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Vorwort

Die ,,X. Gemeinschaftstagung der Deutschen, Osterreichischen und Schweizer
Sektion der European Association of Fish Pathologists (EAFP) zum Thema
Fischkrankheiten“ fand vom 08.-10. September 2004 im InterCityHotel
Stralsund statt. Die schon zu Tradition gewordene EAFP-Tagung stand unter
dem Motto: ,,Gesunde Fische in der Aquakultur®.

Auf der Tagung wurden 42 Vortrage und 19 Poster priasentiert. Als Einleitung
zur Tagung wurden das Friedrich-Loeffler-Institut (FLI), Bundesforschungs-
institut fiir Tiergesundheit Insel Riems und das Meeresmuseum Stralsund
vorgestellt. Der Vorsitzende des Fischerei-Verbandes Mecklenburg-
Vorpommern informierte {iber die Binnenfischerei und Aquakultur in diesem
Bundesland. Das Spektrum der auf der Tagung behandelten Themen erstreckte
sich von der Grundlagenforschung iiber die angewandte Forschung bis hin zu
praktisch relevanten Aspekten der Diagnostik, Prophylaxe und Bekdmpfung von
viralen, bakteriellen und parasitiren Krankheiten sowie der Haltung und
Erndhrung aquatischer Organismen. Ein Themenkomplex befasste sich mit dem
Koi-Herpesvirus (KHV) und der KHV-Infektion. Der Vortrag zum
Bachforellensterben in Bayern wurde umfassend diskutiert. Traditionell erfolgte
ein intensiver Erfahrungsaustausch wéhrend und am Rande der Tagung.

An der Tagung nahmen 102 Giste aus Deutschland, Osterreich, der Schweiz,
Polen, den Niederlanden und Dénemark teil. Die Gasteliste umfasste Kollegen
aus den Diagnostik-Laboren der Untersuchungsdmter und anderer
diagnostischen Einrichtungen, im Fischgesundheitsdienst titige Tierérzte,
Fachtierdrzte fiir Fische, Vertreter aus den Universititen Miinchen, Gief3en,
Hannover und Wien, Vertreter aus der Industrie, die Produkte fiir Fische
herstellen oder Kollegen, die direkt oder indirekt mit der Haltung von Fischen
und mit Fischgesundheit zu tun haben.

Fiir den Nachmittag des 2. Tagungstages wurde wahlweise eine Exkursion zum
FLI auf der Insel Riems oder zum Meeresmuseum Stralsund angeboten. Vom
FLI wurde neben der Darstellung der Geschichte, Gegenwart und Zukunft der
Virusforschung auf der Insel Riems die Arbeit des Nationalen Referenzlabors
fiir Krankheiten der Fische vorgestellt. Im Meeresmuseum konnten sich die
Teilnehmer {iber die Haltung einheimischer und exotischer Fische informieren.
Alle Vortrage und Poster (Zusammenfassungen) werden in diesem Tagungsband
verdffentlicht.

Die Tagung wurde vom Nationalen Referenzlabor fiir Fischkrankheiten des FLI
organisiert. Dabei erfolgte eine enge Zusammenarbeit mit dem Vorsitzenden der
Deutschen Sektion der EAFP und dem Meeresmuseum Stralsund.

Wir danken dem Bundesministerium fiir Verbraucherschutz, Erndhrung und
Landwirtschaft fir die Forderung der Tagung und den Firmen fiir lhre
malgebliche Unterstiitzung bei der Durchfiihrung.

Die Organisatoren der Tagung
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Beabsichtigte Regelungen auf europiischer Ebene

H. J. Schlotfeldt

Aquakultur Expertengruppe der Europdischen Kommission, Briissel, Postfach
(Postbox) 4008, D-31265 Ahlten, Germany
HJ.Schlotfeldt@arcor.de

Zusammenfassung

Die Richtlinie (RL) des Rates betreffend die tierseuchenrechtlichen
Vorschriften fiir die Vermarktung von Tieren und anderen Erzeugnissen
der Aquakultur vom 28. Januar 1991 (RL 91/67/EWG) sah in § 28 vor,
dass die Kommission — nach Beratung ihrer Fisch- und
Muschelkrankheiten Expertengruppe und den gesammelten praktischen
Erfahrungen mit dieser RL — die Bestimmungen {iberpriifen und vor
dem 1. Januar 1997 dem Rat (iiber den Stidndigen Veterindrausschuss)
Vorschliage zur Aktualisierung der RL 91/67 zuzuleiten sein.

Diverse Probleme innerhalb der Kommission in den Jahren 1995/1997
(Stichwort: ,,BSE Vertuschungsskandal in Briissel) fithrten zu einer
6jahrigen Verzogerung dieses Vorhabens. Erst ab 2002 konnten hierzu
ernstzunechmende Erorterungen begonnen werden. Sie fanden ihren
Niederschlag in  den  Entwirfen = SANCO/10143/2002 (2
Uberarbeitungen/“Revisions*), SANCO/10250/2003 und
SANCO/10774/2003 — 2 Revisions — davon die letzte Rev.2-C vom
7.05.04.

In die ersten 5 Uberarbeitungen floss eine nicht unerhebliche Zahl von
Ideen der Aquakultur-Expertengruppe der Europ. Kommission, Briissel
ein, mit folgenden Zielen:

— Schutz der bereits zugelassenen seuchenfreien Gebieten und
Betrieben in der EU

— Forderungsmalinahmen, um die Betriecbe mit unbekanntem
Gesundheitsstatus ~ anzuregen sich  Untersuchungsprogrammen
anzuschlieBen und damit verbunden die Kategorisierung aller
Betriebe anzustreben, zwecks Feststellung ihres Gesundheitsstatus

— Verbesserung der Fischgesundheit und der Produktivitdt der
Aquakultur in der Gemeinschaft



— einen von einer Risiko-Analyse getragenen Rahmen fiir den sicheren
Handel von lebenden Tieren der Aquakultur in der Gemeinschaft zu
gewihrleisten

— Gesundheitsschutz der Wildfischbesténde in der EU und

— groBere Flexibilitit einer neuen RL durch ausgreifender Nutzung des
Mechanismus
der Kommissionsentscheidungen (Decisions of the Commission).
(,,Hannover document®, Juli 2002).

Davon stammten nicht wenige praxisorientierte Vorschlige aus den
Erfahrungen einiger Lander der Bundesrepublik Deutschland.

Der letzte Entwurf SANCO/10774/2003 Rev.2-C differiert erheblich
von den Vorausgegangenen ab.

Die Revision 2-C legt ,,groen Wert* auf a) Vorbeugung und b) der sog.
“Commitology procedure”, d.h. vorerst der Ausklammerung aller
eventuell kontroversen Details (in denen bekanntlich ,,der Teufel
steckt) mit der Verweis auf diesbeziiglich zukiinftige Entscheidungen
der Kommission (,,Secondary legislation) — grob gerechnet miissten
dazu an die 30 Entscheidungen erarbeitet werden. Diese Sachlage, nebst
der mehrheitlich noch unvollstdndigen 7-10 Anhéngen, die bekanntlich
die Masse der auch duBerst kontroversen Details enthalten - aber von
denen die spitere praktische Ausfiihrung der RL abhéngt - lassen die
Revision 2-C vorerst eher als ein Torso erscheinen. Daher im Text oft
der Hinweis (rot) auf ,,unfertig, ,,zu vervollstindigen™ etc. Die Anhdnge
vorangegangener Konzepte, besonders aus dem eingangs erwidhntem
,,Hannover document.

Mangels Raum kann im folgenden nur anhand einer eingeschrinkten
Auswahl von Beispielen die Hauptanliegen bzw. Neuerungen dieses
Entwurfes vorgestellt werden.

Kursives: Anmerkungen des Vortragenden zu Kommissionstexten.
Zur Erinnerung: die in der RL 91/67/EWG ,,Tierseuchenrechtliche
Vorschriften fiir die Vermarktung von Tieren der und anderen

Erzeugnissen der Aquakultur® (erarbeitet ,,ab Null“ Feb.1988 — Mirz
1991) gelisteten Krankheiten (Krh.) zeigt Abb. 1.
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Abbildung 1

ANHANG A

Liste der Fisch-, Weichtier- und Krebstierkrankheiten und ihrer Er-
reger

1

Hrankhelten/Ermmeger

Anfillige Arten

LISTE |
Fisghe

Infekticse Andmba dar Salmoniden (154)

Atantischer Lachs {(Salme salar)

LIGTE N
Fische

Viralne hdmomfagische Saptiimie (VHS)

Infaktitsa Rimampostische Mekrose {IHRN)

Salmanicanarten

Azsche ( Thymalus: thymallus)
Morng [coreganus sp.)

Hecht (Esax kicius)

Stainbull { Scophthalmus maximus)

Salmontdenartan
Hecht (Esox luckss)

Wl chitiereiSehalentlare

Boasmiass (Bonamis astrasa) {|Flachawster (Ostraa adulis)
Marteillicss [Martailla sefringans) Flachawster (Osirea edulis)
LISTE 0l

Flache

Infektiban Pankreasnekross (1FN)
Frithjsimravirdmia der Karplon (SWC)
Bakterelis Nigronerkrankung (BRO)
{Renitraciarum salmonidanem)
Funskulose (Aemmonas salmonicida)
Entersche Rotmaullrasnkhait (EFRM)
(Wersinim rucker)

Gyrodactylose | Gyrodactylus salars)
Kiebalsamns

Krobspest (Aphanomyces astac)

im Presgramm gemall dan Afikeln 12 wd
13 anzugeben

Die bis 2004 im Hinblick auf Freiheit der Liste II-Fischvirusseuchen
(VHS & IHN) geschaffenen (,,zugelassenen™) Gebiete und Betriebe

illustriert Abb. 2.
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Abbildung 2

Auf die Bunsrep. Deutschland bezogen, zeigt Abb. 3 die
diesbeziiglichen Erfolge im laufe von 13 Jahren.

Abbildung 3

In Deuntschiand zugelassene Betriebe (in cinens nicht- supelassenen
{etirl} and Gebiste

Stand April 2004
({Entzcheldung der Kommission J023TIEG
Amtshistt der EU MNr. L 118, 4% = 89)

Bundesland Barrfebe Geblete
BADEN-WRTTEMBERG (1 T
BAYERN 8 -
HESSEN 1 -
NIEDERSACHSEN 10 -

NORDRHEIN-WESTFALEN 6 -

SACHSEN z

SCHLESWIG-HOLSTEIN 1 -

THORINGEN H -
1in 7
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Nach 10 Jahren Felderfahrung mit der RL 91/67 waren die
Hauptkritikpunkte:

— zu kompliziert

— mangelnde Flexibilitét

— ungeniigende Beriicksichtigung von mittel- und siideuropéischen
Verhiéltnissen -
,,Lachs-Schlagseite

— Langwierigkeit der Zulassungsprozedur seuchenfreier Gebiete und
Betriebe — da alles zentral iiber und in Briissel (Kommission) laufen
muss.

Ernstzunehmende  Aktualisierungs-Beratungen auf Expertenebene
(Kommission) und z.T. Arbeitsgruppen (AG) der Mitgliedstaaten (MS)
begannen erst 2002.

Es wurde der Entschluss gefasst, die RL 91/67 mit der RL 93/53/
,Mindestmaflnahmen der Gemeinschaft zur Bekdmpfung bestimmter
Fischseuchen® zu verschmelzen, nun:

»RL zur Festsetzung der tierseuchenrechtlichen Bedingungen
zum Inverkehrbringen, Import und Transit von Tieren der
Aquakultur und ihren Erzeugnissen, und Mindestmafnahmen zur
Vorbeugung und Bekidmpfung bestimmter Krankheiten von
Tieren des aquatischen Lebensraumes

Die RL gilt fiir Fische und Schalentiere.

Die RL gilt nicht fiir den Kleinverkauf (Retail sale)

Revision (10774/2003) 2 — C vom 07.05.04

Relevanteste Inhaltspunkte der Rev. 2-C, die — wie in der
Zusammenfassung gesagt — erheblich von den vorangegangenen
Entwiirfen abwich, in die seitens der MS besonders bei der Rev.1 des
Entwurfes 10774/2003 ein erheblicher Aufwand an Kommentaren und
Verbesserungsvorschlagen investiert wurde, die plotzlich am 7. Mai in
Briissel gegenstandslos waren:

— > Flexibilisierung durch ,,Commitology Procedure” - ,,Secondary
legislation = Entscheidungen der Kommission (hier § 39)

— > Schwerpunkt auf Vorbeugung:
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Einfiihrung der Konzepte: a) Risiko Analyse und Bewertung
(Risk Analysis, Risk Assessment) und
b) Bio-security

— Jedes MS hat eine zustindige Behorde (,,Competent Authority*/CA)
fir die Belange dieser RL zu designieren = mit weitgehender
Verantwortung und Vollmachten, nebst dem Wunsch auf eine
weitgehende Vereinheitlichung und mogliche Niveau-Anhebung
der CA’s sowie

— weitgehenden Informations-Austausch ,entlang der
Produktionskette*

Die CA’s sollten die -,,Autorisierung® (Registrierung, Lizenzierung)
aller Aquakultur-Einheiten gewédhrleisten (§ 4-6, unfertig) - dazu der:

Erfordernisse — Katalog:

— Vergabe einer einmaligen Autorisierungs-Nummer
— Aufsicht {iiber die internen Kontrollsysteme der Aquakult.-

Einheiten
— Besuche vor Ort / Frequenz abhingig vom Risiko evtl
Krankheiten — Ubertragung auf andere Einheiten und

Wildfischpopulationen

Kontrolle der

— Mortalitét

— Ergebnisse der auf Risiko-Einschitzung fuende Gesundheitsiiber-
wachung der Einheiten oder Areale (Gebiete — bis Gesamt-MS)

— Erfordernisse fiir FEinrichtungen (establishments) — Schlacht-
betriebe u.a.

— Tagebuch zu jeder Bewegung von Lebendfischen und
Erzeugnissen

— Einhaltung der Hygiene Vorschriften...

Status der Seuchenfreiheit (§ 7/unfertig)), Anhdnge Il unfertig)
und iV (unfertig)

I.- fiir ein MS insgesamt oder zwei oder mehr MS bei gemeinsamen
Wasser-Einzugsgebieten (WEG):

1) 25 Jahre keine Krh. beobachtet — obwohl Bedingungen fiir klinisch
manifeste Ausbriiche vorhanden.
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Offizielle  Krankheiten-Freiheitserkldarung  (nur  {iber  die
Kommission) wenn:

— Grundbedingungen zur Krh.-Abwehr (basic disease security
conditions) in Kraft — ununterbrochen fiir 10 Jahre

— die Krankheit ANZEIGEPFLICHTIG ist, einschl. Meldepflicht
im Falle von Verdacht = Verantwortung der CA

— Fritherkennungssysteme in Kraft - Verantwortung der CA

— weitgehendes Fachwissen des Personals der Aquakultur-
Einrichtungen

— trainierte Tierdrzte oder andere FischKrh.-Spezialisten vorhanden

— CA ist in der Lage sehr schnelle Entscheidungen zu treffen

— Zugang der CA’s zu einschldgigen diagn. Labors (auch im Falle
des Auftretens neuer auftauchender Krh. (,,emerging diseases*)

— es ist bekannt, dass die Krh. nicht in Wildpopulationen etabliert ist

— Bedingungen in Kraft sind, die eine Einschleppung iiber Importe
& Warenaustausch fischereilicher Erzeugnisse verhiiten
Offizielle Zulassung nur iiber die Kommission.

