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Vorwort

Vom 30.09. bis 02.10.2002 fand 1im oberosterreichischen Mondsee die 9.
Gemeinschaftstagung der deutschen und oOsterreichischen Sektion der EAFP (European
Association of Fish Pathologists) zum Thema ,Fischkrankheiten® statt. Alle zwei Jahre
treffen sich wissenschaftlich und praktisch titige Fischpathologen und -biologen aus
Deutschland, Osterreich, der Schweiz und den Niederlanden um neue Erkenntnisse
ichthyologischer Art vorzutragen und auszutauschen. Die heurige Tagung im Schloss
Mondsee (Pfarrsaal) stand unter der Leitung von Frau Dr. FElisabeth Licek von der
Veterindrmedizinischen Universitdit Wien und Herrn Mag. Thomas Weismann vom Institut
fiir Gewisserokologie, Fischereibiologie und Seenkunde in Scharfling, der auch die
Organisation vor Ort inne hatte. Die Vortrdge wurden ihrem Inhalt gemif folgenden
sachlichen Bereichen zugeordnet: 1. Allgemeine Themen zu Fischerei und Fischkrankheiten;
2. Erregerbedingte Krankheiten; 3. Umwelt- und haltungsbedingte Krankheiten; 4.
Erkrankungen bei Zierfischen und speziellen Aquakulturverfahren; 5. freie Themen. Die
Vortrage wurden sowohl hohen wissenschaftlichen Anspriichen als auch der Anwendbarkeit

in der fischereilichen Praxis gerecht.

Petrus, der Schutzpatron der Fische, der nach landldufiger Meinung auch fiir das Wetter
verantwortlich ist, hegte offenbar auch Sympathien fiir die Fischpathologen, denn an allen
drei Veranstaltungstagen herrschte priachtiges Wetter, sodass die Exkursion zur
Aufzuchtforschungsanstalt Kreuzstein mit einem Bootausflug iiber den Mondsee verbunden
werden konnte. Das Freizeitprogramm beinhaltete einen Gesellschaftsabend mit
gemeinsamen Abendessen — in dessen Rahmen auch der Geschiftsfiihrer der
Tierdrztekammer OO, Herr Kollege Dr. Helmut Wurzer, BegriiBungsworte sprach — sowie
einen Besuch des Pfahlbaumuseums und der Stiftskirche. An beiden Veranstaltungen nahmen
die Tagungsteilnehmer geschlossen teil. Dank der ausgezeichneten Organisation durch
Kollegen Weismann begann das gemeinsame Abendessen mit einer musikalischen
Darbietung durch den unter seiner Leitung stehenden ,,Singkreisel®, die im Lied bereits den

Fisch besangen, den wir dann verzehrten.

Dieses war die erste Tagung dieser Art in Osterreich und daher war die hohe Anzahl der
osterreichischen Teilnehmer erfreulich. Von insgesamt 67 fischkundlich Befassten, stammten
immerhin 17 aus Osterreich, von denen 7 wiederum als Vortragende fungierten. Alles in
allem eine gelungene Veranstaltung, die im iibernidchsten Jahr wahrscheinlich wieder in
Deutschland stattfinden wird und aufgrund der grofen Anzahl praktischer Themen auch

unseren fischkundlich interessierten Tierdrztinnen und Arzten empfohlen werden kann.






Inhaltsverzeichnis

Aquakulturproduktion 2001 in Osterreich
Lo BULZ aaaeeiiniiiiiennenenntecnnnecsntecnneessssnecssssesssssesssssessssssssssssssssssssssssssssesssssnssssssssssssssssassssnes 9

Fischkrankheiten in Osterreichs Aquakulturbetrieben — Eine Ubersicht
E. Licek, T. Weismann und H. LaABNIG ......ccovveriivveriiivnrisisncsssnncsssnncssnicssnsncssssncsssssssssssssanns 11

Die hauptsichlichsten Grundideen der Aquakultur und Fischkrankheiten Experten
der Kommission der EU zur Neuregelung der Richtlinie 61/97/EWG
| B TR T 11 (4] 5 - L OO 18

Planung, Genehmigung und Durchfiihrung eines Gebietsprogrammes
B IR 2 ) 1) o 2 34

Erfassung von Fischhaltungsbetrieben im Bundesland Niedersachsen
D. KICINGEIA «ouceeueeeireiiuiiisneiseeisnensninsannsncsssecssnesssesssessssnsssnssssssssassssesssssssassssassssasssssssaasssasssss 40

Neue bzw. neuartige Virusisolate im Nationalen Referenzlabor fiir Fischseuchen
D. Fichtner, S. Bergmann, M. Dauber, P.-J. Enzmann, H. Granzow und H. Schiitze..46

Die Infektiose Anamie der Lachse (ISA4)
S. Bergmann und D. Fichtner .......c.cccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiissssss 56

Rekombination bei fischpathogenen Rhabdoviren ?
P.-J. Enzmann, D. Fichtner und S. Bergmann ..........c.ccciviicisnccssnncsssencssnscssssssssssssssssese 64

Virusstatus bei Salmoniden in der Schweiz — ein Vergleich unterschiedlicher
Nachweismethoden
R. Kniisel, H. Segner und T. Wahli ........ccouiiinviinivrininninssninssnncsssnnssssnncsssnssssssssssssssssses 71

Etablierung eines Infektionsmodells zur Untersuchung von Mischinfektionen am
Beispiel von Aeromonas salmonicida salmonicida (A.s.s.) und dem Virus der Viralen
Hiimorrhagischen Septikimie (VHSV)) der Regenbogenforelle

G. Kotterba, S. Bergmann, D. Fichtner und B. Kollner .........c.cccccviiiinvercnieeciceeeenn. 81

Untersuchungen zum Gesundheitszustand von Fischen aus Elbe und Nebengewissern
Sachsen-Anhalts
P. Martin, B. Dresenkamp und S. Miiller 90

Therapie der Dactylogyrose bei einigen Zierfischen des Amazonasgebietes
F. Stettner und D. UNEEIGAaSSer .......ccovveerrercsssurcssnrssssnsssssssssasesssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnss 92

Anguillicola crassus als Stressor beim Europiischen Aal, Anguilla anguilla
K. Knopf, B. Sures und W. KI0as .......cievviiiiseiiisnnnnsnicssnicssnncsssnecsssncssssessssnessssscssssees 101



Auswirkungen von Anguillicola crassus (Nematoda, Anguillicolidae) auf die Kondition
von Aalen Brandenburger Gewisser

M. Pietrock, K. Schreckenbach und Ch. Thiirmer .........ccciiiceiiniccnnneeniecccssscssnsssessecssssoes 111
Endoparasiten bei Wildsalmoniden in Thiiringen unter besonderer Bedeutung von
Cystidicola farionis

H. Bocklisch und K. Klengel 117

Untersuchungen zum prophylaktischen und therapeutischen Einsatz von Huminstoff in
der Fischzucht
S. Heidrich 127

Auffilligkeiten an der Sterblichkeitsrate bei Nasen, Chondrostoma nasus (L.) zur
Laichzeit
O. Schachner UNd A. ZiteK .......ccoivvericcsssniecssssaniecssssssessssssssssssssssesssssasssssssssssssssssssssssssasss 137

Haltung von Muscheln und deren Erkrankungen
S. Bergmann und D. FiChtner .......ccuiiieiiiiveiinivennisnnicnssnncssnicsssnssssssssssssssssssssssssssssssssssss 143

Auftreten und Bekimpfung erregerbedingter Erkrankungen bei der Aufzucht von
Zandern in der Aquakultur
H. Wedekind, S. Zienert und P.WOolf...........ccccceeeeeeeccccrssssnneeeeccccssssssnnsssecsesssssonsansans 148

Tierschutz im Koiteich
S. Lechleiter UNd T. STEUDEIL «.veeeeeeereneeieereneeeeereneeceereseeccesessescessssessssssssssssssssssssssssssssssssssss 160

In vitro — Einfluss von Temperatur sowie von Flavonoiden auf die Infektiositit einiger
Koi-Virusisolaten
M. Neukirch 170

Auswirkungen von endokrin wirksamen Stoffen auf die Gonadendifferenzierung von
Zebrafischen
H. Schmidt-Posthaus, M. Fenske, G. Maack, T. Wahli und H. Segner ...........ccccuereuuee. 174

Relevante Erkrankung der Camarones (Litopenaeidae) Centralamerikas
Jo LENMANI c.cuneioniiieietinienicninneneennesnesnsssessssssnessessssssssssesssssssessessasssassasssasssssssessassanes 181

Nierenadenom bei einem ,,Roten Oskar, Astronotus ocellatus (Cuvier)

O. Hochwartner, M. Gumpenberger und G. Loupal 186
Ovotestis bei Rotaugen in der Schweiz

D. Bernet, T. Wahli, S. Zimmerli, D. Pugovkin, R. Kniisel und H. Segner ................. 194
Toxizitit von Xenobiotika in Abhiingigkeit von Calcium- und Huminstoffgehalt des
Wassers

T. Meinelt, A. Stiiber, S. Heidrich und C. Steinberg 199

Zur Modulation von Immunreaktionen von Fischen durch Xenobiotica
D. Steinhagen, A. Skouras, T. Helmus und S. MAUIer ......ccccccveeeicrnrccssssnnrccssssnseccssnnnes 206



Untersuchungen zur Osmoregulation von Karpfen anhand Vergleichsmessungen in
Urin und Plasma

In vivo — Nachweis einer hyalinscholligen Muskeldegeneration beim Hausen (Acipenser
huso) unter Verwendung von bildgebenden Verfahren (MRT, CT)
H. HEISTINGEY ceceeeueriiiiiiiinniiinninsnicssnncsssnecsssnecsssnesssssssssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssnsssnss 217

Der Einsatz von Mikrobiotests zur Aufklirung schadstoffbedingter Fischsterben
M. Latif und E. LICEK ...cccvverenrenruenrnninsneninstensnesnnsnnnsnessssssnsssesssssassssssssssssssasssssssssssssns 223

Implantation von Radio-Telemetrie Transmittern in Karpfen (Cyprinus carpio L.) —
Chirurgische Technik und Gewebsreaktionen
T. Weismann und C. BAUET .......ueeieiinneiieensiinsnenseinsnenseinsnicnecsssesssssssesssessssesssssssssss 232

T eilNENIMEIVETZEICIILLS ...cvevuereereneecerreneecereeneeceessseesessssesssssssesssssssesssssssesssssssssssssssssssssssssoses 240






Aquakulturproduktion 2001 in Osterreich

Ilse Butz
BAW-Institut fiir Gewésserdkologie, Fischereibiologie u. Seenkunde (IGF)
Scharfling 18, A-5310 Mondsee

Datenerhebung

Die Aquakulturerhebungen von Statistik Austria an vermarkteten Fischen und Krebsen
erfolgt direkt bei den Produzenten, wobei die Beantwortung der versandten Fragebdgen
verpflichtend ist. Parallel dazu werden die Ertrdge in der Aquakultur und Berufsfischerei
(Seenfischerei) seitens des ho. Institutes bei den Landesfischerei- und Aquakulturverbianden

erhoben und wenn notwendig geschitzt.
Aquakultur in Forellenproduktionsanlagen

Die Jahresproduktion It. IGF von 2580 t wurde zu 83 % als Speisefische und 17 % als
Besatzfische fiir Aquakulturanlagen und Gewdsser (nicht differenzierbar) vermarktet.
Hinsichtlich der Fischarten erhob Statistik Austria einen gewichtsmédfigen Marktanteil von
82 % Regenbogenforelle, 8 % Bachforelle, 9 % Bachsaibling und 1 % an weiteren 5
Salmoni-denarten (Tab.2). Regenbogenforelle und Bachsaibling stellen vorwiegend
Speisefische und Bachforelle, Seesaibling, Asche und Huchen vorwiegend Besatzfische. Der
Bedarf an Salmoniden inklusive Lachse (9041,8 t) wurde zu 29% und ohne Lachse (5180,7 t)
zu 50% durch Aquakulturprodukte im Inland gedeckt.

Aquakultur in Karpfenteichwirtschaften

Die Jahresproduktion It. IGF von 1076 t wurde zu je 50 % als Speisefische und als Besatz-
fische fliir Aquakulturanlagen und Gewésser vermarktet. Hinsichtlich der Fischarten ist It.
Statistik Austria der Hauptfisch der Karpfen mit 85%, gefolgt von Graskarpfen mit 2,8%,
Schleie mit 2,2%, weiteren 10 Fischarten mit insgesamt 9% und Krebsen mit 0,03%. Der
Bedarf an Karpfen u.a. Teichfischen von 1987,7 t wurde zu 54% durch Aquakulturprodukte
im Inland gedeckt.



Gesamte Fischproduktion in Aquakulturanlagen

Die Aquakultur erfolgt in ca. 250 Forellenproduktionsanlagen und ca. 200 Teichwirtschaften.
Ungefdhr 50% der erfaiten Anlagen haben eine Jahresproduktion unter 1 Tonne. Anlagen mit
einer Jahresproduktion iiber 10 t gibt es wenige: 13% der Forellenproduktionsanlagen tragen
zu 80% zur Salmonidenproduktion bei und 12% der Teichbetriebe stellen 68% der ,,Warm-

wasserfischproduktion®.

In Osterreich wurden im Jahr 2001 insgesamt 3656 t SiiBwasserfische und -krebse, davon
73% als Speisefische und 27% als Besatzfische vermarktet. Der Anteil der vermarkteten
Salmoniden betriagt 72 ,5 % und der Fische aus Teichanlagen 27,5 %. Verglichen mit den
Vorjahren wurde 2001 die geringste Aquakulturproduktion ermittelt. Dieser Riickgang der
Produktion wird vorwiegend auf den durch Niederschlagsarmut herrschenden Wassermangel
zuriickgefiihrt. Vermarktet werden weiters 362 t an Fischen, welche durch Berufsfischer aus
Seen angelandet werden.

Der Bedarf an Siilwasserfischen inklusive Lachse (ohne Lachse) in Osterreich von 13.078 t
(9198,7 t) wird zu 28% (40%) durch die Aquakultur und zu 3% (4%) aus der Berufsfischerei
im Inland gedeckt und zu 69 % (56%) durch Importe.
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Fischkrankheiten in Osterreichs Aquakulturbetrieben — Eine Ubersicht

Elisabeth Licek', Thomas Weismann® und Heimo Lassnig’

'Institut fir Hydrobiologie, Fisch- und Bienenkunde
Veterindrmedizinische Universitit Wien, Veterindrplatz 1, A-1210 Wien
*Institut fiir Gewésserokologie, Fischereibiologie und Seenkunde

BAW, Scharfling 18, A-5310 Mondsee

3Osterreichische Agentur fiir Gesundheit und Ernihrungssicherheit

Veterindrmedizinische Untersuchungen Graz, Puchstrae 11, A-8021 Graz

Zusammenfassung

Anhand der Befundergebnisse der Jahre 2000 und 2001, die von drei Untersuchungsstellen
stammen, wird eine Ubersicht iiber die bei Osterreichischen Nutzfischen nachgewiesenen
Parasiten und Bakterien gegeben. Zwei von Karpfen stammende Bakterienstimme wurden
herangezogen, um ihre Empfindlichkeit bzw. Resistenz gegeniiber ausgewdihlten

Chemotherapeutika zu demonstrieren.
Summary

Based on the results of investigations from the years 2000 and 2001 an overview about
parasites and bacteria of fishes in Austrian aquaculture is given. Two bacteria strains isolated

from carp were chosen to show their sensitivity against selected substances.
Einleitung

Erregerbedingte Krankheiten spielen in Osterreichs Fischzuchtbetrieben sowohl unabhingig
von den Haltungsbedingungen als auch in Form sekundirer Erkrankungen eine Rolle. In
Abhidngigkeit von der Fischart und den klimatischen Bedingungen dominieren dabei
Parasiten bzw. Bakterien oder Viren. Die hier zusammengestellten Untersuchungsergebnisse
dokumentieren zwar nicht die gesamte Osterreichische Situation, da sie nur von drei
Untersuchungsstellen stammen: Institut fiir Hydrobiologie, Fisch- und Bienenkunde der

Vet.med. Universitit Wien, Institut fiir Gewisserokologie, Fischereibiologie und Seenkunde
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in Scharfling/Mondsee, Bundesanstalt fiir vet.med. Untersuchungen in Graz. Da sich jedoch
die ersten beiden Institutionen ausschlieB3lich mit Fischen und deren Krankheiten befassen,
kann davon ausgegangen werden, dass der Grofteil der Fischuntersuchungen dort

durchgefiihrt wird. Somit ist diese Ubersicht als aussagekriftig zu bewerten.

Material und Methode

Fiir die vorliegende Zusammenstellung wurden Untersuchungsergebnisse verwendet, die im
Rahmen der Routinediagnostik von Fischkrankheiten erhoben wurden. Der Standort der
damit befassten Labors deckt jeweils ein fischereiwirtschaftlich bedeutendes Gebiet in
Osterreich ab. Das grofte Einzugsgebiet der Bundesanstalt fiir veterinirmedizinische
Untersuchungen in Graz ist die Steiermark, vor allem Karpfenzuchtbetriebe im stidsteirischen
Raum; das Institut fiir Gewésserokologie, Fischereibiologie und Seenkunde in
Scharfling/Mondsee ist in erster Linie Ansprechpartner fiir die westlichen Bundesldnder und
das Institut der Veterindrmedizinischen Universitit in Wien dient als Untersuchungsstelle vor
allem fiir Niederosterreich, die Steiermark und das Burgenland. Die Befunde stammen von
Cypriniden und Salmoniden. Andere Fischarten wurden in dieser Arbeit nicht beriicksichtigt.
Bei jeder Fischuntersuchung werden neben der Sektion bakteriologische und parasitologische
Untersuchungen durchgefiihrt. Virologische Untersuchungen werden nur bei Vorliegen
entsprechender Symptome und nur vom Wiener Institut durchgefiihrt. Untersuchungen im
Rahmen der EU-Zulassung auf Seuchenfreiheit bzw. zur Aufrechterhaltung der Zulassung

wurden nicht miteinbezogen.

Ergebnisse und Diskussion

Vergleicht man das Untersuchungsgut der Grazer, Wiener und Scharflinger
Untersuchungsstelle, erkennt man deutlich, dass in Graz die Einsendung von Cypriniden und
in Scharfling die von Salmoniden iiberwiegt. In Wien ist das Verhdltnis ausgewogen
(Abb. 1). Das héngt ausschlieBlich vom kumulativen Auftreten der Karpfenteiche in der
Stidsteiermark und im niederdsterreichischen Waldviertel ab. Generell fallen auch
Unterschiede im Anteil erregerbedingter zu nicht erregerbedingten Krankheiten auf (Abb. 2
und 3). In Forellenzuchtbetrieben kommt Umweltbedingungen groflere Bedeutung zu, was
wahrscheinlich auch auf die hohen Besatzdichten zuriickzufiihren ist. Karpfenzucht wird in

Osterreich fast durchwegs extensiv betrieben. Weiters iiberwiegen bei den karpfenartigen
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Fischen die Parasiten, wohingegen Bakterien bei allen Fischarten und allen Haltungsformen
vertreten sind (Abb. 4). Der Anteil der Virusbefunde bei Salmoniden ist sicher nicht
aussagekriftig: Nach wie vor scheuen Osterreichs Forellenziichter die Verifizierung der

Verdachtsdiagnose. Es ist daher von einer gewissen Dunkelziffer auszugehen.

Das gleichzeitige Auftreten von Bakterien und Parasiten ist bei Cypriniden wesentlich

héufiger als bei Salmoniden.

Die parasitologischen Untersuchungen ergeben ein Uberwiegen der Ektoparasiten. Die

Reihung der Haufigkeit ist Tab. 1 zu entnehmen.

Tab. 1
Reihung Cypriniden Salmoniden
Protozoa Metazoa Protozoa Metazoa
1 Trichodina sp. Gyrodactylus sp. L. multifiliis Gyrodactylus sp.
2 I. multifiliis A. foliaceus Trichodina sp. Argulus sp.
3 Chilodonella sp. Dactylogyrus sp. I. necatrix Dactylogyrus sp.
4 I. necatrix E. sieboldi Chilodonella sp. Lernea sp.
5 Lernea sp. E. sieboldi
6 P. geometra

Der derzeit herrschende Therapienotstand wirkt sich auf die Bekdmpfung der Parasiten

negativ aus, sodass auch weiterhin mit diesem Problem zu rechnen ist.

Die Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchungen sind in Tab. 2 zusammengestellt.

Tab. 2
Reihung Cypriniden Salmoniden
1 Aeromonas spp. / Pseudomonas spp. Flavobacterium sp. / Flexibacter sp.

Flexibacter sp. Yersinia ruckeri

Plesiomonas sp. Aeromonas salmonicida

Aeromonas spp. / Pseudomonas spp.

2
3
4 Vibrio fluviatilis
5

Renibacterium salmoninarum
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Die Erythrodermatitis oder Geschwiirkrankheit der Cypriniden tritt in den heimischen
Betrieben und angelfischereilich genutzten Gewdéssern haufig und regelmiBig auf.
Verursacher ist vor allem Aeromonas sobria, gefolgt von A. hydrophila, Shewanella
putrefaciens und Pseudomonas fluorescens. Sowohl A. sobria als auch A. hydrophila sind
therapeutisch gut beeinflussbar, da ihre Empfindlichkeit gegeniiber den Gyrasehemmern
Flumequin und Oxolinsdure aber auch gegen Oxytetracyclin gut ist (Abb. 5 und 6). Die
Antibiogramme zeigen aber klar, dass auf eine Resistenzbestimmung vor Therapiebeginn

nicht verzichtet werden kann.

Danksagung:
Wir danken Herrn Friedrich Wachtel fiir die Durchfiihrung der bakteriologischen

Untersuchungen und Frau Monika Pernold fiir die Erstellung des Manuskriptes.

Abb. 1

Untersuchungen im Nutzfischbereich 2000 / 2001
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Abb. 2

Anteil erregerbedingter Krankheiten am Gesamtbefund 2000 / 2001
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Abb. 3

Anteil erregerbedingter Krankheiten am Gesamtbefund 2000 / 2001

160
140

120

=275

100

80

[OSalmoniden erregerbedingt

60 [Salmoniden gesamt

Anzahl der Fillen

40
20 g

Graz

Scharfling




Abb. 4

Gegeniiberstellung der Erregerhaufigkeit 2000 / 2001 - |
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Abb. 6

Empfindlichkeit von Aeromonas sobria (Karpfenisolate) gegentiber ausgewahiten
Chemotherapeutika 2000 / 2001
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Die hauptsichlichsten Grundideen der Aquakultur- und
Fischkrankheitenexperten der Kommission der EU zur Neuregelung der

Richtlinie 91/67/EWG

Hans-Jiirgen Schlotfeldt
DVM Ichthyopathology & Aquaculture app. Expert of the European Commission

Zusammenfassung

Die bisherige Aquakultur Gesetzgebung in der EU (RL 91/67/EWG und nachfolgende RL
und Kommissionsentscheidungen) sollte bereits vor dem 1.1.1997 aktualisiert werden (§ 28
RL 91/67). Dies geschah nicht. Brachte diese Gesetzgebung in 12 Jahren EU-weit
unbestreitbare Erfolge in Sachen Zulassung von VHS/IHN freien Gebieten und Betrieben, so
blieben erhebliche Schwachpunkte ungeldst, wie z.B.
1) als einzige Nutztierart — ist die freie Lebendfischbewegung und Handel mit Liste
II/RL 91/67 (VHS,IHN) infizierten Tieren EU-weit toleriert, ja ,,erlaubt*
2) ein zu sehr ausgeprégter Schwerpunkt Nordeuropa/Lachsproduktion
3) keine ausreichende Beriicksichtigun
3.1 der in der EU geographisch duflerst unterschiedlichen Wassertemperaturregime,
3.2 der Mittelmeeraquakultur und ihren Problemen bei gédnzlich anderen Fischarten als
in Nordeuropa.
Die Revisions-Denkansétze der og.Expertengruppe (sieche Titel dieses Beitrages) weichen
von dem bisherigen Schema der RL 91/67 und 93/53 erheblich ab. Sie versuschen die
og.Schwachpunkte zu beheben und werden im Folgenden im Zusammenhang mit

ausgewdhlten spezifischen deutschen Problemstellungen vorgestellt.
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Summary

The main basic ideas of some of the Aquaculture/Fish & Shellfish Pathology Experts
appointed by the EU Commission regarding the revision of the Directive 91/67/EEC:
The revision should have been carried out before January 1¥ 1997 (§ 28 91/67/EEC). Nothing
happened. Responsible for this is the Commission’s General Directorate for the Protection of
the Consumer (SANCO).
In the course of 12 years this legislation showed unquestionable successes regarding the
approval of zones and farms free of VHS/IHN. But on the same time some fundamental weak
points remained unsolved:

1) as the only one domestic animal — the movement and trade of live VHS/IHN infected

fish is tolerated and even officially “allowed” in the Community
2) the general scope of the aquaculture legislation is still excessively focused on the
salmon production conditions of Northern Europe
3) there is not an adequate consideration of
3.1 the geographically extreme different and variable water temperature regimes
throughout the EU
3.2 the Mediterranean aquaculture and its totally different fish species cultivated
than in Northern Europe is not considered and has not the focus it deserves.

The innovative proposal of the above mentioned group of experts differs considerably from
the actual scheme of the Directives 91/67 and 93/53/EEC. The proposal tries to draft
solutions for these focal points and are briefly presented as well as some specific German

related problems within the context of this proposal are outlined.

Der § 28 der EU-Richtlinie (RL) 91/67/EWG “betreffend die tierseuchenrechtlichen
Vorschriften fiir die Vermarktung von Tieren und anderen Erzeugnissen der Aquakultur
(Amzsblatt der EG Nt 46, S.1) beinhaltet den Wortlaut “...iberpriift der Rat die
Bestimmungen dieser RL vor dem 1. Januar 1997,

Die bitter notige Revision bzw.Aktualisierung dieser Basis-RL fiir die Aquakultur in der EU
wurde bis dato (Anfang 2003) nicht realisiert. Die Griinde dazu liegen bei der Kommission in
Briissel, Generaldirektion Verbraucherschutz (SANCO). Aus Platzgriinden kann hier nicht im

Detail darauf eingegangen werden. Diese Situation reflektiert die geringe Gewichtung des

19



Tieres ,,Fisch® in der Generaldirektion SANCO, in die bedauerlicherweise die allgemeine
Tierseuchenbekdmpfung nach dem Auffliegen der alten DG VI (Landwirtschaft) im Zuge des
BSE-Skandals in der 2.Hélfte der 1990er Jahre, eingegliedert wurde.
So erfolgreich die Dbisherige @ Aquakultur  Gesetzgebung (2 RL, etliche
Kommissionsentscheidungen) in Sachen Zulassung von Gebieten und Betrieben als
VHS/IHN-frei EU-weit war, so blieben erhebliche Schwachpunkte bestehen. Dazu gehoren
z.B. dass
1) beim Fisch — als einzige Nutztierart in der EU — Transport und Handel mit
nachweidlich Liste I RL 91/67 (VHS/IHN) infizierten Tieren EU-weit toleriert, ja
,,erlaubt® sind
2) die RL 91/67 in ihrer noch verbindlichen Fassung zu sehr die Interessen Nordeuropas
und der Lachsproduktion reflektiert
3) nicht ausreichend auf die in der EU
3.1 geographisch duBlerst unterschiedlichen Wassertemperaturregime nimmt
3.2 nicht ausreichend auf die siideuropdische bzw. Mittelmeeraquakultur und ihre
besonderen Problemen — bei génzlich anderen Fischarten und Temperaturen als in
Nordeuropa -

eingegangen wird.

Angesichts des Briisseler Stillstandes ergriff ein Bruchteil der von der Kommission 1988 zur
Ausarbeitung der RL 91/67/EWG bestallten Aquakultur/Fisch-und Schalentierpathologie -
Experten die Initiative um in selbst-bzw. von ihren jeweiligen Institutionen finanzierte
Treffen, ein neues Konzept fiir die Aktualisierung der RL 91/67 (und Nachfolge-RL sowie
Kommissionsentscheidungen) zu erarbeiten. Hierbei sollte den bereits Ende der 1990er Jahre
in Briissel ausgesprochenem Wunsch Rechnung getragen werden: die ,,neue RL 91/67* sollte
entscheidend einfacher, kiirzer, schlanker und vor allem flexibler ausfallen.

Diese Flexibilitdt kann nur erreicht werden, wenn eine Vielzahl von sich stindig erneuernden
Detailfragen in Kommissionsentscheidungen Eingang finden, die in wenigen Wochen
neugefaBt werden konnen; im Gegensatz zu RL, bei denen Anderungen — die u.a.der
Genehmigung durch das Européische Parlament bediirfen — mindestens ein Jahr und mehr
bendtigen.

Die wichtigsten Gedanken des og.Konzepts werden im Folgenden zusammengefasst, wobei
hier lediglich auf Eckpunkte eingegangen werden kann und daher die Nummerierung mit

dem englischen Original nicht iibereinstimmt.
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1) Der Vorschlag beschrinkt sich aus folgenden Krankheiten:
1.1 Infektiose Andmie der Lachse/ISA
1.2 Virale Himorrhagische Septikdmie/VHS
1.3 Infektiose himatopoetische Nekrose/THN
1.4 Infektiose Pankreasnekrose/IPN
1.5 Erythrozytire himatopetische Nekrose/EHN
1.6 Friihjahrsvirdmie des Karpfen,“Spring Viremia of Carp/SVC
1.7 Gyrodactylus salaris
Es wird somit auf die dreigeteilte Liste des Anhangs A der RL 91/67 verzichtet. Das Detail
der Krankheiten und Auflistung der empfinglichen Arten erfolgt {iber eine
diesbez.Kommssionsentscheidung. Sie soll auBerdem Schnellentscheidungsmechanismen zur
raschen FEinbeziehung neu auftauchender Krankheiten — wenn diese sich als
besorgniserregend erweisen sollten — beinhalten.
2) Genauere Kategorisierug von Betrieben und Gebieten mittels folgender
Gesundheitsiiberwachungsmodalitiiten:
2.1 ,,Passive Uberwachung®
sofortige und obligatorische Mitteilung an die zustindige Behdrde bei Erstausbruch
oder Verdacht auf eine bestimmte Krankheit oder unerklédrlich abnorm erhoéhter
Sterblichkeit . Eine tierdrztliche Untersuchung ist notig.
2.2, Aktive Uberwachung*
2.2.1 dito 2.1
2.2.2 Routineinspektion durch die zustindige Behorde oder durch qualifiziertes Personal
im Namen der zustidndigen Behorde
2.2.3 Untersuchung der Fischpopulationen des oder der Betriebe auf klinische Anzeichen
2.2.4 Probenahme zwecks weiterfiihrender diagnostischer Untersuchungen bei Verdacht
auf eine der aufgelisteten Krankheiten oder Beobachtung abnorm erhdhter
Sterblichkeit wéihrend der Inspektion.
2.3 ,Gezielt-aktive Uberwachung“
2.3.1 dito 2.1
232 dito2.2.2
233 dito2.2.3
2.3.4 Vorgeschriebene Probenahme und Untersuchung auf spezifische Erreger mittels

spezifisch vorgeschriebener Methoden.
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Tabelle 1 fasst das Gesagte zusammen

Kategorie |Status Uberwachsungsmodalitit | Hiufigkeit der

Betrieb / offiziellen Uber-

Gebiet wachungsinspektionen
zur Statuserhebung

1 Frei von spezifischen |Basierend auf das Wie im letztgiiltigen
Erregern, geschiitzte |vorhandene Risiko: passive, | Diagnostik-Handbuch
Wasserversorgung, aktive oder gezielt-aktive (Fische) der OIE oder via
zugelassene Gebiete | Uberwachung fiir Kommissionsentscheidun

zugelassene Betriebe (in g fiir jede einzelne der
nicht zugelassenen gelisteten Krankheiten
Gebieten)

2 Frei von spezifischen | gezielt-aktive Uberwachung | Minimumhiufigkeit
Krankheiten/frei von einmal im Jahr
spezifischen Erregern (proportional zum

Infektionsrisiko).
Probevolumen im
Einklang mit dem
Uberwachungsprogramm
vor Ort

3 Frei von klinischen aktive Uberwachung Wie bei Kategorie 2.
Anzeichen in Probevolumen im
Gebieten, wo die Einklang mit den giiltigen
Umweltbedingungen Diagnosemethoden
und die Fischart das
Auftreten klinischer
Manifestationen der
Krankheit erlauben

4 Unbekannter Status/ | passive Uberwachung keine
Infiziert/Verdichtig

Die vollstindige Ausmerzung (komplette Leerung, Desinfektion der Anlage,
Brachliegenlassen) muss bei Betrieben durchgefiihrt werden, die ausgehend vom Status

,Infiziert (4) nach Status 3 oder 2 befordert zu werden wiinschen.

3) Uberwachungsbedingungen zur Erlangung der jeweiligen Kategorie

3.1 Alle Betriebe in der EU sollen im Hinblick auf die gelisteten Krankheiten bzw. der

empfanglichen Fischart(en) durch die zustindige Behorde kategorisiert werden

Ein praktisches Beispiel hierzu zeigt Tabelle 2.

22




Tabelle 2

Beispiel der Kategorisierung eines Betriebes

Die Kategorisierung eines Betriebes fiir jede der gelisteten Krankheiten kann wie folgt
iibersichtlich und mit einem Blick zu erfassen dargestellt werden:

Name des Betriebes

Adresse Land GIS-Code

Krankheit

VHS
IHN
IPN
ISA

Gyrod.
salaris

EHN

SVC

Kategorie / Status

N/A 1 2 3 4

X

N / A: nicht anwendbar — z.B. keine empfangliche Fischart vorhanden

3.2 Die Kategorien der Betriebe wéren

3.2.1

322

3.23

324

EU-zugelassene Gebiete oder EU-zugelassene Betriebe in einem nicht-
zugelassenem Gebiet (der Jetztzustand der RL 91/67)

Auf nationaler Ebene zugelassene Betriebe als frei von einer spezifischen
Krankheit — d.h. getestet auf einen spezifischen Erreger wenn die
Bedingungen vor Ort dergestalt sind, dass die Krankheit sich klinisch nicht
manifestiert, wie z.B. IPN bei dlteren Salmoniden , Gyrodactylus salaris bei
Regenbogenforellen, VHS bei Wassertemperaturen {iber 14°C
Augenscheinliche Freiheit von einer der gelisteten Krankheiten, auf der Basis
von (nur) klinischen Inspektionen — aber in Gegenden wo die
Umweltbedingungen und gehaltenen Fischarten dergestalt sind, dass die
Krankheit sich klinisch manifestieren kann

Mit einer (oder mehreren) der gelisteten Krankheiten infizierte Betriebe oder

Betriebe mit diesbez. unbekanntem Status
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Betriebe und Gebiete sind in der RL 91/67 definiert. Die Definition von Kiistengebieten

muss noch erarbeitet werden. Die Kategorisierung von Kiistengebieten hingt vom Status der

unmittelbar anliegenden (Binnen)Gebieten ab.

4)

)

Bedingungen fiir Betriebe und Gebiete um die nichsthohere Kategorie zu

erlangen

4.1

Die Uberwachungsprogramme fiir Betriebe und Gebiete (Kategorie 1) miissen von
der Kommission gebilligt und mittels einer Kommissionsentscheidung spezifiziert

werden

4.2 Die Uberwachungsprogramme fiir Krankheits-freie Betriebe der Kategorien 2 und 3

4.3

5.1

5.2

53

54

konnen von der zustindigen Behorde auf nationaler Ebene genehmigt werden
Die Bedingungen damit sich ein Betrieb von einer Kategorie zur néchsten bewegt,
inklusive Handelseinschrinkungen, Zeitrahmen zur Erlangung der jeweiligen
anderen Kategorie sowie die Héufigkeit der Inspektionen sollen in einer
Kommissionsentscheidung geregelt werden
Anzeige (einer gelisteten Krankheit), Aufhebung und Wiederherstellung der
Kategorie
Jede Person, die den Verdacht auf Anwesenheit, Einschleppung oder aber
Bestitigung einer der gelisteten Krankheiten vermutet, fiir die Betriebe der
Kategorie 1,2 und 3 vorher als frei zertifiziert wurden, muf3 sofort den Fall an die
zustindige Behorde anzeigen
Die Mitgliedstaaten (MS) miissen Regelungen fiir die zu ergreifenden Maflnahmen
fiir die obligatorische Anzeige und Untersuchung abnorm erhdhter Sterblichkeit
erlassen
die zustidndige Behorde sollte den Fall untersuchen und wenn der Verdacht bestatigt
wird, muss die Kategorisierung voriibergehend aberkannt werden und je nach
vorhandenem Infektionsrisiko Lebendfischbewegungen aus dem betroffenen Betrieb
einschrinken
alle Unteranlieger eines infizierten Betriebes sowie alle die sich in nidherer
Umgebung befinden oder direkten Kontakt iiber die Wasserversorgung zum

infizierten Betrieb haben, miissen als ,,leicht infizierbar* gelten und im Hinblick auf
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Handel als Kategorie 4-Betrieb herunterklassifiziert werden, auch wenn der Erreger
in diesem Betrieb noch nicht bestétigt wurde
5.5 1im Falle der Bestétigung einer Infektion in einem Betrieb innerhalb eines Gebietes
der Kategorie 1, wird dieser Kategoriestatus fiir das gesamte Gebiet aufgehoben
5.6 Wiederherstellung des Kategoriestatus nach Verdacht:
Wenn der Verdacht ausgerdumt ist, sollte der vorherige Status des Betriebes sofort
wiederhergestellt werden
5.7 die Wiederherstellung des Kategoriestatus nach einer Infektionsbestitigung ist an
folgende Bedingungen gebunden:
5.7.1  wenn ein Ausbruch vorliegt:
- alle Fische des infizierten Betriebes miissen geschlachtet und die infizierten
bzw. kontaminierten Tiere nach Angabe und Kontrolle durch die zustdndige
Behorde risikofrei vernichtet —
- der Betrieb und alle Gerdtschaften nach Angabe und Kontrolle durch die
zustiandige Behorde desinfiziert worden sein.
5.72  Nach Ausmerzung des Ausbruches miissen alle die in ,3)“ genannten
Bedingungen erfiillt sein.
Die spezifischen Bedingungen fiir die Wiederherstellung des Kategoriestatus werden von
einer Kommissionsentscheidung beschlossen
6) Regeln zum innergemeinschaftlichen Handel
6.1 Bewegungen von lebenden Fischen , Eier und Gameten zwischen Betrieben und
Gebieten:

6.1.1 Sie sind nur zwischen Betrieben der gleichen-oder einer darunter liegenden
Kategorie erlaubt.

6.1.2 Alle Lebendfisch-und Gametenbewegungen in und aus einem Betrieb (mit
Ausnahme von Betrieben der Kategorie 4) in dem der Verdacht besteht mit einer
der gelisteten Krankheiten infiziert zu sein, sollten eingeschriankt werden, bis der
Verdacht mittels Laboruntersuchungen bestitigt oder verworfen wurde. Die
Zeitspanne hierzu hingt von der in Frage kommenden Krankheit ab und wird in
einer Kommissionsentscheidung spezifiziert. Wihrend des
Untersuchungszeitraumes konnen Fische mit Zustimmung der zustdndigen Behorde
zur Schlachtung oder in einen Kategorie 4-Betrieb bewegt werden.

6.1.3 Die MS sind aufgefordert MaBBnahmen auszuarbeiten, die der Regulierung des

Handels mit lebenden Fischen aus Betrieben, die eine abnorm erhohte Sterblichkeit
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6.2

6.3

6.4

aufwiesen und die moglicherweise auf eine signifikante, der Gemeinschaft
exotische oder unbekannten, neu auftauchenden Krankheit zuriickgefiihrt werden
konnte.

Die Bedingungen der Lebendfisch-und Gametenbewegungen sollten fiir alle
Fischarten gelten, nicht aber wenn praktische Erfahrungen und wissenschaftlich
fundierte Erkenntnisse zeigen, dass keine passive Ubertragungsgefahr der
Krankheit besteht falls Lebendfische und Gameten in ein Betrieb oder Gebiet einer
niedrigeren Kategorie transferiert werden. Ausnahmen hierzu kénnen von der
zustindigen Behorde genehmigt werden, wenn irgendeine Fischart einschlieBlich
threr Laich(Eltern)fische aus der marinen Umwelt in eine sichere Einrichtung
zwecks  wissenschaftlichen  Forschungs-und  Entwicklungsvorhaben sowie
kommerziellen Zielen verbracht werden. Einddimmungs- u.a. Bedingungen werden
in einer Kommissionsentscheidung vorgeschrieben.

Der Transfer von Salmonidenarten von Meeres-zu Siilwasser wird in einer
Kommissionsentscheidung festgeschrieben.

,Kaltwasserornamentale® Fische (Arten werden aufgelistet) die aus Betrieben in
natiirliche Gewésser verbracht werden, miissen den gleichen Bedingungen wie die
fiir die gewohnlichen Nutzfischarten nachkommen.

Diese RL betrifft nicht tropische Zierfische die stindig in Aquarien gehalten
werden und sich nicht in natiirlichen Gewissern der EU vermehren kdnnen.

Lebendfischbewegungen zur Schlachtung oder zum direkten Verzehr.

Der Transfer von lebenden Fischen, unabhingig von der Kategorie des
Herkunftsbetriebes oder Gebietes zur Schlachtung bzw. in
Verarbeitungseinrichtungen ist unter den Bedingungen erlaubt, die in einer diesbez.

Kommissionsentscheidung beinhaltet sein werden.

Der Transfer von abgeschlagenen Fischen, unabhingig von des Herkunftsbetriebes
oder Gebietes zur Schlachtung bzw. in Verarbeitungseinrichtungen ist unter den
Bedingungen erlaubt, die in einer diesbez. Kommissionsentscheidung beinhaltet sein
werden.

Freilassung von lebenden Fischen in natiirliche Gewasser.
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Die Freilassung von lebenden Besatzfischen in natiirliche Gewisser  ist
ausschlieBlich aus Betrieben erlaubt, die eine dquivalente bzw.eine hohere Kategorie
aufweisen.

Kategorie 4 Betriebe konnen damit keine Fische zu Besatzzwecken liefern, mit

Ausnahme von Gewdssern die keine Verbindung zu natiirlichen FlieBgewéssern
haben.

6.5 Lebendfischbewegungen zwischen natiirlichen Gewassern.
Sie sind nur aus Gewassern der gleichen oder einer hoheren Kategorie erlaubt
7) Regeln zum Transport von Lebendfischen

Registrierung von Lebendfischtransporteuren, Haltern und Handler.

7.1 Alle Lebendfischtransporteure, Halter und Lebendfisch-Dealer miissen von/bei der
zustindigen Behorde registriert werden. Details dazu werden in einer

Kommissionsentscheidung niedergelegt.

7.2 Die Transportregeln  fiir diesen Personenkreis werden im Detail in einer

Kommissionsentscheidung dargelegt werden.

8) Regeln fiir Lebendfisch-Handler
8.1 alle Dealer miissen von/bei der zustindigen Behorde registriert sein
8.2 alle Dealer miissen detaillierte Aufzeichnungen fiihren iiber:
8.2.1 Name und Adresse des Unternehmens und des Personals.
8.2.2 Lage aller Halterungseinrichtungen  mittels eines  geeigneten
Koordinatensystems.
8.2.3 Details der Wasserversorgung und der Hélterungseinrichtungen
8.2.4 Datum und Menge der Lebendfische nach Arten, die in und aus den
Hilterungseinrichtungen bewegt werden sowie Bestimmungsort des
Transports, Name und Adresse des Transporteurs.
8.2.5 Notierung der Tagessterblichkeit in jeder Halterungseinrichtung, dargestellt in

Prozentsitzen der Gesamtfischmenge in der Einheit.
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8.2.6 Im Falle von aus der Einrichtung entkommenen Fischen, miissen diese der
zustindigen Behorde mit Angabe der ungefdhren Menge, Gewichtsschnitt und
Gesundheitszustand gemeldet werden.

8.2.7 Gesundheitsstatus der gehaltenen Fische: im Falle von Erkrankung sollte
aufgezeichnet werden: Diagnose-von wem durchgefiihrt
(Fischgesundheitsdienst, Tierarzt), durchgefiihrte Behandlungen , eingesetzte
Wirkstoffe und Behandlungsrouten, usw.

8.2.8 Die Transportmodalititen werden in Abschnitt 7 spezifiziert.

8.2.9 Lebendfisch-Dealer sollten den gleichen Handel-und Transportregeln
unterworfen werden wie in den Abschnitten 6 und 7 dargelegt.

8.2.10 Die Betreiber, Betriebs-und Inspektionsbedingungen im Hinblick auf Dealer
und ihre Hilterungsbdeingungen werden in einer Kommissionsentscheidung

niedergelegt.

9) Registrierung und Uberwachung von Schlacht-und Verarbeitungsbetrieben
9.1 Alle Schlacht-und Verarbeitungsbetriecbe miissen von der zustindigen Behdrde
registriert werden.
9.2 Die Betriebsbedingungen von Schlacht-und Verarbeitungsbetriebe werden von einer

Kommissionsentscheidung dargelegt.

10) Kommissionsentscheidungen die zur Unterstiitzung bzw.Flexibilisierung dieses
Innovationskonzepts der RL 91/67/EWG benotigt werden:

Wie eingangs erwihnt, ist es zwecks Verschlankung und Flexibilisierung der neuen RL

91/67 ndtig, Detailfragen den leicht und schnell veridnderbaren und anzupassenden

Kommissionsentscheidungen zu iiberlassen.

Im folgenden nur die Wichtigsten:

10.1 Liste der Krankheiten und der empfanglichen Arten.

10.2 Uberwachung, Hiufigkeit der Inspektionen, Beprobung und Tests zur Erhaltung
des Status in Betrieben und Gebieten fiir jeder der Kategorien.

10.3 Bedingungen zur Lebendfischbewegung von einer Kategorie zur anderen, inklusive
Handelseinschrinkungen, Zeitriume, Uberwachung und Inspektionshiufigkeit.

10.4 Durchzufiihrende Untersuchungen und Tests um den Verdacht auf eine bestimmte
Krankheit zu erhédrten oder zu verwerfen, inklusive des fiir jede Krankheit

spezifischen Zeitrahmens.
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10.5  Einddmmungsbedingungen, Durchfiihrungs-oder Aufhebungsbedingungen zum
Transfer von Fischen in Quarantdne-Einrichtungen.

10.6  Regeln zur Bewegung von Salmoniden von Meer-zu Siilwasser, innerhalb des
Risikozusammenhanges der VHS fiir Regenbogenforellen.

10.7  Bedingungen von Lebendfischbewegungen zu Schlachtungszwecken

10.8 Bedingungen von Bewegungen von abgeschlagenen Fischen zu
Verarbeitungszwecken.

10.9  Registrierungsdetails fiir Lebendfischtransporteure sowie Handler und Halter.

10.10 Regeln fir den Wasserwechsel, Sduberung und Desinfektion bei
Lebendfischtransporten

10.11 Betreiber/Betriebsbedingungen und Inspektionshdufigkeit bei Dealern und ihre
Halterungseinheiten.

10.12 Besondere Bedingungen zur Wiederherstellung des Kategorie.Status,
etc.

Einige dieser Themen konnten in weniger Kommissionsentscheidungen kombiniert

werden.

In der Zwischenzeit wurde dieses Konzept in den Neugestaltungsvorschlag der RL 91/

67/ EWG aufgenommen. Es soll nach Verabschiedung durch die gesamte hier genannte
Aquakultur/Fisch-und Schalentierpathologie-Expertengruppe der Kommission etwa Ende
2003 den MS =zugeleitet werden. Es folgt das langwierige Prozedere iiber Rat und
Europdischem Parlament. Fiir die endgiiltige Verabschiedung soll die Prasidentschaft der
Vereinigten Konigreichs in der 1.Hélfte 2005 genutzt werden — denn es muss die
Prisidentschaft eines MS sein, in dem Fisch und Aquakultur die nétige Gewichtung und die
hohere Prioritét aufweist.

Die Kommission plant heute in dulerst groBzligigen Zeitrdumen...

Abschlussbemerkung:
Besondere Problemkreise der Bundesrepublik Deutschland und Losungsvorschlige im
Zusammenhang mit dem vorliegenden EU-Expertenvorschlag zur Neufassung der RL

91/67/EWG*
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Problemkreis 1: Handel

Im Rahmen der derzeitigen EU-Aquakultur Gesetzgebung ist Deutschland mit einem
Importvolumen von 25.000 t/Jahr allein an Forellen innerhalb der EU-MS wahrscheinlich
dem groBten Infektionsrisiko ausgesetzt.

StiBwasserfischproduzenten, Verarbeitungsbetriebe, Hobbyisten und Angelteichbetreiber
haben nur ein wirkliches Interesse: billigen Fisch.

Wegen den allgemeinen geographischen Bedingungen, riskanter
Wasserversorgungsbedingungen aus FlieBgewéssern, heute mehrheitlich ohne abgrenzenden
Barrieren, usw., hat eine Mehrheit der Betreiber in Deutschland keine Aussicht auf
Zulassung bzw. die Kategorie 1 dieses Konzepts zu erreichen.

Die Produktionskosten sind in Deutschland unveréndert hoher als Importe aus Italien, Polen
und anderen Himmelsrichtungen.

Wenn fiir Deutschland keine Losungen zu Og. gefunden werden, droht die Bundesrepublik
zur Miillhalde fiir infizierte Forellen u.a. Fischen in Europa zu verkommen und damit eine

Gefahr fir andere EU-MS.

Problemkreis 2: ,,Hobbyisten*

Eine sehr kleine Wasserversorgung, ein oder mehrere sehr kleine Teiche, ein Schuppen und
der Grillplatz — das ist die Struktur eines ,,Hobby-Betriebes*.

Davon existieren in Deutschland Zehntausende, sehr viele von ihnen betreiben ihr Hobby
ohne Genehmigung oder Kenntnis der zustidndigen Behdrde.

Aber abgesehen von ihren Grill-Partys — viele von ihnen verkaufen Fische, die zu
Besatzzwecken eingesetzt werden.

Eine vollstindige Registrierung aller Anlagen dieses Sektors wird — wenn auch
unterschiedlich von Bundesland zu Bundesland - auch weiterhin sehr schwierig, wenn nicht
gar eine Illusion bleiben.

Nur in dem halben Dutzend der z.Zt. in Deutschland zugelassenen Klein-Gebieten sind

Hobbyisten-Betriebe erfasst und iiberwacht.

Problemkreis 3: ,,Kategorie 3
Das Hauptziel der gesamten Aquakultur-Gesetzgebung in der EU ist auch weiterhin die
Gesundheitsverbesserung sowohl aller in Aquakultur-Einrichtungen produzierten Nutzfische

wie auch der Fischbestinde in natiirlichen Gewéssern anzustreben.
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Das bedeutet, dass alle Fischhalter in der EU ermutigt werden miissen freiwillig Liste
II(VHS/IHN)-freie Fische zu produzieren. Dieses ist fiir jede BesatzmaBnahme von
essentieller Bedeutung. Deshalb sind hier Betriebe der Kategorie 4 von Besatzmafnahmen
grundsétzlich ausgenommen.
Die im vorliegenden Konzept angebotene Kategorie 3 ist in diesem Zusammenhang von
begrenztem Wert:
- es wird seitens der Betreiber der siideuropdischen MS wegen ihrer was VHS/IHN
angeht so vorteilhaften Wassertemperaturregime kein Interesse geben die Katego-
rie 3 anzustreben
- Kategorie 3 ist nicht anwendbar z.B. fiir IPN und IHN bei édlteren Fischen, ISA und
Gyrodactylus salaris bei Forellen, SVC bei élteren Karpfen und in Zentral-und Siidost-
Europa extensiv gehaltenen jlingeren Karpfen — denn diese werden nie klinisch
wahrnehmbare Symptome dieser Krankheiten entwickeln. Zwar kann es Ausnahmen
geben, sie sind aber selten.
- Die Missbrauchsgefahr ist groB, denn die nur ,,aktive* Uberwachung (sieche Abschnitt 2)
beinhaltet keine virologische Kontrollen
- Die ,,sofortige und obligatorische Meldung von unerklérlich abnorm erhohter Sterblichkeit
an die zustdndige Behorde* ist bei uns eine Illusion was die Hobbyisten anbelangt, und
vielleicht nicht nur fiir die — siche oben: ,,kein Auftreten von klinisch wahrnehmbaren

Symptomen* unter og. Bedingungen.

Problemkreis 4: ,,nihere Umgebung... (siche Abschnitt 5, Punkt 5.4: ,alle Unteranlieger
eines infizierten Betriebes sowie alle die sichinder naheren Umgebung befinden
oder direkten Kontakt...”).

Vielleicht mit Ausnahme einiger weniger und gut definierter Félle in einigen Bundesldndern,
kann die geographische Dichte der Bebtriebe in Deutschland nicht mit der Dénemarks
verglichen werden. Die Betriebsdichte in Ddnemark ist vielleicht einzigartig in der EU und
sollte nicht auf andere Landstriche der Gemeinschaft so einfach extrapoliert werden.
Erfahrungen in Baden-Wiirttemberg haben gezeigt, dass es in 10 Jahren keinen einzigen
Wiederinfektionsfall von zugelassenen Betrieben gegeben hat. Es fehlt noch der
wissenschaftlich fundierte Beweis zur Behauptung dass ,,ndhere Umgebung* ein untragbares
Risiko darstellt. Es fehlt eine genaue Definition, was ist ,,ndhere Umgebung® (,.close

proximity*). Auch hier kann man wahrscheinlich nicht so einfach ,ndhere Umgebung® in
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eine starre Formel bringen. Es gibt mit Sicherheit entscheidende Unterschiede von Fall zu

Fall, die eine starre Definition ad absurdum fithren konnen.

Die Formulierung von Punkt 5.4 ist zu stringent und deutsche Teichwirte, die eventuell noch

Interesse fiir das EU-Zulassungsprozedere zeigen, kaum plausibel zu machen.

Zu diesen 4 Eckpunkten konnen folgende Losungsvorschldge unterbreitet werden:

1) eine genauere Definition von ,,Detailverkauf* (,retail sale”, § 2 No.10 RL 91/67). Im

Allgemeinen wird dies (deutsch) als ,,mit Ausnahme einer k1einen Anzahl von

Fischen...” verstanden.

Vorschlag: ,,Detailverkauf fiir den dire kten menschlichen Verzehr*.

2) Im Hinblick auf die hier als ,,Problemkreise 1 und 2 bezeichnete Situationen sowie den

jahrzehntelangen schlechten Erfahrungen von BesatzmaBnahmen durchfithrende

Angelsportvereinen u.a. Institutionen in der Bundesrepublik Deutschland, wire es

moglich diese Institutionen zu iiberzeugen eine obligatorische (auf MS-Basis interne)

Gesundheitsbescheinigung von j e de m zu verlangen, der Besatzfische

verkauft. Diese

Gesundheitsbescheinigung muss mindestens eine virologische Kontrolluntersuchung

beinhalten.

Dies wiirde automatisch dazu fithren, dass:

die geographische Lage eines jeden Fischhalters und Herkunft seines
Fischbestandes  bekannt wird und der Gesundheitszustand durch eine
virologische Kontrolluntersuchung glaubhaft untermauert werden wiirde. Der
Betreiber wire damit in der Lage die verlangte Gesundheitsbescheinigung
beizubringen

automatisch alle Hobbyisten-u.a.Betreiber, die dieser Untersuchung aus
welchen Griinden auch immer n i ¢ h't nachkommen wollen, vom immer
noch profitablen Lebendfischverkauf zu Besatzzwecken ausgeschlossen
bleiben.

es vielleicht zu einem hochwillkommenen Seiteneffekt kommen wiirde: grof3e
Lebendfisch-Dealer, die in Deutschland allzu oft als echte Seuchenschleuder

funktionieren und iiberhaupt kein Interesse an Fischkrankheiten-Einddmmung
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zeigen, mangels  Gesundheitsbescheinigung ebenfalls vom Satzfischverkauf
ausgeschlossen blieben. Es ist sogar unwahrscheinlich, dass sie sich der hier
vorgeschlagenen simplen Gesundheitskontrolle unterwerfen, die viele von

thnen immer noch als geschéfstbehindernd, tiberfliissig und sinnlos erachten

- dies automatisch zu einer Beforderung des Niveaus von Kategorie 3 fithren
kann — wie es der Wunsch der Bundesrepublik Deutschland ist,

- dies wiirde bedeuten, dass nach dem ersten Jahr des Mitmachens in einem
nationalen Programm um die Kategorie 2 zu erreichen, diese Betreiber auto-
matisch in den Rahmen des (erwiinschten) ,,gezielt-aktiven (Abschnitt 2/2.3)
Uberwachungsmodus hineinwachsen wiirden,

- dies einen konkreten Schritt voran bedeuten wiirde, um das gemeinsame Ziel

zu erreichen die Fischgesundheit in der EU zu verbessern und die VHS/IHN (und

moglicherweise andere Fischseuchen) in der Gemeinschaft auszumerzen.

*: Diese Gedanken wurden fiir Briissel in aktiver Zusammenarbeit mit Herrn Dr. J.
Rapp/Fischgesundheitsdienst/Fischseuchenbekdmpfungsdienst
Baden-Wiirttemberg/Aulendorf zu Papier gebracht.

Das Jahr 2003 wird wahrscheinlich fiir die Aktualisierung und Neufassung der Aquakultur-
Gesetzgebung in der EU unter Einbeziehung der Eckpunkte des hier nur sehr knapp
dargelegten Innovationskonzepts der genannten Kommissions-Experten Gruppe entscheidend

sein.
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Planung, Genehmigung und Durchfiihrung eines Gebietsprogramms

Jorg Rapp
Staatliches Tierdrztliches Untersuchungsamt, Diagnostikzentrum Aulendorf

Lowenbreite 20-22, D-88326 Aulendorf

Zusammenfassung:

Um eine erfolgreiche Bekdmpfung von VHS- und IHN in einem groBeren Gebiet in
Deutschland durchfiihren zu kénnen, muss man eine Strategie entwickeln. Als ersten Schritt
benétigt man eine groflere Zahl zugelassener Betriebe. Der 2. Schritt ist die Planung und
Durchfiihrung von Gebietsprogrammen in wichtigen Gebieten der hauptberuflichen
Fischhaltung. Hier miissen Priorititen gesetzt werden. Im 3. Schritt kann man sich dann unter
Nutzung vorhandener zugelassener Betriebe und kleinerer Gebiete an die Ausdehnung auf
flichenméBig groBe Gebiete heranwagen. Dieses Vorgehen ist zeitaufwendig aber sicher und
notwendig, weil wir nicht nur die Fischhaltungsbetriebe, sondern auch Hobbyanlagen und
den Besatz durch Fischwasserpéchter kontrollieren miissen. Auflerdem ist es ein wichtiger
Vorteil, dass man fiir den Fall einer Infektion in der Programmperiode oder spéter, auf
verbleibende kleinere zugelassene Gebiete zuriickgehen und neu beginnen kann. Die
gesetzlichen Bestimmungen, KontrollmaBBnahmen, verschiedene Madoglichkeiten von
Programmdauer in Verbindung mit dem Probevolumen und zu erwartende Schwierigkeiten
werden diskutiert. Der aktuelle Trend, die Gewisser fiir wandernde Fischarten durchgingig
zu machen, wird uns in Zukunft Probleme bereiten weil die RL 91/67/EWG ein
Aufstiegshindernis fordert, das die Einwanderung von Fischen in das Programmgebiet

verhindern soll.

