeigen im Infektionsver-
lauf eine starke Andmie, Ascites, lethargisches Schwimmverhalten und sterben 25-30 Tage

nach der Infektion (WIEGERTJES et al. 1995; BUNNAJIRAKUL et al. 2000). In unseren Arbeits-
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gruppen wird die T. borreli-Infektion als Krankheitsmodell zur Untersuchung zelluldrer
Immunreaktionen von Karpfen gegeniber parasitischen Protozoen genutzt.

Im Krankheitsverlauf sind im Blut T. borreli infizierter Karpfen vermehrt Granulozyten zu
finden (SCHARSACK et al. 2000), wéhrend in der Kopfniere der Granulozytenanteil deutlich
abnimmt (KIESECKER- BARCKHAUSEN 1995). Im Infektionsverlauf isolierte und in Zellkultu-
ren mit vitalen T. borreli stimulierte Blut- und Kopfnierenleukozyten zeigten eine deutlich
erhohte Produktion von Stickstoffmonoxid (NO). Diese Befunde deuten darauf hin, dal3
Aktivierung von Granulozyten in der Kopfniere und deren Auftreten in der Peripherie im
Infektionsverlauf von Bedeutung sind. Um funktionelle Aspekte der Granulozytenantwort auf
den Parasiten naher zu untersuchen, wurden Kopfnierenleukozyten (KNL) aus gesunden
Karpfen (37 + 3 % Granulozytenanteil) in Zellkulturen stimuliert.

In Flachbodenmikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen wurden 1 x 10° KNL pro Vertiefung in
175 pl Medium fir 4 Tage bei 20°C nur in Medium, mit Kermesbeerenmitogen (pokeweed
mitogen; PWM 1mg/I) sowie vitalen oder lysierten T. borreli (0,5 x 10° pro Vertiefung) in-
kubiert. Zur Ermittlung der Phagozytoseaktivitdt wurden grunfluoreszierende Latex Partikel
(Chilmonczyk & Monge 1999) zugesetzt. Nach weiteren 18 h Inkubation wurde durchflu3zy-
tometrisch die Vitalitat, die Morphologie und die Phagozytoseaktivitat in den Kulturen ge-
messen. Absolute Zellzahlen wurden nach Pechhold et al. (1994) bestimmt. In parallelen Kul-
turen, wurde die Produktion von ROS mit dem Nitroblau Tetrazoliumsalz Reduktions Test
(NBT-Test), nach weiteren 2 h Stimulation mit Phorbol Myristat Acetat (PMA 0,1 mg/l) er-
mittelt. In den Uberstanden weiterer paralleler Kulturen wurde Nitrit, als Surrogat der
NO-Produktion, mit dem “Griess” Reagens photometrisch gemessen.

In stimulierten Kulturen war eine deutliche Zunahme der ZellgroRe und Komplexitat von
Zellen der Granulozytenpopulation festzustellen (Abb. 1.). Granulozyten in stimulierten Kul-
turen reagierten mit einer erhéhten Phagozytoseaktivitat (Abb. 2). Auch die parallel gemes-
senen Parameter Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und Stickstoffmonoxid (NO)
waren nach Stimulation mit PWM, vitalen oder lysierten T. borreli deutlich erhéht. Die
Rangfolge der morphologischen und funktionellen Reaktionen auf die jeweiligen Stimuli
wiesen deutlich Unterschiede auf. Komplexitats- und GrofRenzunahme der KNL-
Granulozyten war am starksten in Kulturen mit vitalen T. borreli ausgepragt, gefolgt von
T. borreli-Lysaten und letztendlich PWM. Die Phagozytoseaktivitat und die NO-Produktion
wurde am stdrksten von lysierten T. borreli induziert, gefolgt von PWM und vitalen
T. borreli. Diese Rangfolge war auch fiir die Hohe der ROS-Produktion der Kopfnierengra-

nulozyten festzustellen. Demzufolge scheinen lebende T. borreli und deren Fragmen-
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te/losliche Bestandteile auf verschiedenen Wegen zu einer Aktivierung von Granulozyten zu
fuhren. Die Bedeutung der Aktivierung und funktionellen Reaktionen von KNL-
Granulozyten bei der Immunantwort gegenlber T. borreli wird gegenwartig weiter unter-

sucht.

10 ) [Tiee] ] T, ]
TG gt [Iesyee— i regn TEC byt

Kitr PWM I borreli lysiert 1. borreli vital
Mittlerer FSC: 395 610 628 641
Mittlerer SSC: 589 613 628 637

Abb. 1: Morphologische Reaktion von Kopfnieren-Granulozyten nach in vitro Stimulation

Kopfnierenleukozyten (KNL) aus gesunden Karpfen wurden fur 4 Tage nur in Medium (Ktr),
mit PWM, mit lysierten oder vitalen T. borreli inkubiert. In stimulierten Kulturen zeigten die
Granulozyten (R1) eine Zunahme der ZellgroRe (FSC) und Komplexitat (SSC). Diese Reak-
tion war am stérksten bei Stimulation mit vitalen T. borreli ausgepragt. FSC-forward scatter;
SSC-side scatter.

o "\ 10 Vor
Y gt

T. borrelr lysiert 1. borrelt vital
39 % 25 %

Abb. 2: Phagozytoseaktivitat von Kopfnieren-Granulozyten nach in vitro Stimulation

Kopfnierenleukozyten (KNL) aus gesunden Karpfen wurden fiir 4 Tage nur in Medium (Ktr),

mit PWM, mit lysierten oder vitalen T. borreli inkubiert. Fir weitere 18 h wurden griinfluo-
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reszierende Latex-Partikel zugesetzt. R1 zeigt griinfluoreszenz-positive Granulozyten. Die
hdchste Phagozytoseaktivitdt war nach Stimulation mit lysierten T. borreli zu beobachten.

SSC-side scatter; FL1-Grinfluoreszenz.

Die vorliegenden Arbeiten werden von der DFG gefordert.
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Neues zu ,,Neuartigen Hautverinderungen' bei Karpfen

G. Brauer’, F. Baska?, J. Herms',
! sachsische Tierseuchenkasse, Fischgesundheitsdienst, LéwenstraRe 7a, D-01099 Dresden,
2 Veterinary Medical Res. Inst.,H.A.S., 1143 Budapest, Hungaria Krt. 21

Zusammenfassung

Seit 1996 werden hauptsachlich bei Speise- und Laichfischen aus Importen und einheimi-
schen Besténden in den kélteren Wintermonaten ,,Neuartige Hautverdnderungen" beobachtet.
Die Veranderungen treten vor allem auf dem Riicken, den Seiten und an der Schwanzflosse
auf. Das Erscheinungsbild wird bestimmt durch klar umschriebene kreisrunde Flecken, die
milchigtribe Schleimauflagerungen aufweisen. Im Bereich dieser betroffenen Hautpartien
kommt es zu Pigmentstdrungen sowie ausgedehnten Rétungen. Im fortschreitenden Krank-
heitsverlauf entziinden sich die Hautpartien und es entstehen epidermale Auffaltungen.

Die Erkrankung heilt in den Sommermonaten makroskopisch aus, tritt jedoch in der Regel im
kommenden Winter erneut auf.

Anhand von lichtmikroskopischen und histologischen Untersuchungen konnte ein bisher
nicht beschriebener einzelliger Organismus als mdglicher Krankheitserreger nachgewiesen
werden.

Auf Grund der bisher vorliegenden Untersuchungsergebnisse ist eine eindeutige taxonomi-

sche Zuordnung des Erregers nicht moglich.

Summary

Since 1996 an unknown skin disease has been observed in fresh fish farms whereas mainly
imported flocks but also local breeding flocks were infested. High prevalence rates occur
during late winter months and carp in the 3 " summer and the breeding fish are susceptiple.
Observed skin damages occur on lateral and ventral sides as well as on the caudal fin of the
fish. Phenotype of the disease is determined by circular spots with mucous plaques. On dam-
aged areas pigment discoloration and reddened inflammation are observed. In later stages of
the disease loss of mucous cells and necrosis of epidermis occur.

The macroscopic damages heal up during the next summer season, but in general phenotypes

of skin damage have returned in the following winter season.
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Using microscopy and histological examination an unknown mono-cellular parasite was de-
tected. According to limited study results available the detected parasite could not yet be

classified.

Einleitung

Bereits 1996 wurde Uber erste Erscheinungen der Neuartigen Hautveranderungen bei Karpfen
berichtet. Jéhrlich treten ca. 25 Falle der Erkrankung bei drei- und mehrsommrigen sowie
Laichfischen auf. Auch bei Importfischen wurden derartige Verédnderungen beobachtet.
Inzwischen kann ein eindeutiges Krankheitsbild beschrieben werden.

In den spaten Wintermonaten treten vor allem am Riicken beginnend kreisrunde Verénde-
rungen auf, die mit milchigtriben Schleimauflagerungen einhergehen. Im Bereich der
Schleimauflagerungen folgen Pigmentstérungen und flachenhafte Rétungen der Haut. Diese
Bereiche entzunden sich und es kommt zu epidermalen Auffaltungen. Histologisch zeigen
sich eine verstarkte Ansammlung eosinophiler Granulocyten in der Dermis, Lymphocytenan-
sammlungen und Degenerationser-scheinungen der Epidermis.

In differentialdiagnostischen Untersuchungen an der LUA Sachsen, Standort Dresden sowie
am BFA Insel Riems konnten virologische und bakteriologische Erreger als Ursache der Er-
krankung bisher ausgeschlossen werden.

Ein am BFA Insel Riems durchgefiihrter Infektionsversuch wurde mit positivem Ergebnis

abgeschlossen.

Material und Methoden

Im Herbst 1999 wurden 3 Versuchsgruppen aus einem verdachtigen Fischbestand gebildet,
die in Hélterbecken einer Fischzuchtanlage unter vergleichbaren Bedingungen gehalten wer-
den konnten. In jeder Versuchsgruppe befand sich gleichzeitig eine markierte Kontrollgrup-
pe, um zu gewahrleisten, dass trotz standiger Probenahme eine Aussage uber die Pravalenz
der Hautveranderungen in den Versuchsgruppen getroffen werden konnte. Die Fische der
Versuchsgruppen wurden monatlich klinisch und parasitologisch untersucht.

Durch den Versuchsaufbau konnte gleichzeitig der Einfluss der Fitterung auf die "Neuartigen
Hautverédnderungen” geprift werden. Dazu wurden zwei Versuchsgruppen mit Futtermitteln
gefiittert, die sich im Protein-, Fett-, NFE- und Phosphorgehalt sowie in ihrer spezifischen

Ausstattung mit essentiellen Fett- und Aminosauren unterschieden.
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Erste klinische Erscheinungen wurden im Dezember sichtbar. Massive Verdnderungen traten
in allen drei Gruppen mit unterschiedlicher Befallsextensitat und -intensitat in den Monaten
Januar bis Méarz auf. Danach verschwanden die Erscheinungen wieder.

Aus den Versuchsgruppen wurden mit dem Auftreten der ersten klinischen Erscheinungen
jeweils drei Karpfen zu Untersuchungszwecken entnommen. Die Haut wurde parasitologisch
unter dem Lichtmikroskop untersucht sowie ein ca. 2 cm? grol3es Hautstiick freipréparariert
und mit formalinversetztem Agar fiir die histologische Untersuchung fixiert. Es erfolgte eine
HE- Féarbung des aus diesem Hautstlick gewonnen Hautschnittes.

Hautabstriche der veranderten Teile wurden getrocknet und flr eine Minute mit Methanol
fixiert. Die fixierten Préparate wurden mit Giemsa- Losung oder nach der Ziehl-Neelsen Me-
thode gefarbt.

Ergebnisse

Beschreibung des Erregers

Bei der Nativuntersuchung waren Ansammlungen eines leicht griinlich geféarbten stark licht-
brechenden Erregers erkennbar. Bei der histologischen Untersuchung wurden diese Ansamm-
lungen als die wahrscheinlich reifen Sporenformen eines Erregers diagnostiziert.

Der Erreger hatte eine birnenformige Gestalt, war 7-8 um grof3 und mit wurzeldhnlichen An-
sdtzen an den Epithelzellen verankert. Die Wand des Erregers bestand aus 7-13 parallel ver-
laufenden Unitmembranen. Die Membranen schlielen sich am Ende des Erregers zusammen
und bilden einen "Nabel" fur die wurzeldhnlichen Fortsétze, die aus dem Zytoplasma ragen.
Das Zytoplasma des Erregers enthéalt einen Kern, einen oder mehrere Golgi-Apparate, Ribo-
somen, eine Lipidvakuole, einige Amilopektineinschlisse sowie ein endoplasmatisches Reti-

kulum.

Verdnderungen der Haut

Die Epithelzellen unterhalb der Erregeransammlung waren mittel- bis hochgradig degeneriert
mit deutlicher Reduzierung der schleimbildenden Zellen. Zum Teil gingen die Degeneratio-
nen in Nekrosen der Epidermis einschlie3lich der Basalschicht tber. Die Epidermis hatte nur
noch eine netzartige Struktur. AuBerdem waren massenhaft Abwehrzellen und zahlreiche
eosinophile Granulozyten vorhanden. Unterhalb der Sporenmassen waren die Hautschichten

durch tiefe Erosionen gekennzeichnet.
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Bei weniger schweren Veranderungen der Haut wurden vermehrt Schleimzellen (Abwehrre-

aktion) gefunden, die auf eine Abstol3ung des Erregers mit dem Schleim deuten kdnnten.

Zusammenfassung

Vermutlich handelt es sich bei dem Erreger um ein sich in den Epithelzellen entwickelndes
einzelliges Lebewesen, das der naheren Dermocystidium-Verwandtschaft oder den Dinofla-
gellaten zugeordnet werden koénnte.

Dazu sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig. Denkbar wére, dass die Infektion
schon in den friihen Herbstmonaten stattfindet, sich der Erreger in den Epithelzellen entwi-
ckelt und reife Sporenstadien in den Wintermonaten mit der Schleimproliferation auf der
Haut abgegeben werden. Auf Grund der massiven Nekrosen, die unter einer Erregeransamm-
lung stattfinden, ware auch eine toxische Wirkung des Erregers in Betracht zu ziehen.

Bei einem Infektionsversuch unter Feldbedingungen gingen die Hautveranderungen innerhalb
kurzer Zeit auf zuvor klinisch gesunde Karpfen, die aus einem unverdéchtigen Bestand
stammten, Uber.

Im Winterhalbjahr 2000/2001 soll durch gezielte Desinfektionsversuche getestet werden,
inwieweit sich die Infektkette unterbrechen I&sst.
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Mykologische Befunde bei Fischen und ihre Bedeutung

H. Bocklisch und Birgit Otto
Im Jakobifeld 11, D-99947 Bad Langensdalza

Zusammenfassung

In 4 Jahren wurden 1.241 Fische mykologisch untersucht. Dabei wurden bei 182 Tieren (ent-
spricht 14,7 %) positive mykologische Befunde erhoben. Am haufigsten wurden Pilze der
Gattungen Cladosporium, Saprolognia, Candida und Penicillium nachgewiesen. Mykolo-
gische Erkrankungen bei den Fischen waren bei Nachweisen von Saprolegnia, Branchiomy-
ces, Pythium, Ichthyophonus und bei Cladosporium festzustellen. Die meisten Pilznachweise
waren &tiologisch nicht oder wenig bedeutend fir die Erkrankungs- und Todesursache der
Fische.

Summary

Over 4 years 1.241 fish were examined mycologically. In 182 (14,7 %) of them positive re-
sults were obtained. Most of the isolates belonged to the following genera: Cladosporium,
Saprolegnia, Candida and Penicillium. Fungal infections were correlated with findings of
Saprolegnia, Branchiomyces, Pythium, Ichtyophonus and sometimes Cladosporium. Most
fungal isolates were etiologically irrelevant for diseases or death.

Einleitung

Bei den Fischkrankheiten haben Pilzinfektionen eine gewisse Bedeutung, wenn auch ein di-
rekter Hinweis auf die atiologische Rolle nicht immer eindeutig nachgewiesen werden kann.
Dabei handelt es sich um Pilze, die an ein Dasein im Wasser angepasst sind und sowohl als
Saprophyten wie auch als Parasiten auftreten. Der Stamm der Eumycota (Echte Pilze) wurde

nach SEELIGER und SCHRODER (1990) [1] unterteilt in die Klassen:

Zygomycetes (Jochpilze)
Endomycetes (Hefen)
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Ascomycetes (Schlauchpilze)
Basidiomycetes (Standerpilze)

Deuteromycetes (imperfekte Pilze)

Die grofite Bedeutung bei den Pilzinfektionen der Fische haben dabei die Algenpilze (Phy-

comyceten), welche der Klasse der Zygomyceten zugeordnet werden [2].

Als klassische Ektomykose wird die Saprolegniose durch die Infektionen von Algenpilzen
der Gattungen Saprolegnia und Achlya beschrieben. Diese Erkrankung kann auch systemisch
auftreten und wird hauptsachlich in der kalten Jahreszeit bei Wassertemperaturen unter 12°C
gefunden [3-5]. Ahnliche Hautmykosen wurden auch bei Infektionen der Pilzgattung
Pythium nachgewiesen [4, 6]. Die Kiemenfaule der Karpfen und Schleien wurde von Plehn
(1912) [7] é&tiologisch als Infektion durch den Pilz Branchiomyces beschrieben und in der
Folge auch bei anderen Fischarten festgestellt.

Als Kklassische Endomykose wurde die Ichthyosporidium-Krankheit auch als ,,sogenannte
Taumelkrankheit” mit knétchenartigen Veranderungen an Herz, Milz und Leber von PLEHN
und MuLsow (1911) [8] erstmalig beschrieben. Der Erreger ist der Zygomyzet Ichthyopho-
nus hoferi. In der jungeren Zeit wurden auf schwimmblasenassoziierte Mykosen bei Lachsen

durch den Pilz Paecilomyces farinosus hingewiesen [9, 10].

Material und Methoden

Im Rahmen der routinemaRigen Fischkrankheitsdiagnostik nach Einsendung von lebenden
und verendeten Nutz-, Wild- und Zierfischen wurden Kieme, Leber, Milz und Niere
(Schwanzniere) auf Sabouraud-Glucose-Agar sowie auf Pilzagar nach Kimmig angelegt. Bei
verdachtigen pathologisch-anatomischen Veranderungen wurden zusatzliche Organe wie
Haut, Flosse, Muskulatur, Schwimmblase und Herz auf die oben aufgefiihrten N&hrbdden
ausgestrichen. Anreicherungsverfahren werden nicht angewendet.

Die Inkubation der Agarplatten erfolgte bei 24°C in einem Zeitraum bis zu 7 Tagen. Am
2. Tag erfolgte die Ablesung.

Neben dem Anlegen wurde bei Verdachtsféallen Material zur mikroskopischen Beurteilung
entnommen und mittels Fungiqual-Farbung im Fluoreszensmikroskop bei 100- bis 200-facher

VergroRerung mikroskopiert, um Pilzelemente nachzuweisen.

132



Kulturelle positive Isolate in mittlerer bis starker Menge wurden makroskopisch nach Wachs-
tumgsverhalten und mikroskopisch nach mikromorphologischen Eigenschaften differenziert.
Die Hefenstammdifferenzierungen erfolgten biochemisch mittels APl ID 32 C der Firma

BioMeérieux.

Ergebnisse

Im Zeitraum von mehrereren Jahren (1997-2000) wurden 1.241 Fische mykologisch unter-
sucht. Bei 182 Tieren (entspricht 14,7 %) konnten kulturell-mykologisch positive Befunde er-
hoben werden. Aus den 182 Tieren lie3en sich insgesamt 214 Stamme isolieren.

Die Differenzierung der Kulturen flihrte zum Nachweis von 8 Gattungen der Deuteromyce-
ten, 7 Gattungen der Zygomyceten, 4 Gattungen der Endomyceten sowie jeweils 2 Gattungen
der Asomyceten und die dimorphen Pilze (Tab. 1).

Am héufigsten waren Cladosporium bei 74 Fischen, Saprolegnia bei 28 Fischen, Candida bei
17 Fischen, Penicillium bei 15 Fischen und Rhodotorula bei 15 Fischen nachzuweisen. Hin-
sichtlich der Organisolierungen konnte festgestellt werden, dass hauptsdchlich aus dem Kie-
mengewebe Pilzkulturen isoliert werden konnten. Diese Aussage trifft fur alle Pilzgattungen
zu, mit Ausnahme von Saprolegnia, wo der Anteil der Isolierungen aus Haut und Flossen
héher war (Tab. 2).

Weiterhin waren in ca. 10 % der Falle mehrerere Organe eines Tieres kulturell positiv. Ein-
deutig invasive Stdimme (Nachweis in mindestens 3 Organen) lieRen sich in jeweils 3 Fallen
bei Saprolegnia- und Cladosporium-Infektionen feststellen.

Hinsichtlich der jahreszeitlichen Verteilung fiel auf, dass bei den Saprolegnia-Isolaten eine
eindeutige Haufung im Zeitraum Herbst, Winter und Fruhjahr festzustellen war. Bei den an-
deren haufiger nachgewiesenen Pilzgattungen waren keine jahreszeitlichen Dominanzen zu

erkennen.

Die positiven Befunde wurden hinsichtlich ihrer Bewertung zu mykologisch bedingten Er-
krankungen bei den untersuchten Fischen unterzogen. Dabei konnte bei den Saprolegnia-,
Branchiomyces-, Phythium- und Ichthyophonus-Nachweisen fast regelméaRig priméare Myko-
sen bzw. sekundarbedingte Mykosen festgestellt werden. Bei den Sekundérinfektionen lagen

Virosen und Parasitosen als Grunderkrankungen vor.
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Von den ubrigen Pilzgattungen wurden nur bei wenigen Cladosporium-, Cephalosporium-,
Scopulariopsis- und Cryptococcus-Nachweisen sekundér bedingte Mykosen diagnostiziert
(Tab. 3).

Diskussion

Bei 14,7 % der untersuchten Fische waren positive mykologische Befunde zu erheben. Im
Vordergrund standen dabei Nachweise von Cladosporium und Saprolegnia.

Saprolegnia, Branchiomyces, Pythium und Ichthyophonus sind Erreger, welche mykologi-
sche Erkrankungen bei Fischen verursachen [3-6, 11].

Dies konnte im eigenen Untersuchungsgut ebenfalls festgestellt werden. Die Saprolegnia-
Infektionen lieRen sich vornehmlich in der kalten Jahreszeit nachweisen. Bei einigen Infekti-
onen waren Systemmykosen mit invasiv wachsenden Stdmmen zu ermitteln. Die Bran-
chiomyces-Infektionen fiihrten ausnahmslos zu schweren Kiemennekrosen mit tief greifender
Zerstorung des Kiemengewebes. Diese Erkrankungen wurden nur in den Sommermonaten
diagnostiziert.

Die in der Literatur [3-5] als klassische Endomykose beschriebene Ichthyophonus-Infektion
wurde bei 2 Regenbogenforellen eines Bestandes mit Lebergranulomen diagnostiziert. Die
Erregereinschleppung in den Bestand ist vermutlich auf die Verfutterung von rohen Herings-
abfallen zuruckzufihren, da die Erkrankung bei Heringen weit verbreitet ist.
Cladosporium-Infektionen wurden bei 9 Fischen im Sinne einer Sekundarinektion interpre-
tiert. Die Pilze, sie gehoren zu den Schwarzepilzen (Dermatiacae) [2]., waren bei diesen Tie-
ren durch invasives Wachstum (Nachweis max. in 4 Organen) aufgefallen. Bei Amphibien
wurden Chromomykosen durch Cladosporium herbarum-Befall durch beschrieben, wobei
sich diese Mykosen als systemische Erkrankungen duferten [2, 14] .

Eine Vielzahl von Pilzen wurden aus dem Kiemengewebe isoliert, ohne dass sich krankhafte
Veranderungen eindeutig nachweisen lieBen. Somit muss aus diesen Befunden geschluss-
folgert werden, dass es sich um Pilzbefall ohne klinische- und pathomorphologische Rele-
vanz gehandelt hat.

Diese Feststellungen missen jedoch auch kinftig kritisch gewdirdigt werden, zumal in der
Literatur Gber Mykosen durch Schimmel- und Sprosspilze (Mucor, Rhizopus, Penicillium,

Candida sake und Cryptococcus) bei StiBwasserfischen berichtet wurde [2, 6, 12, 13].
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Tab. 1: Zusammenstellung der positiven mykologischen Ergebnisse

Klasse

Gattung/Spezies

Anzahl positiver Fische

Zygomycetes

Saprolegnia

28

Mucor

9

Rhizopus

Branchiomyces

Pythium

Ichthyophonus

Achlya

RINN|A~ O

Ascomycetes

Neurospora

[ep}

Byssochlamys

N

Deuteromycetes

Cladosporium

Penicillium

e B
SN

Aspergillus

Cephalosporium

Monilia

Scopulariopsis

Fusarium

Alternaria

PR W A~ O

Geotrichum

o

Sporothrix

|

Candida famata

Candida sake

Candida ciferrii

Candida colliculosa

Candida membranaefaciens

Candida pulcherrima

Candida rugosa

Rhodotorula rubra

Rhodotorula glutinis

Pichia etchellsii

Pichia carsonii

Cryptococcus albidus

Cryptococcus laurentii

SN R R I

Gesamtzahl

214
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Tab. 2:  Zusammenstellung der positiven Ergebnisse nach Organisolierungen

Anzahl
Klasse Gattung positiver | Organisolierung
Fische
Haut/ | Kieme | Leber | Niere | Herz | Schwimm-
Flosse blase
Zygomycetes Saprolegnia 28 25 15 4 1
Mucor 9 9
Rhizopus 5 5
Branchiomyces 4 4
Pythium 2 2
Ichthyophonus 2 2
Achlya 1 1
Ascomycetes Neurospora 6 1 5
Byssochlamys 2 2
Deuteromycetes | Cladosporium 74 8 56 6 7 1
Penicillium 15 1 14 1
Aspergillus 8 8
Cephalosporium 6 1 6
Monilia 4
Scopulariopsis 3 3
Fusarium 1 1 1
Alternaria 1 1
Geotrichum 4 1 3
Sporothrix 1 1
Candida 17 1 15 1
Rhodoturula 15 1 14 1
Pichia 4 4
Cryptococcus 2 2
Gesamtzahl 214 39 170 14 7 1 3

Tab. 3: Einschatzung des Pilznachweises zu mykologischen Erkrankungen der Fische

Erreger Anzahl Anzahl Anzahl
positiver Fische Mykose als Mykose als
Grunderkrankung Sekundérerkrankung

Saprolegnia 27 15 12
Branchiomyces 4 4

Cladosporium 9 9
Pythium 2 2
Cephalosporium 1 1
Ichthyophonus 2 2

Scopulariopsis 1 1
Cryptococcus albidus 1 1
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CO, -Mangel in der Forellenproduktion: Ursachen, Auswirkungen und

Moglichkeiten der Therapie - wasserchemische Grundlagen

Kurt Bauer-Schiemenz, Tiergesundheitsdienst Bayern e.V. - Fischgesundheitsdienst
Senator-Gerauer-Str. 23, 85586 Poing

Zusammenfassung

Um die Bedeutung von CO, im Wasser von Forellenzuchtbetrieben zutreffender verstandlich
zu machen, werden die quantitativen Beziehungen zwischen Carbonatharte, pH-Wert und
CO,, dargestellt. Deren zeitlicher Vorrang vor den Wirkungen des Kalkgleichgewichtes fihrt

zu Ergebnissen, die nicht mit gangigen Vorstellungen in der Teichwirtschaft Gbereinstimmen.

Summary

For a better understanding of the importance of CO; in trout farming some quantitative rela-
tions between alkalinity, pH and CO; are discussed. Their temporal priority over the effects
of the calcium carbonate equlibrium shows results which differ from the usual view in fish

farming.

1. Einleitung

In der Fischerei herrscht die Meinung vor, die geringstmdgliche Konzentration an CO, im
Wasser sei optimal fiir die Atmung der Fische. Wie DETTMANN (nachfolgender Beitrag) zeigt,
kann aber unter Praxisbedingungen der Forellenproduktion ein zu geringer CO,-Gehalt des
Wassers bei den Fischen leicht zu einer "respiratorischen Alkalose™ fiihren (vgl. DETTMANN ,
2000). Damit sind schwere Probleme der Ammoniak-Ausscheidung verbunden. Es kommt zu
Kiemenentziindungen, die schon SCHRECKENBACH et al. (1975, 1978) auf erhéhte pH-Werte
im Wasser zurtick fiihrten. Erhohte pH-Werte bedeuten fast immer auch eine geringe

Konzentration an CO..
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Nachfolgend sollen die quantitativen Zusammenh&nge im Kohlensdure- und Harte-System
des Wassers vorgestellt werden. Dies soll als Grundlage dienen fir eine prazisierte Sicht die-
ser Zusammenhénge und fiir die in der Praxis zu beachtenden Vorkehrungen. Bereits PIA
(1933) hat diese Zusammenhénge von Hand errechnet. Heute sind sie mit dem PC, nach den
Rechenvorschriften der DIN 38 404 D8 unter Verwendung der genaueren Konstanten nach
DIN 38 404 C10, eingangig darstellbar (BAUER 1991). PIA lieR es auch nicht an einer kriti-
schen Anmerkung zu den Auffassungen von SCHAPERCLAUS fehlen, die dieser spéater in
seinem Lehrbuch der Teichwirtschaft dargelegt hatte und die (deshalb) bis heute die Ansich-

ten Uber die Wirkungen von Kalk und Kohlensdure in der Fischerei pragen.