IL.- Seuchenfreie Gebiete
— Sofortanerkennung (Zulassung) wenn

a) keine empfénglichen Arten anwesend

b) 1 oder mehrere Wassereinzugsgebiete von der Quelle bis zum
Meer o d e r von der Quelle bis zu einer natiirlichen oder
kiinstlichen Barriere vorhanden

¢) ...Bedingungen wie I.- = 25 Jahre...

Offizielle Zulassung weiterhin iiber die Kommission.

Das weiterhin starre Festhalten an ,,Barrieren* steht im Widerspruch
zu den stetig an Gewicht zunehmendem /EU) Artenschutz; / RL
92/43/EWG  und (EU) Wasserrecht/RL 2000/60/EG, die auf
Durchgiingigkeit der Gewdsser zielen und in Abb. 4 umrissen werden.
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Abbildung 4

-SEUCHENSCHUTZ va. DURCHGANGIGKEIT DER
'CEWASSEREVSTEME

1. Arteoschutz

RL 94YEWG . Erhaliung der natlrlichen Lebensriume sowie
der wildiebenden Tiere und Pllanzen™
(FLORA FALNA HABITAT / FFH = RL)

, Lachs In Anhang Il enthalten — Verpflichtung der MS seine
Lebensriome ru erhalien baw. wiederherzustellen.
Laichgriinde liegen im Binnenland ... ohne
DURCHGANGIGKEIT kein effektiver Artenachutz mighich.

 Dies gilt auch fir alle mitteleurop. STOR-Arten, Barben-Arten,

RL 2000/60/EG rur Schaffung eines Ordnungsrahmens Mr
© MabBnshmen im Berecicht der Wasserpolitik™
(WASSERRAHMENRICHTLINIE / WRR)

Verpllichtung der M3 die Oberfifchengewiisser in gulem Okologischen &

igheminchen Lusiand ru bringen.

Daaw gehdri bei FlieBgewlssern rwingond dic DURCHGANGIKEIT fur
wandernde Arten — Wiederherstellung der
DURCHWANDERBARKEIT — grundlegendes Ziel der WRRL.

{mah ThStrubeli, Binitgars, B, Bid)

II1.- Seuchenfreie Betriebe (in nicht-zugelassenem Gebiet)
Unfertig: ,,To be written
Aber zukiinftig = Zulassung auf MS-Ebene moglich (§ 7.3)
(leider im neuen Entwurf 10498/2004 kassiert..!)

Es wird das Konzept der (grol) ,,Compartments” (,,Sektor,
“Abteilung ) eingefiihrt;

wobei hierzu am Rande zu bemerken ist, dass dieses Konzept bereits
von der OIE entwickelt wird - a b e r vorerst n ur auf ,terrestrial
animals* (Landtiere) beschrankt. ,,Compartment* wird wie folgt
definiert:

eine Gruppe oder ,,Cluster” von Kiisten-Fischzuchten (Farms, Betriebe)
die wegen ihrer geographischen Lage und Entfernung zu anderen Farm-

16



Gruppen oder ,,Cluster als eine epidemiologische Einheit erachtet

werden konnen und die unter einem gemeinsamen Management stehen,

oder

a) ein komplettes Wassereinzugsgebiet (WEG) von der(n) Quelle(n)
bis zu einer Gezeitenmiindung (Astuar) im Meer, oder ein Teil des
WEG von der(n) Quelle(n) bis zu einer natiirlichen oder kiinstlichen
Barriere, die die Stromaufwirts-Wanderung von Tieren des
aquatischen Lebensraumes von der(n) unteren Strecke des WEG
verhindert (siehe oben- EU-Artenschutz und EU-Wasserrecht RL —
Durchgdngigkeit...), oder

b) mehr als ein WEG und ihre Astuare — wegen der moglichen
epidemiologischen Verbindung (link) zwischen den WEG iiber ihre
Astuare, oder

c) eine einzelne Binnen-Fischfarm, die als epidemiologische Einheit
erachtet werden kann, die nicht durch den Gesundheitsstatus der
Tiere des WEG beeinflusst wird, in dass das Ablaufwasser der Farm
flieB3t, oder

d) mehr als eine Farm — falls jede Farm im Compartment den unter
oben b) genannten Bedingungen entspricht und die wegen héaufigen
Lebendfischbewegungen zwischen den einzelnen Betrieben als eine
epidemiologische Einheit erachtet werden miissen und sie alle unter
einem gemeinsamen Management stehen.

Wobei: ,.epidemiologische Einheit” ist, wenn eine Gruppe von Tieren
des aquatischen Lebensraumes innerhalb  einer  definierten
geographischen Lage ungefdhr den gleichen Risiken im Hinblick auf
Kontakte mit einem pathogenen Agens ausgesetzt ist. Dieses kann
dadurch gegeben sein, dass sie einen gemeinsamen aquatischen
Lebensraum teilen (z.B. Tiere der Aquakultur in Teichen, Kéfige in
Seen), oder weil das Management es wahrscheinlich erscheinen lésst,
dass ein pathogenes Agens in dieser Gruppe aquatischer Tiere rasch auf
andere liberspringen kann (z.B. alle Teiche in einem Betrieb).

Diese Definitionen sind in einem neuen Entwurf enthalten -
SANCO/10498/2004/EC — der 2 Tage nach der Prdsentation dieses
Vortrages (14.09.04) von der Kommission an ,die Industrie”
(Federation of European Aquaculture Producers/FEAP, Association
Européennes des Producteurs de Mollusces/AEMP, Ornamental Fish
Internaional/OFI u.a.) elektronisch verschickte, zusammen mit der
Aufforderung bereits am 21.09.04 in Briissel dariiber zu diskutieren...
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Der Entwurf 104989/2004 differiert wieder erheblich von der hier
vorgestellten Rev.2-C des Entwurfes 10774/2003. Vieles des auf
Experten und AG der MS-Ebene miihsam Hineingebrachtes ist wieder
weg...

Abb. 5 zeigt, wie sich die Kommission die Interaktionen zwischen den
»Compartments“ vorstellt, besonders im Hinblick auf ,Beweis der
Abwesenheit” (evidence of absence) oder ,,Abwesenheit des Beweises
(absence of evidence) betreffs eines Pathogens Agens sowie

Lebendfischbewegungen zwischen den ,,Compartments. Wobei das
Vereinigte Konigreich bereits erkldrt hat auch weiterhin keine
Lebendfischbewegungen aus einem zugelassenen Betrieb (in einem
nicht-zugelassenen Gebiet) in ein zugelassenes Gebiet (hier
»Compartment [*) zu tolerieren.

Hierzu miisste eine extra-Entscheidung der Kommission erfolgen, die —
nach 16jihriger Expertenerfahrungen vor Ort — wahrscheinlich auch
durchgedriickt werden wiirde.

IV.- Statuserhaltung
Unfertig: ,,To be written“
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Allgemeine Bedingungen zum Inverkehrbringen von Lebendtieren
der Aquakultur fiir Aufzucht & Vermehrung (farming) und Besatz

A)

B)

)

Empfingliche Arten

Unters. durch die CA 72 h vor Marktzufiihrung auf
Unverddchtigkeit d. Krh. d. Anhanges IV (gelistete Krh.) —
personell, zeitlich und finanziell kaum Vermittelbar bzw.
realisierbar.

Lebendfischbewegungen nur zwischen Einheiten des gleichen
Status

bei Transport aus infizierten Einheiten missen die notigen
MaBnahmen ergriffen werden um das Verbreitungsrisiko in nicht-
infizierte Einheiten und FlieBgewéssern auf ein annehmbares
Niveau (acceptable) Niveau zu minimieren (§ 14, unfertig)

Besatz von Fliefigewdssern u n d Angelteichen (,,put & take
fisheries”) nur aus autorisierten Einheiten mit gleichwertigem
Gesundheitsstatus wie das der Gewisser, in die die Tiere entlassen
werden sollen (falls bekannt...!/ § 10)

von nicht-empfinglichen Arten

zugelassene Einheiten >  Quarantine (ndhere Quarantdine-
Bedingungen noch zu erarbeiten..)

keine Mafinahmen, wenn wissenschaftlich bewiesen, dass die Art
nicht fiir passive Ubertragung verantwortlich ist (§ 15, unfertig)

von Wildbestinden in zugelassene Gebiete und Betriebe

bei empfanglichen Arten - Quarantine

bei Schlachtung / Verzehr - keine Riicksetzung in zugelassene
Einheiten, keine Fiitterung...

Weiteres = Entsch. d. Komm. (§ 17/unfertig)

Ornamentale Tiere des aquatischen Lebensraumes

Gewihrleistung, dass keine Beeintrachtigung des Gesundheitsstatus
wilder und Aquakultur-genutzter aquatischer Tiere erfolgt.

Weiteres = Entsch. d. Komm. (§ 18/unfertig)
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Lebende Tiere der Aquakultur und ihre Erzeugnisse fiir den
menschlichen Verzehr:
— Untersuchung durch CA 72 h (!) vor Abfertigung

Bei empfinglichen Arten

Fische: aus zugelassenen FEinheiten — sonst nur ausgenommen
(eviscerated)

Schalentiere: aus zugelassenen Einheiten — sonst iiberlebensunféhig
gemacht — z.B. durch Abnahme einer Schale (mutilated)

Verarbeitung: keine Gefahr d. Ausbreitung von Krh. (Abwisser-Ktr.),
keine klinischen Symptome (da sonst in Konflikt mit der RL 1774/2002
»Animal by-products®)

— keine Riicksetzung in Aquakultur-Betriebe oder natiirlichen
Gewissern (unenclosed waters)
Weiteres = Entsch. d. Komm.

— Gesundheitszertifikate (§ 13/unfertig)

— Zukiinftig haben die MS dafiir Sorge zu tragen dass das
Inverkehrbringen lebender Tiere d. Aquakultur und ihrer Erzeugnisse
der > Zertifizierung unterworfen werden wird. Keine
Zertifizierung bei Lebendtierbewegungen zwischen zugelassenen
Einheiten e i n e s Betreibers —> aber innerhalb eines MS u.
womdglich innerhalb des gleichen seuchenfreien Gebietes (Abb. 5,
“Compartments®)

— EU: weiterhin gilt die obligatorische Freiheit bei Krh. der Liste I (der
Gemeinschaft exotisch)

— Bei klinischen Symptomen -> Vernichtung - keine Zufithrung
zum menschlichen Verzehr (RL 1774/2002 ,,Animal by-products®)

— aber im Falle der Verbreitung von Infektionen einer gelisteter Krh. in
groferen Arealen mit vielen Aquakultur-Einheiten oder in
Naturgewdssern — kann die CA BekdmpfungsmaBnahmen auf
kleinere Areale um die verdédchtigen Einheiten beschrianken — wenn
CA davon ausgeht dass damit trotzdem ausreichende Garantien
gegen eine weitere Verbreitung gegeben sind. Wo notig > muss
der Fall an Nachbar-MS oder gefahrdeten Drittlindern mitgeteilt
werden (§ 23).
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Vakzinierung (§ 30)

generell verboten — es sei sie ist Teil einer Tilgungs- (eradication)
Strategie u n d von der Kommission genehmigt
Vakzinierungs-Verbot bei Liste II Krh. in zugelassenen MS,
Gebieten und Betrieben

MS kann Vakzinierungen bei Liste II Krh. in nicht-zugelassenen
Arealen erlauben

wenn ein MS ...KontrollmaBinahmen (§ 26) bei Liste II Krh. laufen
hat — Vakzinierung nur wenn das Kontrollprogramm diese Moglich-
keit beinhaltet

MindestmaBnahmen bei Bestitigung von Krh. d. Liste I (§ 24/
unfertig)

MindestmaBBnahmen bei Bestitigung von Krh. d. Liste II (§ 25/
unfertig)

Nationale Kontrollprogramme - , Additional guarantees” (§ 26/
unfertig)

Kontrollmafnahmen im Falle (neu) auftauchender Krh. (emerging
diseases) (§ 28/unfertig)

Notfallplane (Contingency plans) (§ 29/unfertig)

Anhang I

Definitionen (unfertig, noch nicht vervollstindigt)

Wo vorhanden — OIE Definitionen vorziehen bzw. ist es zu
begriinden warum eine OIE-Definition nicht einzusetzen werden
kann.

Anhang IV (unfertig)

Kriterien zur Einlistung relevanter Krh.- Abb. 6
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Abbildung 6

Anhang I'V

Kriterien zur Einlistung von Krankheiten

Liste

Liste

1} der Gemeinschaft exotisch

2) werursacht erhebliche Verluste (Kontrollkosten > 5% des
Produktionswertes p.a. der betreffenden empfinglichen Art)

3) die Kontrolle ist kostengoinstig (cost beneficial)

4) wenn sufgetreten — schwierig zu tilgen & schwienig zu
kontrollisren

5 Eﬂ'mlmdakgu einfacher, spezifischer und empfindlicher

her Tests — sollten EU-weit harmonisier; werden
6) uhebhdle Auswirkungen auf die Wildfischbestande und zu
Besatzzwecken genutzien Wildfischpopulationen
n

1y Mehrere MS oder Gebiete sind von der Krh. frei

2y ..erhebliche Verluste (=5% __, siche oben)

3) ist mit Erfolg tilpungsfihig (eradicable) _

4) einfache, spezifische und empfindliche Diagnostiktests erhaltlich
— EU weite Harmonisierung, ..

5) Krh.-freie Gebiete Kinnen bliert und erhal den

6) die Kontrolle ist kostenginstig (cost beneficial)

7) erhebliche Auswirkungen auf die Wildfischbestande. (siche oben)

gelistete Krh.: Liste I - Liste II - Abb. 7a
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Abbildung 7b
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Bedauerlicherweise beriicksichtigte die Kommission auch im 6. Entwurf
10498/2004 den von Deutschland, Spanien, Frankreich und Italien
bereits zu den Entwiirfen 10250/2003 und 10774/2003 — Rev.1 und 2-C
— eingebrachten Wunsch der Wiederherstellung einer Liste III
(freiwillige Kontrollmafinahmen) fiir SVC, BKD, IPN und G.salaris —
siehe Abb. 7. Auch wurde von Deutschland bereits zum Entwurf
10774/2003 Rev.1 der dringende Vorschlag eingebracht, das Koi
Herpes Virus (KHV) zu listen, das bereits auf die Konsum-Karpfen
tibergesprungen ist und in zwei Bundesldndern 2004 fiir Hunderte
Tonnen Verluste an Karpfen fiihrte. Auch im 6. Entwurf 10498/2004
wurde KHV nicht aufgenommen. Die derzeitige Liste 11 ist iiberfrachtet
und wiirde zukiinftig jede Zertifizierung heillos verkomplizieren.