Summery

For a successful control of VHS and IHN in a large area of Germany a strategy must be
developed. As the first step we need more than only a few approved farms, which can supply
trout and other fish species for a program zone. Then as the 2nd step it will be possible to
plan more small program zones. Water catchment areas with great importance for the fish

market must have priority. If these programs are successful, as the third step one can risk to
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create a larger program zone. This procedure in three steps is time consuming but safer and
necessary because we have to control all farms, each hobby farm and each purchase of fish
for stocking brooks and lakes. An additional advantage is that in case of an infection in the
big zone during the program period or later, one can go back to the smaller approved zones
with great importance for the fish market. Then the program in the larger water catchment
area can be restarted.

The regulations, the control measures, the different options of program period in association
with the sample volume and expected difficulty are discussed. The present trend to make all
brooks and rivers passable for migrating fish will cause problems in creating program zones
because according to Council Directive 91/67/EWG we need a barrier to prevent fish

migrating from downstream.

Gesetzliche Bestimmungen: Nach Artikel 10 der Richtlinie 91/67/EWG kann man fiir ein

Wassereinzugsgebiet oder fiir den Teil eines Wassereinzugsgebietes ein Programm erstellen,

mit dem man die anerkannte Freiheit von Viraler Haemorrhagischer Septikdmie (VHS) und

/oder Infektioser Haematopoetischer Nekrose (IHN), die Zulassung durch die EU fiir dieses

Gebiet erlangen kann. Die Umsetzung in nationales Recht ist in Deutschland erfolgt. Das

Tierseuchengesetz ermdglicht in den §§ 17a und 17b i.V. m. § 79 die Ausweisung von

Schutzgebieten. In den Absétzen 4-6 des § 17 der Fischseuchenschutz VO delegiert das

Bundesministerium die Aufgabe Programme zu erstellen an die obersten Landesbehorden,

die damit erméchtigt werden, die notwendigen MaBnahmen in einer Landerverordnung

festzulegen und Durchfiihrungsvorschriften zu erarbeiten. Das Bundesministerium fordert

weiter, dass ithm die ausgearbeiteten Programme zur Vorlage bei der EU-Kommission

iibermittelt werden.

Artikel 5 und Artikel 10 der RL 91/67 nennen die Nachweise und Angaben, die ein

Programmantrag enthalten und ein Programm erfiillen muss:

e Betroffenes geographisches Gebiet oder betroffene Zuchtbetriebe.

e Maflnahmen, welche die amtlichen Stellen zur reibungslosen Abwicklung des
Programms zu treffen haben.

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

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

e Gegenmallnahmen bei Feststellung einer dieser Krankheiten.

e Zweckdienliche Nachweise wie sie in Anhang B der RL 91/67 ausgefiihrt sind.
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Wird ein solches Programm genehmigt und werden die nach Artikel 5 und Artikel 10 der
Richtlinie 91/67 geforderten Nachweise im vorgeschriebenen Kontrollzeitraum erbracht, so
kann ein Antrag auf Zulassung dieses Gebietes gestellt werden, der dann den gleichen Weg

wie der Programmantrag nach Briissel gehen muss und dort gepriift wird.

Strategie bei der Programmplanung und Sicherung des Programmablaufes: In Lindern,
welche mit Fischhaltungsbetrieben diinn besiedelt sind und in welchen es auch noch
Seuchenbetriebe gibt, ist es nach meiner Ansicht wichtig, dass man zuerst
Quellwasserbetriebe zur Zulassung bringt (= 1. Schritt ) und dann die Zulassung kleinerer
Gebiete mit groBBer Bedeutung fiir die Fischerei iiber ein Programm vorbereitet (= 2. Schritt ).
Gelingt das, so hat man die am stdrksten gefdhrdeten Wasserldufe unter Kontrolle und kann
schlieBlich ein Programm fiir ein groBridumiges Wassereinzugsgebiet unter Eingliederung der
kleinen zugelassenen Gebiete wagen (= 3. Schritt ). Das birgt folgende Vorteile:

e Man hat schon eine Reihe von zugelassenen Betrieben als Lieferanten fiir
Besatzmaterial der Fischhaltungsbetriebe und der Angelgewédsser, wenn man ein
Programm durchfiihren will. In der Planungsphase unserer ersten Programmgebiete
hatten wir zwar geniigend zugelassene Salmonidenbetriebe, hatten aber Probleme
Aschen und Hechte aus zugelassenen Anlagen zu besorgen. Die Produktion eines
reichhaltigen Spektrums an Fischarten im Gebiet selbst ist deshalb ein grof3er Vorteil.

e Wihrend der Programmzeit gelten fiir das Programmgebiet die gleichen
Schutzmaflnahmen wie fiir ein bereits zugelassenes Gebiet. Innerhalb des Gebietes
darf jeder jeden beliefern, von aullen diirfen nur zugelassene Betriebe liefern. Alle
Fischwassernutzer im Programmgebiet miissen sich an die gleichen Regeln halten.
Das ist die wichtigste Sicherung wahren der Programmperiode.

e Bei einem Seuchenausbruch wihrend dieser Programmperiode oder nach der
Zulassung sind Riickzugsmdglichkeiten vorhanden, die einen sofortigen
Wiederbeginn erlauben, weil nicht allen Teilnehmern gleichzeitig die miihsam
erworbene Zulassung wieder entzogen wird.

Nach der Richtlinie 91/67 muss nur der vermarktende Fischhaltungsbetrieb - dort
,Fischzuchtbetrieb* genannt - virologisch untersucht werden. Er gilt als Indikator und zeigt
eine vorhandene persistierende Infektion im Wassereinzugsgebiet des Gewdéssersystems an,
v. a. wenn er im Unterlauf des FlieBgewdssers angesiedelt ist. Der Klein- und Einzelverkauf

fallt nach Artikel 2 Nr.10 der Richtlinie 91/67/EWG nicht unter den Begriff der
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Vermarktung. Klein- und Einzelverkauf sind aber nicht weiter definiert. Gemeint sind
Hobbybetriebe, die damit von der Definition des Fischhaltungsbetriebes nach Art.2, Nr. 4 der
RL 91/67/EWG ausgenommen werden. Sie miissen sich zwar, wenn sie in einem solchen
Gebiet liegen, wie die Fischwasserpachter auch, an die Regeln beim Einkauf von
Besatzmaterial halten, doch eine virologische Untersuchung ihrer Fische wird von der EU nur
im Verdachtsfall verlangt. Dies fiihrt bei der Vorstellung solcher Programme in Briissel
regelmiBig zu anhaltenden Diskussionen, weil Hobbybetriebe eine rein deutsch-
osterreichische Spezialitit sind. Ohne deren Kontrollen, das wissen aber wir genau, wére bei
uns der Seucheneinschleppung in Programmgebiete und zugelassene Gebiete Tiir und Tor
geoffnet. Um sie klinisch und ggf. virologisch kontrollieren zu konnen, muss man sie zuerst
erfassen und registrieren. Dies und die Erfassung aller Fischwasserpiachter im Gebiet ist die
schwierigste und zeitaufwendigste Arbeit. Ohne eine gute Zusammenarbeit von
Veterindrbehorde, Fischereibehdrde und Fischgesundheitsdienst kommt nicht viel in Gang.
Bei uns in Baden-Wiirttemberg hat es sich bewéhrt, dass der Fischgesundheitsdienst die
Initiative ergreift und die Zusammenarbeit koordiniert. Die Bereitschaft der Haupt- und
Nebenerwerbsbetriebe freiwillig mit zu machen ist die wichtigste Vorraussetzung fiir das
Gelingen, ohne diese Bereitschaft braucht man ein solches Programm gar nicht beginnen.
Auf welche Weise alle Teilnehmer am Programm an einem Strang zu ziehen haben, das
regelt man iiber die Landesverordnung. Die wesentlichen Punkte sind:

e die Anzeigepflicht und Registrierung aller Fischhaltungen, auch der Hobbybetriebe,

e die Buchfiihrungspflicht fiir alle Fischhaltungen und Fischwasserpachter sowie

e die Untersuchungspflicht der Fischhaltungsbetriebe (gem. der Definition der EU)

e die Verpflichtung lebende Fische auBlerhalb des Gebietes nur in zugelassenen

Betrieben und immer mit der zwingend vorgeschriebenen Transportbescheinigung

einzukaufen.

Abb. 1 Geographische Voraussetzung zur Eignung eines Gebietes fiir die Zulassung

durch die EU
Zwei oder mehrere Bachwasserbetriebe am gleichen Gewissersystem konnen die

Zulassung durch die EU nur iiber die Zulassung des gesamten Wassereinzugsgebietes

(Beispiel 1) oder des Quellsektors eines Wassereinzugsgebietes (Beispiel 2) erhalten.
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Beispiel 2

O Hobbybetrieb

O Fischhaltungsbetrieb

Im Anhang zu dieser Landesverordnung bringt man die Schutzgebiete unter, fiir die man ein
Programmantrag oder einen Zulassungsantrag bei der Kommission einreicht. Im
Durchfiihrungserlass zu dieser Verordnung werden die Aufgaben und Kontrollen prizisiert

und verteilt.
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Wichtige Erfahrungen bei der Durchfiihrung von Programmen: Die ,,Hauptsicherung® in
diesem System ist, dass alle Teilnehmer, Fischhaltungsbetriebe, Angler und Hobbybetriebe
sich an die Regeln halten und dass man durch stindige Kontrollen auch dafiir sorgt. Durch
den Fischgesundheitsdienst werden gem. der Entscheidung 2001/183/EG die klinischen und.
auch virologischen Untersuchungen der Fischhaltungsbetriebe vorgenommen. Einmal
jéhrlich kontrolliert der Amitstierarzt deren Buchfiihrung. Die Buchfithrung der
Fischwasserpachter und Hobbyisten und eine klinische und im Verdachtsfall auch
virologische Untersuchung bei einem moglichst hohen Anteil der Hobbyanlagen wird durch
den Amtstierarzt mit fachlicher Unterstiitzung des Fischgesundheitsdienstes jdhrlich
vorgenommen. Uber Informationsabende im Anschluss an die jihrlichen Kontrollginge
frischt man immer wieder das Verstindnis und das Gedichtnis fiir die Pflichten auf.
Vorgefertigte Muster zur Buchfilhrung und angefiigte Merkblétter helfen den Erfolg zu
sichern und erleichtern die Kontrollen. Die wichtigste ,,Kriicke* fiir alle Beteiligten ist die
Transportbescheinigung. Jeder Teilnehmer weill und kann es auch im Gedéchtnis behalten,
wenn es oft genug gesagt wird, dass er beim Zukauf in Betrieben, die nicht im Gebiet liegen,
eine Transportbescheinigung braucht, um auf der sicheren Seite zu sein. Man muss einen
Weg finden, der erlaubt, dass die Transportbescheinigung in der Einfiihrungsphase kein Geld
kostet. Sonst wird die ,,Kriicke* nicht angenommen. Nach meinen personlichen Erfahrungen
ist die Mehrzahl der Angler an einem Programm interessiert und motiviert. Unwillige unter
ihnen und den Hobbyisten kann man auf die Straf- und Bufigeldvorschriften in § 74 des
Tierseuchengesetzes hinweisen. Die Betreiber von Fischhaltungsbetrieben lassen wir zu
Beginn eines Programms durch ihre Unterschrift unter eine Erkldarung bestétigen, dass sie am
Programm teilnehmen wollen und die Untersuchungskosten iibernehmen. Fiir Angler und
Hobbyisten entstehen keine Kosten. Zur virologischen Kontrolle der Fischhaltungsbetriebe
stehen uns Modell A (teure, 4 Jahre oder ggf. nur 2 Jahre dauernde Kontrollphase) und
Modell B (preiswerte aber 6 Jahre dauernde Kontrollphase) der Entscheidung 2001/183 zur
Verfligung.

Es soll an dieser Stelle auch nicht verschwiegen werden, dass es immer schwieriger wird,
geeignete Programmgebiete zu finden, weil der Trend der Zeit auf die Durchgéngigkeit der
Gewisser driangt, und die Richtlinie 91/67/EWG ein fiir wandernde Fischarten
uniiberwindliches Hindernis verlangt, wenn das Gebiet nicht bis zur Miindung ins Meer
reicht. Es ist wichtig, sich mit den verantwortlichen Stellen abzustimmen, um fiir die

Seuchenbekédmpfung Priorititen zu setzen und gemeinsame Vorschlége auszuarbeiten.
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Erfassung von Fischhaltungsbetrieben im Bundesland Niedersachsen

Dirk Willem Kleingeld

Niedersichsisches Landesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
Task-Force Veterindrwesen

Abteilung Fischseuchenbekdmpfung

Eintrachtweg 17, D-30173 Hannover

Zusammenfassung

Im Jahr 2001 wurde mit einer Neuerfassung von Fischhaltungsbetrieben im Bundesland
Niedersachsen gemill §2 der Verordnung zum Schutz gegen SiiBwasserfisch-Seuchen,
Muschelkrankheiten und zur Schaffung seuchenfreier Fischhaltungsbetriebe und Gebiete
(Fischseuchen-VO) begonnen. Die Datenerhebung wird mit Hilfe der niedersdchsischen
Veterindrdmter durchgefiihrt. Alle Aquakulturanlagen, die im Sinne der Fischseuchen-VO als
Fischhaltungsbetrieb gelten und von epidemiologischer Bedeutung sind, haben registriert zu
werden. Ziel der Erfassung ist der Erhalt einer Gesamtiibersicht zur Struktur der
Fischwirtschaft in Niedersachsen. Die erfassten Daten dienen der Erstellung eines
Verzeichnisses, dass schlie8lich die Auswahl der geméB §5 Fischseuchen-VO einmal jéhrlich
zu untersuchenden Fischhaltungsbetriebe unterstiitzen soll. Wichtiger Bestandteil der
Registrierung ist die Angabe der geografischen Koordinaten. Die Erfassung soll in 2003
abgeschlossen sein. Erste Ergebnisse wurden in einer eigens fiir diese Erhebung entwickelte

Datenbankstruktur eingegeben.

Summary

An updating registration of fish farms in the federal state of Lower Saxony according to §2 of
the German fish epizootics decree started 2001. This recording is carried out with the support
of the district veterinary offices in Lower Saxony. All aquaculture facilities which are fish
farms according to the definition of the Fish Epizootics Decree and are of epidemiological
significance must be registered. The main target of the registration is to obtain an overview of
the fish farming structure in Lower Saxony. Fish farms, which have to be examined once

yearly according to §5 of the Fish Epizootics Decree, can be selected out of the data base. An
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important part of the registration is the geographical specification of the farms. The
registration will be completed in 2003. First results already have been transferred into a data

base especially developed for this purpose.

Einfithrung

Die Definition eines Fischhaltungsbetriebes geméll §1 Fischseuchen-VO besagt, dass ein
Fischhaltungsbetrieb eine Anlage oder Einrichtung zur Zucht von SiiBwasserfischen im Sinne
des §1 Abs. 2 Nr. 4 des Tierseuchengesetzes oder Einrichtung zur Haltung oder Hélterung
von SiiBwasserfischen zum Zwecke der Vermarktung ist. Ausgenommen sind Anlagen oder
Einrichtungen zur Hélterung von Fischen in geringem Umfang zur Abgabe an den
Verbraucher. Aus dieser Definition geht jedoch nicht klar hervor, welche Betriebe aus
epidemiologischer Sicht als Fischhaltungsbetrieb gelten miissen. Da Bestrebungen im Gange
sind, die EU-Fischseuchengesetzgebung zu reformieren und strukturell zu dndern, ist eine
umfassende Ubersicht zur Betriebsstruktur der niedersichsischen Fischwirtschaft im Hinblick
auf die epidemiologische Relevanz von grofler Bedeutung.

Die Notwendigkeit zur Erfassung von Fischhaltungsbetrieben wird in der Fischseuchen-VO
(Verordnung zum Schutz gegen SiiBwasserfisch-Seuchen, Muschelkrankheiten und zur
Schaffung seuchenfreier Fischhaltungsbetriebe und Gebiete vom 17.08.1998) geregelt. In den
achtzigern Jahren wurde gemdl der Fischseuchenschutz-VO im Bundesland Niedersachsen
eine Datenerhebung durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Erfassung sind in der Abbildung 1
grafisch dargestellt. Dabei wurden insgesamt 2532 Fischhaltungsbetriebe registriert. Bei

Erfassung von Fischhaltungsbetrieben in Niedersachsen
in den achtzigern Jahren

3,7% 1,5% 7,1%

76,2%

OHaupterwerb [0 Nebenerwerb @ Verein l Hobby M keine Angabe

Abbildung 1
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insgesamt 8,6% der Betriebe (217) handelt es sich um Haupt- und Nebenerwerbsbetriebe.
Den grofiten Anteil der Zahl erfasster Betriebe repriasentieren die Hobbyisten mit insgesamt
1929 Anlagen (73,2%).

Diese Erfassung ist unvollstdndig und im Hinblick auf die Neufassung der Fischseuchen-VO
nicht aktuell. Eine Neuregistrierung der niedersdchsischen Fischhaltungsbetriebe ist

demzufolge unumgénglich.

Methode

Mit einer Neuerfassung wurde im Dezember 2001 mittels eines Schreibens an die
zustdndigen Veterindrbehorden der 44 niedersdchsischen Landkreise begonnen. Dem
Schreiben begleitend wurden Erfassungsformulare in ausreichender Stiickzahl zur Verfligung
gestellt. Es wurde auch die Mdoglichkeit der Online-Eingabe der Erfassungsdaten mit Hilfe
einer Eingabemaske (Access”) geboten.

Die Registrierung findet auf Basis der in den achtzigern Jahren durchgefiihrten Erfassung,
sowie der in der Praxis des Fachdienstes Fischseuchenbekdmpfungs- und
Fischgesundheitsdienst gewonnenen Kundendaten statt. Dariiber hinaus sollten weitere
Fischhaltungsbetriebe iiber Informationsdaten (Antrdge, Priifberichte, etc.) aus weiteren
Kommunalbehérden (Umwelt-, Naturschutz-, Bau- und Untere Wasserbehorden) ermittelt
werden.

Die Befragung der Fischhalter sollte mdglichst vor Ort im Betrieb stattfinden. Die Erfassung
kann jedoch auch iiber den Postweg veranlasst werden. Die Originale der
Erfassungsformulare werden der Task-Force Veterindrwesen, Abteilung
Fischseuchenbekdmpfung in Hannover zugeschickt. Ein Durchschlag verbleibt bei der
zustindigen Veterindrbehorde, der zweite Durchschlag ist fiir den Fischhalter bestimmt.

Alle Aquakulturanlagen, die im Sinne der Fischseuchen-VO als Fischhaltungsbetrieb gelten
und alle Teichanlagen, die von epidemiologischer Bedeutung sind, miissen erfasst werden.
Dabei ist fiir jeden Betriebsteil, im Sinne einer epidemiologischen Einheit, eine gesonderte
Erfassung auszufiillen. Es wird versucht mit Hilfe dieser Erfassung, auswertbare Erkenntnisse
iiber die Struktur der Fischwirtschaft in Niedersachsen zu erhalten. Dabei konnen neben
haupt- und nebenberuflichen Fischhaltern auch Angelsportvereine, wissenschaftliche
Einrichtungen und Hobbyteichwirte eine wichtige Rolle spielen. Gartenteiche, die im urbanen
Bereich gelegen sind, im Kreislauf betrieben werden und ein Teichvolumen von unter 100 m’

haben, brauchen nicht erfasst zu werden.
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Ermittelt, werden Daten zum Betreiber, zur Anlage, Betriebsart und Erwerbsform, zu den

gehaltenen Fischarten, zur Betriebsform und Wasserversorgung. Nachfolgend sind die zu

erfassenden Angaben aufgezihlt.

Angaben zum Veterindramt: Laufende Nr., Landkreis-KFZ, Telefon, Telefax, Email,

bearbeitet von

Angaben zum Betreiber: Name, Vorname, Anschrift, Telefon, Telefax, Email

Angaben zur Anlage: Bezeichnung der Anlage, Gemeindeschliissel, Koordinaten,
Anschrift, Telefon, Telefax
Betriebsart: Teichanlage: Erdteich, Kunststoffteich, Betonteich, Naturteich;

Kreislaufanlage, Beckenhaltung, Netzgehegehaltung, Zahl, Fliche und Volumen der
Teiche und/oder Becken, Uberspannung

Erwerbsform: Haupterwerb, Nebenerwerb, Vereinsanlage, wissenschaftliche
Einrichtung, Hobbybetrieb

Gehaltene Fischarten: Salmoniden, Cypriniden, sonstige Fischarten

Betriebsform: Vollbetrieb, Satzfischbetrieb, Mastbetrieb, Handelsbetrieb, Abgabe von
Eiern, Satzfischen, Speisefischen (lebend), Speisefischen (geschlachtet), Zukauf von,
Angelteiche, Anzahl

Wasserversorgung: FlieBgewisser, Quellen, Grundwasser, stehendes Gewasser

Bemerkungen, Datum, Unterschrift

Wichtiger Bestandteil der aktuellen Erfassung ist die Ortung der exakten Betriebslage durch

Angabe der geografischen Koordinaten (Gauss-Krueger). Dazu wird beim Besuch vor Ort der

Betrieb mit Hilfe eines satellitengestiitzten GPS-Gerites geortet. Leider ist die Durchfiihrung

der Befragung im Betrieb meistens nicht mdglich. Bei einer Erfassung iiber den Postweg

markiert der Fischhalter die Lage seines Betriebes in einem Kartenabschnitt (1:50.000). Die

Koordinaten konnen spiter mit Hilfe entsprechender Kartensoftware ermittelt werden.

Die Veterindramter der Landkreise iibermitteln die Erfassungsdaten zwecks zentraler

Auswertung an die Task-Force Veterindrwesen, Abteilung Fischseuchenbekdmpfung in

Hannover. Die Erfassungsbogen werden archiviert und die Daten in einer fiir diesen Zweck

entwickelten Datenbankstruktur (Access”) festgehalten.
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Ergebnisse

Bis dato sind Riickmeldungen aus insgesamt 37 Landkreisen eingetroffen. Einige dieser
Landkreise haben aus personalbedingten Griinden mit der Erfassung noch nicht beginnen
konnen und um Aufschub gebeten. Zur Zeit liegen insgesamt etwa 800 vollstindig
ausgefiillten Erfassungsformulare aus insgesamt 23 Landkreisen vor. Insgesamt 250
Erfassungen wurden bereits in der Datenbankstruktur aufgenommen. Abbildung 2 zeigt eine
grafische Darstellung dieser vorldufigen Ergebnisse im Hinblick auf die Betriebsstruktur.

Erst nach Erhalt und vollstindiger Eingabe aller Erfassungsformulare aus dem gesamten
Landesgebiet ist eine signifikante Bewertung des Datenmaterials moglich. Es damit zu

rechnen, dass im Jahr 2003 die Erfassung abgeschlossen werden kann.

Erfassung von Fischhaltungsbetrieben in Niedersachsen

0,8% 4,0% 2 4%

72,2%

O Haupterwerb 0 Nebenerwerb E Verein @ Hobby Mkeine Angabe

Abbildung 2

Diskussion

Der Verlauf der Erfassung hat sich bisher als sehr zogernd erwiesen. Ursache dafiir ist
vermutlich die arbeitsbedingte Uberlastung der zustindigen Veterinirbehdrden. Demzufolge
ist eine vor Ort-Befragung in praxi kaum durchfiihrbar. Eine Ortung der
Fischhaltungsbetriebe ist deshalb in der Regel nur anhand der Angabe in einem
entsprechenden Kartenabschnitt moglich. Leider fehlen diese Angaben in etwa 25% aller
Erfassungen. Hier ist eine erneute Anforderung der Angabe, ggf. aber auch eine telefonische

Ermittlung erforderlich und eine Verzogerung der Registrierung somit unumgéanglich.
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Die Ermittlung der geografischen Koordinaten und damit eine exakte Ortung der
Fischhaltungsbetriebe  ist aus  epidemiologischer  Sicht fiir die  praktische
Fischseuchenbekdmpfung von wesentlicher Bedeutung. Nach Ausbruch einer Fischseuche
konnen gefdhrdete Betriebe mit Hilfe von entsprechender Rasterkarten-Software, unter
Berticksichtigung der Hohenlage und hydrografischen Gegebenheiten, mehr oder weniger
"per Knopfdruck" angezeigt werden. Dieses wiirde - analog =zu klassischen
Tierseuchenbekdmpfungsmallnahmen -  die  Einrichtung  von  "Sperr-  und
Beobachtungsgebieten" ermdglichen. Epidemiologische Simulationsmodelle auf Basis einer
EDV-gestiitzten Ortsbestimmung ("Was wire wenn..."-Szenario) konnen auflerdem bei der
vorbeugenden Seuchenbekdmpfung eine wichtige Rolle spielen.

Grundlage einer zukiinftigen effektiven Fischseuchenbekdmpfung ist daher der Erhalt einer
detaillierten Aufstellung der Struktur der Fischhaltung in Niedersachsen unter
Berticksichtigung der exakten Betriebslage. Die Erfassung soll im Jahr 2003 abgeschlossen

werden. Die aus epidemiologischer Sicht bedeutenden Betriebe sollen selektiert und im

Rahmen der § 5-Untersuchungen jéhrlich beprobt werden.
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Neue bzw. neuartige Virusisolate

im Nationalen Referenzlabor fiir Fischseuchen

Dieter Fichtner, Sven Bergmann, Malte Dauber, Peter-Joachim Enzmann, Harald Granzow
und Heike Schiitze
Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der Tiere

Boddenblick 5a, D-17493 Greifswald-Insel Riems

Zusammenfassung

Das nationale Referenzlaboratorium fiir Fischseuchen (NRL-F) hat die Diagnose
virusbedingter Krankheiten der Fische auf der Grundlage der Fischseuchen-Verordnung und
der Gesetzgebung der Europdischen Union (EU) zu koordinieren und zu sichern. Die fiir
Forellen (Oncorhynchus mykiss) bedeutsamsten Fischseuchen in Deutschland sind die Virale
Hamorrhagische Septikdmie (VHS) und die Infektiose Himatopoetische Nekrose (IHN).
Erstmals 1994 konnte durch das NRL-F ein Virusisolat als VHS-Virus (VHSV) erkannt
werden, das nicht mit kommerziell erhiltlichen, fiir die Routinediagnostik empfohlenen
monoklonalen Antikorpern (mAk) reagierte. In den folgenden Jahren stieg die Anzahl der
Isolierungen des neuen VHSV-Types, der nach dem Ort der Herkunft der erkrankten Forellen
fiir das Erstisolat als VHSV-Typ Wi bezeichnet wurde. 1999 tauchte erstmals ein IHN-Virus
(IHNV)-Isolat auf, das sich ebenfalls nicht mit dem routinemiflig eingesetzten mAk
nachweisen lie. Dieser neuartige hochvirulente IHNV-Typ wurde allerdings bisher nicht
wieder isoliert. Das Vorkommen derartiger Virusvarianten unterstreicht die Notwendigkeit
der stindigen Kontrolle der empfohlenen Diagnostika und ggf. Erginzung oder
Komplettierung z. B. durch eigene mAk als Voraussetzung zur schnellen und sicheren
Diagnose von Fischkrankheiten. Mit der im NRL-F etablierten Reverse-Transkriptase-
abhéngigen Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) werden auch diese neuartigen VHSV- und
IHNV-Isolate erfalit. Diese Methode ist allerdings in der EU-Gesetzgebung zum Nachweis
VHSYV und IHNV noch nicht zugelassen.

IHNV und vor allem VHSV werden zunehmend auch von Fischen isoliert, die bisher nicht zu
den empfianglichen Arten zédhlten In den letzten Jahren wurden von insgesamt 71 marinen

Spezies VHSV isoliert. Diese marinen VHSV stellen eine Gefahr fiir die in der Aquakultur
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gehaltene Nutzfische dar. Ein Virusisolat vom Aal (4nguilla anguilla) aus dem Jahre 1998
konnte als IHNV identifiziert werden. Forellen, die mit diesem Aal-Isolat i.-p. oder iiber ein
Bad infiziert wurden, erkrankten und verendeten mit typischen Symptomen der IHN.

Neben neuen VHSV- und IHNV-Isolaten wurden auch neue bzw. neuartige Isolate aus
Cypriniden untersucht. Ein Isolat von einer Giister (Blicca bjoerkna) erwies sich in der
elektronenmikroskopischen Darstellung als bacilliformes Virus, das morphologische
Eigenschaften von Corona-, Rhabdo- und Baculoviren vereint. Weitere Isolate mit
vergleichbarer Morphologie stammten von einem Goldfisch (Carassius auratus auratus),
vom Graskarpfen (Ctenopharygodon idella) und von Schleien (Tinca tinca). Eine Einordnung
des ,,Giister-Virus®“ in die Virustaxonomie kann nach den bisherigen virologischen,
molekularbiologischen und morphologischen Daten noch nicht erfolgen. Ein weiteres, fiir
Fische neuartiges Isolat von Karpfen (Cyprinus carpio), das Kiemennekrosen und
Hautldsionen verursacht, wird gegenwartig noch charakterisiert. Das Koi-Herpesvirus (KHV)
hat auch Bedeutung als Krankheitserreger fiir Speisekarpfen. Uber erste Erfahrungen bei der

Isolierung von KHV mit Zellkulturen und dem Genomnachweis mittels PCR wird berichtet.

Summary

Based on the German “Fischseuchenverordnung” and on the relevant EU legislation, the
National Reference Laboratory for Fish Epidemics (NRL-F) is responsible for co-ordinating
and ensuring the diagnosis of fish diseases by means of authorised methods. In Germany,
Viral Haemorrhagic Septicaemia (VHS) and Infectious Haematopoietic Necrosis (IHN) are
the most important diseases in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).

In 1994 a first virus isolate which did not react with commercially available and routinely
used monoclonal antibodies (mab) was identified by the NRL-F as a new variant of VHS
virus (VHSV). This new variant of VHSV was named type “Wi”. In the following years the
number of isolates of this new virus type increased. In 1999 another new virus, this time an
IHN virus (IHNV), was isolated which was not detectable with routinely used mab. This
highly virulent variant of IHNV has not been isolated since then. The existence of such virus
variants underlines the necessity to continuously evaluate the recommended diagnostics and
to complete them e.g. by new mab in order to ensure the quick and safe diagnosis of fish
diseases. The reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) established at the

NRL-F is suitable for detecting these new and novel VHS and IHN isolates. However, this
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method has not been adopted yet by EU legislation as an authorised method for detection of
VHS and IHN virus.

IHNV and VHSV are increasingly isolated from fish which so far did not count among the
susceptible species. Within the past few years VHSV have been isolated from 71 wild marine
fish species. These marine VHSV are a threat to farmed fish. An eel (Anguilla anguilla) virus
isolate detected in 1998 was identified as an IHNV. Rainbow trout infected with this eel
IHNV by i.p. injection or by immersion (bath) fell ill and died showing typical symptoms of
[HN.

In addition to new IHNV and VHSYV isolates, new or novel virus isolates from Cyprinides
were investigated. Under electron microscopy a novel virus isolated from a white bream
(Blicca bjoerkna) proved to be a new bacilliform virus with morphological features
resembling those of rhabdo-, corona- and baculoviruses. Other viruses with comparable
morphological features were isolated from goldfish (Carassius auratus auratus), grass carp
(Ctenopharygodon idella) and tench (Tinca tinca). Based on the virological, molecular
biological and morphological data gained so far, it is not possible yet to determine the correct
taxonomic status of this novel virus. Another novel virus isolate from a carp showing gill
necroses and skin lesions is presently being characterized. The Koi Herpesvirus is also an
important pathogen in edible carp. First results on virus isolation by means of cell cultures

and on genome detection by means of PCR are presented.

Fischseuchen in Deutschland

Das nationale Referenzlaboratorium fiir Fischseuchen (NRL-F) hat die Diagnose
virusbedingter Krankheiten der Fische auf der Grundlage der Fischseuchen-Verordnung (1)
und der Gesetzgebung der Europidischen Union (EU, 2-4) zu koordinieren und zu sichern. Die
fiir Forellen (Oncorhynchus mykiss) bedeutsamsten Fischseuchen in Deutschland sind die
Virale Hamorrhagische Septikdmie (VHS) und die Infektiose Hadmatopoetische Nekrose
(IHN), die in die Liste 2 der Aquakultur-Richtline der EU eingeordnet sind. Fiir IHN und
VHS sowie fiir die Infektiose Andmie der Lachse (ISA), die dritte bedeutsame Fischseuche in
der EU, besteht Anzeigepflicht. 2002 wurden bis 31.8. in Deutschland wieder 46 VHS- und 8
IHN-Ausbriiche amtlich festgestellt und durch das Tierseuchen-Nachrichtensystem erfafit (5).
Beim Vergleich der Seuchenmeldungen der letzten 8 Jahre war nach einem deutlicher Abfall
im Jahr 2000 in den letzten beiden Jahren wieder ein Anstieg der Neuausbriiche von VHS

und ITHN zu verzeichnen (Tab. 1).
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Tabelle 1: Neuausbriiche von VHS und IHN in Deutschland von 1994 - 2002 (Stand 31.08.)

Jahr 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 08/02
VHS-Ausbriiche 57 46 56 44 48 71 27 38 46
IHN-Ausbriiche 8 13 13 11 6 9 6 11 8
Gesamt 65 59 69 55 54 80 33 49 54

Nach den letzten Bekanntmachungen des Bundesministeriums fiir Verbraucherschutz,
Erndhrung und Landwirtschaft (BMVEL) besitzen It. Verodffentlichungen der EU (6)
insgesamt 89 Fischhaltungsbetriebe die tierseuchenrechtliche Zulassung als frei hinsichtlich
IHN und VHS nach der Aquakultur-Richtlinie der EU (2). In Baden-Wiirttemberg wurde fiir

2 Teilterritorien die Zulassung als seuchenfreie Gebiete erteilt (7).

Neuartige VHSV- und IHNV-Isolate sowie —Referenzstimme

Zu den Aufgaben des NRL-F gehort es, Virusisolate, die in den regionalen
Untersuchungsdamtern nicht oder nicht sicher identifiziert werden kénnen, zu charakterisieren
sowie neue Referenzstimme zur Verfligung zu stellen. Erstmals 1994 konnte ein neuartiges
VHS-Virus (VHSV) aus an das NRL-F eingesandten Forellen isoliert werden (8). Der neue
VHSV-Typ wurde nach dem Ort der Herkunft der erkrankten Forellen fiir das Erstisolat als
VHSV-Typ Wi bezeichnet. Das neuartige VHSV wurde in den folgenden Jahren gehéuft
nachgewiesen. 1999 tauchte erstmals ein [HN-Virus (IHNV)-Isolat auf, das von MOCK in
Nordrhein Westfalen aus Forellen isoliert und unter der Bezeichnung DF04/99 im NRL-F
registriert wurde (9). Im Herkunftsbestand traten hohe Verluste auf. Die hohe Virulenz fiir
Regenbogenforellen konnten wir in eigenen Infektionsversuchen bestétigen. Dieser neuartige
IHNV-Typ wurde allerdings bisher nicht wieder isoliert. Beide Isolate reagierten nicht mit
kommerziell erhéltlichen, fiir die Routinediagnostik empfohlenen monoklonalen Antikdrpern
(mAk). Wir haben deshalb selbst monoklonale Antikdrper hergestellt (10, 11), mit denen man
diese Isolate nachweisen kann. Bisher stellten wir zum Nachweis von VHSV den mAk ID8
von ENZMANN zur Verfiigung. Fiir die Routinediagnostik sind auch der Anti-VHSV mAk
12G10 und der Anti-IHNV mAk 34D3 von DAUBER geeignet. Bei der molekularen Analyse
der Isolate konnten Mutationen in den fiir das G-Protein codierenden Regionen festgestellt
werden. Derartige Mutationen werden bei VHSV hiufig beobachtet. Auf dem
Sequenzvergleich der G-Gene beruht die Erstellung eines genetischen Stammbaums (12). Der

VHS-Virustyp Wi konnte dabei in die sogenannte ,,Klappmolle Gruppe®, zusammen mit dem
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altbekannten ddnischen Referenzstamm ,,Klappmolle®, eingeordnet werden. Das IHNV-Isolat
DF04/99 kann mit den festgestellten Mutationen der Gruppe von Isolaten aus Deutschland
zugeordnet werden. Unterschiede sind vorhanden zum IHNV-Erstisolat 332 aus Deutschland
von 1992 (13) und zu den nordamerikanischen IHNV-Stimmen. Mit der im NRL-F
etablierten Reverse-Transkriptase-abhéngigen Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) werden
diese neuartigen VHSV- und THNV-Isolate auch erfaf3t. Eingesetzt werden Primer, die aus
der fir das G-Protein codierenden Region abgeleitet wurden, und Primer aus dem
konservierteren N-Gen. Die RT-PCR ist allerdings in der EU-Gesetzgebung als Methode zum
Nachweis von IHNV und VHSV noch nicht zugelassen.

Das Vorkommen derartiger Virusvarianten unterstreicht die Notwendigkeit der stdndigen
Kontrolle der empfohlenen Diagnostika und ggf. Ergénzung oder Komplettierung z. B. durch
eigene mAk als Voraussetzung zur schnellen und sicheren Diagnose von Fischkrankheiten.
Deshalb fordern wir auch die staatliche Zulassung der Diagnostika zum Nachweis
anzeigepflichtiger Tierseuchen.

Das stirker konservierte N-Protein bzw. das fiir dieses Protein codierende Gen sind besser
zum Nachweis von IHNV und VHSV geeignet. Es sollten deshalb mAk eingesetzt werden,
die an das N-Protein binden. Primer fiir die PCR sollten vom N-Gen abgeleitet werden

IHNV und vor allem VHSV werden zunehmend auch von Fischen isoliert, die bisher nicht zu
den empfinglichen Arten zdhlten In den letzten Jahren wurden von insgesamt 71 marinen
Spezies VHSV isoliert. Umfangreiche Untersuchungen zum Vorkommen von VHSV bei
marinen Fischen zeigten, dass VHSV enzootisch in der Ostsee im Skagerrak im Kattegat, in
der Nordsee und in den Kiistenregionen der Britischen Inseln vorkommt. Die VHSV-
Infektion verlduft bei den wildlebenden marinen Fischen in den Gewdéssern Nordeuropas
nach wie vor ohne klinische Symptome (14).

Von den marinen VHS-Viren geht eine Gefahr fiir in der Aquakultur gehaltene Nutzfische
aus. Bisher galten die marinen Isolate flir SiiBwasserfische als nicht oder nur schwach
virulent. Es wurden jedoch nur wenige Isolate gepriift und bei i.-p. Applikation der marinen
Isolate ist VHS auslosbar. Serologisch sind die marinen VHSV-Isolate von Siilwasser-
Isolaten nicht unterscheidbar. Nach genetischer Analyse konnen die marine VHSV-Isolate
von den SiiBwasser-VHSV abgetrennt und in Gruppen zusammengefalit werden. Marine
Isolate, z. B. vom Kabeljau, vom Steinbutt oder vom Hering sind am NRL vorhanden. Ein
VHSV-Isolat vom Aal aus Deutschland, eingesandt von GERBERMANN, kann nach

Gensequenzierung in die marine Gruppe 1 eingeordnet werden (12).
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Aber auch ein IHN-Virus wurde in Deutschland aus Aalen isoliert und von SCHLOTFELDT
an das NRL eingesandt. Die erkrankten Aale zeigten Blutungen am Flossensaum und am
Kopf. Wir konnten mit diesem IHNV-Isolat vom Aal auch Regenbogenforellen infizieren.
Bei Forellen mit einer Stiickmasse von durchschnittlich 3 g konnte nach Bad-Infektion eine
Mortalitit von 28% induziert werden. 50 g schwere Forellen erkrankten und verendeten nur
nach i. p. Infektion.

SchluBfolgernd ist fiir die Fischseuchendiagnostik zu fordern, dafl die marinen VHSV-Isolate
in die Evaluierung diagnostischer Methoden und in die Sensitivititskontrollen der
Routinemethoden einzubeziehen sind. So ist im Diagnosestandard der EU (4) gefordert, dass
auch ein marines VHSV-Isolat bei der Uberpriifung der Empfinglichkeit der verwendeten
Zellkulturen einzusetzen ist. Marine VHSV-Isolate, z. B. vom Kabeljau, vom Steinbutt oder

vom Hering sind am NRL vorhanden.

Neue Virusisolate von Cypriniden

Neben neuen VHSV- und IHNV-Isolaten wurden auch neue bzw. neuartige Isolate aus
Cypriniden untersucht. Im Jahr 2000 erfolgte durch DRESENKAMP und MARTIN die
Einsendung eines Isolates von einer Glister (Blicca bjoerkna). Das Isolat erwies sich in der
elektronenmikroskopischen Darstellung als bacilliformes Virus, das morphologische
Eigenschaften von Corona-, Rhabdo- und Baculoviren vereint (15). Weitere Isolate mit
vergleichbarer Morphologie stammten vom Graskarpfen (Ctenopharygodon idella (16), von
einem Goldfisch (Carassius auratus auratus) und von Schleien (Tinca tinca) (Tab.2).

Tabelle 2: Weitere Isolate vom ,,Giister-Virus“-Typ

Isolat Einsender Herkunft
DF 06/01 (CIVH 33/86) AHNE (Miinchen) Graskarpfen
DF 19/00 (25/95) MOCK (Kirchhundem-Albaum) Goldfisch
DF 09/01 (AF 252) DRESENKAMP, MARTIN (Stendal) Schleie

DF 09/01 (AF 259) DRESENKAMP, MARTIN (Stendal) Schleie

DF 10/01 (AF 372) DRESENKAMP, MARTIN (Stendal) Schleie

Bei der molekularbiologischen Charakterisierung konnten 6 antigene Glykoproteine
nachgewiesen werden. Die Genomanalyse ergab bisher keine bekannten Sequenzen. Eine

Einordnung des ,Glister-Virus“ in die Virustaxonomie kann nach den bisherigen
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virologischen, molekularbiologischen und morphologischen Untersuchungen noch nicht
erfolgen. Die Isolierung des sogenannten ,,Glister-Virus* kann vorzugsweise mit RTG-2-
oder CHSE-Zellen erfolgen. Zur Identifizierung steht ein Antiserum vom Kaninchen und
mAk fiir den indirekten Immunfluoreszenz-Test (IIFT) zur Verfiigung. Fiir die
Routineanwendung wird der mAk 11A10 empfohlen. Eigene Arbeiten mit dem ,,Giister-
Virus* konzentrieren sich auf die weitere Genomcharakterisierung, auf Untersuchungen zur
Pathogenese bei Karpfen sowie auf epizootiologische Erhebungen zur Verbreitung und
Herkunft dieses neuartigen Virus.

Ein weiteres, ebenfalls fiir Fische neuartiges Isolat von Karpfen (Cyprinus carpio) wurde
durch POHLE eingesandt. Anlass der Untersuchungen waren Verluste bei Karpfen aller
Altersgruppen mit Kiemennekrosen und Hautverdnderungen. Auch bei diesem Virus werden
gegenwirtig weitere molekularbiologische und morphologische Untersuchungen zur
taxonomischen Einordnung sowie tierexperimentelle und epizootiologische Erhebungen zur
Ermittlung der Bedeutung dieses neuartigen Isolates durchgefiihrt.

Das Koi-Herpesvirus (KHV, 17) konnte auch Bedeutung als Krankheitserreger fiir
Speisekarpfen erlangen. Es verursacht bei Koi-Karpfen (Cyprinus carpio) ein akutes oder
perakutes Massensterben mit Hautldsionen und Kiemennekrosen. Das Virus kann aus Blut,
Kiemen, Niere, Leber, Milz, Haut und bei chronischem Verlauf aus dem Gehirn isoliert
werden. Infizierte Fische oder entnommene Organproben sollten vor der virologischen
Untersuchung nicht eingefroren werden. Der Nachweis der Herpesviren kann mittels
Elektronenmikroskopie, IIFT, ELISA oder mittels PCR erfolgen. Als KHV-Referenzviren
stehen ein Isolat von HEDRICK aus den USA und das KHV-Isolat 1632 von NEUKIRCH,
ein Isolat aus Deutschland, zur Verfligung. Die Virusisolierung kann mit der ,koi fin“-
Zelllinie KF-1 von HEDRICK (17, in der Zellbank der BFAV unter Nr. 843 gefiihrt) sowie
die ,,common carp brain“-Zelllinie CCB von NEUKIRCH (Katalog-Nr 816 der Riemser
Zellbank) durchgefiihrt werden. Zum Nachweis von KHV wurde im NRL-F die PCR
etabliert. KHV-Genom konnte in zahlreichen der eingesandten Kiemenproben nachgewiesen
werden. Die Isolierung mit Zellkulturen ergab jedoch meist ein negatives Ergebnis. Uber
derartige Erfahrungen wurde auch aus anderen nationalen Referenzlaboratorien berichtet. Als
Ursachen wurden eine geringere Empféanglichkeit der verwendeten Zellen oder das
Vorkommen eines neuen KHV-Stammes, der sich nicht in den KF-1-Zellen vermehren 146t,
vermutet. Weitere Arbeiten zu den Koi-Herpesviren konzentrieren sich auf die molekulare

Analyse, auf die Herstellung von Antiseren und monoklonalen Antikdrpern zur Absicherung
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der Diagnostik sowie auf Untersuchungen zur Bedeutung der Koi-Herpesviren fiir

Nutzfische.

Schlussfolgerungen

Beim Nachweis von Fischseuchen-Erregern, wie des IHNV oder des VHSV, ist mit Auftreten
neuer oder neuartiger Varianten zu rechnen. Eine stindige Uberpriifung und ggf.
Aktualisierung der Diagnostika ist notwendig. Die marinen VHSV-Isolate nehmen an
Bedeutung zu und miissen bei der Validierung diagnostischer Methoden beriicksichtigt
werden.

Neue und neuartige Viren bei Cypriniden erfordern eine weitere wissenschaftliche
Bearbeitung zur Ermittlung ihrer Relevanz fiir Nutzfische, zur exakten taxonomischen

Einordnung und zur Bereitstellung entsprechender Diagnostika.
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Die Infektiose Animie der Lachse (ISA)

Sven M. Bergmann und Dieter Fichtner
Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der Tiere Insel Riems

Boddenblick 5a, 17493 Greifswald — Insel Riems

Zusammenfassung

Im Jahr 1984 traten erstmalig Verluste unklarer Genese in norwegischen Lachsfarmen auf. Es
waren fiinf Jahre intensiver diagnostischer Téatigkeit notwendig, um das infektiose Agens als
Virus der Infektiosen Andmie der Lachse zu charakterisieren. In der Mitte der 90iger Jahre
konnte das Virus in die Gruppe der Orthomyxovirus eingeordnet werden.

Mit der Etablierung von Zellkulturen vom Lachs (SHK-1, AS) durch norwegische Kollegen
war das Virus auch in-vitro ziichtbar und somit gut handhabbar geworden. Neben der
Herstellung monoklonaler Antikorper und polyklonaler Antiseren wurden weitere
diagnostische Methoden zum Erregernachweis (Antigen- und Antikorper-ELISA,
Hamadsorptionstest, RT-PCR, Immunfluoreszenztest u.a.) entwickelt und gepriift.
Zuriickfiihrend auf die immer sicherer werdende Diagnostik wurde der Erreger der ISA
mittlerweile bei Ausbriichen in Lachsfarmen in Schottland, in Kanada, in den USA, auf den
Faror-Inseln und in Chile nachgewiesen und identifiziert.

Bisher wurde der Atlantische Lachs (Salmo salar) als einzig empfangliche Art beschrieben.
Mit dem Nachweis des ISAV bei in Aquakultur gehaltenen pazifischen Silberlachsen
(Oncorhynchus kisutch) 2001 in Chile wurde dies jedoch durchbrochen. Das ISAV wurde
seither aus Salmoniden wie der Bachforelle (Sa/mo trutta fario), der Meerforelle (Salmo
trutta trutta), der Regenbogenforelle (O. mykiss) und dem Seesaibling (Salvelinus alpinus)
aber auch aus Nicht-Salmoniden wie dem Europédischen Aal (4dnguilla anguilla), dem Kohler
(Pollachius virens) und dem Atlantischen Hering (Clupea harengus) isoliert, die alle als
Ubertriger fungieren konnen.

Die ISA ist fiir die Europdische Union (EU) nach wie vor eine nicht einheimische
(exotische), seuchenhaft verlaufende Erkrankung. Gegenwirtig wird aber innerhalb der EU
und der OIE intensiv an einheitlichen Diagnoserichtlinien gearbeitet. In den Richtlinien

stehen die pathologische Anatomie, die Histologie und die Blutwerte aber auch die
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Immunfluoreszenz, die RT-PCR und die Erregerisolierung in Zellkulturen im Vordergrund.
Die Probennahme fiir ISA soll im Einklang mit den VHS/IHN-Vorschriften geregelt werden.

Im Nationalen Referenzlabor fiir Fischseuchen sind folgende Methoden etabliert:

1. Kultivierung des ISAV in SHK-1-Zellen
2. Immunfluoreszenz mit monoklonalen Antikérpern

3. RT-PCR

Die Zellkultur SHK-1 wird durch die Zellbank der BFAV abgegeben.

Summary

In 1984 losses of unclear genesis appeared in Norwegian salmon farms for the first time. Five
years of intensive diagnostic research were necessary to characterize the infectious agent as
Infectious Salmon Anaemia virus. In the middle of 90th this new virus was put into the group
of orthomyxoviruses. Norwegian scientists established a cell lines (SHK-1 and AS) where the
ISA virus could grow.

Further diagnostic methods for pathogene detection as antigen and antibody ELISA, HA test,
RT-PCR, immunofluorescence test and others were developed and checked besides the
production monoklonaler antibody and polyklonaler antisera.

ISA virus outbreaks were observed in Norway, Canada, USA, Scotland, Faroe Islands and
Chile. The Atlantic salmon (Salmo salar) was described to be the only susceptible species till
now. In contrast to that, in 2001 ISA virus infected Pacific Coho salmon (Oncorhynchus
kisutch).

ISA virus was isolated from apparently healthy salmonids as brown trout (Salmo trutta fario),
Sea trout (Salmo trutta trutta), brook trout (Salvelinus alpinus) and rainbow trout (O. myKkiss)
but also from non-salmonids as European eel (Anguilla anguilla), saithe (Pollachius virens)
and Atlantic herring (Clupea harengus). The virus was found in marine and freshwater
environment.

Because ISA virus is exotic inside the European Union (EU), scientists from all over the
world work for uniform diagnostic guidelines at present.

The recommendation of the OIE based on pathological anatomy, histology, measurement of

blood parameters but also on immunofluorescence, RT-PCR and cell cultivation of the virus.
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Recently the sampling regulation for ISA shall be harmonised with methods exist for
VHS/IHN.
The German national reference laboratory for fish epidemics established the possible assays

for ISA and ISA virus diagnostics.

Zeitlicher Ablauf des Vorkommens und der Bedeutung der Infektiosen Andmie der

Lachse (ISA)

Im Jahr 1984 trat in norwegischen Lachsbestinden eine Erkrankung unklarer Genese auf, die
teilweise einen schleichenden aber auch einen perakuten Verlauf annahm. Innerhalb kurzer
Zeit breitete sich diese Erkrankung vom Mittelnorwegen ausgehend iiber das gesamte Land
aus. Die norwegischen Kollegen arbeiteten seit 1984 intensiv an der Charakterisierung und
Kultivierung der Erregers, welche sie 1990 mit der Identifizierung als ,,orthomyxo-like
virus®, Virus (ISAV) abschlieBen konnten. Fiir diagnostische Arbeiten wurde eine Zellkultur
etabliert (SHK-1) sowie monoklonale und polyklonale Antiseren hergestellt. Unter Nutzung
der Ergebnisse aus Norwegen gelang es 1998 den schottischen Kollegen, die ISA in
Lachsbestinden an der Westkiiste Schottlands schnell und sicher zu diagnostizieren.
Nachdem sie pathognomonische Symptome der ISA makro- und mikroskopisch
diagnostizieren konnten, wandten sie die Erregerisolierung in SHK-1-Zellen, folgend die
Immunfluoreszenz und die ein Jahr zuvor verdffentlichte RT-PCR zur Sicherung der
gefundenen Ergebnisse an. Trotz sofortiger intensiver Maflnahmen der Diagnostik und der
Handelsbeschrankungen, breitete sich die ISA an der schottischen Westkiiste inklusive der
vorgelagerten Insel weiter aus. Im Jahr 2000 wurden die ddnischen Faror-Inseln erreicht. In
diesen Lindern waren die Ausbriiche mit massiven finanziellen und Tierverlusten verbunden.
Schon 1996 diagnostizierten kanadische Kollegen bei in Aquakultur gehaltenen Atlantischen
Lachsen (Salmo salar) das ,Hamorrhagische Nierensyndrom®. Durch weitere
Untersuchungen konnte die amerikanische Variante des ISAV isoliert und identifiziert
werden. Im Jahr 2001 wurde von ISA-Ausbriichen bei Atlantischen Lachsen in den USA und
bei Silberlachsen (Oncorhynchus kisutch) in Chile berichtet.

2002 wurde erstmalig ISAV aus klinisch gesunden in Siiwasser gehaltenen
Regenbogenforellen (O. mykiss) in Irland isoliert.

Dies bestitigte die Untersuchung schottischer Kollegen, die ISAV aus natiirlich und
experimentell infizierten StiBwasserfischen isolieren und charakterisieren konnten. Vor allem

Salmoniden wie die Bachforelle (Salmo trutta fario), die Regenbogenforelle, der Seesaibling
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(Salvelinus alpinus), junge Atlantische Lachse aber der Europdischen Aal (Anguilla anguilla)
bargen das ISAV ohne selbst Krankheitssymptome zu zeigen.

Im Salzwasser konnte das Virus neben den beiden Lachsarten, die erkranken konnen, auch
aus Meerforellen (Salmo trutta trutta), aus Regenbogenforellen, aus Européischen Aalen, aus
Heringen (Clupea harengus) und aus Koéhlern (Pollachius virens) nach experimenteller und
natiirlicher Infektion nachgewiesen werden.

In Norwegen wurden weitere marine Fischarten auf ihre ISA-Empfanglichkeit getestet. Es
konnte gezeigt werden, dal nach experimenteller Infektion von Fischen bzw. deren Eiern
keine Isolierung bzw. der Nachweis des ISAV nicht moglich war. Es wurden der
Kleinmaulige (Ctenolabrus exoletus) und der Gefleckte Lippfisch (Labrus berggylta), der
Wolfsbarsch (Dicentrarchus labrax), der Kabeljau (Gadus morhua) und der Steinbutt
(Scophthalmus maximus) untersucht.

Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte auch festgestellt werden, dal das ISAV
wahrscheinlich nur horizontal iibertragen werden kann, da auch aus den Eiern von ISAV-
infizierten Atlantischen Lachsen, die als eine positive Kontrolle mitgefiihrt wurden, kein
Virus isoliert werden konnte. Positive ISAV-Nachweise erfolgten jedoch aus den Organen

der Muttertiere (Bergmann und Fichtner 2002).

Diagnostische Méglichkeiten

Im Arbeitsdokument der EU (2001/183/EC) wird beschrieben, daBl ein ISA-Verdacht
geduBert werden muf}, wenn:
- klinische/pathologisch anatomische Zeichen fiir ISA sprechen und/oder
- die RT-PCR und die Immunfluoreszenz positive Reaktionen erkennen 1463t oder
- eine Ubertragung auf andere Fische erfolgte  oder
- epidemiologische Untersuchungen eine Verbindung zu einem infizierten oder
verddchtigen Bestand bestehen.
Eine Bestdtigung des Verdachtes wird in der Kombination von
- klinische/pathologisch anatomische Zeichen und
- einer positiven RT-PCR und Immunfluoreszenz (IFT) oder

- wenn ISAV in Zellen isoliert und identifiziert wird, erreicht.

Im Rahmen der Harmonisierung der Untersuchungsginge fiir VHS/IHN soll die ISA

einbezogen werden. Dies bedeutet, daB alle Untersuchungen einschlieBlich der
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Probennahmepléne, der Aufarbeitung und der Bewertung, analog zu beiden Liste II-
Krankheiten (Anonym 1991) erfolgen miissen.

Wihrend die EU die Vorgehensweise festlegt, wird dies durch die OIE nur empfohlen. In den
Empfehlungen stehen die Klinik, die Histologie und die Blutwerte aber auch die Kultivierung
des Erregers in SHK-1-, AS- oder CHSE 214-Zellen, die IFT und die RT-PCR im
Vordergrund.

Andere Testverfahren wie der Hdmadsorptionstest mit Lachs- oder Forellen-Erythrozyten,
der Antigen-ELISA oder die in-situ Hybridisierung sowie die Elektronenmikroskopie werden

in den EU-Materialien erwéhnt und durch die OIE teilweise empfohlen.

Spezielle Diagnosemethoden

1. Klinik (siehe auch www.state.me.us, www.marlab.ac.uk)

Die klassischen klinischen Symptome, die auf eine ISA-Infektion hinweisen, sind folgende:
- Ascites sowie eine vergroBerte, geschwollene Milz (zu 100 %)

- dunkle, geschwollene Leber (in den meisten Féllen)

- blasse Kiemen und blasses Herz (oft)

- Petechien in Muskulatur und im Pylorusfettgewebe (gelegentlich bis oft).

2.IFT
Zur Durchfiithrung der ISAV-IFT werden monoklonale Antikorper (Falk et al. 1998)

Bild 1

Indirekte Immunfluoreszenz mit monoklonalen
Antikorpern gegen das ISAV Glesvar

- SHK-1-Zelle infiziert mit ISAV Glesvar (Norwegen)
- monoklonaler Antikorper (Falk et al. 1998)
- Anti-Mouse-Ig-FITC-Konjugat (Dako, Ddnemark)

verwendet (Bild 1). Als Zelle der Wahl wird die SHK-1 (Dannevig et al.1995) genutzt.
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Ein Nachteil der ,,Jlong term* Zellkultur SHK-1 ist, daB sie in hoheren Passagebereichen (> 80
Passagen) nicht mehr mit ISAV infizierbar ist. Schon ab der 60 — 70. Passage sinkt die
Empfénglichkeit der Zelle deutlich. Andere Zellen wie die AS-Zelle bzw. die CHSE 214
werden empfohlen, sind aber bei weitem nicht so sensitiv.

In der derzeit erarbeiteten neuen EU-Richtlinie zur Diagnostik der ISA ist allerdings auch
eine neue Zelle benannt. Sie wir als ,,TO* —Zelle beschrieben (Wergeland and Jakobsen

2001) und ist sehr empfénglich fiir das ISAV. Sie ist allerdings derzeit schlecht verfiigbar.

3. RT-PCR

Die diagnostische RT-PCR zum Nachweis vom Fragment 8 (NS Gen) des ISAV wurde von
Mjaaland et al. 1997 beschrieben. Sowohl die EU als auch die OIE beziehen sich in ihren
Dokumenten auf diese Methode, deren Evaluierung noch aussteht.