2. Die Herkunft von CO, und Harte im Wasser

Der CO,-Anteil der Luft liegt nur bei 0,03 %. Daher betragt der CO,-Gehalt eines mit Luft
ins Gleichgewicht gebrachten Wassers nur 0,5 mg/l bei 20°C bis 1,0 mg/l bei 0°C, obwohl
CO; in Wasser sehr viel besser loslich ist als Sauerstoff oder Stickstoff. Jede CO,-
Konzentration, die Uber diese Werte hinaus geht, stammt aus Atmungsvorgangen im Boden
oder im Gewasser. erhoht. Beim Einsickern als Grundwasser in den Boden trifft es auf
Erdalkali-Carbonate, also Kalk und Dolomit, die sich spontan in Spuren l6sen, entsprechend
ihren sehr kleinen Loslichkeitsprodukten.

CO; bildet mit Wasser zu etwa 0,15 % Kohlensaure im engeren Sinn (H,CO3). Diese kann
ein H* abgeben und wird dabei zu Hydrogencarbonat. Geléstes Carbonat aus dem Bodenkalk
nimmt dieses H" auf und wird ebenfalls zu Hydrogencarbonat. Somit stammt das Hydrogen-
carbonat im Wasser zur Halfte aus der Atmungskohlenséure und zur Halfte aus den Bodenge-

steinen.
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CO, + H,0
H,CO3
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Abb. 1: Die Dissoziationsformen (,,Spezies*) der Kohlensdure
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Abb. 2:  Anteile der Spezies der Kohlensdure in Abhangigkeit vom pH-Wert. Berechnet nach
DIN 38404 D8 und C10 (Rechenbasis: t = 15°C und LF(25°C) = 160 puS/cm.)

Gelostes Carbonat, Hydrogencarbonat und ,,freie Kohlensdure® (die Summe von CO, und

H,COs) bilden zusammen mit den als pH-Wert gemessenen H*-lonen ein zweistufiges Disso-
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ziations- oder Puffersystem. Das bedeutet, dass das Massenverhaltnis von Hydrogencarbonat
und freier Kohlensdure zwingend den pH-Wert (und den Carbonatgehalt) einstellt und um-
gekehrt (Abb. 2).

3. Das pH-Regime eines Gewassers

Hydrogencarbonat wird analytisch als SBV (,,Sdure-Bindungs-Vermdgen®) oder Car-
bonathéarte bestimmt. Diese Gleichsetzung kann (nach einem Korrekturabzug von 0,05
mval/l) gelten, wenn nicht andere Puffer (Phosphat, Ammoniak, Silikat) in Sonderfallen
ebenfalls wesentlichen Anteil am SBV haben. Mit einem Faktor von 2,8 wird aus dem SBV
haufig die sog. Carbonathérte (in °dH) errechnet.

Diese Bestimmungsmethode beruht auf der sog. ,,Pufferung® des pH-Werts: die zugefugte
Salzsdure kann den pH-Wert nicht unmittelbar ihrer Menge entsprechend absenken. Vielmehr
werden die von ihr gelieferten H-lonen zum groRten Teil verbraucht, um Hydrogencarbonat
in freie Kohlensaure umzuwandeln. Erst danach wirkt sich die Salzsdure wieder ungehindert

auf den pH-Wert aus.

Dieses Pufferungsvermdgen bezieht sich aber auf die Zufuhr von S&uren (oder Laugen) von
auflen! Es darf nicht verwechselt werden mit der Einstellung des pH-Wertes durch das Ver-
héltnis der beteiligten "Pufferkomponenten” ! Dies sind hier Hydrogencarbonat und freie

Kohlensaure.

Alle Veranderungen setzen beim CO; an:
e Durch die von der Atmung bestimmte Konzentration im Zulauf ist es vorgegeben.
e Durch Beriihrung mit der Luft nimmt es (in der Regel) ab.
e Durch die Photosynthese von Algen nimmt es ab.
e Durch die Atmung der Wasserorganismen, insbesondere durch die Fische, nimmt es
zu.
Alleine diese Einwirkungen bestimmen den Bestand an CO,. (Die Verdnderungen durch
Kalkfallung werden spéter behandelt; sie wirken sich nur sehr verzogert aus.)
Dabei verandert sich der Bestand an Hydrogencarbonat nur unwesentlich:
Um bei einem CO,-Verlust neues CO, aus Hydrogencarbonat nachbilden zu kénnen, werden

H*-lonen bendtigt. Deren verfiigbare Menge ist aus dem pH-Wert ersichtlich: bei pH 7 sind
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es z.B. nur 107 Mol/l. In den Einheiten des SBV ausgedriickt, sind das nur 10 mval/l. Die
maoglichen Veranderungen des Hydrogencarbonats durch diesen Vorgang sind deshalb um
drei bis vier GréRenordnungen Kleiner als sein Bestand. Hydrogencarbonat kann als praktisch

konstant betrachtet werden.

Das Wasser behalt also kurzfristig seine Harte. Die Verdnderungen des CO, bestimmen die

Verdnderungen des pH-Werts !

Auf dieser Voraussetzung beruhen die fiir Abb.3 berechneten Kurven. Sie zeigen einige be-
merkenswerte Eigenschaften:

Sie verlaufen parallelversetzt; d.h. gleiche Verénderungen des CO, bewirken gleich groRe
Anderungen des pH-Werts.

Je hoher das SBV ist, desto hoher ist auch der pH-Wert (bei gleichem CO,). Jede Verdoppe-
lung des SBV steigert den pH-Wert um 0,3 (das ist log 2 = 0,30103).

Je hoher das CO; ist, desto geringer ist der pH-Wert (bei gleichem SBV). Jede Verdoppelung
des CO; senkt den pH-Wert um 0,3.

Zusammenhang zwischen freier Kohlensaure und pH-Wert bei
unterschiedlichem SBV

40 \ \ \

zz\\\\

,0//./

25 ——SBV 0,25
- —e—SBV OS5
S 20 \’\ \’\ \ \Q —e—SBV 1 mvall
2 \ \ \ \,\ \ \‘\ —e—sBV2
15 N —e—5SBV4
—e—SBVS
10

. X
\\@

6,5 7 7,5 8 8,5
pH-Wert

Abb. 3a: Kurvenscharen fur den Zusammenhang zwischen pH-Wert und CO,, errechnet fir

Wasser mit unterschiedlichen SBV (in Verdoppelungsschritten).

Fur CO,-Konzentrationen im Praxisbereich von Quellwassern.




Zusammenhang zwischen freier Kohlenséure nahe dem Luftgleichgewicht und pH-
Wert bei unterschiedlichem SBV

1 \ \ ) \
\ \ \ \ CO2 bei Luftgleichgewic ht, 10°C und 1013 hPa: 0,6[7 mg/I
——SBV 0,25
06 |\ X \

, ——SBVO05
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\ ——SBV 2
04

mg CO2/1

’ —e—SBV4
\ \\\ —e—SBV38

7,5 8 8,5 9 9,5 10 10,5
pH-Wert

Abb. 3b:  Kurvenscharen flr den Zusammenhang zwischen pH-Wert und CO,, errechnet fur
Wasser mit unterschiedlichen SBV (in Verdoppelungsschritten).
HerausvergroRert der Konzentrationsbereich, den CO, bei Wassern im Gleichge-
wicht mit der Luft erreicht. Die Photosynthese von Algen, die nur CO, verwerten

kénnen, kommt ebenfalls in diesem Bereich zum Erliegen.

In harten Wéssern herrschen also regelmaRig hthere pH-Werte als in weichen Wassern.

Diese Tatsachen widersprechen der gangigen Auffassung, ein hohes SBV stabilisiere den pH-
Wert, und zwar insbesondere gegen Steigerungen. In Wirklichkeit aber unterscheiden sich die
pH-Werte in Gebieten mit harten bzw. weichen Wassern in dem oben genannten Sinn. Den-
noch hat die Meinung vom Segen des SBV einen nachvollziehbaren Ursprung, ndmlich in

den Auswirkungen des Kalk — Gleichgewichts.

4. Das Kalk - Gleichgewicht

In Abb. 2 ist zu erkennen, dass bei jedem beliebigen pH-Wert alle Spezies der Kohlensdure
vorhanden sind. Allerdings ist der Anteil der freien Kohlensaure (iber pH 8,8 und der Anteil
des Carbonats unter pH 8,0 grafisch nicht mehr als von 0 verschieden darstellbar. Tatsachlich
bedeutet aber auch hier noch jeder pH-Schritt von 0,3 jeweils eine Halbierung bzw. Verdop-

pelung.
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Bei der eingangs behandelten Entstehung der ,,Hirte® war von spontaner Losung des Kalks
die Rede. Das rechnerische Produkt der molaren Konzentrationen von Calcium, [Ca**], und
von Carbonat, [CO37], konnte dabei das ,,Loslichkeitsprodukt® von Calciumcarbonat nicht
uberschreiten. Es betrdagt ca. 10-8,3 mol#/I2. Das bedeutet, dass in einem von Kohlenséure
freien Wasser eine Konzentration von knapp 0,1 mmol/l an Calciumcarbonat gelost sein

kann.

Aus der Dissoziation der freien Kohlensdure zu Hydrogencarbonat erhélt das Carbonat ein
H*-lon und wird ebenfalls zu Hydrogencarbonat. Dabei wird die Konzentration [CO3™] Klei-
ner und deshalb darf die Konzentration [Ca™"] gr6Ber werden. Also kann sich immer mehr
Kalk l6sen. CO, wird dabei verbraucht - also weniger - und Hydrogencarbonat nimmt doppelt
zu. Also steigt der pH-Wert. Damit nimmt auch der relative Carbonatanteil zu. Die Lésung
von Kalk geht so lange, bis dieses vermehrt verbleibende Carbonat mit dem vermehrt gelos-
ten Calcium gerade wieder das Loslichkeitsprodukt erreicht. Die Konzentration an freier
Kohlensdure, die dann zur Erhaltung des gerade noch hinreichend niedrigen pH-Werts not-

wendig ist, wird als ,.zugehorige Kohlensdure“ bezeichnet. Das Wasser ist dann im "Kalk-

Gleichgewicht™.

Wie Abb. 4 zeigt, nimmt die zugehdrige Konzentration an Kohlensaure mit dem SBV stark

zu. Dafur liegt der jeweilige Gleichgewichts-pH-Wert umso niedriger, je hoher das SBV ist.

Verliert ein solches Gleichgewichts-Wasser, durch Luftkontakt oder Photosynthese, einen
Teil seines CO,, so ist die erforderliche - ,,zugehorige*- Konzentration an Kohlensdure nicht
mehr vorhanden, um den pH-Wert niedrig genug zu halten, damit auch [CO3™] niedrig genug
bleibt, um mit der dem SBV theoretisch gleichen Konzentration [Ca™] nicht das Léslich-
keitsprodukt zu Uberschreiten. Das Loslichkeitsprodukt wird also doch tberschritten; das
Wasser ist ,,iibersittigt mit Kalk und der Kalk beginnt, sich in kristalliner Form abzuschei-
den. Dieser Vorgang ist als Entkalkung bekannt - wenn die Photosynthese der Ausldser ist,
als ,,biogene Entkalkung®. Hierbei fallt so lange Kalk aus, bis die verbliebene Konzentration

an CO, mit einem neuen, verminderten SBV wieder im Gleichgewicht steht.

144



Gleichgewichts-pH und "zugehotrige" Kohlenséaure fur reine Kalkwéasser sowie pH fir
Luftgleichgewicht
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Abb.4:  pH-Wert und zugehorige Konzentration an Kohlensdure bei CaCOs-
Gleichgewichtsbedingungen, nach SCHAPERCLAUS (neu berechnet nach DIN
38404 C10) sowie pH-Wert des Wassers bei Losungsgleichgewicht von CO, mit der
Luft (10°C: 0,67 mg CO, /1)

Dieser Vorgang ist die exakte Umkehrung der Lésung von Kalk durch CO, -haltiges Wasser.
Hierbei wird gefélltes Carbonat aus Hydrogencarbonat nachgebildet und die hierbei freige-
setzten H™ -lonen liefern zusammen mit weiterem Hydrogencarbonat wieder freie Kohlenséu-
re. Die Hélfte des Hydrogencarbonat wird also wieder ,,zu Stein®, die andere Hélfte bleibt zur
photosynthetischen Bildung von Biomasse verfligbar, aus deren Veratmung sie urspriinglich

kam.

Nach der Entkalkung ist der pH-Wert zwar niedriger als zwischendurch, nach dem CO, -
Verlust, aber hoher als beim vorherigen Gleichgewicht.

Mit Luft im Gleichgewicht stehendes Regenwasser fallt zu Boden. Dort trifft es auf biologi-
sche Aktivitét, die seinen Sauerstoffgehalt vermindert und im Gegenzug seinen Kohlenséure-
gehalt.

Die Zahlen hinter der Abb. 4 gelten fur reines Calciumcarbonat. Die meisten Kalkgesteine

und die ihnen entspringenden Wasser sind in unterschiedlichem Mal} dolomitisiert, enthalten
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also Mischcarbonate aus Calcium und Magnesium. Deren Loslichkeiten sind verschieden.
Deshalb kann die Abb. 4 auch nur ein Prinzip darstellen. Die wirklichen Zahlen fur das je-

weilige Gleichgewicht weichen davon ab.

Die geschilderten VVorgange bei der Kalkfallung zeigen scheinbar eine stabilisierende Wir-
kung des SBV und gleichzeitig eine senkende Wirkung auf den pH-Wert. Zwar ware hier der
Begriff ,,Pufferung® im chemischen Sinn nicht exakt benutzt, aber der Effekt entspriache etwa

der umgangssprachlichen Bedeutung dieses Wortes.

Aber die Beobachtung belegt, dass die pH-Werte weitgehend dem ebenfalls in Abb. 4 einge-
zeichneten Gleichgewicht mit der Luft und nicht dem Kalkgleichgewicht folgen. Auch
BREHM et al. (1990) bilden Messwerte des pH von Gebirgsbachen mit unterschiedlichem
SBV ab, die diesem Luftgleichgewicht folgen. Warum?

5. Die Dissoziation ist viel schneller

Die Ursache liegt darin, dass die Einstellung des Kalk-Fallungsgleichgewichtes selbst im
Labor ca. 24 Stunden dauert. KLEINER (1990) hat dies in ansonsten reinem Wasser fir ca.
50-fache Kalkubersattigungen nachvollzogen, wie er sie regelmaRig im Bodensee fand. Bei
Zusatz geringer Mengen organischen Materials aus dem See verzégerte sich dieser Vorgang
sogar auf anndhernd 14 Tage. Dagegen ist die Einstellung des Dissoziationsgleichgewichts
der Kohlensédure eine Sache von Sekundenbruchteilen. Der langsamste VVorgang ist noch die
Verbindung von CO, und Wasser zu Kohlenséure im engeren Sinn.

Natdrlich findet ein Teil der Kalkfallung in der kurzen Zeit statt, in der das Wasser im Forel-
lenteich ist. Aber der sofortige Effekt wird fast ausschlieBlich durch die Dissoziation, nicht
durch die Entkalkung bestimmt. Praktisch befindet sich kaum je ein Wasser im Kalkgleich-

gewicht!

6. Folgerung und Ausblick

Aus den einleitend genannten Griinden ist die Entstehung erhohter pH-Werte méglichst zu
vermeiden. Dies bedeutet, dall zu groRe Verluste an CO, beim Beluften oder durch Algen

vermieden werden missen. DETTMANN (nachfolgender Beitrag) wird sogar zeigen, daB ein
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CO,-Mangel unmittelbar schédlich ist. Das Problem verscharft sich deutlich mit zunehmen-
der Wasserhérte.

Der vom Kohlensaure-System erzeugte pH-Wert beeinflult z.B. den Dissoziationsgrad des
Ammoniums. Wie COy, ist auch das freie Ammoniak ein elektrisch neutrales Molekdl, das
Kiemen- und Zellmembranen durch Diffusion berwindet, wéhrend die lonen daran weitge-
hend gehindert sind. Dies ist eine grundlegende Schnittstelle zwischen der Wasserchemie und

der Gesundheit der Fische.
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CO, - Mangel in der Forellenproduktion:
Ursachen, Auswirkungen und Mdoglichkeiten der Therapie - praktische

Auswirkungen und Einflussmoglichkeiten

Lars Dettmann
Graflich Castell”sche Fischzucht
Griestal 18, D-87733 Markt Rettenbach

email: dettmann@griestal.de

Zusammenfassung

Bei der Aufzucht von Salmoniden treten unter bestimmten Voraussetzungen Probleme auf,
die wegen ihrer Symptomatik unter dem Begriff ,,Kiemenschwellung™ gefiihrt werden. Ein
wesentlicher Faktor im Ursachenkomplex dieser recht hdaufigen Erscheinung ist das Verhalt-
nis zwischen O,- und CO,-Gehalt im Produktionswasser. Durch die physische Belastung bei
intensiver Fltterung kommt es bei geringen CO,-Gehalten im Wasser sehr schnell zu nach-
haltigen Stérungen der Atmung mit entsprechenden Folgen im Organismus des Fisches. In
diesem Zusammenhang sollen die Ursachen, die Symptome, sowie die Mdglichkeiten zu

Therapie und Prophylaxe aufgezeigt und erldutert werden.

Summary

In the culture of salmonide fish, under certain circumstances problems may occure, which are
known as ,,swollen gills* due to the symptoms. One basic factor in the causative complex for
this frequent phenomenon is the interaction between O, and CO, concentrations in the sur-
rounding water. Under the physical stress of intensive feeding, persistant disorder in respira-
tion arises with low concentrations of CO,, causing related troubles in the whole organism of
the fish. Reasons and symptoms as well as possible therapies and prophylaxes are shown up
in this field.
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Einleitung

Atmungsstorung

Vergleicht man die Atmung von Fischen mit der von luftatmenden Vertebraten, werden gra-
vierende Unterschiede deutlich. Wahrend im Atemmedium Luft die Konzentrations-
verhéltnisse zwischen O, und CO, relativ konstant sind, unterliegen beide Werte im Wasser
enormen Schwankungen und kdénnen in den unterschiedlichsten Konstellationen vorliegen.
Dennoch mul} der Fisch auch unter diesen, zum Teil schnell wechselnden Bedingungen die
ausreichende Aufnahme von O, und den respiratorischen Teil der Saure-Basen-Regulation
zeitgleich erledigen (TAEGE 1984). Primar richtet der Fisch seine Atmungsbewegung am
Stand der O,-Versorgung im Organismus aus. Durch die Variabilitat der Konzentrationen von

0O, und CO, im Wasser kann es somit sehr schnell zu Atmungsstérungen kommen.

Die entscheidenden Wasserparameter

Unterstellt man, dass die Forellenregion eines FlieRgewassers das urspriingliche Biotop der
wirtschaftlich relevanten Salmonidenarten ist, so durften sie an O,- und CO,-Gehalte nahe
dem jeweiligen Séattigungswert gegentber Luft und ein relativ spérliches Nahrungsangebot
angepaft sein. Die Bedingungen in Produktionsanlagen weichen von diesen Verhaltnissen
massiv ab. Insbesondere das Verhéltnis von O,- und CO,-Gehalt, die starke Belastung des
Organismus durch die intensive Fltterung und die Anreicherung von NH3 im Wasser sind im

Zusammenhang der 0.g. Problematik von Bedeutung (SCHRECKENBACH 1993, 1994).

O,- und CO,-Gehalt

Durch erhdhten O,-Bedarf und/oder zu geringe O,-Gehalte im Wasser kann es zu einer Un-

terversorgung im Organismus des Fisches kommen. Uber verstarkte Atembewegungen wird
der Fisch versuchen, dieses O,-Defizit zu kompensieren. Eine so ausgeldste Hyperventilation
kann in Abhangigkeit vom CO,-Gehalt des Wassers zum Effekt einer respiratorischen Alka-
lose flhren. Diese tritt dann ein, wenn im Verhéltnis mehr CO, abgeatmet wird, als im Orga-
nismus zeitgleich entsteht. Wichtig ist demnach der O,-Bedarf des Fisches und das Verhéltnis

zwischen der Menge von aufgenommenem O, und abgeatmetem CO..
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Bei ausschlieBlich technischer Bellftung liegen Werte vor, die bei intensiver Futterung zu
den nachfolgend beschriebenen Symptomen einer Atmungsstérung im Sinne einer respirato-
rischen Alkalose flhren. AusschlieBlichem, direktem O,-Eintrag entsteht hingegen eine
Kombination, welche die Voraussetzungen fir eine respiratorische Azidose schafft (SCHLOT-
FELDT 1980). Erst die Kombination aus Bellftung und direktem O,-Eintrag fuhrt zu Verhalt-

nissen, die den Bedurfnissen der Fische am nachsten kommen.

14

12

10

mag/l

0 I:l

Gleichgewicht technische Beluftung O2-Eintrag direkt O2-Eintrag direkt &
gegenuber Luft Beluftung

| WO02-Gehalt  OCO2-Gehalt

Abb. 1. Theoretische Sattigungsgleichgewichte sowie gemessene O,- und CO,-Gehalte
beim Einsatz von technischer Beluftung und/oder direktem O,-Eintrag unter sonst
gleichen Bedingungen (Wasservolumen ca.300 m3, Wasserdurchsatz ca. 15 I/sec.,
Besatzdichte ca. 200 kg/I * sec™)

SBV, pH-Wert und NH;-Gehalt des Wassers

Hier sei auf den vorangegangenen Beitrag von Bauer-Schiemenz verwiesen. Sowohl die lei-

der noch immer verbreitete Ansicht, dall CO,/Kohlenséure aus dem Wasser moglichst effek-
tiv ausgetrieben werden mdaiiten, wie auch die bislang Ubliche Betrachtung des SBV als
Schutz vor einem Anstieg des pH-Wertes, bedirfen dringend einer eingehenden Korrektur

und entsprechend differenzierter Betrachtung (BAUER-SCHIEMENZ 1991).
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Vor dem Hintergrund der Arbeiten von SCHRECKENBACH und BAUER-SCHIEMENZ wird deut-
lich, warum es besonders mit

- technischer Beliftung,

- und/oder dem Einsatz von Zulaufwasser mit geringen CO,-Gehalten,

- und/oder CO,-Entzug durch Photosynthese

sehr haufig zu Problemen mit der sogenannten ,,Kiemenschwellung® kommt (vergl. Abb. 1).
Weiterhin zeigt die Darstellung von Bauer-Schiemenz, da dem SBV des Wassers in der Fo-
rellenzucht eine bislang haufig unterschatzte Bedeutung zukommt. Vergleicht man Wasser
mit gleichem CO,-Gehalt, so ergibt sich mit hoherem SBV zwangslaufig ein entsprechend
héherer pH-Wert. Somit hat das SBV uber den resultierenden pH-Wert entscheidenden Ein-

flul auf die Ausscheidung von NH3 an den Kiemen des Fisches.

Fiir das Verstdndnis der Problematik ,,Kiemenschwellung® ist es von groBer Bedeutung, zwei

Komplexe einzeln zu verstehen, aber dann im Zusammenhang zu betrachten.

1) Die Konzentration des CO, im Wasser wirkt Uber die Atmung (Diffusi-
on/Konzentrationsgradient) direkt im Fisch, ohne das der pH-Wert des Wassers dabei
eine Rolle spielt.

2.) Die Dreiecksbeziehung zwischen CO,-Gehalt, pH-Wert und SBV wirkt tber den pH-
ert des Wassers auf das Dissoziationsgleichgewicht von NHa/NH," und damit auf die
NH;-Ausscheidung (Diffusion/Konzentrationsgradient) des Fisches.

Auch bei unkritischen NH3-Gehalten kam es in unseren Teichen Uber die Wirkungen der re-
spiratorischen Alkalose zu erheblichen Problemen. Ein héherer NH;-Gehalt des Wassers hét-
te diese Probleme friher und stérker auftreten lassen. Er ist demnach nicht zwingende Vo-

raussetzung.

Da der Komplex der NH3-Ausscheidung allgemein bekannt ist (SCHRECKENBACH et al. 1975,
SCHRECKENBACH und SPANGENBERG 1987, SCHRECKENBACH 1990, 1994), wird nachfolgend
nur auf die Wirkungen des CO,-Mangels im Fisch eingegangen. VVon den vielschichtigen

Folgen einer respiratorischen Alkalose soll ebenfalls nur ein kleiner Teil betrachtet werden.

151



Auswirkungen auf die Affinitat des Hdmoglobins (Hb) zu Sauerstoff (O,)

Bindung und Freigabe von O, durch das Hb sind an die Bindung und Freigabe von CO, und
die damit verbundenen pH-Veranderungen im Blut gekoppelt. Hb agiert nicht nur als Trans-
portmittel fur O,-Molekule. Bei der chemischen Bindung von CO, im Blut ist das Hb Trans-
portmittel fiir H-lonen und somit gleichzeitig Puffersubstanz. Die Affinitat des Hb zum O,
wird ganz entscheidend vom CO,-Gehalt /pH-Wert des Blutes beeinfluRt (Bohr-/ Haldane-
Effekt). Sinkt der CO,-Gehalt des Blutes im Zuge einer Alkalose unter den physiologischen
Normalzustand, bewegen sich die Schwankungen des Blut-pH-Wertes zwischen Kiemenbe-
reich und zu versorgendem Gewebe auf einem hoheren Niveau. Dieser Effekt bewirkt eine
verminderte O, im Gewebe des Fisches. Das Hb verlalt zu ca. 100 % O,-gesattigt die Kie-
men. Das im Organismus freigesetzte CO, reicht jedoch nicht, um den Blut-pH in jenen phy-
siologischen Bereich zu senken, bei dem sich die notwendige Menge O, vom Hb I6sen wiir-
de. In der Folge leidet der Fisch an einem O,-Mangel, obwohl im Wasser an sich optimale

0O,-Gehalte herrschen.

Dissoziationsgleichgewicht Ammonium/Ammoniak im Blut

Ein weiterer Effekt der respiratorischen Alkalose ist die Verschiebung des pH-abhé&ngigen
Dissoziationsgleichgewichtes zwischen Ammonium und Ammoniak im Blut und anderen-
Korperflissigkeiten. Somit liegt bei einem erhdhten Blut-pH-Wert bei gleicher Gesamtkon-
zentration von NHa/NH," ein groRerer Teil als NH3 vor. Im Gegensatz zu NH," (lon La-
dungstrager) kann das Molekil NH; beinahe ungehindert durch Zellwénde und andere
Membranen Freisetzung von diffundieren. Eine Zunahme des NHs-Anteils im Blut wird also
zwangslaufig zu einer verstarkten Diffusion von NHj in angrenzende Gewebe fiihren. NH3
reagiert in wassrigen Losungen alkalisch und verstellt somit auch den pH-Wert in anderen
Korperflissigkeiten. Gemeinsam mit der Abnahme der dortigen CO,-Konzentration bewirkt
diese verstarkte NHs-Diffusion eine ,,Verschleppung® des erhéhten Blut-pH in andere Kor-
perflussigkeiten mit weitreichenden Folgen fir andere physiologische Abldufe (SCHRECKEN-
BACH 1988, 1990, 1993,1994).

Reizung des Kiemenepithels

Besondere Bedeutung hat die Veranderung des pH-Wertes in Korperflissigkeiten im Bereich
der Kiemen und hier speziell in den Zellen des Kiemenepithels. Ein steiler Konzentrations-

gradient fur CO, aus dem Blut ins Kiemenwasser bedingt zwangslaufig auch Wirkungen auf
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das Milieu in den Epithelzellen. Auch in der Zelle wird ein Anstieg des pH-Wertes durch
ubermaliigen CO,-Entzug zu Stérungen physiologischer Abldufe fiihren. Der chemische Reiz
fihrt zu Abwehrreaktionen, die sich deutlich sichtbar in geschwollenen und eine Verénde-
rung der Stromungsverhéltnisse im Kiemenraum den Gasaustausch zwischen Blut und Was-
ser zusatzlich. Zeitgleich werden nahezu ideale Bedingungen fur latent vorhandene Parasiten
geschaffen, die sich so auf den Kiemen ansiedeln kdnnen.

Betrachtet man diese aufgezahlten Effekte, so ist die respiratorische Alkalose bei Fischen ein
Zustand, der sich durch seine eigenen Wirkungen weiter verstarken kann. Geraten die Fische
in diesen ,, Teufelskreis* sind daher sehr schnell Malinahmen zu ergreifen, die bei der gestor-

ten Atmungsfunktion ansetzen.

Symptomatik
Die Symptome resultieren hauptséchlich aus den oben angefuhrten Effekten und sind nach

unseren Beobachtungen in keiner Weise spezifisch.