Anhang V

— Aufgaben und Pflichten des Gemeinschafts-und der Nationalen
Referenz-Labors fiir der Tiere des aquatischen Lebensraumes
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Anhang VI

— Notfallplane (Contingency plans) — Kriterien und Anforderungen
(unfertig)

Anhang VII
— Wechselwirkungen (Correlation) Tabellen (noch leer)

Zuletzt enthielt die Rev.2-C des hier nun vorgestellten Entwurfes
10774/2003 (mit Vorgriff auf den 6. Entwurf 10498/2004) eine
interessante Moglichkeit den Noten der kleinen und mittleren Betrieben
entgegenzukommen — mittels eines FORMBLATTES ZUR
BEWERTUNG DER AUSWIRKUNGEN der neuen Aquakultur-RL
(IMPACT ASSESSMENT FORM) — wie in Abb. 8 ersichtlich.

(Leider wurde diese Moglichkeit im Entwurf 498/2004 kassiert..).

Abbildung 8
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Neues aus dem Nationalen Referenzlabor fiir
Fischkrankheiten

Dieter Fichtner, Sven Michael Bergmann, Peter-Joachim Enzmann,
Harald Granzow und Malte Dauber

Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit, Insel
Riems und Tiibingen

Zusammenfassung

Das Nationale Referenzlaboratorium fiir Fischkrankheiten (NRL-F) hat
die Diagnose virusbedingter Krankheiten der Fische, vorrangig
Fischseuchen, auf der Grundlage der Fischseuchen-Verordnung und der
Gesetzgebung der Europédischen Union (EU) zu koordinieren und zu
sichern.

Jahrlich wird ein Bericht iiber Umfang und Struktur der Aquakultur,
iiber Angaben zur Epizootiologie, Diagnose und Bekédmpfung der VHS
und IHN sowie iiber Ausmal3 und Ergebnisse der Laboruntersuchungen
zu virusbedingten Fischkrankheiten erarbeitet.

Danach wurden 2003 in Deutschland 24.758 t Salmoniden, davon
21.810 t Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss), in 4.135
Fischhaltungsbetrieben produziert. Die Produktion von 11.033 t Karpfen
(Cyprinus carpio carpio) erfolgte in 5.897 Besténden.

Fischseuchen, wie die Virale Hamorrhagische Septikdmie (VHS) und
die Infektiose Hamatopoetische Nekrose (IHN) oder die Infektidse
Anédmie der Lachse (ISA), fiir die Anzeigepflicht besteht, konnen grofle
wirtschaftliche Schiden in der Aquakultur verursachen. Fiir Deutschland
haben nur die VHS und die IHN praktische Relevanz.

Im vergangenen Jahr wurden in Deutschland bei Forellen 45 VHS- und
11  IHN- Neuausbriiche festgestellt und vom Tierseuchen-
Nachrichtensystem (TSN) erfasst. Beim Vergleich der Ausbriiche der
letzten 10 Jahre war im Jahr 2000 ein deutlicher Abfall bei den VHS-
und IHN-Ausbriichen zu verzeichnen. Dieser Trend setzte sich aber in
den Folgejahren nicht fort und 2002/2003 wurde wieder ein Anstieg der
Neufeststellungen registriert

2003 wurden nach unseren Erhebungen in den Diagnostik-Laboratorien
aller Bundesldnder insgesamt 2.414 Organproben von Fischen
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entsprechend der »Entscheidung 2001/183/EG uiber die
Probenahmepldne und Diagnoseverfahren zur Erkennung und zum
Nachweis bestimmter Fischseuchen und der Fischseuchen-Verordnung
untersucht. Die Identifizierung neuer oder neuartiger Isolate erfolgte im
Nationale Referenzlabor fiir Fischkrankheiten.

Erstmals fiir Deutschland wurde 2003 das Sleeping disease virus (SDV)
aus erkrankten Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) isoliert. Das
SDV gehort zur Familie Togaviridae, Genus Alphavirus und verursacht
Nekrosen im Pankreas, Herz und in der Muskulatur.

Vom Europaischen Wels (Silurus glanis) wurde ein Iridovirus isoliert,
das als European sheatfish virus (ESV) bezeichnet wird und eng
verwandt ist mit dem Epizootic haematopoietic necrosis virus (EHNV).
Aus Aalen (Anguilla anguilla) wurde im vergangenen Jahr mehrfach das
Herpesvirus anguillae (HVA), auch bezeichnet als Anguillid
Herpesvirus (AngHV) isoliert. Der Erreger verursacht bei Aalen die
sogenannte ,,Rotkopfkrankheit®. Vereinzelt gelang die Isolierung von
Rhabdoviren, die als Eel virus European X (EVEX) identifiziert werden
konnten, und von Reoviren. In der Aquakultur verursachten Reoviren
und Herpesviren bei Aalen Verluste bis 90 %.

Das Koi-Herpesvirus (KHV), auch als Cyprinid Herpesvirus-3 (CyHV-
3)  bezeichnet,  verursachte 2003 weltweit  verlustreiche
Krankheitsgeschehen bei Kulturkarpfen und beim Koi (Cyprinus carpio
koi). Die KHV-Infektion stellt zunechmend ein Risikofaktor die fiir
Produktion von Nutzkarpfen dar. Es wird die Einfithrung der
Untersuchungs-, Melde- und Bekdmpfungspflicht fiir Nutzfische,
mdglichst auch fiir den Handel mit Zierfischen, gefordert. Ein Isolat
vom Koi erwies sich bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung
als Orthomyxovirus-dhnlich mit morphologischen Gemeinsamkeiten
zum ISAV. Die Bedeutung dieses neuartigen Virusisolates ist
gegenwartig noch unklar.

Einleitung

Das NRL-F  befindet sich am  Friedrich-Loeffler-Institut,
Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit, und hat die Diagnose
virusbedingter Krankheiten der Fische, vorrangig Fischseuchen, auf der
Grundlage der Fischseuchen-Verordnung (1) und der Gesetzgebung der
Europdischen Union (EU, 2, 3, 4) zu koordinieren und zu sichern.

Jahrlich wird durch das Nationale Referenzlaboratorium fiir
Fischkrankheiten (NRL-F) ein Bericht {iber Umfang und Struktur der
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Aquakultur, {iber Angaben zur Epizootiologie, Diagnose und
Bekdmpfung der VHS und IHN sowie iiber Ausmal} und Ergebnisse der
Laboruntersuchungen zu virusbedingten Fischkrankheiten erarbeitet (5).
Danach wurden 2003 in Deutschland 24.758 t Salmoniden, davon
21.810 t Speiseforellen in 3.778 Fischhaltungsbetrieben produziert.
Fiithrend in der Produktion von Forellen ist das Bundesland Bayern mit
etwa 8.000 t, gefolgt von Baden-Wiirttemberg und Nordrhein-Westfalen
(Tab. 1).

Die Produktion von 11.033 t Karpfen (Cyprinus carpio carpio) erfolgte
in 5.897 Bestidnden (Tab. 1).

Tabelle 1

Produktion von Nutzfischen 2003 in den Bundeslindern Deutschlands
Bundesland Produktion von davon Produktion von

Salmoniden Forellen Karpfen

Baden-Wiirttemberg 6.500 t 5.000 t 200 t
Bayern 8.000 t 7.000 t 5.500 t
Brandenburg 470 t 470 t 870 t
Hessen 1.350 t 1.300 t 30t
Mecklenburg-Vorpommern 200 t 200 t 300 t
Niedersachsen 2.555¢ 2.200 t 400 t
Nordrhein-Westfalen 3.000 t 3.000 t 100 t
Rheinland-Pfalz 199t 187t 19t
Saarland 7t 7t
Sachsen 179t 177t 2.866 t
Sachsen-Anhalt 328t 314t 91t
Schleswig-Holstein 165t 155t 357t
Thiiringen 1.805 t 1.800 t 300 t
gesamt 24.758 t 21.810 t 11.033 t

In Deutschland handelt es sich bei den Fischhaltungsbetrieben vorrangig
um Kkleinere bis mittlere Betriebe, die meist als Nebenerwerb
bewirtschaftet werden. Nur in 41 Anlagen wurden jéhrlich mehr als 100
t Speisefische produziert. Wahrend die Produktion von Speisefischen in
der EU in den letzten Jahren kontinuierlich gesteigert wurde und
gegenwartig iiber 500.000 t betrdgt, blieb in Deutschland der
Produktionsumfang nahezu konstant. Schottland ist in der EU mit
jéhrlich tiber 150.000 t Fische, davon etwa 145.000 t Lachse, fithrend in
der Fischproduktion. Knapp 50 % der Gesamtproduktion von Fischen in
der EU waren Forellen. Etwa ein Viertel der EU-Produktion waren
Lachse. Weitere bedeutende Speisefische aus der Aquakultur sind
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Seebrasse, Sechecht, Steinbutt, Aal, Karpfen und Wels. Deutschland
nahm bei der Forellenproduktion in den letzten Jahren in der EU den 5.
Platz hinter Frankreich, Italien, Ddnemark und Spanien ein. Mit dem
Beitritt weiterer Lander zur EU hat sich der Anteil von Cypriniden an
der Gesamtproduktion wesentlich erhdht.

Fischseuchensituation in der Europiischen Union (EU) und in
Deutschland

Anzeige- und Meldepflicht

Die in Europa fiir Salmoniden (Oncorhynchus mykiss) bedeutsamsten
Fischseuchen sind die Virale Hamorrhagische Septikdmie (VHS) und
die Infektiose Hamatopoetische Nekrose (IHN), die in die Liste 2 der
Aquakultur-Richtlinie der EU (2) eingeordnet sind. Die Infektiose
Animie der Lachse (ISA), die dritte bedeutsame Fischseuche in der EU
ist noch in der Liste 1 als fiir die EU nicht heimische (exotische)
Krankheit aufgefiihrt. Gegenwirtig erfolgt eine Uberarbeitung der
Listen der meldepflichtigen Krankheiten in der EU-Gesetzgebung.

In Deutschland besteht fiir IHN, VHS und ISA Anzeigepflicht (6). Fiir
die Frithjahrsvirimie der Karpfen (SVC) und die Infektiose
Pankreasnekrose (IPN) ist die Meldepflicht festgelegt (7). Auch hier
wird iber eine Neuordnung der anzeige- und meldepflichtigen
Krankheiten diskutiert. In einem ersten Entwurf einer einheitlichen Liste
ist die IPN nicht mit aufgefiihrt. Es wurde vorgeschlagen, die Koi-
Herpesvirus (KHV)-Infektion und die Krebspest in die Liste der
anzeige- bzw. meldepflichtigen Krankheiten mit aufzunehmen.

Vorkommen

Fischseuchen, wie die VHS, die IHN oder die ISA konnen grofle
wirtschaftliche Schiaden in der Aquakultur verursachen. Fiir Deutschland
haben nur die VHS und die IHN praktische Relevanz (5).

Im vergangenen Jahr wurden in Deutschland bei Forellen mit 56 Féllen
die meisten VHS- und IHN- Neuausbriiche in der EU festgestellt. 18
VHS-Neuausbriiche ~ wurden aus  Dénemark  gemeldet. 16
Neufeststellungen von VHS und IHN erfolgten in Italien. In Osterreich
gab es 5 und in Belgien 4 VHS- und IHN-Ausbriiche. In Finnland
wurden 3 VHS-Ausbriiche ermittelt. Die 56 Neuausbriiche im Jahr 2003
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in Deutschland waren laut Tierseuchen-Nachrichtensystem (TSN, 8) 45
VHS- und 11 IHN-Fille. Bis August 2004 wurden auch wieder 18 VHS-
und 3 THN-Ausbriiche angezeigt. Beim Vergleich der Ausbriiche der
letzten 10 Jahre war im Jahr 2000 ein deutlicher Abfall bei den VHS-
Ausbriichen zu verzeichnen. Dieser Trend setzte sich aber in den
Folgejahren nicht fort und 2002/2003 wurde wieder ein Anstieg der
Neufeststellungen registriert (Tab. 2, Abb. 1).

Tabelle 2
Anzahl der VHS- und IHN-Ausbriiche in Deutschland von 1992 bis
August 2004 (TSN)

1992
1993
1994
1995
1996
1997
1998
1999
2000
2001
2002
2003
8/04

Jahr

VHS | * | * | 570 | 46%% | 5%+ | 44%* | 48
HN [ 2|6 | 4 | 13| 13 |1

Ges. | * | * 61 59 69 55 | 54|80 |34 (49|62 56 |21

* keine Angaben
** eigene Erfassung
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Die meisten Ausbriiche wurden 2003 in den Bundesldndern Rheinland-
Pfalz, Bayern und Baden-Wiirttemberg festgestellt (Tab. 3).

Abbildung 1
VHS- und IHN-Ausbriiche in Deutschland 1994 - August 2004

80

OVHS
EIHN
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1994 1996 1998 2000 2002 Aug
04
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Tabelle 3
VHS- und IHN- Neuausbriiche 2003 in den Bundesldindern Deutschland

Bundesland VHS-Ausbriiche | ITHN-Ausbriiche
Baden-Wiirttemberg 5 5
Bayern 8 3
Brandenburg 5

Hessen

Mecklenburg-Vorpommern

Niedersachsen 5

Nordrhein-Westfalen 4

Rheinland-Pfalz 13 3
Saarland

Sachsen 4

Sachsen-Anhalt

Schleswig-Holstein

Thiiringen 1

gesamt 45 11

Die ISA wurde bisher in Norwegen (1984), Schottland (1998) und auf
den Faroe-Inseln (2000) nachgewiesen. 2002 wurde das ISA-Virus
(ISAV) aus gesunden Regenbogenforellen in Irland isoliert. Beim
Atlantischen Lachs wurde das ISAV erstmals 1996 in Kanada und 2001
auch in den USA festgestellt. Die Situation in Chile mit dem Bericht
liber die Isolierung des ISAV aus dem Silberlachs 2001 bleibt weiterhin
unklar.

Die ISA wurde in Deutschland bisher nicht nachgewiesen. Die Lachs-
Produktion ist in Deutschland unbedeutend. 2003 wurden nach unseren
Erhebungen 16 t Lachs in 3 Fischhaltungsbetrieben produziert.
Untersuchungen zum Nachweis inapparenter Infektionen in
Forellenbestinden wurden bisher nur sporadisch durchgefiihrt. Es
besteht die Gefahr der Einschleppung von ISA-Virus (ISAV) durch
androme Wildfische oder durch Besatz der Wildgewisser mit infizierten
Fischen. Zukiinftig konnten umfangreiche Untersuchungen zum
Nachweis der Freiheit der Fischpopulationen notwendig werden.
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Wirtschaftliche Schiden

Die Mortalitét bewegt sich bei VHS zwischen 5 % und 90 %. In eigenen
Untersuchungen mit VHSV vom Typ ,,Wi“, deren Isolierung und
Charakterisierung in Deutschland erstmals 1994 erfolgte, verendeten 97
% der experimentell infizierten Forellen (9).