Wir {iberpriiften die Sensitivitit der ,,one tube“-Methode mit in SHK-1-Zellen vermehrten
ISAV vom Isolat Glesver (Norwegen). Die infizierte Zelle (12,5 cm® Zellkulturflasche, 4 d
p.i., CPE 25 %) wurde ohne Uberstand in RNA-later (Ambion, UK) aufgenommen und nach
4 Wochen Lagerung bei 4 °C wurde die Gesamt-RNA mittel der Trizol®-Methode (Life

Bild 2

Sensitivitit der ,,One tube RT-PCR* fiir
ISAV Isolat Glesver (Norwegen)

Spur 1 und 12 100 bp ladder

Spur 2 27 pg . Spur 10 2,7 fg RNA

Technologies) extrahiert. Die one tube RT-PCR zeigte noch bis zu einer RNA-Konzentration

von 27 fg ein sicher positives Ergebnis (Bild 2).

Ausgehend vom gleichen Ausgangsmaterial wurde verschiedene ISAV-Isolate (Norwegen;

Schottland) untersucht. Die RNA beider Varianten konnten erfolgreich amplifiziert werden.
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Einen weiteren Schwerpunkt fiir uns stellte die Testung verschiedener Thermocycler dar.

Bild 3

Priifung der Thermocycler

Spur 1 und 6 100 bp ladder

Spur 2 Mastergradient (Eppendorf)
Spur 3 Techne Progene (A. Brake)
Spur 4 PCT 100 (Biozym)

Spur 5 T-Gradient (Biometra)

Auch hierbei konnten keine Unterschiede festgestellt werden (Bild 3).

Schluflfolgerungen

Im Nationalen Referenzlabor fiir Fischseuchen sind die Verfahren zur Diagnose der ISA
etabliert. Im Labor wird die Zellkultivierung in SHK-1, der IFT mit monoklonalen
Antikorpern und die RT-PCR durchgefiihrt.

Es wurden Versuche zur Etablierung des Hédmadsorptionstests mit Forellen-, Hithner- und

Lachserythrozyten durchgefiihrt.
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Genotypisierung beim VHS-Virus: Rekombination bei fischpathogenen

Rhabdoviren?

Peter-Joachim Enzmann', Dieter Fichtner® und Sven Bergmann®

'Bundesforschungsanstalt ~fiir ~ Viruskrankheiten der Tiere, Paul-Ehrlich-Str. 28,
72076 Tiibingen;

*Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der Tiere, 17498 Insel Riems

Zusammenfassung

Die molekulare Epidemiologie der fischpathogenen Rhabdoviren gibt nicht nur Aufschliisse
iiber die Gruppierung der einzelnen Virusisolate zu Genotypen, iiber Entwicklungen
innerhalb von Endemiegebieten und iiber Entwicklungen innerhalb von grosseren
Verbreitungsgebieten wie Europa, sondern es kdnnen auch Evolutionsschritte innerhalb einer
Virusgruppe erkannt werden, sofern geniigend Daten iiber die zirkulierenden Virusstimme
vorliegen. Verwendet man zur Genotypisierung nicht nur wie iiblich das Gen fiir das
serologisch bedeutsamste Antigen, das Glykoprotein der Virushiille, sondern dariiber hinaus
noch ein anderes Gen, so kann man noch weitere Aussagen iber die
Verwandtschaftsverhiltnisse innerhalb der Virusspezies machen.

Die Funktion des NV-Gens bei den Novirhabdoviren ist bisher nicht bekannt. Es war folglich
besonders interessant, dieses Gen mit in die Untersuchungen zur Gruppierung der VHS-
Gruppe einzubeziehen.

Doppelinfektionen mit zwei verschiedenen Viren, nicht nur innerhalb eines Bestandes,
sondern auch bei einem einzelnen Fisch sind auch bereits beschrieben worden. Bei der Fiille
der in Deutschland vorhandenen VHS-Stamme kommt zwangsldufig die Frage auf, ob eine
Rekombination zwischen verschiedenen Virusstimmen nach Doppelinfektion moglich ist.
Die Virusstimme Wi und He zeigen bei der vom Computer errechneten Gruppierung
Unterschiede in der Zuordnung zu einem Genotyp je nachdem, ob man das G-Gen oder das
NV-Gen zur Klassifizierung verwendet. Die hier vorgelegten Ergebnisse lassen darauf
schliessen, dass bei mindestens zwei verschiedenen VHS-Stimmen ein Genaustausch

stattgefunden hat.
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Summary

The genetic analysis of G- and NV-genes of fish pathogenic Rhabdoviruses is not only valid
for grouping of virus strains, but also for studies on evolution of viruses in endemic regions.
A prerequisite for those studies is to analyse the majority of viral strains circulating in this
region. In addition, it is possible to provide knowledge on the relationship within a viral
species if not only one gene, usually the glycoprotein of the viral membrane, but two genes
were used for genotyping.

The NV-gene is not common with other Rhabdoviruses but only present in several fish
Rhabdoviruses. The function of this protein is not yet clear. Therefore, it was of special
interests to include this gene into the genetic analysis for grouping of VHS viruses.

The phylogenetic comparison of VHS viruses based on two different genes exhibited a high
analogy within both genes with a few exceptions.

Double infections of a single animal with two different viruses were already described. There

are now clear indications that recombination events occurred during double infections.

Einleitung

Die molekularbiologische Analyse der kompletten G- und NV-Gene der in Deutschland und
den angrenzenden Gebieten zirkulierenden VHSV-Stimmen ermdglicht eine Aussage liber
die phylogenetische Verwandtschaft dieser Stimme und gibt Anlass fiir die Erstellung von
Stammbéumen fiir das G- und fiir das NV-Gen. Die molekulare Epidemiologie wurde bereits
frither ausfiihrlich diskutiert (Enzmann, 2000). Es konnen nach den derzeitigen Erkenntnissen
mindestens 4 Genotypen beim VHSV unterschieden werden: Eine ,,Zentrale Gruppe*
(klassische VHSV-Stimme), eine sogenannte ,Siideuropa-Gruppe®, eine ,Klapmelle-
Gruppe® und mindestens eine ,,marine Gruppe®. Die sogenannte ,,Stideuropa“-Gruppe kann
deutlich in zwei Subgruppen unterschieden werden (Enzmann et al., 2001a). Unter der
Voraussetzung dass beide Gene, G- und NV-Gen, unabhingig voneinander der Mutation und
Selektion ausgesetzt sind, miissten folglich zwei unterschiedliche Stammbaume resultieren.
Tatsdchlich sind aber die mit beiden Genen berechneten Stammbédume sehr dhnlich
(Enzmann et al., 2001b). Fiir den Vergleich des Stammbaums auf der Basis des G-Gens mit
dem Stammbaum auf der Basis des NV-Gens ist die Tatsache von Bedeutung, dass es ein

paar Virusstimme gibt, die sich nicht einheitlich bei den beiden Genen in gemeinsame
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Gruppen eingliedern lassen. Eine mdgliche Ursache fiir diese Diskrepanz wird im Folgenden

diskutiert.

Ergebnisse und Diskussion

Die meisten der hier verwendeten VHSV-Stdmme sind bereits frither eingehend beschrieben
worden (Enzmann et al., 2001b; Fichtner et al., 1998). Die stark abweichenden marinen
Stimme aus dem Pazifik und dem Atlantik sind der Ubersichtlichkeit wegen hier
weggelassen worden. Stimme, die in der Zwischenzeit neu mit in die Stammbdume
aufgenommen wurden, sind in der Legende zu Abbildung 1 beschrieben. Aus Abbildung 1
wird deutlich, dass sowohl im G-Gen als auch im NV-Gen 4 Genotypen unterschieden
werden konnen, die jedoch im NV-Gen klarer gegeneinander abgegrenzt sind. Im G-Gen
dominieren zwei Ubergruppen: ,,Siideuropa® und eine Zusammenfassung aller iibrigen
Typen.

Eine identische Gruppierung bei beiden Genen ist lediglich in der Stideuropa-Gruppe (Se)
vorhanden. Sogar die Subgruppen 1 und 2 sind hier identisch. Die iibrigen Genotypen
,Klassisch®, ,,Marine” und ,,Klapmelle* sind im NV-Gen klar voneinander abgegrenzt.
Dagegen besteht im G-Gen eine Unstimmigkeit innerhalb der ,,Klassischen* Stamme.
Insbesondere die Virusstimme Wi und He unterscheiden sich in beiden Genen betrachtlich.
Wi gehort im G-Gen zur Klapmelle-Gruppe und im NV-Gen zur Siideuropa-Gruppel. He
gruppiert im G-Gen bei der Marinen Gruppe und im NV-Gen bei den ,Klassischen®
Stammen.

Exemplarisch soll dies beim Stamm Wi an Hand der Sequenzdaten aus den G- und NV-
Genen gezeigt werden. Die Abbildungen 2 und 3 zeigen Ausschnitte aus dem direkten
Sequenzvergleich in den G-Genen, der Bereich von Nukleotid 351 bis 400, und in den NV-
Genen, der Bereich von Nukleotid 190 bis 250. Es ist ersichtlich, dass der Stamm Wi im G-
Gen mit den Virusstimmen Klapmelle und Fi 62 im gezeigten Bereich identisch ist; jedoch
zeigt der Stamm Wi im NV-Gen eine Zugehdrigkeit zur Se-Gruppe.

Als Erkldarungsmoglichkeit fiir diese Anomalitdt kann nur ein Rekombinationsereignis
angenommen werden. Dabei wird ein Gen von einem Virusstamm auf einen anderen
Virusstamm {iibertragen. Als Voraussetzung dafiir musste eine Doppelinfektion mit zwei
Virusstimmen aus der Gruppe Kl und der Gruppe Se vorliegen. Doppelinfektionen mit z.B.
VHSV und IHNV sind schon verschiedentlich beobachtet worden (Enzmann,

unverdffentlicht).
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Abbildung 1: VHSV-Stammbaume im G- und NV-Gen

Phylogenetische Verwandtschaft der VHSV-Stimme auf der Basis des G-Gens und des NV-
Gens. Die hier aufgefiihrten Virusstimme sind bei Enzmann et al. (2001b) erldutert. Die
Virusstimme 142, 5-90, sind hier neu mit aufgenommen worden; es sind Virusstimme aus
Sachsen; H-Balt (Herring Baltic Sea) und Voldbj (Voldbjerg) sind ebenfalls neu, diese
Stimme wurde aus dem Hering der Ostsee, bzw. aus Regenbogenforellen isoliert
(Referenzlabor Aarhus). Die Berechnung der phylogenetischen Stammbdume erfolgte mit
dem GCG-Programm (Wisconsin Package Version 10.0, Genetics Computer Group (GCG),
Madison, Wisc.).
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VGP 351 GCAAACCATCGAAAAGACCATCTTGGAGGCGAAACTGTCTCGTCAGGAGG

12-99 ........ CT............ G e e e

3 C.ovviiinnn.
e 7 B
B=00 e e e e e e e e e e e e e e C.ovviiinnn.
e T
142 e e AL e
9-99 e e O
05-00 e e A e
359 e e A........ Coviiiinnn.
0 A........ C..........
L G.T......covivn..
0 T = = G.T...............
Fi62 e e e e e e e G.T.......ovovn..

Abbildung 2: Sequenzvergleich G-Gen Basen 351- 400

68



NVFil3 190 ACCCAAGCAACTACCTCAACTGTGACCTTGATCGGTCGGACATATCCCCCGTGGACTTCT

3 T AAY 4o 2 X
11722
0 2= ol R A............
1Y 0 A . ...
L Y27 R Ao,
3 Y2 = =
Nvsva ... B A..A.........
Y A. . A.........
H-Balt = ....... B A..A.........
NVFi28 . ....... .. ... B B A. ... .. ...
NV9-99 B B B S A....... ...
NV05-00 B B B A. ... .. ...
NV142 B B B S A....... ...
NVFi359 ............. B B A...C........
NVFidlé = ............. N R Ao,
NVWi ... e R N
NV12-99 B T....T......... B S A............
NVFi299 = ........ T....T............ B A. ... ... .. ...
NVRxS B C....T............ B A.......... T.
NVB5-90 T T....T............ B A.......... T.
NV463 B T....T......... B A............
NVKL e e e e e et C.T......... A. AG........
L 2 X C.T......... A..AG........

Abbildung 3: Sequenzvergleich NV-Gen Basen 190- 249
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Virusstatus bei Salmoniden in der Schweiz — ein Vergleich

unterschiedlicher Nachweismethoden

R. Knuesel, H. Segner und T. Wahli
Zentrum fiir Fisch- und Wildtiermedizin, Institut fiir Tierpathologie, Universitdt Bern,

Langgass-Strasse 122, Postfach 8466, CH-3012 Bern, Schweiz

Zusammenfassung

Seit 1978 werden an der Untersuchungsstelle fiir Fischkrankheiten, dem heutigen
Referenzlabor fiir Fischkrankheiten der Schweiz (Zentrum fiir Fisch- und Wildtiermedizin
der Universitdit Bern), meldepflichtige virale Krankheiten bei Salmoniden (Virale
Héamorrhagische Septikdmie [VHS], Infektiose Hématopoietische Nekrose [IHN] und
Infektiose Pankreasnekrose [IPN]) registriert. Die diagnostizierten Fille sind von jdhrlich fast
40 in den 1970-iger Jahren auf rund 10 pro Jahr seit 1993 zuriickgegangen. Da es sich bei den
Diagnostikfallen meist um Verdachtsfille oder um Routineuntersuchungen handelte, geben
diese Daten nur beschriankt Auskunft tiber den tatsdchlichen Virusstatus der Salmoniden in
der Schweiz. Deshalb wurden in den Jahren 2000 und 2001 in einer flichendeckenden
Probenahme-Kampagne Fische aus freien Gewéssern und Fischzuchten der ganzen Schweiz
mittels Virusisolation auf Zellkultur und Indirektem Fluoreszenz Antikdrper Test (IFAT),
Serum Plaque Neutralisationstest (SPNT) sowie RT-PCR (diese Methode nur fiir VHSV und
IHNV) auf das Vorkommen der erwdhnten Viruskrankheiten untersucht.

Mittels Virusisolation und IFAT wurden von 522 Organpools vier VHS Félle und ein IPN
Fall diagnostiziert. IHN-Virus (IHNV) wurde in keiner Probe nachgewiesen. Trotz der
geringen Pravalenz positiver Virusnachweise wurden Fische mit anti-VHSV-Antikorpern bei
Fischen von 29% (84 von 227) der untersuchten Probeorte festgestellt. Bei diesen serologisch
positiven aber virologisch negativen Fischen konnte es sich um Virustrdger handeln, welche
zu wenig Viren aufweisen, um von der Virusisolation als positiv erkannt zu werden (Knuesel
et al., 2003a).

Rund die Hélfte der Proben wurden bis anhin auch mittels RT-PCR ausgewertet: Dabei
erwiesen sich alle 3 in der Virusisolation fir VHSV-positiven Proben (Virusisolation)

ebenfalls als positiv. Zusitzlich resultierte in einer weiteren Probe eine positive Antwort fiir

71



IHNV (Knuesel et al, 2003b). Diese vorldufigen Resultate weisen darauf hin, dass die
molekularbiologische RT-PCR Methode selbst bei Proben aus dem Feld der klassischen

Virusisolation in Bezug auf Empfindlichkeit liberlegen sein konnte.

Summary

Since 1978, all notifiable fish diseases (Viral Haemorrhagic Septicaemia VHS, Infectious
Haematopoietic Necrosis IHN and Infectious Pancreatic Necrosis IPN) in Switzerland are
registered at the National Fish Disease Laboratory which is now the Reference Laboratory for
notifiable fish diseases at the Centre for Fish and Wildlife Health (FIWI) of the University of
Bern. During the last 24 years of routine diagnostics at the FIWI, cases of virus-positive fish
samples in Switzerland are continually decreasing from 38 in the late 1970’s to about 10 per
year since 1993. These samples originated from fish which were sent in for routine control or
because they showed signs of disease and therefore they represent selective material. In order
to get information about the actual status of virus presence in salmonids in Switzerland, two
field surveys of VHSV, IHNV and IPNV in feral and farmed salmonids in Switzerland were
performed in 2000/2001. The following methods were used: ) virus isolation on cell culture
from organ samples with subsequent identification by indirect fluorescent antibody test
(IFAT) in case of CPE, II) 50% serum plaque neutralization test for the detection of anti
VHSV-antibodies in the blood and III) reverse-transcriptase depending polymerase chain
reaction (VHSV and IHNV only).

Virus isolation from the survey in 2000/01 revealed 4 VHSV-positive and 1 IPNV-positive
tissue samples out of 522 samples. However, in 2000/01 fish from 84 out of 217 (29%)
different sites showed positive anti VHSV-AB titres. These serologically positive but
virologically negative fish could possibly be asymptomatic virus-carriers (Knuesel et al.,
2003a). Therefore, tissue samples from all sites with virus-positive fish or fish showing
positive anti VHSV-AB titres in the survey 2000/01 were submitted to RT-PCR. As a
preliminary result after having tested half of the probes, all four samples positive for VHSV
by the the cell culture method showed a positive result also by RT-PCR. Further an additional
sample gave a positive result for [HNV. Thus the molecular method has shown to be at least
as sensitive as virus isolation even in samples taken under field conditions (Knuesel et al.,

2003b).
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Einleitung

Das Zentrum fiir Fisch- und Wildtiermedizin (FIWI) der Universitit Bern ist das
Referenzlabor fiir Fischkrankheiten in der Schweiz. Alle diagnostizierten Félle
meldepflichtiger viraler Krankheiten bei Salmoniden (Virale Himorrhagische Septikdmie,
Infektiose Hamatopoietische Nekrose IHN und VHS Infektiose Pankreasnekrose IPN) in der
Schweiz wurden seit 1978 an der Untersuchungsstelle fiir Fischkrankheiten, dem heutigen
Referenzlabor fiir meldepflichtige Fischseuchen, registriert.

Da es sich bei den Diagnostikfédllen meist um Verdachtsfille oder um Routineuntersuchungen
handelte, geben diese Daten nur beschridnkt Auskunft iiber den tatsdchlichen Virusstatus der
Salmoniden in der Schweiz. Im Hinblick auf eine eventuelle Schaffung virusfreier Zonen
analog der EU ist die Kenntnis iiber den aktuellen Stand der tatséchlichen Virusseuchenlage
in der Schweiz 4dusserst wertvoll. Ziel der vorliegenden Untersuchung war eine
flichendeckende und moglichst liickenlose Abkldrung des Virusstatus von VHSV, IHNV und
IPNV bei Fischen aus freien Gewdssern und Fischzuchten der ganzen Schweiz
durchzufithren. Die Untersuchung der Proben mit drei unterschiedlichen Methoden (I.
Virusisolation auf Zellkultur und Indirektem Fluoreszenz Antikdrper Test (IFAT) zur
Virusisolation und Bestimmung, II. Serum Plaque Neutralisationstest zum Nachweis von
anti-VHS-Antikorpern sowie III. RT-PCR zum Nachweis von viralem Genmaterial) erlaubt
es, die Vor- und Nachteile der jeweiligen Methode abzuschétzen und gibt Hinweise iiber die

Tauglichkeit der sensiblen RT-PCR fiir Proben aus dem Feld.

Material und Methodik

Probestellen:

Insgesamt wurden flichendeckend und moglichst liickenlos von 112 Gewéssern und 115
Fischzuchten in der ganzen Schweiz Proben entnommen (Abb. 1). Die erste Probennahme
erfolgte im Herbst 2000, die zweite im Friihling 2001. Die freien Gewdsser wurden nur im

Herbst 2000 beprobt, Fischzuchten wurden wenn moglich in beiden Untersuchungen beprobt.
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Abb. 1: Probestellen in der Untersuchungsperiode 2000/2001

O Gewdsser

A Fischzucht

In der Regel wurden pro Standort jeweils eine Gruppe Sommerlinge und eine Gruppe
mindestens einjéhriger Fische der gleichen Art untersucht. In freien Gewédssern handelte es
sich mehrheitlich um Bachforellen (Salmo trutta), in Fischzuchten neben Regenbogenforellen

(Oncorhynchus mykiss) auch andere Salmonidenarten.

Virusisolation / IFAT (Indirekter Fluoreszenz Antikorper Test):

522 Organproben von insgesamt rund 2600 Fischen wurden auf das Vorhandensein von
Viren untersucht. In der Regel wurden jeweils 5 Fische derselben Art eines Beckens oder
Gewdisserabschnitts gepoolt. Die Organspools bestehend aus Herz, ZNS, Niere, Milz und
Pylorusschlauchen wogen hochstens 0.5 g. Die Organe wurden in AB-Losung gekiihlt
transportiert und im Labor geméss Standardmethoden weiterverarbeitet. Ein detaillierter

Methodenbeschrieb findet sich in Knuesel et al. (2003a).

Analog zu unserer Routinediagnostik galt die Probe als Virus-negativ wenn nach 14 Tagen (2
Passagen) sowohl auf epithelioma papulosum cyprini (EPC) als auch auf bluegill fry (BF)
Zell-Linien kein Cytopathischer Effekt (CPE) erkennbar war. Im Falle eines CPE wurde
mittels IFAT das Virus identifiziert. Diese Methode wurde analog der Vorschrift der

Européischen Union durchgefiihrt (Anonym 2001).
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Serologie:

Fir die Serologie wurden insgesamt 1910 Einzelfisch-Seren mittels 50% Serum Plaque
Neutralisationstest nach einem Protokoll von Olesen und Jorgensen (1986) auf anti VHSV-
Ak untersucht. In Ubereinstimmung mit der Literatur wurde ein anti VHSV-Ak Titer von

>160 als positiv angesehen.

RT-PCR:

Es wurde dasselbe Ausgangsmaterial wie fiir die Virusisolation auf Zellkultur verwendet. Die
RNA wurde mit Trizol extrahiert und die RT-PCR mit dem Qiagen OneStep® RT-PCR-Kit
durchgefiihrt (Knuesel et al., 2003b). Das Protokoll sowie die Angaben zu den Primern
iibernahmen wir von den Kollegen des Deutschen Referenzlabors fiir Fischkrankheiten,
Riems, (Bergmann, personliche Mitteilung). Ein detaillierter Methodenbeschrieb findet sich
in Knuesel et al. (2003b).

Resultate

Routinediagnostik:

Die Anzahl der meldepflichtigen Viruserkrankungen bei Salmoniden in der Schweiz sank
von ca. 40 (spédte 70er Jahre) auf rund 10 Félle pro Jahr seit 1993 (Abb.2; Knuesel et al.,
2003a). Insbesondere bei den VHS-Fillen ist eine stetige Abnahme sichtbar. Der erste Fall
von IHN in der Schweiz trat im Jahr 1993 auf. Die Héufung der Fille in 1997 ist auf die
Ausbreitung des Virus mit infizierten Fischen einer Fischzucht in andere Fischzuchten
zuriickzufiihren. Ansonsten tritt IHN in der Schweiz nur sporadisch in Erscheinung.

Beziiglich IPN ist keine klare Tendenz ersichtlich (Abb. 2).
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Abb. 2: Anzahl Fille bei Salmoniden mit positivem Virusnachweis in der
Routinediagnostik am FIWI von 1978-2001. (VHSV: Virale Himorrhagische Septikdmie
Virus; IHNV: Infektiose Himatopoietische Nekrose Virus; IPNV: Infektiose
Pankreasnekrose Virus).
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Virusisolation:

Von den untersuchten 522 Organproben zeigten fiinf Proben aus vier Fischzuchten einen CPE
auf der Zellkultur. Mittels IFAT konnten vier Viren als VHSV und eines als IPNV

identifiziert werden. In freien Gewéssern konnte kein Virus nachgewiesen werden.

Serologie:

Die Serologie zeigte an {iiberraschend vielen Standorten - sowohl Gewissern als auch
Fischzuchten — Fische mit positiven anti VHSV-Ak Titern. Total wurden bei Fischen aus 40
von 112 untersuchten freien Gewéssern sowie bei Tieren aus 44 von 115 Fischzuchten

positive VHSV-Ak Titer festgestellt. Aus Abb.3 ist die geographische Verteilung ersichtlich.
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Abb. 3: Probestellen mit Fischen mit positiven Antikorpertitern gegen das Virus der
Viralen Hamorrhagischen Septikdmie (VHSV-Ak).

@ Gewadsser
A Fischzucht

RT-PCR:

Bislang wurden rund 100 Proben von etwa 60 Stellen auf VHSV- und IHNV-RNS
untersucht. Dabei konnte der Befund bei allen drei bereits mit der Virusisolation / IFAT
gefundenen VHSV-positiven Proben bestitigt werden. Zusétzlich entdeckte die RT-PCR in
einer Fischzucht IHNV-RNS. Die Fische dieser Anlage zeigten eine erhohte Mortalitdt sowie
die typischen makroskopischen Verdnderungen wie Glotzaugen, Dunkelverfirbung und

petechiale Blutungen im periviszeralen Fett (Knuesel et al., 2003b).

Diskussion

Die Abnahme der meldepflichtigen Viruserkrankungen konnen einerseits dem besseren
Wissen um die Erreger und damit der besseren Praventionsmoglichkeiten, und andererseits
den gesetzlichen Vorgaben zur Bekdmpfung dieser Krankheiten zugeschrieben werden: In
der Schweiz wird eine Fischzucht im Falle eines positiven Virusnachweises mit einer
anerkannten Methode gesperrt und darf erst wieder Fische zu-/oder verkaufen, wenn die

Anlage geleert, desinfiziert wurde. Die anschliessend neubesetzten Fische werden nach
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einigen Wochen nochmals auf das Vorhandensein von Virus getestet, um die Effektivitdt der
Massnahmen zu priifen.

Die geringe Anzahl an virus-positiven Proben im Untersuchungsmaterial 2000/2001 steht im
Einklang mit den wenigen Virusféllen in der Routinediagnostik am FIWI.

Die Serologie bestitigte insofern die Ergebnisse der Virusisolation, als zwei von drei VHSV
positiven Fischzuchten auch gleichzeitig Fische mit positiven VHSV-Ak Titer aufwiesen. Bei
der dritten Fischzucht waren bei zwei von fiinf Seren die Ak Titer erhoht, jedoch noch unter
dem als positiv erachteten Titer von 160. Aus verschiedenen Untersuchungen ist bekannt,
dass Ak bei Fischen ab etwa vier Wochen nach einer VHSV Infektion feststellbar sind
(Jorgensen, 1971, 1982; Enzmann und Konrad, 1993; Hattenberger-Baudouy et al., 1995;
Lorenzen und LaPatra, 1999). Eventuell war die Probenahme in diesem Fall zu einem
Zeitpunkt, an dem noch kein Anstieg des VHSV-Ak Titers stattgefunden hatte.
Interessanterweise waren bei der IPNV-positiven Fischzucht bei allen fiinf Seren die anti-
VHSV-Ak-Titer leichtgradig, in einem Fall sogar auf einen Wert von 160 erhdht. Dies konnte
auf den Effekt zuriickgefiihrt werden, dass die IPNV Infektion zu einer allgemeinen
Erhohung der unspezifischen Ak gefiihrt hatte.

Im Falle der IHNV-positiven Probe war bei einem der untersuchten 5 Seren dieser Anlage der
VHSV-AKk Titer fraglich positiv trotz zweimaliger Priifung im SPNT.

Ein grosser Vorteil der Serologie liegt zweifellos darin, dass die Fische (im Gegensatz zur
Virologie) zur Untersuchung nicht getdtet werden miissen. Dadurch bietet sich ein Screening
von Fischbestinden an, um einen fritheren Kontakt mit VHSV zu entdecken. Ebenfalls
konnen symptomlose Virustrager entdeckt werden, welche zuwenig Viren beherbergen, um
in der Virusisolation nachgewiesen zu werden.

Ein grosses Problem der Serologie bei Fischen liegt darin, dass verschiedene
Nachweismethoden eingesetzt werden: ELISA, unterschiedliche Varianten von
Plaqueneutralisationstests, Immunelektrophorese, usw. Dadurch lassen sich die Ergebnisse
verschiedener Studien nicht direkt vergleichen. Bisherige Untersuchungen zeigten
unterschiedliche Reaktionen bei experimentell mit VHSV infizierten Fischen beziiglich der
Hohe des Ak-Titers, der Dauer der Ak-Persistenz in Abhingigkeit der Temperatur sowie
anderer Faktoren. Das hat dazu gefiihrt, dass bis anhin noch kein standardisierter
serologischer Test zur Uberwachung viraler Fischseuchen eingesetzt wird (Hattenberger-
Baudouy et al., 1995; La Patra, 1996).

Die RT-PCR bestitigte die Resultate der Virusisolation beziiglich VHSV und erkannte eine

Fischzucht als IHNV-positiv, welche von der Virusisolation nicht erkannt worden war.
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Trotz der verschiedentlich nachgewiesenen hoheren Sensitivitdt der RT-PCR gegentiber der
Virusisolation auf Zellkultur (Bruchof et al., 1995; Miller et al., 1998; Knuesel et al., 2003b)

ist die RT-PCR noch nicht als alleinige Nachweismethode fiir Fischviren anerkannt.
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Etablierung eines Infektionsmodells zur Untersuchung von Mischinfektio-
nen am Beispiel von Aeromonas salmonicida salmonicida und dem Virus
der Viralen Hiimorrhagischen Septikimie in der Regenbogenforelle

(Oncorhynchus mykiss)

Glinter Kotterba, Sven Bergmann, Dieter Fichtner und Bernd Kdéllner
Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der Tiere,

Friedrich-Loeffler-Institute Insel Riems, 17493 HGW- Insel Riems, Boddenblick 5

Zusammenfassung

Uber die Interaktion von bakterieller und viraler Mischinfektionen bei Fischen ist wenig
bekannt. Am Beispiel von Aeromonas salmonicida salmonicida (A.s.s.) und dem Virus der
Héamorrhagischen Septikdmie (VHSV) soll mit reproduzierbaren Infektionsmodellen diese
Wechselwirkung an der Regenbogenforelle untersucht werden.

Dazu wurde die kumulative Mortalitit intraperitoneal (i.p.) infizierter Regenbogenforellen
und deren Kontaktfischen unter verschiedenen Infektionsregimen ermittelt:

Die Infektionsdosis (ID) wurde fiir beide Erreger so eingestellt, dass nach i.p. Monoinfektion
eine kumulative Mortalitit von 40-60% erzielt wurde. Diese Infektionsdosen wurden auch fiir
die Mischinfektionsversuche verwendet.

Eine simultane Mischinfektion von A.s.s. mit VHSV fiihrt immer zum Totalverlust der
infizierten Fische. Zwischen den zeitversetzt durchgefiihrten Mischinfektionen wurden grof3e
Unterschiede in der kumulativen Mortalitét der infizierten Forellen festgestellt.

Werden Forellen 19 Tage nach einer VHSV- Primirinfektion mit einer A.s.s.-Sekundér-
infektion belastet, erhoht sich die kumulative Mortalitit schlagartig von 42% auf 82%. Eine
im gleichen Zeitabstand auf eine A.s.s. — Primérinfektion gesetzte VHSV- Infektion 16st
dagegen nur eine moderate Erhohung der kumulativen Mortalitdt von 58 % auf 66 % aus.

Zur Kontrolle auf Kontaktinfektion wurden in allen Versuchsgruppen Forellen gehéltert, die
nicht i.p. infiziert wurden (Kontaktfische). A.s.s.-Kontaktinfektionen traten nur bei Misch-
infektion mit VHSV auf. Die hochste Kontaktinfektionsrate (82%) wurde bei der simultanen
Mischinfektion ermittelt. Bei der VHSV- Monoinfektion und den beiden zeitversetzten

Mischinfektionen infizierten sich 28 % bis 34 % der Kontaktfische. Die Ursachen fir die
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unterschiedlichen = Mortalitétsraten  sollen in  weiterfilhrenden  bakteriologischen,

virologischen, pathogenetischen und immunologischen Untersuchungen aufgeklart werden.

Summary

Development of an infection model for the investigation of mixed infections by the example

of aeromonas salm. Salm. and the virus of the haemorrhagic septicaemia of the rainbow trout

There is only rare information on bacterial and viral mixed infections in fishes. For
aeromonas salm. salm. (A.s.s.) and the viral haemorrhagic septicaemia (VHSV) this
interaction should be investigated in rainbow trout with reproducible challenge models.

For this purpose the cumulative mortality of intraperitoneally (i.p.) infected rainbow trout and
their contact fishes was estimated under different infection regimens: The infection dose (ID)
used in the mixed infection model caused a cumulative mortality of 40 % to 60 % if given of
the agents. In the case of simultaneously administration of both A.s.s. and VHSV all fishes
died. Nevertheless, large differences in the cumulative mortality of the infected trout was
observed when A.s.s and VHSV are given with a time delay. Are trout with a viral primary
infection exposed on day 19 to A.s.s. the cumulative mortality increases immediately from
42 % to 82 %. Vice versa an viral secondary infection 19 days after a A.s.s. primary infection
increases the cumulative mortality only from 58 % to 66 %.

To investigate the contact infection all investigation groups involved trout which were not
infected i.p. (contact fishes). A.s.s. in contact fishes could only be detected in mixed infected
groups. Highest rate of contact infections was observed in the group with simultaneously
provoked A.s.s and VHSV infection (82 %). In VHSV monoinfected and time delayed mixed
infected groups only 28 % to 34 % of the contact fishes were infected, too.

Further bacteriological, virological, pathogenetical and immunological investigation are

necessary to find the reason for this very different mortality rates.

Einleitung

Da iiber die Interaktion von bakteriellen und viralen Mischinfektionen bei Fischen wenig

bekannt ist, soll am Beispiel von A.s.s. und VHSV mit reproduzierbaren Infektionsmodellen

diese Wechselwirkung an der Regenbogenforelle untersucht werden.
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Die ersten Versuche sollten Antworten auf folgende Fragestellungen geben:
1. Fiihren Mischinfektionen im Vergleich zur monokausalen Infektion zu héheren
Erkrankungs- und Mortalitétsraten der infizierten Forellen?
2. Hat bei den zeitversetzt durchgefiihrten Mischinfektionen die Reihenfolge der
bakteriellen und viralen Infektion Einfluss auf die Morbiditdt und Mortalitét?
3. Wie wird durch die unterschiedlichen artifiziellen Infektionsmodelle die

Infektionsrate der Kontaktfische beeinflusst?

Material und Methoden

Versuchsbedingungen

Die Versuche sind 2001 und 2002 im Zeitraum vom Méirz bis Mai durchgefiihrt worden.

Es wurden eingeschlechtliche Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) der Linie Isle of
Man mit einem Gewicht von ca. 90-120 g verwendet. Die Hélterung von jeweils 100 Forellen
pro Becken erfolgte in Aquariumkreislaufanlagen (Typ Riems 97, Gesamtvolumen 4001).
Téglich wurden ca. 501 Wasser gewechselt. Die Versuche wurden bei 10 £1 °C unter 12 h
Kunstlicht und bei folgenden Wasserwerten durchgefiihrt: pH 8,6; Ammonium und Nitrit
0 mg/l; Nitrat max. 100 mg/l; Sauerstoff > 8,5 mg/l. Die tgl. Futterration betrug 2% der
Lebendmasse. Die Aquarien wurden durch Spritzschutzwinde und eine streng isolierte

Bewirtschaftung vor einer Kreuzkontamination geschiitzt.

Infektionsmodelle

In Vorversuchen stellten wir fest, dass wir nur mit der i.p. Infektion reproduzierbare
Ergebnisse erhalten. Fiir beide Erreger wurde eine enge Dosis-Wirkungs-Beziehung nachge-

wiesen (sieche Abb. 1).

A ss.-M onoinfektion VHSV -M onoinfektion

100 100
) [ﬁ E—— . —— 1x10(7) KID 50/ml

/ 2x10(7) KBE/ml /’”f 1x10(4) KID 50/
g9 —— 1x10(6) KBE/ml i 00
g f—o—m—o—w‘o g —— 1x10(4,4) KID 50/ml
£ 40 (bt t T 1 x 10(6) KBE/ml £ 0 -

/ / /;fM —o— 1x10(6) KBE/ml / M —— 1x10(3,5) KID 50/ml

20 20 -

OfMHHHHHH O’hﬂM\\\\\\\\\\\\\\

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 1 4 7 10 13 16 19 22 25 28
dp.i. dp.i

Abb. 1: Dosis-Wirkungsbeziehung von ID zu kumulativer Mortalitét
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Durch zusidtzlichen Hilterung von nicht i.p. infizierten Forellen (Kontaktfischen) in den
Infektionsgruppen untersuchten wir den Einfluss der einzelnen Infektionsmodelle auf
Kontaktinfektion.

Der spezifische Mortalitidtsnachweis wurde bakteriologisch durch einen Nieren- und Analpa-
pillenausstrich und virologisch durch Isolierung des Erregers mit Zellkulturen und Nachweis

mittels Immunfluoreszenz gefiihrt.

A.s.s.- Challenge:

Fiir die A.s.s.-Infektion wurde ein Feldisolat (Kiistriner Bach -F13/98) verwendet. Nach der
Erstisolation und Charakteristik wurde dieser Keim experimentell iiber eine Fischpassage
gefiihrt, aus der Niere reisoliert und nach zwei Subkulturen auf CASO-Agar im Mikrobank-
System bei -70°C konserviert. Fiir die Versuche wird der Stamm aus der Kryokonserve auf
CASO-Agar angeziichtet, {iber 2 Subkulturen in CASO-Bouillon (22°C, 48h) angereichert
und mit physiolog. NaCl-Losung gewaschen. Unmittelbar vor der Infektion wurde aus der
photometrisch eingestellten Keimsuspension die ID von 1x10° KBE/100ul hergestellt. Die

eingesetzte Keimzahl wurde im Nachhinein mittels Plattenspatelverfahren kontrolliert.

VHSV- Challenge:

Fiir die VHSV-Infektionen wurde der Virusstamm Fi 13 (Enzmann, Tiibingen) verwendet.
Der Stamm wurde auf RTG-Zellen vermehrt und portioniert bei —70°C gelagert. Die
Viruskonzentration dieser Kryokonserve ist als kulturinfektiose Dosis 5o (KIDsp) bestimmt
worden. Ausgehend von diesem Wert wurde die ID von 1x10° KIDs¢/100ul unmittelbar vor
der Infektion durch Verdiinnen mit physiol. NaCl-Losung hergestellt.

A.s.s. — VHSV Mischinfektionen

Fiir die Mischinfektionen wurden analoge ID‘s verwendet. Bei der simultanen Mischinfek-

tion wurde das Virus mit der Bakteriensuspension verdiinnt.

Versuchsablauf

Die Adaptionszeit der Forellen betrug 6 Wochen. Die Versuche sind mit jeweils 5 Versuchs-
gruppen und einer Kontrollgruppe durchgefiihrt worden. Die Kontrollgruppe wurde unter

gleichen Bedingungen auBerhalb des Infektionsraumes gehiltert. Die Versuchsgruppen
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bestanden aus 50 i.p. infizierten Versuchsfischen und 50 Kontaktfischen. Die Erstinfektion
aller Versuchsfische erfolgte an einem Tag, die Sekundérinfektion 19 Tage spiter.

Das Infektionsschema ist in der Tabelle 1 dargestellt.

Tab. 1: Infektionsschema

Versuchs- |1 2 3 4 5

gruppe

Infektions- | A.s.s.- VHSV- | simultane primére A.s.s.- |primdre ~ VHSV-
art Mono- Mono- VHSV/A s.s. | Infektion, 19 d spiter |Infektion, 19 d

infektion |infektion |-Infektion sekunddre =~ VHSV-|spiter sekundére

Infektion A.s.s.-Infektion

ELISA zum spezifischen Antikdrpernachweis

Die A.s.s.-Serumantikorper wurden mit einem eigens dafiir entwickelten ELISA bestimmt
(Kotterba und Koéllner 2000). Der Nachweis der VHSV-Antikorper erfolgte mit einem ELISA
nach Bergmann und Fichtner (1994).

Ergebnisse

1. Monoinfektion/Infektionsmodelle:

Fiir A.s.s. und fiir VHSV wurden zwei Infektionsmodelle etabliert, mit denen die eingangs
gestellten Fragen abgeklirt werden konnten. Das A.s.s.- Infektionsmodell, das mit einer ID
von 1x10° KBE/100u1 zu keiner Kontaktinfektion fiihrt, ist es sehr gut reproduzierbar. Die
kumulative Mortalitét lag bei den einzelnen Versuchsreihen zwischen 40-60%.

Die gleiche Varianz der kumulativen Mortalitdt ist bei dem VHSV-Infektionsmodell mit
einer ID von 1x10° KIDs¢/100ul ermittelt worden. Durch das Auftreten von Kontaktinfek-

tionen hat das virale Infektionsmodell eine gewisse Eigendynamik.

2. simultane Mischinfektion
In der Abb. 2 werden die kumulativen Mortalitdten der beiden Monoinfektionen und der
simultanen Mischinfektionen verglichen. Das Mortalitdtsgeschehen beginnt in allen drei

Versuchsgruppen anndhernd gleich am 4. bzw. 5 d p.i..
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sin ulane M ischinfektion A ss.+ VHSV
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Versuchstage

Abb. 2: kumulative Mortalitit der Versuchsfische bei simultaner Mischinfektion von A.s.s.

mit VHSV

Die simultane Mischinfektion lost einen dramatischen Anstieg der Todesfdlle bei den i.p. —

infizierten Forellen aus. Am 9. d p.i. sind alle Versuchsfische verendet.

Die A.s.s.- Monoinfektion fiihrt anfangs auch zu einem starken Anstieg der kumulativen
Morta-litdt. Die tiglichen Verluste werden ab dem 9. d geringer und der letzte Fisch stirbt am
12. d p.i.. Die Mortalitatsrate der A.s.s.- Monoinfektion betragt 57%.

Einen vollig anderen, fiir die VHSV typischen Verlauf hat die kumulative Mortalitdt der
VHSV- Monoinfektion. Das Verlustgeschehen beginnt moderat und erhoht sich in Intervallen
von 2 bis 4 Tagen stufenféormig. Ab dem 25. d p.i. verendet kein Versuchsfisch mehr. Die
kumulative Mortalitét betrigt 58%.

3. zeitlich versetzte Mischinfektionen

3.1. primiire A.s.s- Infektion/sekundire VHSV-Infektion

In der Abb.3 sind die kumulativen Mortalititen der A.s.s.- Monoinfektionen und der
A.s.s./VHSV-Mischinfektion gegeniibergestellt. Die kumulative Mortalitédt der i.p.-infizierten
Fische beider Versuchsgruppen stimmt bis zum 22. Versuchstag nahezu iiberein. Die am 19.
Tag (siehe Pfeil) in einer Versuchsgruppe gesetzte virale Sekundérinfektion fiihrt 2 Tage
spater zu Einzelverlusten und im weiteren Verlauf zu einer schwachen stufenweisen

Erh6éhung der Mortalitdtsrate. Am 35. d p. infect. sind 66 % der infizierten Fische tot.
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Mischinfektion:
primire A.s.s.- sekundire VHSV-Infektion

100

80

60 - oo QOO0

Prozent

40 —o— A.s.s.+VHSV

—— A.s.S.

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34
Versuchstage

Abb. 3: kumulative Mortalitit der Versuchsfische bei bakterieller Primér- und viraler

Sekundirinfektion

Die virale Sekunddrinfektion fiihrt nur zu einer geringen Erhohung der kumulativen Morta-

litdit von 58% auf 66 %.

3.2. primare VHSV-Infektion /sekundire A.s.s- Infektion

Wie in Abb. 4 ersichtlich, ist der Verlauf der kumulativen Mortalitdt der beiden VHSV-
Infektionsgruppen bis zum 19. Versuchstag gleich (41 bzw. 43%). Durch die virale
Primérinfektion wird das Immunsystem der Forellen offensichtlich so stark geschwécht, dass
die am 19 Tage spéter folgende bakterielle Sekundérinfektion innerhalb von nur 5 Tagen zu

einem starken Anstieg der Mortalitétsrate auf 82% fiihrt.

Mischinfektion:
primire VHSV-, sekundiire A.s.s.-Infelktion

30 4 =0=VHSV+A.s.s.
—o— VHSV
60 L
) fmﬂ
0 M T T T T T T T T

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34
Versuchstage

Abb. 4: kumulative Mortalitit der Versuchsfische bei viraler Primér- und bakterieller

Sekundirinfektion
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kumulative Mortalitit der Kontaktfische

Mit unserem A.s.s.-Feldisolat ldsst sich keine Infektion der Kontaktfische auslosen. A.s.s.-
Kontaktinfektionen treten nur bei Mischinfektionen mit VHSV auf.

Wie in Abb. 5 dargestellt, gibt es zwischen der VHSV-Infektionsgruppe und den beiden
zeitversetzten Mischinfektionsgruppen nur minimale Unterschiede in der kumulativen
Mortalitit der Kontaktfische (28-34%). Die hochste Mortilitisrate der Kontaktfische (82%)

wird durch die simultane Mischinfektion induziert.

kumulative Mortalitit der Kontaktfische

100 —o— VHSV/A.s.s.
—o— VHSV + Ass.s.
—— A.s.s. + VHSV
- VHSV

—*— A.s.s.

80

Prozent

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58
Versuchstage

Abb. 5: kumulative Mortalitit der Kontaktfische aller Versuchsgruppen

spezifischer Mortalititsnachweis

In den Monoinfektionsgruppen wurde nur der applizierte Erreger gefunden. In der VHSV-

Infektionsgruppe ist das Virus in den Versuchs- und den Kontaktfischen nachgewiesen
worden. A.s.s. wurde nur aus den Versuchsfischen isoliert.

In den Mischinfektionsgruppen wurden beide Erreger in den Versuchs- und den Kontakt-

fischen nachgewiesen.

Nachweis von spezifischen Serumantikorpern (AK)

Asss - AK

A.s.s-Antikorper wurden nur bei Forellen gefunden, die i.p. mit A.s.s. infiziert waren und
diese Infektion mindestens 20 Tage tberlebt hatten. Am Versuchsende (58. d) wurden
zwischen den A.s.s.-monoinfizierten und den A.s.s.-primérinfizierten Forellen keine
Unterschiede in den Extinktionen der Seren festgestellt (Extinktion syo nm von 0,4). Die

sekunddre Virusinfektion hatte demnach keinen Einfluss auf die A.s.s.-AK-Bildung. Anders
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bei den Versuchsfischen, die sekundér mit A.s.s. i.p. infiziert wurden. Fiir diese Seren wurden
Extinktionen von 0,2 ermittelt, die als schwach positive Reaktion zu bewerten sind. Offen-

sichtlich hat die virale Primdrinfektion zu einer Schwdchung des humoralen Immunsystems

gefiihrt.

VHSV- AK

Im Gegensatz zu den A.s.s.-Antikdrpern wurden VHSV-Serumantikorper bei allen infizierten
und kontaktinfizierten Forellen gefunden. Ausnahme sind die simultan infizierten
Versuchfische, die bereits 9 Tage nach der Doppelinfektion verendet waren. Die hochsten
Extinktionen (0,8) wurden mit dem Serum von den Kontaktfischen aus der Simultan-

infektionsversuchsgruppe nachgewiesen.

Ausblick:
Die Ursachen fiir die unterschiedlichen Mortalitétsraten sollen in weiterfithrenden bakterio-
logischen, virologischen, pathogenetischen und immunologischen Untersuchungen aufgeklért

werden.

Dank: Fiir die technische Assistenz an Frau I. Werner und Frau M. Legien, und fiir die

ausgezeichnete Betreuung der Tierversuche an Frau B. Berger und Herrn W. Bahls
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Untersuchungen zum Gesundheitszustand von Fischen aus Elbe und

Nebengewissern Sachsen-Anhalts

Petra Martin, Dr. Barbara Dresenkamp und Sabine Miiller

Landesuntersuchungsamt fiir Gesundheits-, Umwelt- und Verbraucherschutz Sachsen-Anbhalt,
Fachbereich 4, Veterindruntersuchungen/Veterindrepidemiologie,

Haferbreiter Weg 132-135, D-39576 Stendal

Tel.: (03931) 631-470

Zur lebensmittelrechtlichen Beurteilung von Fischen aus Elbe und Nebengewissern werden
seit 1994 systematische Untersuchungen auf unerwiinschte Riickstinde und Kontaminanten
sowie lebensmittelhygienische Beanstandungsursachen durch Parasiten, Fischkrankheiten
oder Organverdnderungen in Sachsen-Anhalt durchgefiihrt.

Zur Erfassung des allgemeinen Gesundheitszustandes wurden eingesandte Fischproben
pathologisch-anatomisch, parasitologisch (vorwiegend nur makroskopisch sichtbare
Parasitenstadien), virologisch und gegebenenfalls bakteriologisch und histologisch
untersucht.

Ausgewihlte parasitologische und virologische Untersuchungsergebnisse der Jahre 1994-
2001 werden hinsichtlich ihres Vorkommens und moglicher Bedeutung vorgestellt.

Ekto- und Endoparasitenbefall erwies sich im Untersuchungszeitraum iiberwiegend als
gering- bis mittelgradig, ohne Hinweis auf eine Gefdhrdung der menschlichen Gesundheit
durch Verzehr befallener Fische. Als parasitologische Hauptbefunde sind zu nennen die
Nachweise von Schwimmblasenwiirmern bei Aalen, Postodiplostomum sp. an Haut und
Kiemen bei den Fischarten Blei, Plotze, Giister, Dobel, Aaland und Rotfeder, Kratzer spp.
besonders hdufig im Darm von Aalen, Entwicklungsstadien von Triaenophorus sp. als
Bandwurmfinnen an Lebern von Barsch und als adulte Bandwiirmer im Darm von Hechten.
Dem Schwimmblasenwurmbefall der Aale ist wahrscheinlich die groBite Bedeutung
beizumessen hinsichtlich moglicher Auswirkungen auf die Leistungsfahigkeit befallener
Fische. Im Zeitraum von 1996-2001 wurden jahrlich zwischen 15 und 124 Aale (insgesamt
399 Einzeltiere) auf Befall mit Schwimmblasenwiirmern untersucht, dabei war eine
Befallsextensitit von 39 bis 60%, durchschnittlich 46% feststellbar. Die Befallsintensitét

wies groBBe Schwankungen auf mit 1 bis maximal 41 Wiirmern je Aal. Bei 59 von den
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insgesamt 184 befallenen Aalen wurden mehr als 5 Schwimmblasenwiirmer pro Fisch
gezdhlt. Diese Angaben beziehen sich ausschlieBlich auf makroskopisch sichtbare
Larvenstadien. Histologisch durchgefiihrte Stichprobenuntersuchungen lassen eine hoéhere
Befallsintensitit vermuten. Entziindungen der Schwimmblasenwand waren héufig nicht
offensichtlich.

Virologische Untersuchungen erfolgten in den Jahren 1994-2001 an insgesamt 1422
Organsammelansidtzen (maximal 10 Fische der gleichen Art und Entnahmestelle je
virologischen Ansatz). Dabei wurden positive Virusnachweise wie folgt gefiihrt: VHS (1
Hecht), IPN (2*Hecht, 1*Wels; 3 Entnahmestellen) Aal-Rhabdovirus (3*Aale, 2
Entnahmestellen), Barsch-Rhabdovirus (1*Schleie, 1* Barsch; 1 Entnahmestelle) und

sogenanntes ,,Glister-Virus* (1*Giister, 1*Schleien; 2 Entnahmestellen).
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Therapie der Dactylogyrose bei einigen Zierfischen des Amazonasgebietes

Friedhelm Stetter', Dieter Untergasser’, Franz Iglauer’ und Kurt Schreckenbach?

'Medizinische Fakultit der Eberhard Karls Universitit Tiibingen, Goltzenburg 6a, 32457
Porta Westfalica, ’Referent fiir Fischkrankheiten des VdA, Bio-Media, Michelstadt,
*Einrichtung fiir Tierschutz und Tierdrztlichen Dienst der Eberhard Karls Universitit

Tiibingen, *Institut fiir Binnenfischerei e.V., Potsdam Sacrow

Zusammenfassung

Parasitosen mit Dactylogyrus sp. (,,Kiemenwiirmern®) 16sen bei der Haltung und Zucht
tropischer Zierfische zuweilen erhebliche Probleme aus. Besondere Beachtung hat diese
Parasitose bei der Aquarienzucht von Diskusfischen (Symphisodon aequifasciatus) erfahren.
Zahlreiche Therapieansitze erwiesen sich als zunehmend wirkungslos (z.B. Bédder mit
Kaliumpermanganat, Mebendazol, Piperazincitrat, Trichlorphon, Flubendazol und Formalin).
In einer Behandlungsserie priiften wir das Praziquantel-Dauerbad als Therapiealternative.
Kumulative Dosierungen von bis zu 10 mg einer Praziquantel-Suspension pro Liter
Aquarienwasser wurden ohne unerwiinschte Wirkungen von Segelflossern (Pterophyllum
scalare), Diskusfischen (Symphisodon aequifascita) und verschiedenen Welsen (Ancistrus
sp., Corydoras sp.) vertragen. Eine Aufdosierung iiber mehrere Tage beginnend mit 2,5mg
Praziquantel/l Wasser bewéhrte sich. Bei derartigen kumulativen Dosierungen waren in
einigen der Behandlungsserien nach 3-4 Tagen keine adulten Wiirmer und Larven in den
Kiemen mehr nachweisbar. Eine vollstandige Elimination einer Dactylogyrus-Population in
einem geschlossenen System wurde dadurch erreicht, dass mindestens drei 5-6 Tage
dauernde Therapie-Zyklen (mit tiglicher Applikation von 2,5 mg Praziquantel/l
Aquarienwasser) unter Einschaltung therapiefreier Intervalle von anfangs einer Woche und

dann 4 und 9 Wochen Dauer durchgefiihrt wurden

Summary

The parasitosis with gillworms (Dactylogyrus sp.) can cause severe problems in the keeping

and breeding tropical ornamental fishes, e.g. Discus (Symphisodon aequifasciata). Treatment
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of dactylogyrosis with several drugs was insufficient in the past. Therefore, effects of a long-
term use of praziquantel was evaluated. Cumulative doses up to 10 mg praziquantel-
suspension/l water were tolerated without side-effects by Angel Fish (Pterophyllum scalare),
Discus, and a some catfish species (Ancistrus sp., Corydoras sp.). It was found appropriate to
start with a dosage of 2.5 mg/I and to add the same dosage every other day for 5-6 days. By
this treatment no adult parasites and larvae were were found after 3-4 days. For the complete
elimination of the Dactylogyridae-population in a closed aquarium system, 4 therapy-cycles
(duration: 5-6 d, accumulated dosage: 2.5 mg/l/d) was effective. The therapy-cycles were

interrupted by intervals without medication (1 to 4 weeks).

Die Dactylogyrose bei (Zier-) Fischen

Die in den Kiemen und z.T. auf der Haut der Fische ektoparasitisch lebenden Dactylogyrus
sp. konnen — durch massenhafte Vermehrung - erhebliche Verluste vor allem bei der
Aufzucht der Jungtiere auslosen (Reichenbach-Klinke & Korting 1993, Untergasser 1998b).
Die Kiemenblitter verschleimen, kleben zusammen, Epithel wird zerstort und Blutgefésse
zerreissen (Bassleer 1983, Amlacher 1992, Untergasser 1998b). Der Gasaustausch wird stark
beeintrachtigt. Bei beginnender Infektion scheuern sich die Fische mit den Kiemendeckeln an
Einrichtungsgegenstdnden. Bei stirkerer Infektion ist die Atmung beschleunigt und im
Endstadium der Dactylogyrose konnen die Fische “hechelnd” unter der Wasseroberfldche
stehen (Gobel 1999, Untergasser 1998b). Bei der mikroskopischen Untersuchung fallen die
langlichen, abgeplatteten Wiirmer sofort auf, die meist am einen Ende mit dem Hakenapparat

an den Kiemen festsitzen und sich mit dem freien Teil ihres Korpers lebhaft bewegen.

»Diskus-spezifische* Kiemenwiirmer

Die bei Diskusfischen und anderen tropischen Zierfischen (z.b. anderen Buntbarschen)
parasitierenden Kiemenwiirmer sind in der Mehrzahl wissenschaftlich noch nicht genau
beschrieben. Aus diesem Grund fiigen wir dieser Arbeit aussagekriftige Abbildungen bei, die
vielleicht die taxonomisch versierten Leserlnnen zu Forschungen anregen (Abb. la-1d). Die
bei Diskusfischen hiufig zu findenden Kiemenwiirmer, weisen stets ein vierzipfliges
Vorderende (Haftdriisenausgédnge) auf, hinter dem vier Pigmentflecke liegen. Am hinteren
Teil ihres ldnglichen Korpers verfiigen sie iiber einen Hakenapparat mit 4 Zentralhaken, die

jeweils paarweise durch Bogen miteinander verbunden sind (Lénge 33 pm) und mit 14
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kleinen Randhaken am Rand der Haftscheibe (Untergasser 1998Db).

e
e PRI

Legende: Links oben: Massiver Befall der Kiemen mit Dactylogyrus sp.; Rechts oben:

typisches Bild eines ,,diskus-spezifischen* Kiemenwurms; Rechts unten: Larve des ,,diskus-
spezifischen* Kiemenwurms mit vier Pigmentflecken; Links unten: Hakenapparat eines

,»diskus-spezifischen* Kiemenwurms

Lebenszyklus ,,diskus-spezifischer* Kiemenwiirmer

Die (diskusspezifischen) Kiemenwiirmer legen Eier. Die Mehrzahl dieser Eier wird durch den
Wasserstrom aus den Kiemen gespiilt und fillt zu Boden. Aus den Eiern enwickeln sich
bewimperte bewegliche Larven. Im Hinblick auf die bei Diskusfischen gefundenen
Kiemenwiirmer beobachtete Untergasser bei mikroskopischen Untersuchungen sowohl das
Ausscheiden der Eier als auch das Schliipfen der Larven im Nativ-Priparat auf dem
Objekttrager. Die Entwicklungsdauer im Ei betrug nie mehr als einige Stunden. Hinweise fiir
“Dauereier” wurden nicht gefunden (Untergasser 1998a). Der Entwicklungszyklus scheint
recht schnell abzulaufen, obwohl unseres Wissens die genaue Dauer bis zur Entwicklung des
adulten (vermehrungsfiahigen) Wurmes noch nicht sicher bekannt ist. Am Kopfende haben

die Larven Pigmentflecke, die als primitive Sehorgane angesprochen werden kénnen. Wenn
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man Analogieschliisse zu anderen besser untersuchten Wurm-Spezies ziehen will, werden
hierdurch bewegte Schatten erkannt, die aktiv angeschwommen werden. Inwieweit von
anderes Species bekannte z.T. hochspezifische Mechanismen das Erkennen des ,richtigen®
Wirtes ermoglichen und das Anheften auslosen, oder ob dies bei den ,,diskus-spezifischen*
Kiemenwiirmern weniger differenziert ablduft, ist u.W. noch unerforscht. An einem
geeigneten Wirt setzt sich die Entwicklung fort und in den Kiemen entwickeln sich aus den

Larven die adulten und vermehrungsfdhigen Wiirmer.