- Verhalten wie bei O,-Mangel trotz ausreichender O,-Gehalte im Wasser durch gestérten
O,-Transport

- schnell nachlassende Frel3lust wéhrend der Futterung - ebenfalls Folge des gestorten
O,-Transportes und somit geringer physischer Belastbarkeit

- Dunkelfarbung, Apathie, Andmie - zum grof3en Teil Folgen der Stérung physiologischer
Ablaufe im Organismus durch pH-Verschiebung in Koérperflissigkeiten (SCHRECKEN-
BACH 1988, 1994)

- Schwellung der Kiemen und im weiteren Verlauf Nekrosen und Verpilzung, sowie aufsat-

telnde Parasiten (Costia, Trichodina) (SCHRECKENBACH 1988, 1994)

All diese Symptome lassen sich auch den Auswirkungen verschiedener Infektionen oder der
Wirkung anderer Parameter zuordnen und eignen sich somit nicht zur sicheren Diagnose.
Messungen des O,-Gehaltes, des pH-Wertes und des SBV sind Grundlagen zur sicheren Ein-
grenzung der hier beschriebenen Atmungsstérung. Zeigt sich die bei O,-Gehalten > 7 mg/l
und CO,-Gehalten unter 10 mg/l, mull von der hier beschriebenen Atmungsstérung ausge-
gangen werden. Zur Ermittlung des CO,-Gehaltes sei auf die Abbildung 3a im Vortrag von
Bauer-Schiemenz verwiesen. Wichtig sind hierflr sehr genaue und aktuelle Messungen des
pH-Wertes und des SBV.
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Therapie
Grundsatzlich ist mit dem Auftreten der oben beschriebenen Symptomatik die Fitterung

drastisch zu reduzieren bzw. einzustellen, um den O,-Bedarf und die NH3-Ausscheidung zu
minimieren.

Kritischer Punkt ist, wie oben beschrieben, die Balance zwischen Oj-Aufnahme und
CO,-Abgabe an den Kiemen. Eine Therapie muf3 somit genau hier ansetzen, indem CO,- und

0O,-Konzentration angehoben werden.

Eindrucksvoll ist die simple Methode, mit der mir durch Prof. Dr. Schreckenbach sowohl der
Nachweis der respiratorischen Alkalose, als auch der einfachste Weg der Therapie demons-
triert wurde. Betroffene Fische (apathisch auf dem Ricken schwimmend) wurden in einen
mit sehr wenig Wasser gefiillten Transportbeutel gesetzt und Sauerstoff hinzu gegeben. In-
nerhalb kurzer Zeit erholten sich die Fische sichtlich. Entscheidender Faktor ist dabei neben
der hohen O,-Konzentration die in der geringen Wassermenge schnell ansteigende
CO,-Konzentration. Sie fihrt trotz Hyperventilation zu einer verringerten CO,-Abatmung. So
kann sich in kurzer Zeit der CO,-Gehalt des Blutes und somit auch dessen pH-Wert auf nor-

male Werte einpendeln (SCHRECKENBACH et al. 1975, SCHRECKENBACH 1988, 1993,1994).

Analog dazu empfiehlt es sich, betroffenen Fischen das Wasser mit O, und/oder CO, anzu-
reichern. Sofern dies im Teich oder Rinne nicht effektiv zu realisieren ist, sollten die Fische

in Transportbehélter verladen werden und dort unter O,-Zufuhr 1-2 Stunden verbleiben.

Auf keinen Fall darf Gber weitere Belliftung des Wassers zusatzlich CO, ausgetrieben wer-
den! Dies fuhrt zwangslaufig zu einer Verschlimmerung der Situation, da der schon gegebene

CO,-Mangel im Fisch die StorgroRe fir den O,-Transport im Blut ist.

Prophylaxe
Priméres Ziel ist die Schaffung von optimalen Bedingungen flr die Atmung der Fische. Diese

sind dann gegeben, wenn der Aufnahme des bendtigten O, molar gesehen immer eine anné-
hernd &quivalente Abgabe des im Organismus anfallenden CO, gegenuber steht. Grob verein-
facht bendtigt der Fisch bei niedrigeren O,-Gehalten und/oder erhohtem O,-Bedarf(!) ent-
sprechend hohere CO,-Gehalte. Dagegen sind bei hohen O,-Gehalten niedrigere CO,-

Konzentrationen zu empfehlen. Welchem konkreten O,-Gehalt welcher CO,-Gehalt gegen-
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uberstehen sollte, bedarf noch eingehender Untersuchungen. Sicher ist im Moment nur, dal
mit abnehmendem O,-Gehalt der CO,-Gehalt im Verhaltnis deutlich starker zunehmen muR,
wenn der Fisch die Balance bei der Atmung halten soll. Die hier beschriebenen Probleme

traten in unseren Teichen bei O,-Gehalten < 8 mg/l und CO,-Gehalten < 10 mg/I auf.

Die Ftterung ist ein weiterer und enorm wichtiger Ansatzpunkt, Giber den man groRen Ein-
fluB auf die Situation nehmen kann. Hierzu gibt es bereits sehr umfangreiche Veroffentli-
chungen (SCHRECKENBACH und SPANGENBERG 1987, SCHRECKENBACH 1993, 1994). Be-
trachtet man die Wirkung auf O,-Bedarf und NH3-Ausscheidung, so muB sich die Futtermen-
ge primér nach den &ulReren Bedingungen und erst in zweiter Linie nach der Frel3lust der

Fische richten.

Um die hier in Kurzform dargestellte Problematik zu verstehen und entsprechend handeln zu
kdnnen, mochte ich jedem Interessierten nahelegen, sich intensiv mit den Arbeiten von
Schreckenbach zu ‘Kiemennekrose‘/Schiaden durch Ammoniak® und den Darstellungen von
Bauer-Schiemenz zur Bedeutung des Kalk-Kohlenséure-Systems in der Fischhaltung zu be-
schaftigen. Beide Themenbereiche greifen unmittelbar ineinander. Die Darstellungen ergeben
gemeinsam das Bild, mit dem die Problematik der Kiemenerkrankungen bei niedrigen
CO,-Gehalten / hoheren pH-Werten verstandlich wird.

An dieser Stelle méchte ich mich bei allen bedanken, die mir bei der Suche nach den Ursa-
chen der geschilderten Probleme und der Erarbeitung dieser Darstellung geholfen haben. Be-
sonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. Schreckenbach und Herrn Dr. Rimmler vom Institut fir
Binnenfischerei Potsdam-Sacrow e.V., Herrn Bauer-Schiemenz vom TGD in Grub, Frau
Sieglinde Kastaun vom Physikalischen Institut der Universitat Kiel und Dr. Ulrich W. Heigl

von MDL Informations Systems.
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Praktische Erfahrungen zum Gashaushalt und zur Gasblasenkrankheit

nach einem sehr effektiven U-Rohr zur Sauerstoffanreicherung

S. Hofer, Stephan Hofer Forellenzucht, Postfach 1229, D- 78721 Oberndorf,

e-Mail info@hofer-forellen.de

www.hofer-forellen.de

Zusammenfassung

Im beschriebenen Fall kam es bei einem besonders effektiv arbeitenden U-Rohr zu Luftein-
trag, weil das System mehr Gas im Wasser l6sen konnte, als ihm in Form von Reinsauerstoff
zugefuhrt wurde. Dieser Lufteintrag fuhrte zu Verlusten bei Forellen in der anschlieBenden
Fischzucht. Makroskopisch waren keine Gasblasen an der Haut oder an den Kiemen zu ver-

zeichnen. Trotzdem lag die Diagnose Gasblasenkrankheit als vermutliche Ursache nahe.

Durch Messung der Gesamtgasséttigung und der Sauerstoffsattigung wurde die Stickstoffsat-
tigung errechnet. Anhand dieser Messungen und Berechnungen, sowie durch Modifikationen
beim Betrieb des U-Rohrs bei gleichzeitiger Beobachtung des Forellenbestandes wurde eine
Stickstoffubersattigung (ca. 106 %) bedingt durch Lufteintrag in das U-Rohr als Ursache fir
die Fischverluste identifiziert. Kurze Zeit nachdem der Lufteintrag in das System unterbun-
den wurde, sind die Fischverluste total verschwunden.

Eine erhebliche Sauerstoffiiberséttigung (ca. 180 %) und eine deutliche Gesamtgasubersétti-
gung (ca. 120 %) bedingt durch die Sauerstoffiibersattigung hatten keinen Einfluf auf das
Wohlbefinden der Forellen.

Demnach muB jeglicher Lufteintrag in ein U-Rohr zur Sauerstoffanreicherung mittels Rein-
sauerstoff unbedingt vermieden werden. Nach diesen praktischen Erfahrungen schien aus-
schlielRlich eine Stickstofflibersattigung, und keine Gesamtgasibersattigung oder die Sauer-
stoffubersattigung fir die Fischverluste verantwortlich gewesen zu sein. Es liegt die Vermu-

tung nahe, dal} Gasblasenkrankheit nur durch Stickstoffiiberséttigung verursacht wird.

157


mailto:info@hofer-forellen.de

Summary

This article does describe a problem with an U-tube oxygenation system as it has occurred in
a working fish farm. The U-tube system was capable to dissolve more gas than it was sup-
plied in form of pure oxygen. This did result in an input of air into the oxygenation system.
The air input did cause mortalities in the trout farm using the system. Even though there was
no macroscopic signs of gas bubble disease, a cause in connection with the U-tube was sus-

pected.

By measurement of the total gas pressure and oxygen saturation the nitrogen-gas saturation
was calculated. Detailed examination did establish the air input into the system, and the re-
sulting nitrogen-gas saturation in the region of 106 %, as the cause for the trout mortalities. A
short time after the air input was stopped the mortalities did end.

A very important oxygen supersaturation (aprox. 180 %) and a significant total gas supersatu-
ration (aprox. 120 %) caused by the oxygen supersaturation had no effect on the fish health.

Therefore every air input into U-tube oxygenation systems must be avoided. According to the
practical experience gained in this case, only the nitrogen-gas supersaturation was responsible
for fish mortalities, and not an oxygen supersaturation or total gas supersaturation. It appears

as if gas bubble disease is only caused by nitrogen-gas supersaturation.

Einleitung

In den letzten 5 Jahren hat sich die Verwendung von Reinsauerstoff zur Sauerstoffversorgung
der Fische in der Forellenzucht rapide verbreitet. Eine besonders effektive Methode zum
Sauerstoffeintrag in der Forellenzucht bietet ein U-Rohr (auch Tiefenbrunnen genannt). Mit
U-Rohren konnen auf einfache Weise Sauerstoffkonzentrationen von tber 40 mg/l erreicht

werden.

Beschreibung der Technik eines U-Rohrs

Es kann zwischen U-Rohren ohne Gasrecycling (Abb. 1) und solchen mit Gasrecycling
(Abb. 2) unterschieden werden. Bei beiden Formen des U-Rohrs steht ein Rohr mit kleinem

Durchmesser in einem Rohr mit groBem Durchmesser. Das Rohr mit kleinem Durchmesser
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reicht bis beinahe zum Grund des Rohrs mit grolem Durchmesser und ist unten offen. Das
Grolie Rohr steht in einem Schacht von ublicherweise ca. 20 m Tiefe und ist unten verschlos-
sen. Der Schacht kann aber durchaus noch tiefer gebaut werden. Durch das Rohr mit kleinem
Durchmesser wird mit Sauerstoff anzureicherndes Wasser hinabgeleitet. Am oberen Ende des
Rohrs mit kleinem Durchmesser wird Reinsauerstoff fein verperlt dem absinkenden Wasser
zugemischt. Bei ausreichender Stromungsgeschwindigkeit (> 1 m/sec) steigen die Blasen
nicht nach oben, sondern werden bis zum Grund des U-Rohrs mitgezogen, und auf dem Weg
dorthin gelést. Am Grund des U-Rohrs herrscht ein der Tiefe entsprechender erhéhter hydro-
statischer Druck. Dieser erhéhte Druck ermdglicht einen verbesserten Wirkungsgrad zur L6-
sung des zugesetzten Sauerstoffs als dies bei Umgebungsdruck an der Oberflache mdglich
ware. Entsprechend dem ZufluR fliel3t das nun mit Sauerstoff angereicherte Wasser zusam-
men mit moglicherweise ungeltsten Sauerstoffgasperlen im Zwischenraum zwischen den

beiden Rohren an die Oberflache zuriick.

In einem U-Rohr ohne Gasrecycling entweicht der Sauerstoff aus den aufsteigenden Gasper-
len und mindert den Wirkungsgrad. Wenn tber den Auslauf des U-Rohrs eine gasdichte Glo-
cke gebaut wird kann das aufsteigende Gas aufgefangen werden, und wieder in das Rohr mit
kleinem Durchmesser zugefuhrt werden. Hierdurch kann der Wirkungsgrad weiter verbessert
werden. Ublicherweise ist auch in einem solchen U-Rohr mit Gasrecycling der Wirkungsgrad
Kleiner als 100 % und eine Teilmenge des nicht geldsten Sauerstoffs mul durch eine Entga-

sung entlassen werden.

Ein Austausch von gelostem Stickstoff durch Sauerstoff findet durch den hohen Druck am
Boden eines U-Rohrs, anders als bei Reinsauerstoffeintragssystemen, welche bei annahernd
Luftdruck arbeiten nur in ganz unbedeutendem Mal statt. Ein U-Rohr zum Reinsauerstoffein-
trag erhoht darum den Gesamtgasdruck des Wassers, weil der Stickstoffpartialdruck gleich
bleibt und gleichzeitig der Sauerstoffpartialdruck wesentlich erhéht werden kann. Zur Stick-

stoffentgasung ist ein U-Rohr ungeeignet.

Der tatsachliche Fall

Im nachfolgend beschriebenen Fall wurde ein 29,5 m tiefes U-Rohr mit Gasrecycling zur

Sauerstoffanreicherung des Zulaufs einer Forellenzucht gebaut. Als Besonderheit hat dieses
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U-Rohr 3 Stick Fallrohre mit kleinem Durchmesser in einem Steigrohr mit sehr groRem
Durchmesser, um die DurchfluBmenge besser regulieren zu kdnnen.

Bei Inbetriebnahme des U-Rohrs floR ein Teilflu? des Zulaufs (ca. 60 I/sec) durch das
U-Rohr und wurde von einer Sauerstoffkonzentration von 11 mg/l auf ca. 40 mg/l Sauerstoff
angereichert. Das mit Sauerstoff angereicherte Wasser wurde mit weiteren 200 I/sec Zulauf-
wasser (11 mg/l O2) gemischt, um im Zulauf zur Fischzucht eine Sauerstoffkonzentration
von 18 mg/l zu erreichen. Ein Schema der Forellenzucht ist in Abb. 3 wiedergegeben. Im
Testbetrieb wurden im U-Rohr Teilflu} auch Konzentrationen von bis zu 50 mg/l erreicht.
Nach etwa 12 h Betrieb des U-Rohrs wurden vom Betriebsleiter tote Forellen in den Becken
unmittelbar nach dem Zulauf entdeckt. Verluste waren im erhdhten Mal} bei jungen Forellen
festzustellen. Die Forellen waren der Becken vorzufinden. In den nachfolgenden Becken wa-
ren keine Verluste festzustellen. Makroskopisch konnten an den Forellen keine Gasblasen
festgestellt werden. Weil die Verluste aber unmittelbar nach Inbetriebnahme der Sauerstoff-

anreicherung auftraten, wurde als Ursache Gasblasenkrankheit nicht ausgeschlossen.

Problemsuche

Weil ein Zusammenhang mit dem veranderten Gashaushalt vermutet wurde, sind vom Forel-
lenzuchtbesitzer Messungen des Gesamtgasdrucks und des Sauerstoffgehalts im Zulauf vor
dem U-Rohr und im Zulauf der Forellenzucht durchgefiihrt worden. Hierbei wurden gemes-
sen:

e Luftdruck (LD) der Atmosphare [Torr]

e Differenzdruck des Gesamtgasdrucks (dGGD) der im Wasser gelOsten Gase zur At-

mosphare [Torr]
e Sauerstoffgehalt im Wasser (O,G) [mg/l]

e Temperatur im Wasser [°C]

Aus Tabellen wurde die Sauerstoffsattigung im Wasser auf Meereshdhe (O2SM) fur die ent-
sprechende Wassertemperatur entnommen (11,25 mg/l O,.). Weiterhin wurde der Sauerstoff-
gehalt der Luft mit 20,95 % angenommen und der Rest zu 100 % der Einfachheit wegen als
Stickstoffgehalt (79,05 %) der Luft.
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Daraus wurde errechnet:

Gesamtgassattigung (GGD):
GGD = [(LD + dGGD) / LD] x 100 %

Sauerstoffsattigung angepasst an den gemessenen Luftdruck (O2S):
0,S = 0,SM x (LD /760 Torr)

Sauerstoffsattigung (pO2):
pO; = 0,G/ OS x 100 %

Stickstoffsattigung (pN,):
pN, = [(GGD - 20,95 x p O) / 79,05] %

Ergebnisse der Messungen

Der Gashaushalt im Zulauf vor dem U-Rohr war im Gleichgewicht mit der Atmosphére (Ge-
samtgassattigung um 100 %, Sauerstoffsattigung und Stickstoffsattigung auch um 100 %).
Fur das Wasser nach dem U-Rohr im Zufluf® zur Fischzucht ergab sich folgendes Bild: Wie
nicht anders zu erwarten hat sich die Sauerstoffséttigung deutlich auf 177,5 % erhéht und
ebenso die Gesamtgassattigung auf 120,7 %. Die Stickstoffsattigung wurde mit 105,7 %
errechnet (Tab. 1, Ausgangslage).

Es wurde nun vermutet, dal} die Gasubersattigung fur die toten Forellen verantwortlich sein
konnte. Als erster Schritt wurde die Zugabe von Sauerstoff in das U-Rohr verringert. Das
Resultat war eine leicht verringerte Gesamtgassattigung und, wie nicht anders zu erwarten,
ein verringerter Sauerstoffgehalt. Allerdings hat sich durch diese Modifikation die Stick-
stoffsattigung des Wassers im Zulauf der Fischzucht sogar auf 110 % erhéht (Tab. 1, 1. An-
derung)! Den Forellen ging es weiter schlecht.

Weil Handeln gefragt war, wurde als ndchster Schritt die Wassermenge, welche durch das
U-Rohr floR, verringert. Die Sauerstoffmenge wurde auf dem reduzierten Niveau belassen.
Die Wassermenge im Zulauf zur Fischzucht blieb, wie bis zum Ende, unverdndert. Die Ver-
ringerung der Wassermenge zusammen mit der Verringerung der Sauerstoffmenge hat so-
wohl die Gesamtgassattigung als auch die Sauerstoff- und Stickstoffséttigung verringert

(Tab. 1, 2. Anderung). Dies mag auch als logisch erscheinen. Wenn die selbe Menge Gas in

161



weniger Wasser geldst werden soll, dann ist zu erwarten, da3 der Wirkungsgrad, und damit
die Sattigungswerte fallen. Jedoch schien es den Forellen immer noch nicht besser zu gehen.

Die Losung

Ungeklart blieb woher die erhdhte Stickstoffsattigung stammte. Letztendlich wurde die Ent-
gasung der Kammer Uber dem U-Rohr als mdgliche Quelle fur den zusétzlichen Stickstoff
identifiziert, und die Entgasung wurde verschlossen. Gleichzeitig wurde die Sauerstoffmenge
wieder auf die Ausgangsmenge erhéht. Die MelRwerte ergaben eine Gesamtgassattigung, die
im Bereich der vorangegangenen Messungen lag, eine Sauerstoffséttigung die leicht Uber
dem Ausgangswert lag, und eine Stickstoffsattigung nahe 100 % (Tab. 1, Lésung). Das ent-
scheidende war jedoch, dal3 sich die Fische von nun an sichtlich wohler flihlten, wieder die
ganzen Becken ausflllten, und nicht nur am Auslauf sich drangten. Binnen weniger als
1 Stunde war auch keine weitere tote Forelle mehr zu verzeichnen.

Spéter wurde in der Entgasungskammer des U-Rohrs ein Unterdruck von ca. 0,02 bar gemes-
sen. Dieser Unterdruck zeigt, dal? das beschriebene U-Rohr mehr Gas I6sen konnte als ihm in
Form von Reinsauerstoff zugefiihrt wurde. Entsprechend wurde Luft durch die ,,Entgasung*

angesaugt, bzw. spéter als die ,,Entgasung® verschlossen wurde, ein Unterdruck erzeugt.

Ergebnis

Obwohl in der Literatur unterschiedliche Ansichten hierzu vertreten werden, gehen franzosi-
sche Betreiber von U-Rohren zur Sauerstoffanreicherung in Forellenzuchten davon aus, dal
eine Gesamtgasuibersattigung bedingt durch eine Sauerstofflibersattigung nicht zu Gasblasen-
krankheit fiihrt (BELAUD, 1995; LAWSON, 1995; SCHAPERCLAUS, 1990).

In der Literatur werden auch andere Ansichten hierzu vertreten. Insbesondere bei Sauerstoff-
Ubersattigung durch Assimilation wird in der Literatur von Féllen von Gasblasenkrankheit
durch Sauerstoffiibersattigung berichtet (LAWSON, 1995).

Es wird aber ebenso in der Literatur berichtet, dafl Forellen tiber Monate bei Sauerstoffkon-
zentrationen von 50 mg/l gehalten wurden, ohne meRbare Veranderungen in Uberlebensrate
oder Wachstum zu zeigen (BELAUD, 1995).

Die Erfahrungen in dem hier beschriebenen Fall scheint die Erfahrungen der franzdsischen
Forellenziichter zu bestétigen, dass einen erhebliche Gesamtgasubersattigung durch erhdhten

Sauerstoffpartialdruck den Forellen nicht schadet, sofern die Stickstoffsattigung im Gleich-
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gewicht mit der Umgebungsluft ist. Eine Stickstoffséattigung von 105,7 % hat sich in diesem
Fall als lethal fur Forellen herausgestellt.

Darum kann gefolgert werden, dal3 Undichtigkeiten in Reinsauerstoffeintragssystemen, wel-

che unter Uberdruck stehen unbedingt vermieden werden miissen.
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Tab. 1: Melwerte

| Luftdruck | 723[Torr]
Sauerstoffgehaltinder Luft | 20,95 %)
O,-Sattigung auf Meereshthe | 11,25|mg/l
0O,-Séttigung angepasst an 10,70|mg/I
Luftdruck
s
= ; > @ Q
e |2 |2 |3 s |2 |3
2 |2 2 | & | mg |58 |2 |9 |7
S S g ¢ |2 8|8 |8 g |8
3 8 -9 o S F Qg ) =, =
® WwH (= =3 = X @ | Q Q
3 D o o no = @ > = c c
€ B¢ B8 (NS a |R |5 |€ |8 |3
A |mgll| % % %
Torr
Ausgangslage offen | 150 | 19,0 [120,7|177,5|105,7
1. Anderung weniger | gleich | Gleich | gleich | offen | 121 | 15,9 [118,1|148,6|110,0
2. Anderung Wie 1. | weni- | Mehr | gleich | offen | 102 | 15,4 |114,1|143,9|106,2
Anderung| ger
Losung Wie An- | Wie 2. | Wie 2. | gleich zu 121 | 19,5 |116,7|182,2| 99,4
fang | Ande- | Ande-
rung | rung
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Fischparasiten und Immunreaktionen als Indikatoren zur
Wahrnehmung von Umweltbelastungen: Maglichkeiten

zum biologischen Effekte-Monitoring?

Steinhagen, D., Skouras, A., Schmidt, V., Korting, W.
Fachgebiet Fischkrankheiten und Fischhaltung, Tierérztliche Hochschule Hannover,
Biinteweg 17, D- 30559 Hannover

E-mail: Dieter.Steinhagen@tiho-hannover.de

Zusammenfassung

Zur Beurteilung 6kologischer Konsequenzen einer Kontamination von Okosystemen mit
Xenobiota sollen im Rahmen des biologischen Effekte Monitorings physiologische, geneti-
sche oder populationsbiologische Auswirkungen auf im Okosystem lebende Organismen un-
tersucht werden. Als Indikatoren von Wechselwirkungen sind die Modulation von immuno-
logischen Reaktionen oder Veranderungen in der Parasitengemeinschaft von Organismen in
der Diskussion. In einer Studie an Flundern (Platichthys flesus), die in der Nordsee an Stand-
orten mit unterschiedlicher Schadstoffbelastung gefangen wurden, soll untersucht werden, ob
Schadstoffgradienten in der Nordsee anhand von Veranderungen in der Parasitenfauna, durch
Modulation der Lysozymaktivitat im Serum und der Aktivitat von Pronephroszellen wahrge-
nommen werden koénnen. In der Studie wurden bei Flundern aus der Elbe die geringste
Artendiversitét der Parasitenfauna und eine erhohte Abundanz von Trichodina spp. gefunden.
AuBerdem wiesen diese Fische deutlich geringere Lysozym-Aktivitat im Serum sowie eine
geringere Fahigkeit zur Produktion von reaktiven Sauerstoffspecies durch Pronephros-
Makrophagen auf. Aufgrund hoher Variabilitdt im Schadstoffgehalt lassen sich eindeutigen
Zusammenhdnge allerdings erst unter Beriicksichtigung der individuellen Schadstoffbelas-

tung der Einzeltiere erkennen.

Summary

Fish Parasites and Immune Responses as Indicators to Sense Environmental Challenge:

Chances for a Biological Effect Monitoring?
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For the assessment of consequences of a contamination of an ecosystem with xenobiota ef-
fects on organisms in the ecosystem are studied in the framework of biological effect moni-
toring on genetic, phyisological, and population biological scale. To trace interactions of xe-
nobiota with organisms, the modulation of immune resonses and changes in the parasite
community are

discussed. In a study on flounder (Platichthys flesus) from location in the North Sea with dif-
ferent xenobiota challenge, we examined the feasibility to trace a gradient of xenobiota load
in North Sea fishes by means of parasite community analysis, by measuring lysozyme levels
in the serum and by analysing the capability of pronephros macrophages for the production of
reactive oxygen species (ROS). In flounder from the Elbe estuary, the parasite fauna had the
lowest species richness, the fishes harboured highes numbers of trichodinids, and had lowest
serum lysozyme activity. Additionally, pronephros macrophages had the lowest capability to
produce ROS. A previous study (BROEG et al., 1999), however, showed that at all locations
under study, the xenobiota load of flounder was varying in wide ranges with highly contami-
nated flounders found at all locations. In the continuation of our study, we will try to relate

our parasitological and physiological findings to individual contaminant load.

Einleitung

Durch menschliche Aktivitaten in Landwirtschaft und Industrie gelangen zahlreiche Xeno-
biota in aquatische Okosysteme. Auf lange Sicht kann dieser Efflux schwerwiegende Folgen
fir die dort lebenden Organismen haben. Okologische Konsequenzen zeigen sich allerdings
oftmals erst nach langer Zeit und zu spat, um erforderliche Gegenmalinahmen zu ergreifen.
Deshalb missen geeignete Verfahren entwickelt und angewendet werden, die moglichst frih-
zeitig eine Abschétzung der Gefahren erlauben, die von Abwaéssern ausgehen. In biologi-
schen Monitoring-Programmen wird die Akkumuklation ausgewéhlter Schadstoffe in Orga-
nismen gemessen. Aufgrund der Vielzahl der produzierten chemischen Verbindungen kénnen
jedoch nicht alle in die Umwelt entlassene Substanzen tberblickt werden. Zudem erlauben
Programme zur Bioakkumulation von Stoffen keine Aussagen Uber die biologische Relevanz
der gemessenen Belastung. Um diesen Unsicherheiten zu begegnen, werden im Rahmen des
biologischen Effekte-Monitorings (BEM) Reaktionen von Organismen (biologische Effekte)
auf Exposition mit Schadstoffen beobachtet (DEN BESTEN, 1998). Das Konzept des BEM be-
ruht auf der Interaktion von Xenobiota oder deren Transformations-Produkten mit Stoffwech-

selwegen von Organismen. Dadurch werden physiologische oder verhaltensbiologische Ver-
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anderungen ausgelost, die so schwerwiegend sein kdnnen, dass sie die Rolle der Organismen
im Okosystem verandern und somit Auswirkungen auf die Population oder sogar die Lebens-
gemeinschaft ausiuben. Die Herausforderung im Rahmen des BEM besteht in der Auswahl
der Biomarker, um Einflusse auf das System in geeigneter Weise zu erkennen (COOPER,
1997). Biomarker sollen sensibel reagieren, um Einfliisse rechtzeitig anzuzeigen und aul3er-
dem erlauben, die Intensitat der Einflisse abzuschétzen. Daneben sollten Biomarker auf ein-
fach zu bestimmenden Parametern beruhen, um in Feldstudien eingesetzt werden zu kénnen
(den Besten, 1998). Gegenwartig gibt es ein weites Panel von MelRverfahren, die unterschied-
liche Stoffwechselwege von Organismen untersuchen, wie z.B. Induktion des Cytochroms P
450 (Funktion: Entgiftung von Insektiziden durch Oxidation, PARROTT & TILLITT, 1997) oder
Metallothioneinen in Leberzellen (Funktion: Maskierung von Schwermetallen, Perez-CoLL et
al. 1997), Messen von DNA-Schaden, oder immunologische Reaktionen (CooPER, 1997).
AuRerdem bestehen Konzepte zur Analyse der Parasitenfauna von Fischen an einzelnen
Standorten. Veranderungen der Parasitenfauna (Abnahme von Formen, die an Zwischenwirte
gebunden sind, Zunahme von pathogene Formen) lassen dem Konzept zufolge Einflisse von
Xenobiota auf Lebensgemeinschaften erkennen (OVERSTREET, 1997). In einer Studie an
Flundern (Platichthys flesus), die in der Nordsee an Standorten mit unterschiedlicher Schad-
stoffbelastung gefangen wurden, soll untersucht werden, ob Schadstoffgradienten in der
Nordsee anhand ausgewéhlter Biomarker wahrgenommen werden konnen. In der vorliegen-
den Studie werden die Ergebnisse der parasitologischen und immunbiologischen Untersu-

chungen vorgestellt.