Bei IHN sind die Verlustzahlen meist geringer und erreichen nur selten
80 %. IHNV konnte auch aus Forellen ohne klinische Symptome isoliert
werden. 2002 wurde ein hochvirulentes IHNV-Isolat untersucht,
welches im Infektionsversuch eine Mortalitit von 100 % induzierte.
Dieses IHNV war eng verwandt mit einem Isolat aus dem Jahr 1998, das
nicht mit routineméfBig eingesetzten monoklonalen Antikorpern
reagierte (10).

In der EU konnte durch die Uberwachung der Fischbestinde auf
Vorkommen von VHS und IHN und darauf basierende gesetzliche
MaBnahmen eine weitere Ausbreitung dieser Krankheiten verhindert
und die Schéden bei endemischem Vorkommen reduziert werden.

Die wirtschaftlichen Verluste durch VHS und IHN Schéden betragen in
der EU hochgerechnet jdhrlich zwischen 12 bis 36 Millionen €. Als
Grundlage dienten Berechnungen iiber durchschnittliche Kosten pro
Ausbruch in Hoéhe von 120.000 € (11). Die durch VHS und IHN
verursachten jahrlichen Schiden in Deutschland kénnen demnach mit 4
bis 10 Millionen € angegeben werden.

Stand der Bekimpfung der VHS und IHN

Das Nationale Referenzlabor fiir Fischkrankheiten (NRL-F)

Das NRL-F hat folgende Aufgaben zu erfiillen:

— Virus-, Antigen-, Genom- oder Antikérpernachweis in
Einsendungsmaterial

— Erregernachweis bei Erstausbruch von VHS, IHN und ISA in bisher
freien Gebieten oder Fischhaltungsbetriecben bzw. Bestitigung der
Ergebnisse der regionalen Laboratorien

— Charakterisierung einschlielich Genomanalyse von Virusisolaten

— Anwendung und Optimierung der Standards und Diagnoseverfahren
sowie der Diagnosereagenzien

— Uberpriifung, ~Standardisierung und  Weiterentwicklung  von
Testverfahren zum Nachweis von Fischkrankheiten
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— Koordinierung der in den Untersuchungsédmtern fiir die betreffenden
Seuchen angewandten Standards und Diagnoseverfahren

— Durchfithrung von Qualifizierungsmafinahmen flir Mitarbeiter der
Untersuchungsamter

— Durchfiithrung nationaler Ringvergleiche

— Teilnahme an Ringvergleichen des EU-Referenzlabors fiir EU-
Mitgliedsldnder

— Jahrlicher Bericht an das EU-Referenzlabor iiber epidemiolgische
und Labordaten zur Diagnose und Bekdmpfung von IHN und VHS
sowie anderer virusbedingter Fischkrankheiten

— Teilnahme am jéhrlichen Treffen der Vertreter der NRL-F der EU-
Mitgliedslander

— Herstellung und Abgabe von standardisierten Diagnosereagenzien,
die auf dem freien Markt nicht verfiigbar sind

— Kontrolle der in den Untersuchungsdmtern eingesetzten,
kommerziell erhéltlichen Diagnostika

— Priifung von Diagnostika im Rahmen der Zulassung und
Chargenfreigabe im Auftrag der Zulassungsstelle des FLI

— Priifung von Impfstoffen fiir Fische in Abstimmung mit dem Paul-
Ehrlich-Institut

— Aufbewahrung von Erregerisolaten aus bestitigten Seuchenfillen
und Ubergabe ausgewiihlter Isolate an das EU-Referenzlabor

— Epidemiologische Untersuchungen in Zusammenarbeit mit den
Fischgesundheits- und Fischseuchenbekdnpfungsdiensten und den
Untersuchungsdmtern der Bundeslédndern

Zu den wichtigsten Aufgaben des NRL-F gehort es, Virusisolate, die in
den regionalen Untersuchungsémtern nicht oder nicht sicher identifiziert
werden konnen, zu charakterisieren.

Ab 1997 kam es zu einer Abnahme der Einsendungen zur
Identifizierung von VHSV und IHNV (Abb. 2). Das ist auch darauf
zuriickzufiilhren, dass durch die vom NRL-F organisierten
Qualifizierungsmainahmen in Form der ,Riemser Seminare zur
Diagnose von Fischkrankheiten“ die Mitarbeiter der regionalen
Untersuchungsédmter zunehmend besser in die Lage versetzt wurden, die
Fischseuchen-Erreger ~ mit den  vorgeschriebenen =~ Methoden
nachzuweisen.
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Schwerpunkt bei den Einsendungen beziiglich IHN und VHS in letzten
Jahren war der Antikdrper-Nachweis mittels ELISA und die molekulare
Analyse.

Abbildung 2
Einsendungen an das NRL 1993 bis 2003, unterteilt in Einsendungen
beziiglich IHN und VHS sowie anderer Erreger
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Bei  besonderen  epizootiologischen  Fragestellungen  erfolgte
entsprechend der EU-Richtlinie 93/53 (EWG) (3) eine genetische
Analyse der Virusisolate durch Sequenzierung ausgewihlter
Genombereiche. Im letzten Jahr konnte bei 2 Ausbriichen in
Teichwirtschaften, in denen bereits in den Vorjahren Seuchen
aufgetreten waren, nachgewiesen werden, dass es sich um den selben
Virusstamm handelte, der schon in den Vorjahren fiir den Ausbruch
verantwortlich war.

Als Ergebnis der genetische Analyse wurden genetische Stammbéume
fir VHS und THN-Virusstimme und -isolate erstellt. In den VHSV-
Stammbaum lie sich auch der neuartige VHSV-Typ Wi einordnen, der
Ende der 90er Jahre gehduft aus erkrankten Forellen in Deutschland
isoliert wurde und der sich mit kommerziell erhiltlichen, fiir die
Routinediagnostik empfohlenen monoklonalen Antikérpern nicht
nachweisen liel (9). Das erste IHNV-Isolat aus Deutschland (12) findet
man ebenfalls im Stammbaum fiir IHNV wieder. In Zusammenarbeit
mit dem , Western Fisheries Research Center in Seattle, USA, ist es
gelungen, die Europdischen IHNV-Stimme in das IHN-
Klassifizierungs-System einzugliedern. Die in Europa verfiigbaren

33



Sequenz-Daten wurden mit den in der Datenbank in Seattle vorhandenen
IHN-Sequenzen verglichen. Die Europiischen Virusstimme lassen sich
auf den Nordamerikanischen Genotyp ,M® zuriickzufiihren. Der
Genotyp ,,M“ ist hauptsdchlich fiir die Infektionen bei SiiBwasser-
Salmoniden an der Westkiiste Nordamerikas verantwortlich. Diesen
Ergebnissen zufolge ist eine Einschleppung des IHN-Virus nach Europa
nur einmal erfolgt. Die weitere Differenzierung in die bei uns
vorgefundenen Virusstimme erfolgte in Europa seit der ersten
Einschleppung im Jahre 1987.

Tierseuchenrechtliche Zulassung seuchenfreier Fischhaltungsbetriebe,
Gebiete oder Léinder

Die Strategie der Europdischen Union zur Bekdmpfung von
Fischseuchen besteht in der weiteren Zuriickdringung der Krankheiten
durch regelmiBige Uberwachung der Fischbestinde und darauf
basierende gesetzliche MaBnahmen, wie die tierseuchenrechtliche
Zulassung nachweislich seuchenfreier Fischhaltungsbetriebe, Gebiete
oder Lander verbunden mit Handelsbeschridnkungen fiir Fische aus nicht
zugelassenen Bestinden.

In der EU sind das Vereinigte Konigreich (England, Wales, Nordirland
und Schottland) und Schweden frei von VHS und IHN. Dénemark und
Irland sind frei von IHN. In Finnland lduft noch ein Kontrollprogramm
auf Freisein von VHS und IHN. In den meisten Landern gibt es, wie in
Deutschland, einzelne, als frei von VHS und IHN zugelassene
Fischhaltungsbetriebe sowie begrenzte zugelassene Teile in nicht
zugelassenen Gebieten.

In der EG-Entscheidung 2004/373/EG vom 13. 04. 04 (13) sind die
hinsichtlich VHS und/oder IHN zugelassenen Gebieten und
Fischhaltungsbetriebe in nicht zugelassenen Landern aufgelistet. Danach
besitzen in Deutschland insgesamt 109 Fischhaltungsbetriebe die
tierseuchenrechtliche Zulassung als frei hinsichtlich IHN und VHS und
1 Betrieb die Zulassung als IHN-frei nach der Aquakultur-Richtlinie
91/67/EWG. Fir 7 Teile von Wassereinzugsgebieten in Baden-
Wiirttemberg wurde die Zulassung als freie Gebiete erteilt (Tab. 3).

34



Tabelle 3

Zulassung von Fischhaltungsbetrieben und Gebieten als frei hinsichtlich
IHN und VHS nach der Aquakultur-Richtlinie 91/67/EWG in
Deutschland

Bundesland Zugelassene Fisch- | Zugelassene Teilgebiete
haltungsbetriebe - Anzahl (Betriebe) -

Baden-Wiirttemberg 77 7(19)

Bayern 8 0
Brandenburg 0 0

Hessen 1 0
Mecklenburg-Vorpommern 0 0
Niedersachsen 10 0
Nordrhein-Westfalen 6 0
Rheinland-Pfalz 0 0

Saarland 0 0

Sachsen 2 0
Sachsen-Anhalt 0 0
Schleswig-Holstein 1 0
Thiiringen 4 (+1 THN-frei) 0

gesamt 109 (+1 IHN-frei) 7(19)

Liquidierung von Seuchenherden

Bei amtlicher Feststellung der IHN oder VHS in einem
Fischhaltungsbetrieb sind die seuchenkranken oder seuchenverdédchtigen
Fische zu téten und unschédlich zu beseitigen. Das gilt auch fiir Anlagen
zur Haltung von Fischen im geringen Umfang. Die ”Stamping out”-
Methode mit kompromissloser Rdumung und Desinfektion der Anlage
wird jedoch nicht immer konsequent durchgefiihrt. Im Jahr 2003 wurden
die IHN und VHS nach unseren Erhebungen in 28 Bestdnden durch
”Keulung” bekampft. Per 31. 12. 2003 galten noch 40 Betriebe als mit
VHSYV infiziert, 5 mit IHNV sowie 3 mit beiden Erregern.

Ursachen fiir Reinfektionen nach Radumung der Bestéinde sind meist eine
unvollstindige Erregereliminierung durch mangelhafte Desinfektion,
Verbleib infizierter Fische in der Anlage oder bei VHS eine Reinfektion
durch Wildfische.
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Uberwachung der Fischbestinde

Fischhaltungsbetriebe sind zur Erlangung und Aufrechterhaltung der
Zulassung nach der Aquakultur-Richtlinie 91/67/EWG (1) regelmifBig
zu iberwachen. Nach § 5 der Fischseuchen-Verordnung (8) hat
mindestens einmal jahrlich eine tierdrztliche virologische Untersuchung
des Fischbestandes zu erfolgen. 2003 wurden nach unseren Erhebungen
in den Diagnostik-Laboratorien aller Bundeslédnder insgesamt 2.414
Organproben von  Fischen entsprechend der ,Entscheidung
2001/183/EG iiber die Probenahmepldne und Diagnoseverfahren zur
Erkennung und zum Nachweis bestimmter Fischseuchen® und der
Fischseuchen-Verordnung untersucht. Die Identifizierung neuer oder
neuartiger Isolate erfolgte im NRL-F.

In der EU wird eine liickenlose Uberwachung der Fischbestinde auf
Vorkommen von VHS und THN und Meldung der infizierten Betriebe
gefordert. In Deutschland besteht aber das Problem, dass von 4.135
Betrieben, in denen fir IHN- und VHS-Virus empfingliche Fische
gehalten werden, nur 612 in ein Uberwachungsprogramm einbezogen
sind. Lediglich 561 Betriecben konnte VHS- und IHN-Freiheit
bescheinigt werden. 3.523 werden nicht regelmiBig untersucht. Von den
insgesamt 6.653 Fischhaltungsbetrieben, in denen fir VHS und IHN
nicht empféngliche Spezies gehalten werden, erfolgte eine Kontrolle nur
in 145 Bestédnden. Bei den nicht untersuchten Betrieben handelt es sich
vor allem um kleine, meist im Nebenerwerb bewirtschaftete, sogenannte
Hobbybetriebe  im  Bundesland  Bayern. Eine  effektive
Tierseuchenbekdmpfung ist aber nur durch Einbeziehung aller
Fischhaltungsbetriebe in die Uberwachung méglich.

Neue oder neuartige Isolate und Krankheiten

Sleeping-Disease bei Forellen

Erstmals fiir Deutschland wurde 2003 das Sleeping disease virus (SDV,
14 ) aus erkrankten Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) isoliert.
Nach Kultivierung in CHSE-214-Zellen konnte der Erreger mittels RT-
PCR sowie Immunfluoreszenz identifiziert werden. Das SDV gehért zur
Familie Togaviridae, Genus Alphavirus (15 ) und verursacht Nekrosen
im Pankreas, Herz und in der Muskulatur.
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Iridoviren beim Europédischen Wels

Vom Europiischen Wels (Silurus glanis) wurde ein Iridovirus isoliert,
das als European sheatfish virus (ESV) bezeichnet wird (16) und eng
verwandt ist mit dem Epizootic haematopoietic necrosis virus (EHNV),
isoliert vom Redfin Perch (Perca fluviatilis) und von
Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss), sowie dem European
catfish virus (ECV), ein Isolat vom Katzenwels (Ictalurus melas) (17).
Systemische Iridoviren verursachen Krankheiten mit Todesfillen und
wirtschaftliche Schiden bei Nutz-, Wild- und Zierfischen. Die
Methoden zum Nachweis dieser Iridoviren wurden am NRL-F etabliert.
Fir die Epizootische Hématopoetische Nekrose (EHN) besteht
Meldepflicht beim OIE (18). In der EU wird die Aufnahme der EHN in
die Liste der meldepflichtigen Krankheiten diskutiert.

Herpes-, Rhabdo- und Reovirus bei Aalen

Aus Aalen (Anguilla anguilla) wurde im vergangenem Jahr mehrfach
das Herpesvirus anguillae (HVA, 19 , 20), auch bezeichnet als Anguillid
Herpesvirus (AngHV), isoliert.