Der Lebenszyklus von Kiemenwiirmern im Biotop und im Aquarium

Im Biotop fallen die Eier der in wenigen Exemplaren an den erwachsenen Fischen lebenden
Wiirmer auf den Boden und damit in den Kies, in den Schlamm oder in eine Blitterschicht.
Die schliipfenden Larven haben — wenn Analogieschliisse zu besser untersuchten Species
gezogen werden - nur die Energie, einige wenige ,,Startversuche* zum Erreichen bewegter
Schatten zu unternehmen. Ist der angesteuerte Schatten wiederholt ein vorbeischwimmendes
Blatt o0.4. und nicht der (spezifische) Wirt, sterben die Larven rasch ab. Im Biotop erreicht —
angesichts der Bodengrundbedingungen und der immensen vorbeistrdmenden Wassermassen
(im Vergleich zur Fischdichte) - nur ein kleiner Prozentsatz der Larven den ,,richtigen® Wirt.
Der Infektionsdruck ist hier demnach gering — zu gering, um den Fisch (auch den Jungfisch)
nachhaltig zu schiadigen. Mit der Ausreifung des Immunsystems und der Entwicklung anderer
(unspezifischer) Abwehrmechanismen diirfte der heranwachsende Fisch daher gut mit dieser
geringen Infektion zurechtkommen und kann schliesslich die Wurmpopulation in seinen
Kiemen so kontrollieren, dass ihm kein Schaden entsteht. In einem typischen Zuchtaquarium
oder unter den Haltungsbedingungen in den Anlagen von (Gross-) Héndlern, in denen
zumeist kein Bodengrund und kaum andere Dekoration zu finden ist, liegen nun Wurmeier
am Boden, aus denen sich Larven entwickeln. Bewegte Schatten in einem solchen Becken
sind fast ausschliesslich Fische der gleichen Species, d.h. fast jeder ,,Startversuch® einer
Wurmlarve ist ein ,,voller Erfolg®, denn sie trifft fast immer auf ihren spezifischen Wirt. Eine
Masseninfektion ist die Folge, die die Fische (insbesondere Jungfische oder vom Transport
her unter Distress stehende Fische) nicht mehr kontrollieren konnen (vgl. Gobel & Stetter
2002, Stetter 2003). Die Graphiken in Abb. 2 illustrieren den Unterschied zwischen Biotop

und Aquarium.
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Lebenszyklus von Kiemenwiirmern in der Natur Lebenszyklus von Kiemenwiirmern im Aquarium

Blatter oder andere bewegte
Schatten

| @8
o & i ‘@'
Crird
Eier 90- - - - - - Eier 03- - - - - -

Larven Larven

Legende: Lebenszyklus von Kiemenwiirmern im Biotop und im Aquarium

Bisherige Therapieansiitze der Dactylogyrose in der Aquaristik

Mit sé@mtlichen bislang bekannten Therapien werden nur die Larven oder adulten Wiirmer
erreicht. Die ovizide Wirkung ist sehr begrenzt. Die folgende Auswahl fiihrt einige
Substanzen auf, die (meist als Badebehandlung) angewendet wurden, sich aber zunehmend
als wirkungslos erwiesen:

- Kaliumpermanganat (Untergasser 1998a)

- Trichlorphon (Bassleer 1983, Schlotfeldt et al. 1988, Untergasser 1998a)

- Piperazincitrat (Untergasser 1998a)

- Mebendazol (Buchmann et al. 1990)

- Flubendazol (Bassleer 1983, Untergasser 1990, Kolle & Hoffmann 1996)

- Formalin (Amlacher 1992, Schlotfeldt et al. 1988).

Praziquantel -Dauerbiider als alternativer Therapieansatz?

Praziquantel wurde von den Forschungslaboratorien der Firmen E. Merck, Darmstadt und
Bayer, Leverkusen zur Bekdmpfung der Bilharziose entwickelt. Die kristalline Substanz mit
bitterem Geschmack ist in Chloroform, Dimethylsulfoxid und in Athanol gut, in Wasser nur
sehr gering 16slich. Praziquantel erwies sich in der Veterindrmedizin als wirkungsvoll gegen
zahlreiche Wurmerkrankungen bei verschiedensten Tierarten — u.a. auch bei Nutzfischen
(Ubersichten u.a. bei Schmahl 1991, Schlotfeld et al. 1988).

Schmahl und Taraschewski (1987) behandelten Stichlinge (Gasterosteus aculeatus) gegen
Monogenea- Arten mit bis zu 50 mg Praziquantel pro Liter Wasser. Wihrend sie

geringgradige reversible Nebenwirkungen bei den Fischen erst ab einer Dosis von 20
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mg/Liter beobachten konnten, arbeiteten sie in dieser Studie eine Dosis von 10 mg/Liter im
Dauerbad als wirkungsvoll und empfehlenswert heraus. In dieser Dosierung (10 mg/l
Wasser) wurden Therapieerfolge bei europdischen Welsen (Siluris glanis) in der
Warmwasserkultur im Rahmen einer kontrollierten Studie nachgewiesen (Schlotfeldt et al.
1988): Die 48-stiindige Therapie im Praziquantel -Bad musste nach drei Tagen freiem
Intervall (Entwicklungszyklus der Ancylodiscoides siluris!) wiederholt werden. Bei
Versuchen mit tropischen Zierfischen (7richogaster cosby) liessen sich die positiven

Therapieergebnisse nur teilweise bestitigen.

Metabolisierung der Substanz

Bei der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss, Bjorklund & Bylund 1987)
- wird Praziquantel nach oraler Applikation schnell aus dem Gastrointestinaltrakt
resorbiert
- verteilt sich die Substanz in den verschiedenen Organen innerhalb von 4-16 Stunden
- ist die Substanz zu 67-96% nach 32 Stunden aus den untersuchten Geweben eliminiert
- wird Praziquantel z.T. iiber die Gallenfliissigkeit und z.T. in Form wasserldslicher
Metabolite liber die Nieren ausgeschieden.
Bei den (kleinen) Zierfischen bereitet die orale Applikationsform nach eigenen wiederholten
Beobachtungen dadurch Probleme, dass - vermutlich durch den bitteren Eigengeschmack der
Substanz - hiermit angereichertes Futter kaum angenommen wird. Aus diesem Grund wéhlten

wir die Behandlungsform des (Dauer-) Bades.

Vertriglichkeit von Praziquantel-Dauerbiidern

Wir behandelten infizierte 6 und 8 Wochen alte Segelflosser (Pterophyllum scalare) in
aufsteigenden Dosierungen an je 5 bzw. 6 aufeinander folgenden Tagen

- beginnend mit 1mg Praziquantel-Suspension/l Wasser bis zu Smg/I

- beginnend mit Smg/1 bis zu 10mg/1

- beginnend mit 9,5mg/1 bis zu 19,5mg/1

Bei Dosierungen grosser als 15mg/Liter (bei Aufdosierung iiber mehrere Tage) zeigten sich
an reversiblen Nebenwirkungen: Verlangsamte Spontanbewegungen und Reduktion der

Nahrungsaufnahme. Die Behandlung wurde vergleichbar gut vertragen von: Diskusfischen,
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Maroni-Buntbarschen (Cleithracara maroni), blauen Antennenwelsen und drei verschiedenen

Panzerwelsarten (Corydoras sp.)

Fragestellungen der Behandlungsbeobachtungen

Anhand einer Reihe von Behandlungsserien infizierter Fische versuchten wir durch genaue
Beobachtung, Dokumentation und Untersuchung zu kléren,
- zu welchem Zeitpunkt von einer sicheren Wirkung auszugehen ist
- ob sich ein Therapieschema mit Praziquantel -Dauerbddern finden ldsst, das nicht nur
eine Erregerreduktion sondern eine dauerhafte Erreger-Elimination in einem
geschlossenen System (z.B. in einem Aquarium) ermoglicht.
Details dieser Behandlungsbeobachtungen wurden bereits an anderer Stelle berichtet (Stetter

et al. 2003). Wir beschrianken uns daher hier auf die wesentlichen Ergebnisse.

Dauer bis zum Wirkungseintritt

Bei Dosierungen von 7 — 10 (15) mg Praziquantel-Suspension/l Wasser liessen sich in einem
Therapieansatz in einem eingerichteten 80-Liter Aquarium erstmals nach ca. 3 '42 Tagen in
den Kiemen von infizierten Segelflossern lichtmikroskopisch keine Dactylogyrus sp. oder
deren Larven mehr nachweisen. Theoretisch miisste danach mit einer 12-tdgigen Therapie
eine Dactylogyrus-Population zu eliminieren sein, wenn man davon ausgeht, dass spétestens
nach 3-4 Tagen die letzten Larven aus den Eiern geschliipft sind, die wiederum nach
spatestens 3-4 Tagen abgetdtet wurden. Vermutlich verlduft aber der Entwicklungszyklus
Wurm-Ei-Larve-Wurm wesentlich schneller. In 2 von 3 Therapieansitzen, die jeweils 12
Tage dauerten und sich in den vertraglichen Dosierungsbereichen von Praziquantel bewegten,
konnte tatsichlich dauerhaft die Population von Dactylogyrus sp. eliminiert werden. In einem
Behandlungsansatz zeigte sich bei einer Kontrolle nach 12 Wochen wieder ein erneuter

Befall der Fische.

Elimination von Dactylogyrus-Populationen in Aquarien durch Praziquantel-

Dauerbader?

In zwei Behandlungsansitzen, in die Skalare, Diskusfische und blaue Antennenwelse

einbezogen wurden, applizierten wir fiinf Tage lang jeweils 2,5mg Praziquantel-Suspension/I
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Wasser (theoretisch errechnete Maximal-Konzentration.: 12,5mg/l). Am sechsten Tag wurde
das Dauerbad durch 95%igen Wasserwechsel beendet. Im weiteren Verlauf der Behandlung
wurde dieses Therapieschema nach 5 Tagen freiem Intervall, sowie nach 4 und nach 9
Wochen wiederholt. 12 Wochen nach der letzten Therapie (und auch weiterhin) zeigte sich
kein erneuter Befall der Fische mit Dactylogyrus sp.

Auch wenn wir aus unseren Behandlungsbeobachtungen den Schluss ziehen konnen, dass
sich das Dauerbad mit Praziquantel als Therapie-Alternative bei der Dactylogyrose einiger
tropischer Zierfische anbietet, bleiben viele Fragen offen. Zum Beispiel wire es sehr
wiinschenswert gewesen, direkte Konzentrationsbestimmungen der Wirksubstanz im Wasser
durchzufiihren, was jedoch mit den uns zur Verfiigung stehenden Mitteln nicht moglich war.
Weiterhin wire es wichtig, die Dauer des Entwicklungszyklus der besonderen Dactylogyrus
Species genauer zu untersuchen. Denkbar wédre auch, dass Therapiemisserfolge dadurch
entstehen, dass die Entwicklungsdauer derart kurz ist, dass sie die Dauer bis zum Wirkungs-
eintritt von Praziquantel unterschreitet oder in der gleichen Zeitdimension liegt. Wére dies
der Fall, muss man vermutlich im Hinblick auf die vollstindige Elimination einer Wurm-
population immer wieder auch mit Misserfolgen rechnen und es bliebe zu wiinschen, dass
Substanzen entwickelt werden, die einen rascheren Wirkungseintritt bei fischunschadlichen

Konzentrationen aufweisen.
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Anguillicola crassus als Stressor beim Europiischen Aal, Anguilla anguilla
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Kornblumenstr. 13, D-76128 Karlsruhe

Zusammenfassung

Unter experimentellen Bedingungen wurde untersucht, ob eine Infektion mit dem
Schwimmblasennematoden Anguillicola crassus eine Stressantwort beim Europdischen Aal
induziert. Als Parameter fiir die Stimulierung der endokrinen Stressachse wurde der Verlauf
des Cortisolgehaltes im Serum der Aale iiber einen Zeitraum von 311 Tagen bestimmt. Um
natiirliche Bedingungen mit einem variablen Infektionsdruck zu simulieren, wurden die Aale
mit unterschiedlich vielen infektidsen dritten Larvenstadien (L3) von A. crassus infiziert. Die
Entnahme von Blutproben erfolgte im Abstand von 2 Wochen durch Punktion der
Caudalvene, nachfolgend wurde der Cortisolgehalt mittels eines Radioimmunoassays (RIA)
bestimmt. Die Infektion mit A. crassus fiihrte zu einem signifikanten Anstieg des
Cortisolgehaltes, wobei der Zeitraum erhohter Cortisolgehalte mit dem der
Larvalentwicklung und dem Auftreten der ersten adulten A. crassus iibereinstimmte. Es ist
wahrscheinlich, dass unter natiirlichen Bedingungen durch den kumulativen Effekt mehrerer
Stressfaktoren wie Wassertemperatur, pH, Sauerstoffkonzentration, Wasserverschmutzung
und intraspezifischem Stress auch eine Infektion mit A. crassus ein bedeutsamer Stressor fiir

den Aal darstellt.
Summary

The purpose of this study was to determine, under laboratory conditions over a period of 311
days, if infection with the nematode Anguillicola crassus induces stress in European eels
(Anguilla anguilla), and stimulates the endocrine stress axis as measured by serum cortisol
levels. Eels were experimentally infected with third stage larvae (L3) in different doses to

simulate natural conditions with varying infection pressures. Blood samples were drawn from
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the caudal vein every two weeks and serum cortisol concentrations were determined by
radioimmunoassay (RIA). The application of L; resulted in a significant increase in the
cortisol levels. The period of time at which elevated cortisol values were observed was
consistent with the time of larval development and the appearance of adult A. crassus. Thus,
there is a stress response to the larval and young adult stages, but no chronic response to older
adults. Therefore, it is likely that infection of eels under natural conditions especially with a
high number of larvaec may be a considerable stressor, in combination with different
environmental factors like water temperature, pH, oxygen concentration, pollution and inter-

individual relationships.

Einleitung

Der Schwimmblasennematode Anguillicola crassus war als Parasit des Japanischen Aals
(Anguilla japonica) urspriinglich in seiner Verbreitung auf Japan, Korea, Taiwan und China
beschriankt (NAGASAWA et al., 1994). Vor etwa 20 Jahren gelangte der Nematode vermutlich
mit Aalimporten aus Taiwan nach Zentraleuropa und konnte sich mit dem Européischen Aal
als Endwirt erfolgreich etablieren (TARASCHEWSKI et al., 1987; MORAVEC & TARASCHEWSKI,
1988; WURTZ et al., 1998; SURES et al., 1999a). Die haufigsten durch 4. crassus verursachten
pathologischen  Verdnderungen der Schwimmblase sind eine Verdickung der
Schwimmblasenwand einhergehend mit Entziindungsreaktionen, Fibrosen, Infiltration von
Leukocyten sowie morphologische und funktionelle Verdnderungen der Epithelzellen (VAN
BANNING & HAENEN, 1990; MOLNAR et al., 1993; HARTMANN, 1994; MOLNAR, 1994;
MOLNAR et al., 1995; WURTZ et al., 1996, WURTZ & TARASCHEWSKI, 2000). Mit 4. crassus
infizierte Aale sollen empfindlicher gegeniiber sekundéren bakteriellen Infektionen sein (VAN
BANNING & HAENEN, 1990) und es erscheint unwahrscheinlich, dass Aale mit einer stark
geschéddigten Schwimmblase in der Lage sind, ihr Laichgebiet zu erreichen (WURTZ et al.,
1996).

Trotz der hohen Pathogenitét von 4. crassus wurden bisher nur wenige Untersuchungen zur
Immunantwort von Aalen gegen diesen Parasiten durchgefiihrt (BUCHMANN et al., 1991;
HOGLUND & PILSTROM, 1994, 1995; HAENEN et al., 1996; NIELSEN & BUCHMANN, 1997;
KNOPF et al., 2000 a,b). In enger Wechselwirkung mit dem Immunsystem steht das neuro-
endokrine System (WEYTS et al., 1999). Es ist bekannt, dass eines der wichtigsten
Stresshormone, das Corticosteroid Cortisol, die Empféanglichkeit von Fischen fiir Infektionen

mit Pilzen, Bakterien und Parasiten erhdht (PICKERING, 1981; PICKERING & DURSTON, 1983;
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Woo et al., 1987; PICKERING & POTTINGER, 1989). Unter diesem Gesichtspunkt erscheint die
mogliche Wirkung von A4. crassus als Stressor besonders interessant. KELLY et al. (2000)
konnten bei der Untersuchung von Wildaalen jedoch keinen Einfluss von 4. crassus auf die
Cortisolgehalte feststellen. Hieraus zogen sie die Schlussfolgerung, dass durch 4. crassus
keine chronische Stressantwort ausgeldst wird. Das Ziel der vorliegenden Studie war es, unter
experimentellen Bedingungen und mit Cortisol als Stressparameter zu {iberpriifen, ob beim
Europidischen Aal eine Infektion mit A. crassus zu einer Stimulierung der endokrinen

Stressachse fiihrt.

Material und Methoden

Europédische Aale einer Masse von 69,0 20,9 ¢ wurden von einer Anguillicola-freien
Aalfarm (Limnotherm, Bergheim, BRD) bezogen. Mit der Untersuchung von 15 Aalen wurde
die Abwesenheit von A. crassus bestitigt. Die Haltung der Aale erfolgte zur Vermeidung von
intraspezifischem Stress einzeln in einem Wasservolumen von jeweils 40 1 bei einer
Temperatur von 20°C. Als Versteckmoglichkeit stand jedem Tier eine Kunststoffrohre zur
Verfiigung und es wurde 2 mal wochentlich mit 0,7 g Pelletfutter je Aal gefiittert. Die
Infektion der Aale mit L3 von A. crassus erfolgte mit einer Magensonde (Durchmesser
1,5 mm). Die hierzu verwendeten L; wurden zuvor aus experimentell infizierten Copepoden
isoliert (vergl. KNOPF et al., 1998).

Die Aale wurden in 4 Gruppen aufgeteilt: eine Gruppe von 6 Aalen wurde nur zu Beginn des
Experimentes mit 40 L; infiziert. Jeweils 8 Aale wurden wiederholt liber 140 Tage mit
wochentlich 20 Ls; bzw. 2 mal pro Woche mit 3 Ls infiziert. Die nicht infizierte, aber
ansonsten identisch behandelte Kontrollgruppe bestand aus ebenfalls 8§ Aalen. Im Abstand
von 2 Wochen wurden durch Punktion der Caudalvene Blutproben gewonnen und das Serum
bei —70°C aufbewahrt. Die Bestimmung des Cortisolgehaltes erfolgte entsprechend KLOAS et
al. (1994) mit einem Radioimmunassay. Sowohl Die Entnahme von Blutproben als auch die
Applikation der Ls erfolgte innerhalb von 4 Minuten, nachdem die Aale aus dem Becken
gefangen wurden.

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit dem Kruskal-Wallis Test und ggf. Mann-
Whitney U-Test zum Vergleich der Versuchsgruppen untereinander sowie dem Wicoxon Test

zum Vergleich zeitlich aufeinanderfolgender Messwerte innerhalb einer Gruppe mit P < 0,05.
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Ergebnisse

Der mittlere Cortisolgehalt im Serum der Aale lag zwischen 1,8 und 5,8 ng ml™ (Abb. 1).
Wenngleich die Cortisolgehalte stark schwankten, ergaben sich signifikante Unterschiede der
Mittelwerte zwischen den unterschiedlich behandelten Gruppen. Wihrend sich die

Cortisolkonzentration bei allen Gruppen am Tag 14 nicht signifikant unterschieden, war der
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Abb. 1 Verlauf der mittleren Cortisolkonzentrationen (i + SD) unterschiedlich behandelter Aale.
a: Infektion zweimal wochentlich mit 3 Ly von Anguillicola crassus iiber 20 Wochen (n = 8); b:
Infektion wochentlich mit 20 L; von 4. crassus tiber 20 Wochen (n = 8); c: einmalige Infektion zu
Versuchsbeginn mit 40 L; von A. crassus (n = 6); d: nicht infizierte Kontrolle (n = 9). Gefiillte
Symbole: signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe (U-Test, P < 0.05); offene Symbole: keine

signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe
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Cortisolgehalt zwischen Tag 56 und 126 bei den mit mehrmals mit 20 L; infizierten Aalen
signifikant hoher als bei den Kontrolltieren (Abb. 1). Bei den einmalig infizierten Aalen war
der Cortisolgehalt am Tag 29 signifikant niedriger als bei den Kontrolltieren, wihrend bei
den 2 mal wochentlich mit 3 Ls infizierten Aalen keine signifikanten Unterschiede zur
Kontrolle gefunden wurden.

Innerhalb der Gruppen zeigten die 2 mal wochentlich mit 3 L3 infizierten Aale zwischen Tag
14 und 29 eine signifikante Erhohung des Cortisolgehaltes von 2,5 + 2,3 ng ml™ auf 5,4 + 4,6
ng ml". Bei der wochentlich mit 20 L; infizierten Gruppe war ein signifikanter Anstieg
zwischen Tag 29 und 42 von 6,0 + 3,0 ng ml”! auf 9,0 £ 5,9 ng ml”, bei den einmalig mit 40
L; infizierten Aalen zwischen Tag 71 und 85 von 2,5 + 2,2 auf 4,3 £ 2,6 ng ml! zu
beobachten. Der Cortisolgehalt der Kontrolltiere zeigte liber den ganzen Versuchszeitraum
keine signifikanten Verdnderungen. Die zu Beginn des Experimentes (bis etwa Tag 150)
erhohte Ausschiittung von Cortisol bei den mit A. crassus infizierten Aalen ist gut zu
erkennen, wenn die Differenzen der Messwerte zum Anfangsgehalt (berechnet fiir den

einzelnen Fisch) dargestellt werden (Abb. 2).

—o— 20L,/Woche

L, Applikation A —A— 2x3 L,/ Woche
—vy— einmalig 40 L,
—O0— Kontrolle

0 -

I
[ |

N
1

o
1

Differenzen zum anfanglichen
Cortisolgehalz [ng/ml]

7 i 7 7 i
0 100 200 300

Zeit [Tage]
Abb. 2 Differenzen zum Basiswert des Cortisolgehaltes in Aalen nach unterschiedlicher Behandlung.
[J: Infektion wochentlich mit 20 Ls von Anguillicola crassus tiber 20 Wochen (n = 8); A: Infektion zweimal
wochentlich mit 3 L; von 4. crassus tiber 20 Wochen (n = 8); V: einmalige Infektion zu Versuchsbeginn mit 40

L; von A. crassus (n = 6); O: nicht infizierte Kontrolle (n = 8). Gefiillte Symbole: signifikante Unterschiede zur
Kontrollgruppe (U-Test, P < 0.05); offene Symbole: keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe
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Diskussion

Die wichtige Rolle von Plasmacorticosteroiden, insbesondere Cortisol, als erste Vermittler
einer Stressantwort bei Fischen ist allgemein akzeptiert (BARTON & IwaAMA, 1991;
WENDELAAR BONGA, 1997; KLOAS, 1999). Der in dieser Studie ermittelte mittlere Basiswert
von 3,9 ng ml™ liegt am unteren Bereich der in dem Review von BARTON & IwaMA (1991)
als Werte fiir ungestresste Fische angegebenen Cortisolkonzentrationen. Die durch die
Infektion mit A. crassus verursachte gesteigerte Ausschiittung von Cortisol ist verglichen mit
einer beim Europdischen Aal durch akuten Stress (Herausnehmen aus dem Wasser, handling)
verursachten Erhohung des Cortisolgehaltes auf 108 ng ml”' (GILHAM & BAKER, 1985) nur
gering. Bei Salmoniden fiihrte akuter Stress sogar zu einer kurzfristigen Erh6hung des von 5
ng ml™" auf 40 — 200 ng ml"' (PICKERING & POTTINGER, 1989). Andererseits erhdht sich bei
diesen Fischen der Plasmacortisolgehalte bei chronischem Stress (beengte Haltung) auf nur
etwa 10 ng ml" (PICKERING & POTTINGER, 1989). Dies stimmt gut mit der bei den am
stirksten infizierten Aalen (wiederholt 20 Ls) gemessenen Erhohung von 4,9 auf 9,0 ng ml™”
iiberein.

Die Beobachtung, dass eine signifikante Erhohung des Cortisolgehaltes bei den infizierten
Aalen nach 14, 29 bzw. 71 Tagen feststellbar war, und die Tatsache, dass die Entwicklung
von der Infektionslarve zum Adultus bei 4. crassus (L3) bei 20°C etwa 50-80 Tage
beansprucht (DE CHARLEROY et al., 1990; KNOPF et al., 1998), zeigt, dass die L3, und
moglicherweise auch junge adulte A. crassus die Stressantwort beim Aal auslosen. Die
abnehmenden Cortisolkonzentrationen bei den Kontrolltieren kénnen mit einer Gewdhnung
an die Versuchsbedingungen erklért werden.

Die Ausschiittung Cortisol scheint von der Stdrke der Infektion abzuhéngen. Die am stirksten
infizierten Aale (20 L3 pro Woche) zeigten die deutlichste Reaktion, welche sich durch eine
frithe und gegeniiber der Kontrolle signifikante Erhohung des Cortisolgehaltes iiber einen
Zeitraum von 70 Tagen auszeichnete. Waren die adulten A. crassus élter als etwa 60 Tage,
konnten keine erhdhten Cortisolkonzentrationen gemessen werden. Hiermit lassen sich die
Ergebnisse von KELLY et al. (2000) erkldren, die bei natiirlich infizierten Wildaalen, welche
kurzfristig im Labor gehalten wurden, iiberhaupt keine Stressantwort auf A. crassus
nachweisen konnten. Im Gegensatz zur vorliegenden Studie war ihnen die Vorgeschichte der
Aale und die Dauer der Infektion nicht bekannt. KELLY et al. (2000) vermuten, dass sich die
von ihnen untersuchten Aale bereits an den von A. crassus verursachten Stress adaptiert

hatten.
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BARTON & IWAMA (1991) stellten heraus, dass sich der kumulative Effekt von Stress auf der
Ebene des Individuums oder der Population manifestieren kann, schlimmstenfalls in Form
eines Massensterbens. Bei Salmoniden fiihrt eine geringfiigige, aber chronische Erhhung des
Plasmacortisolgehaltes von 1-2 ng ml™ auf nur etwa 10 ng ml”' schon zu einer verminderten
Widerstandskraft (PICKERING & POTTINGER, 1989). Andererseits konnte gezeigt werden, dass
ein von Parasiten befallener Wirt empfindlicher auf Umweltschadstoffe reagiert (MACKENZIE
et al., 1995; SURES et al., 1999b). Es ist daher anzunehmen, dass die Infektion mit einer
hohen Anzahl an Larven von A. crassus in Kombination mit externen Faktoren wie
Wassertemperatur, pH-Wert, Sauerstoffkonzentration, Umweltschadstoffen oder sozialem
Stress ein nennenswerter Stressor ein kann. Experimentelle Arbeiten bestétigten, dass eine
Infektion mit 4. crassus die Widerstandskraft von Aalen gegen Sauerstoffmangel und hohe
Temperaturen negativ beeinflusst (MOLNAR, 1993). Dies zeigte sich im Sommer 1991 mit
einem Massensterben von Aalen im Plattensee (MOLNAR et al.,, 1991), welches
wahrscheinlich durch das Zusammenwirken von hoher Wassertemperatur, geringem
Sauerstoffgehalt, einer hohen Privalenz von A. crassus und sekunddren bakteriellen

Infektionen verursacht wurde (MOLNAR et al., 1991; BEKESI et al., 1997).

Literatur

BARTON, B.A., IWAMA, G.K. (1991): Physiological changes in fish from stress in aquaculture
with emphasis on the response and effects of corticosteroids. Annual Review of Fish
Diseases 1, 3-26.

BEKESI, L., HORNOK, S., SZEKELY, Cs. (1997): Attempts to analyse Anguillicola crassus
infection and the humoral host response in eels (Anguilla anguilla) of Lake Balaton,
Hungary. Acta Veterinaria Hungarica 45, 439-445.

BUCHMANN, K., PEDERSEN, L.@. & GLAMANN, J. (1991): Humoral immune response of
European eel Anguilla anguilla to a major antigen in Anguillicola crassus (Nematoda).
Diseases of Aquatic Organisms 12, 55-57.

DE CHARLEROY, D., GRISEZ, L., THOMAS, K., BELPAIRE, C. OLLEVIER, F. (1990): The life
cycle of Anguillicola crassus. Diseases of Aquatic Organisms 8, 77-84.

GILHAM, 1[.D., BAKER, B.I. (1985): A black background facilitates the response to stress in
teleosts. Journal of Endocrinology 105, 99-105.

HAENEN, O.L.M., VAN WIINGAARDEN, T.A.M., VAN DER HEIDEN, M.H.T., HOGLUND, J.,

CORNELISSEN, J.B.J.W., VAN LENGOED, L.A.M.G., BORGSTEEDE, F.H.M. VAN

107



MUISWINKEL, W.B. (1996): Effects of experimental infections with different doses of
Anguillicola crassus (Nematoda, Dracunculoidea) on European eel (4dnguilla anguilla).
Aquaculture 141, 41-57.

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

HOGLUND, J. & PILSTROM, L. (1994): Purification of adult Anguillicola crassus whole-worm
extract antigens for detection of specific antibodies in serum from the European eel
(Anguilla anguilla) by ELISA. Fish and Shellfish Immunology 4, 311-319.

HOGLUND, J. & PILSTROM, L. (1995): Mechanical isolation and characterization of antigens
from adult Anguillicola crassus. Fish and Shellfish Immunology 5, 51-60.

KELLY, C.E., KENNEDY, C.R. & BROWN, J.A. (2000): Physiological status of wild European
eels (Anguilla anguilla) infected with the parasitic nematode, Anguillicola crassus.
Parasitology 120, 195-202.

Kroas, W. (1999): Stress Physiology in Fish. In: ROUBOS, E.W., WENDELAAR BONGA, S.E.,
VAUDRY, H., DE LOOF, A. (Eds.): Recent developments in comparative endocrinology
and neurobiology. Shaker Publishing B.V., Maastricht, pp. 157-160.

Kroas, W., REINECKE, M. & HANKE, W. (1994): Role of the atrial natriuretic peptide for
adrenal regulation in the teleost fish Cyprinus carpio. American Journal of Physiology
267, 1034-1042.

KNOPF, K., NASER, K., VAN DER HEIUDEN, M.H.T. & TARASCHEWSKI, H. (2000a): Humoral
immune response of European eel Anguilla anguilla experimentally infected with
Anguillicola crassus. Diseases of Aquatic Organisms 42, 61-69.

KNOPF, K., NASER, K., VAN DER HEUDEN, M.H.T. & TARASCHEWSKI, H. (2000b): Evaluation
of an ELISA and immunoblotting for studying the humoral immune response in
Anguillicola crassus infected European eel Anguilla anguilla. Diseases of Aquatic
Organisms 43: 39-48

KNopPF, K., WURTZ, J., SURES, B. & TARASCHEWSKI, H. (1998): Impact of low water
temperature on the development of Anguillicola crassus in the final host Anguilla
anguilla. Diseases of Aquatic Organisms 33, 143-149.

MACKENZIE, K., WILLIAMS, H.H., WILLIAMS, B., MCVICAR, A.H. & SIDDALL, R. (1995):
Parasites as indicators of water quality and the potential use of helminth transmission in

marine pollution studies. Advances in Parasitology 35, 85-144.

108



MOLNAR, K. (1993): Effect of decreased oxygen content on eels (Anguilla anguilla) infected
by Anguillicola crassus (Nematoda: Dracunculoidea). Acta Veterinaria Hungarica 41,
349-360.

MOLNAR, K. (1994): Formation of parasitic nodules in the swimbladder and intestinal walls
of the eel Anguilla anguilla due to infections with larval stages of Anguillicola crassus.
Diseases of Aquatic Organisms 20, 163-170.

MOLNAR, K., SZAKOLCZAI, J. & VETESIL, F. (1995): Histological changes in the swimbladder
wall of eels due to abnormal location of adult and second stage larvae of Anguillicola
crassus. Acta Veterinaria Hungarica 43, 125-137.

MOLNAR, K., SZEKELY, C. & BASKA, F. (1991): Mass mortality of eel in Lake Balaton due to
Anguillicola crassus infection. Bulletin of the European Association of Fish
Pathologists 11, 211-212.

MOLNAR, K., BASKA, F., CSABA, G., GLAVITS, R. & SzEKELY, C. (1993): Pathological and
histopathological studies of the swimbladder of eels Anguilla anguilla infected with
Anguillicola crassus (Nematoda: Dracunculoidea). Diseases of Aquatic Organisms 15,
41-50.

MORAVEC, F. & TARASCHEWSKI, H. (1988): Revision of the genus Anguillicola YAMAGUTI
1935 (Nematoda: Anguillicolidae) of the swimbladder of eels, including descriptions of
two new species, A. novaezelandiae sp. n. and A. papernai sp. n. Folia Parasitologica
35, 125-146.

NAGAsAwA, K., KiM, Y.G., HIROSE, H. (1994): Anguillicola crassus and Anguillicola

globiceps (Nematoda: Dracunculoidea) parasitic in the swimbladder of eels (4nguilla
Jjaponica and A. anguilla) in East Asia. Folia Parasitologica 41: 127-137
NIELSEN, M.E. & BUCHMANN, K. (1997): Glutathione-s-transferase is an important antigen in

the eel nematode Anguillicola crassus. Journal of Helminthology 71, 319-324.

PICKERING, A.D. (1981): Introduction: The concept of biological stress. In: PICKERING, A.D
(Ed.): Stress and fish. Academic Press, London, pp. 1-9.

PICKERING, A.D. & DURSTON, J. (1983): Administration of cortisol to brown trout, Salmo
trutta L., and its effects on the susceptibility to Saprolegnia infection and furunculosis.
Journal of Fish Biology 23, 163-175.

PICKERING, A.D. & POTTINGER,T.G. (1989): Stress responses and disease in salmonid fish:
Effects of chronic elevation of plasma cortisol. Fish Physiology and Biochemistry 7,
253-258.

SURES, B., SIDDALL, R. & TARASCHEWSKI, H. (1999b): Parasites as accumulation indicators

109



of heavy metal pollution. Parasitology Today 15, 16-21.

SURES, B., KNOPF, K., WURTZ, J. & HIRT, J. (1999a): Richness and diversity of parasite
communities in European eels Anguilla anguilla of the River Rhine, Germany, with
special reference to helminth parasites. Parasitology 119, 323-330.

TARASCHEWSKI, H., MORAVEC, F., LAMAH, T. & ANDERS, K. (1987): Distribution and
morphology of two helminths recently introduced into European eel populations:
Anguillicola crassus (Nematoda, Dracunculoidea) and Paratenuisentis ambiguus
(Acanthocephala, Tenuisentidae). Diseases of Aquatic Organisms 3, 167-176.

VAN BANNING, P. & HAENEN, O.L.M. (1990): Effect of the swimbladder nematode
Anguillicola crassus in wild and farmed eel, Anguilla anguilla. In: PERKINS, F.O. &
CHENG, T.C. (Eds.): Pathology in Marine Science. Academic Press, New York, pp.
317-330.

WENDELAAR BONGA, S.E. (1997): The stress response in fish. Physiological Reviews 77,
591-625.

WEYTS, F.A.A., COHEN, N., FLIK, G., VERBURG-VAN KEMENADE (1999): Interactions
between the immune system and the hypothalamo-pituitary-interrenal axis in fish. Fish
& Shellfish Immunology 9: 1-20.

Woo, P.T.K., LEATHERLAND, J.F. & LEE, M.S. (1987): Cryptobia salmositica: cortisol
increases the susceptibility of Salmo gairdneri RICHARDSON to experimental
cryptobiosis. Journal of Fish Diseases 10, 75-83.

WURTZ, J. & TARASCHEWSKI, H. (2000): Histopathological changes in the swimbladder wall
of the European eel Anguilla anguilla due to infections with Anguillicola crassus.
Diseases of Aquatic Organisms 39, 121-134.

WURTZ, J., KNOPF, K. & TARASCHEWSKI, H. (1998): Distribution and prevalence of
Anguillicola crassus (Nematoda) in eels (Anguilla anguilla) of the rivers Rhine and
Naab, Germany. Diseases of Aquatic Organisms 32, 137-143.

WURTZ, J., TARASCHEWSKI, H. & PELSTER, B. (1996): Changes in gas composition in the
swimbladder of the European eel (Adnguilla anguilla) infected with Anguillicola crassus

(Nematoda). Parasitology 112, 233-238.

110



Auswirkungen von Anguillicola crassus (Nematoda, Anguillicolidae) auf die

Kondition von Aalen Brandenburger Gewasser

Pietrock, M.; Schreckenbach, K. und Thiirmer, Ch.
Institut fiir Binnenfischerei e.V. Postdam-Sacrow, Jagerhof am Sacrower See, 14476 Grof3

Glienicke

Zusammenfassung

Seit mehreren Jahren werden in Brandenburger Gewdssern riickldufige Aalertrige erzielt. Als
eine mogliche Ursache hierfiir wurden gesundheitliche Beeintridchtigungen durch den
Schwimmblasennematoden Anguillicola crassus diskutiert. Zur Aufdeckung von negativen
Effekten eines Parasitenbefalls auf die Kondition und den Gesundheitsstatus von Aalen
wurden daher im Frithsommer 2001 insgesamt 402 Fische aus 6 Seen untersucht. In allen
Gewissern konnte ein Befall mit 4. crassus diagnostiziert werden. Die Pridvalenzen und
mittleren Befallsintensititen in den verschiedenen Gewissern schwankten zwischen 61 und
78% bzw. 2,9 und 7,4 Nematoden je infizierten Fisch. Die Schwimmblase befallener Aale
wies iberwiegend leichte bis deutliche Verschwartungen auf (,,Hartmann“-Klasse 2-3).
Insgesamt offenbarten die Untersuchungen nur schwache, oft auch positive Korrelationen
zwischen der Abundanz bzw. Befallsintensitit und der Korperlinge und -masse, dem
Korpulenzfaktor, dem Bruttoenergiegehalt, dem Hepatosomatischen Index, dem
Gonadosomatischen Index sowie den Schwimmblasenschidigungen. Es kann daher
eingeschitzt werden, dass der Befall mit A. crassus zu keinen nennenswerten
Beeintrachtigungen der untersuchten Aale flihrte und gegenwartig nur einen geringen Beitrag

fiir riicklaufige Aalertrdge in Brandenburger Gewissern leistet.

Summary

For several years decreasing eel (Anguilla anguilla) catches have been noted from waters of
the federal state of Brandenburg, Germany. According to the literature, infection of eel with

the swimbladder nematode Anguillicola crassus leading to compromised health of infected

individuals is discussed as a potential reason for declining yields. In the summer 2001 a total
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of 402 fishes from 6 lakes were examined to search for negative impacts of A. crassus on the
health of its host. The prevalence and mean intensity of infection ranged from 61 to 78% and
2.9 to 7.4 nematodes per infected host, respectively. In general, the swimbladder of
parasitized eels was slightly to moderately affected ("Hartmann"-Klasse 2-3). There were
weak correlations between abundance and intensity of infection, respectively, and body
length, body weight, Fulton factor, gross energy, hepatosomatic index, gonadosomatic index,
and swimbladder damages, respectively. Based on this information, it is therefore suggested
that currently A. crassus is of minor significance for decreasing eel catches in Brandenburg

waters.

Einleitung

Seit Anfang der 80er Jahre ist in den Gewissern Brandenburgs eine deutliche Verringerung
der Aalertrige zu verzeichnen. Die Griinde fiir diese riickldufigen Fénge sind vermutlich
sowohl lokaler als auch globaler Natur. Der in Europa weit verbreitete Nematode
Anguillicola crassus, welcher in der Schwimmblase von Aalen (Anguilla anguilla) parasitiert
und zahlreiche pathologische Verdnderungen in seinem Wirt hervorruft (Molnar et al. 1993,
Hartmann 1994, Nielsen 1999), wird in der Literatur als eine mogliche Ursache fiir die
nachlassenden Ertrige diskutiert (Lehmann et al. 1996). Es bestand daher die Aufgabe,
Informationen zur Verbreitung und zum Einfluss von 4. crassus auf die Kondition und den
Gesundheitszustand von Aalen natiirlicher Gewésser Brandenburgs zu gewinnen, um die

Bedeutung der Parasitose beziiglich des Aalautkommens einzuschitzen.

Material und Methoden

Im Mai bzw. Juni 2001 wurden aus 6 Gewidssern Brandenburgs (Tab. 1) insgesamt 402 Aale
gefangen. Nach Uberfithrung der Fische ins Labor wurden von den Tieren die Korperlinge
und —masse bestimmt sowie der Korpulenzfaktor nach der Formel K = Koérpermasse (g) *
100 / Korperlange (cm)*3 errechnet (Tab. 2). Im Anschluss erfolgte die Sektion der Fische
nach international iiblichen Methoden. Nach Offnung des Bauchraumes wurden die
verschiedenen Organe auf makroskopisch sichtbare pathologische Verdnderungen untersucht.
Leber und Gonaden wurden entnommen und der Hepatosomatische (HSI = Lebermasse (g) *
100 / Korpermasse  (g) und  Gonadosomatische  (GSI = Gonadenmasse (g) *100 /

Korpermasse (g)) Index bestimmt. Die Schwimmblase der Aale wurde herauspripariert und
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nach Begutachtung und Einschitzung der Schadigungen (Hartmann 1994) unter Verwendung
eines Stereomikroskopes auf moglichen Nematodenbefall betrachtet. In Anlehnung an
Schreckenbach et al. (2001) erfolgte abschlieend die Bestimmung der Trockensubstanz von

ca. 20-30 g Muskelprobe je Fisch und Ermittlung des Bruttoenergiegehaltes.

Tab. 1: Ubersicht iiber die beprobten Gewisser

Gewisser Trophie Grof3e (ha) Max. Tiefe (m)
Sacrower See eutroph 107 36
Jungfernsee polytroph 94 6
Eiserbuder See polytroph 30 6
Pritzerber See polytroph 193 4
Rangsdorfer See polytroph 244 7
Blankensee hypertroph 290 4
Ergebnisse

In allen Gewissern wurde eine Infektion der Aale mit A. crassus diagnostiziert. Die
Privalenzen und mittleren Intensititen des Befalls variierten in den jeweiligen Seen und
erreichten Werte zwischen 61 und 78% bzw. 2,9 und 7,4 Nematoden je infizierten Fisch

(Tab. 3).

Tab.2: Anzahl und morphometrische Daten der untersuchten Aale

Gewiisser Anzahl unter- Mittlere Korperlinge | Mittlere Korpermasse
suchter Fische (cm, + S.D.) (g, = S.D.)

Sacrower See 63 42 (8) 140 (79)

Jungfernsee 68 46 (12) 202 (138)
Eiserbuder See 74 51(7) 238 (120)
Pritzerber See 77 44 (7) 162 (84)

Rangsdorfer See 65 46 (9) 182 (115)
Blankensee 55 45 (10) 188 (117)
Gesamt 402 46 (9) 186 (115)

Angaben zum Hepatosomatischen (HSI) bzw. Gonadosomatischen (GSI) Index, zum

Korpulenzfaktor (K), Bruttoenergiegehalt (BE) und Schwimmblasenschidigung (HKL) sind
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in der Tabelle 4 zusammengestellt. Zwischen der Abundanz von A. crassus und dem HSI

bestand eine schwache negative Korrelation (Spearman, r=-0,12); schwache positive

Korrelationen (Spearman) bestanden zwischen der Abundanz von A. crassus und dem GSI

(r=0,17), dem Bruttoenergiegehalt (r=0,16), der Korpermasse (r=0,23) und der

Korperlange (r = 0,22) der Aale. Weitere signifikante Zusammenhinge wurden zwischen der

Intensitdt des Befalls und dem GSI (r=0,018), der BE (r=0,15) und der Kd&rpermasse

(r=0,18) festgestellt.

Tab. 3: Privalenz, mittlere Befallsintensitdt und Abundanz von Anguillicola crassus in den

jeweiligen Untersuchungsgewissern.

Gewiisser Privalenz (%) Mittlere Befalls- Abundanz
intensitit (Max.)
Sacrower See 63 2,9 (8) 1,8
Jungfernsee 75 6,3 (27) 4,7
Eiserbuder See 66 7,4 (54) 4.8
Pritzerber See 78 3,8 (17) 2,9
Rangsdorfer See 61 4,3 (22) 2,6
Blankensee 62 5,0 (22) 3,1
Gesamt 68 5,0 (54) 34

Tab. 4: Mittelwerte des Hepatosomatischen Index (HSI), Gonadosomatischen Index (GSI),
Korpulenzfaktors (K), Bruttoenergiegehaltes (BE) und der Schwimmblasenschéddigung

(HKL)
HSI GSI K BE HKL

Sacrower See 1,67 0,36 0,17 8,55 2,7
Jungfernsee 1,85 0,55 0,16 7,97 2,7
Eiserbuder See 1,58 0,59 0,16 9,30 2.9
Pritzerber See 1,84 0,48 0,16 8,32 2,2
Rangsdorfer See 1,52 0,50 0,16 8,72 2,1
Blankensee 1,36 0,44 0,17 8,39 2,9
Gesamt 1,67 0,36 0,17 8,55 2,6
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Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse zum Vorkommen von A. crassus zeigen, dass sich dieser
Nematode seit seinem erstmaligen Nachweis in Aalen des Havelgebietes im Jahre 1982
(Spangenberg und Reinhold 1992) auch in anderen Gewéssern Brandenburgs wohl etabliert
hat. Die erfolgreiche Ausbreitung des Parasiten wird u.a. durch seinen einfachen
Entwicklungszyklus, durch die geringe Zwischenwirtsspezifitit als auch durch die weite
Verbreitung des Endwirtes begiinstigt (Kennedy und Fitch 1990). Die Befallsraten und —
intensitdten in den beprobten Seen entsprechen den Werten vergleichbarer Untersuchungen in
anderen deutschen und europdischen Gewéssern (Cardoso und Saraiva 1998, Kangur et al.
2002, Sures et al. 1999).

Die Schwimmblase der untersuchten Aale wies deutliche pathologische Verdanderungen auf.
Die Organschédigungen fiihrten jedoch zu keinen konditionellen Beeintriachtigungen bzw.
konnten letztere durch vermehrten Konsum von Beuteorganismen kompensiert werden. Die
beobachteten Korpulenzfaktoren und Bruttoenergiewerte waren zwar etwas geringer als die
von Schreckenbach (1996) ermittelten Durchschnittswerte; sie liegen aber dennoch allesamt
im Normalbereich. Die durchgefiihrten Untersuchungen offenbarten insgesamt nur schwache
Korrelationen zwischen dem Vorkommen von 4. crassus und konditionellen Parametern der
Aale und bestétigen somit gleiche Erkenntnisse anderer Autoren (Hartmann 1994, Baru$ und
Prokes 1996, Kangur et al. 2002). Es wird daher geschlussfolgert, dass A. crassus
gegenwdrtig nur einen geringen Beitrag fiir die beobachteten riicklaufigen Aalertrige in

Brandenburger Gewissern leistet.
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Endoparasiten bei Wildsalmoniden in Thiiringen unter besonderer

Bedeutung von Cystidicola farionis

H. Bocklisch und K. Klengel
Thiiringer Landesamt fiir Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz,

Tennstedter Str. 9, 99947 Bad Langensalza

Zusammenfassung :

Die parasitologischen Untersuchungen von Wildsalmoniden aus Thiiringer FlieBgewédssern
filhrten zum Nachweis einer ganzen Reihe von Helminthen. Dabei war die Pravalenz von
Acanthocephalen mit 83,6 % am hdochsten. Regelmidfig mit meist hoher Befallsintensitat
waren die Schwimmblasennematoden Cystidicola farionis bei Wildsalmoniden aus dem
Fliefsystem der oberen Leine festzustellen. Der Befall mit diesen Nematoden fiihrte in {iber
70 % zu Schwimmblasenentziindungen unterschiedlicher Grade. Neben Cystidicola farionis
wurden auch andere Helminthen ermittelt, wobei Metechinorhynchus truttae sehr haufig

vorkam. Auch andere Nematodengattungen lieen sich nachweisen.

Material und Methoden :

Im Zeitraum 1991 bis 2001 wurden 571 Fische, welche aus 61 FlieBsystemen entstammen,
parasitologisch untersucht.

Die Fische wurden hauptsidchlich zur Abkldrung von Schadensfillen und Vergiftungen im
verendeten bzw. notgetdteten Zustand eingeschickt. In geringerem Umfang erfolgten die
Einsendungen infolge epidemiologisch-virologischen  Fragestellungen. Aus  drei
Fliegewissern kamen die Fische lebend zur Untersuchung.

Die 571 untersuchten Fische untergliederten sich in 439 Bachforellen (76,9 %), 61 Aschen
(10,7 %), 56 Regenbogenforellen (9,8 %) und 15 Bachsaiblinge (2,6 %).

Die Fische entstammten aus 10 Fliissen (meist Oberlauf) und 51 Béchen.

Die Fische wurden pathologisch-anatomisch beurteilt und parasitologisch Haut, Flossen,
Kiemen, Magen-Darm-Kanal, Schwimmblasen sowie bei makroskopischen Verdnderungen

auch andere Organe untersucht.
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Von den Kiemenbdgen erfolgten nach makroskopischer Begutachtung die Anfertigungen von

Deckglasabstrichen, welche mikroskopisch beurteilt wurden.

Der Magen-Darm-Kanal wurde nach Eroffnung der Leibeshohle herauspréipariert, ldngs
aufgeschnitten, begutachtet und von Pylorusanhidngen sowie mindestens 2 Darmabschnitten
Deckglasabstriche entnommen und untersucht. AnschlieBend wurde der Darm im Wasser
ausgesplilt, vorhandene Helminthen entnommen und ausgezahlt.

Die Schwimmblasen wurden herausprdpariert, makroskopisch beurteilt und ein
Deckglasabstrich angefertigt.

Die Bestimmung der Parasiten erfolgte nach Bykhovskij (1), Bauer (2), Amlacher (3) und
Rydlo (4).

Ergebnisse :

Bei den Fischen aus den 61 untersuchten FlieBsystemen konnten in 4 Gewéssern Monogenea
der Gattungen Dactylogyrus, Gyrodactylus und Discocotyle, in 5 Gewéssern Digenea der
Gattungen Crepidostomum und Azygia, in 12 Gewidssern Cestodea der Gattung
Proteocephalus und der Ordnung Caryophyllida, in 51 Gewéssern Acanthocephalea der
Gattungen Metechinorhynchus, Neoechinorhynchus und Pomphorhynchus und in 17
Gewissern Nematoda der Ordnung Ascaridida sowie der Gattungen Capillaria,
Raphidascaris und Cystidicola ermittelt werden..

Die festgestellten Parasiten (soweit bestimmbar) sind auf einer Wirt-Parasitenliste in Tabelle
1 zusammengestellt.

Im April 1999 schickte ein Sportfischereiverein aus Nordwestthiiringen getdtete Bachforellen
aus dem Oberlauf des Flusses Leine mit dem Vorbericht schlechte Kondition,

Abmagerung und vereinzelt Winterverluste ein.

Bei der Sektion wurden Schwimmblasenentziindungen festgestellt, wobei diese auf
Nematodenbefall der Schwimmblasen zuriickzufiihren waren.

Die bakteriologischen, virologischen und mykologischen Untersuchungen verliefen negativ.
Nach unseren parasitologischen Differenzierungen lieBen sich die Nematoden als Cystidicola
farionis bestimmen. Die Diagnose wurde durch das Institut fiir Parasitologie der FU Berlin
bestétigt.

Es war die erstmalige Feststellung dieses Parasiten bei Salmoniden in Thiiringen.
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Die taxonomische Einteilung von Cystidicola farionis, Fischer, 1798 ist nach Rommel u.

Mitarb. (5) dargestellt:

Stamm Nemathelminthes
Klasse Nematodea (Nematoda)
Unterklasse Secernentia

Ordnung Spirurida
Unterordnung Spirurina

Uberfamilie Habronematoidea
Familie Cystidicolidae
Gattung Cystidicola

Art Cystidicola farionis

Die Erstbeschreibung des Parasiten erfolgte durch Gotthelf Fischer (6) bei Forellen aus der
Donau im Jahr 1797, wobei die Verdffentlichung 1799 erschien.

Cystidicola farionis ist als Parasit der Schwimmblase bei Lachsartigen, Dorschen und Stinten
bekannt.

Die adulten Ménnchen sind 19 — 22 mm lang und maximal 0,35 — 0,45 mm breit. Die
Korperlangen der Weibchen betrdgt 21 — 29 mm, die maximale Breite 0,48 — 0,71 mm. Die
Eier haben eine Grofle von 0,04 — 0,05 mm x 0,022 — 0,025 mm. Die Filamentbiischel an
beiden Polen der Eier bestehen aus 2 — 8 Faden. Polpfropfe sind nicht immer deutlich
ausgebildet. Die abgelegten Eier enthalten bereits eine ausgebildete Larve.

Der Lebenszyklus verlduft unter Beteiligung von Zwischenwirten (Amphipoden und
Crustaceen).

Im Zwischenwirt hduten sich die Larven zweimal und erreichen das dritte, fiir Fische
invasionsfahige, Larvenstadium. Die Larven 1 und 2 befinden sich frei in der Leibeshohle der
Zwischenwirte, die Larven 3 kapseln sich in der Muskulatur der Gliedmaflen der

Zwischenwirte ein. Dieses dritte Larvenstadium erreicht eine Lange bis zu 4,9 mm.

Die Entwicklung in den Zwischenwirten dauert 5 — 7 Wochen.
FriB3t ein entsprechender Fisch einen infizierten Zwischenwirt, so wird die Larve 3 frei und
kann durch den Ductus pneumaticus des Fisches zur Schwimmblase migrieren. Im Fisch

erfolgen noch 2 Hautungen bis zum Erreichen des Erwachsenen-Stadiums des Parasiten.
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Der Parasit ruft eine Schwimmblasenentziindung hervor und kann bei seiner Migration eine
pathogene Bakterienflora inokulieren.
Im Zeitraum 1999 — 2002 wurden 2 x jdhrlich (Friihjahr und Herbst) mittels
Elektroabfischung getdtete Wildsalmoniden aus dem Oberlauf der Leine und dem Zuflu3bach
Geislede zur Untersuchung per Kurier eingeschickt. Es handelte sich um 92 Bach- und 8
Regenbogenforellen aus der Leine und 41 Bach- und 5 Regenbogenforellen aus der Geislede.
Die Fische waren zu 80 % adulte Fische (Langen > 20 cm).
Die Befallintensitdt von Cystidicola farionis-Nematoden wurde wie folgt eingeteilt:
sehr geringer Befall < 5 Nematoden/Fisch
geringer Befall 5 — 10 Nematoden/Fisch
mittlerer Befall > 10 — 25 Nematoden/Fisch
starker Befall > 25 — 50 Nematoden/Fisch
extrem starker Befall > 50 Nematoden/Fisch

Bei der Analyse der Untersuchungsergebnisse konnte festgestellt werden, dass der Anteil
nicht mit Schwimmblasennematoden befallener Fische in der Geislede mit gut 30 % hoher
war als bei Salmoniden in der Leine mit 11 % (Tabelle 2).

In beiden Gewissern konnte bei den untersuchten Fischen eine geringe bis extrem starke
Befallsintensitét ermittelt werden.

Der Anteil mittlerer bis extrem starkem Befall lag in beiden Gewissern zwischen 60 bis 70 %
und zeigte keine signifikanten Unterschiede auf. Besonders hohe Nematodenzahlen in den
Schwimmblasen waren bei Fischen aus dem Probenort 2 der Leine festzustellen.

In diesem Bereich miindet die Geislede in die Leine und dort scheint der grofSite
Infektionsdruck zu bestehen.

Bei der Analyse zur Befallsintensitit und Geschlecht der Fische fiel auf, dass prozentual

mehr weibliche Salmoniden befallen waren als méannliche Salmoniden.

Fafit man die negativen und die schwach befallenen Fische zusammen, so lag der Anteil bei
den ménnlichen bei 60 % und der der weiblichen Tiere bei 45 %.

Die pathomorphologischen Verdanderungen der Schwimmblasen zeigten eindeutige Korre-
lationen zur Befallsintensitit auf. Keine pathologisch-anatomischen Verdnderungen wurden
bis zur Kategorie geringer Befall festgestellt. Andererseits war meist bei geringerem Befall
das Stadium I zu diagnostizieren. Mittelgradige pathomorphologische Verdnderungen

(Stadium II) wurden bei mittlerem bis extrem starkem Befall beobachtet. Schwere
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pathologische Befunde an den Schwimmblasen waren hauptsidchlich bei extrem starkem
Nematodenbefall zu diagnostizieren (Tabelle 3). Bei einem Teil der 20 Fische mit
Schwimmblasenverdnderungen des Stadiums III konnten auch Peritonitiden festgestellt
werden. Dies kann man dadurch erklaren,

dass bei Migration der Parasitenstadien (Larve 3) pathogene Bakterien inokuliert werden
konnen und diese dann auch Bauchhohlenentziindungen hervorrufen.

Weiterhin wurden bei 12 Fischen (10 Bachforellen und 2 Regenbogenforellen) eine
Geschlechtsbestimmung der adulten Cystidicola-Nematoden sowie eine Auszdhlung der
Jugendformen vorgenommen. Dabei konnte ermittelt werden, dass 76 % der adulten
Nematoden weiblich und 24 % ménnlich waren. Dieses Verhiltnis war in etwa bei Fischen
mit mittelgradiger bis zu extrem starker Befallsintensitdt zu finden (Tabelle 4).

Der Schwerpunkt der parasitologischen Studie der Fische aus Leine und Geislede betraf die
Untersuchungen der Schwimmblasen. Daneben wurden Magen-Darm-Kanéle untersucht.

Bei diesen Untersuchungen konnten Cestoda der Spezies Proteocephalus neglectus,
Nematoda der Spezies Raphidascaris acus und der Gattung Capillaria sowie
Acanthocephalea der Spezies Metechinorhynchus truttae und Neoechinorhynchus rutili
nachgewiesen werden.