Material und Methoden

Probennahme: Im April und September 1999 wurden wahrend Forschungsfahrten mit dem
Forschungskutter ,,Uthérn* 200 Flundern (Platichthys flesus) an 5 Standorten in der Nordsee
gefangen. An den Lokalisationen Elbe/Cuxhaven, Spiekeroog, Helgoland/Tiefe Rinne, In-
neneider, Aul3eneider (Abb. 1) wurden jeweils 20 18-24 cm groRRe Flundern ohne Krankheits-
symptome gesammelt. Die Tiere wurden bis zur Untersuchung an Bord des Schiffes gehél-
tert.

Der Untersuchungsgang umfalite das Absammeln von Ektoparasiten, Gewinnen einer Blut-
probe aus der Schwanzvene und nach dem Toten und der Sektion der Tiere die Entnahme von
Pronephros, Niere, Kiemen, Gallenblase und Darm. Kiemen, Niere und ein Darmquerschnitt

wurden in 4 % aqg. Formaldehyldsung in Seewasser fixiert, das Ubrige Darmgewebe wurde in
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0.9 % NaCl-Losung Uberfuhrt und das Pronephros-Gewebe wurde in Zellkulturmedium
(RPMI 1640 supplementiert mit 100 IE mlI™* Penicillin und 100 pg ml™ Streptomycin) aufge-

nommen.

54° 30— — == Q>°—< Vj}» —
ey .
- v
o V. . =\
N i ¢
[2d
I . %\Lﬁ
| =y I. Elbe/ Cuxhaven
>R I1. Spiekeroog
:)6\{ 11. Helgoland
IV.Inneneider
V. AulReneider

Abbildung 1: Deutsche Bucht mit den Standorten des Monitoringprogrammes der
vorliegenden Studie. An allen Standorten wurden im Friuhjahr und Herbst 1999 jeweils 20
Flundern (Platichthys flesus) der Korpergrol3e 18 bis 20 cm untersucht.

Das Darmgewebe wurde in Kochsalzlésung suspendiert und anschliefend sedimentieren ge-
lassen. Nach dreimaligem Suspendieren und Spulen wurde das Sediment mit der Stereolupe
auf darmbewohnende Trematoden, Cestoden, Nematoden und Acanthocephalen untersucht,
aufgefundene Parasiten wurden abgesammelt und in 70 % Ethanol fixiert. Kiemengewebe
wurde mit der Stereolupe auf Befall mit Copepoden und Monogenea kontrolliert. Fixierte
Gewebe wurden in Ethanol entwassert, in Glycolmethacrylat (Technovit 7100, Kulzer,
Wehrheim) eingebettet und geschnitten. Schnitte wurden nach Giemsa (RoMmEls, 1989) ge-
farbt und mikroskopisch untersucht.

Zellsuspensionen: Aus dem Pronephros-Gewebe wurden Zellsuspensionen hergestellt, indem
das Gewebe durch Nylongaze gedriickt wurde (Rombout et al. 1993); die Zellen wurden in

RPMI 1640 (supplementiert mit 100 IE mI™ Penicillin, 100 pg ml™ Streptomycin, 10 IE ml™
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Heparin) gewaschen und in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen in Mikrotestplatten mit
Flachboden ausgesat.

Bestimmung der ROS-Produktion: Zur Bestimmung der Produktion von reaktiven Sauer-

stoffspecies (ROS) wurden Zellen mit 1 mg Nitroblau-Tetrazolium (NBT) in Kulturmedium
(RPMI 1640, supplementiert mit 100 1E mI™ Penicillin, 100 pg ml™ Streptomycin, 1 % Karp-
fenserum) fir 1,5 h bei 15 °C kultiviert. Von jedem Fisch wurden Dreifach-Ansétze mit Sti-
mulierung durch 0,17 pug ml™* Phorbolmyristatacetat und ohne Stimulierung analysiert. Nach
der Inkubation wurde das Kulturmedium abgenommen, die Zellen in Methanol fixiert, mit
Methanol gewaschen, getrocknet und anschliefend nach dem Ricklosen des blauen Tetra-
zolium-Salzes in DMSO und 2 M KOH die Extinktion bei 650 nm gemessen (SECOMBES,
1990).

Endocytose-Aktivitat: Zur Bestimmung der Enocytoseaktivitat von Pronephros-Leukocyten

wurden Zellen als Triplikate in Kulturmedium mit 10 ug ml™ Neutralrot fir 1,5 h bei 15°C
kultiviert. AnschlieBend wurde das Kulturmedium abgenommen, die Zellen mit Kulturmedi-
um gewaschen, mit salzsaurem Alkohol (1 ml 37 % HCI in 10 ml 70 % Ethanol) lysiert und
die Extinktion bei 492 nm gemessen (SECOMBES, 1990).

Blutproben: Flundern wurde Blut durch Punktion der caudalen Hohlvene mittels einer 2 ml
fassenden Einmalspritze mit Gerinnungshemmer (Li-Heparinkugel, Sarstedt) abgenommen.
VVon den Blutproben wurde der Hamatokritwert bestimmt (HousToN, 1990), das Plasma ge-
wonnen (HousToN, 1990) und bei — 20°C eingefroren. Im Blutplasma wurde die Aktivitat
von Lysozym bestimmt durch Inkubation mit Micrococcus luteus (Sigma, Deisenhofen;
0,2 mg ml™ in 0,05 M Phosphatpuffer, pH 6,2, Methode nach ELLIS, 1990).

Ergebnisse

Parasitologische Untersuchungen

Fur die parasitologischen Untersuchungen wurden 164 Flundern ausgewertet. In den Fischen
wurden 23 verschiedene Parasitenarten gefunden. Eine Ubersicht gibt die Tabelle 1.

Die Artendiversitét (,,species richness*) schwankte zwischen den Standorten geringfiigig, war
allerdings in den Elbeproben signifikant geringer als bei Fischen von Spiekeroog, Helgoland
und der AulReneider (Abb.2). Das Verhdltnis von Parasiten mit monoxener Entwicklung zu
Arten mit heteroxener Entwicklung zeigte jedoch keine deutlichen Unterschiede zwischen
den Probenstandorten (Abb. 3). Bei der Analyse der Prévalenz und Abundanz einzelner Arten

konnte festgestellt werden, daB Fische in der Inneneider und in der Elbmindung vor
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Cuxhaven einen hoheren Befall mit Trichodinen aufwiesen als an den Ubrigen Standorten
(Abb. 4).

M
v

Abb. 2: Parasitengemeinschaft von Flundern an ausgewéhlten Standorten in der Deutschen
Bucht. Ausgewertet wurden Flundern einer KérpergréRe von 18-24 cm, die im April
und September 1999 gefangen wurden. Die Parasitenfauna der in der Elbe vor
Cuxhaven gefangenen Flundern wies signifikant weniger Arten auf, als die Parasi-

tengemeinschaft der Flundern an den anderen Standorten.

171



(= = .
S5 0
L=
— 0

0
| o

& - L
0 0

i
Ia
|
H
oo
|

His= gEhsscsyfi<isipgaani — —

Abb. 3: Parasitengemeinschaft von Flundern an ausgewéhlten Standorten in der Deutschen
Bucht. Dargestellt ist das Verhaltnis von Arten mit heteroxener Entwicklung zu Ar-
ten mit monoxener Entwicklung (H/M index). An den untersuchten Standorten wur-
den hinsichtlich des Entwicklungsverlaufs keine signifikanten Unterschiede in der
Parasiten-gemeinschaft gefunden.

Immunbiologische Untersuchungen

Insgesamt lagen von 164 Fischen Daten tber H&matokrit, Lysozym-AKkivitidt im Plasma,
Endocytose-Aktivitdt und Sauerstoff-Radikalbildung von Pronephros-Leukocyten vor. Ein
Einflu} von Korpergrolie, Gewicht, Korpulenz oder Geschlecht der Fische auf die MeRdaten
lieR sich nicht beobachten. Wahrend beim Hamatokrit keine standortabh&ngige Veranderung
festzustellen war, wiesen die anderen Mel3werte Unterschiede zwischen den einzelnen Stand-
orten auf. So war in Frihjahrsproben die Lysozym-Aktivitat in Seren von Flundern aus der

Elbe und der Inneneider gegeniber den anderen Standorten deutlich erniedrigt. Diese Unter-
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schiede konnten in den Herbstproben jedoch nicht mehr aufgezeigt werden (Abb. 5). Auch
die Bildung von Sauerstoffradikalen durch Pronephros-Leukocyten war im Frihjahr bei
Fischen aus der Elbe und der Inneneider deutlich erniedrigt. Im Herbst war ein Unterschied

nur zwischen Fischen aus der Elbe und dem Standort vor Helgoland zu beobachten (Abb. 6).
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Abb. 4: Abundanz von Trichodiniden als Parasiten bei Flundern an ausgewahlten Standorten
in der Deutschen Bucht. Das Vorkommen der Trichodinen wurde nach einer arbitré-
ren Skala mit den Stufen 0 (kein Befall), 1 (geringe Abundanz), 2 (mittlerer Befall)
und 3 (hochgradig) erfal3t und dargestellt. AuBerdem ist die Pravalenz der Infektion

in Prozent angegeben.
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Diskussion

Chemische Analysen von Flundergeweben (BROEG et al., 1999) zeigten einen Verschmut-
zungsgradienten in der Nordsee mit hdchsten Analysewerten fiir chlorierte Kohlenwasserstof-
fen in Fischen, die in der Elbe gefangen wurden, und eine geringere Belastung von Flundern
am Standort von Helgoland. In unseren Untersuchungen wurden am Standort Elbe sowohl die
geringste Anzahl Parasitenarten (,,species richness®) als auch eine verringerte Fahigkeit von
Makrophagen zur Sauerstoffradikalbildung gefunden. Dieses konnte als ein Hinweis interpre-
tiert werden, daf species richness und Makrophagenaktivitat von der Schadstoffbelastung der
Fische an diesem Standort beeinfluBt wird. Insbesondere physiologische Reaktionen unterlie-
gen jedoch neben Umwelteinfliissen auch durch endogene Rhythmen bedingte Schwankun-
gen, die beispielsweise durch den Reproduktionszyklus oder den Erndhrungszustand verur-
sacht werden (CooPER, 1997). Die grofien Unterschiede zwischen den MelRwerten der Friih-
jahrs- und Herbstkampagnie bei Serum-Lysozymaktivitdt und ROS Produktion der Proneph-
ros-Makrophagen &Rt vermuten, dal} auch in unserer Studie neben der Schadstoffbelastung
endogene Faktoren, wie beispielsweise Erndahrungszustand die gemessenen Parameter beein-
flussen. Die MeRwerte fur die untersuchten Parameter erwiesen sich in unseren Proben als
nicht vom Korpulenzfaktor der Fische beeinfluf3t, der den Erndhrungszustand reflektiert.
Dieser Aspekt bedarf jedoch weiterer Klarung.

Die chemische Analyse der Schadstoffbelastung von Flundern an den Probenstandorten of-
fenbarte groRe Schwankungen im Schadstoffgehalt individueller Fische an den Probenstand-
orten sowie zwischen den Sammelkampagnien in 1995/96 und 1997 (BROEG et al., 1999).
Dies laBRt vermuten, dal an allen Standorten unterschiedlich belastete Tiere gefangen und
analysiert wurden, was zusatzlich die hohe individuelle Variabilitat der analysierten Parame-
ter erkaren konnte. Um unter diesen Voraussetzungen den EinfluB von Xenobiota auf die
untersuchten Parameter zu analysieren, ist demnach neben der Messung des als Bioindikators
ausgewdhlten Parameters auch eine Bestimmung der Schadstoffbelastung des individuellen
Fisches notwendig. Dieses wird in der Fortfuhrung der hier vorgestellten Studie vorgenom-
men.

Die Ergebnisse unserer Studie machen deutlich, dafl die Bestimmung parasitologischer und
immunbiologischer Parameter durchaus Unterschiede zwischen Standorten in dem untersuch-

ten Gebiet erkennen laRt.
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Tabelle 1:

Systematische Ubersicht tiber die Parasitenfauna von Flundern (Platichthys fle-

sus) an ausgewdhlten Standorten in der Deutschen Bucht.

Protisten

Microspora:

Apicomplexa:
Myxozoa:
Ciliophora:
Plathelmithes
Digenea:

Cestoda: (Darm)

Nemathelmithes

Nematoda: (Darm)

Acanthocephala:
Arthropoda
Crustacea:

Glugea stephani (Darm)
Microsporidium sp. (Niere)
Epieimeria sp. (Darm)

Myxidium incurvatum (Gallenblase)

Trichodina sp. (Kiemen)

Derogenes varicus (Darm)
Podocotyle atomon (Darm)
Zoogonoides viviparus (Darm)
Hemiuris communis (Darm)
Digenea, Art # 7 (Darm)
Encystierte Metacerkarie (Kieme)
Bothriocephalus scorpii

Cestodenlarve, sp. 4

Cucullanus heterochrous
Cucullanellus minutus
Hysterothylacium aduncum
Paracapillaria gibsoni
Echinorhynchus sp. (Darm)

Lerneocera branchialis (Kiemen)
Lepeophtheirus pectoralis (Haut, Flossen)
Acanthochondria cornuta (Kiemen)
Caligus curtus (Haut)

Holobomolochus sp. (Nase)

Ein Zuruckfuhren dieser Unterschiede auf eine unterschiedliche Belastung der Flundern
durch Xenobiota ist jedoch in dieser Pauschalitat nicht moglich, da alle ausgewéhlten Para-

meter dem EinfluR weiterer endogener und exogener Faktoren unterliegen und eindeutige
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Schadstoffgradienten in der Nordsee nicht bestehen (siehe BROEG et al., 1999). Vielverspre-
chend erscheint hier ein Ansatz, der die individuelle Belastung der Fische mit Xenobiota und

weitere physiologische Daten, wie Erndhrungszustand, in die Analyse mit einbezieht.
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Abb. 5: Lysozym-Aktivitdt im Plasma von Flundern an ausgewahlten Standorten in der
Deutschen Bucht. Im Frihjahr wardie Aktivitat im Plasma der Fische am Standort
in der Elbe und der Inneneider signifikant erniedrigt. Diese Unterschiede wurden in

den Herbstproben nicht beobachtet.
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Abb. 6: Produktion reaktiver Sauerstoffverbindungen (ROS) durch Zellen aus der Kopfniere
von Flundern an ausgewahlten Standorten in der Deutschen Bucht. Im Fruhjahr
wiesen Flundern am Standort in der Elbe und der Inneneider eine deutlich geringere
ROS-Produktion auf als an den tbrigen Standorten. Im Herbst bestand der Unter-

schied nur zwischen Flundern aus der Elbe von von Helgoland (Tiefe Rinne).
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Zusammenfassung

Im Mai 2000 fielen in einer Aal-Kreislaufanlage in Bayern erkrankte europdische Jungaale
(Anguilla anguilla L.) auf. Klinisch zeigten die Tiere eine intensive Rétung im Bereich des
Kopfes sowie der dorsalen und ventralen Flossensaume. Die Mortalitét lag unter 2 %. Histo-
logisch waren neben den Blutungen in der Haut des Kopfes und den Schleimh&uten des obe-
ren Verdauungstraktes Nekrosen im Kiemengewebe erkennbar und in deren Umfeld zahlrei-
che basophile Kerneinschliisse. Mit Hilfe einer Aalnieren-Zellinie (EK-1) wurde ein Virus
isoliert, welches sich unter Bildung eines lytischen cpE mit Synzytienbildung vermehrte. An-
hand transmissionselektronenmikroskopischer Untersuchungen wurde das infektiose Agens
als Herpesvirus charakterisiert. Da wiederholt ungeklartes Sterben bei Aalen in Baggerseen

beobachtet wird, ist dieser Nachweis von groRerem Interesse nicht nur fir Aquakulturen.
Summary

In May 2000 diseased young European Eels (Anguilla anguilla L.) attracted attention in an
eel production with a circulating water system. The animals showed an intensive red coloura-
tion on the head and on the dorsal and ventral fins. Mortality was less than 2 %. Bleedings in
the skin of the head and the mucous tissue of the upper enteric system were demonstrated
histologically as well as necrotic areas in the gills. Next to these areas numerous basophilic
inclusion bodies were seen in the respiratoric tissue. In a permanent eel kidney cell line
(EK-1) a virus was isolated replicating well with a lytic cpE and syncytia formation. Due to

transmission electron microscopic investigations the virus was characterized as herpesvirus.
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Due to former reports of a lot of not identified eel kills, especially in gravel ponds, this virus

isolation is important not only for aquaculture.

Einleitung

Herpesviren besitzen fur Aal-Aquakulturen seit geraumer Zeit klinische Relevanz. Sie verur-
sachen h&morrhagische Septikdmien und h&morrhagische Hautldsionen. Die Erkrankung
wurde in den Niederlanden als ,,Rotkopfkrankheit* bezeichnet. Schwierigkeiten bei der An-
zlichtung der Virusisolate verhinderten bisher jedoch eingehendere Erreger-Charakterisierun-
gen. Bereits 1986 wiesen Békési et al. bei erkrankten europdischen Aalen auf Herpesvirus-
ahnliche Partikel in Hautveranderungen hin. Doch erst SANO et al. (1990) konnten bei in Ja-
pan gehaltenen Européischen Aalen ein Herpesvirus isolieren. Das spéater in Formosa bei ja-
panischen Aalen (Anguilla japonica L.) von UENO et al. (1992) nachgewiesene sehr ahnliche
Herpesvirus zeigte auch bei Karpfen (Cyprinus carpio L.) nach experimenteller Inokulation
die typischen Krankheitssymptome mit geringer Mortalitat. Ein von JGRGENSEN et al. (1994)
beschriebenes Herpesvirus bei europdischen Aalen erwies sich als apathogen. Die Erstisolati-
on von Hkten und in Europa gehaltenen Europdischen Aalen wurde von DAVIDSE et al.
(1999) berichtet. Das Virus vermehrte sich gut in EK-1-Zellen, jedoch kaum in Zellen der
Regenbogenforelle (RTG-2) oder des Karpfens (EPC). Da acht weitere Virusisolate von Aa-
len von Krankheitsausbriichen in der jlingeren Vergangenheit den Autoren vorlagen, wurde
dieser Isolierung eine erhohte Bedeutung fur die Aal-Aquakultur beigemessen. Bei der vor-
liegenden Studie konnte nun erstmals in Deutschland ein Herpesvirus (EEHV1-Grub) als
Ursache einer milden Erkrankung bei européischen Jungaalen verantwortlich gemacht und

isoliert werden.

Material und Methoden

Histologische Untersuchung

Zur histologischen Untersuchung wurden die Aale mit 10 %-iger Formalin-Losung fixiert
und nach Routinemethoden in Paraffin eingebettet. 5 um dicke Schnitte wurden mit Hama-

toxylin-Eosin gefarbt und unter dem Lichtmikroskop begutachtet.

Virologische Untersuchung

Nach Verreibung des Kiemengewebes mit sterilem Seesand, Zenrifugation bei 2.200 x g Uber
10 min zur Entfernung der Bakterien wurde die permanente Aal-Nieren Zellinie EK-1 mit
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dem Material infiziert und bei 20°C inkubiert. Nach Entwicklung eines lytischen cytopatho-
genen Effektes mit Synzytienbildung wurden die Zellen gefriergetaut.

Elektronenmikroskopische Untersuchung

Je 20 pl der ,,Jlow-speed* zentrifugierten, virushaltigen Zellkulturiiberstinde wurden auf die
Trégernetze gegeben. Nach 15 min wurden die Netze dreimal fiir je 5 min in Aqua dest. ge-
waschen und mit FlieRpapier getrocknet. Die Kontrastierung mit Phosphor-Wolframséure er-
folgte tber 2 min. Nach abermaligem Abtrocknen wurden die Praparate im Transmissions-
Elektronenmikroskop (Zeiss EM 10 C/CR) bei 40.000-facher Vergroerung untersucht.

Bakteriologische Untersuchung

Kiemen und innere Organe wurden standardméafiig auf Columbia Agar mit 5 % defibriniertem
Schafblut sowie auf Wasserblau-Metachromgelb-Laktose-Agar nach Gassner bzw. Furunku-

lose-Agar angezuchtet. Die Bebriitungszeit betrug 3-5 Tage bei 20°C.

Ergebnisse

Klinische Symptomatik

AnlaRlich eines Betriebsbesuches wurden im Mai 2000 in einer bayerischen Aalmastanlage
mit Kreislaufwasser ca. 3 Monate nach dem Besatz mit Glasaalen (Anguilla anguilla L.) ge-
ringgradig erhohte Verluste bei den Jungaalen festgestellt. Erkrankte Fische sammelten sich
apathisch an den Beckenausldufen und zeigten eine intensive Hautrétung im Bereich des
Kopfes, an den Kiemendeckeln sowie an Bauch und Flossen. Die Erkrankung zog sich unter
den Jungaalen Uber einen Zeitraum von ca. 4 Wochen bei einer Mortalitat von ca. 2 % hin.
Bei Fischen in einem zweiten Wasserkreislauf der gleichen Anlage, die alter als ein Jahr wa-
ren, trat keine Erkrankung auf. Als Jungfische waren allerdings auch diese alteren Fische mit

der gleichen Symptomatik erkrankt gewesen.
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Abb. 1: Klinisches Bild der ,,Rotkopfkrankheit* (oben) bei einem Européischen
Jungaal (Anguilla anguilla L.) im Vergleich zu einem gesunden Aal (unten).

Histologische Untersuchung

Veréanderungen fanden sich hauptsachlich in den Basalzellen des Kiemengewebes erkrankter
Fische. Bereits bei geringer VergroBerung waren herdférmige Nekrosen im respiratorischen
Gewebe der Kiemen erkennbar. In der Umgebung der abgestorbenen Zellen fanden sich in
grol3er Zahl basophile Kerneinschliisse in den respiratorischen Zellen der Kiemen, die von ei-
nem deutlichen Halo umgeben waren. Im Bereich des Kopfes waren in der Subkutis und un-
ter den Schleimhduten des oberen Verdauungstraktes frische herdférmige Blutungen zu se-
hen. In allen tbrigen Organen einschliellich Auge, Gehirn, Riuckenmark und Haut waren

keine spezifischen VVerédnderungen nachweisbar.

Virologische Untersuchung

Mit Hilfe der permanenten Aalnieren-Zelllinie EK1 konnte aus Kiemengewebe ein infektio-
ses Agens isoliert werden, welches sich mit lytischem cytopathogenen Effekt und Synzytien-
bildung vermehrte. In einer Zeitkinetikstudie wurde sein Replikationsverhalten tberpriift. 60
Stunden nach der Infektion wurden maximale Infektiositatstiter von 10%%7° KIDso/ml erreicht.
Der maximale cpE mit Synzytienbildung zeigte sich 72 Stunden p. inf. Alle Versuchsansatze
wurden bei 20°C und 37°C inkubiert. Bei 37°C erfolgte keine Replikation.
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Elektronenmikroskopische Untersuchung

Bei der Untersuchnung von gefriergetautem Zellkultur-Material im Transmissions-Elektro-
nenmikroskop wurden Herpesviren als Ursache der Erkrankung identifiziert. Sie stellten sich
mit 150 nm grofRen Kapsiden in typischer Morphologie dar. Die Behillung war nur sparlich

ausgepragt. Das Virusisolat wurde als EEHV1-Grub bezeichnet.

Bakteriologische Untersuchung

Bakteriologisch wurden kulturell gramnegative Flavobakterien nachgewiesen und mit Hilfe
eines Vitek-Analysesystems zu 95 % als F. meningosepticum und zu 5 % als F. indologenes

identifiziert. Innen wird keine spezifische Rolle im Krankheitsgeschehen zugerechnet.

Diskussion

Aufgrund zahlreicher Beobachtungen und Beschreibungen ist in der Aquakultur von Aalen
eine Durchseuchung mit Herpesviren in einer Produktionspopulation und somit ein
,,Carrierstatus® bei den iiberlebenden Aalen anzunehmen. Obwohl in der vorliegenden Studie
bei Jungaalen nur eine geringe Mortalitat von ca. 2 % vorgefunden wurde, lag auch in unse-
rem Fall, wie bei DAVIDSE et al. (1999) beschrieben, die Morbiditat deutlich héher. Die &lte-
ren Aale hatten aufgrund des klinischen Berichtes im vorangegangenen Jahr offensichtlich
ebenfalls eine Herpesvirus-Infektion tberstanden. In Verbindung mit Stress (Wasserbelas-
tungen, Uberbesatz) mag der Herpesvirus-Infektion in Aquakulturen eine groRere Bedeutung
zukommen. Jedoch auch in naturnahen Gewassern, besonders aber in Baggerseen mit einem
Uberbesatz an Aalen, scheint Aalsterben keine allzu groRe Seltenheit zu sein. Wenn der Be-
satz dieser Gewasser mit Aalen aus Aquakulturen erfolgt, ist die Einschleppung des Herpes-
virus der Aale in diese Gewasser zu erwarten. Besonders auch Karpfen scheinen fir derartige
Herpesviren empfanglich zu sein. Gerade aus Baggerseen liegen seit Jahren eine Reihe von
Berichten uUber ungeklartes Karpfensterben vor.
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Zusammenfassung

Das Auftreten bakterieller Infektionen, verbunden mit hohen Resistenzraten im Zierfischhan-
del, ist von grof3er Problematik.

Auswertungen von Antibiogrammdaten seit 1990 zeigen deutliche Unterschiede zwischen
den Resistenzraten fiir Nutzfischproben (44,4 %) und den Resistenzraten fur Warmwasser-
und Kaltwasserzierfischproben (67,0 % bzw. 65,4 %).

Fur die Erfassung des Gesundheitsstatus und der Resistenzsituation bei Warmwasserzier-
fischimporten, wurden ab Oktober 1999 Warmwasserzierfischproben aus Importsendungen
zweier niedersachsischen GroRhandelsbetrieben, bestehend aus acht Fischarten vier asiati-
scher Herkunftslander, monatlich beprobt.

Die Fischproben wurden klinisch-parasitologisch, bakteriologisch und riickstandsanalytisch
untersucht.

Die durchschnittliche Resistenzrate der verschiedenen Importlander variierte zwischen
47,1 % bis 63,3 %. Eine deutlich hohere Variation, 13,4 % bis 90,1 %, ist fur die verschiede-
nen, im Antibiogramm getesteten Wirkstoffe, zu verzeichnen.

Um Therapeutikaresistenzen zu vermeiden, durfen antibiotische Behandlungen beim Zier-
fischziichter und GroRhandler nicht wahllos und unkontrolliert durchgefiihrt werden. Eine
regelméRige fischgesundheitliche Uberwachung der Zucht- und GroRhandelsbetriebe ist

unbedingt zu empfehlen.
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Summary

The development of bacterial infections accompanied by high rates of antibiotic resistance is
a major problem in ornamental fish trade.

Antibiogramme data from 1990 onwards, show big disparities between the rate of resistance
in food fish samples (44,4 %) and the rate of resistance in warm-water and cold-water
ornamental fish samples (67,0 % respectively 65,4 %).

In order to gain a greater understanding of the fish health status and the resistance situation in
warm-water ornamental fish, a 12-month screening was carried out on warm-water  orna-
mental fish samples (eight fish species deriving from four Asian countries) monthly collected
from two wholesale trade farms in Lower-Saxony commencing in October 1999.

With these fish samples clinical-parasitological, bacteriological and residual examinations
were carried out.

The average rate of resistance varies for the different countries of origin between 47,1 % and
63,3 %. A higher variation (13,4 % up to 90,1 %) is observed for the active antibiotic
substances tested in the antibiogrammes.

To avoid antibiotic resistance, no indiscriminate and uncontrolled antibiotic treatments
should take place at breeding and trade farms. A periodical fish health surveillance of

breeding farms and wholesale traders must be recommended.

Einleitung

Bakterielle Infektionen kénnen im Zierfischbereich zu einer erheblichen Beeintrachtigung der
Fischgesundheit bis hin zu Mortalititen fihren. Im Vergleich zum Nutzfischsektor ist die
Resistenzlage bei Zierfischen als unginstig einzustufen.

Dieses wird anhand von Auswertungen des Datenmaterials seit 1990 aus der Praxis des Staat-
lichen Fischseuchenbek&mpfungsdienstes Niedersachsen und Fischgesundheitsdienstes in
Abbildung 1 dargestellt. Die Resistenzrate bei Nutzfischen betragt demnach 44,4 % gegen-

Uber 65,4 % fir Kaltwasser- und 67,0 % fir Warmwasserzierfische.
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Anhand der Abb. 2 wird deutlich, dass die Tendenz des Resistenzanstiegs sich bei Warmwas-
serzierfischen am ungunstigsten verhélt.
Durch hohe Besatzdichten, Transportstress und Verkaufsdruck spielt die Resistenzproblema-

tik vor allem im Zierfischhandel eine wichtige Rolle.
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Material und Methoden

Zur Erlangung einer Ubersicht des Vorkommens antibakteriell wirksamer Stoffe, wurde ab
Oktober 1999 ein 12-monatiges Screening unter Einsatz von Untersuchungsmaterial aus dem
ZierfischgroBhandel durchgefiihrt, mit dem Ziel, die Resistenzlage zu bewerten und gleich-
zeitig mehrere Herkiinfte und Fischarten miteinander vergleichen zu konnen.