Der Erreger verursacht bei Aalen die sogenannte ,,Rotkopfkrankheit®,
die sich in einer Rotung der Haut und der Kiemen &ufert. Es kommt zu
Haut-, Kiemen- und Lebernekrosen. Die Labordiagnose kann durch
Virusisolierung in Zellkulturen (EK-1-Zellen) und Identifizierung
mittels IIFT, PCR (nach HAENEN et al., pers. comm.) oder
Elektronenmikroskopie erfolgen.

Vereinzelt gelang die Isolierung von Rhabdoviren, die als Eel virus
European X (EVEX) identifiziert werden konnten, und von Reoviren. In
der Aquakultur verursachen Reoviren und Herpesviren bei Aalen
Verluste bis 90 %. Offensichtlich werden die Erreger mit den Glasaalen
aus dem Ozean in die Farmen eingeschleppt.

Koi-Herpesvirus-Infektion

Das Koi-Herpesvirus (KHV, 21), auch als Cyprinid Herpesvirus-3
(CyHV-3) bezeichnet, verursachte 2003 weltweit verlustreiche
Krankheitsgeschehen bei Kulturkarpfen (Cyprinus carpio) und beim Koi
(Cyprinus carpio koi).

Bei der Isolierung des KHV mit Zellkulturen wurden bisher
unbefriedigende Ergebnisse erzielt. Die PCR erwies sich als geeignete
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Methode zum Nachweis von KHV-Genom in Kiemen- und Organ-,
vorzugsweise Nieren- und Gehirnhomogenisaten. Ein Antiserum vom
Kaninchen und monoklonale Antikdrper (mAk) wurden hergestellt und
den Untersuchungsdmtern fiir diagnostische Zwecke zur Verfiigung
gestellt.

Die KHV-Infektion stellt zunehmend ein Risikofaktor fiir die
Produktion von Nutzkarpfen dar. Es wird die Einfiihrung der
Untersuchungs-, Melde- und Bekdmpfungspflicht fiir Nutzfische,
moglichst auch fiir den Handel mit Zierfischen gefordert. Es sollte die
Haltung von Koi-Karpfen in Bestinden mit Nutzkarpfen verboten
werden bzw. eine seuchenhygienische Trennung der Koi- und
Nutzkarpfenbesténde erfolgen.

Orthomyxovirus vom Koi

Ein Isolat vom Koi erwies sich bei der elektronenmikroskopischen
Untersuchung als  Orthomyxovirus-dhnlich mit morphologischen
Gemeinsamkeiten zum ISAV. MAks und Antiseren gegen das ISAV
reagierten nicht mit diesem Koi-Isolat. Nach i.p. und Bad-Applikation
an Koi-Karpfen konnten keine Krankheitssymptome festgestellt werden.
Die Bedeutung dieses neuartigen Virusisolates ist gegenwirtig noch
unklar.

Literaturverzeichnis

Verordnung zum Schutz gegen StiBwasserfisch-Seuchen,
Muschelkrankheiten ~ und  zur Schaffung seuchenfreier
Fischhaltungsbetriebe und Gebiete (Fischseuchen-Verordnung) vom
16.Mai 2001 (BGBL. I S. 937)

Richtlinie 91/67/EWG des Rates vom 28.Januar 1991 betreffend die
tierseuchenrechtlichen Vorschriften filir die Vermarktung von Tieren
und anderen Erzeugnissen der Aquakultur (Abl. EG Nr. L 45 S. 1),
gedndert durch Richtlinie 9354/EWG des Rates vom 24. Juli 1993
(Abl. EG Nr. L 175 S. 34).

Richtlinie 93/53/EWG des Rates vom 24. Juni 1993 zur Festlegung von
MindestmaBBnahmen der Gemeinschaft zur Bekdmpfung bestimmter
Fischseuchen (Abl. EG Nr. L 175, S. 23).

Entscheidung 2001/183/EWG der Kommission vom 22. Februar 2001
zur Festlegung der Probenahmepldne und Diagnoseverfahren zur
Erkennung und zum Nachweis bestimmter Fischseuchen und zur

38



Aufhebung der Entscheidung 92/532/EWG (Abl. EG Nr. L 67
S.65).

Fichtner, D., Bergmann, S., Enzmann(2004): Virale Hamorrhagische
Septikdmie (VHS) und die Infektiose Hamatopoetische Nekrose
(IHN). In Tiergesundheitsjahresbericht 2003. Hrsg.:
Bundesministerium fiir Verbraucherschutz, Landwirtschaft und
Erndhrung und Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der
Tiere, S. 90-102.

Verordnung iiber anzeigepflichtige Tierseuchen, in der Fassung vom 11.
April 2001 (BGBI. I S. 547).

Verordnung iiber meldepflichtige Tierkrankheiten, in der Fassung vom
11. April 2001 (BGBI. I S. 541).

Tierseuchen-Nachrichtensystem (TSN) des Bundesforschungsinstitutes
fir Tiergesundheit, Institut fiir Epidemiologie, zentrale
Tierseuchendatenbank der Bundesrepublik Deutschland.

Fichtner, D., Bergmann, S., Enzmann, P.-J. and Granzow, H. (1998):
Characterisation of Viral Haemorrhagic Septicaemia (VHS) virus
isolates. Bull. Eur. Ass. Fish. Pathol. 18, 56-61.

Fichtner, D., Bergmann, S., Enzmann, P.-J., Granzow, H., Schiitze, H.,
Mock, D. and Schifer, J.-W. (2000): Isolation and characterisation
of a variant strain of Infectious Haematopoietic Necrosis (IHN)
virus. Bull. Eur. Ass. Fish Pathol. 20, 135-142.

Olesen, N. J. (2004): Status and Emergence of VHS and IHN in Europe.
8™ Annual Meeting of EU National Reference Laboratories for Fish
Diseases. Brussels, Belgium, June 15-16, 2004.

Enzmann, P.-J., Dangschat, H., Feneis, B., Schmitt, D., Wizigmann, G.
and Schlotfeldt, H.-J. (1992) Demonstration of IHN virus in
Germany. Bull. Eur. Ass. Fish Pathol. 12, 185-188.

EG-Entscheidung 2004/373/EG vom 13.04.04. ABL. EG L 118, S. 49.

Boucher, P. and Baudin Laurencin, F. (1996) Sleeping disease (SD) of
salmonids. Bull. Eur. Ass. Fish Pathol. 14 (5), 179-180.

Villoing, S., Bearzotti, M., Chilmonczyk, S., Castric, J. and Bremont, M.
(2000) Rainbow trout sleeping disease virus is an atypical
alphavirus. J. Virol. 74(1), 173-83.

Ahne, W., Schlotfeldt, H. J. and Thomson, 1. (1995): Fish virus isolation
of an icosahedral cytoplasmic deoxyribovirus from sheatfish
(Siluris glanis). J. Vet. Med. (B) 36, 333-336.

Mao, J., Hedrick, R. P. and Chinchar, V. G. (1997): Molecular
characterization, sequence analysis and taxonomic position of
newly isolated fish iridoviruses. Virology 229, 212-220.

39



Diagnostic Manual for Aquatic Animal Diseases. Office International
des Epizooties, 3rd editon 2000, 17-25.

Scheinert, P. und Baath, C. (2004): Das Aal-Herpesvirus - Eine neue
Bedrohung der Aalbestinde? Fischer & Teichwirt 6/2004, 692-693.

Davidse, A., Haenen, O. L. M., Dijkstra, S. G., Van Newstadt, A. P.,
Van der Vorst, T. J. K., Wagenaar, F. and Wellenberg, G. J. (1999):
First isolation of herpesvirus of eel (herpesvirus anguillae) in
diseased european eel (anguilla anguilla L.) in Europe. Bull. Eur.
Ass. Fish Path. 19(4), 137-141.

Hedrick, R. P., Gilad, O., Yun, S. and Spangenberg, J. V. (2000): A
Herpesvirus Associated with Mass Mortality of Juvenile and Adult
Koi, a Strain of Common Carp. J. of Aquatic Animal Health 12, 44-
57.

40



Infektiose Haematopoetische Nekrose der Lachse: Die
Einschleppung nach Europa als monophyletisches Ereignis

Peter-Joachim Enzmann, Dieter Fichtner, Sven Bergmann

Friedrich-Loeffler-Institut, ~ Bundesforschungsinstitut  fiir  Tiergesundheit,
Tiibingen und Insel Riems

Zusammenfassung

Das Virus der Infektiosen Haematopoetischen Nekrose der Lachse,
IHNV, urspriinglich der Erreger einer Krankheit bei Lachsen in
Nordamerika, wurde im Jahre 1987 nach Europa eingeschleppt und zwar
nahezu gleichzeitig nach Frankreich und Italien ( Baudin-Laurencin,
1987; Bovo et al., 1987). In beiden Landern waren Regenbogenforellen
(Oncorhynchus mykiss) betroffen. Der Einschleppungsweg ist unklar, es
soll beim Import von Salmonideneiern geschehen sein soll. Im Jahre
1992 war es dann auch in Deutschland soweit, ein erster IHN-Ausbruch
musste diagnostiziert werden (Enzmann et al., 1992). In diesem Fall war
der Einschleppungsweg klar, das Virus wurde mit Regenbogenforellen
aus Italien eingefiihrt. Da sich die IHN-Stdimme nur sehr geringfligig
voneinander unterscheiden war es bisher nicht mdglich, die
Verwandtschaft  der  Europdischen  Virusisolate  mit  den
Nordamerikanischen =~ Stdimmen  festzustellen. Die  serologisch
nachweisbaren Unterschiede reichen nicht aus, um die Européischen
Stdimme mit den Nordamerikanischen zu vergleichen. Erst die
molekulare Charakterisierung des G-Gens des IHNV, durchgefiihrt von
Gael Kurath (Kurath et al., 2003) (Garver et al., 2003) am ,,Western
Fisheries Research Center®, Seattle, USA, machte eine Aussage iiber die
Verwandtschaftsverhdltnisse innerhalb der Nordamerikanischen Stdmme
moglich. In diesen Arbeiten wurde die sogenannte ,,mid-G*“- Region des
G-Gens, ein Fragment mit 303 Basen, verwendet.

Im vergangenen Jahr wurde innerhalb der EU ein Netzwerk aufgebaut
mit der Aufgabe, von den wichtigsten Fischpathogenen jeweils
bestimmte Gene zu charakterisieren und diese Sequenzen in einer
Datenbank zu veroffentlichen (Snow et al., 2004;
www.fishpathogens.net). Im Zusammenhang mit diesem Netzwerk war
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es dann moglich, die bekannten Daten iiber die Deutschen und
Europdischen IHNV-Isolate auszuwerten.

Zur Situation in Nordamerika: Virusisolate aus den Regionen Alaska,
nordliches British Columbia, siidliches British Columbia, Idaho, Oregon
und Californien lassen sich in einem Stammbaum in 3 deutlich
voneinander zu unterscheidenden Genogruppen eingliedern: U, M und
L. Diese Buchstaben stehen fiir Upper, Middle und Lower ,,Region* und
die Genogruppen =zeigen eine deutlich, weitgehend einheitliche
geografische Verbreitung, das bedeutet: die Genogruppe U (Upper)
kommt in Alaska und British Columbia vor. Die Genogruppe M
(Middle) ist hauptséchlich in Washington, Idaho und Oregon verbreitet,
und die Genogruppe L (Lower) wird nur in Oregon und Californien
gefunden. In der Genogruppe M koénnen zusétzlich Subgruppen
unterschieden werden: A, B, C, D, d.h. die Genogruppe M hat sich am
weitesten differenziert.

Ein Vergleich der eigenen Sequenzdaten mit den Nordamerikanischen
Daten ergab, dass die Europidischen IHN-Isolate ausnahmslos zur M-
Genogruppe gehoren.

Die ,,Mid-G-Region“ des G-Gens reicht allerdings nicht aus, um eine
eindeutige Abstammung der Europdischen Stimme untereinander
herzuleiten. Daher wurde in der Datenbank von Seattle nach kompletten
Sequenzen des G-Gens gesucht.

Die Europdischen Isolate stellen sich bei Verwendung des gesamten G-
Gens im Vergleich als monophyletisch dar. Die Einschleppung des
IHNV nach Europa erfolgte nach diesen Daten nur einmal. Dieses
damals nach Frankreich oder Italien eingeschleppte IHNV hat sich dann
aber erfolgreich innerhalb Europas verbreitet. Das damals
eingeschleppte Virus stammt aus dem ,,Columbia-River-Gebiet“. Das
IHNV hat sich in den ca. 15 Jahren seit der Einschleppung nach Europa
so weit weiter entwickelt, dass wir inzwischen bereits mehrere
Subgruppen unterscheiden konnen.

Abstract

IHNV was originally observed as a disease of mainly Pacific salmon and
trout in enzootic areas in western North America. In 1987 IHNV was
detected in France and Italy (Baudin-Laurencin, 1987; Bovo et al., 1987)
in rainbow (Oncorhynchus mykiss) trout populations. The way of
introduction is unclear up to now, possibly it happened with import of
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salmonid eggs. In 1992 THNV was isolated for the first time from
rainbow trout in Germany (Enzmann et al., 1992). The first introduction
of IHNV as well as several further infections in German rainbow trout
farms could be attributed to various fish imports mostly from Italy, but
later also from France. Serological differentiation of IHNV isolates is
extremely difficult, therefore it was not possible to demonstrate from
which region of North America THNV was introduced to Europe.
Previous studies of IHNV evolution have described the extent of
molecular evolution within North America (Kurath et al., 2003; Garver
et al., 2003) using the glycoprotein gene (G).

A network was built up during 2003 within the EU aimed at creating a
web-based database of molecular sequence data-sets related to
significant pathogens of aquaculture (Snow et al, 2004;
www.fishpathogens.net). In the context of this network it was possible
to analyse the European data obtained from ITHNV together with the
North American data. In a recent study based on 323 IHNV field isolates
in North America, sequence analysis of a 303 nucleotide variable region
(mid-G) within the glycoprotein gene (G) revealed three major virus
genogroups designated U, M and L, indicating their general correlation
with the upper, middle and lower portions of the IHNV geographical
distribution in North America (Kurath et al., 2003). The genogroup M is
mainly prevalent in the US states Washington, Idaho and Oregon. The
genogroup is only found in Oregon and California. And the genogroup
U is mostly found in Alaska and British Columbia. The phylogenetic
relationship of the IHNV isolates in Germany to those of the genogroup
M could be clearly demonstrated. Analysis of the full length G gene
sequences indicated that an independent evolution of IHN viruses had
occurred in Europe. IHN viruses in Europe seem to be of a
monophyletic origin, again most closely related to North American
isolates in the M genogroup. As a result of comparative sequence
analyses several different genotypes have been identified circulating in
Europe.