Dabei zeigte sich eine sehr starke Verbreitung von Metechinorhynchus in der

Salmonidenpopulation mit hoher Befallsintensitit.
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Tabelle 1 :
Wirt — Parasitenliste untersuchter Salmoniden in Thiiringer Gewissern (Helminthen)

Salmo trutta fario — Bachforelle

Crepidostomum auriculatum, Crepidostomum metoecus, Azygia spp., Dactylogyrus spp., Gyrodactylus spp.,
Discocotyle sagitata, Caryophyllida, Proteocephalus neglectus, Ascaridida, Raphidascaris acus, Capillaria
spp. Cystidicola farionis, Metechinorhynchus truttae, Neoechinorhynchus rutili, Pomphorhynchus laevis

Thymallus thymallus — Asche

Crepidostomum auriculatum, Dactylogyrus spp., Proteocephalus neglectus, Raphidascaris acus, Capillaria
spp., Neoechinorhynchus rutili

Oncorhynchus mykiss — Regenbogenforelle

Crepidostomum metoecus, Gyrodactylus spp., Proteocephalus neglectus, Raphidascaris acus, Cystidicola
farionis, Ascaridida, Metechinorhynchus truttae, Neoechinorhynchus rutili, Pomphorhynchus laevis

Salvelinus fontinalis — Bachsaibling

Crepidostomum metoecus, Gyrodactylus spp., Proteocephalus neglectus, Ascaridida, Capillaria spp.,
Metechinorhynchus truttae, Neoechinorhynchus rutili, Pomphorhynchus laevis
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Tabelle 2 :

Cystidicola farionis-Befall in den Schwimmblasen der Salmoniden

Gewisser Befallsintensit:it
Anzahl | negativ | positiv | sehr gering mittel stark extrem
Fische gering stark
Leine
Probenort 1 31 4 27 2 10 9 2 4
Probenort 2 47 3 44 1 9 10 8 16
Probenort 3 22 4 18 2 4 2 5 5
Gesamt 100 11 89 5 23 21 15 25
(11,0 %) (89,0 %)
Geislede
46 14 32 7 7 9 9 2
Probenorte 1 - 3
(30,4 %) | (69,6 %)
Privalenz von Cystidicola farionis bei Fischen aus Leine 89,0 %

Privalenz von Cystidicola farionis bei Fischen aus Geislede 69,6 %




Tabelle 3 :

Schwimmblasenverianderungen in Beziehung zum
Cystidicola farionis-Befall der Schwimmblasen

pathologisch-anato- Anzahl Anzahl
mischer Befund
negativ sehr gering mittel stark extrem
gering stark
keine Veridnderungen 24 10 8

Stadium [ 1 2 20 18 5

Stadium II 1 10 16 12

Stadium II1 2 3 15

Stadium I : GefdBleinsprossung, dilatierte Gefal3e, leichte Triibung

Stadium II : dilatierte Gefal3e, Triibung, Wandverdickung

Stadium III : Triibung, Wandverdickung und Verschwartung, Exsudatansammlung im Lumen
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Tabelle 4: Ergebnisse der Alters- und Geschlechtsbestimmungen von Cystidicola farionis

Untersuchungs- | Fischart Cystidicola-Stadien
nummer/Jahr
geschlechtsreif > 15 mm nicht geschlechtsreif | Gesamt-
S—15 mm zahl
weiblich ménnlich Summe

216/00 Bf 30 10 40 60 100

220/00 Rf 9 2 11 45 56

228/00 Bf 7 2 9 36 45

198/01 Bf 82 20 102 75 177

501/01 Bf 22 3 25 15 40

516/01 Bf 65 33 98 90 188

128/02 Bf 38 4 42 100 142

133/02 Bf 40 18 58 26 84

136/02 Bf 29 5 34 22 56

137/02 Bf 1 0 1 12 13

138/02 Rf 2 1 3 37 40

144/02 Bf 11 5 16 10 26

Summe 326 103 429 759 1.188
% 76 24 100
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Untersuchungen zum prophylaktischen und therapeutischen Einsatz von

Huminstoff in der Fischzucht

Stefan Heidrich
Holbeinstr. 81, 04229 Leipzig

Zusammenfassung

Untersucht wurden prophylaktische und therapeutische Einsatzmoglichkeiten von
aufbereiteten natiirlichen Braunkohle-Huminstoffen des Typs WH 67 (PHARMAWERK
WEINBOHLA GmbH) in der Fischzucht. Eine Badebehandlung mit Natriumhumat (AQUA
HUMIN, FLUSSIG) bewirkte bei multifaktoriell erkrankten Goldfischen in der Hélterung
eine  Verminderung von  Fischverlusten, eine  geringere  Ausprigung  des
Krankheitsgeschehens sowie einen verminderten Befall mit Ektoparasiten. Der eingesetzte
Huminstoff besitzt sowohl einen antiphlogistischen, gewebeschiitzenden als auch einen
antimykotischen Effekt.

Bei der teichwirtschaftlichen Aufzucht von Karpfen (K;) wurden die Huminstoff-Préparate
HUMOCARB, FORMULIERT® und CELLU-LIGNO-KARBON-ISOLAT dem pelletierten
Mischfuttermittel zugesetzt. Bei der hochsten Besatzdichte waren geringere Fischverluste zu
verzeichnen. Ebenso zeigte sich bei den hohen Besatzdichten das beste Wachstum. Durch die
bakteriologischen Untersuchungen der inneren Organe wurde ein geringerer Befall mit

beweglichen Aeromonaden und Pseudomonaden nachgewiesen.

Summary

Prophylactic and therapeutic possibilities for the use of processed natural carbon humic-
substances of the type WH 67 (PHARMAWERK WEINBOHLA GmbH) in fish farming
have been investigated. For multifactoriell ill goldfish in holding facilities a bath treatment
using sodium humate (AQUA HUMIN, FLUSSIG) achieved the reduction of fish mortality
as well as a less strong marked degree of the illness and a reduced intestation of ectoparasites.
Antiphlogistic as well as tissue protecting and antifungal effects of the humic substance have

been proven.

127



In carp rearing pellet feed medicated with preparations of humic substances HUMOCARB,
FORMULIERT® and CELLU-LIGNO-KARBON-ISOLAT has been used. A lower fish
mortality was reached in the highest stock density. Also the best growth was achieved in the
higher stock densities. The bacteriological examination of the internal organs showed a

reduced intestation with motile acromonads and pseudomonads.

1. Einleitung

In der Europdischen Union ist die derzeitige Situation in der Medikamentierung von
Fischkrankheiten durch einen umfassenden Therapienotstand gekennzeichnet. Der Einsatz
und die Resistenzsituation bei den verschiedenen antimikrobiell wirkenden Arzneimitteln
veranlasst zu einer kritischen Auseinandersetzung mit der geltenden Praxis. Aus diesem
Grund kommt der Suche nach alternativen Behandlungsmdglichkeiten eine hervorragende
Bedeutung zu.

Huminséuren und Torfextrakte im weiteren Sinne werden seit Jahrzehnten in der Aquaristik
zur biologischen Verbesserung der Wassereigenschaften und zur Erzielung eines besonderen
Milieus eingesetzt. Ziel der weiterfilhrenden Untersuchungen (HEIDRICH et. al. 1999) war
es, Wirkungen von Huminstoffen (HS) bei der Behandlung von Schédigungen an Fischen, die
bei Abfischung, Transport und Hélterung entstehen, sowie bei der Konditionierung von

Speisefischen aufzuzeigen.

2. Tiere, Material und Methoden

2.1 Teichwirtschaftliche Halterung von Goldfischen mit Huminstoff-Bidern

Bei aus Friihjahrsabfischungen stammenden und multifaktoriell erkrankten zweijdhrigen
Goldfischen wurden Versuche mit Huminstoff-Bédern in der teichwirtschaftlichen Hélterung
(Versuch I und II) durchgefiihrt. Im Versuch I standen 644 Goldfische zur Verfiigung. Die
Fische besallen teilweise einen schlechten Allgemeinzustand, Hautldsionen,
Flossenrandnekrosen, Ekchymosen an den Flossen sowie Randnekrosen, Blutungen,
Verpilzungen und eine vermehrte Schleimbildung an den Kiemen. Die bakteriologische
Untersuchung erbrachte einen mittelgradigen Gehalt an beweglichen Aeromonaden sowie
einen geringgradigen Gehalt an Pseudomonas sp. in den inneren Organen. Aus dem

Goldfischbestand wurde eine Versuchs- und eine Kontrollgruppe (je N=322) gebildet. Die
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Hilterung erfolgte in zwei GVP-Silos mit einem Wasservolumen von 1,5 m’. Die
Badebehandlungen der Versuchsgruppe wurden tédglich eine Stunde iiber einen Zeitraum von
vier Tagen durchgefiihrt. Zur Behandlung wurde der Wasserzufluss jeweils unterbrochen und
100 ml/m’® der 10 %igen Na-Humatlosung (Huminsdure WH 67 SNa, Fa. PHARMAWERK
WEINBOHLA) im Wasser verteilt, so dass sich im Behandlungsbad eine Konzentration von
10 mg/l Na-Humat ergab. Wihrend der Behandlung wurde der Sauerstoffgehalt des Wassers
durch eine Sauerstoffbegasung aufrechterhalten.

Im Versuch II wiesen die Goldfische eingangs Krankheitssymptome wie Korperschriglage,
geschwiirige und verpilzte Hautverdnderungen, Schleimhautabschiirfungen,
Flossenrandnekrosen, Blutungen an den Flossen und der Haut sowie Kiemenschwellungen
bzw. blassrote andmische Kiemen mit punktformigen Nekrosen auf. Durch die
parasitologische Untersuchung der Fische einer Stichprobe (n=5) wurden ein hochgradiger
Trichodina sp.-Befall und geringgradiger Ichthyobodo sp.-Befall der Haut und der Kiemen
sowie zusitzlich ein geringgradiger Gyrodactylus sp.-Befall der Haut und ein geringgradiger
Dactylogyrus sp.-Befall der Kiemen nachgewiesen. Aus dem Bestand wurden 200 Goldfische
entnommen und daraus eine Versuchs- und eine Kontrollgruppe (je N=100) gebildet Die
Hilterung erfolgte in zwei GVP-Rinnen mit einem Wasservolumen von jeweils 0,6 m’. Die
Badebehandlungen der Versuchsgruppe wurden tdglich analog zum Versuch I durchgefiihrt.
Die Behandlungsdauer betrug vom ersten bis vierten Tag 1,5 Stunden, vom fiinften bis achten
Tag 2,0 Stunden und vom neunten bis zwolften Tag 1,5 Stunden. Das Behandlungswasser
farbte sich in weniger als einer Stunde nach Wiederherstellung des Wasserzuflusses aus. Die
Hiélterung erfolgte insbesondere im zweiten Behandlungsdrittel unter teilweise suboptimalen
Umweltbedingungen infolge steigender Wassertemperaturen, pH-Werte und NH3/NH,'-
Belastung zuziiglich sinkender Sauerstoffgehalte (Min. 3,9 mg/ 1, SAT 45 %) wihrend der
Behandlung in der Versuchsgruppe.

Fiir die deskriptive und statistische Auswertung wurde eine gering-, mittel- bzw. hochgradige
Befundung jeweils einem Score I, II bzw. III zugeordnet. Die Scores werden fiir die
statistische Auswertung im Sinne diskreter Grofen verwendet. Ein negativer Nachweis oder
keine Verdanderungen entsprachen dem Score 0. Wurden einzelne Befunde zusammengefasst,
so richtete sich der Sammelbefund nach dem maximalen Ausprigungsgrad der Symptome

oder Befallsgrade.
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2.2 Teichwirtschaftliche Aufzucht von Karpfen mit Huminstoff-Futterzusatz

Bei der teichwirtschaftlichen Aufzucht von Karpfen (K;) wurde in zwei Versuchen ein HS-
Priparat (Fa. PHARMAWERK WEINBOHLA GmbH) in Héhe von 5 % dem pelletierten
Mischfuttermittel zugesetzt. Das im Versuch I verwendete HUMOCARB, FORMULIERT
(Huminsdure WH 67 A) und das im Versuch II eingesetzte CELLU-LIGNO-KARBON-
ISOLAT (Huminsdure WH 67 G) besitzen vergleichbare Eigenschaften. Die Dauer der
Pelletgabe wihrend der Aufzuchtperiode in den angelegten Erdteichen betrug jeweils 87
Tage.

Der Versuch I wurde mit einer Besatzdichte der Teiche (0,2 ha) in der Versuchs- und
Kontrollgruppe (VG/KG) von jeweils 35000 K,/ha durchgefiihrt. Im Versuch II betrugen die
Besatzdichten in den Teichen (0,25 ha) fiir die je drei Versuchs- und Kontrollgruppen jeweils
20000 (VG1/KG1), 30000 (VG2/KG2) und 40000 K/ha (VG3/KG3).

3. Ergebnisse

3.1 Teichwirtschaftliche Halterung von Goldfischen mit Huminstoff-Badern

Im Versuch I bei der Hélterung mit HS-Biddern gab es in Bezug auf die Verluste in den
Gruppen beachtliche Unterschiede (p<0,0005; Cox-F-Test). Bis zum Versuchsende am
vierten Tag waren in der Versuchsgruppe (N=322) zwei Fischverluste (0,6 %), in der
Kontrollgruppe (N=322) 15 Fischverluste (4,7 %) zu verzeichnen. Bei den Fischen der
Versuchsgruppe zeigte sich unter der HS-Behandlung eine beschleunigte Heilung in Form
von Demarkations- und Reparationserscheinungen der Kiemen-, Flossen- und Hautldsionen.
Nach vier HS-Behandlungen waren Krankheitssymptome wie Flossenrandnekrosen und
Hautldsionen iiberwiegend abgeheilt oder in der Abheilung begriffen sowie die
Entzlindungssymptome in den Kiemen der Versuchsfische abgeklungen. Bei der
zusammenfassenden Auswertung der pathologisch-anatomischen Befunde aller Goldfische
der Versuchs- und Kontrollgruppe (jeweils N=322) bis zum Versuchsende am vierten Tag
zeigte sich eine weitaus geringgradigere Auspragung (p<1*107'°; %*-Homogenitits-Test) des
Krankheitsgeschehens nach der HS-Behandlung. Wie aus der Abbildung 1 ersichtlich ist,
betrug vier Tage nach Beginn der HS-Behandlung die Priavalenzrate der Fische ohne oder mit
iberwiegend in Abheilung befindlichen Organ-, insbesondere Haut-, Flossen- und

Kiemenverinderungen in der Versuchsgruppe 62,4 %, in der Kontrollgruppe 29,8 %. Durch
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die bakteriologischen Untersuchungen der Organe, Haut bzw. Kiemen der Fische wurden
bewegliche Aeromonaden (4. hydrophila, A. sobria, A. schubertii) in der Versuchsgruppe in

geringer bis mittlerer Anzahl und in der Kontrollgruppe in hoher Anzahl nachgewiesen.

70
N=201
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E- N=160
E' 50
g 40 O ohne VerSnd.
£ IN=102 o ggr. VerSnd.
B 30 N=96 B mer. Ver$nd.
g mhgr. VerSnd.
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= N=32 N=34

0 [ -
Versuchsgruppe Kontrollgruppe

Grad path.-anat. VerSnderungen bis zum vierten Tag

Abbildung 1: Zusammenfassende Auswertung der pathologisch-anatomischen Befunde aller Goldfische bis zum
vierten Tag in der Versuchs- und Kontrollgruppe (jeweils N=322) bei der Hilterung mit HS-Bédern I (Versuch I).

Goldfische ohne (weil}), mit geringgradigen (hellgrau), mittelgradigen (dunkelgrau) und hochgradigen
Verinderungen (schwarz). Uber den Siulen Privalenzraten der dem Grad der Veréinderung zugeteilten Probanden.

Unterschied zwischen der Versuchs- und Kontrollgruppe hoch signifikant mit p<1*10™° (x’~Homogenitéits-Test).

Auch im Versuch II der teichwirtschaftlichen Hélterung mit HS-Bédern unterschieden sich die
Gruppen hinsichtlich der Verluste (p>0,05). In der Versuchsgruppe kam es bis zum
Versuchsende am zwolften Tag mit acht verendeten Goldfischen (8 %) zu halb soviel
Fischverlusten wie in der Kontrollgruppe mit 16 verendeten Fischen (16 %). Durch die
pathologisch-anatomischen Untersuchungen aller Goldfische beider Gruppen (je N=100) bis
zum zwolften Tag wurden bei den Fischen der Versuchsgruppe deutlich weniger Haut- und
Flossenverdnderungen wie Gefdflstauungen, Blutungen, geschwiirige Verdnderungen
(Ulcera) bzw. Flossenrandnekrosen und Mykosen (p<0,05) sowie Kiemenverdnderungen wie
Rotungen,  Schwellungen, vermehrte  Schleimsekretionen, Blutungen, Anémien,
Kiemennekrosen und Mykosen (p<0,001) festgestellt. Insgesamt traten bei den Goldfischen
der Versuchsgruppe weniger akute Kiemenentziindungen (p<0,02), Nekrosen (p<0,01) und

integumentidre Mykosen (p<0,01) auf. Die mykologischen Untersuchungen erbrachten den
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Nachweis von Saprolegnia sp. Auch bei der zusammenfassenden Auswertung der
pathologisch-anatomischen Befunde aller Goldfische in der Versuchs- und Kontrollgruppe
(jeweils N=100) hinsichtlich integumentérer Organverinderungen bis zum zwolften Tag

waren die Fische der Versuchsgruppe deutlich iiberlegen (p<0,001), s. Abbildung 2.
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Abbildung 2: Zusammenfassende Auswertung der pathologisch-anatomischen Befunde aller Goldfische bis zum
zwolften Tag (jeweils N=100) bei der Halterung mit HS-Béadern II (Versuch II).

Unterschied zwischen der Versuchs- und Kontrollgruppe hoch signifikant mit p<0,001 (5*-Homogenitits-Test).

Durch die zusammenfassende parasitologische Untersuchung aller Goldfische im Versuch 11
wurde ein geringerer Befall mit Ektoparasiten von Fischen der Versuchsgruppe (n=10)
gegeniiber der Kontrollgruppe (n=14) bis zum zwolften Tag festgestellt (p<0,01). Zur
Parasitenfauna der Versuchs- und Kontrollfische gehorten Ichthyobodo sp. (Syn. Costia),
Chilodonella sp., Ichthyophthirius sp., Trichodina sp., Gyrodactylus sp., Dactylogyrus sp.
und Argulus sp. In der Versuchsgruppe waren 70 % (7/10) der Fische geringgradig, 20 %
(2/10) mittelgradig und 10 % (1/10) hochgradig parasitiert. Dagegen wurde in der
Kontrollgruppe bei 7,1 % (1/14) ein geringgradiger, bei 50 % (7/14) ein mittelgradiger und
bei 42,9 % (6/14) ein hochgradiger Befall nachgewiesen. Der Unterschied im Befall der
Kiemen (p<0,01) mit den Ektoparasiten Ichthyobodo sp., Chilodonella sp., Ichthyophthirius
sp., Trichodina sp. und Dactylogyrus sp. insgesamt war geringfiigig deutlicher als der
Unterschied im Befall der Haut (p<0,02) mit Ichthyobodo sp., Chilodonella sp.,
Ichthyophthirius sp., Trichodina sp., Gyrodactylus sp. und Argulus sp. insgesamt. Bei den

parasitologischen Untersuchungen der Kiemen stellte sich allein schon ein Unterschied im
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Auftreten von Ichthyophthirius sp. heraus (p<0,05). So konnte in der Versuchsgruppe
Ichthyophthirius sp. auf den Kiemen nicht nachgewiesen werden (0/10), wogegen die Hélfte
der Fische in der Kontrollgruppe (7/14) gering- oder mittelgradig befallen waren.

Die bakteriologischen Untersuchungen erbrachten in beiden Gruppen den Nachweis eines
gering- bis hochgradigen Befalls der Haut und einen gering- bis mittelgradigen Befall der
parenchymatdsen Organe Leber, Niere und Milz mit beweglichen Aeromonaden (4. sobria, A.

hydrophila).

3.2 Teichwirtschaftliche Aufzucht von Karpfen mit Huminstoff-Futterzusatz

Aus den Abfischungsergebnissen in der teichwirtschaftlichen Karpfenaufzucht (K;) wurde
ein Unterschied im Verlustgeschehen bei der hochsten Besatzdichte des Versuchs II zwischen
der Versuchs- und Kontrollgruppe 3 ersichtlich (p<0,0001, t-Test). Bei einer Besatzdichte
von 40000 Stiick/ha traten in der Versuchsgruppe 3 mit HS-Fiitterung ca. 20 % weniger
Verluste als in der Kontrollgruppe 3 auf (s. Tab 1).

Tab. 1: Verlustgeschehen bei der Aufzucht von Karpfen mit Huminstoff-Futterzusatz [ und II (Versuch [ und II).

Versuch | Versuch 11

VG [KG |[vGl [KGl |vG2 [KG2 |[vG3 [KG3
Besatz [St./ha] 35000 20000 30000 40000
Besatz [St./VT] 7000 5000 7500 10000
Verluste [St.] 5939 5904 2400] 2460] 3683| 3805 3720] 5751
Verluste [%] 84,8] 84,3| 48,00 49,2 49,1 50,70 372 57,5
t-Test nicht signif. | nicht signif. p<0,07 p<0,0001

Unterschied zwischen der Versuchsgruppe 3 und Kontrollgruppe 3 hoch signifikant mit p<0,0001 (t-Test).

Weiterhin zeigten sich glinstigere relative Futterquotienten der Versuchsgruppen in den
hohen Besatzvarianten. Bei einem Besatz von 35000 Stiick/ha im Versuch I betrug der
relative Futterquotient in der Versuchsgruppe 1,6 und in der Kontrollgruppe 2,2. Im Versuch
II war bei der hiochsten Besatzvariante von 40000 Stiick/ha wiederum ein giinstigerer
Futterquotient in der Versuchsgruppe mit 1,7 als mit 2,0 in der Kontrollgruppe zu

verzeichnen (s. Tab. 2)
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Tab.2: Relative Futterquotienten bei der Aufzucht von Karpfen mit Huminstoff-Futterzusatz [ und II (Versuch 1
und II).

Versuch | Versuch 11
VG [KG [VGl [KGl |[vG2 [KG2 |[vG3 [KG3
Besatz [St./ha] 35000 20000 30000 40000

relativer FQ 1,6 2,2 1,7 1,7 1,8 1,7 1,7

2,0

Giinstigere relative Futterquotienten bei hohen Besatzdichten in der Versuchsgruppe des Versuchs I und der

Versuchsgruppe 3 des Versuchs IL

In den Versuchen I und II ergaben die bakteriologischen Untersuchungen der
parenchymatdsen Organe Leber, Niere und Milz (je n=24 der Versuchs- und
Kontrollgruppen) einen unterschiedlichen Gehalt an den Bakterienspecies Aeromonas
hydrophila, A. sobria und Pseudomonas putrefaciens (p<0,05; Rangsummentest von White).
In den Versuchsgruppen wurden bei ca. 8 % der untersuchten Karpfen ein geringgradiger
Gehalt an o. g. Keimen nachgewiesen, in den Kontrollgruppen waren 25 % der Karpfen gering-
bis hochgradig bakteriell infiziert (s. Tab. 3).

Tab. 3:  Bakterieller Befall der inneren Organe (Aeromonas hydrophila, A. sobria, Pseudomonas putrefaciens)
einer Stichprobe (je n=6) aller Versuchs- und Kontrollgruppen bei der Aufzucht von Karpfen mit Huminstoff-
Futterzusatz [ und II (Versuch I und II).

Grad des Befalls Versuchsgruppen | Kontrollgruppen

0 22 18
1 2 2
2 0 1
3 0 3

Rangs.-T. White p<0,05

Unterschied zwischen den Versuchs- und Kontrollgruppen signifikant mit p<0,05 (Rangsummentest von White).
4. Diskussion

Bei der teichwirtschaftlichen Halterung von Goldfischen bewirkten die Behandlungen mit
Na-Humat-Béddern eine Senkung des Verlustgeschehens, eine geringere Ausprigung von

Krankheitssymptomen umweltbedingter, bakterieller, parasitirer und mykotischer Atiologie

an Haut, Flossen und Kiemen. Dazu zéhlen vor allem Schleimhautschiden, Blutungen an der
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Haut und den Flossen, geschwiirige und verpilzte Hautverdnderungen, Flossenrandnekrosen,
Kiemenschwellungen und -nekrosen.

Fiir den eingesetzten Huminstoff konnte damit ein

- antiphlogistischer (6rtliche Entziindungshemmung),

- gewebeschiitzender (Schutz vor erregerbedingter Schiadigung sowie Nekrose) und

- antimykotischer Effekt (Hemmung externer Mykosen durch Saprolegnia sp.)

nachgewiesen werden.

Die im Versuch II der Hilterung von Goldfischen mit HS-Bédern festgestellte Verminderung
des Befalls mit Ektoparasiten, insbesondere Ichthyophthirius sp. auf den Kiemen, konnten auf
einer Behinderung der Penetration durch Aushdrtung der Oberfldchen, einer Steigerung der
Abwehrleistung oder anderen indirekten Wirkmechanismen beruhen.

Es wird eine HS-Behandlung in einer Konzentration von 10 mg/l Na-Humat {iber je ein bis
zwei Stunden an mehreren aufeinanderfolgenden Tagen bei Aufrechterhaltung des
Sauerstoffgehaltes, wie im Versuch I erfolgreich praktiziert, und bei Optimierung der iibrigen
Umweltfaktoren empfohlen.

In der teichwirtschaftlichen Karpfenaufzucht konnten durch den Zusatz der HS-Priparate
HUMOCARB, FORMULIERT® (Versuch I) und CELLU-LIGNO-KARBON-ISOLAT
(Versuch II) in Hohe von 5 % zum pelletierten Mischfuttermittel positive Wirkungen erzielt
werden. Nach 87-tdgiger Pelletgabe in der ersten Aufzuchtperiode war bei der hochsten
getesteten Besatzdichte (40000 Stiick/ha im Versuch II) in der Versuchsgruppe eine
Verringerung der Mortalitdt um ca. 20 % zu verzeichnen (p<0,0001). Gleichzeitig waren in
den hohen Besatzvarianten von 35000 (Versuch I) und 40000 Stiick/ha (Versuch II) die
giinstigsten relativen Futterquotienten in den jeweiligen Versuchsgruppen mit HS-Zusatz
zum Futter zu verzeichnen. Aulerdem wurde eine deutliche Verringerung des Gehaltes der
inneren Organe an den fakultativ-pathogenen Aeromonas- u. Pseudomonas spp.
nachgewiesen (p < 0,05). Die verlustmindernden und ergotropen Effekte lassen auf eine
verbesserte Kompensation von negativen Umwelteinfliissen bzw. Stressoren schlieen. Die
Ursache der geringeren Keimgehalte an o. g. Bakterienspecies ist wiederum in einer positiven
Beeinflussung des Darmmilieus und einer verbesserten Abwehrleistung des
Verdauungstraktes zu suchen.

Unter Beriicksichtigung der verbrauchten Trockenfuttermengen und der stark wasserhaltigen
Naturnahrung der ertragreichen Teiche mit der Bonititsklasse 11 (BOHL u. RIEGGERT
1999, S. 341; SCHAPERCLAUS 1998, S. 253, SCHRECKENBACH u. ZAHN 1997)

ergeben sich fiir die Huminstoff-Préparate Anteile an der Gesamtnahrung in Hohe von ca. 1
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% (Versuch I) und 3 % (Versuch II). Die Aufnahme von Pflanzenteilen, Schlamm und Sand
(SCHAPERCLAUS 1998, S. 208) bleibt in der Gesamtnahrungsmenge unberiicksichtigt.

Ein Huminstoffzusatz kann fiir die Konditionierung von Karpfen, zur Verringerung von
Fischverlusten und der Verminderung einer bakteriellen Besiedlung der inneren Organe

empfohlen werden.
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Auffalligkeiten der Sterblichkeit bei Nasen (Chondrostoma nasus L. ) zur
Laichzeit 2002 in der Melk (NO, Osterreich)

Oskar Schachner und Andreas Zitek'

Veterindrmedizinische Universitdt Wien, Institut fiir Hydrobiologie, Fisch- und Bienenkunde
Veterindrplatz 1, A-1210 Wien

'"Universitit fiir Bodenkultur Wien, Abteilung Hydrobiologie, Fischereiwirtschaft und
Aquakultur, Max Emanuel-Strale 17, A-1180 Wien

Zusammenfassung

In der Melk, einem niederdsterreichischen Donauzufluss, verendeten im Mérz 2002 binnen
zwei Tagen 250 laichreife Nasen Chondrostoma nasus (L.). Die Sterblichkeitsrate betrug
damit ca. 18% des Adultbestandes dieser gefdhrdeten Cyprinidenart in einem ca. 12,5 km
langen Abschnitt flussauf der Miindung. Betroffen waren iiberwiegend ménnliche Tiere
(Milchner).

In der Pielach, die in geringer Entfernung separat in die Donau miindet, war die Verlustrate
der Nasen zur Laichzeit im Jahr zuvor auf ca. 3% beschrinkt.

Die Nasenpopulation der Melk ist seit den letzten Jahrzehnten durch wasserbauliche
MaBnahmen isoliert, in den untersten Abschnitt der Pielach (ca. 1800m) hingegen kdnnen
Nasen zum Laichen unbehindert aus der Donau einwandern.

Die zur kritischen Zeit erhobenen allgemeinen Wasserqualititsparameter beider Standorte
unterschieden sich nicht wesentlich voneinander. Bei einer vergleichenden
fischpathologischen Untersuchung zeigten sich jedoch gravierende Unterschiede im Zustand
der Kiemen. Sowohl Gewebsverdnderungen wie Lamellenverschmelzung, Becherzell- und
Granuldrzellproliferation, als auch ein Befall mit Parasiten der Gattung Chilodonella war nur
bei den Fischen der Melk festzustellen. Es ist zu vermuten, dal3 eine unbekannte, nur
kurzfristige, zusitzliche Belastung der dermallen chronisch vorgeschéddigten Kiemen bei den

zur Laichzeit besonders anfilligen Nasen zum Tode gefiihrt hat.
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Summary

Within two days of March 2002 significant mortality of the nase, Chondrostoma nasus (L.),
was observed in the river Melk, a tributary to the Danube in Lower Austria. Distributed over
a section extending 12,5 km upstream from mouth 250 adult, mainly male individuals, i.e.
about 18% of all nase at spawning maturity, have died. According to investigations of
spawning nase in another river, named Pielach, separately falling into the Danube close to the
Melk, last year mortality amounted approx. 3 %. In contrast to the fish population of the
Melk which has been isolated until recent time by artificial barriers, migration of nase from
the Danube population into the Pielach is not confined.

Unlike analysis of general water quality of their habitates a comparative pathological and
parasitological examination of fish revealed clear differences between populations.
Histopathological findings of gill tissues including fusion of lamellae along with proliferation
of goblet and/or granular cells were found together with the ciliated parasite Chilodonella
only in fish of the river Melk.

As an explanation for the mortality of the highly susceptible spawning noses an unknown

additional impact on the chronically damaged gill tissue is considered.

Einleitung

Bestinde der Nase Chondrostoma nasus (L.) werden in Niederdsterreich durch den Verlust
von Laichpldtzen und Einstandsmoglichkeiten infolge von Fluss-Regulierungen und -
Stauhaltungen als gefdhrdet eingestuft (JUNGWIRTH 1981, 1984; MIKSCHI und
WOLFRAM-WAIS 1999). Bei umfassenden Untersuchungen unterschiedlich belasteter
Gewisser in Bayern erwies sich die Nase als eine der meist geschddigten Fischarten
(REINARTZ 1997).

Im Mairz des Jahres 2002 wurde in der Melk, einem niederdsterreichischen Donauzufluss eine
erhohte Mortalitét bei dieser Cypriniden-Art verzeichnet. Binnen zwei Tagen verendeten auf
einer ca. 12,5 km langen Strecke flussauf der Miindung 250 Fische, ausschlieBlich laichreife
Nasen, tiberwiegend ménnlichen Geschlechts. Die Verlustrate betrug damit etwa 18% des
Gesamtbestandes adulter Individuen in diesem Gewdsserabschnitt. Zusdtzlich wurde eine
dhnliche Anzahl moribunder Tiere gesichtet. Fische anderer vorkommender Arten (u.a. auch

Aschen und Bachforellen) erschienen hingegen unauffillig.
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Die Melk ist stark reguliert und an mehreren Stellen gestaut, ihre Fischbestdnde sind bis vor
kurzem durch kiinstliche Barrieren isoliert gewesen. Die Nase wird hier neben anderen
Fischarten wie Barbe und Huchen hinsichtlich Populationsstruktur und -dynamik im Rahmen
des EU-LIFE Projektes "Lebensraum Huchen" untersucht (ZITEK et al. 2001).

In der Pielach, einem Fluss, der in geringer Entfernung von der Melk ebenfalls in die Donau
miindet, wurde im Vorjahr bei Untersuchungen des Laichgeschehens der Nasen lediglich eine
Mortalitdt von insgesamt 3% ermittelt.

Ein Vergleich von Wasserproben und einigen Fischen aus den beiden Habitaten Melk und

Pielach sollte erste Anhaltspunkte fiir die Beurteilung der Nasen-Sterblichkeit bieten.

Material und Methoden

Wasseranalyse und fischpathologische Untersuchung orientierten sich an klassischen
Leitfdden zur Diagnostik von Fischkrankheiten (ROBERTS und SCHLOTFELDT 198S5;
SCHAPERCLAUS 1990).

Die Wasserproben wurden auf allgemeine Qualitdtsparameter, jedoch nicht auf den Gehalt
bestimmter Schadstoffe untersucht.

Zur Adspektion und parasitologischen Untersuchung gelangten 6 moribunde Fische aus der
Melk (4 &, 2 @, Gesamtlidngen: 46 - 51cm) sowie 6 unterschiedlich geschwiichte Fische aus
der Pielach (5 9,1 &, GL 38-53cm).

Jeweils 4 Fische wurden weiters fiir eine virologische und bakteriologische Untersuchung
sowie flr eine histologische Beurteilung der Kiemen herangezogen.

Zur virologischen Untersuchung wurden Milz-Sammelproben iiber Zellkulturen der Linien
BF-2, CCB und EPC passagiert und im SVC-ELISA (Testline Ltd.) ausgetestet.

Zur Anzucht von Bakterien aus Haut- und Nierenausstrichen dienten Blutagarplatten, zur
Keim-Identifizierung das api-System.

Fiir die histologische Untersuchung wurden von Formalin-fixierten und in Paraffin
eingebetteten Kiemenstiicken Sum dicke Schnitte angefertigt und mit H.E.und Alcianblau
sowie mit dem FITC-konjugierten Lektin, WGA gefarbt (ROMEIS 1989; SCHACHNER &
HOLZER 2001)
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Ergebnisse

Die erhobenen allgemeinen Wasserqualitdtsparameter beider Habitate unterschieden sich
voneinander nicht wesentlich. Die Werte lagen alle in einem Bereich, der fiir Gewésserab-
schnitte der Barbenregion iiblich ist.

Ein Virusnachweis konnte nicht erbracht werden. Auf keiner der inokulierten Zellkulturen
zeigte sich ein cytopathologischer Effekt. Beide Proben waren sowohl als Organsuspension
als auch als Zellkulturiiberstand im SVC-ELISA negativ.

Bakterien wurden jeweils nur bei einem Fisch nachgewiesen: der ubiquitire, fakultativ
pathogene Keim Aeromonas hydrophila bei einem Rogner der Melk aus der Niere, bei einem
Rogner der Pielach - gemeinsam mit Pseudomomonas fluoreszens - aus einem Hautgeschwiir.
Geschwiire lagen bei den Melker Fischen nicht vor.

Bei der Adspektion fielen auf der Haut eines Rogners aus der Melk, wie bei zwei Rognern
aus der Pielach nasse, wattebauschartige Pilzbeldge der Gattung Saprolegnia auf. Bei einem
Melker Milchner waren einzelne Schuppen von einem samtartigen, trockenen, weillen Belag
bedeckt. Es handelte sich dabei um ein Aphanomyces-dhnliches, feinfilziges Myzel aus
diinnen, sparlich verzweigten, groBiteils querwandlosen Hyphen.

Bei den iibrigen Milchnern der Melk erschien die Haut - als Laichkleid mit Perlorganen
ausgeprigt - kontrastreich pigmentiert, glanzend und frei von Lésionen.

Die Ektoparasiten-Fauna auf ihrer Haut war dementsprechend unscheinbar. Nur bei 2 Fischen
trat Piscicola geometra in geringer Zahl auf. Demgegentiber war der Fischegel in der
Kontrollgruppe hédufig vorhanden.

Die Zahl der insgesamt vorkommenden Parasitenarten war bei den Melker Fischen geringer.
Auf ihren Kiemen traten im Gegensatz zu den Fischen aus der Pielach weder Myxosporidien
(M. muelleri) noch monogene Trematoden (Dactylogyrus, Gyrodactylus) in Erscheinung.
Auffallig war jedoch bei ihnen ein Befall mit Cilaten der Gattung Chilodonella, der bei den
Kontrollfischen nicht gegeben war.

Das Erscheinungsbild der Kiemen war bei den Melker Nasen makro- und mikroskopisch
auffillig verdndert. AuBerlich wirkten die Filamente aufgedunsen und auf allen Bogen
gleichmiBig blass, ihre Konsistenz schwammig, wissrig. Gravierende histopathologische
Verdanderungen bestanden in Form von hochgradigen Lamellenverschmelzungen durch
Proliferation von mucosauren Schleim sezernierenden Becherzellen und eosinophilen

Granulirzellen, sowie 6dematdsen Hyperplasien und Ablosungen des Atemepithels.
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Schluf3folgerungen

Das prasentierte Kiemenschadbild kann die Mortalitdt unmittelbar zur Folge haben, gibt
jedoch keinen Aufschluss tiber seine Ursache. Ein &hnliches, unspezifisches Bild ist nach
Einwirkung unterschiedlicher Schadstoffe bei verschiedenen Fischarten (ELLER 1975,
SCHAPERCLAUS 1990) und auch bereits bei Nasen aus verschiedenen Gewissern Bayerns
beschrieben worden (REINARTZ 1997).

Bakterielle und virale Krankheitserreger sind im gegebenen Fall als Ursache auszuschliefen.
Die  vorliegenden  parasitologischen = Befunde  relativieren  beispielhaft  das
Gefdhrdungspotential von Parasiten bei Nasen. Wihrend bei der Laichfischpopulation mit
den geringeren Verlusten im Miindungsbereich der Pielach mehr Arten, teilweise auch in
grofBerer Befallsintensitit anzutreffen waren, erschien der "Schwécheparasit", Chilodonella
nur bei der Population mit den hoheren Verlusten in der Melk. Ein auffilliger Befall mit
solchen Ciliaten deutet auf Bedingungen im Lebensraum hin, die man in der Aquakultur als
pradisponierende Krankheitsfaktoren kennt (ROBERTS und SCHLOTFELDT 1985).

Im Melker Habitat summierten sich vermutlich verschiedene fiir Nasen ungiinstige
Bedingungen.

Es liegen bereits Untersuchungsergebnisse von verschiedenen anderen Fischarten wie Barbe
und Huchen in der Melk vor, die zeigen, dass Populationsstruktur und -dynamik vor allem in
den regulierten und gestauten Abschnitten durch die Beeintrachtigung der
Gewissermorphologie schwer gestort sind (ZITEK et al. 2001).

Der vorliegende Fall der Nasen kann als weitere Folge dieser Beeintrdchtigung gesehen
werden. Der Zustand ihrer Kiemen beruht offensichtlich auf chronischer Schidigung, zu der
es in naturnahen Fliegewissern normalerweise nicht kommt.

Als ausschlaggebender Faktor fiir die Mortalitdt der Nasen kann, wie bei der Ulcerativen
Dermalnekrose der Salmoniden, die hormonell bedingt erhohte Sensibilitit zur Laichzeit
betrachtet werden. Auch wenn Hautldsionen und Verpilzungen bei den Nasen (im Friihjahr)
nicht so wie beim UDN-Syndrom der Forellen (im Winter) im Vordergrund stehen, deutet
vor allem das hauptsdchlich betroffene Geschlecht auf den gemeinsamen Hintergrund
"Laichstress" hin. Wie im Fall der Forellen (ROBERTS und SCHLOTFELDT 1985) sind in
der Melk Milchner deutlich starker betroffen.

Bei den Nasen haben die massiven Verdnderungen in den Kiemen die Funktion des
Atemepithels, das bei stressbedingt erhohter Membranpermeabilitdt ohnedies besonders

gefdhrdet ist, offensichtlich schwer behindert. Eine unbekannte, vielleicht nur kurzfristige

141



zusitzliche Belastung der vorgeschddigten Kiemen, konnte zu osmoregulativen Stérungen
gefiihrt haben, die im Zusammenbruch der Homoostase und bei vielen Fischen im Tod

endeten.
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Haltung von Muscheln und deren Erkrankungen

- Eine Ubersicht -

Sven M. Bergmann und Dieter Fichtner

Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der Tiere Insel Riems, Nationales
Referenzlabor fiir Muschelkrankheiten

Boddenblick 5a, 17493 Greifswald — Insel Riems

Zusammenfassung

Zum Stamm der Weichtiere (Mollusca), in welchen die zweischaligen Muscheln und Austern
(Bivalvia) taxonomisch eingeordnet werden, gehdren etwa 120 000 Arten. Zwischen 7500
und 8000 Arten von Muscheln und Austern leben im Salz- und SiiBwasser. Wenige dieser
Arten werden intensiv geziichtet bzw. gehalten. Hierzu gehdren die zur Familie Ostreidae
zdhlende Europdische, die Australische und die Chilenische Flachauster (Ostrea edulis,
Ostrea angasi, Tiostrea chilensis), die Pazifische Auster (Crassostrea gigas), die
Amerikanische Auster (Crassostrea virginica) und die Sydney Rock Oyster (Saccostrea
commercialis). In den letzten Jahren wurden grof3e Anstrengungen unternommen, neue Arten
wie die Chinesische Auster (Ostrea rivularis), die Olympia Auster (Ostrea conchaphila) und
die Black lip Oyster (Saccostrea echinata) intensiv zu nutzen. Im gleichen Zeitraum wurde
z.B. die Portugiesische Auster (Crassostrea angulata) durch die importierten Arten verdriangt
oder von eingeschleppten Krankheitserregern vernichtet. Neben den Austern werden
Miesmuscheln der Familie Mytilidae in wesentlich groBerem Umfang gehalten und geerntet.
Die intensive und extensive Haltung von Mytilus edulis und Mytilus galloprovincialis ist in
Europa weit verbreitet. Die europdischen Miesmuschelarten wurden in den letzten beiden
Jahrhunderten weltweit verbreitet.

Der intensive Austausch von Muschelpopulationen fiihrte in gleichem Male zum Austausch
und zur Anpassung von importierten Krankheitserregern an die neuen Bedingungen und,
natiirlich auch, an neue und einheimische Muschelarten.

Die relevanten Krankheiten der Muscheln sind : die Marteiliose (Marteilia sp.), die
Bonamiose (Bonamia sp.), die Haplosporidiose (Haplosporidium sp.), die Mikrozytose

(Mikrocytos sp.) und die Perkinsose (Perkinsus sp.).
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Diese Krankheiten sind in der Verordnung zum Schutz gegen SiBwasserfisch-Seuchen,
Muschelkrankheiten und zur Schaffung seuchenfreier Fischhaltungsbetriebe und Gebiete
(Fischseuchen-Verordnung) benannt. Die Fischseuchen-Verordnung dient der Umsetzung
folgender Rechtsakte der Européischen Union (EU) in deutsches Recht:
- Richtlinie 91/67/EWG betreffend die tierseuchenrechtlichen Vorschriften fiir die
Vermarktung von Tieren und anderen Erzeugnissen der Aquakultur
(Aquakultur Richtlinie)
- Richtlinie 95/70/EG zur Festlegung von Mindestmaflnahmen der Gemeinschaft zur
Bekampfung bestimmter Muschelkrankheiten.
Jeder Betreiber hat dafiir zu sorgen, dass in seinem Muschelbestand Untersuchungen:
- auf das Vorliegen einer anormalen Mortalitdt sowie
- auf das Vorkommen der in Anhang A Liste II der Richtlinie 91/67/EWG sowie
- der in Anhang D der Richtlinie 95/70/EG genannten Krankheiten bei Muscheln
durchgefiihrt werden.

Summary

About 120 000 species are part of the stem "mollusca" in which are mussels and oysters
(class bivalvia) taxonomically put in order. Between 7500 and 8000 species of mussels and
oysters live in the salt and fresh water. Some of these species are cultivated or held
intensively, e.g. members of the family ostreidae like the European, die Australian and Chile
flat oysters (Ostrea edulis, Ostrea angasi, Tiostrea chilensis), the Pacific oyster (Crassostrea
gigas), the American oyster (Crassostrea virginica) and the Sydney Rock Oyster (Saccostrea
commercialis). Great efforts were done within the last years to use new species like the
Chinese oyster (Ostrea rivularis), the Olympia oyster (Ostrea conchaphila) and the Black lip
Oyster (Saccostrea echinata) intensively. In the same time period, e.g. the Portuguese oyster
(Crassostrea angulata) was replaced by imported species or destroyed by pathogens brought
in. Blue mussels of the family mytilidae are held and harvested in a larger amount compared
to oyster species. The intensive and extensive aquaculture of Mytilus edulis and Mytilus
galloprovincialis is far common in Europe. These European Blue mussel species were spread
world wide within the last two centuries.

The intensive exchange of mussel populations led to a adaptation of "exotic" disease agents
to native mussel species. The relevant diseases of the mussels are: the Marteiliose (Marteilia

sp), the Bonamiose (Bonamia sp), the Haplosporidiose (Haplosporidium sp), the Mikrozytose
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(Mikrocytos sp) and the Perkinsose (Perkinsus sp.). These diseases are named in the German
"Fischseuchen-Verordnung". The goal of the law is to create disease free farms, areas or
whole countries and to prevent disease introduction to free arms, areas and countries.

The "Fischseuchen-Verordnung" serves the convertation of the following European Union
decisions into German right:

- Decision 91/67/EEC

- Decision 95/70/EC

According to this law, each mussel farmer is responsible that his mussels must be examined
for :

- abnormal mortality

- diseases of the appendix A list II of the Decision 91/67/EEC

- diseases of appendix D of the Decision 95/70/EC.

Die weltweite Verbreitung von Austern und Muscheln

Die Auster mit der weltweit grofiten Verbreitung ist die Pazifische oder Japanische Auster
(Crassostrea gigas). Sie wurde aus dem japanisch-pazifischen Raum in einem Zeitraum von
ca. 200 Jahren in die USA und Kanada, nach Australien, nach Zentral- und Mittelamerika,
nach Indien, nach Siidafrika und nach Europa exportiert.

In Europa dehnt sich das Verbreitungsgebiet von Norwegen iiber die Britischen Inseln bis ins
Mittelmeer nach Griechenland aus.

Die Europidische Flachauster (Ostrea edulis)y wurde in die USA und nach
Australien/Neuseeland exportiert. In FEuropa wird die Flachauster vor allem im
Nordseegebiet, im Kanal und rund um die Britischen Inseln sowie in Irland intensiv gehalten.
Zu den Exoten unter den Austern, die an verschiedenen Orten in Europa zu Versuchszwecken
gehalten werden, zdhlen die Amerikanische Auster (C. virginica), die Chilenische
Flachauster (Tiostrea chilensis) und die Chinesische Auster (O. rivularis).

In den USA und Kanada wird die Amerikanische Auster neben der Pazifischen am héufigsten
gehalten, in Australien und Neuseeland ist es die Chilenische Auster und die Sydney Rock
oyster (Saccostrea commercialis).

Die in Europa durch Uberfischung, Viruseinschleppung und Kreuzung mit der Pazifischen
Auster sehr selten gewordene origindre Portugiesische Auster (C. angulata) wird derzeit an

verschiedenen Einrichtung in Portugal und Spanien geziichtet und ausgesit.
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Von den beiden europdischen Miesmuschelarten (Mytilus edulis und M. galloprovincialis)

wurde vor allem die M. edulis in alle Welt exportiert. In verschiedenen Gebieten der Erde

kam es zu Kreuzungen mit den einheimischen Miesmuschelarten.

Die Austern und Muscheln sind nach dem derzeitigen Kenntnisstand folgendermaf3en

verbreitet:

1. Pazifische Austern in Europa, Nord- und Stidamerika, Asien und Australien

2. Amerikanische Austern in Nord- und Siidamerika, geringe Bestinde in Europa und
Australien

3. Miesmuscheln sind weltweit verbreitet.

Erkrankungen der Muscheln und Austern und deren Diagnose

Die OIE und die EU reglementieren folgende Erkrankungen bei Muscheln und Austern:

1. die Bonamiose (Erreger : Marteilia refringens, M. maurini, M. sydneyi), die Muscheln
und Austern betreffen kann

2. die Bonamiose, verursacht durch Bonamia ostrea, B. sp, die Austern und Venusmuscheln
infizieren konnen

3. die Haplosporidiose, hervorgerufen durch Haplosporidium nelsoni, H. costale, die
Muscheln und Austern befallen kénnen

4. die Mikrozytose (Microcytos mackini, roughleyi), die bisher nur bei Austern
nachgewiesen wurden und

5. die Perkinsose (Perkinsus marinus, P. olseni, P. atlanticus), die wiederum bei Muscheln
und Austern auftreten kann.

All diese protozodren Parasiten sind in der Lage, die befallene Population zu 100 % zu

vernichten.

Nicht mehr bzw. noch nicht reglementiert sind die Virosen, die sowohl Muscheln als auch

Austern infizieren und schadigen konnen. Hierbei stehen die Herpes-, die Irido- und die

Birnavirusinfektionen im Vordergrund.

Die parasitdren Erkrankungen werden mit Hilfe der klassischen Histologie diagnostiziert. Es

stehen aber auch Tests wie die PCR, die RT-PCR oder die in-situ Hybridisierung zu

Verfligung.
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Schluf3folgerungen

1.

Durch die Internationalisierung des Handels kam es zur weltweiten Verbreitung von
Muscheln und Austern.

Der legale und illegale Austausch von Muscheln und Austern forderte im gleichen Malle
die Verbreitung von Krankheitserregern.

Durch die intensive Nutzung von nicht einheimischen Muscheln und Austern hatten die
eingeschleppten Erreger (Parasiten, Bakterien, Viren) die Mdglichkeit, sich an andere

Spezies und Umweltbedingungen zu adaptieren.
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Auftreten und Bekiampfung erregerbedingter Erkrankungen bei der

Aufzucht von Zandern in der Aquakultur

Helmut Wedekind, Steffen Zienert und Petra Wolf
Institut fiir Binnenfischerei e.V. Potsdam-Sacrow

Jagerhof am Sacrower See, 14476 Grof3 Glienicke

Zusammenfassung

Versuchsergebnisse aus einer Untersuchung zur Zanderaufzucht in Aquakultursystemen
zeigen, dass die Aufzucht von Zandern auch mit kommerziellen Trockenfuttern technisch
moglich ist. Bei zugekauften, teichgezogenen Satzfischen wurde in einzelnen Chargen ein
Befall mit folgenden Krankheitserregern festgestellt: Ichthyophthirius, Trichodina, Costia,
Saprolegnia, Gyrodactylus, Dactylogyrus und verschiedene Myxobakterien. Die
Erkrankungen traten zundchst nach der Abfischung und dem Transport in Erscheinung. In
Abhingigkeit vom Befallsgrad und der Kondition der Fische wurden verschiedenen

Therapeutika mit unterschiedlicher Wirksamkeit und Vertraglichkeit eingesetzt.

Im Verlauf der Aufzuchtversuche ergab sich ein weiterer Krankheitsschwerpunkt bei
mehrjéhrigen Zandern in Netzgehegen. Unter den natiirlichen Temperaturverhdltnissen des
Sacrower Sees traten in den Wintermonaten z.T. folgenschwere parasitire Erkrankungen auf,
die angesichts der geringen Wassertemperaturen und der geringen Auswahl an zugelassenen
Therapeutika nur unzureichend bzw. mit unterschiedlichem Erfolg behandelt werden

konnten.

Summary

Results from an experimental investigation on the culture of pikeperch in aquaculture
demonstrate, that raising this species with artificial dry feeds is feasible. When pond-raised
fingerlings were received, in some batches the following pathogens were observed:
Ichthyophthirius, Trichodina, Costia, Saprolegnia, Gyrodactylus, Dactylogyrus and

Myxobacteria. The infestation was frequently observed after handling during pond draining
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and transportation. Depending on the respective pathogen and the condition of the fish
different therapeutics were used in different concentrations and duration of the treatment.

A further critical period was identified when larger pikeperch were raised in net-cages under
natural temperature conditions. During winter some groups showed heavy gyrodactylosis.

Due to low water temperatures only a few possibilities exist to control this disease.

Einleitung

Der Zander ist eine der wirtschaftlich interessantesten heimischen Fischarten, deren Bedarf
derzeit aus den Fangen der Seen- und Flussfischerei nicht gedeckt werden kann. Im Rahmen
verschiedener Forschungsprojekte wurde am Institut fiir Binnenfischerei (IfB) seit 1997 die
Aufzucht von Zandern in der Aquakultur durchgefiihrt und weiterentwickelt. Dabei besteht
langfristig das Ziel zu einer geschlossenen Zuchttechnologie zu kommen, bei der alle
Lebensstadien einschlieflich der kontrollierten Vermehrung enthalten sind. Bisher ist es
allerdings nicht gelungen Zanderbrut vollstindig an Trockenfuttermittel zu gewdhnen.
Insbesondere tritt bei der Aufzucht (ab 1 cm Lénge) ein starkes Auseinanderwachsen der
Fische mit stark ausgepriagtem Kannibalismus auf. Dieses Problem verliert erst ab einer
Lange von 5 cm seine Bedeutung. Bisher waren daher die Versuche Zander auf eine Gréfle
von 3 bis 5 cm vorzustrecken im PraxismaBstab nicht erfolgreich (Uberlebensrate < 10 %).
Dennoch konnten am IfB seit 1999 Zander kiinstlich aufgezogen werden, woraus ein
wertvoller Laichfischbestand hervorging. Die Arbeiten an einem geschlossenen

Produktionssystem mit ziichterischer Bearbeitung werden derzeit fortgesetzt.

Ein zur Zeit fiir die Praxis einfacherer Weg der Satzfischbeschaffung besteht in der
Moglichkeit teichgezogene vorgestreckte (Zy) oder einjdhrige (Z;) Jungfische aus Teichen auf
handelsiibliches Trockenmischfutter umzustellen. Dabei werden die Fische zuerst mit einem
Naturfutter gefiittert und anschlieBend sukzessiv an Trockenfutter gewohnt. Trotz des
beachtlichen hygienischen Risikos konnte dieses Verfahren bis zur Praxisreife entwickelt
werden (ZIENERT und WEDEKIND 2001). Die auf diese Weise adaptierten Satzzander wurden
in verschiedenen Haltungssystemen (Kreislaufanlage, Netzgehege) bis zum Speisefisch
aufgezogen (Abb. 1). Die vorliegenden Versuchsergebnisse zeigen, dass die Aufzucht von
Zandern in der Aquakultur technisch moglich ist. Unklar ist bislang die Wirtschaftlichkeit des

Verfahrens und die Machbarkeit unter den Bedingungen heimischer Fischereibetriebe. In
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diesem Zusammenhang kommt den auftretenden erregerbedingten Fischkrankheiten und

deren Bekdmpfung eine besondere Bedeutung zu.

[Futter-UmsteIIung in KreislaufanlageJ

| |
[ Aufzucht in Durchflussanlage ] [ Aufzucht in Kreislaufanlage ] [ Aufzucht in Netzgehegeanlage ]

Abb. 1: Ablauf der Zanderaufzucht

Adaptation teichgezogener Satzfische

Der erste Schritt fiir die Aufzucht von Zandern in der Aquakultur ist die Umstellung der
Fische auf Trockenmischfutter. Die Umstellung von Zander-Setzlingen (Z, und Z;) erwies
sich als moglich innerhalb eines Zeitraumes von 3 bis 5 Wochen. Der Umstellungserfolg liegt
in Abhédngigkeit von der Kondition der Setzlinge zwischen 40 und 90 % der eingesetzten

Fische.

Im Lauf der Jahre 1999 bis 2002 wurden insgesamt 5 Satzfischchargen aus einer
Teichwirtschaft bezogen. Dabei zeigten sich erhebliche Unterschiede in der Qualitit der
Lieferungen. Wéhrend in den ersten Jahren der Projektlaufzeit kein groBeres
Verlustgeschehen zu beobachten war, traten im Friithjahr 2002 erstmals erhebliche Probleme
mit der Fischgesundheit auf. Die Erkrankungen fielen bereits nach der Abfischung und dem
Transport teichgezogener Satzfische auf. Die Fische wiesen bereits makroskopisch sichtbare
Schleimhautverletzungen und Beldge auf dem gesamten Korper und auf den Kiemen auf. In
der Folge der Schwichung eines Grofiteils des Bestandes konnte — wie bei
unterkonditionierten Zandern hédufig — ein starker Kannibalismus beobachtet werden. Als
Folge davon wies ein groBer Teil der Fische charakteristische Verletzungen auf. Bei diesen
vorgeschéddigten Fischen wurden folgende Krankheitserreger festgestellt: Ichthyophthirius
multifiliis, Trichodina sp., Costia necatrix, Saprolegnia sp. Zur Bekampfung dieses Befalls
wurden in mehreren Durchgéingen verschiedene Therapeutika eingesetzt, deren Wirksamkeit
aus der Praxis bekannt ist (Tab. 1). Die Wassertemperatur betrug 21 °C. Verwendet wurde
zundchst 37 %iges Formalin als Kurzbad fiir 30 Minuten. Dabei erwies sich die Dosis von

150 ml/m?® fiir 30 Minuten als gut vertrdglich. Da nach der Behandlung noch vereinzelt
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Erreger gefunden wurden, wurde eine Erhohung der Dosis auf 200 ml/m? erprobt. Innerhalb
weniger Tage waren 90 % Verluste zu verzeichnen, weshalb weitere Erprobungen unterlassen
wurden. Gegen Ichthyophthirius multifiliis wurde Malachitgriinoxalat eingesetzt. Die
Substanz erwies sich fir 1 — 3 g schwere Z, in einer Dosierung von 0,1 mg/l als gut
vertraglich und wirksam. Es traten bei der Anwendung keine Verluste auf. Die in einzelnen
Chargen vorkommenden Haut- und Kiemenwiirmer wurden versuchsweise mit Trichlorphon
behandelt. Bei einem mittelgradigen Befall mit Gyrodactylus zeigte die Anwendung von 0,2
ml/m? innerhalb von 24 Stunden eine gute Wirkung. Das gleiche Ergebnis wurde bei einem
Doppelbefall mit Gyrodactylus und Dactylogyrus erhalten. Abgesehen von geringfiigigen
Verhaltensdnderungen (Schreckhaftigkeit) zeigten die Fische keine Beeintrachtigung durch
diese Behandlung. Da insbesondere bei der Fischhaltung in Kreislaufanlagen eine
Behandlung in Einzelbecken praktiziert wird, wurde versucht die Behandlung als Kurzbad
anzuwenden. Zu diesem Zweck wurde die Dosis fiir die Dauer von 30 Minuten auf 6 bzw. 12
ml/m? erhoht. Bei der hochsten Dosis verendete die Halfte der Versuchsfische, so dass eine

Trichlorphon-Dosierung von 6 ml/m* als Hochstdosis fiir vorgestreckte Zander ermittelt

wurde.
Tab. 1: Behandlung geschwichter Z, unter Warmwasserbedingungen
Erreger Therapeutikum |Fischmasse| Dosis Dauer [Verluste (%)*
Costia Formalin 37 % 2-3¢ 150 ml/m? 30 min 3
Costia Formalin 37 % 2-3¢ 150 ml/m? 30 min 0
Costia Formalin 37 % 2-3g | 200 ml/m? 30 min 90
Ichthyophthirius | Malachitgriin 1,5¢ 0,10 mg/1 24 h 0
Ichthyophthirius | Malachitgriin 1-2¢ 0,10 mg/1 24 h 0
Ichthyophthirius | Malachitgriin 2-3¢g 0,10 mg/1 24 h 0
Ichthyophthirius | Malachitgriin 2-3¢g 0,10 mg/1 24 h 0
Gyrodactylus Trichlorphon 2-3¢g 0,2 ml/m3 24 h 0
(;J)}:gg] ?g[g};}gz: Trichlorphon 5-8¢g 0,2 ml/m3 24 h 0
Gyrodactylus Trichlorphon 2-3¢g 6 ml/m3 30 min 0
Gyrodactylus Trichlorphon 2-3g |12,5ml/m3 30 min 50

* Verluste nach Ablauf einer Woche (Wassertemperatur 21 °C, 8,0 mg O;)
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Besonders héufig treten Qualititsprobleme beim Zukauf teichgezogener vorgestreckter
Satzzander (Z,) auf. In dieser FischgréBe (0,4 - 0,6 g) weisen die Fische besonders haufig
Verletzungen durch den Abfischungsprozess auf. Insbesondere in der Hélterung kdnnen sich
auf diesen Lidsionen Krankheitserreger ansiedeln. Tabelle 2 zeigt die Behandlung einer
besonders befallenen Charge, die zur Bekdmpfung verschiedener Hauttriiber mit FMC und
Acriflavin behandelt wurde. Wihrend in der unbehandelten Kontrollgruppe zwei Drittel der
Fische innerhalb einer Woche verendeten, waren es bei einer prophylaktischen
Badebehandlung mit FMC etwa ein Drittel. Das Dauerbad mit Acriflavin konnte den Verlust

von 43 % der Fische nicht verhindern.