Der Untersuchungszeitraum lag zwischen Oktober 1999 und September 2000. Die Zierfisch-
proben stammten aus zwei niedersachsischen ZierfischgroRhandelsbetrieben. Monatlich wur-
den Neuimporte aus insgesamt vier Herkunftslandern innerhalb von zwei Wochen nach Im-
port Klinisch-parasitologisch, bakteriologisch und schlie3lich riickstandsanalytisch unter-
sucht. Je Herkunftsland wurden zwei Fischarten untersucht. Ein Zierfischgrof3handelsbetrieb
lieferte sechs Spezies aus drei Herkunftslandern: Neonsalmler (Paracheirodon innesi) und
Zebrabarblinge (Brachidanio rerio) aus Hong-Kong, Feuerschwanz-Fransenlipper
(Apalzeorhyncus bicolor) und Siamesische Saugschmerle (Gyrinocheilus aymonieri) aus
Thailand, Blauer Fadenfisch (Trichogaster trichopterus) und Schwerttrdger (Xiphophorus
helleri) aus Sri-Lanka. Ein weiterer Zierfischgro3héndler lieferte fiir die Untersuchung Keil-

fleckbarblinge (Rasbora heteromorpha) und Segelkérpflinge (Poecilia velifera) aus Singapur.

Pro Fischart und Untersuchungsgang wurden 15 Exemplare herangezogen. Lediglich bei den
Segelkarpflingen bestand das Untersuchungsmaterial aus insgesamt acht ~ Exemplaren je
Beprobung. Aus diesem Pool wurden funf Fische (drei bei Segelkarpflingen) hinsichtlich

spater durchzufiihrender Riickstandsanalyse bei —26°C eingefroren.

Aufgrund klinischer Untersuchungen erhobene Parameter:

Durchschnittslange und -gewicht der Fische

Herkunftsland und Datum des Imports

Informationen zu Pramedikationen

Klinischer und parasitologischer Status der untersuchten Fische
Das Untersuchungsmaterial der bakteriologischen Untersuchung bestand aus einer Kiemen-
gewebsprobe und einer steril entnommenen Organprobe (Milz, Leber, Niere). Zur Durchfiih-

rung des Hemmstofftests wurde Leber- und Muskelgewebe entnommen.
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Die Untersuchung des Probenmaterials erfolgte im Staatlichen Veterinaruntersuchungsamt
Hannover gemall dem Standarduntersuchungsverfahren der bakteriologisch-kulturellen An-
zucht auf Universal- und Selektivnéhrbdden; fiir die Hemmstofftests wurden mit Bacillus
subtilis beimpfte Agarplatten genutzt. Fir den Nachweis sdurefester Stdbchen wurde die
Ziehl-Neelsen-Farbung eingesetzt, eine Anzucht von Mykobakterien fand jedoch nicht statt.
Nach Keimdifferenzierung wurde ein Resistenztest (auf Muller-Hinton-Agar) durchgefihrt
und folgende Wirkstoffe im Antibiogramm gepruft: Chloramphenicol, Trimethoprim-
Sulfonamid, Chlor- und Oxytetrazyklin, Furazolidon, Enrofloxacin, Flumequin, Oxolinsaure,
Amoxicillin, Gentamycin, Neomycin, Colistinsulfat und Florfenicol.

Nach einer Inkubationszeit des Dreiplattentests von 24 Stunden erfolgte die Erstmessung der

Hemmzonen (in mm) in den Bereichen: pH 6, pH 7,2 und pH 8.

Am Ende der Untersuchungsperioden, wurden die im Hemmstofftest positiv reagierenden
Proben nach Fischart gepoolt und riickstandsanalytisch mittels HPLC-Messung mit Dioden-

Array- und Fluoreszenz-Detektor bestimmt.

Alle Untersuchungsdaten wurden in der Datenbank des Fischgesundheitsdienstes aufgenom-
men und bearbeitet. Die Resistenzrate als Mittel der Antibiogrammergebnisse wurde nach

folgender Formel errechnet:

Resistenzrate = (NEx 1)+ (nlx2)+(NR x 3)
nG
wobei:
nE = Anzahl Prifungen mit dem Ergebnis hochempfindlich
nl = Anzahl Priifungen mit dem Ergebnis intermedidr empfindlich
nR = Anzahl Prufungen mit dem Ergebnis resistent
nG = Anzahl Resistenzprifungen insgesamt
Ergebnisse

In der Tab. 1 wird die Gesamtzahl der Untersuchungen und die Anzahl diagnostizierter bakte-

rieller Erreger dargestellt.
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Im Allgemeinen war die Gesundheitszustand der Fische als zufriedenstellend zu bezeichnen.
In beiden GrolRhandelsbetrieben wurden die Fische prophylaktisch mit Antiparasitika ver-
sorgt. Hinsichtlich des parasitaren Befalls konnten nur gelegentlich Nachweise von Cryptobia
ssp., Oodinium ssp., Dactylogyrus ssp., Capillaria ssp. und Ergasilus ssp. bei geringgradigem

Befall verzeichnet werden.

Tab. 1
GroRhandler | Herkunfts- Fischart Anzahl Anzahl Anzahl
land Unter- gefundener gefundener
suchungen bakterieller bakterieller
Erreger Erreger / Unter-
suchung
I Hong-Kong | Neonsalmler 14 36 2,6
Zebrabarbling 10 23 2,3
Thailand | Feuerschwanz- 10 27 2,7
Fransenlipper
Siamesische 10 28 2,8
Saugschmerle
Sri-Lanka | Schwerttréger 11 34 3,1
Blauer 9 26 2,9
Fadenfisch
I Singapur Keilfleck- 12 35 2,9
barbling
Segelkarpfling 12 41 3,4
Insgesamt 88 250 2,8

In der Tab. 1 wird die Befallsintensitat mit fischrelevanten bakteriellen Erregern dar-gestellt.
Die bakterielle Befallsintensitat pro Untersuchung liegt zwischen 2,3 bei Zebrabarblingen bis
hin zu 3,4 Befunden Segelkarpflingen. Insgesamt wurden 250 positive bakterielle Befunde
erhoben. Dabei wurden mehrheitlich fakultativ fischpathogenen Erreger nachgewiesen. Spe-
zifisch pathogene Erreger wurden nur wenige isoliert. Mittels der Ziehl-Neelsen-Farbung
konnten in 13 Féllen s&urefeste Stdbchen nachgewiesen werden (Fischtuberkulose). Eine my-
kobakterielle Erregerdifferenzierung fand nicht statt. Es gab zehn Nachweise von Flexibacter
columnaris und je zwei Nachweise von Aeromonas salmonicida achromogenes und Vibrio
anguillarium.

Bei den fakultativ fischpathogenen Bakterien wurden Uberwiegend bewegliche Aeromona-
den, 128 Nachweise, insbesondere von Aeromonas sobria, isoliert. Ferner konnten Pseu-
domonas spp. (33) und Myxobakterien (30) identifiziert werden. Desweiteren wurden 35 wei-

tere bakterielle und 38 mykotische Erreger nachgewiesen.
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Bei den fakultativ fischpathogenen Bakterien wurden berwiegend bewegliche Aeromona-
den, 128 Nachweise, insbesondere von Aeromonas sobria, isoliert. Ferner konnten Pseu-
domonas spp. (33) und Myxobakterien (30) identifiziert werden. Desweiteren wurden 35

weitere bakterielle und 38 mykotische Erreger nachgewiesen.
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Aus der Bewertung der Resistenzraten der getesteten Wirkstoffe im Untersuchungszeitraum
resultierten hohe quantitative Unterschiede (Abb. 3).

Die Resistenzrate ist fir den Wirkstoff Florfenicol mit 13,4 % am niedrigsten. Fir Oxytetra-
zyklin ist mit 90,1 % eine sehr hohe Resistenzrate zu verzeichnen. Im Allgemeinen ist die
Resistenzrate fiir Antiinfektiva, die in der Zierfischhaltung regelméRig Verwendung finden
(Tetrazykline, Furazolidon, potenzierte Sulfonamide) sehr hoch. Die Resistenzraten fir
Florfenicol, Colistin aber auch flr Enrofloxacin sind noch als gunstig zu bezeichnen.

Aus dem Vergleich zwischen Resistenzraten der vier Herkunftslander ist ersichtlich, dass die
Differenzen zwischen beiden Fischarten innerhalb eines Herkunftslandes sehr gering sind.
Beim Vergleich der Herkinfte zeigt sich, dass die Resistenzrate der Herkunft Thailand deut-
lich guinstiger ausfallt als die Resistenzsituation der anderen Herkiinfte (Abb. 4)

Die durchschnittlichen Resistenzraten fiir die Herkiinfte liegen zwischen 47,1 % (Thailand)

und 63,3 % (Sri-Lanka) und sind insgesamt als sehr hoch zu bezeichnen.
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Die Ergebnisse der Hemmstofftests ergeben ein anderes Bild. Es stellt sich dabei heraus, dass
die Situation flr die Herkunft Hong-Kong deutlich guinstiger ist im Vergleich zu den anderen
Herkunftsl&ndern (Abb. 5).

Aus den Ergebnissen der Hemmstofftests kann abgeleitet werden, dass die Fische bereits mit

Antibiotika belastet waren. Bei insgesamt 88 durchgefiihrten Hemmstofftests gab es 2 -mal

(25 %) ein negatives Ergebnis.
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In der Abb. 6 wird die HemmhofgroRe fur die verschiedenen Fischarten in den drei getesteten
pH-Bereichen dargestellt. Die Situation ist demnach fir die Siamesischen Saugschmerlen, die
Schwerttréger und fur die Segelkéarpflinge als ungunstig zu bezeichnen.

Dahingegen ist die durchschnittliche HemmhofgroRe bei den Neonsalmlern als glinstig zu
bewerten. Dieses steht jedoch im Gegenspruch zu den Ergebnissen der riickstandanalytischen
Untersuchung, die in der Abb. 7 dargestellt sind. Daraus resultiert ein Nachweis von 7000 g
Enrofloxacin je kg bei den Neonsalmlern. Dieser hohe Wert ist vermutlich auf die Tatsache
zuriickzufuhren, dass in einem Fall unmittelbar vor Untersuchung, eine Badbehandlung mit
Enrofloxacin durchgefiihrt wurde. Lediglich die Zebrabarblinge enthielten keine antibioti-
schen Riickstande.

Enrofloxacin wurde in geringen Mengen bei den Schwerttragern (70 pg/kg) und bei den Se-
gelkarpflingen (144 pg/kg) nachgewiesen. Riickstdnde von Tetrazyklinen waren in H6he von

65 pg/kg (Keilfleckbarblinge) bis hin zu 547 pg/kg (Fransenlipper) nachweisbar.

Diskussion

Die Ergebnisse der Untersuchungen belegen, dass die Resistenzproblematik bei Warmwas-
serzierfischen im Vergleich zu den Nutz- aber auch Kaltwasserzierfischen, eine noch groliere

Rolle spielt. Dieses wird auch durch die langjahrige ungiinstige Trendentwicklung der Resis-

tenzraten belegt.

194
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Die Ursachen fur das vermehrte Auftreten von Antibiotikaresistenzen kénnen vielfaltig sein.
Zuchtbetriebe werden in Asien fischgesundheitsdienstlich nicht betreut. Andererseits besteht
in diesen Betrieben und innerhalb der Handelskette ein starker wirtschaftliche Druck viele
Fische zu mdglichst glnstigen Preisen zu produzieren. Auch der Lufttransport dieser Tiere
soll moglichst kostenguinstig durchgefihrt werden. Um dieses zu bewerkstelligen, werden die
Fische in hohen Besatzdichten transportiert um an "schwerem" Transportwasser zu sparen.
Dies alles flhrt dazu, dass die Umweltbedingungen nicht optimal gestaltet werden, es kommt
zu Konditionsminderung der Fische und deshalb zu einer hoheren Krankheitsanfélligkeit. Um
den Ausbruch von Krankheiten vorzubeugen, werden Chemotherapeutika aller Art prophy-
laktisch, wahllos und h&ufig falsch dosiert eingesetzt. Der Einsatz von hierzulande verschrei-
bungspflichtigen Antibiotika findet in den Herkunftslandern unter haufig unkontrollierten
Bedingungen statt. Dieses flhrt dazu, dass die Tiere bereits im Jungfischalter mit verschiede-
nen Antibiotika und verschreibungspflichtigen Chemotherapeutika in Kontakt kommen und
Resistenzen bilden. Des Weiteren werden neben sedierenden Substanzen haufig auch Antibi-
otika, hier vor allem Tetrazyklinen, zur Transportoptimierung beim Verfrachten der Fische
nach Deutschland eingesetzt.

Auch in Deutschland werden die Fische haufig prophylaktisch behandelt, wenn auch hier die

Kontroll- und Untersuchungsmaoglichkeiten weitaus besser sind.
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Durch Kontakt mit im Wasser befindlichen Antibiotika-ahnlichen Substanzen kann es auch
zur Resistenzbildung kommen. Es ist deshalb anzunehmen, dass es nattrliche Resistenzen
gibt und die Resistenzrate unbehandelter Fische nicht unbedingt gleich Null sein muss.

Die im Vergleich vor allem zu den Nutzfischen aufféallig hoch ausfallende Resistenzrate der
Warmwasserzierfische ist jedoch vermutlich vor allem durch den unkontrollierten Einsatz
von Antibiotika zu erkldren. Die Resistenzrate fur Fische aus Thailand Herkunft fallt deshalb
deutlich gunstiger aus, da es sich hier um Wildfange handelt, die im Jungfischalter nicht mit
antibiotischen Substanzen in Kontakt gekommen sind.

Der Einsatz von Antibiotika und Chemotherapeutika in den Produktions- und Handelsbetrie-
ben wird anhand der Ergebnisse von Hemmestofftests und Riickstandsanalysen bestétigt.

Es sollte im Interesse der Tiere und auch aus Umweltschutzgriinden eine regelmaRige fisch-
gesundheitliche Uberpriifung der Zuchtbetrieben in den Herkunftslandern stattfinden. Der
prophylaktische und unkontrollierte Einsatz von Antibiotika muss unterlassen, eine Optimie-
rung der Haltungs- und Transportbedingungen angestrebt werden.

Der richtig dosierte Gebrauch von antibiotischen Substanzen sollte mdglichst nur nach
Durchfiihrung eines Antibiogramms und nach Konsultation eines Fischgesundheitsexperten

erfolgen.
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Ausbruch der ,,Koi-Seuche* bei Teichkarpfen

R.W. Hoffmann, M. EI-Matbouli, S. Essbauer, T. Fischer-Scherl
Institut fir Zoologie, Fischereibiologie und Fischkankheiten, Universitat Miinchen,
Kaulbachstrafle 37, D-80539 Miinchen

e-mail R.Hoffmann@zoofisch.vetmed.uni-muenchen.de

Seit einigen Jahren werden in Europa, Israel und den USA Massensterben bei Koi-Karpfen
beobachtet, die offensichtlich durch ein hochinfektitses Agens verursacht werden. Histologi-
sche (ARIAV et. al., 1999), elektronenmikroskopische (BRETZINGER et al., 1999) und virolo-
gische Befunde (HEDRICK et al., 2000) zeigen, dass es sich dabei um ein bisher noch unbe-
kanntes Herpesvirus handeln muss. Aus Israel wurde dartiber hinaus berichtet, dass offen-
sichtlich mit aus Europa unkontrolliert eingefiihrten Kois die Erkrankung auch in Produkti-
onsteiche eingeschleppt wurde.

Im Frihjahr 2000 wurden an das Minchener Institut Karpfen eines Nebenerwerbsbetriebs
uberbracht mit dem Vorbericht, alle Karpfen wéren akut an Kiemenproblemen erkrankt, wah-
rend bei anderen in den Teichen gehaltenen Fischen wie Schleien, Grasfischen, Hechten und
Zandern keine Verdnderungen zu beobachten seien. Die tUberbrachten zwei- bis dreijahrigen
Karpfen wiesen bei schlechtem Allgemeinbefinden und forcierter Atmung trilben Haut-
schleim und deutliche Kiemenschwellungen mit massiver Schleimauflagerung auf. Parasiten
auf Haut und Kiemen waren geringradig zu finden, konnten jedoch das Krankheitsbild nicht
erklaren. Die Wasserwerte gaben mit Normwerten keinerlei Anhaltspunkte fiir eine exogene
Schadigung. Bei der histologischen Untersuchung stand im Vordergrund eine Proliferation
des respiratorischen Epithels verbunden mit zum Teil ausgedehnten Nekroseherden, eine ge-
ringradig bis méRige Infiltration mit Granulozyten und ein teilweise massiver Epithelverlust.
Bei starkerer VergrolRerung konnten in nekrotischen oder degenerierenden Epithelien eosino-
phile Einschlusskorperchen gefunden werden. Bei den makroskopisch unauffélligen inneren
Organen wurden vereinzelt in der Leber, dem hdmopoetischen Gewebe der Niere und der
Milz einzelne bis zu funf Zellen umfassende Nekroseherde nachgewiesen werden, die teil-
weise ebenfalls Kerneinschliisse zeigten. Das Bild entsprach damit friiheren Beobachtungen

bei Kois (BRETZINGER et al., 1999). Weitere elektronenmikroskopische Untersuchungen
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ergaben den Nachweis von intranukledren Herpes-Virus-Partikeln vorwiegend im Kiemen-

gewebe.

Nachdem der Verdacht auf ,,Koi-Seuche® vorhanden war, wurde ein weiteres anamnestisches
Gesprach mit dem Inhaber geflihrt, das ergab, dass er zusammen mit dem letzten Besatz mit
Grasfischen etwa 10 bis 14 Tage vor den ersten Krankheitssymptomen zwei Kois gekauft und
mitbesetzt hatte. Nachforschungen im Lieferbetrieb blieben erfolglos, da alle Kois bereits

verkauft waren.

Um weitere Aufschlusse tber die Erkrankung zu bekommen, wurden kranke Kois mit ande-
ren Fischen in Aquarien vergesellschaftet. Dabei ergaben die Kontaktversuche, dass nur nor-
male Karpfen und Kois erkrankten und innerhalb 10 Tagen verstarben, wéhrend Goldfische
und Grasfische keinerlei Symptome entwickelten. Die Ergebnisse der Kontaktversuche sind

in Tab. 1 dargestelt.

Tab. 1: Mortalitdt verschiedener Fischspezies nach Kontakt mit an ,,Koi-Seuche“ kranken

Karpfen
Tag p.i. n 1 3 9 10 13 n
gesamt

Karpfen, krank 2 1 1 2
Karpfen, gesund, 2 5 1 2 2 5
sommrig

Koi, gesund 4 2 2 4
Grasfisch 2 0
Goldorfe 4 0

Die Diagnosesicherung erfolgte im vorliegenden Fall noch mittels morphologischer Verfah-
ren und des diagnostischen Tierversuchs. In der Zwischenzeit konnte in Kooperation mit der

amerikanischen Gruppe von Hedrick auch der Virusnachweis etabliert werden.

Die vorliegenden Befunde zeigen in Ubereinstimmung mit den israelischen Erfahrungen
(ARIAV et. al, 1999), dass Kaois eine reale Gefédhrdung der Karpfenpopulation darstellen kon-
nen. Nachdem beim Import in der Regel keine Gesundheitsatteste verlangt werden, da sie in

verschiedenen Bundesldndern als ,,Zierfische® und nicht als Nutzfische betrachtet werden,
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sollte diskutiert werden, zumindest sie den Nutzfischen zuzuordnen, was sich auch aus der
Biologie ergibt, da zoologisch gesehen der Koi auch ein normaler Cyprinus carpio ist. Das
extrem hohe Ansteckungspotential und die sehr hohe Mortalitatsrate sprechen darlber hinaus
dafiir, zum Schutze der Karpfenzucht staatliche Malinahmen, zumindest in Form einer Mel-
depflicht zu tberlegen. Bis dahin lassen sich auf freiwilliger Basis Vorsorgemal3nahmen
treffen.
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Bildgebende Verfahren in der Zierfischpraxis: Fallbeispiele

Kerstin Bottcher
Fachgebiet Fischkrankheiten und Fischhaltung, Tierérztliche Hochschule Hannover,
Biinteweg 17, D-30559 Hannover.

Zusammenfassung

Bildgebende Verfahren nehmen in der Krankheitsdiagnostik bei Mensch und Tier eine wich-
tige Stellung ein. Um ihre Anwendbarkeit auch bei Zierfischen zu demonstrieren, werden vier
Fallbeispiele vorgestellt. Mit Hilfe der Rontgentechnik und in einem Fall mittels Sonografie
konnten Veranderungen unterschiedlicher Organe diagnostiziert werden.

Summary

Imaging techniques play an important role in diagnostics of diseases in man and animal.
Their useful application on ornamental fish will be demonstrated with four case reports.
Using radiographic technique and sonographic technique in one case abnormalities in differ-

ent organs were detected.

Einleitung

Die Haltung wertvoller Zierfische erfreut sich in Deutschland steigender Beliebtheit,
wodurch der Fischpatient in der Tierarztpraxis an Bedeutung gewinnt.

In den meisten Fallen kommt eine T6tung und Sektion der Tiere, wie es friher zur Diagnose-
findung unumganglich war, nicht in Frage, da viele Zierfische einen erheblichen ideellen oder
finanziellen Wert fur ihre Besitzer bedeuten. Stattdessen ist die Diagnose am lebenden Tier
gefragt. Neben anderen Methoden bietet sich hierfir die Rontgenuntersuchung als wertvolles,
nichtinvasives Mittel flr die Krankheitsdiagnostik bei morphologisch veranderten oder ver-
letzten Fischen an (SToskorr 1993). Skelettsystem und Schwimmblase lassen sich rontgeno-
logisch ausgezeichnet untersuchen (BOTTCHER & BOTTCHER 2000), dagegen stellen sich die

Strukturen innerhalb der Bauchhohle der meisten Zierfische im Rdntgenbild kontrastarm dar
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(Love & LEWBART 1997). Durch die Anwendung von Kontrastmitteln konnen jedoch be-
stimmte Organsysteme gut sichtbar gemacht werden (BOTTCHER & BOTTCHER 2000). Im Ge-
gensatz zur Radiographie kdnnen Fische bei der Ultraschalluntersuchung, sofern geeignetes
Gerét vorhanden ist, im Wasser verbleiben. Hierbei sind in gewissem Umfang auch Organ-
funktionen (Peristaltik, Herzaktivitét) zu untersuchen, da bewegte Bilder in ,,Echt-Zeit* erhal-
ten werden. Die Interpretation dieser Bilder erfordert jedoch weitaus mehr Erfahrung und
Vorstellungskraft als bei der Rontgendiagnostik.

Die Anwendung der Rontgendiagnostik bei Fischen wird schon dadurch begrenzt, dafl nur
wenige Veterindre mit der Fischanatomie vertraut sind (SMITH & SMITH 1994). Deshalb sol-
len in dieser Arbeit vier Fallbeispiele der Rontgendiagnostik, bei denen auflerdem Rontgen-
kontrastmittel zur besseren Darstellung verschiedener Strukturen bzw. die Ultraschalltechnik

hinzugezogen wurden, vorgestellt werden

Material und Methoden

Die Rontgenuntersuchungen in Fall 1, 3 und 4 wurden in der Tierarztpraxis Dr. M. Bottcher,
Schleiden durchgefuhrt. Verwendet wurde ein Réntgengerét der Firma Univet mit einer R6h-
re von Crisa (2-210 mAs; 32-100 KV). Die grinempfindlichen Rontgenfilme wurden in
Kunststoffkassetten mit Seltene-Erden-Folien eingelegt und jeweils im Abstand von 100 cm
belichtet. Leistung und Strahlungsintensitét/-dauer wurden je nach Bedarf eingestellt:

Fall 1: 6 mAs und 65 kV (laterolateral), 6 mAs und 70 kV (dorsoventral)

Fall 3: 6 mAs und 60 kV (laterolateral), 6 mAs und 66 kV (dorsoventral)

Fall 4: 6 mAs und 60 kV

Die Filmentwicklung erfolgte in Tanks unter Sichtkontrolle im Rotlicht.

Zur Ultraschalluntersuchung wurde ein ,,Scanner 100“ mit dazugehorigem, wasserdichtem
Schallkopf 5,0/7,5 MHz der Firma Pie Data verwendet.

Die Rontgenuntersuchungen im Fall 2 wurden in der Klinik fir Zier- und Wildvogel der
Tierdrztlichen Hochschule Hannover mit einem Rdntgengerit ,,Veterindrdiagnost 40 der
Firma Philips (0,04-5 sec, 40-18 mA bei 50- 100 kV in 6 Stufen) vorgenommen. Die grun-
empfindlichen Rontgenfilme wurden in Kunststoffkassetten mit feinzeichnenden Seltene-
Erden-Folien jeweils im Abstand von 90 cm belichtet. Im Fall 2 wurden die Einstellungen 30
mA, 0,12 sec, 60 kV verwendet. Die Filmentwicklung erfolgte in einem Entwicklungs-

automaten.
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Die Rontgenaufnahmen wurden im Rahmen der Diagnostik des Fachgebiets Fischkrankheiten
und Fischhaltung durchgefiihrt. Als Kontrastmittel diente Conray 70 ® der Firma Mallinck-
rodt, welches unverdiinnt oder verdunnt appliziert wurde. Jeder Fisch wurde von dorsal und
von lateral gerontgt.

Zur Darstellung des Verdauungsapparates wurde im Fall 1 das Kontrastmittel Conray 70 ®
nach Verdunnung 1:1 mit Aqua dest. eingegeben. Dies erfolgte durch eine 10-ml-
Einwegspritze mit aufgesetzter, der Grofl3e des Fisches angepassten Knopfkantle direkt in die
magenahnliche Erweiterung (insg. 7,0 ml). Réntgenaufnahmen wurden sofort und nach vier
Stunden angefertigt. Entsprechend wurde im Fall 2 verfahren. Bei der intravendsen Applika-
tion des Kontrastmittels im Fall 3 wurde zunéchst die caudale Hohlvene des Koi-Karpfens
von der Medianen aus, caudal der Afterflosse in craniodorsaler Richtung mit einer Kantle der
GroRe 0,9 mm x 40 mm punktiert, dann wurde die mit dem unverdinnten Kontrastmittel
(1,0 ml) gefullte Einwegspritze aufgesetzt, langsam injiziert und umgehend geréntgt. Im vier-
ten Fall wurde nach Punktion einer Zyste und Aspiration von 2 ml Flissigkeit eine entspre-
chende Menge Kontrastmittel in den Hohlraum injiziert, dann erfolgte die weitere Rontgen-
untersuchung.

Manipulationen und Réntgenaufnahmen wurden auf3erhalb des Wassers durchgefuhrt, nach-
dem die Fische mit Tricain (3-Aminobenzoeséureethylester, Fa. Sigma, Steinheim),
150 mg/L Wasser anésthesiert worden waren.

Ergebnisse

Fall 1: Ein dreijahriger Karpfen aus Aquarienhaltung wurde vorgestellt wegen einer starken
Umfangsvermehrung des Abdomens. Bei ungestortem Allgemeinbefinden wies er einen ab-
normen Auftrieb im Wasser auf. Die Rontgenuntersuchung zeigte, auch nach oraler Kon-
trastmittelapplikation, starke Gasansammlungen in den dorsal gelegenen Darmschlingen, die
vermutlich den erhéhten Auftrieb bewirkten. Als Ursache fur den groBen Leibesumfang wur-
de Laichreife vermutet. Beide Verdachtsdiagnosen konnten etwa zwei Monate spéter besté-
tigt werden, da der Fisch trotz Verbesserung der Haltungsbedingungen starb. Die Luft im
Darm hat moglicherweise die festgestellte Darmperforation verursacht.

Fall 2: Bei einem einjéhrigen Rotkappenschleierschwanz aus Aquarienhaltung, der seit zwei
Wochen taumelnd und seit vier Tagen in Seitenlage schwamm, wurde zundchst réntgenolo-
gisch kein besonderer Befund erhoben. Nach oraler Kontrastmitteleingabe wurde sichtbar,

dal3 sich das Kontrastmittel auRerhalb des Darmkanals befand. Die daraus abgeleitete Diag-
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nose ,,Darmperforation” wurde bei der Sektion bestétigt. Aulerdem wurde eine hochgradige,
chronische Organ- und Bauchfellentzlindung festgestellt. Die Ursache fir dieses Krankheits-
geschehen blieb ungeklért.

Fall 3: Ein Koi im Alter von zwei bis drei Jahren wies laut Auskunft des Besitzers schon im-
mer eine seitliche Verbiegung des Kdrpers auf. Seit einigen Monaten verstérkte sich die Ver-
biegung, das Allgemeinbefinden war aber in der Teichhaltung weiterhin ungestort. Die ront-
genologische Verdachtsdiagnose lautete ,,raumfordernder Prozess im kranialen
Bauchhohlenbereich®, da die beiden luftgefullten Schwimmblasenkammern und die Niere
(durch intravendse Kontrastmittelapplikation sichtbar gemacht) keine physiologische Form
und Lage aufwiesen. Die vordere Schwimmblasenkammer erschien nach kaudal und ventral
verschoben. Erst durch eine Ultraschalluntersuchung konnte nachgewiesen werden, daf3 sich
im kraniodorsalen Bauchhéhlenbereich eine flissigkeitsgefillte Blase befand. Nach mehreren
Monaten mufte der Patient wegen Verschlechterung des Allgemeinzustandes eingeschlafert
werden. Die Sektion ergab das VVorhandensein einer dreikammerigen Schwimmblase, wobei
die erste Kammer mit einer sterilen Flussigkeit gefullt war. Nierenlage- und -form waren
abnorm. Als Ursache fur die Veranderungen wurde eine Mi3bildung vermutet.