Literatur

Baudin-Laurencin, F. (1987). IHN in France. Bull. Eur. Ass. Fish
Pathol. 7: 104

Bovo, G., Giorgetti, G., Jorgensen, P. E. V., Olesen, N. J. (1987).
Infectious haematopoietic necrosis: First detection in Italy. Bull.
Eur. Ass. Fish Pathol. 7: 124

43



Enzmann, P.-J., Dangschat, H., Feneis, B., Schmitt, D., Wizigmann, G.
and Schlotfeldt, H.-J. (1992). Demonstration of IHN virus in
Germany. Bull. Eur. Ass. Fish Pathol, 12, 185-188.

Garver KA, Troyer RM, Kurath G. (2003). Two distinct phylogenetic
clades of infectious hematopoietic necrosis virus overlap within the
Columbia River basin.Dis Aquat Organ. 2003 Aug 4;55(3):187-203.

Kurath, G., Garver, K., Troyer, R.M., Emmenegger, E.J., Einer-Jensen,
K. and Anderson, E.D. (2003). Phylogeography of infectious
haematopoietic necrosis virus in North America. J. Gen. Virol. 84,
803-814.

Snow, M., Barja, J., Colquhoun, D., Cunningham, C., Devold, M.,
Dopazo, C., Einer-Jensen, K., Enzmann, P.-J., Evenden, A.,Gilpin,
M., Gray, T., Nylund, A., Paley, R., Stone, D. and Thiery, R.
(2004). Development of a European resource on the origins of
pathogens of aquaculture: the EUROPA project. Bull. Eur. Ass.
Fish Pathol. 24, 54-57.

44



»Sleeping Disease® in Deutschland

S.M. Bergmann, R. Riebe und D. Fichtner

Friedrich-Loeffler-Institut, ~ Bundesforschungsinstitut ~ fiir ~ Tiergesundheit,
Greifswald-Insel Riems

Einfithrung

Seit etwa 10 Jahren wird in Frankreich, besonders im bretonischen
Departement, eine neue virale Erkrankung der Regenbogenforelle
(Oncorhynchus mykiss) beobachtet, die als “Sleeping Diseases” (SD)
bezeichnet wird (Boucher and Baudin Laurencin 1994). Der Name leitet
vom ungewdohnlichen Verhalten der infizierten Tiere ab. Sie sinken auf
dem Boden der Teiche oder Aquarien ab und legen sich wie zum
Schlafen auf die Seite. Recht schnell wurde die Ursache der Krankung,
das SD-Virus (SDV), erkannt (Boucher et al. 1996).

Nach seiner Charakterisierung und teilweisen Sequenzierung wurde das
SDV als ,Atypisches Alphavirus“ innerhalb der Virusfamilie
»logaviridae” eingeordnet. Gegenwirtig wird das SDV in Frankreich,
Italien, GroBbritannien und nun auch in Deutschland nachgewiesen.
SDV besitzt eine sehr hohe Sequenzhomologie zum Salmon Pancreas
Disease Virus (SPDV), welches die Pancreas Disease (PD) hervorruft
(Munro et al. 1984, Villoing et al. 2000, Weston et al. 2002, Desvignes
et al. 2002). Diese Erkrankung mariner Lachse (Salmo salar) wurde in
Irland, Norwegen, den USA, aber auch in Spanien und Frankreich
diagnostiziert.

Material und Methoden

Untersuchungsmaterial und primére Vermehrung

Junge Regenbogenforellen aus konventionellen Haltungen in
Deutschland zeigten bisher nicht aufgetretene Symptome einer
Erkrankung, die, wie in Frankreich bereits seit 1994 beschrieben, sich in
an Schlaf erinnerndem Verhalten duBlerten. Von diesen Forellen wurden
Organproben (Milz, Herz, Niere, Muskel, Darm, Gehirn) entnommen,
angerieben, zentrifugiert und der Uberstand und in verschiedenen
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Zellkulturen (CHSE-214, RTG-2, BF-2, EPC) bei 10°C und 15°C
kokultiviert.

Diagnostische Untersuchungen und Testverfahren

Als bereits passagierbare Referenzviren erhielten wir die Isolate S49P
(franzdsisches SDV Isolat) und P42P (Schottisches SPDV Isolat). Diese
Viren konnten in CHSE-214, RTG-2, BF-2 und EPC-Zellen bei 15°C
tiber 10-15 d mit einem deutlich ausgeprigten zytopathischen Effekt
(CPE) vermehrt werden. Die beiden Einsendungen wurden in gleicher
Art und Weise passagiert.

Zur primdren Charakterisierung wurden die RT-PCR’s nach Villoing et
al. (2000) und Graham et al. (2004) sowie die indirekte
Immunfluoreszenz (ilF) mit polyklonalem Antiserum gegen SDV vom
Kaninchen und monoklonale Antikérper (mAk) gegen SPDV, die wir
von J. Castric bzw. Michel Bremont aus Frankreich erhielten,
verwendet. Zusitzlich kam die IPNV-RT-PCR nach Taksdahl et al.
2001) und die iIFT mit mAk’s gegen IPNV (BioX, Belgien) zur
Anwendung.

Zur Darstellung des SDV aus den Einsendungen und den Referenzviren
wurde aus Passagen und aus dem Originalmaterial die Gesamt-RNA
mittels Trizol®Reagent (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers
extrahiert. Von dieser RNA wurden 2 pg fiir die RT-PCR’s (SDV,
IPNV) und zwischen 0,5 bis 20 pg zur Transfektion von CHSE-214-
und RTG-2-Zellen mittels Elektroporation verwendet.

Diskussion der Ergebnisse
Die SD und SPD-Referenzviren lieBen sich erfolgreich in allen Zellen
unter Bildung eines CPE vermehren. Die RT-PCR nach Villiong zeigte

aus allen Passagen die gewiinschte Bande im Agarose-Gel. Die Abb. 1
zeigt das Ergebnis aus der RTG-2-Passage.
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Abbildung 1
RT-PCR nach Villiong et al. (2002) nach Passagen der Referenzviren in
RTG-2

(15°C, 15 d p.i.)

100 bp-Marker

SDV (RTG-2)

SPDV (RTG-2)

neg. Prip.-Ko (RTG-2)
pos. Ko (SPDV, CHSE)

BMNP—‘Z

306 bp

In der dritten RTG-2- und CHSE-214-Passage der Einsendungen DF
11/03 und DF 18/03 konnte, trotz CPE, mittels RT-PCR und ilF kein
SDV nachgewiesen werden. Der Nachweis von IPNV jedoch war in
allen Proben positiv.

Darauthin  wurde von den Originalmaterialien eine RT-PCR
durchgefiihrt, welche zeigte, dass beide Viren, SDV und IPNV, in SDV-
positiven Proben vorhanden waren (Abb. 2). Auch eine Neutralisierung
der IPNV mit homologen Antiseren erbrachte nicht die gewiinschten
Erfolge.

Ausgehend von der Sichtbarkeit der Banden im Gel war im
Originalmaterial offensichtlich weitaus mehr SDV-RNA im Vergleich
zur IPNV-RNA vorhanden. Da die IPNV schneller und optimaler in den
Zellen vermehrt wurden, verdringten sie das SDV wihrend der
Passagen. Somit war in den dritten Passagen kein SDV mehr
nachweisbar.
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Abbildung 2
SDV- und IPNV-RT-PCR der Originalanreibungen der Einsendungen
DF 11 und 18/03

DF 11/03

M 100 bp-Marker
107/1 SDV

1

2 IPNV
- 3 107/2 SDV
! = 4 IPNV
. 5 107/3SDV
6 IPNV
7 SDV neg.
8 IPN neg.

M 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 M DF 18/03
o 9 134/1SDV

52 | k 4

E 4 : 10 IPNV
h H . u '.“-_' 11 1342 SDV
13 134/3 SDV
14 IPNV
15 135 SDV
16 IPNV
17 SDV neg.
18 IPNV neg.

Nach Elektroporation der Gesamt-RNA aus den Proben waren in allen
im Original SDV-positiven Proben keine IPNV mehr nachweisbar. Auch
in den weiteren Passagen in CHSE-214-Zellen wurden mittels RT-PCR
nur noch SDV diagnostiziert.

Schlussfolgerungen

1. Erstmals wurde SDV aus Forellen in Deutschland nachgewiesen.

2. Es wurde ein Verfahren entwickelt, das es erlaubt, eine IPNV-
Kontamination zu eliminieren.

3. Es wurden monoklonale Antikdrper gegen SPDV hergestellt.
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Einfiihrung

Seit 1997 beobachten wir eine neue Viruserkrankung bei Cyprinus
carpio, zunichst bei Koi, dann auch bald bei Karpfen.

Seit 2000 wissen wir, dass es sich um eine Herpesviruserkrankung
handelt.

Mittlerweile kénnen wir eine weltweite Verbreitung annehmen, die nicht
nur die typischen Koiproduzenten, sondern auch die klassischen
Karpfenproduktionslénder betriftt.

Die folgende Abbildung zeigt diejenigen Lénder, in denen KHV
nachgewiesen wurde.
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Grafik aus :
LInfection with Koi Her Disease Card*;

Von M. Crane, M. Sano and C. Komar, 2004) zur Unterstiitzung der
NACA/FAO/OIE im Raum Asien/Pazifik, NACA, Bankok, Thailand, 2004

Table 2. List of countries and dates of first reports of KHY

- Europe ~ America |  Asia _.._Africa
United Kingdom (1998) " USA (1998] | Israel (1998) S. Africa (2003)
i _|.Indonesia (2002

Denmark (2002) China (2002)
Germany (2002)
The (2002) Japan (2003)
Switzerland (2003)
| (2003)
ltaly (2003)

Austria {2003)
France (2003 | ___| _______

Die von KHV betroffenen Staaten gehen mit dem Problem sehr
unterschiedlich um:

Beispiel: Israel
Nachdem noch die ersten Ausbriiche zu einer Tilgung der Koi auf den
betroffenen Farmen flihrten, ist mittlerweile eine Durchseuchungspolitik
etabliert. Die Mehrzahl der Koi aus Israel sind entweder sogenannte
NIFs (Koi, die eine natiirliche Immunitit gegen KHV aufweisen sollen)
oder ,,geimpft™.

Beispiel: Japan

Aus Angst vor dem Import von infizierten Koi hat Japan seit 1999 den
Import von Koi ins Land verboten. Spétestens seit 2003 ist KHV in den
Wildfischbestdnden Japans in mehreren Fliissen nachgewiesen und hat
zu hohen Mortalititen gefiihrt. Die Koiziichter haben sich abgeschottet,
die japanischen Behorden haben den Handel zwischen Siid- und
Nordjapan untersagt, Koishows wurden abgesagt, die Ziichter
exportieren Koi nur nach aktueller PCR Untersuchung. Bislang gibt es
keine Hinweise auf KHV Ausbriiche durch direkt aus Japan importierte
Koi.

Beipiel: Die EU

Trotz der Hinweise aus Deutschland, dass KHV die Karpfenproduktion
bedroht (2003), ist bislang keine EU-weite Schutzmafinahme erfolgt.
Entscheidungen wurden bis auf weiteres vom Votum der
karpfenproduzierenden Beitrittsstaaten abhéngig gemacht. Dies hdngt
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unter anderem damit zusammen, dass sich die Nachweisverfahren (PCR)
derzeit nicht mit der Fischseuchenrichtlinie in Einklang bringen lassen
und dass KHV bisher die eben dort geforderten Koch’schen Postulate
nicht vollstindig erfiillt. Auch muss befilirchtet werden, dass es an der
geeigneten Lobbyarbeit von Seiten der Karpfenproduzenten fehlt.

Der status quo
Koihobby
Was will der Koihobbyist?

— Sicherheit beim Koikauf, auch im Niedrig-Preis-Segment

— Bezahlbare Tests, die mdglichst bald auch Carrier sicher nachweisen
— Moglichst freie Auswahl beim Koikauf

— Beim Koikauf nicht stdndig an Krankheiten denken.

Freiwillige MaBBnahmen im Bereich der Hobbyisten:

— Informationen {iiber Internet oder Fachzeitschriften (sehr
unterschiedliche Aussagen, teilweise schlicht fachlich falsch)

— Sorgfaltige Wahl des Lieferanten, Ankaufsuntersuchungen,
Quaranténe

— Hilfestellung durch Veterindrdmter zur Verhiitung der KHV-
Verschleppung iiber den Einzelhandel ist praktisch nicht gegeben
(obwohl das Tierschutzgesetz hier greifen konnte)

Koihandel

Was will der Koihandel?

— ,.Saubere” Koi kaufen und verkaufenE

— E oder zumindest Klarheit iiber den KHV-Status der gehandelten
Koi

— Koi in jeder Preisklasse und GroBe anbieten

— Schutz vor ruindsen Schadensersatzprozessen

— Moglichst wenig staatliche Einmischung in Handelsfragen (,,freier
Handel*)

— Moglichst wenig ,,schlechte Presse®.
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Freiwillige Mafinahmen im Bereich des Handels:

Durch den Zentralverband Zoologischer Fachbetriebe wurde ab 2003 ein
fir alle angeschlossen  ZierfischgroBhéndler  verbindliches
Untersuchungsprogramm  etabliert. Es soll dem  Grofhandel
groBtmogliche Sicherheit beim Einkauf und Verkauf von Koi bieten.
Daneben wurde versucht, mittels einer weltweit zuginglichen Liste von
KHV-freien Lieferanten (Ziichter und Héndler) www.koibiosecurity.org
dem internationalen Koihandel den Kauf gesunder Koi zu ermdglichen.

Karpfenproduzenten
Was wollen die Karpfenproduzenten?

— ,,Echte® Produktion braucht groBtmoglichen Schutz vor der
Einschleppung von Fischseuchen (siche VHS/IHN)

— Mischbetriebe und Handelsbetriebe wollen iiberwiegend mdglichst
wenig staatliche Kontrolle und moglichst wenig Restriktionen (siche
Umsetzung der Fischseuchenrichtlinie in den Bundeslédndern)

— Eine flachendeckende Verbreitung von KHV kann nicht lange Zeit
verhindert werden.

Freiwillige Mafinahmen im Bereich der Karpfenzucht:

— Aufkliarung durch FGD und Veroffentlichungen

— Trennung von Koi und Karpfen; Trennung von Handelsware und
Eigenproduktion

— Staatliche Kontrolle und Maflnahmen bei KHV Ausbriichen sind
bislang nicht flichendeckend verbreitet.
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Karpfenproduktion 2002 (t) gemaly FAO Fishstat+
(FAO 2004)

global China

bighead 1722832 1700 965
common carp 3202 561 2235634
grass carp 3572825 3419593

silver carp 4071608 3401930

gesamt 12569826 10758 122

Karpfenproduktion Deutschland geméifi Jahresbericht iiber die
deutsche Fischereiwirtschaft 2002

In Deutschland existieren 186 Haupterwerbsbetriebe und zahllose
Nebenerwerbs-, bzw. Hobbybetriebe.

Die im Jahr 2002 erzeugten ca. 16.100 t (rund 11.500 t Speisekarpfen
und rund 3.600 t Satzkarpfen) entsprechen rund 24 Millionen Euro
Erlos.