Tab. 2: Prophylaktische Behandlung teichgezogener Z, (0 0,5 g) vor der
Futterumstellung
Therapeutikum Dosierung Verluste (%)
Ohne (Kontrolle) - 66
FMC 1,0 ml/100 1 32
Acriflavin 1 mg/l 43

(Wassertemperatur 21 °C, O, 8 mg/l)

Aus den Versuchen ergibt sich, dass die Notwendigkeit der Therapie von Krankheiten durch
AulBlenparasiten stark vom Zustand der angelieferten Satzfischcharge abhidngt. Es ist
festzustellen, dass der Erfolg bei der Aufzucht von Satzzandern in der Aquakultur
entscheidend von der Qualitdt der Satzfischcharge abhéngt. Abgesehen von hohen Formalin-
und Trichlorphon-Dosierungen ist die Vertraglichkeit junger Zander gegeniiber
verschiedenen, frither hiufig in der fischereilichen Praxis angewendeten Therapeutika gut.
Die in vorgeschéddigten Chargen festgestellten, z.T. erheblichen Verluste waren durchweg mit
einer schlechten Kondition der Fische verbunden (k = 0,3-0,4). Die Ergebnisse der ergdnzend
durchgefiihrten Ganzkorperanalyse ergaben bei den vorgeschiddigten Fischen Ganzkdrper-
Energiegehalte unterhalb 3 MJ/kg — Werte, die nach SCHRECKENBACH (2000) deutliche

Konditionsméngel anzeigen.
Oben genannte Krankheiten bereiteten in den mehrjéhrigen Untersuchungen unter den

optimierten Haltungsbedingungen geschlossener Aquakultursysteme keine Probleme, da sich

in den Anlagen bereits nach kurzer Zeit ein seuchenbiologisches Gleichgewicht einstellte —
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selbst wenn die eingesetzten  Satzfische  Parasiten  mitbrachten.  Klinische
Krankheitssymptome wurden nach einer maximal einwOchigen Adaptationszeit nicht
beobachtet. Gleiches gilt fiir die Haltung in durchflossenen Becken- und Rinnenanlagen fiir

die Sommermonate, d.h. fiir Wassertemperaturen oberhalb 15 °C.

Aufzucht und Mast der umgestellten Satzzander

Aus den Aufzuchtversuchen in verschiedenen Haltungssystemen ergaben sich daher
ausschlieflich fiir die Phase des Zukaufs und fiir die ganzjdhrige Aufzucht in
Netzgeheanlagen Krankheitsprobleme. Beim letzt genannten Verfahren trat zeitgleich mit der
herbstlichen Abkiihlung erstmalig ein geringgradiger Gyrodactylus-Befall auf. In den
Wintermonaten 2001/2002 trat diese parasitire Erkrankung besonders massiv und
folgenschwer auf. Ein Teil der mehrjahrigen, mit Trockenfutter aufgezogenen Zander wies
einen bereits makroskopisch sichtbaren, massiven Gyrodactylus-Befall auf. Einzelne, extrem
stark mit Wiirmern besetzte Fische zeigten graue, verschleimte Beldge an der Basis der
hinteren Riickenflosse, hinter den Brustflossen sowie an der Afterflossenbasis. Die genaue
Bestimmung durch M. Pietrock (IfB) zeigte, dass es sich um G. cernuae handelte, einer Art
die v.a. bei Kaulbarschen beschrieben wurde (BAUER 1985). Abbildung 2 zeigt die
Bestandsentwicklung in den verschiedenen Einheiten der Netzgehegeanlage. Die Verluste
traten ab Dezember 2001 unterhalb einer Wassertemperatur von 10 °C auf und erreichten ihr
Maximum im Mairz des Folgejahres. Dabei war auffillig, dass die verschiedenen Gruppen
unterschiedlich stark betroffen waren. Am stirksten betroffen waren die Zander der Gruppe
NK 5a, die im betrachteten Zeitraum (Juli 2001 bis Juli 2002) lediglich von 106 auf 586 g
heranwuchsen, wihrend die Gruppe mit den geringsten Verlusten (NK 7) zeitgleich von 115

auf durchschnittlich 1.117 g heranwuchs.
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Anzahl

275 @ NK 4a (224 => 1340 g)
@ NK 5a (106 => 586 g)
250 { - - -
M 0 NK 6a (188 => 566 g)
225 1 m _
_ mNK7 (115 =>1117 g)
200 1 B NK 10 (191 => 1377 g)
175 1|
150 1|
125 1|
100 1|
75 1
50
25 1
0
J 01 AO1T S01 O01 NO1 DO1 JO2 FO02 MO02 A02 MO02 JO02
Abb. 2: Bestandsentwicklung in der Netzgehegeanlage am Sacrower See

Eine Bekdmpfung der Parasiten erschien zur Erhaltung des wertvollen IfB-Zuchttierbestandes
notwendig, allerdings erwies sich die Auswahl an Therapeutika angesichts der geringen
Wassertemperaturen (z.T. < 8 °C) als stark eingeschrinkt. Auf Grund des akuten

Verlustgeschehens wurden dennoch einige Behandlungsversuche unternommen.

Tabelle 3 zeigt die Versuche mit Trichlorphon bei winterlichen Temperaturverhiltnissen.
Trotz der Variation der Wirkstoffkonzentrationen und der Anwendungsdauer erwiesen sich
samtliche Applikationen im Kaltwasser als unwirksam. Dagegen war die Behandlung von
100 besonders befallenen zweisommrigen Zandern sehr wirksam, was nochmals die
Temperaturabhingigkeit verdeutlicht. Diese Anwendung hat den Nachteil, dass sie sehr
arbeitsaufwendig ist und ein technisch schwieriges Handling der Fische im Winter bedeutet.
Zudem bringt die Erwirmung und anschlieBende Abkiihlung einen erheblichen

physiologischen Stress mit sich.
Demgegeniiber ist die Anwendung und Wirksamkeit von Kochsalz nicht temperaturabhéngig.

Die Erprobung eines — sehr praktikablen — Tauchbades auf dem Steg der Netzgehegeanlage

ergab allerdings nur eine sehr geringe Wirkung auf die Parasiten.
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Tab. 3: Versuche zur Bekdmpfung von Gyrodactylus bei Z, und Z;

Therapeutikum | Masse (g) | °C Dosis Dauer | Verluste (%) Beobachtungen
Trichlorphon | 500 - 600 | 4 12,5ml/m’ | 30 min 0 wirkungslos
Trichlorphon | 500 —-600 | 5 20 ml / m’ 15 min 0 wirkungslos
Trichlorphon | 500 - 600 | 5 40 ml / m’ 15 min 0 wirkungslos
Trichlorphon | 500 -600 | 5 60 ml / m’ 15 min 0 wirkungslos
Trichlorphon | 500 — 600 | 17 0,2 g/m’ 24 h 0 wirksam
Trichlorphon 600 6,5 0,2 g /m’ 24 h 0 nahezu wirkungslos
Trichlorphon 600 7 5g/m 30 min 0 nahezu wirkungslos
Trichlorphon 2000 6,5 0,5 g /m’ 24 h 0 wirkungslos

Kochsalz 600 | 6,5 | 3% Tauchbad | 30 0 wirkungslos, Wiirmer
etwas geschwécht

Kochsalz 600 6,5 | 5% Tauchbad | 20s 0 wirkungslos, W}.lrrner
etwas geschwicht

Kochsalz 600 6,5 |10 % Tauchbad| 20s 0 wirkungslos, W}.lrrner
etwas geschwicht

Die Verwendung von Formalin (37 %) wurde in Anlehnung der Therapiehinweise von
AMLACHER (1981) durchgefiihrt. Konzentrationen zwischen 150 und 250 ml/m? zeigten auch
bei 30-miniitiger Anwendung bei 5 °C Wassertemperatur keine Wirkung (Tab. 4). Kiirzere
Béder mit sehr hohen Konzentrationen von 1000 ml/m? zeigten bei 7 °C eine geringe, und bei
16 °C eine ausgeprigte Wirkung auf die Parasiten, allerdings erhohten sich mit ansteigenden
Temperaturen auch die Fischverluste erheblich (von 0 bis 50 %). Als Folge der
therapiebedingt entstandenen Haut- und Kiemenschdden traten in der Folge bei einzelnen
Zandern starke Verpilzungen auf. Als erfolgreichste Behandlung stellte sich eine
Konzentration von 450 ml/m? fiir 10 Minuten heraus, wobei die Lésung bei den herrschenden

winterlichen Temperaturen auf 16 °C erwdrmt werden musste.

Auf Grund der Tatsache, dass weder Formalin und Trichlorphon eine Standardzulassung fiir
Fische besitzen und daher fiir Speisefische nicht angewendet werden diirfen, wurde nach
einer Alternative zur Bekdmpfung der Hautsaugwiirmer gesucht. Als Alternative wurde der
Wirkstoff Mebendazol (Ovitelmin, Janssen-Cilag GmbH Neuss) ausgewdhlt. In einem
Versuch mit ein- und zweisdommrigen Zandern (20 bzw. 150 g Stiickmasse) wurde dieses
Préparat in einer Kreislaufanlage unter Warmwasserbedingungen (21,5 °C, 8 mg Oy/1)
getestet. Nach einer mehrtigigen Niichterungsphase wurden Zander beider Grofenklassen
jeweils mit 6 verschiedenen Konzentrationen/Applikationsdauern behandelt. Tabelle 5 zeigt

die dabei innerhalb einer Woche aufgetretenen, erheblichen Verluste. Das Ergebnis dieses
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Versuches zeigt deutlich, dass Zander besonders empfindlich auf dieses Medikament

reagieren. Die zweisdmmrigen Fische wiesen innerhalb einer Woche nach Versuchsbeginn in

allen Varianten einen Totalverlust auf. Einsdémmrige Zander vertrugen die Behandlung etwas

besser, allerdings waren die aufgetretenen Abgédnge mit bestenfalls 22 % unakzeptabel hoch.

Tab. 4: Versuche zur Bekdmpfung von Gyrodactylus bei Z,
Therapeutikum| Masse (g) | °C Dosis Dauer [ Verluste (%) Bemerkungen
Formalin 37 %| 500 —600 | 5 [ 150 ml/m’ | 30 min 0 wirkungslos
Formalin 37 %| 500 —600 | 5 [ 200ml/m’ | 30 min 0 wirkungslos
Formalin 37 %| 500 —600 | 5 | 250 ml/m’ | 30 min 0 wirkungslos
Formalin 37 % 600 7 11000 ml/m® | 12 min 33 geringe Wirkung
Formalin 37 % 600 8 11000 ml/m’ | 10 min 0 wirkungslos
Formalin 37 %| 600 | 16| 1000 ml/m’ | 10 min ~50 | Wirksam, Haut-und
Kiemenschidigung
Formalin 37 % 600 16 [ 1000 ml /m’ | 10 min 33 wirksam
Formalin 37 % 100 16| 450 ml/m? [ 10 min 0 wirksam

Tab. 5: Zander-Verluste innerhalb 7 Tagen nach Behandlung mit Mebendazol
Kurzbad Langzeit- | Langzeit- | Langzeit- | Langzeit- | Langzeit-
FischgrofB3e bad bad bad bad bad
100 mg/1 0,1 mg/l | 0,13 mg/l | 0,1 mg/l | 0,13 mg/l 1 mg/l
10 min 24 h 24 h 48 h 48 h 24 h
Z(lng%)g) 22 % 22 % 4% | 100% | 100% | 100%
Zz(n(1:5§))g) 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
Zusammenfassung

Die im Rahmen des Zander-Projektes gemachten Erfahrungen hinsichtlich Fischkrankheiten

lassen folgende Schlussfolgerungen zu:

Die Aufzucht von Zandern in verschiedenen Aquakulturverfahren ist prinzipiell moglich. Die

Fische weisen nach den Versuchsergebnissen eine Leistungsfiahigkeit auf, die mit anderen
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Nutzfischen vergleichbar ist. Verluste und Wachstumseinbullen durch Fischkrankheiten

wurden ausschlieBlich in zwei Aufzuchtstadien festgestellt:

1. Satzfischzukauf.

2. Haltung unter winterlichen Temperaturverhaltnissen.

Die mehrjdhrigen Untersuchungen zeigen, dass beim Zukauf teichgezogener Satzfische hohe
Qualitdtsanforderungen zu stellen sind. Es besteht ein offensichtlicher Zusammenhang
zwischen der Abfischungstechnologie (Aufenthalt der Fisch in der Abfischgrube, schonende
Abfischung, Hilterungsdauer) und der Uberlebensfihigkeit, d.h. nur besonders schonend
abgefischte und kurzzeitig gehilterte Zander wiesen in den Versuchen hohe Uberlebens- und
Umstellungsraten von iiber 80 % (z.T. > 95 %) auf. Derartige Fische sind i.d.R. gut
konditioniert (k > 0,8) und weisen ausreichende Energiereserven (> 4,5 MJ/kg) auf.
Vorgeschidigte Satzzander lassen sich mit den bekannten Therapeutika erfolgreich
behandeln, allerdings ist der Praktiker bei der Speisefischerzeugung auf eine geringe Anzahl

fiir Fische zugelassener Therapeutika beschrinkt.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass der Erfolg der Aufzucht von Satzzandern in der
Aquakultur entscheidend von der Qualitdt der Satzfischcharge abhingt. Wéhrend bei
schonender Abfischung nur geringe Verluste durch Fischkrankheiten zu verzeichnen sind,
treten bei (mechanisch) vorgeschédigten Fischen z.T. trotz Behandlung hohe Verluste auf.
Als Mallnahme zur Vermeidung dieses Verlustgeschehens ist zunichst eine strenge Auswahl
der Satzfische vorzunehmen. Zu diesem Zweck ist die Bestimmung des Energiegehaltes im
Fischkorper nach Schreckenbach (2000) empfehlenswert. Satzzander unterhalb 4 Ml/kg
eignen sich nach den bisher gemachten Erfahrungen nicht fiir eine verlustarme Aufzucht und

erfolgreiche Umstellung auf Trockenfutter.

Werden qualitativ hochwertige Satzfische verwendet, fiihren die aus Teichen mitgebrachten
Parasiten bei der Aufzucht nicht zu einem klinisch sichtbaren Krankheitsgeschehen mit
Verlusten, sondern es bildet sich ein seuchenbiologischen Gleichgewicht aus — ein

Phanomen, welches aus dem praktischen Betrieb von Kreislaufanlagen bekannt ist.
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Bei der Mast der auf Trockenfutter umgestellten Zander traten mit gut konditionierten und
unverletzten Satzfischen auch in durchflossenen Anlagen und Netzgehegen bei
Temperaturen oberhalb 13 — 15 °C praktisch keine Parasitenprobleme auf. Im Gegensatz
dazu kam es zu einem ausgeprigten Krankheitsschwerpunkt in der kalten Jahreszeit.
Besonders im Winter 2001/2002 trat unter den natiirlichen Temperaturverhéltnissen des
Sacrower Sees ein besonders starker Gyrodactylus-Befall auf, der erhebliche Verluste
verursachte. Sobald die Temperaturen aullerhalb des physiologischen Optimums der Fischart
liegen, kann es demnach zu massiven Parasitosen mit erheblichen Fischverlusten kommen.
Unter Kaltwasserbedingungen erwies sich die Anwendung von Formalin und Trichlorphon
beim Zuchttierbestand als weitgehend wirkungslos. Kochsalz-Kurzbédder brachten ebenfalls
keine Entlastung. Wirksam war lediglich eine kurzzeitige, hochdosierte Badebehandlung mit
Formalin (37 %) die allerdings angesichts des dafiir notwendigen Temperaturanstiegs mit
einer hohen Belastung der Fische verbunden ist. Die Behandlung von Zandern mit o.g.
Therapeutika ist demnach aus Griinden der mangelnden Wirksamkeit, aber auch aus Griinden
der fehlenden Standardzulassung nicht anzuraten. Da in den geschilderten Untersuchungen
das einzige legal anzuwendende Anthelminthikum (Mebendazol ad us. Vet., umgewidmet)
nicht von den Fischen vertragen wird, besteht fiir die Zanderzucht ein Therapienotstand, der

insbesondere die Aufzucht unter natiirlichen Temperaturbedingungen in Frage stellt.

Schlussfolgerungen

* Der Erfolg der Umstellung teichgezogener Satzzander auf Trockenfutter ist
mafgeblich von der Kondition, dem Gesundheitsstatus und der Sortierung abhéngig.

» Zugekaufte Satzfische lassen sich mit verschiedenen Therapeutika erfolgreich
behandeln.

* In kontrollierbaren (optimierten) Haltungssystemen (Warmwasseranlagen) ist die
weitere Aufzucht hinsichtlich Fischkrankheiten unproblematisch.

* Bei der Netzgehegehaltung unter natiirlichen Temperaturbedingungen tritt in der
Winterperiode (Oktober - April) z.T. ein erheblicher Befall mit Hautsaugwiirmern
auf, der v.a. bei zweijdhrigen Fischen zu erheblichen Verlusten fithren kann.

* Bei der Behandlung stellen die geringen Wassertemperaturen ein bisher ungelostes
Problem dar.

* Nach den bisherigen Ergebnissen steht derzeit kein wirksames, zugelassenes

Therapeutikum zur Behandlung dieser Parasitose zur Verfiigung.
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Tierschutz im Koiteich

Sandra Lechleiter und Thijlbert Strubelt, Forststra3e 180, D — 70193 Stuttgart

Zusammenfassung

Es wird gezeigt, wo in der Praxis der Koihaltung am héufigsten unerkannte, aber
folgenschwere Fehler gemacht werden, die zu Schadigungen der Fische fithren, welche auch
tierschutzrechtliche Relevanz haben, weil sie auf nicht artgerechte Haltung bzw. auf

mangelhafte Ausriistung und unsachgeméafen Betrieb der Haltungssysteme zuriickgehen.

Summary

This review deals with the most relevant mistakes in koikeeping. Those mistakes are not
allone harmful to the fishes but also of relevance according animal welfare, arising due to
inadequate koi-keeping and equipment as well as improper management of maintaining

systems.

Einleitung

Das Tierschutzrecht schiitzt alle Tiere. Besonderen Schutz genieBen die Wirbeltiere und
somit auch die Fische. Es ist mit recht drastischen Sanktionsmoglichkeiten ausgestattet. Wer
einem Wirbeltier ohne verniinftigen Grund Schmerzen, Leiden oder Schiden zufiigt, dem
droht in schweren Fillen bis zu drei Jahre Freiheitsstrafe (§ 17 Tierschutzgesetz). Nachdem
in Deutschland dieses Jahr der Tierschutz in das Grundgesetz aufgenommen wurde, liegt es

nahe, auch die Haltung von Koi auf Tiergerechtigkeit zu {iberpriifen.

Bis heute gibt es im Tierschutzrecht nur wenige fischspezifische Regelungen. Anzuwenden
sind aber, soweit sie zutreffen, die allgemeinen Bestimmungen. Dementsprechend dreht sich
auch die offentliche Diskussion im Tierschutz bei SiiBwasserfischen meist nicht um die
besonderen Bediirfnisse der Fische, sondern um die vermeintlich fiir jedermann leicht

zuginglichen Fragen aus der Angelfischerei (z. B. Hilterung im Setzkescher) oder der
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Aquakultur (z. B. artgerechte Haltungsdichte). Bislang ist uns keine Rechtsvorschrift
bekannt, die speziell auf das Wohlergehen von Zierfischen ausgerichtet ist. Das ist um so
erstaunlicher, als gerade diese Tiergruppe nicht nur zeitweise, sondern praktisch ihr ganzes
und im Vergleich zu Nutztieren mdglichst langes Leben lang vollig auf die sachkundige

Fiirsorge der Besitzer angewiesen ist.

In der einschldgige Literatur, vor allem aber in den einschldgigen Strafverfahren und
Gerichtsurteilen, geht es nahezu ausschlieBlich darum, ob den Fischen Schmerzen oder
Leiden zugefiigt wurden. Das ist schwer zu verstehen. Denn nicht nur die neuen
wissenschaftlichen Erkenntnisse aus der Hirnforschung (Rose, 2002) lassen es
unwahrscheinlich erscheinen, dass Fische Schmerzen und Leiden im Sinne des (deutschen)
Tierschutzrechts erfahren konnen (Schreckenbach und Wedekind, 2001). Auch zahlreiche

andere, schon lange bekannte Gesichtspunkte begriinden hieran erhebliche Zweifel.

Hingegen steht es vollig ausser Zweifel, dass unzulidngliche Umweltbedingungen oder
falsche Erndhrung Fische erheblich stressen und auf Dauer tiefgreifend schidigen und zu
Tode bringen konnen. Das Toten und das Zufiigen von Schiden sind ebenfalls Tatbestéinde
des Tierschutzgesetzes (§ 1 Satz 2, i. V. m. §§ 17 und 18). Da im Koiteich die meisten
Haltungs- und Fiitterungsschiden durch korrekte Bauart und sachkundige Pflege der
Koiteichanlage sowie eine angepasste Fiitterung vermieden werden konnten, sind sie auch
von tierschutzrechtlicher Relevanz (§ 2 i. V. m. § 18 Abs. 1). Ein ,artgerechter” Tierschutz
fiir Koi setzt deshalb sinnvoller Weise vor allem bei der Sicherstellung giinstiger

Umweltverhéltnisse und angepasster Fiitterung an.

Nachfolgend werden einige oft folgenschwere Fehler bei der Haltungstechnik und der
Fiitterung aufgezeigt. Es wurden Beispiele ausgewihlt, die in der Praxis immer wieder zu
beobachten sind und leider nicht selten auch von zu Hilfe gerufenen Beratern haufiger

ubersehen werden.

Ungeniigende Wasserreinigung

Da ein stidndiger hoher Wasseraustausch zu kostentrdchtig wire, werden Koiteiche in aller

Regel mit einem Reinigungsteil kombiniert, dem sogenannten Filter, und als Kreislaufanlage

betrieben. Die Austauschrate kann damit auf ein Minimum gesenkt werden, das
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iiblicherweise schon durch die Filterspiilungen zusammenkommt. Der Filter dient der
mechanischen und biologischen Wasserautbereitung. Er soll sowohl die partikuldren
Verunreinigungen zuriickhalten (und aus dem Kreislauf entfernen) als auch die geldsten
Stoffe (vor allem Ammonium/Ammoniak aus der Eiweissverdauung) unschidlich machen. In
viele Anlagen ist noch eine Vorrichtung zur Keimreduzierung eingebaut (z. B. UV-

Bestrahlung).

a) Der mechanische Teil

Der mechanische Teil sollte die biologische Einheit deutlich entlasten, indem er Partikel und
die darin gebundenen moglichst vollstidndig zuriickhilt und alsbald aus dem System entfernt.
Ausserdem muss er grobe Schmutzteile zuriickhalten, um den biologischen Teil vor

Verstopfungen und Ablagerungen zu schiitzen.

Es sind viele verschiedene Systeme auf dem Markt, von Absetzbecken in Form von
Kreisstromseparatoren (,,Vortex) bis zu Papierbandfiltern. Der ,,Vortex* ist mit am
weitesten verbreitet, weil er nicht verstopfen kann und sich einfach reinigen 146t. In der
Praxis sind die meisten Vortexe jedoch viel zu klein bemessen fiir den gegebenen
Wasserdurchfluss und zudem falsch konstruiert (Strubelt und Lechleiter, 2001). Mangelhafte
Funktion findet sich auf Grund konstruktiver Mingel oder unzureichender Wartung aber
genauso bei andern Systemen zur mechanischen Reinigung. Oft ist eine Beeintridchtigung

oder Uberlastung der biologischen Wasserreinigung die Folge.

Ein besonders ,,beliebter Fehler ist es auch, in die Leitung vom Teich zum Filter Winkel,
Pumpen oder andere Storelemente einzubauen. Durch die entstehenden Turbulenzen werden
die Kotpartikel und Futterreste zertriimmert, ein Teil der bis dahin gebundenen Stoffe geht in
Losung und die Restpartikel sind schwieriger zu entfernen. Der Biofilter muss die zusétzliche

Last tragen.
b) Der biologische Teil
Hauptaufgabe des biologischen Teils ist es, dafiir zu sorgen, dass die Konzentrationen an

Ammoniak (NHs3), Salpetriger Sdure (HNO,) und Nitrit (NO;) auf dauerhaft ertrdglichen

Werten bleiben (vgl. Tabelle 1). Dazu bedarf es einer ausreichenden Fliche aktiven,
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nitifizierenden Bakterienrasens (,,Biofilm*). Als Faustformel gilt, dass fiir den Abbau der aus
einem Kilogramm téglicher Futtermenge resultierenden Wasserbelastung ein Biofilm von
200 m® Fliche erforderlich ist. Der Bakterienrasen braucht eine geeignete Siedlungfliche und
soll moglichst gleichméBig beaufschlagt werden. Es kommt also beim Bau des Biofilters
darauf an, erstens geeignete Siedlungfldche ausreichender Grofle anzubieten und zweitens

diese so anzuordnen, dass sich der gesamte Wasserstrom gleichméfig darin verteilen kann.

Beide Voraussetzungen bleiben in der Praxis nicht nur bei ,,Heimwerkerfiltern hiufig
unberiicksichtigt. Vielmehr sind leider des oOfteren auch bei Anlagen, die von
»spezialisierten  Firmen  eingerichtet  wurden,  vielféiltige  Bemessungs-  und
Konstruktionsfehlern zu finden. Nur selten werden die fiir den angestrebten Fischbestand
benoétigten Biofilmfldchen berechnet. Und in vielen Biofiltern sind die Trigermedien so
angeordnet, dass der Wasserstrom nicht gleichmafig auf den Biofilm gelenkt wird, sondern
einige Zonen stark durchstromt und andere kaum beriihrt. Die Folge ist dann hiufig eine
mangelhafte Filterleistung mit iberhhten Ammoniakgehalten des Wassers und vor allem auf

Dauer schidigenden Werten an Nitrit bzw. Salpetriger Sdure.
Die Folgen iiberhohter Ammoniak- oder Nitritwerte

Uberhdhte Werte an Ammoniak und Nitrit bzw. Salpetriger Sdure konnen Koi erheblich
beeintrdchtigen. Insbesondere kommt es zu Kiemenschidden und zu Erstickungen peripherer
Zonen. Die weit bekannten ,,abgefressenen* und ,,abgestossenen* Flossen sind haufig nichts
anderes als die Auswirkungen einer Sauerstoffunterversorgung durch chronische
Nitritbelastung. Das Gleiche gilt fiir die gefiirchteten ,,Locher” durch Aeromonaden- oder
Pseudomonaden-Infektionen, die in Folge von Stress und Vorschiddigungen durch schlechte
Wasserqualitdt entstehen. Leider wird beim Auftreten solcher Schdden oft nur gegen den
Bakterienbefall vorgegangen, in der Regel mittels antibiotischer Behandlung. Das kommt
einer Symptomtherapie nahe, da zur Beseitigung der tatsdchlichen Ursache vorrangig die
Sanierung der Filteranlage geboten wére. Insofern ist ein solches Vorgehen weder

einwandfrei lege artis noch tierschutzrechtlich unproblematisch.
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Starke Beliiftung, Wasserfille

Ohne jeden Zweifel ist eine gute Sauerstoffversorgung fiir die Fische und den Filter nicht nur
niitzlich, sondern lebensnotwendig. Dennoch konnen sich eine sehr starke Beliiftung,
Wasserfille, Fontdnen oder &hnliches unter bestimmten Umstinden auch nachteilig

auswirken.

Eine erste mogliche Folge ist das Austreiben der biogen erhdhten Kohlensdure aus dem
Wasser und ein Einstellen des CO,-Gehalt gemil deren Partialdruck in der Luft. Da die Luft
nur einen geringen Kohlensduregehalts hat, kann das kann unter bestimmten Umstédnden zu
kritisch geringen CO,-Gehalten des Wassers (vgl. Tabelle 1) und in der Folge zu einer
Alkalose bei den Fischen fiihren (Schreckenbach und Wedekind, 2000).

Wird die Kohlensdure weitgehend ausgetrieben, kann die Alkalitdt des Wassers ansteigen, bei
kalkreichem Wasser werden ohne weiteres pH-Werte um 8,4 erreicht. Bei diesem Wert liegt
schon ein nennenswerter Anteil des Ammoniums als hochgiftiger Ammoniak vor, bei einer
Wassertemperatur von 17°C etwa 10 Prozent. UbermiBige Beliiftung kann somit die Gefahr

einer Ammoniakvergiftung erhdhen.

Haufig ist eine andere Folgewirkung unangepasster Beliiftung zu beobachten, die vor allem
im Friithjahr und Herbst zu Belastungen und Schédigungen von Koi fiihrt. Es handelt sich um
extreme Temperaturschwankungen, die dann auftreten, wenn warmes, sonniges Wetter
tagsiiber den Teich rasch aufwéirmt und die nichtliche Auskiihlung durch intensive Beliiftung
oder Wasserspiele verschiarft wird. Nicht selten treten in solchen Féllen tégliche
Temperaturspriinge von bis zu 10°C auf, die sich je nach Witterungsverlauf mehrfach

wiederholen und tiber Wochen hinziehen konnen.

Die Fischen bewiltigen eine solche Berg- und Talfahrt der Wassertemperatur nur unter
erheblichem Energieaufwand. Auch diesbeziiglich wird auf den Beitrag von Schreckenbach
und Wedekind zur Tagung in Potsdam verwiesen. Bei den Koi kommt es zu Energiemangel
und den bekannten Folgeschdden. Auch in diesem Fall sind die Erkrankungen
tierschutzrelevant, denn sie konnten durch verbesserte Haltungsmethoden relativ einfach
vermieden werden. So sollte in kalten Néchten die Filter- und Teichbeliiftung auf das

tatsdchlich notwendige Mal} reduziert und, wo mdglich, Luft aus temperierten Ridumen
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verwendet werden. Wasserfille sind abzustellen. Noch bessere Kompensationsmdglichkeiten
bieten sich, wenn die Anlage nicht mit atmosphéarischer Luft, sondern mit Reinsauerstoff
versorgt wird und iiber eine Teichheizung und/oder eine Abdeckung verfiigt, die starke

Schwankungen abpuffern kann.

Im Zusammenhang mit Temperaturspriingen darf auch die Temperaturabhingigkeit der
Aktivitdt der Filterbakterien nicht {ibersehen werden (Abbildung 1). Werden die Fische
nachmittags der relativ hohen Wassertemperatur entsprechend gefiittert, belastet der
Hohepunkt des Ausscheidungsgeschehens in der Nacht einen Filter, dessen Wirksamkeit
durch die Abkiihlung deutlich reduziert ist. Es kann zu erhéhten Ammonium-/Ammoniak-
und Nitritwerten kommen. Ein relativ hoher py-Wert (Austreibung der Kohlensédure!) und
eine rasche Erwirmung am ndchsten Vormittag verschieben dabei das Ammonium-
/Ammoniakgleichgewicht in Richtung Ammoniak. Tatsdchlich lassen sich in der Praxis in
solchen Situationen immer wieder beunruhigende Ammoniakwerte nachweisen. Durch
Temperaturspriinge kann es also auch zu schwankender und ungiinstiger Wasserqualitit

kommen, was die Fische zusatzlich belastet.

Die Zusammensetzung des Futters

Ein ganz wesentlicher Aspekt artgerechter Tierhaltung ist die bedarfsgerechte Fiitterung. In
Tabelle 2 ist den verschieden Nahrstoffen jeweils sowohl der Nutzen fiir den Fisch als auch

die Exkretion zugeordnet.

Fiir gutes Wachstum und den Aufbau von Muskulatur muss den Koi reichlich geeignetes
Eiweiss zur Verfiigung stehen. Energie gewinnen sie jedoch wesentlich problemloser aus Fett
oder Kohlehydraten, wobei letztere allerdings nur bei hdheren Temperaturen verwertet
werden konnen. Von Bedeutung auf der Seite der Exkretion ist vor allem die aus der
Eiweissverdauung resultierende Ammoniakausscheidung, denn sie belastet die Kiemen. Koi
sollten also eine ausgewogene Futtermischung erhalten, bei der die benétigte Energie aus Fett
und Kohlehydraten gewonnen und der Eiweissanteil moglichst vollstindig fiir den
Muskelaufbau genutzt werden kann. Bezogen auf den Energiegehalt sollte das Verhéltnis von

Fett zu Protein in etwa eins zu zwei bis eins zu drei betragen.
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Entgegen dieser physiologischen Anforderungen finden sich auf dem Markt zahlreiche
Futtermittel fiir Koi, deren Fettgehalt bei nur etwa fiinf Prozent liegt, bei Proteinanteilen von
35 bis 45 Prozent. Bei der Verdauung solcher Futtermittel muss der Fisch Eiweiss zur
Energiegewinnung abbauen und dementsprechend mehr Ammoniak ausscheiden, die Kiemen
werden stérker belastet als notwendig. Das hat vor allem bei schlechter Wasserqualitét, hohen
Temperaturen und Sauerstoffdefiziten nachteilige Auswirkungen. Hier wird auch Kklar,
warum Koi mit geschiddigten Kiemen voriibergehend praktisch eiweissfrei erndhrt werden

sollten.

Dariiber hinaus kann eine unphysiologische Zusammensetzung des Futters, vor allem in
Verbindung mit Sauerstoffmangel, zu erheblichen Verfettungen fithren. Dabei handelt es sich
nicht selten um Fette, die bei schnell ansteigendem Energiebedarf (z. B. in Friihjahr) nicht
rasch genug remobilisiert werden konnen. Die Fische leiden — und sterben — an
Energiemangel. Weil aber in der Bauchhohle auffdllige Fettablagerungen zu finden sind,

bleibt die tatsdchliche Todesursache oft unerkannt.

Auch solche Schiden sind tiber den Verlust hinaus von tierschutzrechtlicher Bedeutung, denn
als Folge langerfristiger Fehlerndhrung wiren sie bei ausreichender Sachkunde des Halters

problemlos zu vermeiden.

Im Zusammenhang mit Futter und Fiitterung darf nicht iibersehen werden, dass eine
Steigerung der verabreichten Futtermenge stets auch eine Steigerung der Belastung des
Filters bedeutet. Das wird vor allem dann hiufig {ibersehen, wenn neue Fische hinzugekauft
wurden. Von heute auf morgen soll dann der Filter mit einer wesentlich hoheren Belastung
fertig werden. Er kann das aber nicht, denn die Filterbakterien vermehren sich nur relativ
langsam. Folglich filhren die viel zu schnell erhohten Futtergaben zu schlechten

Wasserwerten und entsprechenden Schadigungen der Fische.

Tierschutzrechtliche Bewertung

Die oben aufgezeigten Beispiele sind nur eine kleine Auswahl aus dem Bereich der Schiden,
die Koi durch eine unzulingliche Ausstattung der Teichanlage, durch falsche Betriebsweisen

oder durch Fehlerndhrung zugefiigt werden konnen. In der Praxis werden sie bislang fast

ausschlieBlich als Erkrankungen betrachtet, die es zu heilen gilt.
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Nach dem deutschen Tierschutzrecht ist dies eine unzulédssige Einschrankung der

Betrachtungsweise. Das Tierschutzgesetz fordert in § 2 sehr eindeutig, dass, wer ein Tier hélt,

betreut oder zu betreuen hat,

e das Tier seiner Art und seinen Bediirfnissen angemessen erndhren, pflegen und
verhaltensgerecht unterbringen und

e {iber die fiir eine angemessene Erndhrung, Pflege und verhaltensgerechte Unterbringung

erforderlichen Kenntnisse und Féhigkeiten verfiigen muss.

Tierschutz im Koiteich miifite also in erster Linie bei der Sachkunde der Koihalter, der
Hindler und der Berater ansetzen. Und hier vor allen Dingen bei guten Fachkenntnisen iiber
die gesamte Haltungstechnik, die limnologischen und wasserchemischen Grundlagen und die
Grundsétzen einer physiologisch ausgewogenen Erndhrung. Daran mangelt es bislang jedoch

deutlich, und zwar nicht nur bei den Koihaltern.
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Tabelle 1: Physiologische Anspriiche von Karpfen an die Umweltbedingungen
(aus SCHRECKENBACH & WEDEKIND 2000, verdndert)

Umweltparameter ME kritischer | eingeschrinkter optimaler eingeschriankter kritischer oberer
unterer unterer Bereich Bereich oberer Bereich Bereich
Bereich

Karpfen

Temperatur °C bis 0,2 15..22 23..28 29...30 bis 38

Sauerstoff (O;) mg/l bis 2,0 4,0..4,9 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 Y

Stickstoff (N,) % Sitt. - - <100 100...103 bis 105

Ammoniak (NH;) mg/l - - <0,02 0,02...0,1 bis 0,2 P

Salpetrige Sdure (HNO») mg/1 - - < 00,0004 0,0004...0,001 bis 0,004

Nitrit (NO,) mg/l - - <1,0 1,0..3,0 bis 5,0 ¥

Nitrat (NO3) mg/l - - <200 200...300 bis 800

1) = abhingig vom Eiweillgehalt und Energie/Protein-Verhéltnis des Futters

2) = bei CI/NO,-N —Verhiltnissen > 8 werden auch hohere HNO,- und NO,-Konzentrationen toleriert (z. B.

NaCl-, CaCl,-Béder)
3) = Dbei hohen Sauerstoffkonzentrationen werden auch hohere CO,-Gehalte toleriert
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Tabelle 2: Nihrstoffe - Profit - Exkretion

Nihrstoff Profit ExKkretion

Fett Energie Fett (Kot)
Fett

Kohlenhydrate Energie Unverdauliche Reste (Kot)
Muskulatur CO; (Kiemen)
Fett

Eiweiss Muskulatur Unverdauliche Reste (Kot)
[Fett] NH; (Kiemen)
[Energie]

Aktivitat der Filterbakterien

754

50 -

254

°C

Abbildung 1: Aktivitét der Filterbakterien in Abhéngigkeit von der Wassertemperatur
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In vitro — Untersuchungen zum Einfluf§ von Temperatur sowie von

Flavonoiden auf die Infektiositit einiger Koi-Virusisolate

Manfred Neukirch
Fachgebiet Fischkrankheiten und Fischhaltung der Tierdrztlichen Hochschule Hannover,
Biinteweg 17, D-30559 Hannover

Zusammenfassung

Im Laufe wunserer mit der Koi-Seuche verkniipften Diagnostik konnten wir
einigeVirusstimme isolieren, die bisher 5 verschiedenen Virusfamilien zuzuordnen sind:
Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae, Reo- oder Birnaviridae, Rhabdoviridae und
Herpesviridae. In in vitro — Versuchen wurde der Einflul verschiedener Temperaturen (4°,
10°, 15°, 20°, 25°, 30° und 35°C) sowohl auf die Virusvermehrung einiger Isolate als auch
auf deren Infektiositit wahrend der Bevorratung untersucht. Wéhrend sich die meisten Isolate
zwischen 10° und 25°C mit unterschiedlich hohen Titern vermehrten, zeigte ein
Rhabdovirusstamm (SVCV) eine geringgradige Vermehrung auch bei 4°C. Das Koi-
Herpesvirus vermehrte sich nicht bei 10° und darunter, jedoch zwischen 15° und — mit kaum
nachweisbarer Infektiositdt — 30°. Die Aufbewahrung fiir 50 Tage bei 4°C ergab fiir alle
untersuchten Virusarten eine mehr oder minder groBe Restinfektiositit. Bei 35°C war bei
einem SVCV-Stamm erst nach 15 Tagen, sonst schon nach 2-9 Tagen keine Infektiositit
mehr nachweisbar.

Zur Uberpriifung der Flavonoidwirkung auf die in vitro-Vermehrung der Virusisolate wurden
zwel Tetrahydroxyflavone (Fisetin, Luteolin) und ein Pentahydroxyflavon (Quercetin)
eingesetzt. Die Substanzen waren nicht in der Lage, Rhabdoviren in der Vermehrung zu
hemmen. Bei Para- und Orthomyxoviren wurde die beste Wirkung durch Fisetin erzielt,
wiahrend das Koi-Herpesvirus durch alle drei Flavonoide in Abhéngigkeit von der

Konzentration gehemmt wurde.
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Summary

During the diagnostics of Koi diseases several viruses belonging to the families of
paramyxoviridae, orthomyxoviridae, reo- or birnaviridae, rhabdoviridae and herpesviridae
were isolated in our laboratory. These isolates were tested for sensitivity against temperatures
of 4°, 10°, 15°, 20°, 25°, 30° and 35°C. Most isolates grew between 10° and 25°C, one
Rhabdovirus (SVCV) multiplied at 4°C, too. The koi herpesvirus (KHV) did not grow at
10°C and below, but showed multiplication between 15°C and — with low infectivity — 30°C.
After storage for 50 days at 4°C no isolate revealed a total loss of infectivity. At 35°C the
infectivity of all isolates was lost between 2 and 15 days.

The effect of flavonoids on the in vitro — multiplication of the isolates were tested with two
tetrahydroxyflavones (Fisetin, Luteolin) and the pentahydroxyflavone Quercetin. The
flavonoids were unable to retard the infectivity of rhabdoviruses but reduced strongly the
multiplication of KHV depending on their concentration. Infectivity of ortho- and paramyxo-

viruses were diminished mostly by fisetin.

Einleitung

Im Laufe der mit der Koi-Seuche verkniipften Diagnostik konnten im Fachgebiet Fischkrank-
heiten mehrere 5 verschiedenen Virusfamilien (Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae, Reo-
oder Birnaviridae, Rhabdoviridac und Herpesviridae) zuzuordnende Virusstimme isoliert
werden. Wihrend den Reo-, Birna-, Paramyxo- oder Orthomyxoviren bei Koikarpfen noch
kein bekanntes Krankheitsbild zugeordnet werden kann, konnen Rhabdo- und Herpesviren
bei dieser Fischart hohe Verluste verursachen.

Es ist bekannt, dal manche Koi-Ziichter in einigen Lindern — darunter auch Deutschland —
mit Herpesvirus infizierte Kois fiir einige Zeit bei Temperaturen von 30°C und hoher halten,
um evtl. eintretende Mortalititen zu vermeiden oder doch zumindest zu reduzieren. Durch in
vitro-Untersuchungen sollten nun die Temperaturbereiche gefunden werden, in denen die
Vermehrung der verschiedenen Isolate gehemmt wurde und demzufolge evtl. auch in vivo
eine Viruseliminierung erfolgen kann.

Weitere Untersuchungen befaB3ten sich mit der Wirkung bestimmter Flavonoide auf die in
vitro — Vermehrung besonders des KHV. Sinn dieser Untersuchungen ist es, in vitro

virushemmende Substanzen zu finden, die evtl. auch in vivo eingesetzt werden konnen.
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Material und Methoden

Es wurde die Vermehrungskinetik der Virusstimme fiir die Temperaturbereiche 4°, 10°, 15°,
20°, 25°, 30° und 35°C untersucht sowie der Infektiositdtsverlust von bei denselben Tempera-
turen deponierten Virusisolaten iiber 50 Tage gemessen. Zusétzlich untersuchten wir den
Einflul mehrmaliger Einfrier-Auftau-Zyklen auf die Virusinfektiositét.

Die Flavonoide Fisetin, Luteolin und Quercetin wurden vor Gebrauch in leicht alkalischerm
Puffer gelost (5 mg/ml) und in Konzentrationen von 0, 10, 25, 50, 100 und 150 pg/ml
Medium auf virushemmende Wirkung getestet. Wéhrend bei simultaner Applikation
Virusverdiinnungen und Flavonoide (in doppelter Konzentration) gleichzeitig auf die Zell-
kulturen verbracht wurden, wurde bei den Applikationen 4", 8" und 16" p.i. vor Zugabe der
Flavonoidkonzentrationen die Virussuspension zunéchst abgesaugt und die Zellkultur einmal
gewaschen. Nach 7-tdgiger Inkubation bei 20°C wurden Proben genommen und titriert. Fiir

alle Titrationen wurden CCB-Zellkulturen in Mikrotiterplatten verwendet.

Ergebnisse und Diskussion

In der Tab.1 sind die Infektiosititsmaxima einiger Koi-Virusisolate in Abhédngigkeit von der
Temperatur aufgefiihrt. Wahrend sich die meisten Isolate zwischen 10°C und 25°C mit
unterschiedlich hohen Titern vermehrten, zeigte ein SVCV-Isolat eine geringere Vermehrung
auch bei 4°C und bei 30 °C. In keinem Fall konnte bei 35°C Infektiositdt nachgewiesen
werden. Die markierten Werte in Tab.1 stellen den jeweiligen Maximaltiter dar, der fiir jedes
Isolat in dieser Versuchsreihe erzielt worden war.

Die Abb.1 zeigt eine Darstellung der Vermehrungskinetik am Beispiel des Koi-Herpesvirus.
Bei 25°C erfolgte die Vermehrung nur unwesentlich schneller als bei 20°C mit anndhernd
gleicher Infektiositdt. 15°C bewirkt eine deutliche Verzogerung und auch Reduzierung der
Virusvermehrung, bei 10°C war keine Infektiositdt mehr feststellbar. Anders bei 30°C: hier
war zwar im Uberstand keine Infektiositit meBbar, der Zellrasen zeigte jedoch einige
deutliche fiir die KHV-Vermehrung typische CPEs mit Vakuolisierung der Zellen sowie
Syncytienbildung. Eine ggr. Vermehrung hat also bei 30°C stattgefunden.

Kommen wir nun zur Darstellung der Infektiositdtsverluste in Abhédngigkeit von der
Temperatur. Tab. 2 zeigt bei einigen Virusisolaten den Infektiositétsverlust nach Lagerung
fiir 50 Tage in den oben angegebenen Temperaturbereichen. Bei allen untersuchten Isolaten

konnte fiir diesen Zeitraum und fiir 4°C eine mehr oder minder grofe Restinfektiositit
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nachgewiesen werden. Bei 35°C war in den meisten Féllen schon nach 2-9 Tagen — bei einem
SVCV-Isolat erst nach 15 Tagen — keine Infektiositit mehr nachweisbar. Abb.2 zeigt am
Beispiel des Koi-Herpesvirus (KHV) eine graphische Darstellung des Infektiosititsverlustes
in Abhingigkeit von der Temperatur.

In der Tabelle 3 sind Daten zusammengefalit, die durch Infektiositdtsmessungen von Koi-
Isolaten nach mehrmaligen Einfrier-Auftau-Zyklen (-80°C) gewonnen werden konnten. Von
den wichtigen Isolaten zeigt nur KHV eine Infektiositatsreduktion.

Was kann man nun aus diesen Ergebnissen ableiten: 30°C scheint tatsdchlich fiir die in vitro-
Vermehrung der meisten hier untersuchten Virusisolate eine Hemmschwelle darzustellen.
Zwei fiir Karpfen hochpathogene Viren — ndmlich KHV und SVCV — zeigen bei dieser
Temperatur jedoch noch eine wenn auch geringe Vermehrung. Nun sind in vitro-Versuche
nicht in jedem Fall mit in vivo-Abldufen zu vergleichen, da bei Fischen zuséitzliche
spezifische und unspezifische Abwehrmalnahmen greifen, die den Zellkulturen nicht zur
Verfligung stehen. Man muf} aber davon ausgehen, dass unter ungiinstigen Bedingungen auch
im Fischorganismus bei 30°C eine Vermehrung stattfindet, die zwar nicht zu einer
Erkrankung aber — zumindest im Falle des KHV — zu einer Integrierung des viralen Genoms
in das Genom infizierter Zellen fiihren kann, gleichbedeutend mit der Entstehung einer

latenten Infektion. Dieser Punkt kann aber nur durch weitere Untersuchungen geklirt werden.

Flavonoide sind natiirliche pflanzliche Bestandteile, z.B. von Harzen, mit z.T. antibakterieller
oder antiviraler Wirkung, wie sie von Propolis, dem von Bienen gesammelten Kitt-Harz
bekannt ist. Eine hemmende Wirkung auf die Vermehrung von Rhabdoviren konnte durch
keine der 3 untersuchten Flavonoide erzielt werden, jedoch hatte Fisetin auf das Paramyxo-
virus-Isolat einen deutlichen Hemmeffekt.

In Tabelle 4 ist der Einflul der Flavonoide auf die Vermehrung von KHV in Abhéngigkeit
von der Applikationsart und der Flavonoidkonzentration dargestellt. Alle 3 Flavonoide
zeigten ab 25 pg/ml eine deutlich hemmende Wirkung auf die Vermehrung des KHV. Eine
vollige Hemmung trat in manchen Féllen schon bei 50 pg/ml ein, wobei jedoch in den
Zellkulturen durch Fisetin und Luteolin ein toxischer Effekt zu beobachten war. Die
Ergebnisse zeigen, dass zumindest in in vitro-Versuchen eine sehr starke Hemmung der
Virusvermehrung zu erzielen ist. Ob diese Substanzen evtl. auch in vivo eingesetzt werden

konnen, miissen weitere Untersuchungen ergeben.
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Auswirkungen von endokrin wirksamen Stoffen auf die

Gonadendifferenzierung von Zebrafischen

H. Schmidt-Posthaus, M. Fenske, G. Maack, T. Wahli und H. Segner
Zentrum fiir Fisch- und Wildtiermedizin, Institut fiir Tierpathologie, Universitdt Bern

Langgassstrasse 122, 3012 Bern, Schweiz

Zusammenfassung

Endokrin wirksame Stoffe kommen in letzter Zeit immer mehr in die Diskussion im
Zusammenhang mit Storungen der Geschlechtsdifferenzierung, der Reproduktionsfahigkeit
und somit auch Bestandsproblemen von Fischen. Zebrafische, Danio rerio, werden in
verschiedenen O0kotoxikologischen Testprotokollen als Versuchstier empfohlen (z.B. OECD
Guidelines) und die Histopathologie der Gonaden wird als Endpunkt zur Ermittlung der
Wirkung endokrin aktiver Stoffe diskutiert. Wichtige Voraussetzung zur Nutzung der
Gonadenhistopathologie als Endpunkt in Tests auf endokrin wirksame Stoffe ist eine prézise
Kenntnis der ontogenetischen Gonadendifferenzierung sowie der Reaktionsmuster der
Gonadenhistologie in belasteten Fischen. Daher wurde in einem ersten Versuch die normale
Entwicklung der Gonaden in nicht-exponierten Zebrafischen untersucht. Bei dem Zebrafisch
handelt es sich um einen protogynen Hermaphroditen, d.h in der Ontogenie entwickeln alle
Tiere zunédchst Ovarien. Unter den von uns benutzten Versuchsbedingungen trat das
protogyne Stadium 4 — 5 Wochen nach der Befruchtung (nB) auf. Ab der 5. Woche kommt es
bei einem Teil der Tiere zu einer Umwandlung des protogynen Ovars, die Oozyten
degenerieren und es entwickeln sich frithe Spermatogonien. Nach 11 Wochen ist diese
Umwandlung abgeschlossen und es liegt eine ausgewogene Verteilung zwischen Méannchen
und Weibchen vor.

In einem zweiten Versuch wurden Zebrafische an Modulatoren der Aromatase, die
Testosteron zu Ostrogen metabolisiert, exponiert. Einerseits wurde ein Aromatasehemmer
(Fadrozol) eingesetzt, andererseits das induzierende Aromatase Substrat 170-
Methyltestosteron. Hiermit sollte untersucht werden, ob die Gonadenentwicklung bei
Zebrafischen unter dem Einfluss von Ostrogen und Androgenen steht und somit von dem

Aromatase-Regulationssystem abhingig ist. Die Tiere wurden im Zeitraum zwischen der 4.
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und 11. Woche nB (Phase des Ubergangs von der protogynen zur bisexuellen Gonade)
exponiert. Nach der Behandlung mit dem Aromatasehemmer zeigten alle untersuchten Fische
einen minnlichen Phénotyp der Gonaden. 17a- Methyltestosteron hatte den
entgegengesetzten Einfluss, die Gonaden aller untersuchten Tiere zeigten eine Ovarien-
Morphologie (,,paradoxe Feminisierung®). Die Gonaden der exponierten Tiere wiesen eine
normal entwickelte Morphologie, ohne pathologische Verdanderungen, auf. Das Aromatase-
System scheint somit sehr sensitiv gegeniiber Substanzen in der Umwelt mit endokriner

Wirkung zu reagieren.

Summary

Endocrine disrupting substances are discussed in context with disturbances of sexual
differentiation and related changes in wild fish reproduction and population decline.
Zebrafish, Danio rerio, is recommended as test species in a number of ecotoxicilogical test
protocols (eg. OECD guidelines) and gonad histopathology is considered as an endpoint in
testing of endocrine-active compounds. To use gonad histopathology as endpoint it is
necessary to have detailed information on the ontogenetic gonad differentiation as well as the
reaction pattern of gonad morphology in the test species. Therefore in a first step we
investigated the normal gonad development in unexposed fish. Zebrafish are protogynic
hermaphrodites, until week 5 post fertilization (pf) all fish develop ovaries. From week 5 pf
transition of protogynic ovaries into testis take place: oocytes degenerate and spermatocytes
develop. After 11 weeks the transition is complete.

In a second part of the project zebrafish were exposed to an aromatase inhibitor (fadrozole)
and 170 Methyltestosterone. We wanted to investigate the hypothesis that the gonad
development in zebrafish is controlled by estrogens and androgens and is dependant on the
P450 aromatase regulation system. The animals were exposed from 35 to 71 days pf (period
of transition of protogynic ovaries to bisexual gonads). After exposition with the aromatase
inhibitor fadrozole all animals showed a male phenotype of the gonads. After exposition with
170 Methyltestosterone all zebrafish developed ovaries. No structural changes were visible.
The P450 aromatase regulation system is a highly sensitive target for environmental

pollutants with endocrine disrupting potencies.
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Einleitung

Durch Umweltsubstanzen ausgeldste Reproduktionsstorungen werden in letzter Zeit immer
wieder diskutiert als Ursache fiir Bestandsriickgénge freilebender Fische (Tyler et al. 1998,
Holm et al., 2002). Gleichzeitig gibt es verschiedene neuere Berichte iiber
Fehlentwicklungen, Missbildungen und Hermaphroditismus bei freilebenden Fischen (u.a.
Jobling et al.,, 1998; Bernet et al., 2002). Um die Ursachen solcher Verdnderungen
systematisch untersuchen zu konnen, bieten sich Laborversuche mit leicht handhabbaren
Testfischen an. Zebrafische werden in verschiedenen 6kotoxikologischen Testprotokollen als
Versuchstiere empfohlen (z.B. OECD Guidelines). Sie haben einen kurzen
Entwicklungszyklus, so dass Stoffwirkungen iiber den gesamten Lebenszyklus getestet
werden konnen, und sie reproduzieren ganzjdhrig. Zur Zeit wird dariiber diskutiert,
Zebrafische als Testspezies zur Untersuchung endokrin wirksamer Stoffe einzusetzen
(OECD, 1999; OECD, 2000 Segner et al. 2002). Die Histopathologie der Gonaden gilt dabei
als wichtiger Endpunkt zur Ermittlung der Wirkung endokrin wirksamer Stoffe.

Wichtige Voraussetzung zur Nutzung der Gonadenhistopathologie als Endpunkt in Tests auf
endokrin  wirksame  Stoffe ist eine prizise Kenntnis der ontogenetischen
Gonadendifferenzierung sowie der Reaktionsmuster der Gonadenhistologie in belasteten
Fischen. Dartiberhinaus ist es wichtig, das histologische Reaktionsmuster der Fischgonaden
unter Belastung mit endokrin wirksamen Stoffen zu kennen. Solche Stoffe konnen entweder
iiber die Hormonrezeptoren wirken, z.B. Nonylphenol, das als Agonist an den
Ostrogenrezeptor bindet, sie konnen aber auch iiber Stdérungen des endogenen
Hormonstoffwechsels wirksam werden, z.B. durch Inhibierung der Steroidsynthese. Die
Steroidsynthese beginnt mit Cholesterin, das {iber mehrere Zwischenstufen zu den
Vorlaufersubstanzen Androstenedion und Testosteron umgesetzt wird. Fiir die weitere
Umsetzung zu Ostrogenen ist die Konzentration des Enzyms Aromatase entscheidend. Bei
hohen Aromatase-Konzentrationen werden die Vorldufersubstanzen zu den weiblichen
Geschlechtshormonen (Ostradiol und Ostron) umgewandelt. Bei niedriger oder fehlender
Aromatase-Aktivitdt dominieren ménnliche Geschlechtshormone.

Die hier vorgestellte Arbeit fast Ergebnisse aus zwei Studien zusammen. In einem ersten
Versuch wurde die Normalentwicklung der Gonadenmorphologie in nicht exponierten
Zebrafischen untersucht (Maack and Segner 2002).. In einem zweiten Versuch wurden
Zebrafische wihrend der Entwicklungsphase der Gonadendifferenzierung an Modulatoren

der Aromatase-Aktivitit exponiert, einerseits dem Aromatasehemmer Fadrozole und
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andererseits dem Aromatasesubstrat 170 Methyltestosterone (Senske & Segner, 2002).
Hiermit sollte die Hypothese gepriift werden, dass die Gonadenentwicklung bei Zebrafischen
unter dem Einfluss von Ostrogen und Adrogen steht und somit abhingig ist von dem

Aromatase-Regulationssystem.

Material und Methoden

Gonadenentwicklung: Zwei bis 11 Wochen nach der Befruchtung wurden wochentlich 20

Zebrafische zufillig aus verschiedenen Aquarien ausgewaihlt, euthanasiert und in Bouin-
Losung fixiert. Es wurde eine histologische Auswertung durchgefiihrt, die Schnitte wurden
mit Toluidin-Methylenblau geférbt.