Fall 4: Ein zweijahriger Goldskalar zeigte seit einigen Monaten eine knotige Umfangsver-
mehrung im Bauchbereich, die langsam an Grof3e zunahm. Seit wenigen Wochen wurde eine
schrége, den Kopf nach oben gerichtete Schwimmlage immer deutlicher. Auf den Rontgen-
aufnahmen wurde sichtbar, dafl die Schwimmblase nach rechts und unten verdrangt wurde
(Abb. 1). Bei einer Punktion von links konnten zwei Milliliter Flissigkeit aspiriert werden, in
der sich sdurefeste Stdbchen befanden. Danach wurde Kontrastmittel injiziert und erneut
gerontgt. Eine gelappte, grofraumige Zyste, vermutlich von der Niere ausgehend, wurde
erkennbar. Nach Entfernung des Zysteninhalts und Behandlung mit Kanamycin konnte dem

Fisch eine physiologische Schwimmlage wieder ermdglicht werden.

Diskussion

Die Anwendung der Rontgentechnik als diagnostisches Hilfsmittel bei Fischern wird bereits
praktiziert. Wie auch in dieser Arbeit deutlich wird, sind Schwimmblase und Skelettsystem in
der "Leeraufnahme" (ohne Kontrastmittel) gut zu beurteilen. Dies zeigt sich auch in der ver-
flgbaren Literatur. So wurden in verschiedenen Féllen Frakturen der Wirbelsdule, Luxation
oder Degeneration einzelner Wirbelkorper bei Koi-Karpfen diagnostiziert (BARLOwW 1993;
LoVE & LEWBART 1997; BAKAL et al. 1998) sowie Deformierungen der Unterkieferknochen
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bei Atlantischen Lachsen aufgrund ungentigender Ossifikation (BRuNO 1990). Schwimmbla-
senveranderungen in Form von Hernien sind réntgenologisch nachweisbar, so z.B. bei einem
Pfauenaugenbuntbarsch (LOVE & LEWBART 1997). Auch in der Schwimmblase befindliche
Fremdkorper, wie Schwimmblasenwirmer beim Aal sowie hierdurch hervorgerufene ent-
zindliche Verdnderungen konnen durch Rontgenaufnahmen sichtbar gemacht werden
(BEREGI et al. 1998). Schwimmblasenveranderungen bezuglich Form und Lage sind ebenfalls
gut zu beobachten, da Luft ein hervorragendes Kontrastmittel ist (Fall 4). Auch Luftansamm-
lungen auBerhalb der Schwimmblase sind gut zu erkennen, wie z.B. der beschriebene Fall 1
deutlich macht.

Die diagnostische Anwendung von synthetischen Rontgenkontrastmitteln wird dagegen nur
selten beschrieben. Bei einem Grauen Driickerfisch konnten HumL et al. (1993) nach oraler
Applikation von Bariumsulfat eine Darmobstruktion in Verbindung mit mineralischen
Fremdkorpern im Darmkanal feststellen. Die orale Verabreichung von Kontrastmittel ist je-
doch nicht nur zur Darstellung intraintestinaler Verédnderungen (Fremdkorper, Obstruktion,
Verénderung der inneren Feinstruktur der Darmwand oder wie im beschriebenen Fall 2:
Darmperforation) sondern auch von Verlagerungen des Darmkanals aufgrund extraintestina-
ler Verénderungen geeignet. Die Vasographie beim Karpfen wurde bereits 1974 von
REICHENBACH-KLINKE et al. beschrieben. lhre diagnostische Nutzung konnte in der Darstel-
lung stark durchbluteter Verédnderungen, wie Tumore oder Entziindungen, liegen. Im vorlie-
genden Fall 3 wurde nach intravendser Kontrastmittelapplikation die Niere sichtbar, vermut-
lich weil das Medikament auch bei Fischen (iber die Nieren ausgeschieden wird.

Die Rontegendiagnostik, insbesondere in Verbindung mit Kontrastmittelapplikation und
Ultraschalluntersuchungen, erweist sich auch bei Fischen als ein vielversprechendes Hilfsmit-
tel. Es sind jedoch weitere Untersuchungen zur Réntgenanatomie erforderlich, um die natr-

lichen, individuellen Variationen von krankhaften Zustdnden abgrenzen zu kénnen.
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Abb. 1: Goldskalar, 2 Jahre, laterolateral,\Verlagerung der Schwimmblase
aufgrund eines raumfordernden Prozesses im dorsalen Bauch-
hohlenbereich (vermutlich Nierenzyste)
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Mebendazol als Therapeutikum gegen Kiemen- und Hautsaugwirmer

Sandra Lechleiter, Fachtierarzt fir Fische
Forststrale 180, D-70193 Stuttgart

Zusammenfassung

Die Therapie von Haut- und Kiemeninfektionen mit monogenen Trematoden, d.h. vornehm-
lich durch Gyrodactylus spp. und Dactylogrus spp. verursachte Helmintosen, ist durch  ver-
schiedene Veranderungen in den vergangenen Jahren zunehmend problematisch geworden.
Erfahrungen mit Mebendazol in verschiedenen Dosierungen verschiedenen Fischarten wer-

den vorgestellt.

Summary

A therapy of mongenean tremadodes of freshwater fish (food fish as well as ornamental fish)
has become difficult in the last years for several reasons. The experiences with mebendazol in

different doses and with different species are described in this article.

Einleitung

Nutzfische

Im Bereich der Nutzfische, gerade bei Gydrodactylus - Infektionen der Forellen- und Karp-
fenbrut, sowie bei Setzlingen war lange Jahre Mittel der Wahl der Wirkstoff Trichlorphon,
enthalten in Masoten®, Neguvon® und Trichlorphonlésung. Bereits in den 90er Jahren wa-
ren in Forellenzuchten Hinweise auf Masotenresistenzen bei Forellensetzlingen vorhanden,
insbesondere, wenn haufiger hiermit therapiert wurde. Durch die Unterlassung einer EU-
Registrierung des Wirkstoffes stehen wir uns seit 1999 in der Situation, dal} Trichlorphon bei

Nutzfischen nicht mehr zur Anwendung kommen darf.
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Tropische Zierfische und Gartenteichfische

Bei den sogenannten Kaltwasserzierfischen, also vornehmlich Koi und Goldfischvarianten,
spielen Gyrodactylus und Dactylogyrus als Erreger von schweren Parasitosen gerade in der
kélteren Jahreszeit eine bedeutende Rolle. Auch bei Importen von Lebendgebarenden sind
immer wieder schwere Infektionen nach dem Transport oder in der Eingew6hnungszeit di-
agnostizierbar. Bei Diskusbuntbarschen ist die Therapie dieser Parasiten ein Dauerthema, das
in allen Fachzeitschriften immer auf grotes Interesse der Aquarianer stof3t.

In den Ursprungslédndern Asiens wird nach miindlichen Informationen sachkundiger Reisen-
der gerade Masoten in hohen Dosierungen (z.B. 4 g /10.000 Liter in den Koihalterungen Ja-
pans) gegen Trematoden aber naturlich auch Karpfen-/Fischlause und Ankerwirmer verwen-
det.

Dies fuhrt zu zunehmenden Resistenzen gegen trichlorphonhaltige Bader gerade bei Koi,
Goldfischen und Diskusnachzuchten aus Asien.

Auch ohne Druck durch den Gesetzgeber war folglich auch bei diesen Fischarten die Suche
nach einem wirksamen und moglichst vertraglichen Wirkstoff schon seit einigen Jahren im

Gange.

Der Wirkstoff Mebendazol
Ohne die Liste der moglichen anderen Wirkstoffe langer diskutieren zu wollen, soll Me-

bendazol als Therapeutikum genauer betrachtet werden.

Es handelt sich bei Mebendazol um ein wasserunlosliches Benzimidazol, das bei vielen Nutz-
tierarten erfolgreich als Breitspektrumantihelmintikum insbesondere gegen Nematoden und
in begrenztem Umfang auch gegen Cestoden eingesetzt wird. Bei hoheren Dosen besteht
auch eine Wirkung gegen den grofRen Lebergel. Auf dem Wege der Umwidmung kann es
folglich auch im begriindeten Einzelfall bei Nutzfischen zum Einsatz kommen.

Seine Wirksamkeit gegen monogene Trematoden ist seit vielen Jahren auch in der Literatur
bekannt (Fish Disease diagnosis and Treatment (NOGA), Fish Medicine (STOSKOPF).

In den nordlichen Staaten (v.a. Norwegen) wird es und andere, verwandte Benzimidazole
gegen Gyrodactylus bei Forellen und Aalen erfolgreich eingesetzt (Mitteilung Hersteller Fa.
Janssen).

Bei der Therapie von Koi gibt es seit vielen Jahren Erfahrungen mit Mebendazoleinsatz.

Die Dosierungen sind wie immer, wenn vom Hersteller keine Dosis-Wirkungsbeziehung

erstellt wurde, in der Literatur und in der Praxis sehr variabel.
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Eine Aufstellung der wichtigsten gebréuchlichen Dosierungen:

Noga/Stoskopf: Dauerbad 1 mg/ 1 Liter fiir 24 h

Kleingeld: Dauerbad 0,1-0,5 mg/ Liter fur 24 h

(Vorsicht bei Wels und Goldfisch!)

Hilble: Dauerbad 150 mg/ 1000 Liter fiir 24 Stunden (Koi)
Diskusbrief: Dauerbad 100 mg/ 100 Liter fur 72 Stunden (Diskus)
Lechleiter: Dauerbad 75 mg/ 1000 Liter fiir 24 Stunden (Koi, Diskus)

VVon den Mdglichkeiten und Grenzen beim Einsatz bei anderen Fischarten wird berichtet.

Beurteilung

Mebendazol wird hinsichtlich der Anforderungen ,,Qualitét, Wirksamkeit, Sicherheit* aus der
Sicht des Praktikers bewertet. Gerade hinsichtlich der Fischtoxizitét ist es ein Therapeutikum,
das sehr kritisch beurteilt werden muli. Bei Goldfischen, Welsen und anderen Fischarten, die
sich bodennah aufhalten, mul3 von einer groReren Toxizitat ausgegangen werden, wahrend
bei Forellen, Aalen und Koi in der wirksamen Dosierung keine Schéden bemerkt wurden,
beziehungsweise bekannt wurden. Bei Diskus treten unter bestimmten Bedingungen (hohe
Temperaturen, hohe Besatzdichten, Vorschadigung der Schleimhdute durch FMC oder kup-
ferhaltige Therapeutika (?)) toxische Schaden der Haut auf. Das pathologische Bild ist das
einer massiven Schleimhautablésung, die innerhalb von ein bis zwei Tagen zum Tod fuhrt.
Schnellere toxische Wirkungen treten auf, wenn die Kiemenschaden im Vordergrund stehen.
Der Hersteller hat nach eigenen Auskinften Hinweise auf eine toxische Wirkung auf die
Kiemenzellen durch Bindung an bestimmte EiweiRe (Mitochondrien, Endoplasmatisches
Retikulum) bei einigen Fischarten. Daher wurde eine EU-Zulassung flr Fische nicht ange-
strebt.

Als Therapeutikum ist Mebendazol fir Koi derzeit das Mittel der Wahl, fur andere Fischarten
wie Diskus kann es bei Resistenz gegen andere Wurmmittel unter bestimmten Bedingungen
gut geeignet sein. Vom Einsatz bei anderen tropischen Arten, vor allem bei Welsen, und bei

Goldfischen kann nur abgeraten werden.
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Konzeption einer integrierten Produktion von Wasserpflanzen in

Kombination mit der Fischzucht in einem Kreislaufsystem

Hahlweg, R., Aquaponic Elsholz GmbH, Wittbrietzener Stral3e 5a, D-14547 Elsholz

Summary

With the development of aquaponic principles the combination of an integrated production
plant/fish represents an ecological and economical approach to culture fish in water reuse
systems. By the effect of aquatic plant anabolism, the accumulation of nitrate and phosphorus
is compensated and the needs to add fresh water reduced. Furthermore, water chemistry with-
in fish farming units in general is positively influenced by passing the system water through a

plant section.

Einleitung

Fisch ist ein wichtiges Nahrungsmittel. Neben der herausragenden erndhrungs-
physiologischen Wertigkeit des Fischfleisches ist der im Vergleich zu Warmblutern deutlich
geringere stoffliche und energetische Aufwand flr das Wachstum ein Merkmal mit 6konomi-

scher und dkologischer Bedeutung.

In den zurickliegenden Jahren haben in Landern mit entwickelter Aquakultur Fischzuchtsys-
teme mit integrierter mechanischer und biologischer Wasseraufbereitung weite Verbreitung
gefunden, sie dienen hier vorrangig der Erzeugung hochwertiger Speisefische. Ein wesentli-
ches Kennzeichen dieser Kreislaufanlagen ist die ganzjahrige Sicherung optimaler Produkti-
onstemperaturen bei Einhaltung der flr die Fischgesundheit relevanten wasserchemischen
Parameter. Der tagliche Frischwasserbedarf resultiert aus der Ergdnzung von Wasserverlusten
durch Reinigung, Verdunstung usw. Erfahrungsgemall werden Werte von 10...15 % des An-
lagenvolumens realisiert. Da nur ein Teil der mit dem Futter verabreichten Né&hrstoffe tat-
sdchlich inkorporiert werden (z. B. Stickstoff zu ca. 25 %), kommt es im Rahmen der weite-

ren biochemischen Umsetzung zur Akkumulation der Abprodukte im Produktionswasser.
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Die Bemessung der Frischwassermenge dient daher auch dem Ziel, die Anreicherung von
organischen und anorganischen Stoffen auf ein vertretbares Mal} zu beschrénken.

Mit der Kopplung eines Kreislaufsystems zur Fischzucht mit Vorrichtungen zur Produktion
von Wasserpflanzen in einem Gewachshaus wird der Versuch unternommen, Synergieeffekte
nutzbar zu machen. Uberschiissige Nahrstoffe aus der Fischzucht werden in der Pflanzener-
zeugung produktionswirksam. Das Wasser durchlduft ein System, vergleichbar mit einer
Wurzelwerkklaranlage, es wird anschliefend wieder der Fischzucht zugefuhrt.

Durch die beschriebene Verfahrensintegration werden 6konomische und 6kologische Effekte
erwartet. Sie beziehen sich auf die Stabilisierung wasserchemischer Parameter in einem fur
die Fischzucht optimalen Bereich, auf die weitere Reduzierung des Wasserverbrauchs und die
Entlastung der Umwelt durch Abwasservermeidung. Die Erzeugung verwertbarer Pflanzen-

Biomasse verbessert die Erldssituation des Unternehmens.
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Fischtoxizitat von Cadmium und Trichlorfon bei unterschiedlichen

Huminstoff- und Calcium-Konzentrationen

Meinelt, T., Burnison, K. B. und Kdrner, O.

Institut fir Gewasserokologie und Binnenfischerei, Abteilung Binnenfischerei, Mig-
gelseedamm 301, D-12587 Berlin

meinelt@igb-berlin.de

Zusammenfassung

Huminstoffe (HS) sind ein Teil der biologischen Systeme und wirken auf sie ein. Diese Inter-
aktion zwischen den HS und den Organismen ist von der Charakteristik der HS, den
chemisch-physikalischen Wasserparametern und der Charakteristik oder Beschaffenheit der
anwesenden Xenobiotika oder Metalle abhéngig. Eier und Larven von Zebrabéarblingen
(Danio rerio) wurden beginnend im Achtzellstadium mit Cadmium (Cd)-Konzentrationen
von 1,8 bis 9,3 mg/l bzw. mit Trichlorfon (TCF) in Konzentrationen zwischen 10 und 50,5
mg/l exponiert. Vier rekonstituierte Wasser, die sich ausschlieBlich im Gehalt an HS und
Calcium (Ca) unterschieden, wurden fiir die Versuche verwendet (high Ca-HS, high Ca+HS,
low Ca-HS, low Ca+HS). Die Exposition erfolgte semistatisch iber 144 Stunden.

Die Gruppe mit niedrigem Ca- und niedrigem HS-Gehalt wies auch die niedrigsten Uberle-
bensraten in allen Cd-Konzentrationen auf. Die Gruppe mit niedrigem Ca- aber hohem
HS-Gehalt zeigte eine mittlere Uberlebensrate. Hohe Ca-Gehalte fiihrten zu verringerter Mor-
talitat. Ca und HS wirken beide fir sich detoxifizierend. Ca und Cd sind Konkurrenten an den
Bindungsstellen bei Embryonen und den HS.

Bei TCF-Exposition weisen die Gruppen mit hohem Ca-Gehalt ein langeres Uberleben auf
als die Gruppen mit niedrigem Ca-Gehalt. Es bildet sich scheinbar ein positiv geladener
TCF-Ca-Komplex, der das TCF am Zerfall zum toxischeren Dichlorvos (DDVP) sowie an
dessen Penetration durch die Membranen hemmt. Die Zugabe von HS steigert die Toxizitat
von TCF insbesondere bei niedrigen Ca-Gehalten. Der HS scheint deshalb TCF nicht zu bin-
den, der L6ésung jedoch Ca-lonen zu entziehen, die dem Detoxifizierungsmechanismus nicht

mehr zur Verflgung stehen.
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Summary

Humic substances (HS) are a part of the biological systems and interact with biota. The inter-
action is influenced by various parameter e. g. the characteristics of the HS, the presence of
additional xenobiotics or metals and the physico-chemical characteristics of the water. Em-
bryo and larvae of the zebrafish (Danio rerio) reaching the four- to eight-cell-stage were ex-
posed to different concentrations of Cadmium (CdCl, x H,O) (1.8 ... 9.3 mg/l Cd, nominal
concentrations, based on Cd) and Trichlorfon (10 ... 50.5 mg/l TCF) for 144 hours. Four
kinds of reconstituted waters were used as test media produced by mixing constant amounts
of salts (CaCl;, x 2 H,0; MgSO4 x 7 H,O; NaHCOg3; KCI) into deionized water. Thus, the test
solutions differed only in the content of Cd, dissolved organic carbon and/or the amount of
calcium Ca and chloride. The test waters were: 1. high Ca (2 mmol/l) -HS; 2. high Ca+HS (5
mg/l C); 3. low Ca (0.2 mmol/l) -HS and 4. low Ca+HS. The control waters were the same
kinds of reconstituted waters without Cd or TCF additions. The low Ca-HS treatment had the
lowest survival rates, and high Ca-HS always had the highest survival rates for Cd. The high
Ca+HS treatment only showed intermediate survival in the highest Cd treatment of 9.3 mg/I
Cd. The survival in the low Ca-HS group was the worse. Both, Ca and HS have a detoxifica-
tion potential against metals. The Ca concentration is the decisive factor in Cd toxicity.

In high Ca concentrations the survival of embryos and larvae of zebrafish is enhanced in all
TCF concentrations. The reason for this effect could be an interaction between the Ca, the
hydroxy-group and the carbonyl- of the TCF. The modification of the TCF could be assigned
to fields of interpretation: (1) the charge of the TCF-Ca avert from uptake, (2) TCF-Ca is
protected from DDVP-breakdown. In the high Ca groups are no significant differences. The
low Ca groups both had a lower survival than the high Ca groups in all TCF concentrations.
HS are more likely to increase the toxicity of the investigated organophosphorous insecticide

TCF (particularly in low Ca conditions) by absorbing the Ca-ions.

Einleitung

Huminstoffe (HS) sind Substanzen des Ubergangs, deren Genese vom zufélligen Zusammen-
treffen zweier oder mehrerer, sehr verschiedener Grundbausteine bestimmt wird (ZIECH-
MANN, 1996). In das vielféltige Bindungsgeflecht sind Metalle, Wasser und auch nieder- und
hohermolekulare organische Verbindungen integriert. Bekannt ist, dass diese polymorphen

Stoffe detoxifizierend oder auf die Toxizitat steigernd wirken kénnen und in der Lage sind,
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die Resorptivitat von anorganischen und organischen Stoffen zu erh6hen oder zu verringern
(HAITZER et al., 1998). HS werden in unterschiedlichen Bereichen der Wirtschaft und auch
medizinisch genutzt (KAUFFELS, 1988). In der Balneotherapie verwendet man HS als Thera-
peutika. Andererseits fuhrt man z. B. die Kaschin-Beck-Krankheit oder Blackfoot disease
auch auf HS zuruck (CHENG et al., 1999). HS sind somit in der Lage, in biochemische Vor-
génge einzugreifen.

Ziel unserer Untersuchungen war die Klarung der Fragestellung unter welchen Umstanden
HS gegen Schwermetalle (Cadmium) und Therapeutika (Trichlorfon) detoxifizierend agieren

und wie weitere Wasserinhaltsstoffe (Calcium) die Effekte der HS modifizieren.

Material und Methodik

Die Versuche wurden mit Embryonen und Larven von Zebrabarblingen (Danio rerio) durch-
gefuhrt. Die Haltung der Zebrabarblingslaicher erfolgte unter Laborbedingungen in modifi-
zierten Glasaquarien (MEINELT, 1996) bei zwolfstundigem Tag- und Nachtrhythmus. Das
Laichen wird durch den Beleuchtungsbeginn induziert. Nach dem Laichen kénnen die Eier
Uber einen Bodenablass entnommen, geséubert und flr die Untersuchungen verwendet wer-
den. Die Versuche wurden begonnen, wenn die Eier das Vier- bis Achtzellstadium erreicht
hatten. Jeweils 20 Eier wurden in Kiristallisierschalen eingezahlt und mit Cd-Konzentrationen
von 1,8 bis 9,3 mg/l bzw. mit Trichlorfon in Konzentrationen zwischen 10 und 50,5 mg/I
exponiert. Die juvenilen Zebrabarblinge wurden 144 Stunden, also Uber den Schlupf hinaus,

bis zum Erreichen der Schwimm- und Fressféhigkeit der Larven exponiert.

Der Versuchsansatz war semistatisch gewahlt, d. h. aller 24 Stunden erfolgte ein Austausch
des Testmediums sowie die Bestimmung der lebenden und toten Testindividuen. Die Versu-
che wurden dreimal wiederholt. Zur Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher HS- und
Ca-Gehalte wurden vier rekonstituierte Wasser hergestellt, die sich ausschlielich im Gehalt
an HS und Ca unterschieden. Die Testwésser waren hoher Ca-Gehalt , ohne HS (high
Ca-HS), hoher Ca-Gehalt mit HS (high Ca+HS), niedriger Ca-Gehalt ohne HS (low Ca-HS)
und niedriger Ca-Gehalt mit HS (low Ca+HS). Der HS wurde von Kent Burnison aus dem
CCIW in Burlington/Ontario zur Verfugung gestellt. Er isolierte den HS, das sogenannte Lu-
ther marsh, aus einem Kanadischen Oberflachengewasser.

Da keine signifikanten Unterschiede bei den Parallelversuchen auftraten, wurden diese ge-

poolt. Um Unterschiede zwischen den verschiedenen Testwassern zu berechnen, wurde der
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log-Rank-Test verwendet und die Uberlebensfunktion mit dem Kaplan-Meier-Estimator visu-

alisiert.

Ergebnisse und Diskussion

Cadmium

Mit einer Ausnahme sind alle untersuchten Gruppen hoch signifikant voneinander verschie-
den. Der paarweise Vergleich der Uberlebensraten der Embryonen und Larven in den Test-
wassergruppen erbrachte hoch signifikante Unterschiede (p < 0.0001). In einem Falle (low
Ca+HS vs. low Ca-HS) waren die Unterschiede signifikant (p = 0.023). In jeder der geteste-
ten Konzentrationen hatte die high Ca-HS Gruppe auch die niedrigsten Uberlebensraten. Bis
6,2 mg/l Cd weisen die high Ca-HS und die high Ca+HS eine gleichmaBig hohe Uberlebens-
rate auf. Auch die Gruppe mit niedrigem Ca- aber hohem HS-Gehalt (low Ca+HS) weist eine
hohere Uberlebensrate als die Gruppe mit geringem Ca-Gehalt und ohne HS auf. Dies bedeu-
tet, dass Ca und HS jeweils fur sich allein bei einer Cd-Vergiftung detoxifizierend wirken, die
Ca-lonen jedoch effektiver als der HS agieren. Ein Merkmal der Cd-Vergiftung ist der Ver-
lust von Ca. Beide lonen konkurrieren an den Bindungsstellen. Sie besitzen einen gleichen
lonen-Radius und haben ein &hnliches Bindungsverhalten. Eine Cd-Vergiftung ist durch ei-
nen Verlust des Fischorganismus an Ca gekennzeichnet. Dieses gilt als der Hauptmechanis-
mus einer Cd-Vergiftung (HWANG et al., 1994). Wenn Cd einmal in den Fisch aufgenommen
wurde, wird die Effektivitat der Ca-Aufnahme verringert und speziell der sich entwickelnde
Fisch gerat in Hypocalcemie (CHANG et al., 1997). Aus diesem Grunde stellen hohe Ca-
Konzentrationen einen Hauptschutz gegen Cd-Vergiftungen dar.

In der hochsten Cd-Konzentration jedoch weist die Gruppe, die zusétzlich zum Ca noch mit
HS exponiert wurde, eine etwas schlechtere Uberlebensrate als die high Ca-Gruppe auf. Eine
mogliche Erklarung besteht darin, daB sich Ca, welches sich als erstes in der Testlosung be-
findet, an die HS bindet. Obgleich Cd laut Irwing-Williams-Serie eine h6here Affinitat zu HS
als Ca besitzt, kann sich das in der Losung befindliche Ca an die funktionellen Gruppen der
HS binden. Das sekundar applizierte Cd muss das Ca erst aus seinen Bindungen an den HS
verdréangen und dieses benétigt Zeit. Die juvenilen Fische sind in den Lésungen demzufolge
anfanglich hohen Cd-Konzentrationen ausgesetzt und nehmen dieses auf. Cd kann so anféang-
lich eine hohere Toxizitat entfalten. Dieser Effekt wird insbesondere bei einem Cd-lonen-

Uberschuss, das heifdt, in der héchsten Konzentration deutlich.
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TCFE

Der Vergleich der Gruppen im log-Rank-Test erbringt keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den zwei Testwéssern mit hohem Ca-Gehalt (p = 0.6270). Die zwei Testwasser mit den
niedrigen Ca-Gehalten sind nur signifikant voneinander verschieden (p = 0.0361). Die high-
Ca-Gruppen weisen ein lidngeres Uberleben als die low-Ca-Gruppen auf. Die high-Ca-
Gruppen sind nicht signifikant unterschiedlich. Demzufolge weist Ca einen detoxifizierenden
Effekt gegen das Phosphoorganoinsektizid TCF auf. Es ist bekannt, dass TCF in das toxi-
schere Dichlorfos (DDVP) zerféllt. Dies ist toxischer und wird in der Literatur als das eigent-
lich therapeutische Agens bezeichnet (HOwE et al., 1994). Es kann Uber die Zellmembranen
aufgenommen zu werden. Im Falle der gleichzeitigen Présenz hoher Ca-lonen-
Konzentrationen ist das Ca zum Teil in der Lage, mit dem TCF an der reaktiven Sauerstoff-
doppelbindung und der Hydroxylgruppe unter Abgabe eines Hydrogen-lons zu komplexieren
(Abb. 1). Dieser TCF-Ca-Komplex ist somit positiv geladen. Es ergeben sich mit der Bildung
dieses Komplexes zwei Konsequenzen. 1. Der Abbau von DDVP zu TCF ist verlangsamt.
2. Der Ca-TCF-Komplex ist aufgrund seiner Ladung nicht mehr in der Lage, die Zellmemb-
ranen zu passieren. Bei Prasenz von HS ist in der low Ca-Gruppe eine weitere Steigerung der
Toxizitat feststellbar. Auch in der high Ca-Gruppe steigert die Zugabe von HS die Toxizitét
von TCF zumindest in den hochsten TCF-Konzentrationen. Der HS scheint deshalb TCF
nicht zu binden, der Losung jedoch Ca-lonen zu entziehen, die dem Detoxifizierungsmecha-
nismus nicht mehr zur Verfugung stehen. Die high Ca-Gruppen sind jedoch nicht signifikant
voneinander verschieden, so dass der Einfluss der HS bei hohen Ca-Gehalten geringer ausfal-

len dirfte als bei niedrigen Ca-Gehalten.

Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Die Interaktion zwischen den HS, Xenobiotika und den Organismen ist von der Charakteris-
tik der HS, den chemisch-physikalischen Wasserparametern und der Charakteristik oder Be-
schaffenheit der anwesenden Xenobiotika oder Metalle abhéngig. Der Vorteil der Detoxifi-
zierung bei niedrigen Harten kann sich bei Anwesenheit konkurrierender lonen und entspre-
chender Konstellation auch umkehren. PLAYLE (197?) spricht bei der Betrachtung von HS,
Schadmetallen und Wasserorganismen von den grof3en drei C's, die da sind Competition,
Concentration und Complexation. Die ablaufenden Prozesse sind héchst komplex und mit

singuldrer Betrachtungsweise nicht erfassbar. HS kdnnen, wie bei TCF nachgewiesen, unter
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bestimmten Bedingungen auch die Toxizitat von Xenobiotika steigern. Dieses muss bei der
Betrachtung der Toxizitat oder auch des therapeutischen Index bertcksichtigt werden.