Zierfischimporte nach D

19 % Japankaoi fiir den D Markt ...
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E werden produziert von 400 Koiziichtern (keine Handler, nur
Produzenten) in ganz Japan. Der Koiexport in die EU belduft sich auf
ca. 15-20 Mio. Euro.

Weltweit diirfte die EU einen Anteil von 1/3-1/4 haben. Der weltweite
Export von Koi aus Japan betrédgt ca. 50 Mio. Euro.

Israel hat inklusive der Warmwasserzierfische nur 2% Marktanteil.
Folglich nur rund 1,5-2 Mio Euro /Jahr.

(Quellen: Japanisches Ziichterverzeichnis 2004 und miindliche Mitteilung M.
Kammerer, Reprisentant der Konishi Koifarm in D, CH, A und NL)

Was kann man hieraus folgern?

Japanische Koiziichter und die Karpfenproduzenten der EU haben
gemeinsame Interessen an einer KHV-Freiheit.

Von hochstem Interesse diirfte dies auch fir die chinesischen
Karpfenproduzenten sein, es sei denn, siec konnen auf den Karpfen als
Speisefisch ganz verzichten.

Die Durchseuchungspolitik einer kleinen Minderheit gefdhrdet somit
bedeutende landwirtschaftliche Produktionszweige weltweit.

Zum Schutz der Produzenten muss auf die EU Druck ausgeiibt werden.
Wenn die Beitrittstaaten noch lange warten, ist der KHV-Status fiir viele
Betriebe nur noch durch grolen Aufwand realisierbar. Dies kann man
nach den Vortrdgen anldsslich der EAFP Tagung in Stralsund fiir Polen
und Siidafrika als gegeben sehen.

Der Druck kann erfahrungsgemdB nur {iber die Betroffenen wirksam
werden. Daher muss auf internationaler Basis eine gemeinsame
Anstrengung erfolgen. Hier kdnnen die staatlichen Behdrden und
Berater unterstiitzen

Die Verquickung von Zierfischhandel, Hobbykoihaltern und
Karpfenproduzenten macht die staatliche Kontrolle praktisch unméglich.
Dabher ist in einem ersten Schritt zur Kontrolle und Uberwachung der
KHV-Erkrankung eine Meldepflicht die einzig realistische Maflinahme.
Die Kontrollen miissen vor allem auf der Ebene der Verteiler, also des
GroB- und Einzelhandels ansetzen. Alle Zierfische kommen an einem
Flughafen in die EU, hier konnte eine Eingangskontrolle einfach
realisiert werden. Zusitzlich miissen offizielle Listen iiber den
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Seuchenstatus hinsichtlich KHV bei den exportierenden Léndern
gefordert werden.

Zusammenfassung

Es sollte sich nicht das Diktat der Minderheit durchsetzen. Die EU
konnte sich fiir ein Importverbot fir Koi aus geimpften oder
durchseuchten Bestéinden stark machen ohne dadurch den Koi- oder
Karpfenhandel innerhalb der EU zu behindern. Eine Meldepflicht in
Deutschland, besser in der gesamten EU und Importkontrollen werden
als geeignetes Instrument fiir eine KHV-Kontrolle gesehen.
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Zusammenfassung

Seit 1998 werden Infektionen mit einem neuen Herpesvirus bei
Cypriniden beobachtet. Das Virus, auch Koi-Herpesvirus (KHV)
genannt, verursacht enorme Verluste sowohl bei Nutzkarpfen als auch
beim Koi (Cyprinus carpio). Da die Anzucht in permanenten Zellen wie
der CCB oder der KF-1 wenig erfolgversprechend ist, wurde die PCR
als diagnostische Methode der Wahl entwickelt. Zur Bestitigung der
PCR-Reaktion kann die Sequenzierung, die nested PCR oder weitere
PCR’s genutzt werden. An paraffinfixierten Organschnitten und/oder
nach erfolgreicher Isolierung der KHV in Zellkulturen kdnnen weiterhin
die Immunfluoreszenz, die Immunhistochemie oder die in-situ
Hybridisierung verwendet werden. Gleiche diagnostische Methoden
eignen sich auch zum Nachweis von latentem Virus auch in anderen
Cypriniden.

Summary

In 1998 a new herpes virus has occurred in Cyprinid population. The
virus, also known as koi herpesvirus (KHV), induce enormous losses in
common carp and koi carp (Cyprinus carpio). Since the isolation of
KHYV in CCB or KF-1 cells are not successful, PCR was developed as
the diagnostic method of the choice. For confirmation of positive PCR
results sequencing, nested PCRs or further PCR can be used.
Furthermore, on formalin-fixed and paraffin embadded organs and/or
after successful isolation of KHV in cell cultures immunofluorescence,
immunohistochemie or in situ hybridization can be proceeded. The same
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diagnostische methods are also suitable for detection of latent virus also
in othe cyprinid species.

Einfithrung

Herpesviren wurden in den letzten Jahren Dank verbesserter Methoden
recht héiufig im aquatischen Bereich nachgewiesen. Diese
morphologisch den Herpesviren zugeordneten Virionen, die in der Regel
nicht Kklassifiziert sind, unterscheiden sich genomisch teilweise
gravierend von anderen Mitgliedern der Familie Herpesviridae, hier vor
allem von den Herpesviren der Saugetiere. Deshalb sollten die
Herpesviren aus dem Siif- und Salzwasser innerhalb der Virusfamilie
einer eigenen Unterfamilie ,,aquatic herpesvirinae® zugeordnet werden,
um Herpesviren der Fische und der Mollusken zu erfassen. Mittlerweile
wurden Herpesviren, die enorme Schéden indizierten, beim Stor, beim
Aal, beim Hecht, bei Cypriniden und Salmoniden sowie bei
verschiedenen Muschelarten im SiiB- und Salzwasser diagnostiziert.
Zusétzlich  wurden  Herpesvirusinfektionen bei  Sardinen, bei
Europidischen und Pazifischen Aalen, bei Rotstreifenfelsenfischen und
bei Karpfen gefunden. Die Infektionen der Cypriniden stellen seit 1999
weltweit einen Schwerpunkt der Arbeiten an Herpesviren dar. Zu den
bereits bekannten Infektionen mit dem Karpfenpockenvirus (CyHV-1)
und dem Goldfisch-Herpesvirus (CyHV-2) wurde das Koi-Herpesvirus
(KHV, CyHV-3) gestellt.

Moglichkeiten des Nachweises von KHV

1. Nachweis von Genomfragmenten des KHV

Aus FEinsendungsmaterialien von Karpfen und Koi (Cyprinus carpio)
gelang mittels PCR nach Gilad et al. (2002, Abb. 1), Gray et al. (2002),
Hedrick (pers. Mitteilung) und Kotler (pers. Mitteilung) sowie mit
eigenen Primerpaaren der Nachweis von Genomteile (virale DNA-
Polymerase, Hauptglykoprotein, verschiedene Fragmente) des Koi-
Herpesvirus (KHV) nachgewiesen (Abb. 2).
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Abbildung 1
KHV-PCR mit der Einsendung DF 17/03 nach Gilad et al. (2002)

M 123 4 5060 M 708

100 bp ladder (peqlab)
Karpfenkieme (2 pl)
Karpfenkieme (5 pl)
Karpfenkieme (10 pl)

negative Kontrolle (Ka-Prip.)
Koikieme (2 pl)

negative Kontrolle (Koi-Priip.)
negative PCR-Kontrolle (DEPC)
positive PCR Kontrolle

(KHV DF 14/02 (KHV-I), CCB)
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Abbildung 2
PCR zum Nachweis des KHV mit verschiedenen Primer-Paaren

major envelope
protein gene
(Riems)
766 bp

100 bp-Marker (peqlab)
KHV-Gray neg.
KHV-F-R (Gilad)
KHV-1Fn-1Rn (Riems)
KHV-2Fn-2Rn (Riems)
KHV-Gray 1F-1R
KHV-Gray 2F-2R
KHV-J-F-R (Riems)
CNGYV NH1-2 (Kotler/Riems)
P KHV-F-R neg. (MM)

I e L A 10  KHV-F-R neg. (t)

H (Kotler) 11 KHYV-F-R neg. (Prip.)

P
391 bp i 517bp

263 bp Wobp 12 KHV-Gray 1F-1R neg.

\OW\IO\UI&MNHZ
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2. Nachweis des KHV mittels Zellkultivierung und Immunfluoreszenz
(IFT)

Das KHV vermehrt sich nur sehr begrenzt in den KF-1- (Gilad et al.
2002) bzw. CCB-Zellen (Neukirch and Kunz 2001). Die Rate flir eine
Isolierung von KHYV in Zellen betrdgt etwa 1 : 50 bis 1 : 100 Isolate pro
PCR-positive Organ-Anreibung. Offensichtlich sind in den meisten
Anreibungen geniigend Viren vorhanden, aber die Zellkulturen sind
nicht empfindlich genug bzw. die KHV sind so geschidigt, dass sie
nicht in die Zellen eindringen kdnnen um vermehrt zu werden.

Am FLI wurden Antiseren gegen KHV am Kaninchen und monoklonale
Antikorper entwickelt und in der IFT in CCB-Zellen iiberpriift (Abb. 3).

Abbildung 3
Immunfluoreszenz zum Nachweis von KHV in CCB-Zellen

KHV-I nachgewiesen mit T 36 KHV-I nachgewiesen mit mAk 10A4
(FITC) (Cy3)

Mittels IFT gelang auch der Nachweis von KHV in Leukozyten von
akut und latent infizierten Karpfen und Kois (Abb. 4).

Abbildung 4

Nachweis von KHV in separierten
Leukozyten im akuten Infektions-
stadium
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3. Nachweis des KHV mittels Immunhistochemie (IHC) und in-situ
Hybridisierung (ISH)

Durch die Schwierigkeiten, die sich bei der Kultivierung der Viren
ergeben und zur Bestitigung der positiven PCR-Reaktionen, wurden die
IHC und die ISH an paraffinfixierten Organschnitten von Kois und
Karpfen durchgefiihrt. Sowohl in der IHC mit dem Serum T 36 als auch
in der ISH mit verschiedenen Sonden gelang der Nachweis der Viren an
den gleichen Orten am infizierten Kiemen (Abb. 5).

Gleichzeitig wurde ein Verfahren entwickelt, welches erlaubt, KHV-
DNA in der PCR aus den Paraffinschnitten nachzuweisen.

Abbildung 5
Immunhistochemie und in-situ Hybridisierung zum Nachweis von KHV-
infizierten Zellen

<
<—

<—

Immunhistochemie mit T 36 ISH mit Gilad-Sonde
(Hamalaun-Gegenfirbung)

ISH mit SB-1-Sonde ISH mit Kotler-Sonde
(Bismark-Brown-Gegenfirbung)
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Grenzen des KHV-Nachweises

Die Grenzen der derzeitigen Diagnostik liegen im Nachweis des KHV
durch die Zellkultivierung, im Nachweis von latentem Virus, im
Kenntnisstand zur Pathogenese der KHV-Infektion, im offensichtlich
schwer zu etablierenden Stress-Modell fiir Karpfen und in der Rolle
anderer Fische bei Infektionen mit KHV bzw. der Ubertragbarkeit der
Erkrankung.

Schlussfolgerungen

Im Nationalen Referenzlabor fiir Fischkrankheiten Insel Riems wurden
verschiedene PCR’s, RT-PCR’s, nested PCR’s, in-situ Hybridisierungen
mit verschiedenen Sonden, IFT’s mit polyklonalen Antiseren und
monoklonalen Antikérpern sowie die ITHC zum Nachweis des KHV
etabliert. Weiterhin kdnnen die Kultivierungen in CCB- und/oder KF-1-
Zellen sowie die Sequenzierung der PCR-Amplifikate durchgefiihrt
werden.
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Abstract

Koi Herpes Virus (KHV) wurde seit 1998 als Ursache wiederholter
Massensterben von Koi-Karpfen in Siidafrika vermutet. Erst im Jahre
2003 gelang es jedoch, in einem aktuellen Fall diesen Verdacht mittels
Polymerase Kettenreaktion (PCR) zu bestétigen.

AnschlieBend an diesen ersten Nachweis von KHV in Siidafrika wurden
retrospektiv formalinfixierte, in Paraffin eingebettete Organproben der
Jahre 2001 und 2002 im Deutschen Referenzlabor fiir Fischkrankheiten,
Insel Riems, untersucht. Mittels molekularbiologischen Methoden sowie
in-situ Hybridisierung wurde KHV-DNA in einem Grossteil dieser
Organproben nachgewiesen.

Seit Januar 2004 wurden an mehr als 40 Standorten (Héndler/ Ziichter/
Hobbyteiche) iliber 70 Proben (Kiemen jeweils drei Fischen) mittels
PCR auf das Vorhandensein von KHV untersucht. Bei 25% der
beprobten Standorte wurden KHV-positive Koi gefunden.

Eine Arbeitsgruppe bestehend aus Koihéndlern, -ziichtern, -hobbyisten
sowie Vertretern der staatlichen Veterinir- und
Umweltschutzdepartmente versuchen nun, das Ausmass der KHV-
Verseuchung in Siidafrika festzustellen sowie Pldne zur Bekdmpfung
auszuarbeiten.

Einleitung
Im September 2003 (Friihling in Siidafrika) traten in Erdteichen eines

erfahrenen lokalen Koiziichter Massenmortalitdten bei seinen knapp 1-
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jahrigen Koi auf, nachdem die Tiere vorher wihrend eines Jahres
problemlos herangewachsen waren. Das Sterben begann, nachdem die
Wassertemperaturen in den Aufzuchtsteichen rund 20°C iiberschritten
hatten. Die eingegangenen Fische zeigten hiufig Kiemenverdnderungen
und teilweise Hautverdnderungen. Der erste Verdacht des Ziichters war,
dass suboptimale Wasserqualitdit in den Erdteichen fiir die
Verdnderungen und Abginge verantwortlich sei. Der Ziichter begann
daraufhin, die Fische in seine Quarantinestation zu transportieren, wo
die Wasserparameter leichter kontrollierbar sind. Rund eine Woche nach
dem Transport traten auch in der Quarantinestation akute
Sterblichkeiten auf, die sich erst auf die Neuankommlinge beschrénkten,
danach aber auch auf Koi ausdehnten, die zuvor teilweise schon seit
Jahren ohne Probleme in der Quarantdnestation gelebt hatten.

Die Tiere wurden vom Ziichter und einem lokalen Fischtierarzt auf
Ektoparasiten der Haut und Kiemen untersucht. Es wurde ein
mittelgradiger Befall mit Haut- und Kiemenwiirmern diagnostiziert und
entsprechend mit  Standardtherapeutika  dagegen  vorgegangen
(angewandt wurden u. A. Béder mit Salz, Kalium Permanganat sowie
Formalin-Malachitgriin). Es gelang jedoch nicht, die Parasiten
langerfristig zu kontrollieren; innerhalb weniger Tage war die
Befallsstirke wieder wie vor der Behandlung. Zusdtzlich war jeweils
ein, zwei Tage nach einer Behandlung ein abrupter Anstieg der
Mortalitdten zu beobachten.