Exposition an Aromatasemodulatoren: Es wurden ein Aromatase-Hemmer Fadrozol

(freundlicherweise von Novartis Pharma AG, Basel, Schweiz zur Verfligung gestellt) und das
Aromatasesubstrat 17a- Methyltestosteron (Sigma-Aldrich, Deutschland) verwendet. Eine
Vorverdiinnung von 1.67 mg Fardozol / ml Athanol wurde hergestellt. Diese Losung wurde
gleichmissig auf 10 g TetraMin® Trockenfutter (Tetra, Deutschland) gespriiht, so dass eine
endgiiltige Konzentration von 500 ug Fadrozol pro g Futter entstand. Die Zebrafische wurden
vom 35. bis 71. Tag nB zweimal téglich mit diesem Futter gefiittert. Eine Kontrollgruppe
erhielt nur mit Athanol behandeltes Futter. Zusitzlich erhielten alle Tiere einmal tiglich
Artemia sp. nauplii als Lebendfutter. Nach 71 Tagen wurden 40 Tiere entnommen,
euthanasiert und histologisch untersucht. Ein Teil der Gruppe wurde bis zum 161. Tag weiter
gehiltert, jedoch ohne weitere Fadrozol Exposition. Am 161. Tag wurden die restlichen Tiere
euthanasiert und untersucht. Eine weitere Gruppe wurde wihrend dem 35. bis 71. Tag an
17a- Methyltestosteron exponiert. Am 71. Tag wurden ebenfalls 40 Tiere euthanasiert und

histologisch untersucht.

Ergebnisse

Gonadenentwicklung: Zwei Wochen nB wurden einzelne primordiale Keimzellen an der

dorsolateralen Korperwand gefunden. Diese Zellen waren ca. 12 um im Durchmesser, mit
einem grossen Kern und aufgelockertem Chromatin. Vier Wochen nB waren bereits gepaarte
Gonadenlappen erkennbar. Diese Gonaden bestanden neben einem geringen Anteil an Stroma
aus zwei verschiedenen Keimzelltypen: Oogonien und frithen meiotischen Oozyten.

Oogonien sind kleine Zellen (8 bis 10 um im Durchmesser), mit einem kleinem basophilem
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Kern. Meiotische Oozyten sind 20- 40 um im Durchmesser. Der Kern ist gross, das
Chromatin ist in Stringen angeordnet, teilweise ist der Spindelapparat erkennbar. Das
Kern/Plasma Verhiltnis ist stark in Richtung Kern verschoben. Diese Gonaden wurden als
frithe Ovarienstadien interpretiert. Alle untersuchten 4 Wochen alten Tiere wiesen Oogonien
und frithe Oozyten in den Gonaden auf, es hatten sich also nach vier Wochen nur Weibchen
entwickelt. Nach der 5. Woche kam es zu einer Differenzierung. In Gonaden von Tieren, die
sich spéter zu geschlechtsreifen Weibchen entwickelten, traten neben den Oogonien und
frithen Oozyten zusétzlich perinukleoldre (préivitellogene) Oozyten auf. Bis zur 11. Woche
nahm die Anzahl dieser perinukleoldren Oozyten zu und damit auch die Grosse des Ovars.
Ein Teil der Tiere zeigte jedoch Verdnderungen in der Ovarienmorphologie, insbesondere
eine geringere Anzahl und Gréfe der Oozyten, verstdrkte Basophilie, unregelmifige
Oozytenform und schlieflich Degeneration der Oozyten. Gleichzeitig nahm das interstitielle
Gewebe in den Gonaden zu. Nach 7 Wochen nB tauchten vermehrt Stammzellen
(Spermatogonien) auf, die zuerst in Gruppen angeordnet waren. Spiter bildeten sich kleine
Hohlrdume. Diese Gonaden wurden als friihe Testis-Formen interpretiert. Nach 8 Wochen
waren in Gonaden mit der beschrieben Morphologie zusétzlich Spermatozyten und
Spermatiden sichtbar.

Expositionsversuch: Bei den Kontrolltieren wurde eine vergleichbare Entwicklung wie oben

beschrieben beobachtet. Nach 35 Tagen wurden 96% der Gonaden als Ovarien identifiziert,
4% waren undifferenzierte Gonaden. Nach 71 Tagen hatten sich bereits einige Tiere zu
Mainnchen entwickelt (31%), 61% zeigten Ovarien und 8% waren noch im Prozess der
sexuellen Differenzierung. Nach 161 Tagen war die Differenzierung abgeschlossen, 44% der
Tiere zeigten voll entwickelte, funktionsfahige Hoden, 56% voll entwickelte Ovarien. Nach
der Behandlung mit dem Aromatasehemmer Fadrozol zeigten alle untersuchten Fische am 71.
Tag einen ménnlichen Phéanotyp der Gonaden. Degenerative Verdnderungen der Gonaden
wurden nicht gefunden. Auch nach 161 Tagen, d.h. 90 Tage nach Absetzen der Exposition,
wurden ausschliesslich Hoden gefunden. 17a- Methyltestosteron hatte den entgegengesetzten
Einfluss, alle untersuchten Tiere zeigten am 71. Tag Ovarien. Auch hier wurden keine

degenerativen Veranderungen gefunden.

Diskussion

Bei der Untersuchung der normalen Gonadenentwicklung zeigten alle Tiere bis zur 4./5.

Woche ausschliesslich Ovarien-dhnliche Gonaden. Von der 5. bis zur 11. Woche kam es dann
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zur Differenzierung in voll entwickelte Ovarien bzw. Hoden. Dieser Entwicklungsgang —
zunédchst ausschlieBlich Entwicklung von Ovarien, dann Transformation eines Teils der
Ovarien zu Testes — zeigt an, dass der Zebrafisch ein protogyner Hermaphrodit ist. Diese
Entwicklung muss bei der Untersuchung endokrin wirksamer Stoffe in der Umwelt und der
Wahl der Probenahmezeitpunkte beachtet werden.

Die Behandlung mit endokrin wirksamen Stoffen in diesem kritischen Zeitfenster der
Gonadenentwicklung fiihrte zu nachhaltigen Storungen in der Geschlechtsdifferenzierung..
Durch den Einsatz des Aromatasehemmers Fadrozol wurde vermutlich die Umwandlung von
Androstenedion und Testosteron zu Ostron und Ostradiol gehemmt, d.h. es wurden
ausschliesslich ménnliche Geschlechtshormone gebildet, und daher entwickelten sich
ausschliesslich Méannchen. Damit konnte gezeigt werden, dass die Gonadendifferenzierung
beim Zebrafisch eng mit dem Aromatase-System gekoppelt ist und somit von dem Verhiltnis
Ostrogene/Androgene abhiingt. Das Aromatase-System kann damit ein sensitives Ziel
gegeniiber Umweltsubstanzen sein.

Nach Absatz des Aromataseinhibitors hat sich das Geschlechtsverhiltnis nicht gedndert. Dies
zeigt, dass eine Exposition zum kritischen Zeitpunkt der Gonadenentwicklung zu
nachhaltigen, bleibenden Storungen fiihren kann.

Die Exposition mit 17a- Methyltestosteron fiihrte zur kompletten Feminisierung der
Zebrafische. Die Wirkung von 170- Methyltestosteron ist dosisabhéngig (Anderssen et al.
2000). Bei geringen Dosierungen besetzt 17a- Methyltestosteron den Androgen Rezeptor, es
kommt zur Anbildung von Hoden. Bei hohen Dosen, wie wir sie in diesen Versuchen
verwendet haben, wird jedoch offensichtlich die endogene Aromatase Synthese angeregt und
es wird vermehrt Aromatase-Enzym gebildet. Dadurch wird das exogen applizierte
Testosteron im Fisch in Ostron und Ostradiol umgewandelt, wodurch es zur Ausbildung von
Ovarien kommt. Dieses Phidnomen, die Feminisierung nach Gabe von ménnlichen
Geschlechtshormonen, wird ,,paradoxe Feminisierung* genannt.

In unseren Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Geschlechtsentwicklung des
Zebrafisches eine sehr sensible Phase ist, die durch Exposition an endokrin wirksame Stoffe
nachhaltig beeinflussbar ist. Die Ergebnisse sind wichtig im Hinblick auf die Eignung des

Zebrafisches als Testfisch fiir die Untersuchung endokrin wirksamer Stoffe.
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Relevante Erkrankungen der Camarones/Shrimps (Penaeidae) in

der Camaronikultur Nicaraguas
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Zusammenfassung

Es wird iiber die Krankheitssituation der Penaeiden (insbesondere der Species Litopenaeus
vannamei) in der Camaronikultur Nicaraguas berichtet. Drei virale Erkrankungen sind
diesbeziiglich relevant: IHHNV, TSV und WSSV. Die letztere hat in den zuriickliegenden
Jahren und auch in 2002 zu den grofften Verlusten gefiihrt. Im Zusammenhang mit diesen
Erkrankungen wird eine in Fachkreisen viel diskutierte Hypothese zu den viralen
Erkrankungen der Penaeiden vorgestellt. Weitere wichtige, durch Bakterien, Algen, Pilze und
Parasiten hervorgerufene Krankheiten der Penaeiden in der Camaronikultur werden

aufgefiihrt.

Summary

It is given a report about the situation of penaeid diseases (especially of the species
Litopenaeus vannamie) in the shrimp culture of Nicaragua. Three virus diseases are relevant:
IHHNV, TSV and WSSV. The WSSV infections have caused the most serious disease losses
in the last years and in 2002, too. In this connection a much discussed hypothesis about the
virus diseases of the shrimps is presented. Further important penaeid diseases, which are

caused by bacterias, algae, fungi and parasites in the shrimp culture, are mentioned.

Die Weltproduktion der ,,Camaronikultur® lag im Jahre 1997 bei 660.200 t. Dabei fielen auf
Thailand 150.000 t, auf Ecuador 130.000 t, auf China und Indonesien jeweils 80.000 t, auf
Indien 40.000 t, auf Mexiko 16.000 t, auf Panama 7.500 t, auf Brasilien 4.000 t und auf

Honduras, den nordlichen Nachbarstaat von Nicaragua, 12.000 t.
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Nicaragua produzierte lediglich 3.200 t im Jahre 1997. Dennoch entsprach diese Produktion
3,5 % des gesamten Exportertrages Nicaraguas, das zur Zeit als &drmstes Land
Zentralamerikas gilt (SABORIO 1998).

Nicaragua hatte im Jahr 1997 eine Produktionsfliche zwischen 5.500 und 6.000 ha fiir die
Camaronikultur zur Verfligung. Davon fielen etwa 550 ha auf Naturteiche, etwa 1.700 ha auf
extensiv (bis 5 Postlarven pro qm) und etwa 3.700 ha auf semi-intensiv (bis 20 Postlarven pro
qm) bewirtschaftete Teichanlagen. Ab dem Jahre 1996 {iiberstieg der Exporterlos aus der
Camaronikultur denjenigen aus den marinen Shrimpsfingen der Pazifik- und Atlantikkiiste
Nicaraguas (SABORIO 1998).

Im Oktober 1998 vernichtete der Hurrikan ,,Mitsch® 25% der Produktionsfliche an der
Pazifikkiiste Nicaraguas (nur hier liegen die Teichanlagen zur Shrimpszucht in Nicaragua).

In Mirz des darauffolgenden Jahres brach in Nicaragua, Honduras und Guatemala die
Virusinfektion ,, Mancha Blanca®, das White Spot Syndrom Virus (WSSV), aus (CUMMING
2001) und dezimierte insbesondere eine der bis dahin wichtigsten Arten in der
Camaronikultur Zentralamerikas, die Species Litopenaeus stylirostris (gegenwirtig ist die
diesbeziigliche Hauptart in Nicaragua Litopenaeus vannamie). Nur langsam beginnt sich die
Camaronikultur in Nicaragua von diesem Desaster wieder zu erholen. Ausldandische
Gesellschaften, u.a. nordamerikanische, investieren zur Zeit in einige neue, aufwendige
Anlagen. Der Weltmarktpreis fiir das Produkt wird allerdings weitgehend von Asien
bestimmt.

Wie bereits erwéhnt, haben einige Krankheiten, die in der Camaronikultur auftreten, eine

duBerst groe Bedeutung. Insbesondere sind die viralen Erkrankungen in den Landern

Zentralamerikas, so auch in Nicaragua, seit 1999/2000 der hauptsédchliche limitierende Faktor
in der Shrimpsproduktion (Litopenaeus vannamei und L. stylirostris) gewesen. So waren die
Erkrankungen durch das Infectious Hyperdermal and Hematopoetic Necrosis Virus (IHHNV;
ein Parvo-Virus), durch das White Spot Syndrome Virus (WSSV, ,,Mancha Blanca*“; ein
Baculo-Virus) und durch das Taura Syndrome Virus (TSV,; ein Picorna-Virus) fiir
Misserfolge verantwortlich. Die WSSV verursachte in den letzten Jahren in Zentralamerika
(einschlieBlich Nicaragua) mit einer oftmals 90-100%igen Mortalitdt die groften Verluste
(JORY et al. 1999; CUMMINGS 2001).

Bei allen drei viralen Infektionen treten in bestimmten Organen bzw. Geweben intranukleare
(WSSV, IHHN) oder intracytoplasmatische (7SV) Einschlusskorperchen auf, die im
Gewebeschnitt angefiarbt und in diesem zusétzlich mittels Gensonden (in-situ-

Hybridisierung) dem jeweiligen Erreger sicher zugeordnet werden konnen. Eine weitere
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Diagnostik ist mit Hilfe der PCR/RT-PCR gegeben, die fiir virologische Untersuchungen
insbesondere an Larvenstadien und an Vektoren (Brachyura, Copepoda, Insecta) die
Methode der Wahl ist.

Auftillig ist bei der Mehrzahl der Virusinfektionen der Shrimps, dass offenbar keine
entziindlichen Prozesse in den jeweiligen Zielorganen bzw. -geweben auftreten. Dieses
Phénomen hat u.a. zu der Hypothese gefiihrt, dass der letale Verlauf einer viralen Erkrankung
bei den Krebsen vorwiegend auf eine Apoptose der infizierten Zellen zuriickzufithren sei
(FLEGEL et al. 1998). Die Apoptose wird als ein integrierter Teil bei der Entwicklung einer
spezifischen ,,adaptiven Toleranz* oder ,,viralen Akkommodation®“ im Krebsorganismus
gegeniiber einem viralen Erreger vermutet. Durch den Erwerb der “adaptiven Toleranz /
viralen Akkommodation* kann nach dieser Theorie der Ausbruch der Krankheit unterdriickt
werden. Ein weiteres Phdanomen ist ndmlich das hiufige Vorkommen virulenter Viren im
Shrimpsorganismus, ohne dass dieser Symptome einer Erkrankung zeigt. Wird jedoch - so
die Hypothese - der Wirtsorganismus zusdtzlichen Stressoren ausgesetzt, versagt dieser
Schutzmechanismus, und das Virus 10st den Prozess der Apoptose und damit den akuten
Krankheitsausbruch aus. Da das Immunsystem der Shrimps zu keiner adaptiven Reaktion auf
einen viralen Erreger mit der Bildung von spezifischen Immunglobulinen befdhigt ist und
somit eine solche ,,virale Akkommodation* nach unserem derzeitigen Wissensstand nicht
ausbilden kann, wird vermutet, ,that tolerance to viral infections in crustaceans is the
manifestation of a specific and active adaptive system for accommodation based on
molecular binding at the host cell membrane. This binding induces specific memory for
suppression of viral triggered apoptosis and results in persistent, non-lethal infections* (zitiert
nach FLEGEL 2002).

Bei bakteriellen Erkrankungen, unter denen die Necrotizing Hepatopancreatitis (NHP;

Erreger: Rickettsien), die Vibriosis (verschiedene Vibrio-Arten), sowie die Bacterial Fouling
(Erreger: Leucothrix mucor) auf Grund ihrer Bedeutung auch fiir Nicaragua hervorzuheben
sind, treten im Gegensatz zu den viralen Infekten eine Infiltration durch Himocyten und/oder
eine Reaktion des Prophenoloxydasesystems in den befallenen Geweben unter entziindlichen
Prozessen auf.

Hiufige Mykosen insbesondere der Cuticula des Exoskeletts werden durch Lagenidium
callinectes (,,Larvale Mykose*) und Fusarium solani (sub- und adulte Krebse, hier werden
ebenfalls innere Organe befallen) hervorgerufen..

Desweiteren ist die Hemocytic Enteritis (HE) bedeutsam, die durch Toxine von bestimmten

Griinalgen (u.a. Schizothrix calcicola) verursacht wird.
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Als Protozoosen sind Erkrankungen durch Microspora- und Gregarinida (Klasse:
Apicomplexa)-Arten zu nennen.

Microsporiden stellen oftmals ein groferes und permanentes Problem in den Teichanlagen
dar. Die Shrimps gelten als Zwischenwirte fiir diese Zellparasiten, Fische (Teleostie) werden
als Endwirte vermutet.

Die Pathogenitit der Gregarinen, die regelméfBig im Magen-Darmtrakt der Shrimps
nachzuweisen sind, wird kontrovers diskutiert. Zwischenwirte dieser Endoparasiten sind
Muscheln und Polychaeten.

Als Epikommensalen (auf den Kiemen und/oder auf der Exocuticula) treten Algen,
Flagellaten, insbesondere aber Ciliaten bei allen Altersstufen der Shrimps auf. Wie in der
Fischhaltung sind diese Organismen Indikatoren fiir eine allgemeine Schwéchung der
Shrimps und/oder fiir eine mangelhafte Wasserqualitét (weitergehende Informationen zu den
hier erwdhnten Krankheiten und Parasitosen siche LIGHTNER 1996).

Helminthosen verursachen in der Camaronikultur nur sehr selten Probleme, da fiir diese
Parasiten (Plathelminthes) die Shrimps als zweite Zwischenwirte dienen. Die Endwirte sind
Chondrichthyes (insbesondere Rochen) und marine Teleostei. In der Regel besteht keine
ausreichende Verbindung mit den Teichen fiir eine gravierende Infektion durch die ersten
Zwischenwirte (Gastropoden bei den Trematoden bzw. Copepoden bei den Cestoden). Auch
Nematodenlarven (Endwirte sind hauptsidchlich Teleostei) kommen vorwiegend bei
freilebenden Krebsen, seltener bei Shrimps in der Camaronikultur vor.

AbschlieBend sei erwihnt, dass ebenfalls in Zentralamerika Bemiihungen unternommen
werden, um vor allen Dingen die viralen Erkrankungen unter Kontrolle zu bekommen. So
werden in zunehmendem Mal3e Nauplius-Larven zur Aufzucht verwendet, die im Labor unter
kontrollierten Bedingungen geschliipft sind. Solche SPF- bzw. SPR-,domestico-larvas*
werden insbesondere von Panama angeboten. Allerdings sind solche Larven nicht immer

unproblematisch. Hierauf kann an dieser Stelle jedoch nicht niher eingegangen werden.
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Nierenadenom bei einem ,,Roten Oskar*, Astronotus ocellatus

(Cuvier, 1829)
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Zusammenfassung

In diesem Fallbericht werden die Ergebnisse der klinischen, bildgebenden, pathologisch-
anatomischen und pathologisch-histologischen  Untersuchungen eines weiblichen
Pfauenaugenbuntbarsches, Variante ,,Roter Oskar*, prisentiert.

Der Fisch wurde im Mai 2002 am Institut fiir Fisch- u. Bienenkunde der VMU Wien mit
einer hochgradigen Umfangsvermehrung im Bereich des Abdomens vorgestellt.

Die zur weiteren Abkldrung durchgefiihrte rontgenologische und sonographische
Untersuchung bestitigt den klinischen Verdacht eines Tumorgeschehens in der Leibeshohle.
Der Fisch wurde darauthin euthanasiert. Aus wissenschaftlichem Interesse wurde auch eine
Computertomographie durchgefiihrt, welche keine weiteren Erkenntnisse lieferte. Die
anschliefend durchgefiihrte Sektion und histologische Untersuchung erbrachte das Bild eines
primdren Zystadenoms der Niere.

Vier vergleichbare Félle wurden beim ,,Roten Oskar” 1996 in den USA beschrieben. Bei
anderen Fischarten liegen bis heute keine Berichte zu vergleichbaren Nierenadenomen vor.

Beim ,,Roten Oskar* kann daher eine genetische Disposition vermutet werden.

Summary

This case report describes the clinical, radiographic, ultrasonographic and computed
tomographic examination of the abdominal swelling of a “Red Oscar”. While radiography

only demonstrated caudoventral compression of the swim bladder, ultrasonography found a

huge tumor-like parenchyma in the caudal abdomen. The additionally performed computed
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tomography gained no more information. Necropsy and pathohistology diagnosed a
spontaneous cystadenoma of the kidney.

Although renal neoplasmas in fish are rare events, four similar cases in red oscars were
described 1996 in the USA. It could be assumed that there may be a genetic predisposition

for such tumors in this species.

Der Pfauenaugenbuntbarsch, Astronotus ocellatus

Der Pfauenaugenbuntbarsch und seine Zuchtvarianten, wie z.B. der intensiv rostrot geférbte
»Red Oscar“, sind beliebte Aquarienfische. Pfauenaugenbuntbarsche sind sehr robust,
benotigen Wassertemperaturen von 22-26°C und stellen keine besonderen Anspriiche an
Parameter wie pH-Wert oder Gesamthédrte des Aquarienwassers. Thr natiirliches Vorkommen
erstreckt sich liber weite Teile Siidamerikas: im oberen Amazonas, im Rio Negro oder
siidlich der Wasserscheide im System des Parana.

Die rasch wachsenden Tiere sind ab einer GroBe von 10-12 cm geschlechtsreif und werden
bis zu 33 cm lang. Diese Fische sollten daher nur in groen Aquarien von mindestens 120,
besser 200 cm Seitenlédnge gehalten werden.

Pfauenaugenbuntbarsche sind Offenbriiter, sie laichen auf intensiv geputzten Steinen. Der

Laich und spéter auch die Brut werden gut gepflegt und bewacht.

Anamnese

Der hier vorgestellte Rote Oskar wurde 1994 als 4 cm kleiner Fisch erworben und zuletzt in
einem 360 Liter fassenden Aquarium - nur mit verschiedenen Hypostomusarten
vergesellschaftet - gehalten.

Der Fisch war weiblich, und laichte trotz des fehlenden Méannchens im Laufe seines Lebens 3
bis 4 mal geschétzte 100 bis 200 Stiick Eier ab.

Drei Monate vor der Vorstellung des Tieres bemerkte der Besitzer erste Anzeichen einer
Umfangsvermehrung des Abdomens, vorhergegangen war die Vorbereitung eines Brutplatzes
und ein erfolgloser Ablaichversuch. Der Besitzer duBert daher einen Fremdkorperverdacht
(verschluckter Stein). Der Kotabsatz begann 6 Wochen spiter zu sistieren, 2 Wochen danach
wurde ein Befall mit Friskopfwiirmern (Camallanus spp.) sichtbar.

3 bis 4 Tage vor dem Vorstellungstermin fraf3 der Fisch nur noch wenig, Apathie wechselte

mit Krampfanfillen, die Umfangsvermehrung des Abdomen wurde stetig grof3er.

187



Klinische Untersuchung

Der Fisch war apathisch, sein Erndhrungszustand gut. Haut, Flossen und Kiemen waren bei
der Adspektion 0.B.

Im Bereich der Umfangsvermehrung waren die Schuppen gestrdubt. Eine kaudoventral im
Abdomen gelegene, gut abgrenzbare Umfangvermehrung war prominent, eigrofl und bei der
Palpation weich-elastisch. Aus dem After fielen immer wieder Fraskopfwiirmer in
geringgradiger Anzahl vor. Die iibrigen Befunde waren unauffallig.

Als mogliche Differentialdiagnosen kamen Fremdkorperobstipation, Laichverhalten, Ascites
oder ein neoplastisches Geschehen in Betracht. Die Untersuchungen mittels bildgebender

Verfahren sollten weitere Ergebnisse erbringen:

Rontgenologische Untersuchung

Aufgrund des schlechten Allgemeinzustandes wurde auf eine Sedierung des Patienten
verzichtet. Zur Anfertigung der Rontgenbilder wurde der ,,Rote Oskar® mit Hilfe eines
feuchten Handtuches zuerst in rechter Seitenlage und dann in Brust-Bauchlage auf der
Filmkassette fixiert.

Im seitlichen Strahlengang war im Bereich des Abdomens eine schlecht abgrenzbare,
homogene, weichteildichte, kugelige Masse, welche die Schwimmblase von kaudoventral her
komprimierte, sichtbar (Abb. 1).

Im dorsoventralen Strahlengang war die weichteildichte Masse schwer abgrenzbar und

hauptséchlich als Vorwdlbung der rechten Bauchwand erkennbar.

Sonographische Untersuchung

Um diese weichteildichte Masse besser ansprechen zu konnen, wurde auch eine
Ultraschalluntersuchung durchgefiihrt, wobei der nicht sedierte Fisch vom Besitzer in rechter
Seitenlage an der Wasseroberfliche gehalten wurde. Der Schallkopf wurde an der
abdominalen Mittellinie des Fisches unter Verwendung von Ultraschallgel aufgesetzt.

Im mittleren und kaudalen Abdomen war eine runde, gut abgrenzbare, inhomogene Masse

mittlerer Echogenitét, mit echofreien (= fliissigkeitsgefiillten) zystischen Zonen darstellbar

(Abb. 2). Die Leber war unauffillig.
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Vorliufige Diagnose

Aufgrund dieser Befunde lautete die Diagnose: Tumorgeschehen noch unbekannter Herkunft
im mittleren und kaudalen Abdomen des Fisches. Die Prognose des Tieres war daher infaust.
Der Rote Oskar wurde nach Zustimmung des Besitzers mittels eines Bades euthanasiert

(Uberdosis mit MS 222®, einem Tricainsulfat, fiir 10 min).

Computertomographie

Der euthanasierte Fisch wurde zusitzlich computertomographisch untersucht. In linker
Seitenlage wurde ein horizontaler Scan mit 2 mm dicken, aufeinanderfolgenden Schichten
angefertigt. Der Tumor erschien homogen und hypodens im Weichteilfenster. Wieder
dargestellt wurde die Kompression der Schwimmblase (Abb. 3). Die Computertomographie

erbrachte insgesamt jedoch keine neuen Ergebnisse.

Pathologisch-anatomische und Parasitologische Untersuchung

Die Gesamtkorperlinge des Fisches betrug 30 cm, sein Gewicht 589 g. Auffallend war die
hochgradige, gut abgegrenzte Umfangvermehrung des kaudoventralen Abdomens.

Die parasitologische Untersuchung von Haut und Kiemen verlief negativ.

Bei der Eroffnung der Leibeshdhle stellte sich ein vom kaudalen Pol des Nierengewebes
ausgehender, retroperitoneal gelegener, braungrauer, 5,5 x 6 cm grofer, 57 g schwerer, gut
abgrenzbarer und expansiv wachsender Tumor dar, der von schlechter Kohdrenz und weich-
elastischer Konsistenz war. Das Verhiltnis von Korpermasse zu Tumormasse betrug
ungefdhr 10 zu 1.

Der Korpulenzfaktor des Fisches ohne Tumorgewicht betrug 1, 97.

An der Schnittfliche des Tumors war ein polyzystischer Aufbau zu erkennen. Die Zysten
waren ungleich grofl und mit einer wassrig-klareren, geruchlosen Fliissigkeit gefiillt.

Im nativen Quetschpréparat des Tumors waren Urolithen im mgr. Ausmall nachweisbar. Als
Ursache dafiir ist eine obstruktive Harnstauung mit nachfolgender Kristallbildung
anzunehmen. Es waren einerseits radidre und pilzformige (Kalziumkarbonat) und andererseits

briefkuvertartige (Oxalsdure) Harnsteine sichtbar.

189



Der Magen-Darm-Trakt war ohne Inhalt, zusétzlich war ein geringgradiger Befall mit
Fraskopfwiirmern (Camallanus spp.) im Enddarm feststellbar. Alle anderen Organe waren

makroskopisch unauffillig.

Bakteriologische Untersuchung

Die bakteriologische Untersuchung der inneren Organe (Rumpfniere) verlief negativ.

Histologie

In der UbersichtsvergroBerung stellte sich ein Tumor vom organoiden Bautyp dar, Epithel
und Interstitium waren deutlich unterscheidbar. Die Struktur des Tumors war papillér-
zystisch, wobei die Zysten mit einer eosinophilen Fliissigkeit gefiillt waren (Abb. 4).

Die Epithelzellen waren iso- bis hochprismatisch, mit acidophilem Zytoplasma und zentral
bis basal gelegen Zellkernen. Am apikalen Ende trugen diese Zellen Mikrovilli und Zilien.
Aufgrund dieser histologischen = Kennzeichen konnten die Tumorzellen als
Tubulusepithelzellen vom proximalen Segment angesprochen werden. Im Interstitium waren
immer wieder Makrophagenaggregate mit charakteristisch schaumigen Zytoplasma zu sehen.
Das expansive Wachstum und das einheitliche, gut differenzierte Zellbild sprachen fiir einen
benignen Tumor. Aufgrund der Ergebnisse der histologischen Untersuchung handelte es sich

um ein priméres Nierenadenom, das offensichtlich spontan aufgetreten ist.

Primiére Nierentumoren bei Fischen

Das Auftreten primérer Nierentumoren bei Fischen (Teleosteer) ist selten und ungewohnlich
(1,2,3,4,5, 6), in der Literatur werden nur Einzelfille beschrieben.

Der am héufigsten beschriebene Tumor ist das Nephroblastom, welches sich aus
embryonalen und daher pluripotenten Zellen entwickelt (3, 4, 5). Dieser Tumor tritt bei in
Fischzuchten gehaltenen Fischen (Regenbogenforelle und viele andere Arten) idiopathisch
auf. Im Tierversuch kdnnen karzinogene Substanzen wie Dimethylnitrosamin und Radioiodin
Nephroblastome bei der Regenbogenforelle verursachen.

1989 beschreiben Lee, Hendricks und Bailey (3) bei Regenbogenforellen das Entstehen nicht
nur von Nephroblastomen, sondern auch von Zystadenomen des distalen Tubulus / Ductus

mesonephricus nach Verfiitterung von N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG)
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hiltigem Futter fiir 6 Wochen. Diese weisen eine groBe Ahnlichkeit mit dem Zystadenom des
»Roten Oskar“ auf, jedoch sind diese Tumoren aufgrund ihres unruhigeren Zellbildes

(Anisokaryose und Mitosefiguren) als bosartiger einzuordnen.

Vergleichbare Fille aus der Literatur

Interessanterweise sind spontan auftretende Zystadenome des kaudalen Poles der
Rumpfniere beim ,,Roten Oskar* bisher insgesamt 4 mal in den USA bekannt geworden.
Petervary, Gillette, Lewbart und Harshbarger beschreiben 1996 das Auftreten eines
Neoplasmas der Sammelgénge der Niere bei einem weiblichen ,,Roten Oskar* mit einem
Alter von mehr als 5 Jahren.

Einer der Autoren, J.C. Harshbarger berichtet {iber 3 weitere Félle von Zystadenomen der
Rumpfniere bei ,,Roten Oskars* aus dem Archiv des Registry of Tumors of Lower Animals,
am Smithsonian Institute; bis heute wurde iiber das Auftreten von weiteren Zystadenomen bei
dieser Fischart nichts mehr berichtet (J.C. Harshbarger, personliche Mitteilung, 2002). Der
hier vorgestellte Fall zeichnet sich durch bemerkenswerte morphologische und histologische
Ahnlichkeit mit den bisher bekannten aus.

Das seltene Vorkommen von Nierenadenomen beim Fisch im Allgemeinen und die gehéduften
Fallberichte von Zystadenomen der Niere beim ,,Roten Oskar” im besonderen lassen eine

genetische Disposition dieser Zuchtvariante des Pfauenaugenbuntbarsches vermuten.
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Abb. 1
Rontgenbild im laterolateralen Strahlengang:
im Bereich des Abdomens ist eine schlecht
abgrenzbare, homogene, weichteildichte,

kugelige Masse, welche die Schwimmblase

von kaudoventral her komprimiert, sichtbar.

Abb. 3
Computertomographie in linker Seitenlage:
der Tumor erscheint homogen und hypodens
im Weichteilfenster, erneut dargestellt wird

die Kompression der Schwimmblase.
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Abb. 2

Sonographische Darstellung der im mittleren
und kaudalen Abdomen gelegenen Struktur
als runde, gut abgrenzbare, inhomogene
Masse mittlerer Echogenitét, mit echofreien

zystischen Zonen.

Abb. 4

histologischer Schnitt des Tumors, 10-fach:

Tumor vom organoiden Bautyp , Epithel und
Interstitium sind deutlich unterscheidbar. Die
Struktur des Tumors ist papillar-zystisch, die

Zysten sind mit einer eosinophilen
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Zusammenfassung

In den Jahren 2000 und 2001 wurden ménnliche Rotaugen/Plotzen (Rutilus rutilus) aus 11
schweizerischen Gewissern an 15 Standorten auf das Auftreten von Ovotestis (Gonaden mit
sowohl ménnlichen als auch weiblichen Geschlechtsprodukten) histologisch untersucht.
Rotaugen mit Ovotestis wurden an 40% (6 von 15) der untersuchten Standorte nachgewiesen.
Die Héufigkeit von Rotaugen mit Ovotestis an den positiven Standorten lag zwischen 4% (1
von 28 Tieren) und 20% (2 von 10 Tieren). Der Grad der Intersexualitit war bei 15 von 16
Rotaugen mit Ovotestis niedrig, d.h. vereinzelte primédre Oozyten lagen verstreut im
Hodengewebe. Nur bei einem Tier waren viele Oozyten, zum Teil clusterartig angeordnet, im
Hodengewebe eingelagert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie geben einen ersten Uberblick iiber die Hiufigkeit und
Verbreitung von Ovotestis bei ménnlichen Rotaugen in der Schweiz. Die Studie erlaubt keine
Riickschliisse auf Ursachen. Es bleibt offen, ob sich die H&ufigkeit der nachgewiesenen
Intersex Fische im natiirlichen Bereich befindet (vgl. Haufigkeit von Ovotestis bei Kontroll-
und Laborgruppen in englischen Studien: 4-18%; Jobling et al., 1998), oder aber anthropogen

durch endokrin aktive Substanzen im Wasser induziert ist.

Summary

In the years 2000 and 2001, gonads from male roach (Rutilus rutilus) from 11 lakes/rivers (15

sites) in Switzerland were examined histologically for evidence of ovotestis (simultaneous
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presence of oocytes and testicular tissue). Ovotestis were found in 40% (6 out of 15) of the
sites. The prevalence of intersexuality was 4% (1 out of 28) to 20% (2 out of 10). The degree
of intersexuality was "slight" in 15 out of 16 intersex roach, i.e. only a few primary oocytes
were scattered in the testicular tissue. Only in one specimen the intersexuality was more
severe with frequent primary oocytes in clusters.

The results of the present study reveal a preliminary overview of prevalence and distribution
of intersexuality in male roach in Switzerland. However, the study does not allow to draw
conclusions about the causality. It remains open, if the prevalence of intersexuality found in
Switzerland is "natural" (the prevalence of intersexuality in laboratory controls in a english

study was 4-18%; Jobling et al., 1998) or if it is induced by endocrine disrupting chemicals.

Einleitung

Intersex-Fische sind Tiere, die in ihren Gonaden sowohl maénnliche als auch weibliche
Geschlechtsprodukte ausgebildet haben. Dieser Befund wird auch als Ovotestis bezeichnet.
Bei gonochoristischen Fischen, d.h. Fischen mit getrenntgeschlechtlichen und "stabilen"
Weibchen und Ménnchen, kommen Intersex-Fische immer wieder vor, doch die Héufigkeit
solcher "sporadisch auftretenden" Hermaphroditen ist selten. In englischen Fliissen konnte
gezeigt werden, dass unterhalb von Klédranlagen die Haufigkeit von Ovotestis bei Rotaugen
(Rutilus rutilus) grosser war als an unbelasteten Standorten (Jobling et al., 1998), und dass
das Ausmass der Veranderungen mit der Konzentration des Abwassers korrelierte (Rodgers-
Gray et al., 2001). Das Auftreten von Ovotestis bei wildlebenden Rotaugen in diesen
Gewissern wurde bereits Jahre zuvor mit emittierten Substanzen aus Kldranlagen in
Verbindung gebracht, welche hormonaktiv wirken konnen (Purdom et al,, 1994). In
Anlehnung an diese englischen Studien sowie franzosische Untersuchungen (Minier et al.,
2000; Minier, 2001) wurden in der vorliegenden Studie ménnliche Rotaugen aus

schweizerischen Gewéssern auf das Auftreten von Intersex-Fischen histologisch untersucht.
Material & Methoden

An 16 Standorten von 9 Seen und 2 Fliessgewdssern wurden 10-35 ménnliche
Rotaugen/Plotzen (Rutilus rutilus) in der Periode vor dem Ablaichen mittels Angel, Netz,

Reuse oder Elektrofanggerit gefangen. Die Auswahl der Standorte war nicht flichendeckend,

sondern berlicksichtigte Gewésser mit einem guten Rotaugen-Bestand und Gewdésser, in
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welchen Rotaugen fangbar waren. Die gefangenen Tiere wurden gemessen und gewogen und
die Gonaden in gepuffertem 4%igem Formalin fixiert. Vom vorderen, mittleren und hinteren
Teil der Formalin-fixierten Gonade wurden 3-5 pum histologische Querschnitte hergestellt

und mit Hdmatoxilin-Eosin (HE) gefarbt.

Resultate

In 45% (5 von 11) der untersuchten

Gewdisser und an 40% (6 von 15)

Tab.1: Haufigkeit von Ovotestis bei mannlichen
Rotaugen pro Gewdsser, Standorte und
untersuchte Fische. In Klammern sind die Anzahl

der  ausgewihlten  Standorte positiver / untersuchte Falle dargestellt.

wurden bei ménnlichen Rotaugen Jahr Gewisser  Standort Fisch

Ovotestis nachgewiesen (Tab.1). 2000 60% 67% 7%

Insgesamt waren 5% (16 von 353) (3/5) (4/6) (1/153)

q . ” s gep 2001 25% 20% 3%
er untersuchten  miénnlichen (2/8) (2/10) (5/200)

Rotaugen betroffen. Total 45% 40% 50,

(5/11) (6/15) (16/353)

Tab.2: Auftreten und Haufigkeit von Ovotestis bei méinnlichen Rotaugen an den verschiedenen
Standorten der Probenahmen aus den Jahren 2000 und 2001.

Gewisser Standort Anzahl  Weibchen Mainnchen
Proben  oder ) alle Ovotestis % Ovotestis
unbestimmt
2000
Rhein Birsfelden 18 8 10 2 20
Bielersee Ligerz/Liischerz 34 1 33 3
Genfersee Ouchy 32 4 28 1
Genfersee Versoix 33 1 32 5 16
Greifensee unterhalb 35 0 35 0 0
Kldranlage
Ziirichsee Ménnedorf 15 0 15 0 0
2001
Bodensee Untersee 30 0 30 0 0
Hallwilersee 32 1 31 0 0
Lago di Lugano Agnuzzo 20 2 18 0 0
Lago di Lugano Bissone 12 0 12 0 0
Lauerzersee 34 1 33 4 12
Lorze oberhalb 10 1 9 0 0
Kléranlage
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Lorze unterhalb 30 7 23 0 0

Kléranlage
Rhein Augst 11 4 7 0 0
Zugersee 22 0 22 1 5
Ziirichsee Ménnedorf 15 0 15 0 0
Total 383 30 353 16 5

Die hochsten Priavalenzen wurden bei
Rotaugen im Rhein (Birsfelden) mit 20% (2
von 10) im Jahre 2000 festgestellt (Tab.2).
Bei der Probenahme ein Jahr spiter wurden
jedoch bei den 7 untersuchten ménnlichen
Rotaugen aus dem Rhein (bei Augst) keine
Ovotestis nachgewiesen. Der Grad der

Intersexualitit der betroffenen Tiere war
100 um
gering: bei 15 von 16 Tieren lagen einzelne

Abb.1: Cluster von mehreren primiren
bis wenige Oozyten verstreut im
Hodegewebe. Bei einem Tier jedoch Oozyten  peripher an der Wand  eines

wurden viele primidre Oozyten, teilweise clusterartig im Hodengewebe angeordnet

vorgefunden (Abb.1).
Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie geben einen Uberblick iiber die Verbreitung und die
Haufigkeit von Ovotestis bei minnlichen Rotaugen in der Schweiz. Ovotestis-Bildung bei
minnlichen Rotaugen scheint in der Schweiz verbreitet zu sein (45% der Gewdsser).
Ovotestis trat jedoch nicht hiufig auf (durchschnittlich 5%). Die Pravalenz erreicht nicht die
Werte aus der englischen Studie, wo an allen untersuchten 18 Standorten Intersex-Rotaugen
gefunden wurden und unterhalb von Klédranlagen durchschnittlich 50% der Méannchen, bei
einigen Standorten bis 100% der Ménnchen Ovotestis aufwiesen (Jobling et al., 1998).
Vielmehr liegen die Privalenzwerte von Ovotestis in der Schweiz mit 5-20% im Bereich der
Labor- und Kontrollgruppen der erwéahnten englischen Studie (4-18%), bzw. im Bereich der
Haufigkeit, wie sie in franzosischen Fliissen erhoben wurde (9-25%; Minier et al., 2000;

Minier, 2001).
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Im Gegensatz zu den englischen Studien, bei denen unterhalb von Kliranlagen signifikant
mehr Ovotestis bei Rotaugen festgestellt wurden (Jobling et al., 1998) und die Stdrke der
Ausprigung mit der Konzentration des Abwassers korrelierte (Rodgers-Gray et al., 2001),
lassen sich die schweizerischen Intersex-Rotaugen methodisch bedingt nicht mit einer
bestimmten Ursache in Verbindung bringen. Bei der vorliegenden Studie bleibt offen, ob die
Haufigkeit von Intersex-Rotaugen durch endokrine Disruptoren gefordert wurde, oder ob es
sich bei den gefundenen Héufigkeiten eher um Normalwerte handelt.

Ovotestis wurde in Hoden verschiedener Reifestadien gefunden. Alle midnnlichen Rotaugen
mit Ovotestis hatten reife Spermien oder zumindest spermierte Spermatozoen in den Lumen
der Tubuli. Die Spermatogenese scheint somit auch bei den Intersex Rotaugen normal zu

funktionieren.
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Toxizitit von Xenobiotika in Abhiingigkeit vom

Calcium- und Huminstoffgehalt des Wassers

Thomas Meinelt', Stefan Heidrich” und Christian Steinberg'
1 Institut fiir Gewisserdkologie & Binnenfischerei, Miiggelseedamm 301, 12587 Berlin
2 Biedermannstr. 109, 04277 Leipzig

Zusammenfassung

Huminstoffe (HS) sind ein Teil der biologischen Systeme und wirken auf sie ein. Sie kdnnen
die Toxizitdt von Stoffen modifizieren, steigern oder verringern (STEINBERG 2003). Diese
Interaktion zwischen den HS und den Xenobiotika ist von deren Charakteristik und den
chemisch-physikalischen Wasserparametern abhéngig (PLAYLE 1998, PLAYLE et al. 1993a, b,
RICHARDS et al. 1999). Es wurden Untersuchungen durchgefiihrt, um das Zusammenspiel von
HS und Calcium (Ca®") auf die Toxizitdt von Formalin, Malachitgrin (MAG) und das
Substanzgemisch FMC zu bestimmen. Bei MAG und Formalin senken HS deren
Fischtoxizitit. Hohe Ca’"-Gehalte fiihren nicht zwangslaufig zu einer Entgiftung von Stoffen.
Die Toxizitdt von MAG und Formalin wird durch hohe Ca**-Gehalte gesteigert. Diese durch
Ca®" erhohte Mortalitit wird auf die Stimulierung Ca*'-getriggerter Proteine (Calmoduline)
zuriickgefithrt. Ca®>" und HS interagieren mit Stoffen und untereinander und sie modifizieren
das Toxizitatspotential. HS konnen, wie bei FMC gegen Fischembryonen nachgewiesen,
unter bestimmten Bedingungen auch die Toxizitdt von Xenobiotika steigern. Der Vorteil der
Detoxifizierung bei niedrigen Hérten kann sich bei Anwesenheit konkurrierender Ionen und
entsprechender Konstellation auch umkehren. PLAYLE (1998) spricht bei der Betrachtung der
Interaktion von HS, Schadmetallen und Wasserorganismen von den drei groBen C's:
Competition (Konkurrenz) an den Bindungsstellen sowohl der HS als auch der Organismen,
Concentration (Konzentration) der einzelnen Kompartimente, welche interagieren und
Complexation (Komplexierung) der Stoffe sowohl an den HS als auch untereinander. Da
Stoffe in ihrer Toxizitit durch HS und Ca*" modifiziert werden, wird auch der therapeutische

Index verdndert. Dies sollte bei ihrer Anwendung Beachtung finden.
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Summary

Humic substances (HS) are a part of biological systems and interact with biota. HS are able to
modify the toxicity of substances. They are able to increase or decrease the toxicity of
xenobiotics (STEINBERG 2003). These interaction depends on the characteristics of the HS,
the physico-chemical water parameter and the characteristics of the substances (PLAYLE
1998, PLAYLE et al. 1993a, b, RICHARDS et al. 1999). We made investigations to detect the
interaction between HS, Calcium (Ca®") on the toxicity of formalin, malachite green (MAGQG)
and FMC. HS decrease the toxicity but high Ca*"-concentrations increase the toxicity of
formalin and MAG. The Ca®"-caused increase in toxicity is explained by the stimulation of
Ca®"-triggered proteins (Calmoduline) that causes increased uptakes of the substances
followed by an increased toxicity. However, HS also increase the toxicity of substances as we
found for FMC to fish embryos. The advantage of detoxification at low Ca”*" conditions by
the HS is reversed at high Ca*"-conditions. PLAYLE (1998) defined the three C’s responsible
for this phenomenon: Competition at the binding sites of the HS and the biota, Concentration
of the substances and ions and Complexation of the ions/substances at the binding sites of the
HS and with each other.

Since HS as well as Ca”" modify the toxicity of substances the therapeutical index of these
substances is altered if the substances are used for prophylaxis and therapy of fish diseases.

This should be taken in consideration.
Einleitung

Von Huminstoffen (HS) ist bekannt, dass sie detoxifizierend oder die Toxizitéit steigernd
wirken konnen. HS sind weiterhin in der Lage, die Resorptivitidt von anorganischen und
organischen Stoffen zu erhdhen oder zu verringern (STEINBERG et al. 1997). HS verringern
die Toxizitdt von Metallen und verdndern die Eigenschaften von Pestiziden in aquatischen
Systemen. Sie beeinflussen auch die Bioverfiigbarkeit von Stoffen und damit die
Biokonzentration dieser Stoffe in Organismen. HS sind in der Lage, hydrophile Stoffe zu
binden und damit auch die Eigenschaften von Stoffen zu verdndern, welche potentiell als
Therapeutika verwendet werden. Wird die Dosis toxica verdndert, dndert sich zwangslaufig

auch der therapeutische Index Qy:
Dosis toxica 50

On =

Dosis curativa 50
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Methodik

Die Versuche wurden mit Embryonen und Larven von Zebrabidrblingen (Danio rerio)
durchgefiihrt. Die Haltung der Laichtiere erfolgte unter Laborbedingungen in modifizierten
Glasaquarien bei 12-stiindigem Tag- und Nachtrhythmus. Die Tiere laichten nach
Beleuchtungsbeginn und die Eier konnten sofort nach dem Laichen iiber einen Bodenablass
entnommen, gesdubert und fiir die Untersuchungen verwendet werden.

Die Versuche wurden begonnen, wenn die Eier das Vier- bis Achtzellstadium erreicht hatten.
Je 20 Eier wurden in Petrischalen eingezédhlt und mit den jeweiligen Substanzkonzentrationen
iiber 144 Stunden bis zum Erreichen der Schwimm- und Fressfahigkeit der Larven exponiert.
Der Versuchsansatz war semistatisch gewihlt, d. h. aller 24 Stunden erfolgten der Austausch
des Testmediums sowie die Bestimmung der lebenden und toten Testindividuen. Die
Versuche wurden dreifach repliziert, um die Reproduzierbarkeit sicherzustellen. Wenn keine
signifikanten Unterschiede bei den Parallelversuchen auftraten, wurden diese gepoolt. Um
Unterschiede zwischen den verschiedenen Testwéssern zu berechnen, wurde der log-Rank-
Test verwendet.

Fiir den Test wurden vier rekonstituierte Wésser hergestellt, die sich ausschlieBlich im Gehalt
an HS und Ca*" unterschieden: 1. eines mit hohem Ca”**-Gehalt ohne HS, 2. eines mit hohem
Gehalt an Ca®" mit HS, 3. eines mit niedrigen Ca>"-Gehalt ohne HS und 4. eines mit
niedrigem Ca*"-Gehalt mit HS. Der HS wurde von Dr. Kent Burnison aus dem CCIW in
Burlington/Ontario zur Verfiigung gestellt. Er isolierte den HS aus einem kanadischen

Niedermoorsee.

Ergebnisse

Formalin

In Abb. 2 sind die 96-h-LC50 und die 144-h-LC50 von Formalin gegen Danio rerio
dargestellt. Eines der hauptsidchlichsten Effekte von Formalin auf die Embryonen speziell in
niedrigen Konzentrationen ist, dass die Embryonen sich in den Eiern entwickeln, jedoch nicht
in der Lage sind, schliipfen zu konnen. Embryonen, die nach 120 Stunden noch nicht
geschliipft sind, miissen als Todeskandidaten betrachtet werden, da sie nicht mehr schliipfen
werden. Dieser Nichtschlupf oder das nicht schliipfen konnen ist insbesondere in den

Testwédssern ohne HS zu beobachten. Das bedeutet, dass HS bei Formalin-Expositionen
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eindeutig entgiftend wirken. Bei der Betrachtung der 144-h-LC50 wird der entgiftendende
Effekt besonders deutlich, gleich ob wenig oder viel Ca”" anwesend ist. Die beiden plus-HS-
Gruppen sind nicht signifikant (p>0,05) voneinander verschieden, wihrend alle anderen
Gruppen signifikant voneinander verschieden sind (p<0,05). Bei den nicht geschliipften und
als tot gezéhlten Embryonen (Abb. 1, 144-h-LC50 rechts) wird deutlich, dass die Toxizitét
insbesondere im Testwasser mit hohem Ca*-Gehalt iiberproportional hoch ist. Bei niedrigen
Ca”*-Gehalten ist die Toxizitit wesentlich geringer, aber immer noch héher als in den

Gruppen mit HS. Ca*" wirkt also im Falle von Formalin nicht entgiftend!

8 1 O high Ca+HS
7] high Ca-HS
Olow Ca+HS
6 - B low Ca-HS
5 4
£
3 4
2 4
1 4
0 T T
96-h-LC50 144-h-LC50 144-h-LC50
Abb. 1: 96-h-LC50 und 144-h-LC50 von Formalin gegen Danio rerio

Malachitgriin

MAG ist ebenfalls am toxischsten, wenn hohe Ca*"-Konzentrationen vorliegen. Ist die Ca*'-
Konzentration gering oder wird sie durch die Bindung an die HS reduziert, so ist auch eine
Verringerung der MAG-Toxizitdt erzielt (Abb. 2). HS wirken bei MAG wie auch bei
Formalin zweifach toxizititsmindernd, einerseits direkt durch eine Bindung der Stoffe an die
funktionellen Gruppen der HS und andererseits durch die Bindung von Ca®" an die
funktionellen Gruppen. Sowohl Ca®*" als auch MAG (Abb. 3 ) sind positiv geladen und
konkurrieren an den negativen Bindungsstellen der HS. Aus diesem Grund ist die Toxizitét
von MAG in der Gruppe mit HS und hohem Ca*-Gehalt groBer als bei geringerem Ca®'-
Gehalt. Wie HS bei Exposition mit MAG und Formalin entgiftend wirken, kann relativ gut

erklirt werden. Sie sind in der Lage, komplexe Stoffe an funktionelle Gruppen zu binden und
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sie damit zu entgiften. Dies ist von einer Vielzahl Xenobiotika wie Pestiziden und PAK
belegt. Auch fiir Metallionen wie Ca®" sind HS ideale Komplexbildner und reduzieren die

Metallkonzentrationen in den Wassern.

0,140 -
O high Ca-HS
0,120 1 high Ca+HS
0,100 | Olow Ca-HS
E low Ca+HS
0,080 -
>
£
0,060 -
0,040 -
0,020 -
0,000
96-h-LC50 144-h-LC50
Abb. 2: 96-h-LC50 und 144-h-LC50 von Malachitgriin gegen Danio rerio

Die Frage, warum hohe Ca®"-Konzentrationen die Toxizit4t von Formalin und MAG steigern,
ist hingegen nicht ausreichend geklért. Eine mogliche vage Interpretation ist die Stimulierung
von Ca*'-bindenden Proteinen, den Calmodulinen und der Calmodulinkinase II in
Zellmembranen. Diese CaM koénnen Ionen- und Mikrokandle aktivieren, die dann als
Schleusen fiir Stoffe funktionieren. Die Calmoduline selbst werden durch hohe Ca**-Ionen-

Konzentrationen stimuliert.

H,C

+
. /CHG
(OO
H,C CH,

Abb. 3: Malachitgriinmolekiil

FMC

FMC, nach Bassleer, ist ein Substanzgemisch, bestehend aus Formalin, MAG und
Methylenblau. Ein Effekt, wie bei MAG und Formalin beschrieben, ist bei der Exposition mit
FMC nicht eindeutig feststellbar. Bei den noch nicht geschliipften Embryonen scheinen die
HS die Toxizitdt des Mischpréparates zu steigern. Dies wird aus der 96-h-LC50 ersichtlich

(Abb. 4). Es finden wahrscheinlich Interaktionen zwischen den drei Kompartimenten des
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FMC und den HS statt. Die geschliipften Larven erfahren jedoch im Testwasser mit HS und
niedrigem Ca”’-Gehalt einen Vorteil. HS wirkt also bei den geschliipften Larven nur
detoxifizierend wenn geringe Ca’’-Gehalte vorliegen. Sind hohe Ca”**-Gehalte vorhanden,
bewirken die HS dagegen eine Toxizititssteigerung. Auch in diesem Falle sind
Konkurrenzeffekte an den Bindungsstellen vorstellbar.

Der Vorteil der Detoxifizierung von Stoffen durch HS bei niedrigen Ca”"-Konzentrationen
kann sich bei Anwesenheit konkurrierender Ionen und entsprechender Konstellation auch in

das Gegenteil verkehren.

457 O high Ca-HS
40 - high Ca+HS
35 | Olow Ca-HS
8 low Ca+HS
30 -
_25-
=2
15 -
10 -
5 -
0 T
96-h-LC50 144-h-LC50
Abb. 4: 96-h-LC50 und 144-h-LC50 von FMC gegen Danio rerio

PLAYLE (1998) fiihrte weitreichende Untersuchungen zur Interaktion von konkurrierenden
Metallionen und HS an Fischkiemen durch. Er spricht bei der Betrachtung von HS,
Schadmetallen und Wasserorganismen von den ,,drei grolen C's“, die da sind: Competition
(Konkurrenz) an den Bindungsstellen sowohl der HS als auch der Organismen, Concentration
(Konzentration) der einzelnen Kompartimente, welche interagieren und Complexation
(Komplexierung) der Stoffe sowohl an den HS als auch untereinander.

Die hier vorgestellten sowie vorangegangene Untersuchungen (MEINELT et al. 2000, 2001a,
b) belegen, dass Stoffe in ihrer Toxizitdt durch HS und Ca*" modifiziert werden. Wenn die
Toxizitidt von Stoffen, die als Therapeutika Verwendung finden, verdndert wird, verschiebt
sich nachfolgend auch der therapeutische Index. Dies sollte bei der Anwendung dieser Stoffe

in der Aquakultur und/oder Aquaristik Beachtung finden.
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Zur Modulation von Immunreaktionen von Fischen durch Xenobiotika

Dieter Steinhagen, Andreas Skouras, Tobias Helmus und Stephan Maurer
Fachgebiet Fischkrankheiten und Fischhaltung, Tierdrztliche Hochschule Hannover,
Biinteweg 17, 30559 Hannover, Deutschland

Durch menschliche Aktivititen gelangen zahlreiche Substanzen in Seen und Fliisse, die das
Potential besitzen, bereits in geringen Konzentrationen auf das Okosystem einzuwirken.
Viele Substanzen, wie chlorierte Kohlenwasserstoffe oder die Schwermetalle Cadmium und
Blei sind fiir Organismen fremd und wirken direkt toxisch, wéhrend einige Metalle, wie
Chrom oder Substanzen wie Ostrogene an Rezeptoren binden und dadurch biologische
Reaktionen indizieren konnen. Sie entfalten schddigende Effekte durch die Verdnderung
biologischer Abldufe oder wirken toxisch bei unphysiologisch hohen Konzentrationen. Fische
sind der Wirkung von toxischen Wasserinhaltsstoffen auf besonderer Weise ausgesetzt,
indem Haut und Kiemen in engem Kontakt mit dem Wasser als umgebenden Medium stehen.
Vielfach ist eine Reaktion von Haut und Kiemen, die als physikalische Barriere zum
Aufrechterhalten des internen Milieus und zur Abwehr von Krankheitserregern dient, bereits
kurze Zeit nach Exposition mit Xenobiota als Verdnderung der Schleimsekretion zu
erkennen; aber auch andere physiologische Systeme lassen Reaktionen auf eine
Schadstoffexposition erkennen. Ein wichtiges Organisationssystem ist das Immunsystem, das
auf einer Vielzahl von Abwehrreaktionen beruht uund Fische vor Infektionen mit Pathogenen
schiitzt oder das Wachstum von Zellen im Korper kontrolliert. Bei Fischpopulationen wird
schon lange vermutet, dass ein Zusammenhang zwischen belastetem Wasser und einer
erhohten Anfilligkeit gegeniiber Krankheitserregern besteht. Als mogliche Erklarung hierfiir
kann eine Beeintrachtigung von Reaktionen der Immunabwehr dienen.

Xenobiota konnen direkt eine cytotoxische Wirkung auf Immunzellen ausiiben oder indirekt
iiber physiologische Verdnderungen Abwehrreaktionen beeintrdchtigen. Da Fische {iber
zahlreiche Kompensationsmechanismen verfiigen, lassen sich direkte Interaktionen von
Schadstoffen mit Immunzellen am besten in in vitro-Systemen untersuchen.

Ein in der Umwelt sehr weit verbreitetes Schwermetall ist Chrom, das aus anthropogenen
Quellen vor allem aus der metallverarbeitenden Industrie (Verchromung) und beim Gerben
von Tierfellen freigesetzt wird. In Spuren wird Chrom vom Korper benétigt und spielt im

Glucosestoffwechsel eine wichtige Rolle. In hoéheren Konzentrationen wirkt es als
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Kontaktallergen oder, in seiner hexavalenten Form, als Karzinogen. Das hexavalente Chrom
iiberwindet rasch Zellmembranen, wird durch SH-tragende Aminosduren zur trivalenten
Spezies reduziert, die sich dann an Proteine anlagert. Beide Spezies konnen bei Menschen
toxische und immunmodulatorische Reaktionen induzieren.