Literatur

CHENG, M.-L., Ho, H.-Y., CHIU, D.T.-Y., AND Lu, F.-J. (1999): Humic acid-mediated oxida-
tive damages to human erythrocytes: a possible mechanism leading to anemia in
Blackfoot disease. Free Radical Biology & Medicine 27(3/4): 470-477.

HOWE, G. E., MARKING, L. L., BILLS, T. D., RACH, J. J. AND MAYER, F. L. (1994): Effects of
water temperature and pH on toxicity of Terbuvos, Trichlorfon, 4-Nitrophenol and
2,4-Dinitrophenol to the amphipod Gammarus pseudolimnaeus and rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). Environmental Toxicology and Chemistry 13: 51-66.

HAITZER, M., HOsS, S., TRAUNSPURGER, W. AND STEINBERG, C. (1998): Effects of dissolved
organic matter (DOM) on the bioconcentration of organic chemicals in aquatic organ-
ism effects of dissolved organic matter (DOM) on the bioconcentration of organic
chemicals in aquatic organisms - A review. Chemosphere 37(7): 1335-1362.

KAUFFELS, G. (1988): Moorwirkung auf die glatte Muskulatur. In: Moortherapie. Ueberreuter
Wissenschaft, Wien, 1988.

HWANG, P.P., TsAl, Y.N. AND TUNG, Y.C. (1994): Calcium balance in embryos and larvae of
the freshwater-adapted teleost, Oreochromis mossambicus. Fish. Physiol. Biochem.
13: 325-333.

CHANG, M.H., LIN, H.C. AND HWANG, P.P. (1997): Effects of cadmium on the kinetics of
calcium uptake in developing tilapia larvae, Oreochromis mossambicus. Fish. Physiol.
Biochem. 16: 459-470.

MEINELT, T. (1996): "Laichgewinnungsbecken". DE 197 05 082 Al - Offenlegungsschrift,
Deutsches Patentamt, Germany.

217



Tab. 1: Calcium und HS-Gehalt des Testwassers

Parameter high Ca-HS | high Ca+HS | low Ca-HS | low Ca+HS
Calcium [mmol/l] 2 2 0.2 0.2
HS (dissolved organic carbon [mg/l C]) 0 5 0 5

Weitere Parameter in allen Testwassern waren: Magnesium 0.5 mmol/l, Kalium 0.077

mmol/l, Natrium, 0.77 mmol/l, Temperatur 26 * 0.2°C, O,-Gehalt 7.0 £ 0.5 mg/I,

pH 7.47 -7.97.

H,C—O
H,c—0_||
H,C—O

Abb. 1: Komplexierung von TCF durch Ca
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Betrachtungen zur Serodiagnostik beim Fisch

N. Denzin
Konradinstr. 29, D-12105 Berlin

Nicolai.Denzin@t-online.de

Zusammenfassung

Eine Vielzahl der von der OIE (Office International des Epizooties) flir den internationalen
Handel vorgeschriebenen Tests zur Ermittlung des Status von Sdugetieren und VVogeln beziig-
lich verschiedener Erkrankungen basiert auf einem indirekten Nachweis Uber spezifische An-
tikdrper im Serum der zu beurteilenden Tiere. Prinzipiell lassen sich alle serologischen Ver-
fahren auch fur die Diagnostik bei Fischen anwenden. Bis dato wird aber kein solcher Test
von der OIE propagiert; die geforderten Techniken sind durchgehend das Pathogen direkt
nachweisende Verfahren (,,agent identification, Diagnostic Manual for Aquatic Animal
Diseases). Es wird aber darauf hingewiesen, dal3 sich schon bald einige serologische Verfah-
ren fur die Diagnostik bestimmter Erkrankungen als geeignet erweisen konnten. L&t man
einmal Bedenken beziiglich der Korrelation von Infektion und humoraler Immunantwort und
der Abhangigkeit der letzteren auch von der Temperatur auRen vor, so bleibt zu entscheiden
welches Testverfahren das prinzipiell vielversprechendste fur Eignungsstudien ist. Fische
verfugen im wesentlichen nur Uber polymeres, dem Sauger — IgM in Struktur und Funktion
ahnelndes Immunglobulin M. In der S&ugerserologie wird oftmals versucht, die Reaktivitat
des relativ unspezifischen IgM‘s bei Erhalt der Aktivitidt des spezifischeren, monomeren
IgG’s zu reduzieren. Diese Option zur Verbesserung der Testspezifitat entféallt nattrlich far
die Arbeit mit Fischen. Die Wahl eines kompetitiven Enzyme Linked Immunosorbent Assays
(c-ELISA) als Testsystem kann aber die Spezifitat des Nachweises verbessern. Es wird ver-

sucht werden, dies zu begriinden.

Summary

Many of the tests prescribed by the OIE (Office International des Epizooties) for determining
the health status of mammals and birds in international trade are based on an indirect detec-
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tion of disease through the presence of specific antibodies in the serum. Principally, all sero-
logical techniques may be applied in fish disease diagnostics. But so far none of such tests
was propagated by the OIE. All of the methods presented in the Diagnostic Manual for
Aquatic Animal Diseases are techniques directly detecting the pathogen (“agent identifica-
tion”). Nonetheless it is emphasised that some serological techniques may soon be validated
and found suitable for (indirectly) diagnosing certain diseases in fish. There are some con-
cerns regarding the correlation of infection and humoral response and the temperature de-
pendence of the latter. Still, it needs to be decided which technique could be the most promis-
ing for suitability studies and validations. The main serum immunoglobulin in fish is poly-
meric 1gM, resembling the mammalian IgM in structure and function. In the serology of
mammals it is frequently attempted to reduce the reactivity of the relatively unspecific IgM
while preserving the IgG’s one’s. This is, of course, no option for improving test specificities
in fish systems. But choosing a competitive Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

may optimise test specificity. Explanations are provided.

Einleitung

Die prinzipielle Anwendbarkeit der Serologie fiir die Krankheitsdiagnostik beim Fisch

Wie bereits in der Zusammenfassung erwéhnt, handelt es sich bei den meisten der von der
OIE fir Saugetiere oder VVogel vorgeschriebenen oder als Alternative zugelassenen Testver-
fahren um serologische Methoden, die eine Krankheit indirekt, d.h. Gber die Anwesenheit von
infektionsinduzierten Antikdrpern, nachweisen. Vorteilhaft ist naturlich, dass Serumproben
leicht gewonnen werden koénnen, ohne dass das Testtier geopfert werden muss, wie bei der
Probennahme fur den direkten Erregernachweis i.d.R. erforderlich. In Konsequenz kénnen
alle Tiere eines internationalen Handels auf bestimmte Krankheiten getestet werden. Die
Moglichkeit eines solchen ,,Massenscreenings® (Im Kontrast zu den Stichprobenuntersu-
chungen mit direkten Verfahren) betont auch das Diagnostic Manual for Aquatic Animal
Diseases der OIE (1997) als Vorteil moglicherweise zukiinftig akzeptierter serologischer Ver-
fahren im Bereich der Krankheitsdiagnostik beim Fisch. Bis dato wird aber kein solcher Test
von der OIE propagiert; die geforderten Techniken sind durchgehend das Pathogen direkt
nachweisende Verfahren (,,agent identification®). Es wird aber darauf hingewiesen, dass sich
schon bald einige serologische Verfahren fir die Diagnostik bestimmter Erkrankungen als

geeignet erweisen konnten.
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Generell bin ich der Meinung, dass die Zukunft der Diagnostik der Molekularbiologie (spezi-
ell PCR) gehort. Doch die Serologie ist einerseits ein bei Sduger und Vogel so bewahrtes
Fachgebiet, die PCR dagegen immer noch eine mit hohen Kosten und technischen Problemen
(besonders dem der Kontamination) behaftete Methodik, weshalb ein paar Betrachtungen zur
Serologie beim Fisch erlaubt sein sollten.

Nicht-letale Blutentnahme (besonders wichtig natirlich auch bei wertvollen Zierfi-
schen/Einzeltieren) und Serumgewinnung sind beim Fisch gut moglich. Bei Forellen kann
das Blut aus dem Ductus cuvieri, beim Karpfen aus Herz oder Vena caudalis gewonnen wer-
den.

Leider ist bei den wechselwarmen Fischen die Antikorperbildung von der Wassertemperatur
abhéngig (AHNE, 1996). Es mussten also bestimmte Standards beztiglich einer Mindesttem-
peratur oder eines Temperaturbereichs flr die Probennahme beriicksichtigt werden.

Ferner ist die Korrelation zwischen der humoralen (Antikdrper-) Antwort und dem Infekti-
onsgeschehen bei manchen Fischkrankheiten sehr schlecht (z.B. BKD; BRuNO, 1987). Ent-
sprechend kommen indirekte serologische Verfahren naturlich nur fir Krankheiten mit erwie-
sen guter Korrelation in Frage.

Im Manual of Standards for Diagnostic Tests der OIE (1996) fur Sauger und Vogel (und Bie-
nen) finden sich auch etwas anachronistische, wenn auch extrem bewéhrte und ausgefeilte
serologische Techniken (z. B. KBR). Fir die Priifung von Verfahren im Bereich der Diagnos-
tik beim Fisch sollte aber den modernen, gut standardisierbaren, leicht ausfiihrbaren und auch

automatisierbaren ELISA-Techniken absolute Prioritat eingeraumt werden.

Die spezifische Problematik einer Serodiagnostik beim Fisch

Fische verfligen im wesentlichen nur Gber polymeres, dem Sauger — IgM in Struktur und
Funktion &hnelndes Immunglobulin M (WiLsoN und WARR, 1992). Diese entwicklungs-
geschichtlich alte Immunglobulinklasse zeichnet sich durch eine relativ geringe Affinitét d.h.
durch eine im Verhaltnis zu entwicklungsgeschichtlich jlingeren, monomeren und divalenten
(zwei Bindungsstellen) Immunglobulinklassen (Sauger im wesentlichen 1gG, Vogel I1gY)
niedrigere Bindungsstarke zwischen einer Bindungsstelle des Antikorpers (Paratop) und einer
Bindungstelle eines Antigens (Epitop) aus. Dieser Nachteil wird aber durch die groRere
Anzahl von Bindungsstellen eines IgM-Polymers kompensiert. Die Gesamtstarke der Bin-
dung eines Antikérpermolekils (sei es poly- oder monomer) an antigene Strukturen ergibt

sich aber nicht nur aus der Summe der Bindungsstellen und Einzelaffinitaten, hinzu kommt
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der so genannte ,,Bonus-Effekt der Multivalenz (RoITT, 1993). Lost sich eine Bindungstelle
eines mindestens divalenten Antikorpers, so werden Paratop und Epitop durch noch intakte
Bindungen in rdumlicher Nahe zueinander gehalten, was eine Reassoziation deutlich wahr-
scheinlicher macht als fir einen (fiktiven) monovalenten Antikorper. Bindungsstarke laRt
sich aber auch als Verhéltnis der Wahrscheinlichkeiten von Dissoziation und Assoziation
ausdriicken. Dieser ,,Bonus-Effekt* nimmt natlirlich mit der Anzahl der vorhandenen, poten-
tiell noch sichernden Bindungsstellen zu d.h. ist beim IgM besonders ausgepragt. So kann das
Immunglobulin M trotz der geringen Affinitét starke Bindungen mit einem Antigen eingehen.
Dies hat Vorteile fir den Organismus, der keine hoéher affinen Antikorper bildet (Fische;
WARR, 1995) oder sich in der Friihphase der Infektion befindet, in der die hochaffinen mo-
nomeren Antikdrperklassen noch nicht gebildet werden (Sduger). Doch es ist fur die Serolo-
gie von Nachteil, da die beschriebenen Effekte auch bei geringen Affinitaten beziglich
inadequater antigener Strukturen eine Bindung fordern. Die Wahrscheinlichkeit, dass Serum-
antikorper, die nicht gegen das Testantigen gebildet wurden d.h. nicht spezifisch sind, den-
noch im serologischen Test binden und zu einem falsch-positiven Ergebnis fuhren, ist gegen-

uber monomeren Antikorperklassen erhoht.
Kurz: Das relativ unspezifische IgM erhoht das Risiko der Kreuzreaktion.
Wie ernst dies genommen wird, zeigen die MaBnahmen, welche mitunter in der Sduger-

serologie ergriffen werden, um den Einfluss des IgM auf den Test zu minimieren, bei gleich-

zeitig weitestgehendem Erhalt der Reaktivitat des monomeren, spezifischeren IgG’s:

Agglutinationstests: Rose-Bengal Plate Test pH-Wert Pufferung auf 3,65
Indirekte Hdmagglutination Merkaptoethanolzusatz
Objektrégeragglutination Ausféllen des IgM mit Rivanol

Elisa-Techniken: Es werden IgG- oder IgY-spezifische Immunkonjugate verwendet, die

IgM, selbst wenn im Test gebunden, nicht markieren und letztlich detektieren.

Dabei wird in Kauf genommen, dass der Test fiir die Fruhphase einer Infektion (IgM-
Erstantwort) ,,blind* wird.
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Generell ist eine maximale Spezifitét eines serologischen Tests (100 % der Testpositiven sind
real infiziert, keine Falsch-Positiven) bei gleichzeitiger maximaler Sensivitat (100 % aller
real infizierten Tiere werden testpositiv und erkannt) nicht mdglich. Die Normalverteilungen
der Serumantikorperreaktivitat einer gesunden und einer kranken Tierpopulation beziglich
eines bestimmten Testantigens Uberlappen in aller Regel in gewissem Umfang. Wenige
gesunde Tiere (mit hohen Konzentrationen an kreuzreagierenden Antikdrpern) werden im
Test immer stéarker reagieren als manches erkrankte Tier mit sehr schwacher (wenn auch spe-
zifischer) Immunantwort. Fir die Interpretation eines Tests muss daher eine Grenzreaktivitat
(,,Cut-off*) je nach Anspruch an Spezifitit und Sensitivitit (Im Uberlappungsbereich (,,Cut-
off range*) invers korreliert; MARTIN et al. 1987) festgelegt werden.

Die oben beschriebenen Strategien zur Minimierung des Einflusses von IgM reduzieren die
Uberlappung. In der Serodiagnostik beim Fisch entfallen diese Optionen zur Spezifitats-

verbesserung eines Tests .

Die Vorteile des kompetitiven Enzyme Linked Immunosorbent Assays (c-ELISA)

Der kompetitive Elisa reduziert auch innerhalb einer Antikorperklasse, etwa IgM beim Fisch,
die Reaktivitatstberlappung der gesunden mit der kranken Population und verbessert damit
die Testspezifitat fur eine gewunschte Sensitivitat. Entscheidend ist dabei die Inkubation des
Testserums (mit den enthaltenen Feldantikérpern) mit dem Testantigen in Gegenwart eines
definierten, antigenspezifischen, konkurrierenden Antikdrpers (Laborantikorper, meist von
anderer als der Testspezies stammend). Unter der Konkurrenz mit dem spezifischen Labor-
antikorper werden die unspezifischen, kreuzreagierenden Feldantikérper gegeniiber den
spezifischen Feldantikorpern beziglich ihrer Antigenbindung deutlicher abfallen als beim
nicht-kompetitiven ELISA.

Weitere, generelle, Vorteile des kompetitiven System sind:
1. Wird ein gegen den standardisierten, konkurrierenden Laborantikdrper gerichtetes Im-
munkonjugat verwendet, so kdnnen verschiedene Fischspezies in demselben System ge-

testet werden (Die Reaktion wird dann als Inhibition der Laborantikdrperbindung gele-

sen).
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2. Bei einem Testaufbau wie in 1. kann als Laborantikorper ein monoklonaler, gegen ein
maoglichst einzigartiges Epitop eines Erregers gerichteter Antikdrper genutzt werden,
der nur von Feldantikérpern mit Affinitat fir das gleiche Epitop verdrangt werden kann.
Die Bindung von Feldantikorpern — spezifisch oder unspezifisch — an andere, weniger
erregerspezifische Epitope des Testantigens bleibt ohne Einfluss auf die Inhibition

(Ausschalten der so genannten ,,Shared Reactivity®).

3. Bei einer Konstellation entsprechend 2. kénnen kostengunstig gewonnene Grob-
praparationen von Testantigenen verwendet werden, selbst wenn sie Epitope enthalten,

die sich auch bei anderen Erregern finden.

Als Konsequenz meiner Darlegungen empfehle ich den kompetitiven ELISA fir etwaige

Versuche zur Etablierung der Serodiagnostik beim Fisch.
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Osteom bei einem Hecht (Esox lucius)
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tat, Josef Baumann Gasse 1, A-1210 Wien

Zusammenfassung

Im Sinne eines Fallberichtes wird von einem Osteom bei einem Hecht (Esox lucius) berich-
tet. Der pathologisch-anatomische und histologische Befund wird beschrieben.

Summary

Report on an Osteom at the Pike (Esox lucius). The pathological-anatomical and histological

facts are commented.

Einleitung

In dem Bericht wird ein seltener Befund einer Tumorbildung bei einem Hecht (Esox lucius)
beschrieben. Tumorkrankheiten sind bei Fischen weitverbreitet (PETERS). Dies trifft vor al-
lem auf Zierfische und Nutzfische in Hochintensivanlagen zu, wéhrend von Tumoren bei
Fischen in natirlichen Gewéssern weniger oft berichtet wird (SCHAPERCLAUS). Wucherungen
von Knochen sind grundsétzlich selten (REICHENBACH-KLINKE). In der Literatur sind nur
vereinzelte Angaben zu dem Begriff ,,Osteom beim Hecht zu finden. Mawdesley-Thomas
zitiert 1975 in einer taxonomischen Verteilung von Neoplasien bei Fischen nur zwei Félle
aus 1885 (MANDIBULA; BLAND-SUTTON) und 1906 (FLOSSE; PLEHN). In der den Autoren zu-
ganglichen Literatur konnte allerdings kein einziger Hinweis gefunden werden auf ein vom

Operculum ausgehendes Osteom beim Hecht.
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Anamnese und allgemeine Untersuchung

Der Hecht wurde Anfang Juni 1999 in einem Stellnetz (Maschenweite 80 mm) in 5-10 m
Tiefe im Flachwasserbereich des Mondsees in Oberdsterreich gefangen. Es handelte sich um
einen Rogner mit einem Gesamtgewicht von 8.660g und einer Lange von 118 cm. Der Fisch
war in einem sehr schlechten Erndhrungszustand (Korpulenzfaktor ohne Tumorgewichtsan-
teil = 0,49). Abgesehen von der Neubildung konnten keinerlei pathologisch-anatomisch rele-
vante Befunde erhoben werden. Die parasitologische Untersuchung auf Ektoparasiten (Haut,

Kiemen) und Endoparasiten (Magen-Darm-Trakt) brachte ebenfalls kein Ergebnis.

Untersuchungen am Tumor

Am ventralen Rand des linken Kiemendeckels befindet sich eine gestielte, vielknotige Zubil-
dung von derber bis knochenharter Konsistenz, mit einem Durchmesser von ca.10x15 cm und
einem Gewicht von 681 g. Die Schnittflache zeigt einen knochenharten Kern, der radiér in
das umliegende derb elastische Gewebe ausstrahlt. Histologisch finden sich im Grofiteil des
Knotens teils plumpe, teils nadelférmige Knochenanteile, die mineralisiert und ohne Zellgeh-
alt sind (histologischer Typ des azelluldren Knochens; Resorptionszeichen fehlen). Nur am
Rand solcher Knochenteile sind ein Saum unmineralisierten Osteoids und grof3e aktive, pflas-
tersteinartig angeordnete Osteoblasten sichtbar. Im duBeren Randbereich des Knotens und
zusétzlich unregelmalig verteilt finden sich auch Areale aus lockerem bis fibrésem, gefaiirei-
chem Bindegewebe und aus nicht mineralisiertem chondroidem Gewebe. Insgesamt scheint
das Wachstum geordnet und die Zellen gering atypisch. Malignitatskriterien fehlen.

Die morphologische Beurteilung erfolgte anhand eines entkalkten Préparates am Paraffin-
schnitt und anhand einer Methylmethacrylateinbettung unentkalkten Materials. Die Féarbung
erfolgte mit Toluidinblau bzw. als Trichromfarbung nach Ladewig.

Uber die urséachlichen Faktoren, die zu diesem Neoplasma gefiihrt haben mogen, kann keine

Aussage gemacht werden.

Diagnose

Es handelt sich um ein Osteom ausgehend vom Knochengewebe des Operculums.

226



Danksagung

Dank an Herr Gerald Plotzeneder, Berufsfischer in Scharfling am Mondsee, der den Hecht
fiir die Untersuchungen zur Verfugung gestellt hat.

Dank auch an Frau Karin Fragner vom Institut fur Pathologie der VUW fiir die Herstellung
der technisch aufwendigen histologischen Schnitte am Hartschnittmikrotom.

Literatur

AMLACHER, E.,1992: Taschenbuch der Fischkrankheiten; 6.Aufl.

EKANAYAKE, S; BK. HALL, (1987): The development of acellularity of the vertebral bone of
Japanese medeka, Oryzias latipes (Teleostei; Cyprinidontidae). J. Morphol. 193(3):
263-261.

HARDER, W., (1975): Anatomy of Fishes.

HARSHBARGER, J.C., 1965-1973/74: Activities Report — Registry of Tumors in Lower Ani-
mals.

Museum of Natural History, Smithsonian Institution, Washington, D.C.

HOFER, B., (1904): Handbuch der Fischkrankheiten.

MAWDESLEY-THOMAS, L.E., 1969: Neoplasia in Fish — A Bibliography. J.FishBiol. 1: 187-
207.

MAWDESLEY-THOMAS, L.E., (1975): Neoplasia in Fish. Pathology of Fishes (Ribelin&Migaki
G), 805-870.

Moss, M.L., (1961): Studies of the acellular bone of teleost fish. 1. Morphological and
systematic variations. Acta anat. 46: 343-462.

Moss, M.L.; M. FREILICH, (1963): Studies of the acellular bone of teleost fish. 4. Inorganic
content of calcified tissues. Acta anat. 55: 1-8.

Moss, M.L., (1965): Studies of the acellular bone of teleost fish. 5. Histology and mineral
homeostasis of fresh-water species. Acta anat. 60: 262-276.

PETERS, N.; PETERS, G., 1985: Tumoren der Fische. Grundlagen der Fischpathologie (Hrsgb.:
ROBERTS U. SCHLOTFELDT, Verlag Paul Parey).

REICHENBACH-KLINKE, H.-H.,(1980): Krankheiten und Schadigungen der Fische; 2.Aufl.
(Gustav Fischer Verlag Stuttgart. New York). SCHAPERCLAUS, W.,1979: Fisch-
krankheiten; 4.Aufl. (Akademie-Verlag Berlin).

227



Die Immunreaktionen der Regenbogenforelle gegen Aeromonas

salmonicida unter zwei verschiedenen Temperaturbedingungen
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Zusammenfassung

Es wurden die zellularen und humoralen Immunreaktionen der Regenbogenforelle nach Vak-
zination mit formalininaktivierten Aeromonas salmonicida - Zellen (MT 423) unter zwei
verschiedenen Temperaturbedingungen untersucht. Dazu wurden die Forellen bei 10-12°C
und bei 15-18°C gehalten. Die zellularen Immunreaktionen der Blut- und Milzleukozyten
wurden mit dem DurchfluBzytometer unter Verwendung monoklonaler Antikdrper gegen
Leukozytensubpopulationen, mit dem Proliferations-assay und mit dem Immunfluoreszenz-
test bewertet. Die humorale Immunreaktion wurde mit dem ELISA gemessen.

Die Leukozyten, die aus bei 15°C gehalterten Forellen gewonnen wurden, zeigten im Blut
vom 2. bis zum 7. d p. vacc. und in der Milz vom 7. bis zum 28. d p.vacc. einen starken An-
stieg der Monozyten. Fir die B - Lymphozyten wurde ein Anstieg in der Milz vom 2. bis zum
11. d p. vacc. und im Blut vom 10. bis zu 28. d p. vacc. festge-stellt. Im Gegensatz dazu hat-
ten die Leukozyten von Forellen, die bei 10-12°C gehéltert wurden, nur eine schwache Akti-
vierung der Monozyten und Granulozyten und einen geringgradigen Wechsel in der Leuko-
zytenverteilung. Die festgestellten Unterschiede der zelluldren Immunreaktionen gegen
Aeromonas salmonicida scheinen nur einen geringen Einfluss auf die Bildung spezifischer
Antikorper zu haben. Die ersten Antikdrper werden in beiden Versuchsgruppen am 14. bzw.
16. d p. vacc. gemessen. Die Antikorpertiter steigen in &hnlicher Weise bis zum 28. d p. vacc.

auf einen Titer von 1:3200 an.
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Summary

The cellular and humoral immunoreactions of rainbow trout against formol-inactivated Aer-
omonas salmonicida (strain MT 423) were examined. The rainbow trout were kept at 12°C
and 15°C, respectively. The cellular reaction of trout peripheral blood and spleenic leuko-
cytes was investigated by proliferation assay , immunofluorescence and flow cytometric
analysis with monoclonal antibodies against different leukocyte subpopulations. The humoral
response was measured by antibody ELISA.

Leukocytes prepared from trout kept at 15°C showed a strong increase of monocytes in blood
from day 2 to day 7 and in spleen from day 7 to day 28. Furthermore, a moderate increase of
B-lymphocytes in spleen from day 2 to day 11 p. vacc. and in blood from day 10 to day 28 p.
vacc. was observed. In contrast, leukocytes prepared from trout kept at 12°C showed only a
moderate activation of monocytes and a weakly change in leukocyte distribution.

The differences in cellular reaction against Aeromonas salmonicida seem to have only a weak
influence on the induction of specific antibodies. The earliest antibody reaction against Aer-
omonas salmonicida was measured between day 14 and day 16 p. vacc. in both groups. Anti-
bodies up to a dilution 1:3200 were dedected in sera from trout kept at both temperatures un-

til day 28 p. vacc.

Einleitung

Um den Temperatureinfluss auf das Immunsystem der Regenbogenforelle zu unter-suchen,
haben wir Forellen unter zwei verschiedenen Temperaturbedingungen mit inaktiviertem
Aeromonas salmonicida salmonicida, Stamm MT 423 (A.s.s.) intraperitoneal (i.p.) vakziniert.
Die humorale Immunreaktion wurde durch den Nachweis spezifischer Serumantikdrper be-
wertet. Die Messung der zellularen Immunreaktionen erfolgte in vitro mit dem Leukozyten-
proliferationsassay und in vivo mit der durchfluBzytometrischen Analyse von Leukozyten-

subpopulationen aus Blut und Milz.

Material und Methoden

Versuchsbhedingungen

Als Versuchsfische wurden Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss, Walbaum) beiderlei

Geschlechts mit einem Gewicht von 150-300 g aus einem kommerziellen Fischhaltungsbe-
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trieb verwendet. Fir die Versuche wurden 400 | grol’e Aquarium-Kreislaufbecken mit gere-
geltem Wassertausch (Typ Riems 97) verwendet. Es wurden zwei Versuche mit gleichaltri-
gen Fischen, aus dem gleichen Herkunftsbestand, zur gleichen Jahreszeit aber unter verschie-
denen Halterungstemperaturen durchgefiihrt. Aus technischen Griinden sind die Versuche um
ein Jahr versetzt durchgefihrt worden. Die Forellen der Versuchsgruppe A wurden bei 10-
12°C und die der Gruppe B bei 15-18°C gehdltert. Alle anderen Versuchsbedingungen, wie
Lichttaglange (12h), Futterration (Pellets 1 % der Lebendmasse) und die Wasserparameter
(pH 8,6, Ammonium und Nitrit 0 mg/l, Nitrat max. 100 mg/l, Sauerstoffgehalt > 8,5 mg/l)

waren identisch.

Antigen

Als Antigen wurde Aeromonas salmonicida salmonicida (MT 423) verwendet. Die Bakterien
wurden in Sojapepton-Caseinpepton-Bouillon bei 20°C angezichtet und nach 48 h auf So-
japepton-Caseinpepton-Agar, SIFIN (CSA) ausgespatelt. Nach 48 h Inkubationszeit bei 20°C
wurden die Keime mit dem Spatel abgeimpft und in physio-logischer Kochsalzlgsung (KSL)
aufgeschwemmt. Extrazellulare Substanzen sind durch mehrmaliges Waschen mit KSL ent-
fernt worden. Von der Keimsuspension wurde die Keimzahl im Plattenverfahren bestimmt.
Die gereinigten Bakterien wurden durch Aufschwemmen in einer 1 % Formalinldsung tber
eine Stunde bei Raumtemperatur inaktiviert. Das Formalin wurde durch dreimaliges Waschen
mit sterilem Aqua dest. entfernt.

Die Keimzahl wurde auf 10° Keime/ml eingestellt. Den Versuchsfischen wurde 200l dieser
Keimsuspension i.p. appliziert. Die Kontrollfische erhielten 200 pl KSL i.p. appliziert. Fur
beide Versuche wurde die gleiche Antigencharge verwendet.

Versuchsablauf

Die Adaptationszeit fir die Fische an die Versuchsbedingungen betrug 7 Wochen. Der Ver-
such begann mit der Vakzination und der Nullblutung. Vom 1. bis zum 18. Versuchstag (VT)
wurden taglich drei Versuchs- und drei Kontrollfische untersucht. Danach erfolgte die Unter-

suchung im zweitagigen Rhythmus bis zum 28. VT.