Fiir Fischleukozyten erweis sich hexavalentes Chrom als cytotoxisch und schéadigte in erster
Linie stoffwechselaktive Zellen, wie Granulozyten und Makrophagen aus lymphoiden
Organen. Diese Zellen sind wesentlich an Reaktionen der angeborenen Immunsystems
beteiligt, das den Organismus unabhdngig von vorheriger Exposition mit einem bestimmten
Mikrooganismus vor Infektionen schiitzt. Nach der Aktivierung von Leukozyten, wie sie im
Laufe einer Infektion erfolgt, wurde ein Ausbleiben von wichtigen Funktionen der
Granulocyten beboachtet: verminderte Anheftung und Aufnahme von Partikeln sowie eine
geringere Sekretion von Substanzen, die Mikroorganismen abtdten kdnnen. Ausserdem blieb
bei Lymphocyten eine Zellproliferation aus, die fiir einen erfolgreichen Antigenspezifischen
Immunschutz notwendig ist.

Insgesamt 1dBt sich zeigen, dass insbesondere hexavalentes Chrom zelluldre
Immunreaktionen von Fischen erheblich beeintrichtigt, indem es fiir Zellen des angeborenen
Immunsystems eine zytotoxische Wirkung entfaltet und eine Proliferation von Lymphozyten

unterdruckt.
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Untersuchungen zur Osmoregulation von Karpfen durch

Vergleichsmessungen in Urin und Plasma

Claudia Meyer, Wolfgang Korting und Dieter Steinhagen
Fachgebiet Fischkrankheiten und Fischhaltung, Tierédrztliche Hochschule Hannover,
Biinteweg 17, D-30559 Hannover

e-mail: claudia.meyer@tiho-hannover.de

Zusammenfassung

Die zentrale Aufgabe des exkretorischen Teils der Niere von SiiBwasserfischen ist die
Osmoregulation. Bei Infektion empfénglicher Karpfen mit dem Héamoflagellaten
Trypanoplasma borreli entwickelt sich im Verlauf von 3 Wochen eine schwere Schidigung
des exkretorischen Nierenanteils. Anhand der von Karpfen gewonnenen Urin- und Plasma-
proben wurde die renale Osmoregulationsfahigkeit und -breite durch Analysen der
Elektrolytgehalte unter physiologischen und unter nierenpathologischen Bedingungen
vergleichend untersucht. Trotz massiver renaler Elektrolytverluste unter der parasitiren
Nephritis blieb die Osmolalitit des Plasmas dieser Karpfen wéhrend der gesamten Infektion
unverdndert. Ebenso stabil blieb der Natriumanteil im Plasma, trotz betrichtlich ansteigender
Natriumkonzentration im Urin. Die Karpfen befanden sich auch gegen Ende der parasitér
bedingten Nephritis noch innerhalb ihrer Osmoregulationsfdhigkeit. Ursache fiir die
Mortalititen bei mit Trypanoplasma borreli infizierten Karpfen ist in dem sehr
energieaufwendigen Elektrolytausgleich iiber die Kiemen und in der Blut-Glucosezehrung

durch die Hamoflagellaten, also in einem Energiedefizit, zu suchen.

Summary

The major task of the kidney in fresh water fishes is osmoregulation. Infection of susceptible
carps with the blood flagellate Trypanoplasma borreli have induced within 3 weeks heavy
pathological defects of the excretory part of the carps kidney. In order to monitor the capacity
of renal osmoregulation in carp, urine and plasma samples were compared under

physiological and pathological conditions of the kidney. Despite of enormous renal losses of
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ions under parasite nephritis carps kept the level of plasma osmolality constant during the
development of the infection. The same constancy was observed in the level of plasma
sodium in spite of heavy increases by sodium in urine. Over this at the end of the parasite
induced nephritis carps were still able to control their plasma osmolality. The reason of
mortality of carps under infection with Trypanoplasma borreli is to determine by the
extensive energy consumption of ions of the gills and by the glucose-consumption of blood

flagellates resulting in a high deficiency of energy.

Einleitung

In vorangegangenen Studien ergab sich bei empfianglichen Karpfen als Folge einer Infektion
mit Trypanoplasma borreli neben hdamolytischer Andmie eine hochgradige interstitielle
Nephritis (STEINHAGEN et al. 1990, BUNNAJIRAKUL et al. 2000). Empfangliche
Karpfen starben 3-4 Wochen nach der Infektion. Die Nephritis wurde verursacht durch eine
Proliferation mononukledrer Zellen. Diese Proliferation hatte Druckatrophien und
Degenerationen von Tubulusepithelzellen zur Folge. Im Verlauf der Infektion waren davon
zunichst Epithelzellen des distalen und dann auch des proximalen Tubulus betroffen
(RUDAT et al. 2000). Aufgrund der guten Reproduzierbarkeit dieser parasitdren Nephritis
bei empfanglichen Karpfen wurde die Infektion mit 7. borreli gewihlt, um zu kléren, ob und
inwieweit Gewebsschidden im exkretorischen Nierenanteil eine Niereninsuffizienz bei
StiBwasserfischen hervorrufen kénnen.

StiBwasserfische produzieren groe Urinmengen bei minimaler tubuldrer Wasserresorption,
um den osmotischen Wassereinstrom auszugleichen. Hierbei wird stark verdiinnter Urin
abgegeben (EVANS 1993). Da die Stickstoffexkretion bei Fischen vorrangig iiber die
Kiemen erfolgt, ist Hauptaufgabe der Niere im SiiBwasser die Volumenregulation und die
gleichzeitige Salzretention (BONE u. MARSHALL 1985). Bei Verdacht auf
Niereninsuffizienz mufl demnach vor allem eine Verdnderung der Ionenverhiltnisse in Urin
und Plasma iiberpriift werden. Zusitzlich sollte hier gekliart werden, ob als Usache fiir die

Mortalitdten eine Entgleisung der Osmoregulation benannt werden kann.

Material und Methoden

Verwendet wurden 70-100g schwere Spiegelkarpfen aus Laborzucht. Diese wurden durch

intramuskuldre Injektion mit 5000 Trypanoplasmen infiziert (LOM 1979, STEINHAGEN et
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al.1989). Gleichzeitig mit nichtinfizierten Kontrollkarpfen wurde an den Tagen 7, 14 und 21
nach der Infektion von diesen Karpfen Urin und Blut gewonnen und analysiert. Die
Nierenschidden wurden auflerdem durch histologische Proben dokumentiert. Um Urin in
ausreichender Menge sammeln zu konnen, die Blase bei Karpfen fasst nur 0,1-0,2 ml pro
100g KGW, war es notwendig jeweils einen Tag vor dem Untersuchungstag Dauerkatheter in
die Urinblasen der Karpfen zu implantieren (HIRANO et al. 1973, ELGER et al. 2000).
Besondere Bedeutung fiir das Vorgehen bei der Katheterisierung hatte der bei Karpfen nur
sehr kurze Ausfiihrungsgang (Urethra) der Harnblase (REICHLE 1959). Daher wurde zum
Schutz vor Herausrutschen der Katheter am Uroporus befestig. Hierzu erwies sich in
Vorversuchen eine tief verlaufende, um die Harnréhre zirkulierende Naht, mit gleichzeitig
zur Befestigung belassenen Schlaufen, als geeignet (modifiziert nach KAKUTA et al. 1986).
Die Implantation erfolgte unter Betdubung mit Tricain (MS 222). AnschlieBend wurden die
Karpfen fiir die folgenden 2 Tage in Einzelbecken verbracht. Wahrend dieser Zeit konnte
durch den als Katheter verwendeten Polyethylenschlauch (Innendurchmesser: 0,86mm,
Wandstérke: 0,33mm) in neben den Becken angebrachten Auffanggefilen Urin in 6h-
Intervallen gesammelt werden. Der Urin der ersten 24 Stunden kam, um Verfadlschungen der
Urinwerte durch Operationsstre3 (Labordiurese) zu entgehen, nicht zur Auswertung (ELGER
1982, KAKUTA et al. 1986). Urinproben bei denen Vermischung mit Beckenwasser nicht
ausgeschlossen werden konnte, wurden verworfen. So kamen von 9 Kontrollkarpfen und 19

infizierten Karpfen Proben zur Analyse.

Ergebnisse und Diskussion

Die histologischen Untersuchungen der Niere ergaben bei allen infizierten Karpfen eine im
Verlauf der Infektion zunehmende interstitielle  Nephritis und  zahlreiche
Tubulusdegenerationen. Die Auszéhlungen der Tubulusdegenerationen und der Tubuli pro
Gesichtsfeld zeigten, da gegen Ende der Infektion, am 21. Tag p.i. etwa 50-60 % des
exkretorischen Gewebes pathologisch verdndert waren.

Urin- und Plasmabefunde gesunder Karpfen:

Der Urin gesunder Karpfen war farblos-hellgelb und ungetriibt. Der pH-Wert betrug im
Mittel 7,45. Der physiologisch sehr hohe Urinflu3 dieser Karpfen lag im Mittel bei 7 ml/kg/h.
Der Mittelwert der Osmolalitit des Urins der Kontrollkarpfen betrug 28,3 mOsmol. Im
Plasma wurde bei diesen Karpfen eine mittlere Osmolalitdt von 280 mOsmol/I festgestellt.

Bei den gesunden Karpfen waren demnach die renalen Salzverluste sehr gering. Der Urin
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enthielt nur etwa 10% der im Plasma vorhandenen osmotisch aktiven Sustanzen, 90% der
Elektrolyte wurden durch tubuldre Mechanismen fiir den Korper zuriickgewonnen. Da die
Plasma- und Urinosmolalitit zum groften Teil durch Natrium bestimmt wird, waren dhnliche
Reabsorptionsergebnisse fiir Natrium zu beobachten (HENTSCHEL et al., 1978, KAKUTA
et. al. 1986). Im Plasma der gesunden Karpfen wurden im Mittel 138,6 mmol/l Natrium
festgestellt; der Urin enthielt mit 8,5 mmol/l im Mittel, somit nur noch 6% der Plasmamenge.
Die mittlere Konzentration der zweiwertigen Ionen Calcium (0,83 mmol/l) und Magnesium
(0,04 mmol/l) war im Urin der gesunden Karpfen insgesamt sehr gering und machte 3-5% der

Plasmakonzentrationen aus.

Urin- und Plasmabefunde der Karpfen unter parasitirer Nephritis:

Wihrend im Urin der mit T.borreli infizierten Karpfen im Verlauf der Infektion keine
signifikanten Verdnderungen in Urinflu und pH-Wert festzustellen war, zeigten sich in der
Osmolalitidt deutliche Anstiege. Im Verlauf der Infektion stieg die im Urin gemessene
Osmolalitdt massiv und betrug am 21. Tag p.i. 71 mosmol im Mittel. Der renale Verlust an
osmotisch aktiven Substanzen stieg im Verlauf der Infektion damit um das 2,5-fache. Die
Natriumkonzentration im Urin der Karpfen mit hochgradiger parasitirer Nephritis (21. Tag
p.i.) stieg um das 3,5fache auf 28 mmol/l. Die Anstiege der Mittelwerte von Urinosmolalitit
und Urinnatrium erwiesen sich als hochsignifikant (p-Wert<0,01). Hochsignifikante Anstiege
im Vergleich zu den Kontrollkarpfen waren auch bei den im Urin gemessenen Mengen an
Magnesium festzustellen. Am 21.Tag p.i. war der Gehalt an Magnesium im Urin im Mittel

verdreifacht. Auch die renalen Kaliumverluste verdoppelten sich im Laufe der Infektion.
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Bild I:  Urinbefunde bei Kontrollkarpfen und bei Karpfen mit parasitir bedingter
Nephritis

Im Gegensatz zu den Entwicklungen im Urin der Karpfen, zeigte sich die Osmolalitit des
Plasmas der infizierten Karpfen, trotz fortschreitender Niereninsuffizienz enorm stabil. Die
Mittelwerte der Infektionstage 7, 14 und 21 blieben im Bereich der bei den Kontrollkarpfen
gemessenen Plasmaosmolalitdt (280 mmol/l). Vergleichbar stabile Werte waren bei den
Natrium- und den Magnesiumkonzentrationen im Plasma der infizierten Karpfen zu
beobachten.

Die Kaliumkonzentrationen im Plasma stiegen deutlich im Verlauf der Parasitimie. Als
Ursache hierfiir ist allerdings vordergriindig die durch die Trypanoplasmen verusachte Lyse
von Erythrozyten und die daraus folgende Freisetzung von intrazellulirem Kalium zu sehen
(THOMAS u. WOO 1988, MCDONALD u. MILLIGAN 1992). Dieser Anstieg von Kalium
im Plasma ist auch als mitverantwortlich fiir die vermehrte Kaliumexkretion zu deuten.

Mit der Berechnung der Urin/Plasma-Verhiltnisse, also der Elektrolytanteile im Urin zu den
jeweils im Plasma der Fische vorhandenen, wird deutlich, dass die renalen Verluste an os-
motisch aktiven Substanzen von 10% bei gesunden Karpfen auf 26% am Ende der Infektion
(21. Tag p.i.) gestiegen waren. Massive Verluste fiir den Ionenhaushalt der infizierten Kar-

pfen ergaben sich fiir Natrium. Wurde bei den gesunden Karpfen im Mittel 94% der Plasma-
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natriumkonzentration durch tubuldre Reabsorption zuriickgewonnen, demnach nur 6% iiber
den Urin abgegeben, stieg am Ende der Infektion dieser renale Verlust auf 20% im Mittel.

Fiir Magnesium stiegen die renalen Verluste von 6% auf 9%, fiir Phosphor von 3% auf 7%.
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Bild 2: Plasmabefunde bei Kontrollkarpfen und bei Karpfen mit parasitir bedingter
Nephritis

Eine weitere Fragestellung dieser Studie war, ob dhnlich wie beim Sdugetier, sich Enzyme in
Urin und Plasma eignen, um zukiinftig zur Diagnostik von Nierenerkrankungen beizutragen.
Daher wurden zusitzlich die Gehalte von Alkalischer Phosphatase (AP) und Gamma-
Glutamyl-Transferase (GGT) bestimmt. Bei Sdugetieren wird AP, wie andere lysosomale
Enzyme, bei pathologischen Zellstoffwechsel vermehrt synthetisiert und ins Blut abgegeben
(BICKHARDT 1992). Bei Karpfen werden die hochsten Aktivitdten von AP in den Nieren
festgestellt und AP gilt daher als Leitenzym der Niere (HENTSCHEL u. MEYER 1980,
SCHEINERT u. HOFFMANN 1987). Im Verlauf der Entwicklung der Nephritis konnte im
Plasma der Karpfen ein signifikanter Anstieg von AP festgestellt werden.

Die Messung der GGT im Urin hat sich beim Sdugetier als ein sensitiver Indikator fiir das
MafB zerstorter Tubuli herausgestellt, denn GGT ist dort normalerweise in Epithelzellen des
proximalen Tubulus nachzuweisen und wird aufgrund seiner Molekiilgroe nicht iiber die

Glomerula filtriert (GRAUER u. LANE 1995). Bei den hier untersuchten Karpfen stieg der
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Anteil von GGT im Urin im Verlauf der Infektion im Mittelwert um etwa 50% (von 2,47 auf
3,73 U/l). Dieser Anstieg lag im Verhiltnis zu den etwa zu 50% zerstérten Tubuli der
Karpfennieren zu diesem Zeitpunkt (21. Tag p.i.). Aufgrund der Ergebnisse darf eine
diagnostische Eignung der beiden Enzyme vermutet werden, jedoch sollten vertiefende

Studien folgen.

Schlussbetrachtung

Insgesamt zeigten die Analysen in Urin und Plasma im Verlauf der parasitdren Nephritis,
dass bei den infizierten Karpfen eine deutliche Niereninsuffizienz auftrat, die sich parallel mit
Fortschreiten der Tubulusdegenerationen entwickelte. Diese Niereninsuffizienz fiihrte zu
einer verminderten tubuldren Netto- Reabsorption und damit zu hochgradigen renalen
Verlusten an Elektrolyten. Die Elektolytverhdltnisse im Plasma hingegen verdnderten sich
kaum. Die Karpfen befanden sich auch gegen Ende der parasitir bedingten Nephritis noch
innerhalb ihrer Osmoregulationsfahigkeit. Zur Osmoregulation der Fische gehort neben dem
Einsatz wechselnder Mengen an Nephronen, die Féhigkeit zu vermehrter Aufnahme von
Elektrolyten iiber die Kiemen (BONE u. MARSHALL 1985). Durch diese Funktion konnte
offensichtlich der Elektolythaushalt der infizierten Karpfen aufrechterhalten werden. Dieser
Elektrolytausgleich ist allerdings energetisch aufwendig. Gleichzeitig verbrauchten die
Blutparasiten in den infizierten Karpfen enorme Mengen an Blutglucose, wie durch
zusiétzliche Studien belegt werden konnte, so dass diese Tiere ein massives Energiedefizit
erlitten (MEYER et al. 2002). Dieses Energiedefizit, verstirkt durch die entstehende Anadmie,
muss verantwortlich gemacht werden fiir den Tod von empfinglichen Karpfenlinien unter

einer Trypanoplasma borreli Infektion.

Weiterfithrende Informationen zur Methodik, Analysen und Ergebnissen sind auch im
Rahmen einer Dissertation unter folgender Internet-Adresse einzusehen:

elib.tiho-hannover.de/dissertations/meyerc_2001.pdf
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In vivo-Nachweis einer hyalinscholligen Muskeldegeneration
beim Hausen (Acipenser huso)

unter Verwendung moderner bildgebender Verfahren (MRT,CT)

Heistinger, Heinz
NOTGD - Fachabteilung Fischgesundheitsdienst;
Babenbergerstrasse 22, A-3180 Lilienfeld

Zusammenfassung

Bei bis zu 8 Jahren in Betonbecken gehaltenen Hausen (Acipenser huso) konnten
hochgradige skoliotische Verdnderungen der Wirbelsdule festgestellt werden. Mittels CT und
MRT zeigten sich als Ursache 6dematdse Verdnderungen der paravertebralen Muskulatur.
AnschlieBend durchgefiihrte histopathologische Untersuchungen bestitigten diese Annahme

durch Nachweis von hyalinscholliger Degeneration des Muskelparenchyms.

Summary

Beluga-Sturgeons (Acipenser huso) kept in concrete basins up to 8 years show extreme
scoliotic malformation of the spine. CT and MRT series revealed oedemic changes in the
paravertebral muscular system as a possilble cause of these changes. Subsequent
pathohistological examinations confirmed this hypothesis by showing hyalin deposition in the

cytoplasma of muscle cells.

Einleitung

Acipenser huso, der Belugastor oder Hausen ist ein seit langem bekannter wertvoller Fisch,
der als hochwertige Nahrungsquelle wegen des Fleisches aber vor allem wegen des Kaviars
geschitzt wird. Bereits Herodot beschreibt die hohe Qualitét dieser Produkte und auch heute
kann man iiber 200 Eintragungen zum Thema Hausen im WorldWideWeb finden.

Dieser Tage ist der Ansatz, Hausen in Gefangenschaft zur Laichreife zu bringen allerdings
jener, einen Wiederbesatz der Donau im Rahmen von Umweltschutzprojekten des WWF und
anderer Naturschutzorganisationen zu versuchen.

Bei dafiir in Betonbecken gehaltenen Mutterfischen traten aber nach 6-8 Jahren abnormes

Schwimmverhalten zu einer Seite hin, skoliotische Verkrimmungen sowie einseitige
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Muskelhypoplasien auf. Im Zuge umfassender Untersuchungen konnten keinerlei
erregerbedingte Ursachen oder flir Store ungilinstige Wasserparameter in der Hélterung
festgestellt werden. Zwar trat bei einem der Fische einmal eine Schwimmblasenentziindung
auf, welche durch Antibiotikagaben erfolgreich behandelt werden konnte, jedoch zeigte
dieses Tier weiterhin oben beschriebene Symptomatik .

Mit Hilfe moderner bildgebender Untersuchungsverfahren (MRT, CT) konnte in
Transversalschnitten die einseitige Hypoplasie der paravertebralen Muskulatur bestétigt,
sowie im longitudinalen Schnittverfahren 6dematdse Verdnderungen im Muskelgewebe
nachgewiesen werden.

Eine anschlieBende pathohistologische Untersuchung bestétigte die Verdnderungen im
Parenchym nach Art und Form als hyalinschollige Muskeldegeneration.

Das Muskelgewebe eines Vergleichsfisches ohne die beschriebene Symptomatik zeigte
sowohl in der CT als auch in der MRT in beiden Schnittebenen ein homogenes,

symmetrisches Bild ohne Auftilligkeiten.

Material und Methode

Eine moglichst vollstindige Anamnese unter Beriicksichtigung der Haltungs- und
Fiitterungsbedingungen wurde erhoben. Weiters wurden die Fischbecken hinsichtlich
wasserchemischer und —physikalischer Parameter untersucht.

Zwei der oben beschriebenen Fische wurden mittels MS 222 narkotisiert und mittels
moderner bildgebender Verfahren (Computertomographie und Magnetresonanztomographie)
untersucht.

Bei der CT wurde der zu untersuchende Patient von einer Rontgenrdhre auf einem
Kreisbogen umfahren und mittels gepulster Rontgenstrahlung einmal pro Grad durchleuchtet.
Mit Hilfe eines Computers wurde aus diesen Aufnahmen das erwiinschte Schnittbild
errechnet und dargestellt. Die CT ist die Methode der Wahl zur Darstellung von Knochen-
und dhnlich strahlendichtem Gewebe. Die Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) ist eine
bilddiagnostische Methode ohne Einsatz von ionisierenden Strahlen. Das Prinzip beruht auf
einem Anlegen eines Magnetfeldes am Patienten, wodurch die Wasserstoffionen der Gewebe
parallel ausgerichtet werden um anschlieBend durch Radiowellen aus dieser Gleichrichtung
gedringt zu werden. Die Dauer bis zur Wiedererlangung der gleichen Ausrichtung ist dabei
fiir jedes Gewebe charakteristisch und kann so mittels Rechner zu einem Korperschnittbild

samtlicher Korpergewebe, vor allem nichtkndcherner Strukturen ausgewertet werden.
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Bei vorliegender Untersuchung wurden die erstellten CT- und MRT Bilder gleicher
Korperabschnitte miteinander verglichen.
Letztendlich wurden aus den untersuchten Muskelabschnitten Gewebeproben entnommen

und nach Farbung (Hamatoxilin-Eosin) und Fixierung pathohistologisch untersucht.

Ergebnisse

Im Zuge der Anamneseerhebung wurde festgestellt, da3 die Fische iiber Jahre ausschlieBlich
mit Forellenfutter gefiittert wurden, welches weder luftdicht noch im Dunkeln gelagert
wurde.

Untersuchungen hinsichtlich erregerbedingter Ursachen oder fiir Stére ungiinstige
Wasserparameter der Hélterung verliefen negativ. Zwar trat bei einem der Fische einmal eine
Schwimmblasenentziindung auf, welche durch Antibiotikagaben erfolgreich behandelt
werden konnte, jedoch zeigte dieses Tier weiterhin oben beschriebene Symptomatik .

Im CT-Transversalschnitt war eine einseitig hochgradige Hypoplasie der paravertebralen
Muskulatur  sowie  Verdnderungen 1im  Skelett nachweisbar. In den MRT-
Longitudinalschnitten konnten 6dematdse Verdnderungen der paravertebralen Muskulatur
nachgewiesen werden, welche als degenerative Entziindung des Muskelgewebes interpretiert
wurden.

Die selben Muskelabschnitte zeigten in der HE-Féarbung das pathohistologische Bild einer
hyalinscholligen Muskeldegeneration (HMD).

Computertomographie, Transversalschnitt
(D: deutliche Asymmetrie der Rumpfmuskulatur)
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Bild einer hyalinscholligen Muskeldegeneration
(Hamatoxillin-Eosin-Farbung)

Diskussion

In der Tiermedizin ist das Krankheitsbild einer hyalinscholligen Muskeldegeneration (HMD)
sowohl bei Sdugern als auch bei Vogeln beschrieben, wobei als Hauptursache ein Mangel an
Vitamin E- und Selen gilt.

Die erkrankten Fische konnten weder durch das im Wasser geldste, noch durch das dem
verwendeten Futter beigemengte Selen ausreichend versorgt werden.

Da Vitamin E ein Antioxidans ist und das verwendete Fischfutter einen sehr hohen Fettanteil
besitzt, sinkt der Vitamin E-Gehalt bei iiber ldngere Zeit gedffneten Futtersdcken rasch ab
und das Futter wird ranzig.

Somit lassen sich die Ergebnisse vorliegender Untersuchung wie folgt interpretieren:

1. Jahrelanges Fiittern von Stéren mit Forellenfutter fithrt zu Stoffwechselstérungen, die
sich zu einer Hyalinscholligen Muskeldegeneration der Muskulatur entwickeln.

2. Muskelgewebeverdnderungen wie eine HMD lassen sich bei Fischen in der Grof3e eines

3. 8-jahrigen Hausens (ca. 20kg) bereits in vivo durch bildgebende Untersuchungsverfahren
(CT, MRT) nachweisen, wodurch eine Therapie erkrankter Fische moglich wird.

4. FEine Futterumstellung sowie ein Zusatz von veterindrmedizinischen
VitaminE/Selenpridperaten wird zeigen, ob und bis zu welchem klinischen

Ausbildungsgrad eine HMD bei Hausen therapierbar ist.
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Der Einsatz von Mikrobiotests zur Aufklirung schadstoffbedingter

Fischsterben

Muna Latif und Elisabeth Licek
Institut fiir Hydrobiologie, Fisch- und Bienenkunde
Veterinarmedizinische Universitiat Wien

A-1210 Wien, Veterinirplatz 1

Zusammenfassung

Die Toxizitit und die chemischen Eigenschaften von 40 Wasser-, Abwasser- und
Sedimentproben aus der Traun, einem Osterreichischen Alpenflul, wurden untersucht.
Zusitzlich wurden 20 Porenwasserproben aus den Sedimenten getestet. Akute und chronische
Toxizitétstests wurden mittels 5 kostengiinstigen Mikrobiotests und eines konventionellen
Testverfahrens durchgefiihrt.

Diese erstmalige Untersuchung der Traun zeigt, dal Mikrobiotests ein brauchbares
Instrument fiir ein kostengiinstiges Screening zur Risikoabschdtzung kontaminierter

Umweltproben sein konnen.

Summary

The toxicity and chemical quality of 40 water, waste water and sediment samples collected
from an Austrian alpine river (Traun) were studied. In addition, 20 pore water samples were
extracted from sediments. Acute and chronic tests were carried out with 5 cost- effective
microbiotests and one conventional bioassay.

This preliminary study indicates that the microbiotests seem to be a convenient tool for low

cost toxicity screening for hazard assessment of contaminated samples.

Einleitung

Seit einigen Jahren treten in verschiedenen Fliissen Osterreichs wie z.B. in der Traun
Probleme bei Bachforellen auf, wobei folgende Symptome beobachtet werden:

Dunkelfarbung, Reproduktionsverminderung und Fischsterben.
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Trotz bakteriologischer, parasitologischer, virologischer und histologischer Untersuchungen
gab es keine iibereinstimmenden Befunde, sodal mogliche Umwelteinfliisse nicht
ausgeschlossen werden kdnnen.

Ziel des Projektes war die Abklirung moglicher Umweltkomponenten durch
okotoxikologische und chemische Untersuchungen. Da die konventionellen aquatischen
Toxizititstests die kontinuierliche Aufrechterhaltung von Kulturen der Testorganismen
erfordern, erweisen sich derartige Untersuchung als besonders personal- und material-
kostenintensiv. Als alternative Biotests wurden Mikrobiotests, sog. ,,Toxkit-Biotests®,
verwendet. Dieses Tests sind unabhingig von Ziichtung und Aufrechterhaltung von
Stammkulturen der Testorganismen. In den meisten publizierten Validierungsstudien
brachten die Mikrobiotests gute Ergebnisse (Persoone, 1998a; Persoone, 1998b; Blaise, 2000;
Pauli & Berger, 2000; Persoone and Vangheluwe, 2000, Latif, 1992; Latif et al., 1995; Latif
& Zach, 2000 und Chial & Persoone, 2002c).

Material und Methodik

Probenahmestellen

An den folgenden 10 Stellen wurden 40 Wasser-, Abwasser- und Sedimentproben gezogen:
Bei der Einleitung der Kldranlage Bad Goisern in die Traun (B) sowie aus der Traun ca. 30 m
oberhalb der Kldranlage (A) und an drei Probenahmestellen nach der Kliranlage, d.h. ca. 30
m unterhalb (C), ca. 50 m nach der Einmiindung des Miihlbaches (D) und vor der Briicke
Lauffen (E).

Bei der Einleitung der Kldranlage Bad Ischl in die Traun (F) sowie aus der Traun ca. 20 m
oberhalb der Kldranlage (G) und an drei Probenahmestellen nach der Kldranlage, d.h. ca. 30
m (H), 60 m (I) und 100 m unterhalb (J).

Wasserproben: Die Stichproben am 21. Februar und 1. August 2001 wurden in
Polyethylenflaschen entnommen. Die Proben wurden in kleine Portionen geteilt.
Schwermetallproben wurden mit Salpetersdure konserviert, die iibrigen Teilproben wurden
entweder bei 4°C gekiihlt und innerhalb 24 h analysiert oder bei -20°C im Tiefkiihlschrank
bis zur Analyse aufbewahrt.

Sedimentproben: Gleichzeitig mit jeder Wasserprobe wurden mindesten 10 Teilproben von
Sediment in Polyethylenbeutel gesammelt und iiber Nacht bei 4°C gelagert. Innerhalb von
24h  wurden die Teilproben vereinigt und homogenisiert. Die Proben fiir die

Sedimentuntersuchung wurden bei -20°C im Tiefkiihlschrank bis zur Analyse aufbewahrt.
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Fiir die Analyse wurden die aufgetauten Proben durch ein Sieb von 0,800 mm Maschenweite
gesiebt.

Porenwasserproben: Zur Gewinnung der Porenwasserproben wurden die Sedimentproben
jeder Entnahmestelle zentrifugiert (4000 U/Min, 30 Min). Die gewonnenen Proben wurden
bei -40°C bis zur Analyse auftbewahrt.

Toxizitiatstests

Akute Toxizititstests:

Daphtoxkit F™ Mikrobiotest:

Die Durchfiihrung des Verfahrens folgt der Vorschrift von Daphtoxkit F magna (2001),

analog OECD 202 (1984). Die Testorganismen sind maximal 24 Stunden alte Jungtiere von
Daphnia magna, die aus Dauerstadien (Ephippien) stammen. Priifkriterium ist die

Bewegungshemmung von D. magna nach 24h.

Thamnotoxkit F™ Mikrobiotest:
Die Durchfiihrung des Verfahrens erfolgt nach der Vorschrift von Thamnotoxkit F (2001).

Die Testorganismen sind die Nauplien von Thamnocephalus platyurus. Sie stammen aus

Zysten (Dauerstadien). Priifkriterium ist die Mortalitdt der Nauplien nach 24h.

Chronische Toxizititstests:

Protoxkit F™ Test:

Der Test mit Protozoa wurde von Dr. W. Pauli am Institut fiir Biochemie und
Molekularbiologie der Freien Universitdt Berlin entwickelt und von Prof. Persoone an der
Universitit Gent filir das Toxkit-Konzept adaptiert.

Dieser Biotest wird mit dem Ciliaten Tetrahymena thermophila durchgefiihrt. Die Ciliaten
liegen als lebendige Testorganismen in einer sterilen Stammbkultur vor. Priifkriterium ist die

Zellvermehrungshemmung nach 24 Stunden.

Algaltoxkit F™ Test:
Der Test folgt der Vorschrift von Algaltoxkit F™ (2001), analog OECD 202 (1984) sowie

ISO (1989). Die Griinalgen liegen immobilisiert als "algal beads" in einer
Aufbewahrungsfliissigkeit "Matrix" vor und werden nach etwa 2 Stunden in der

Aktivierungsphase verwendet. Dieser Toxizitdtstest wird mit Raphidocelis subcapitata
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(ehem.  Selenastrum  capricornutum) durchgefiihrt.  Prifkriterium  ist  die

Zellvermehrungshemmung binnen 3 Tagen.

Ostracodtoxkit F™ Test:

Der Test folgt der Vorschrift von Ostracodtoxkit F'™ (2001). Der Test dauert 6 Tage und
wird mit dem Testorganismus Heterocypris incongruens durchgefiihrt. Die aus Dauerstadien
(Zysten) stammenden Testorganismen sind maximal 24h alt. Testkriterien sind Mortalitét

und Wachstumshemmung der Tiere.

Toxizititstest mit hoheren Pflanzen:

Dieser konventionelle Test wurde nach NEURURER (1975) durchgefiihrt. Als

Testorganismus dient Gartenkresse (Lepidium sativum L.). Die Keimungshemmung und die

Hemmung des Keimwurzelwachstums wurden nach 2 Tage bewertet.

Datenauswertung

Die Toxizitdt wurde in prozentualen Hemmwerten ausgedriickt. Die toxische Grenze bei
Daphtoxkit- und Thamnotoxkit- sowie Kressetest liegt bei einer Hemmung von 10%. Bei
Protoxkit-, Algaltoxkit- und Ostracodtoxkit liegt die toxische Grenze bei einer Hemmung von
20%. Die Korrelation zwischen Toxizitdt und chemischen Parametern wurde mittels linearer

Regressionanalyse (P<0,05) ermittelt.

Ergebnisse

Ergebnisse der Toxizitéitstests

Abbildung 1. zeigt die Ergebnisse der okotoxikologischen Untersuchung der Traun, des
Ablaufes der Kldranlagen Bad Goisern und Bad Ischl im Winter.

Alle Wasserproben der Traun und der Ablauf der Kldranlage Bad Ischl zeigten keine
Toxizitdt, wihrend der Ablauf der Kldranlage Bad Goisern sowohl eine akute als auch
chronische Toxizitédt aufwies.

Abbildung 2. zeigt die Ergebnisse der Toxizitéttests mit Porenwasser und Sedimentproben
der Traun im Winter.

Die Porenwasserproben zeigten eine geringe akute toxische Wirkung gegeniiber Daphnien an
sieben Untersuchungsstellen. Beim Ablauf der Kldranlage Bad Ischl wurde eine sehr starke

toxische Wirkung gegeniiber Thamnocephalus platyurus nachgewiesen. Im Kressetest wurde
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eine schwache bis starke Hemmung des Wurzellingenwachstums bei allen Proben
festgestellt.

Die Sedimentproben von der Entnahmestelle oberhalb der Kldranlage Bad Goisern, unterhalb
der Miihlbaches sowie vor der Briicke Lauffen und oberhalb der Kldranlage Bad Ischl

bewirkten im Winter den Tod von Heterocypris incongruens.

Im Sommer verhielten sich die Ergebnisse der untersuchten Wasser-, Abwasser-,
Porenwasser- und Sedimentproben wie im Winter, jedoch wiesen die Proben allgemein einen

geringeren toxischen Effekt gegeniiber den Testorganismen auf.

Ergebnisse der chemischen Analyse

Tabelle 1. zeigt die chemisch- physikalische Beschaffenheit der Wasserproben von Traun,
Ablauf der Kldranlagen Bad Goisern und Bad Ischl im Winter.

Tabelle 2. gibt die Analysenergebnisse der Porenwasserproben im Winter wieder.

Aufgrund der Ergebnisse kann gesagt werden, daB die chemische Belastung des
Porenwassers deutlich hoher als in der flieBenden Welle war. Auflerdem waren die

Porenwasserproben im Winter hoher belastet als im Sommer.

Korrelation zwischen Toxizitidt und chemischen Parametern
Die Mehrheit der chemisch hochbelasteten Proben zeigte auch eine hohe Toxizitdt. Im
allgemeinen wurde eine gute Korrelation, d.h. im Bereich von 0,7 bis 1,0 (P<0,05) zwischen

NHj3, NO,, BSBs, TOC, DOC, AOX, Cu, Zn, Pb und der Toxizitit gefunden.

Diskussion

Ziel dieser Studie war es zur Aufklirung des Bachforellen-Sterbens und der
Reproduktionsverminderung der Fische in der Traun beizutragen.

Zu diesem Zweck gelangten neue kostenglinstige Mikrobiotests zum FEinsatz. Um eine
moglichst breite Palette von Schadstoffen abzudecken wurden Toxizitdtstests mit
verschiedenen Indikatororganismen eingesetzt. Auflerdem wurden zusitzlich zu den
Wasserproben auch Porenwasser und Sedimente untersucht.

Wihrend alle untersuchten Oberflichenwasserproben der Traun keinen toxischen Effekt auf

die Testorganismen zeigten, obwohl die Stichprobe aus dem Ablauf der Kldranlage Bad

227



Goisern als toxisch beurteilt wurde, bewirkten alle Porenwasserproben und ca. 75% der
Sedimentproben einen deutliche Hemmung.

Diese Ergebnisse geben einen Hinweis auf die Bedeutung der Untersuchung von Sedimenten
und Porenwasser fiir die Aufkldrung von toxikologischen Fragestellungen in Gewdssern.
Beim Porenwasser wurden die gelosten biologisch verfiigbaren Schadstoffe getestet, wihrend
beim Gesamtsediment zusétzlich die an das Sediment gebundenen Substanzen toxikologisch

untersucht wurden.
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Tab.1: Chemisch-physikalische Analyse der Traun, Ablauf Klaranlage Bad Goisern und Kléranlage Bad Ischl im Winter

oh KA Goisern Ablauf d. KA uh KA uh KA uh KA oh KA Ischl Ablauf d. KA uh KA uh KA uh KA

Parameter |Einheit 30 Meter Goisern 30 Meter Miihlbach vor d. Briicke 20 Meter Ischl 20 Meter 60 Meter 100 Meter
B) A) ©) D) Lauffen (E) ) G) (H) @ @

Temp.* °C 5,8 6,2 6,0 6,0 6,0 59 6,0 6,0 6,2 6,0
pH 7,7 7,7 7,8 7.8 7.8 7,7 7,7 7.8 7.9 8,0
02 mg/l 6,67 6,9 6,98 6,97 6,95 6,93 8,13 8,18 8,22 8,25
LF puS/cm 220 800 277 223 226 240 752 317 333 340
GH °dH 7,2 10,2 7,5 7,1 8,0 7,9 12,9 9,8 8,2 8,6
BSB5 mg/l 0,41 4,72 0,93 0,61 0,63 0,72 3,17 1,22 0,41 0,41
NH3 mg/l <0,01 0,07 0,08 <0,01 0,01 <0,01 0,02 0,01 0,01 0,01
NH4 mg/l 0,03 3,69 3,43 0,13 0,24 0,06 1,10 0,25 0,31 0,37
NO2 mg/l 0,01 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,28 0,05 0,06 0,08
NO3 mg/1 1,78 0,03 1,57 1,51 1,69 1,69 44,5 8,4 9,7 11,4
Ges.P mg/1 0,02 0,42 0,04 0,01 0,01 0,01 0,16 0,04 0,034 0,03
TOC mg/1 0,95 10,85 1,49 1,12 0,98 0,82 10,11 1,65 1,65 1,26
DOC mg/l 0,82 8,52 1,25 0,95 0,82 0,75 8,12 1,46 1,43 0,95
AOX mg/l 0,05 0,05 <0,05 0,05 <0,05 0,06 0,08 0,06 0,07 0,06
Cd mg/l <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Pb mg/l <0,100 <0,100 <0,100 <0,100 <0,100 <0,100 <0,100 <0,100 <0,100 <0,100
Cu mg/l <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Zn mg/l <0,02 0,031 0,021 <0,02 <0,02 <0,02 0,055 0,031 0,022 0,021
* vor Ort, oh: oberhalb, uh: unterhalb, KA: Kliranlage
Tab.2. | Chemisc}|1—physikalische Ana|1yse des Porenwass<|:rs von Sediment|en der Traun itr|1 Winter
Parameter  |Einheit (A) (B) ©) (D) (E) (F) (G) (H) @ J)
pH 8,0 8,2 8,1 7,9 8,1 7,9 7.4 7,5 7,7 79
LF puS/cm 386 889 358 362 411 390 927 612 554 532
GH °dH 10,8 12,7 11,2 10,5 10,9 11,8 14,7 12,9 12,3 12,6
NH3 mg/l 0,10 0,32 0,15 0,11 0,21 0,10 0,06 0,07 0,11 0,15
NH4 mg/l 2,68 5,34 3,06 3,74 4,46 3,22 6,11 522 5,74 4,96
NO2 mg/1 0,18 0,48 0,53 0,18 0,18 0,13 0,22 0,20 0,19 0,42
DOC mg/1 72 112 78 86 78 83 110 88 99 75
AOX mg/l 0,10 0,25 0,20 0,11 0,22 0,12 0,54 0,17 0,18 0,18
Cd mg/l <0,020 <0,020 <0,020 <0,020 <0,020 <0,020 <0,020 <0,020 <0,020 <0,020
Pb mg/l <0,100 <0,100 <0,100 <0,100 <0,100 <0,100 0,142 <0,100 <0,100 <0,100
Cu mg/l <0,010 0,062 0,026 0,021 0,021 <0,010 0,129 0,027 0,045 0,044
Zn mg/l <0,020 0,021 0,024 0,022 0,028 0,021 0,212 0,057 0,082 0,083
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Implantation von Radio-Telemetrie Transmittern in Karpfen (Cyprinus

carpio L.) — Chirurgische Technik und Gewebsreaktionen.

. 1 . . 2
Thomas Weismann * und Christian Bauer

' BAW: Institut fiir Gewisserokologie, Fischereibiologie und Seenkunde;
Scharfling 18, A-5310 Mondsee, Osterreich
2 Okologische Station Waldviertel, Gebharts 33, A-3943 Schrems, Osterreich

Zusammenfassung

Im Rahmen eines Forschungsprojektes mit dem Titel ,,Radiotelemetrische Untersuchungen
am Zuchtkarpfen wihrend der Winterung® wurden Karpfen (Cyprinus carpio L.) im
Waldviertel (Niederosterreich) mit Sendern ausgeriistet. In dieser Arbeit wird eine
chirurgische Technik beschrieben die bei der intraperitonealen Implantation von Radio-
Telemetrie-Transmittern angewandt wurde. Es gab keine postoperativen Komplikationen
oder Verluste. Beim Abfischtermin nach der Winterung wiesen die Fische einen guten
allgemeinen Gesundheitszustand auf. Wundheilung und Gewebereaktion wurden {iberpriift.
Aufgrund der niedrigen Wassertemperaturen kam es nur zu einer inkompletten Abheilung der

Inzisionswunde. Der Trasmitter wurde von einer fibrindsen Gewebskapsel umgeben.

Einleitung

Biotelemetrische Methoden — insbesondere die intraperitoneale Implantation von Sendern -
haben sich als wissenschaftliche Methodik zur Erforschung beispielsweise von
Wanderungsverhalten etabliert und gewinnen aufgrund der technischen Entwicklung
(SendergroBle, Leistung, Peilsysteme) noch mehr an Bedeutung. Vor allem in Langzeit-
Studien haben sie sich bewéhrt und werden weltweit bei verschiedenen Fischarten erfolgreich
eingesetzt. Dennoch wird auch iiber Komplikationen berichtet z.B. hohe postoperative
Mortalitdt, Wundinfektionen, Wundnahtrupturen, SenderausstoBung {iber Inzision,

Bauchwand oder Darm. Beschreibungen von biotelemetrischen Arbeiten mit Karpfen gibt es
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aus Tschechien, Frankreich, USA und Kanada. In Osterreich wird seit 1996 diese Methodik
bei Fischen angewandt.

In der vorliegenden Arbeit wird eine Operationstechnik beschrieben die sich im Wesentlichen
an die in der Literatur beschriebenen Methoden orientiert und es wird auf die besonders
niedrigen Temperaturverhdltnisse wéhrend der Hilterung und Winterung im Anschluss an
den operativen Eingriff in Bezug auf Gesundheitszustand, Wundheilung und Gewebereaktion

eingegangen.

Material und Methoden

Der Sender
Interner Radio Telemetrie Transmitter. Firma LOTEK Inc. (Kanada), Typ MBTF-5 (59mm x
@ 11mm) mit externer Schlepp-Antenne (Lidnge 430mm); 10,3g an der Luft; 4,6g im Wasser;

d.h. 1,75% des Korpergewichtes eines Fisches an der Luft wird nicht iiberschritten.

Die Karpfen

Es wurden Spiegelkarpfen verwendet um nicht die Schnittfiihrung durch Schuppen zu
erschweren. Insgesamt wurden 31 Versuchsfische in den Wintersaisonen 1999/2000 (1),
2000/2001 (II) und 2001/2002 (III) jeweils Ende Oktober besendert. Das Gewicht der
Karpfen betrug zu den Operationsterminen 1.192g — 2.346¢g (Tab.1).

Chirurgisches Protokoll

Die hier angewandte chirurgische Methode lehnt sich an in der Literatur beschriebene an. Die
Fische wurden in einem Narkosebad mit MS222" (100mg/l, Sandoz) anaesthesiert.
Narkoselosung wurde zur Kiemenspiilung bereitgestellt. Die Operation erfolgte dann im
Trockenen. Die Karpfen wurden in eine mit nassen Tiichern ausgekleidete V-formige
Operationsvorrichtung verbracht und durch einen OP-Assistenten mit Bauch nach oben und
den Kopf schrdg nach unten geneigt fixiert. Desinfektion des Operationsfeldes mit Aethanol
70% und Isozid®-H (Fa.Gebro). Die Erdffnung der Bauchhéhle erfolgte durch einen 2-3 cm
langen Schnitt posterior des Beckengiirtels, ventral in der Medianlinie durch Haut, Unterhaut,
Bauchmuskulatur (linea alba) und Peritonaeum. Dann wurde dorso-lateral der Inzision die
Bauchwand mit einem Venenverweilkatheder (14G/2,0 mm) durchstoBen und das freie Ende
der Transmitterantenne durch die Kaniile von innen nach auflen gefiihrt, bei gleichzeitigem

Zuriickziehen des Stahlmandrins und nachfolgender Entfernung der Kaniile. Jetzt wurde der
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sterile (Aethanol 70%) Sender durch die Inzision in die Bauchhohle nach cranial geschoben
und dorsal des Beckengiirtels plaziert und die Antenne gestreckt. Die OP-Wunde wurde
durch 3-4 getrennte Knopfndhte mit gekreuzten chirurgischen Knoten verschlossen. Es wurde
nichtresorbierbares Nahtmaterial (Supramid®, 3EP, USP 2/0; Serag-Wiesner) verwendet.
AnschlieBend an den Operationsvorgang wurde eine antibiotische Versorgung intraperitoneal
durchgefiihrt (Baytril® 2,5%, Bayer AG; 10 mg / kg Korpergewicht) und der
Wundnahtbereich mit Betaisodona®-Losung (Mundipharma) desinfiziert und mit
Terramycin®Aerosol-Spray (Pfizer) abgedeckt. Die Operationsdauer betrug 3-5 Minuten.
AnschlieBend an die Aufwachphase in Frischwasser wurden die Fische 6-7 Tage zur
Beobachtung von Erstreaktionen bei einer Wassertemperatur von 7,7 — 13,0°C gehéltert (Tab
3) und dann in drei Winterungsteiche ausgesetzt. Die Wundndhte blieben bis zur

Friihjahrsabfischung liegen.

Nach der Winterung

Anfang Mirz, also nach ca. 4 Monaten, wurden die Karpfen aus den Winterteichen
abgefischt. Dabei wurden sie gewogen, abgemessen, der Korpulenzfaktor (K = W/LY)
berechnet, der allgemeine Gesundheitszustand beurteilt, klinische und parasitologische
Untersuchungen (Haut- und Kiemenabstriche) durchgefiihrt und die klinisch-pathologischen
Gewebsreaktionen im Bereich der Operationswunde und des implantierten Transmitters
dokumentiert.

Zur vergleichenden Beurteilung wurden die augenscheinlichen entzilindlichen Reaktionen im
duBeren Bereich der Wundnaht und der Austrittspforte des Antennenkanals in 4 Kategorien

beschrieben (Tab.2):

Keine Entziindungserscheinungen, allenfalls leichte Rotung.

1. Sichtbare Entziindungserscheinungen; mittelgradige Rotung; leicht aufgeworfene
Wundréinder im Bereich der Stichkanédle der Ndhte und des Antennenkanals; geringgradig
trichterféormige Erweiterung der Antennenkanalpforte.

2. Ausgeprigte Entziindungserscheinungen; hochgradige Rotung; stark aufgeworfene
Wundrénder im Bereich der Stichkanile und des Antennenkanals; mittel- bis hochgradig
trichterformige Erweiterung der Antennenkanalpforte.

3. Deutliche Nekrosen und Ulcerationen im Wundbereich.
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Ergebnisse und Diskussion

Chirurgische Methode

Die vorliegende Studie zeigt dass die Methode des midventralen Zuganges von den
Versuchsfischen sehr gut toleriert wurde und praktisch keine Blutungen gesetzt wurden. Die
Moglichkeit eines lateralen Zuganges wurde hier verworfen mit der Begriindung einer

verstdrkten Gefahr von Blutungen und Organverletzungen.

Der separat punktierte Antennenkanal wird als zusidtzlich mdgliche Infektionspforte
beschrieben, bei den von uns operierten Karpfen wurden nur entziindliche Verdanderungen im
Bereich der Austrittspforte festgestellt, hingegen keinerlei peritonitische Auffilligkeiten. Die
Fixierung der Antenne an der Haut mittels Naht (um die Irritationen durch die
Antennenbewegung zu vemindern) wurde nicht vorgenommen um eine mogliche
Komplikation durch die Naht zu vermeiden. Eine kritische Phase im Operationsverlauf stellt
das Einfddeln des Antennenendes in die Venenkaniile dar, ndmlich dann wenn der
Kathederlumenrand durch den Durchstichvorgang durch die Bauchwand beschéddigt oder der

Kunststoffschlauch geknickt wurde.

Fiir den Wundverschluss werden verschiedene Materialien diskutiert: Nichtresorbierbares
und resorierbares chirurgisches Nahrmaterial, Gewebekleber auf Cyanoacrylatbasis,
Wundklammern und Kombinationen aus mehreren Techniken. Bei dieser Arbeit wurde
nichtresorbierares Nahtmaterial (Polyamid pseudomonofil) verwendet aus der Uberlegung
heraus dass bei niedrigen Wassertemperaturen die Wundheilungskapazitit herabgesetzt sein
wiirde. Und in der Tat zeigten die Ergebnisse eine inkomplette Abheilung der Inzisionswunde
zum Zeitpunkt des Abfischens. D.h. die Verwendung von resorbierbarem Nahtmaterial oder
von Gewebkleber bei niedrigen Wassertemperaturen wiirde die Gefahr von Fischverlusten
und von SenderausstoBung {iber eine mdglicherweise klaffende OP-Wunde provozieren.
Transmitterexpulsionen als eine der mdglichen Komplikationen werden in der Literatur
beschrieben. Die Infektionsgefahr iiber die Stichkanéle der bleibenden Néhte ist bezogen auf

diese Studie vernachldssigbar.
Die postoperative antibiotische Versorgung ebenso wie die Desinfektion von Operationsfeld

und Wunde gelten fiir uns als obligate lege artis Schritte hinsichtlich einer

Infektionsprophylaxe.
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Allgemeiner Gesundheitszustand

Die Operation verlief bei allen Versuchstieren ohne Komplikationen. Die Karpfen erholten
sich rasch und zeigten bis zum Aussetzen in die Winterteiche ein durchwegs vitales
Verhalten. Auch im Friihjahr wiesen die abgefischten Versuchsfische einen sehr guten
Gesundheitszustand auf und die Ergebnisse lassen vermuten dass weder der chirurgische
Eingriff, noch die Prdsenz des Transmitters in der Bauchhdhle wéhrend der gesamten

Winterungsperiode einen negativen Einfluss auf Gesundheit, Gewicht und Kondition hatten.

Zwei Ausfille von besenderten Karpfen wurden bei den Friihjahrsabfischungen verzeichnet.
Ausfall Nr.1 im Winter 2000/2001: Dieser Fisch wurde bis eine Woche vor der Abfischung
in seinen diversen Positionen bestimmt und zuletzt noch an der zu diesem Zeitpunkt

aktivierten

Futterstelle registriert. Bei der Abfischung fehlte der Karpfen. Ausfall Nr.2 im Winter
2002/2002: Bereits Ende Dezember 01 wurde der Fisch fiir tot erkldrt da er seine Position im
Teich nicht mehr verdnderte. Der Fisch blieb verschwunden. Bis dahin konnte keine
Abweichung im Verhalten gegeniiber dem der anderen Versuchsfische festgestellt werden,
sodass die Annahme, er hitte an keinen unmittelbaren Operationsfolgen zu leiden gehabt,
gerechtfertigt erscheint. Uber Ursachen der beiden Verluste kann nur spekuliert werden. Im
Fall Nr.1 scheiden Krankheit bzw. Folgen der Operation aus weil sich der Fisch bis kurz vor
der Abfischung normal verhielt und offensichtlich Futter aufnahm. In beiden Fillen kommen
schlechte ~Wasserqualitidtswerte aufgrund der Messergebnisse nicht in  Frage.
SenderaustoSung kann nicht ausgeschlossen werden, erscheint aber zumindest im Fall Nr.1
zu diesem Zeitpunkt unwahrscheinlich. Fischrduber kommen in Frage und wurden auch an

beiden Versuchsteichen nachgewiesen (Fischotter).

Die parasitologische Untersuchung von Haut und Kiemenabstrichen im Mikoskop ergab nur

geringgradige Nachweise von Ektoparasitenbefall (z.B. Ichthyobodo necatrix).

Die Tab. 1 zeigt die Verluste, Gewichtsverluste und die Verdnderungen der

Korpulenzfaktoren wihrend der Winterung.
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Tab. 1 : (nach Bauer 2002)
Verluste, Gewiichtsverdnderungen, Korpulenzfaktoren

I = Saison 1999/2000; I = 2000/2001; III = 2001/2002

praeoperativ Abfischtermin (Mérz)
Operationstermine [ 29.10.99
II 04.10.00
111 10.10.01
Versuchsfische gesamt 31 29
I 10 10
11 10 9
111 11 10
Verluste II 1
111 1
Gewicht (g) I-111 1.192 — 2.346 1.160 — 2.281
Gewichtsverluste I -2,3
(D %) II -1,6
11 -0,7
Korpulenzfaktoren 1 2,063 2,016
(9) II 2,303 2,263
111 2,224 2,209

Haut: Gewebsreaktionen

In der Tab.2 ist die Aufteilung der oben genannten Kategorien von &dulerlichen
Entziindungserscheinungen der Naht- und Antennenaustrittsbereiche angefiihrt. Die
Beurteilung erfolgte jeweils zum Abfischtermin. Der Zustand der Nahtbereiche kann als
generell zufiedenstellend bezeichnet werden. Der Grof3teil der Versuchsfische (20 = 69%)
wies Reaktionen der ersten und zweiten Stufe auf, 7 (= 24%) jene der dritten und nur 2 (=
7%) jene der vierten Stufe. Beide Exemplare mit Entziindungsreaktion 4 hatten einige
Schuppen im Bereich des Operationsfeldes. Diese mussten vor dem Hautschnitt entfernt
werden. Es kann davon ausgegangen werden dass die offenen Schuppentaschen einen Grund

fiir die Entstehung von Hautnekrosen und Ulcera bei diesen beiden Karpfen darstellten.
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Tab 2 (nach Bauer 2002)

Entzlindungserscheinungen im Bereich Wundnéhte nach der Abfischung

Saison 99/00 00/01 01/02
untersuchte Fische n=29 10 9 10
Kategorie 1. 5 2 0 3

2. 15 7 6 2

3. 7 1 3 3

4. 2 0 0 2

Sektion, histologische Untersuchungen, Rontgenkontrolle

Der Transmitter lag in der bei der Operation vorgegebenen Position ohne wesentliche
Verdrangung oder Beschddigung von Organen — dieses Ergebnis der Sektion wurde auch
durch eine Rontgenkontrolle bestétigt - und war umgeben von einer milchig triiben, bei
einigen Féllen transparenten Kapsel aus fibrindsen Gewebe (Wandstirke 0,5-2,0 mm). Es
wurden teilweise Verklebungen der Kapsel mit dem Peritonacum im Bereich der Inzision,
Teilen des Lebergewebes und des Darmes festgestellt, jedoch immer ohne entziindliche
Reaktion. Solche Verklebungen werden vielfach auch bei Fischen beschrieben. Der Sender
selbst (als Fremdkorper) wies keine Verklebungen mit seiner Kapsel auf. Die beschriebene
Kapsel umhiillte auch den Antennenteil bis zur Austrittstelle, welche ihrerseits keinerlei
pathologische Verdnderungen aufwies. Es konnten keinerlei Anzeichen einer
AusstofBungsreaktion iiber Narbe, Bauchwand oder Darm festgestellt werden. Es waren auch
keinerlei Anzeichen einer Peritonitis feststellbar.

Bei der Eroffnung der Leibeshohle stellte sich heraus dass bei allen iiberpriiften Karpfen nach
der Nahtentfernung die Inzision im Bereich des Peritonaeums klaffte d.h. es lag ein
unvollstindiger Verlauf der primidren Wundheilung vor. Dies wurde auch in histologischen
Schnitten festgestellt, indem zwar eine teilweise Epithelisierung im Hautbereich stattfand
aber kein Verschluss des Peritonaeums. Die Erkldrung dafiir sehen wir in der geringen
Stoffwechselaktivitidt und damit geringen Heilungskapazitit bei den niedrigen Temperaturen
(bis +0,2°C) wihrend der Winterung. Damit ist auch die Entscheidung, nichtresorbierbares
Nahtmaterial zu verwenden richtig gewesen. Zwei Versuchskarpfen wurden nicht getotet
sondern mit ihren Sendern iiber den folgenden Sommer in Teichen gehalten. Bei der Sektion
im Herbst wurde festgestellt dass einerseits der Transmitter nach wie vor reaktionslos in der

Leibeshohle lag und dass andererseits die Inzisionswunde bei liegenden Néhten komplett
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abgeheilt war, sowohl auf der Seite der Haut als auch jener des Peitonacums. Die hohen
Sommertemperaturen und damit die erhohte Heilungskapazitit der Gewebe fiihrten damit zu
einer reaktionslosen Abheilung.

Die Tab. 3 zeigt die Temperaturregimes von der Operation im Oktober bis zur Abfischung

nach der Winterung.

Tab 3 (Bauer 2002)
Wassertemperaturen in °C in den Saisonen 1999 — 2002 (I — III)

Operation (Ende Oktober) 8,0

Haélterung (6-7 Tage) 7,7—-13,0

Monatsmittel Teich 1 Teich 2 Teich 3
November 4,6 5,6 5,5
Dezember 1,9 34 2,3
Januar 2,0 3,1 2,2
Februar 1,9 3.4 2.9
Min.-Max. 0,2-7,8 1,0-8,2 0,7-7,3

Die vorliegende Studie zeigt dass die chirurgische Implantation von Radio-Transmittern in
Karpfen auch iiber einen lidngeren Zeitraum grundsitzlich gut vertragen wird insbesondere
aber auch unter Verhiltnissen mit besonders niedriger Wassertemperatur. Entscheidend ist

dabei die Verwendung von nichtresorbierbarem Nahtmaterial
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