Leukozytenpraparation und Serumgewinnung

Die Forellen wurden zur Vakzination und zum Bluten im Benzocainbad (120 mg Benzo-

cain/10 | Wasser) narkotisiert. Die Blutentnahme erfolgte aus der Caudalvene. Die Blutprobe
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fiir die Leukozytenseparation enthielt 40 Einheiten Heparin/ml. Die Milz und die Aszitesflis-
sigkeit wurden aus dem getoteten Fisch entnommen.

Mit dem Plotter wurde die Milz homogenisiert, das Homogenisat aufgeschwemmt und durch
sterile Gaze filtriert. Aus dem heparinisierten Blut und dem gefilterten Milzhomogenisat
wurden die Leukozyten durch eine Dichtegradientenzentrifugation mittels isotonischem Per-
collschichtengradienten (1,07 / 1,08) von den ubrigen Zellen abgetrennt. Die isolierten Leu-
kozyten wurden zweimal mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen und die Zell-
zahl auf 10° Zellen/ml eingestellt. Alle Arbeitsschritte der Zellseparation wurden bei 4°C
oder im Eisbad ausgefuhrt. Die so aufgearbeitete Leukozytensuspension wurde fur den

Proliferationsassay und fiir die Durchfluf3zytometrie verwendet.

Proliferationsassay

Beim Proliferationsassay wird der Substratumsatz von Leukozytenkulturen, die aus Ver-
suchs- und Kontrollfischen gewonnen wurden, in vitro untersucht und miteinander vergli-
chen. Dazu werden die aufgearbeiteten Leukozytensuspensionen in Iscoves/Ham’S F-12 Me-
dium mit 10 % fetalem Kalberserum und 10 % homologem Forellenplasma tber 24 h bei 5 %
CO,-Atmosphére und 18-20°C inkubiert und die Proliferation dieser Zellen mit dem WST-1

Kit der Firma Roche Molecular Biochemicals und einem ELISA-Reader gemessen.

DurchfluRzytometrie

Die Veranderung der prozentualen Verteilung einzelner Leukozytensubpopulationen im peri-
pheren Blut und in der Milz bei den Versuchs- und Kontrollfischen wurde mit dem Durch-
fluzytometer (FACSCALIBUR, Becton Dickinson, Germany) gemessen.

Dazu wurden die aufgearbeiteten Leukozytenkulturen bei 4°C {ber 20 min mit mono-

klonalen Antikdrpern (mAK) markiert:

mMAK N2 anti-Forellen IgM, B-Lymphozyt (FISCHER UND KOLLNER, 1994)
MAK 7+ mAK 10  anti- Forellentrombozyt (FISCHER UND KOLLNER, 1994)

mAK 6-1 anti-Forellengranulozyt (KOLLNER et al, 1999)

mAK 45 anti-Forellenmonozyt (KOLLNER et al. 2000)

Im Anschluss daran wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und zentrifugiert. Durch

Zugabe eines Konjugates (anti-Maus Ig (g+H) FITC) wurde die spezifische Bindung der
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mAK's an die Leukozytensubpopulationen markiert und diese im Durchflufzytometer an 1 x

10 Zellen gemessen.

In-vivo Untersuchung der Phagozytosekinetik

Zum Nachweis von i.p. — applizierten inaktivierten A.s.s. - Erregern wurde ein indirekter
Immunfluoreszenztest (IIFT) etabliert. Aszitesflissigkeit wurde auf einem Objekttrager aus-
gestrichen und mit anti-Aeromonas salmonicida Kaninchenserum 0berschichtet. Vorhandene
Aeromonaszellen wurden von den Kaninchenantikérpern gebunden und durch Auftrag von
FITC markiertem — anti-Kaninchenserum konnten die einzelnen Bakterienzellen mit dem

Fluoreszenzmikroskop im Ausstrich nachge-wiesen werden.

ELISA zum spezifischen Antikdrpernachweis

Zum Nachweis spezifischer Antikoérper wurde von den untersuchten Fischen eine heparin-
freie Blutprobe gewonnen, tber 5 Stunden bei 5°C gelagert, dann bei 1300 g tber 10 min
zentrifugiert. Das abgetrennte Serum wurde abgehebert und bei 5°C aufbewahrt.

Fir den ELISA - Test wurden inaktivierte A.s.s. Zellen Giber 24 h auf mittelbindende Mikroti-
terplatten (MTP) der Fa. Greiner adsorbiert. Die MTP wurden mit 1 % Ovalbuminldsung
uber 1 h bei Raumtemperatur geblockt und dreimal mit Waschpuffer (PBS, pH 7,4, 0,05 %
Tween) gewaschen. Auf diese Platten wurde das zu untersuchende Forellenserum in einer
Ausgangsverdinnung von 1:100 titriert und Uber eine Stunde inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen wurde auf die MTP der mAK 4C10 (Anti-Forellen IgM) aufgetragen. Die Einwirk-
zeit betragt eine Stunde. Nach dem Waschen wurden die Platten tber eine Stunde mit dem
Ziege anti Maus IgG/IgM POD Konjugat (Pierce) inkubiert, danach gewaschen und mit OPD
Substrat (Sigma) beschickt. Der Substratumsatz wurde nach ca. 20 min mit 4n Schwefelséure

gestoppt und der Farbumschlag mit dem ELISA Reader (BioRad) bei 490 nm gemessen.

Ergebnisse

1.  zelluldre Immunreaktion

1.1. invivo -Phagozytoseversuch:

Mit dem IFT konnten wir bei Forellen, die bei 15-18°C gehéltert werden, beobach-ten, dass
die i.p. applizierten Bakterien innerhalb von 24 h fast vollstandig phago-zytiert sind. Nach 7

d p.vacc. waren mit dem IFT im Aszitesausstrich auch keine einzelnen Bakterienzellen mehr
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nachweisbar. Da uns dieser Test in der ersten Versuchsphase noch nicht zur Verfligung stand,

ist ein VVergleich mit der anderen Versuchsgruppe nicht maoglich.

1.2. Proliferationsassay
Die durch die Vakzinierung bedingte Aktivierung der Forellenleukozyten wird im Proliferati-

onsassay in vitro an Leukozytenkulturen an deren Substratumsatz gemessen.

Die Ergebnisse dieses Tests lassen eine Zeit- und Temperaturabhangigkeit der zellularen
Immunreaktionen erkennen.

Aus der Milz isolierte Leukozyten haben im WST zwischen dem 3. bis 9. d p. vacc. die
hochste Aktivierungsrate, wahrend die Blutleukozyten einmal zwischen dem 3.-7. und ein

zweites Mal im Zeitraum vom 10.-22. d p. vacc. stark aktiviert sind (Abb. 1- 4).

Milzleukozyten 10-12°C

1,5 +

OD 492 nm
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26
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1 3 5 7 g dpyvacci4 16 18 2

Abb. 1: WST — Milzleukozyten 10-12°C

Milzleukozyten 15-18°C

15+
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Abb. 2: WST-Milzleukozyten 15-18°C
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Blutleukozyten 10-12°C
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Abb. 3: WST Blutleukozyten 10-12°C

Blutleukozyten 15 - 18 °C
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Abb. 4. WST- Blutleukozyten 15-18°C

Dieser vom Vakzinierungszeitpunkt abhéngigen Reaktionsverlauf ist in beiden Versuchs-
gruppen gleich. Dagegen war die Starke der Aktivierung deutlich temperaturabhéngig. Die
Zellproliferation der aus Milz und Blut isolierten Leukozyten von Forellen, die bei 15-18°C
gehaltert wurden, ist nach Vakzinierung fast doppelt so stark, wie die Reaktionen der Leuko-
zyten von Forellen, die bei 10-12°C gehalten wurden.

Wie diese Ergebnisse zeigen, ist die antigenbedingte Aktivierung der Milz- und Blut-
Lymphozyten bei héheren Halterungstemperaturen deutlich verstarkt. Der Verlauf der Akti-

vierung ist dagegen durch die Halterungstemperatur weniger beeinflusst.
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1.3. Kinetik der Leukozytenpopulationen
Die prozentuale Verteilung der Leukozyten in der Milz und im peripheren Blut der Forellen

wurde mit Hilfe der subpopulationsspezifischen mAK im DurchfluBzytometer ermittelt.

In den nachfolgenden Diagrammen ist mit einer schmalen Linie der in den Vorver-suchen
ermittelte Normalwert (% Anteil) dargestellt. Die Kontrollfischdaten sind mit einer dunnen
Diagramlinie mit Punkt dokumentiert. Die dicke Linie mit Kreismarkierung stellt die Werte

der Versuchsfische dar.

1.3.1 Monozyten
Forellen, die bei 15°C gehalten wurden, zeigen bereits 24 h nach der Vakzination eine starke

Leukozytenaktivierung. Besonders auffallig war diese Aktivierung bei den Monozyten (Abb.
5und6).

Die Monozyten waren im Blut und in der Milz gegensatzlich verteilt. Mit Hilfe des mAK 45
konnten wir beobachten, dass der Anteil der Monozyten in der Milz ab dem 2.d p.vacc., mit
Ausnahme eines Abfalls zwischen dem 4. und 6.d p.vacc., dauerhaft erhoht ist. Im Blut stieg
der Prozentsatz der Monozyten zwischen dem 2. und 7.d p.vacc. stark an und fiel ab dem 9.d
p. vacc. auf Normalwerte ab. Die Aktivierung der Monozyten im Blut erfolgt mit einer zwei-

tagigen Verzdgerung gegenuber den Monozyten in der Milz.

Monozyten 15°C (Milz)
50
40 -
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5
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1 3 5 7 9 11 14 16 18 22 26
d p. vacc.

Abb. 5: Monozyten in der Milz (15-18°C)
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Monozyten 15°C (Blut)
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Abb. 6: Monozyten im Blut (15-18°C)

Ab dem 6. d p.vacc. stabilisiert sich die gegensatzliche Verteilung der Monozyten im Blut
und in der Milz. Der Monozytenanteil im Blut verringert sich ab dem 10. d p. vacc. auf Wer-
te unterhalb der Normalwerte von 5 %. Im Gegensatz dazu erhoht sich der Anteil der Mo-
nozyten in der Milz ab diesem Tag bis auf 40 %. Diese gegensétz-liche Verteilung bleibt bis

zum 25. d p. vacc. erhalten.

Bei Forellen, die bei 10-12°C gehalten wurden, sind diese Reaktionen nicht feststellbar (Abb.
7 und 8).

Monozyten 12°C (Milz)
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Abb. 7: Monozyten in der Milz (10-12°C)
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Monozyten 12°C (Blut)
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Abb. 8: Monozyten im Blut 10-12°C

Die ermittelten Zellzahlveranderungen sind nur schwach ausgepragt. In der Milz Iai3t sich bei
den Versuchsfischen eine &hnliche, wenn auch viel schwécher ausgepréagte zweigipflige Mo-
nozytenreaktion vom 1. bis zum 7. d p. vacc. beobachten. Im Blut der Versuchsfische finden
wir auch am 3. d p. vacc eine geringe Erhéhung des Anteils der Monozyten. Eine gegensatz-
liche Verteilung der Monozyten im Blut und in der Milz konnten wir bei dieser Versuchs-
gruppe nicht feststellen. Ab dem 7. Tag bzw. 10. p. vacc. bewegten sich die Monozytenzah-
len im Blut und in der Milz im Normbereich.

1.3.2. Granulozyten

Die Vakzinierung l6st in beiden Versuchsgruppen ab dem 3. d p. vacc. ein Ansteigen der
Granulozytenzahlen im Blut bis zum 11. bzw., 12. d p. vacc. aus. Einen Einschnitt in diesen
Verlauf gibt es bei beiden Versuchsgruppen um den 8. d p. vacc. (Abb. 9-12). Ab dem
14 d p. vacc. ndhern sich die Granulozytenzahlen im Blut den fiir die Kontrollfische ermittel-
ten Zahlen allmahlich an.

Die Granulozyten der Milzpréparation zeigen Uber den gesamten Versuchszeitraum keine
nennenswerten Abweichungen vom Normbereich und lagen zum Teil noch unter den Norm-
werten.

237



Granulozyten 15°C (Milz)

% Leukozytenanteil

7 9 11 14 16 18 22 26

d p. vacc.

Abb. 9: Granulozyten in der Milz (15-18°C)
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Abb. 10: Granulozyten im Blut (15-18°C)
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Granulozyten 12°C (Milz)
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Abb. 11: Granulozyten in der Milz (10-12°C)
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Abb. 12: Granulozyten im Blut (10-12°C)

1.3.3. Lymphozyten

Die Antigenapplikation I6st bei den unter 15-18°C gehaltenen Versuchsfischen in der Milz
einen sofortigen Anstieg des B-Lymphozyten-Anteils an der Gesamtleukozytenzahl aus
(Abb. 13). Dieser halt bei dieser Versuchsgruppe bis zu 11. d p. vacc an und fallt dann konti-
nuierlich bis zu 20 d p. vacc. auf Normalwerte ab. Gegensatzlich dazu veréndert sich der
Anteil der B-Lymphozyten im Blut (Abb. 14). Vom 1.-9. d p. vacc. gibt es keinen Unter-
schied zu den Kontrollfischen, aber ab dem 10. d p. vacc. ist der Lymphozytenanteil bis zum
28. d fast konstant um das doppelte der Normalwerte erhoht.
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B-Lymphozyten 15°C (Milz)
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Abb. 13:  Lymphozyten in der Milz (15-18°C)
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Abb. 14:  Lymphozyten im Blut (15-18°C)

Diese Blutbildveranderung ist bei den Versuchsfischen, die bei niedrigeren Temperaturen
gehalten wurden, erst ab dem 17 d p. vacc. in geringerer Ausprégung zu finden (Abb. 16). In

der Milz sind nur zwischen dem 5. und 7. d p. vacc. geringfuigige Abweichungen von den
Werten der Kontrollfische feststellbar (Abb. 15).
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Abb. 15:  Lymphozyten in der Milz (10-12°C)
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Abb. 16: Lymphozyten im Blut (10-12°C)

1.3.4. Thrombozyten

Bei den unter 15-18°C gehaltenen Forellen 16st die Vakzinierung mit A.s.s. eine Verringe-
rung des Anteils der Thrombozyten in der Milz und im Blut aus. Die Thrombozyten der

Kontrollfische liegen dagegen im Normalbereich (Abb. 17 und 18).
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Thrombozyten 15°C (Milz)
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Abb. 17: Thrombozyten in der Milz (15-18°C)

Thrombozyten 15°C (Blut)

% Leukozytenanteil

11 14 16 18 22 26
d p. vacc.

Abb. 18: Thrombozyten im Blut (15-18°C)

Gleiches trifft fur die Kontrollfische des bei 10-12°C durchgefuhrten Versuches zu.

In der Milz der Versuchsfische konnten wir bei diesen Temperaturen keine Unterschiede zu
den Kontrollen und den in den Vorversuchen ermittelten Normalwerten finden (Abb. 19). Im
Blut der vakzinierten Forellen ist, ahnlich wie bei dem Versuch im 15 -18°C — Bereich, eine

geringgradige Reduzierung des Thrombozytenanteils zu den Kontrollfischen feststellbar

(Abb. 20).
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Abb. 19: Thrombozyten in der Milz (10-12°C)
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Abb. 20: Thrombozyten im Blut (10-12°C)

2. humorale Immunreaktion

Im Gegensatz zu den eben genannten Ergebnissen wurden bei den Untersuchungen zur hu-
moralen Immunreaktion mittels ELISA keine Unterschiede zwischen den bei 12°C und den
bei 15°C gehdlterten Forellen gefunden (Abb. 21).
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Serumantikérper gegen A.s.s. nach
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Abb. 21:  Vergleich der Serumantikdrper von Forellen, die unter verschiedenen
Temperaturbedingungen (10-12°C bzw. 15-18°C) gehalten und mit dem

gleichem A.s.s.-Antigen vakziniert wurden
Unter beiden Temperaturbedingungen sind die ersten Antikdrper um dem 16 d p.vacc. mit
dem ELISA bei einer Ausgangsverdiinnung von 1:100 nachzuweisen. Der weitere Titerver-
lauf ist in beiden Versuchen dhnlich.

Zusammenfassung der Ergebnisse

1. zellulare Immunreaktion:

Die zelluléren Reaktionen sind bei Forellen, die bei 15-18°C gehalten werden im Vergleich
mit Forellen, die bei 10-12°C gehiltert sind, deutlich starker ausgepragt. Uber den Versuchs-
zeitraum betrachtet, lassen die Ergebnisse beider Versuchs-gruppen im Proliferationsassay
und bei den Untersuchungen zur Leukozytenverteilung in der Milz und im Blut einen &hnli-

chen Verlauf erkennen.

1.1. Halterungstemperatur 10-12°C:

Proliferationsassay:

Es wird nur eine schwache Aktivierung der Blutleukozyten und fast keine Reaktion der Milz-
leukozyten festgestellt. Der Verlauf der Zellreaktionen dhnelt denen der bei 15-18°C gehalte-

nen Vergleichsgruppe.
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Leukozytenverteilung (%):

Deutliche Unterschiede zu den Kontrollen wurden nur bei den Granulozyten im Blut (3.-4.
d p. vacc.) und bei den Monozyten in der Milz (1.-3. und 7.-8. d p. vacc.) gefunden.

1.2. Halterungstemperatur 15-18°C:

Die Vakzination bewirkte eine starke Leukozytenzellenreaktion (im Blut starker, als in der
Milz), die sich deutlich von den Werten der Kontroll- und Vergleichsgruppe unterscheidet.
Die i.p. applizierten Aeromonas salmonicida. - Zellen werden innerhalb von 24 h fast voll-

stdndig phagozytiert.

Proliferationsassay:

Es wird eine starke Aktivierung der Blutleukozyten und der Milzleukozyten Uber den gesam-
ten Versuchszeitraum (im Blut starker, als in der Milz) gemessen. Fir die Milzleukozyten
wurde die hochste Aktivierung fur den Versuchszeitraum 3.-9. d p. vacc. festgestellt. Die
Blutleukozyten waren in der Zeit vom 3.-7. und vom 10.-22. d p. vacc. am stéarksten aktiviert.

Leukozytenverteilung (%):

In der Verteilung einzelner Leukozytenpopulationen im Blut und in der Milz wurden grolie
Unterschiede zu den Kontrollfischen und zur Vergleichsgruppe gefunden. Im Blut wurde
nach der Vakzination eine Erhthung des Monozytenanteils vom 2. bis 7. d p. vacc. festge-
stellt. Der Granulozytenanteil im Blut war ebenfalls ab dem 2.-14. d p. vacc. erhoht. Im Ge-
gensatz dazu, fast gleichzeitig mit dem Nachweis der ersten AntikOrper, wurde ab dem
10.-28. d p. vacc. eine Zunahme der B-Lymphozyten im Blut festgestellt. In der Milz dage-
gen war der B-Lymphozytenanteil ab dem 2. d p. vacc. deutlich erhéht, reduzierte sich ab
dem 11. d p. vacc. kontinuierlich und stimmte am 18. d p. vacc. mit den Kontrollen tberein.
Im Vergleich mit den Blut-werten, wurde bei der Verteilung der Monozyten und der Gra-
nulozyten ebenfalls eine gegenléufige Kinetik gefunden. Bei den Monozyten gab es unmittel-
bar nach der Vakzination (2. d p. vacc.) einen sehr starken Anstieg der Monozyten, der bis
zum 28. d p. vacc. anhielt und nur zwischen dem 4. und 6. d p. vacc. durch einen kurz-
fristigen Abfall unterbrochen wurde. Der Granulozytenanteil in der Milz lag Uber den gesam-
ten Versuchszeitraum unter den Normalwerten und unter den Werten der Kontrollen.

Bei den Thrombozyten wurden ab dem 2. d p. vacc. Uber den gesamten Beob-

achtungszeitraum eine Reduzierung in der Milz und im Blut festgestellt.
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2. humorale Immunreaktion:

Im Gegensatz zur zellularen Immunreaktion war die Antikdrperbildung der Forellen gegen
A.s.s. durch die Halterung in unterschiedlichen Temperaturbereichen (10-12°C und 15-18°C)
offensichtlich nicht beeinflusst. In beiden Versuchsgruppen sind die ersten spezifischen Anti-
korper ab dem 14. bzw. 16. d p. vacc. nachweisbar. Die Antikorper erh6hen sich in beiden
Versuchsgruppen in &hnlicher Weise und erreichen am 28. d p. vacc. einen Titer von 1:3200.

Unter den kinstlichen Bedingungen eines 12 stundigen Lichttages und konstanter Hélte-
rungstemperatur 1aBt sich bei der Regenbogenforelle auch im Winterhalbjahr durch eine Vak-

zination mit A. salmonicida die Bildung spezifischen Antikorper induzieren.
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QS-Management in der Fischbearbeitung direktvermarktender
Aquakulturbetriebe Erfahrungen des Niederdosterreichischen

Fischgesundheitsdienstes

F. Karner, R. Deinhofer, H. Heistinger
NOFGD-Fachabteilungsstelle, Babenbergerstrale 22, A - 3180 Lilienfeld.
Tel. ++43 /2762 / 53360

Zusammenfassung

Waéhrend der letzten zwei Jahre konnte der Niederosterreichische Fischgesundheitsdienst ein
Qualitatssicherungskonzept fur direktvermarktende Speisefischproduzenten erarbeiten, wel-
ches den aktuellen lebensmittelrechtlichen VVerordnungen und Erlassen entspricht.

Eine Ubersicht tiber die Karpfen- und Forellenproduktion in Niederésterreich wird gegeben.
Die neuen Vermarktungsstrategien (nieder-)dsterreichischer Speisefischziichter werden dar-
gestellt. Durch guten Verarbeitungsbedingungen (GMP) konnte in der Fischverarbeitung die
Gesamtkeimzahl am Endprodukt trotz hoher Ausgangskeimzahl auf unter 3 logl0 KBE pro
Gramm gesenkt werden. In den untersuchten Fischproben waren humanpathogene Keime

(Listerien, Salmonellen, Campylobacter) nicht nachweisbar.

Summary

Within the last two years the department for aquaculture of the Low Austrian Animal-
healthservice has developed a HACCP-concept including the actual foodhygienic law for
slaughter and dissection of freshwaterfish. It could be proved that a spreading and breeding of
the microbs tested (total number of aerobic bacteria, enterobacteriacees, coliform microbs,
Escherichia coli, Candida and moulds) can be prevented by common hygienic measures such
as repeated rinsing of the worktops during work as well as cleaning and desinfection after
work. Consistently high total numbers of bacteria, consisting of gramnegative species were
measured with fresh fish fillets. These seem to be unavoidable during the processing of fish
whereas extremely high numbers could possibly be related to perishableness during pro-
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cessing. Nevertheless the examination of fish fillets (raw or smoked) revealed an absence of
pathogenic species (Salmonella, Listeria and Campylobacter ).

Einleitung

Der NO Fischgesundheitsdienst wurde im Jahre 1998 als Fachabteilungsstelle in den NO
Tiergesundheitsdienst aufgenommen um den heimischen Fischproduzenten ein umfassendes
tierdrztliches Betreuungsprogramm anbieten zu kdnnen. Wahrend der bisherigen Tétigkeit
stellte sich heraus, dal® nicht nur klassische tierdrztliche Aufgaben wie Diagnostik und
Kranheitsprophylaxe sondern auch lebensmittelhygienische und fleischuntersuchungsrechtli-
che Fragestellungen einen wesentlichen Arbeitsschwerpunkt darstellen. Deshalb wurde unter
Berlcksichtigung aktueller rechtlicher Neuerungen fiir die vorallem direkt vermarktenden
Speisefischproduzenten ein Qualitédtssicherungskonzept entwickelt, das wie wir glauben
recht gut funktioniert.
Die Karpfenproduktion in Niederdsterreich umfasst etwa 350 t j&hrlich, davon betrégt der
Speisefischanteil 82 %. NO’s Forellenziichter erzeugen jahrlich rund 310 t - die Halfte davon
sind Speisefische. Aufgrund des schlechten Preises werden aber nur 26 % der Karpfenpro-
dukte bzw. 45 % der Forellen an den Grol3handel abgegeben. Vielmehr besteht die Vermark-
tungsstrategie (n-)osterreichischer Speisefischzlchter im Verkauf an di Gastronomie, den
Einzelhandel sowie an den Endverbraucher. Dabei ist es die Pflicht der Betreiber solcher
Direktvermarktungseinrichtungen (Hofladen, Marktsténde, etc), jene Verordnungen einzuhal-
ten, welche auf Basis des Osterreichischen Lebensmittelgesetzes 1975 und des Fleischunter-
suchungsgesetzes 1982 erlassenen wurden.
Diese sind:

e die Allgemeine LM-Hygiene VO BGBI. 31/1998

e die Fischhygiene VO BGBI. 260/1997

e die Fischuntersuchungs- VO BGBI. 42/2000.

Daraus haben sich nun folgende wesentliche Anforderungen an die Betreuungstierérzte des
Niederdsterreichischen Fischgesundheitsdienstes ergeben:

Es wurde ein HACCP-System fir die Fischverarbeitung wie auch den Fischverkauf unter
Berlcksichtigung bestimmter kritischer Kontrollpunkte entwickelt .

Dariiberhinaus beraten wir in Zusammenarbeit mit der Lebensmittelkontrollbehdrde jene
Betriebe, die bauliche Neuerungen wie Schlacht- und Verkaufsradume durchfiihren. Ich moch-
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te Ihnen dazu eine Auswahl jener Rdume zeigen und lhnen wesentliche Kontrollpunkte erlgu-
tern.

Ausserdem werden in groReren Betrieben regelmaliig Schulungen in Bezug auf die Personal-
hygiene durchgefuhrt.

Ein wesentlicher Punkt moderner Betriebsfiihrung stellt die Eigenkontrolle in lebensmittel-
verarbeitenden Betrieben dar.

GemaR europdischer Vorgaben ist diese im EU-Raum Pflicht und im 6sterreichischen Le-
bensmittelrecht festgehalten.

Quasi als Kontrolle der Eigenkontrolle in Lebensmittelverarbeitungsbetrieben kann die mik-
robiologische Untersuchung der Reinigungs-und Desinfektionsplane definiert werden.

Wir fuhren diese in den von uns betreuten Betrieben in regelmaRigen Abstédnden durch, wo-
bei definierte Kontrollpunkte wie Arbeitsflachen, Schrépfmaschinenband, Filetwaagen u.a.
mittels sogenanntem Abklatschverfahren Uberprift und die Keimzahl pro Quadratzentimeter
ermittelt wird.

Dazu verwenden wir die am Markt erhéltlichen Fertigndhrboden, welche sehr selektiv
Féakalkeime, Verderbniskeime, Hefen und Schimmelpilze nachweisen.

Dariiberhinaus erfolgt eine stichprobenweise durchgefiihrte, organoleptische sowie mikrobio-
logische Endproduktkontrolle.

In den bisherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal® bei Frischfisch eine hohe
Gesamtkeimzahl bestehend aus gramnegativen Keimen grundsatzlich unvermeidlich ist.

Bei Fischerzeugnissen liegt hingegen bei guten Verarbeitungsbedingungen die Gesamtkeim-
zahl unter 3 log10 pro Gramm.

Ganz wesentlich ist auch, daf in allen von uns bisher untersuchten Proben humanpathogene
Keime (Listerien, Salmonellen, Campylobacter) nicht nachweisbar waren. Ein besonderes
Augenmerk richten wir dabei auf die Listerienproblematik in genuf3fertigen (z.B. gerducher-
ten) Fischprodukten.

Zum Unterschied zu anderen europdischen Landern herrscht gegendiber Listeria monocytoge-
nes in Lebensmitteln nach dsterreichischem Lebensmittelrecht die sogenannte Nulltoleranz.
Um aber das Risiko einer Endproduktkontrolle auszuschalten (bei pos. Nachweis wére der
Betrieb amtlich zu sperren) haben wir ein Friherkennungssystem durch Untersuchung soge-
nannter Umfeldproben installiert. Die Analyse von Wasch- und Gullywéssern, ahnlich dem
Listerienmonitoring in Schlachth6fen und Molkereibetrieben hat sichin der Fischverarbeitung
leider als undurchfiihrbar erwiesen, bzw. a3t ein positives Untersuchungsergebnis schwer

einen wissenschaftlich vertretbaren RickschluR auf das Produkt zu. Hingegen ist das Unter-
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suchungsergebnis einer sterilen Tupferprobennahme vom direkten Umfeld (z.B. Lagerkisten
oder Regale, in denen Raucherwaren offen zwischengelagert werden) sehr schliissig und gibt
dem Betriebsleiter einen zuverlassigen Hinweis hinsichtlich der Listerienkontamination sei-
ner Produkte.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal’ in den letzten beiden Jahren durch enge und
gewissenhafte Zusammenarbeit zwischen fischverarbeitenden Betrieben und dem NO Fisch-
gesundheitsdienst ein, wie wir meinen glaubhaftes Qualitatssicherungsmanagement fir die
Erzeugung des Lebensmittels ,,Fisch* entwickelt werden konnte, dal3 auch den neuen gesetz-
lichen Anforderungen in der Direktvermarktung entspricht.

Letztendlich soll dadurch auch der Konsument uberzeugt werden und Sicherheit beim Kauf
eines so heikelen Lebensmittelproduktes haben, wodurch vielleicht auch der momentane

Trend zum Fisch verstarkt werden konnte.
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