Da auch regelmissige Wasserwechsel sowie gewissenhafte Einhaltung
aller wichtigen Wasserparameter und regelmidssiger Einsatz von
Antiparasitika die Abgénge nicht verhindern konnten, tippte der Tierarzt
auf ein bakterielles Problem und verkaufte dem Ziichter fiir rund 30000
Euro Antibiotika. Uber mehrere Wochen wurden tausenden von Kois
Antibiotika injiziert und die Fische wurden zudem in Antibiotikabddern
behandelt. Als dies ebenfalls nichts niitzte, zog sich der Tierarzt zuriick
und ich wurde iiber die Universitit Stellenbosch kontaktiert.

Situation September 2003

Beim ersten Besuch der Anlage fiel einerseits das apathische Verhalten
eines Grossteils der Koi sowie das akute Sterben auf: Viele Fische
schwammen abseits des Schwarms nahe der Wasseroberfliche,
schnappten nach Luft und verendeten innerhalb weniger Minuten nach
Auftreten dieses Verhaltens.

Die schon vom Ziichter erwdhnten Kiemenveridnderungen stellten sich
hauptséchlich als Auflagerungen von zdhem, graulichem Schleim und
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teilweise braunlich-weisslich verfirbten Arealen der Kiemen dar.
Lichtmikroskopisch war zusétzlich eine Schwellung des Kiemenepithels
auftillig.

Die Korper vieler betroffener Koi waren vermehrt mit Schleim bedeckt;
andere Fische fiihlten sich teilweise trocken und rau an. Ein Grossteil
der Fische zeigte zusitzlich deutliche Stresssymptome wie
Hamorrhagien an der Basis der Flossen, bei vereinzelten Tieren fanden
sich auch Erosionen bis Ulzerationen der Haut sowie unterschiedliche
Stadien von Flossenféule.

Die iiblichen lichtmikroskopischen Untersuchungen von Haut- und
Kiemenabstrichen der moribunden Fische ergab relativ  hohe
Befallsintensitdten mit Ektoparasiten, insbesondere mit Dactylogyrus
sp., Gyrodactylus sp. sowie Trichodina sp. Dies war insofern
interessant, als dem Ziichter dieses Problem bewusst war und er, wie
bereits oben erwihnt, regelmaissig Ektoparasitika einsetzte.

Die bakteriologischen Untersuchungen der inneren Organen (eingesetzt
wurden Blutagar, Trypton Soya Agar (TSA) und Brain-Heart Infusion(
BHI)) waren negativ oder ergaben leicht- bis mittelgradige
Mischinfektionen (v. a. mit Aeromonas hydrophila/caviae und
Flavobakterien), die als Niederbruchsinfektionen wund nicht als
urséchlich fiir dieses Massensterben interpretiert wurden.

Zusammenfassung der Befunde

— Saisonalitdt/Temperatur: Erst als die Wassertemperatur rund 20° C
iberschritten hatte, traten Mortalitdten auf.

— Stress als wichtiger Ausloser: Nach dem Transport in die
vergleichsweise beengten Verhiltnisse in den Quarantinebecken
sowie jeweils nach Behandlungen gegen Parasiten kam es zu
massiven Schiiben von Abgéngen.

— Schwiéchung des Immunsystems: Der wiederkehrende
Parasitenbefall deutete auf ein ungeniigende Immunantwort der Koi
hin.

— Infektiositit: Die Mortalititen hatten in den Aufzuchtsteichen
begonnen, nach dem Transfer dieser Fische in die Quarantineanlage
sich jedoch auch auf Koi ausgedehnt, die teilweise seit mehreren
Jahren ohne Probleme in dieser Station gelebt hatten.

— Bakteriologie: Aufgrund der hochstens leicht- bis mittelgradigen
Befallsintensitdten der inneren Organe mit unterschiedlichen
Bakterienarten wurde eine systemische bakteriellen Infektion
ausgeschlossen.
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— Therapieresistenz: Auch regelméssige Bédder und Injektionen mit
Antibiotika (u.a. Enrofloxacin, Sulfonamid-Trimethoprim) konnten
die Mortalititen nicht verhindern.

Hypothese

Aufgrund der erwdhnten Befunde und der Literatur deutete vieles auf
einen viralen Erreger hin und in Frage kam eigentlich nur Koi Herpes
Virus KHV (Bretzinger et al. 1999; Body et al. 2000; Hedrick et al.
2000; Gilad et al. 2002; Gray et al. 2002; Perelberg et al. 2003).

Histologie

Es wurden Organe (Kiemen, Niere, Milz, Leber) fiir die histologische
Untersuchung in 10% gepuffertem Formalin fixiert. Mittels
Héamatoxylin/Eosin gefarbten Schnitten, die auch am Zentrum fiir Fisch-
und Wildtiermedizin (FIWI) der Universitit Bern beurteilt wurden,
wurden zwar Kiemennekrosen, jedoch keine eindeutigen intranukledren
Einschlusskorperchen festgestellt.

Kiemen- und Nierenproben von 3 moribunden Fischen mit typischen
Symptomen wurden entnommen, in 70% Ethanol gelagert und, da zu
diesem Zeitpunkt weder in Siidafrika noch in der Schweiz die KHV-
Polymerase Kettenreaktion (PCR) etabliert war, an das Institut fiir
Zoologie, Fischereibiologie und Fischkrankheiten der Universitét
Miinchen zur PCR - Analyse geschickt.

Situation Oktober/November 2003

Wiéhrend wir auf die Resultate der PCR warteten, verschlimmerte sich
die Situation der Koi zusehends; wir hatten keine Moglichkeit, die jetzt
massiven Abgénge zu verhindern und die Symptome wurden so typisch
fur KHV, dass kaum mehr Zweifel iiber die Ursache der Krankheit
herrschten. Vor allem die Kiemennekrosen wurden ausgeprigter
(Abbildungen 1, 2).

Im Dezember 2003 erhielten wir den positiven PCR Befund aus einem
der drei untersuchten Fische: Der erste Fall von KHV in Siidafrika war
somit bestitigt.

Sobald die Diagnose feststand, entschloss sich der Ziichter, die
verbleibenden Koi in den Aufzuchtsteichen zu vernichten, um die
Krankheit nicht weiter zu verschleppen. Insgesamt verlor dieser eine
Ziichter rund 100°000 1-jdhrige Koi. Zudem gingen innerhalb rund 24
Stunden nach einer Behandlung mit Formalin-Malachitgriin gegen
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Ichthyophthirius multifiliis ca. 30 seiner Elternfische mit typischen
Symptomen von KHV ein.

Epidemiologie

Es stellte sich natiirlich die Frage, woher das Virus eingeschleppt
worden war (der betroffene Koiziichter hatte seit 2 Jahren keine Koi
mehr zugekauft) und ob es sich um einen Einzelfall handelte.

Kenner der Koi-Szene Siidafrikas berichteten von &hnlichen
Massensterben seit 1998, die jeweils im Frithjahr/Sommer ihren
Hohepunkt erreichten. Als ein besonders massiver Ausbruch in den
Jahren 2001 und 2002 das groBte Koizucht und —Export Unternehmen
Stidafrikas ruinierte, waren Proben zur Untersuchung auf KHV ans
CEFAS nach England und an die Universitdt von Davis, Kalifornien,
geschickt worden. Obwohl damals alles auf KHV hindeutete, war weder
Virologie, PCR, noch Histologie eindeutig positiv; wohl hauptséchlich,
da nicht genligend Probematerial eingesandt worden war (A. Mouton,
personliche Mitteilung). Bakteriologisch waren aus diesem nekrotischen
Kiemenmaterial verschiedene Bakterien nachgewiesen worden, unter
anderem Flavobakterium sp, ein haufiger Opportunist auf durch KHV
geschidigten Kiemen (Bretzinger et al., 1999; Crane et al. 2004). Die
Ursache dieser ruindsen Krankheit ging deshalb als ,,besonders
virulenter Stamm von Flavobakterien“ in die Annalen der Koi-Freunde
Siidafrikas ein.

Dieses massive Sterben in den Jahren 2001 und 2002 war in den
gleichen Aufzuchtteichen aufgetreten wie der Fall von 2003. Im
Gesprach mit dem Vermieter dieser Erdteiche stellte sich heraus, dass
einige jener Koi, welche die Infektion mit dem ,virulenten
Flavobakterium® iiberlebt hatten, in den Teichen verblieben waren und
dadurch mit den neubestockten Fischen in Kontakt gekommen waren.
Damit bestand der Verdacht, dass es sich im Fall von 2001/2002
ebenfalls um Koi-Herpesvirus gehandelt hatte und die tiberlebenden
Tiere als Carrier aufgetreten sind. Dieser Vermutung wurde
nachgegangen. Zu diesem Zweck wurde in Zusammenarbeit mit der
Stidafrikanischen Tierdrztin Dr. Anna Mouton Paraffin fixierte Organe
von Fischen der Mortalititen von 2001 und 2002 ausfindig gemacht und
zur weiteren Untersuchung an das Institut fiir Infektionsmedizin,
Friedrich-Loeffler-Institut, Insel Riems, weitergeleitet.
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Untersuchung der Proben der Jahre 2001/2002

Insgesamt wurden 6 Fille mit insgesamt 21 Fischen mittels PCR, RT-
PCR und In-situ Hybridisierung untersucht. Interessanterweise waren
alle Proben negativ, wenn “normale” PCR Reagentien (Taq Polymerase,
Promega) benutzt wurden. Daher wurde der Qiagen One-step RT-PCR
Kit fiir die Reaktion benutzt und zusétzlich eine nested PCR mit Primern
nach der Gilad Sequenz (Gilad et al., 2002) durchgefiihrt. Damit konnte
in der Mehrzahl der Proben KHV DNA nachgewiesen werden
(Abbildung 3).

Die In-situ Hybridisierung schlieBlich zeigte ebenfalls eindeutig positive
Ergebnisse, sowohl in der Leber, den Kiemen als auch der Niere
(Abbildung 4).

Insgesamt lieBen sich mittels PCR/In-situ Hybridisierung inl8 der
untersuchten 21 Fische KHV-DNA nachweisen. Somit stand fest: KHV
ist seit mindestens 2001 in Siidafrika.

Situation 2004

Im Sommer und Herbst 2004 (Januar bis Juni) wurden rund 70
Kiemenproben von ca. 40 verschiedenen Koi-Héndlern, Ziichtern und
Hobbyhaltern zur PCR-Untersuchung an die Firma Q-Bioanalytics in
Bremerhaven geschickt. An 10 verschiedenen Orten aus den drei
Provinzen Gauteng (Johannesburg/Pretoria), Western Cape (Kapstadt)
und KwaZulu/Natal (Durban) wurde KHV-DNA in Koi nachgewiesen,
was auf einen relativ hohen Durchseuchungsgrad hindeutet (25% der
untersuchten Standorte).

Interessanterweise waren nicht nur eindeutige Félle mit Mortalitdten und
Kiemenverdnderungen darunter, sondern auch einige Populationen ohne
erhohte Sterblichkeiten. In einem Fall war sogar ein Teich betroffen, in
welchen seit 2 Jahren keine Fisch mehr eingesetzt worden waren und
seit mehr als drei Jahren kein Fisch eingegangen war.

Mit sinkenden Temperaturen wurden im Winter (seit Juli) keine
weiteren Proben mehr positiv getestet.

Koihéndler und Ziichter haben sich zur SAKTA (South African Koi
Trade Association) zusammengeschlossen, um gemeinsam gegen die
KHV-Bedrohung vorzugehen. SAKTA hat verschiedene Richtlinien
erlassen: als wichtigstes Element ist der ,representative tank
anzusehen. Es handelt sich dabei um einen Kontrolltank, in dem von
jeder Gruppe Koi des Héndlers/Ziichters einige Tiere konstant bei einer
fiir das Virus optimalen Temperatur von 23 +/- 1°C) gehalten werden.
Dies soll ermdglichen, einen allfdlligen KHV Ausbruch sofort zu
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entdecken und MaBnahmen einzuleiten. Von diesen Fischen werden
dann monatlich Proben zur PCR Untersuchung entnommen
(Kiemenproben von lebenden Tieren).

Zwischenzeitlich wurde auch die KHV PCR in einem privaten
Diagnostik Labor in Durban etabliert, was die Kosten fiir Tests um mehr
als die Halfte senkt.

Seit im September die Wassertemperaturen wieder die kritischen 20°C
erreichten, wurden bereits wieder mindestens 6 positive KHV-Fille
gemeldet.
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Abbildung 1

Generalisierte,  grossflichige
Kiemennekrosen bei einem
noch lebenden Fisch.

Abbildung 2

Ein fokaler Nekroseherd bei
einem frischtoten Tier. Der
Schnitt ~ stammt  von  der
Probenahme fiir die PCR.

Abbildung 3

In den Kolonnen 1 und
9 befinden sich die
Marker, 2 bis 6 sind die
verschiedenen Proben,
7 ist die positive und 8
die negative Kontrolle. :
In der unteren Hiilfie r ' ‘J ’ - Ll &
des Gels ist jeweils als e -

Bestitigung die nested
PCR derselben Proben
aufgetragen. Der rote
Pfeil markiert die Linge des gesuchten PCR Produkts.
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Abbildung 4

In-situ Hybridisierung:
Intranukledre Einschluss-
korperchen in Leber sind
mit Pfeilen markiert.
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Einfithrung

Das Koi-Herpes-Virus ist erstmals im Jahr 1998 in Israel identifiziert
und publiziert worden. Bis jetzt sind in europdischen Landern
Meldungen iiber KHV aus folgenden Nationen gemeldet: Belgien,
Dinemark, England, Finnland, Frankreich, Deutschland, Osterreich,
Schweiz, Luxemburg, Italien und Holland (Haenen et al., 2004). Dieses
Agens verbreitet sich rasant und es gab kein vergleichbares Virus in den
letzten 30 Jahren, das sich in so kurzer Zeit in der ganzen Welt
verbreitet hat (Hedrick, 1989). Urséchlich ist ein Mangel der Kontrolle
des Handels von Fischbesatzmaterial in Europa, und der Handel mit
Kois — die mit groler Wahrscheinlichkeit die Quelle dieser virulenten
Viren sind.

Seit 2001 wurden in Polen Massensterben beim Nutzkarpfen beobachtet.
Die Herkunft und die Art der pathogenen Faktoren waren bis zum Juni
2004 in Polen vollig unbekannt. Unsere gesammelten Daten der
Fischwirtschaftsbetriebe zeigen bis jetzt 12 Teichanlagen in Polen die ab
2001 von groflen Verlusten betroffen waren (bis zu 40 Tonnen in der
Saison pro Teichanlage in Stidpolen).

Durch das Séchsische Staatsministerium fiir Soziales (Tierseuchen)
wurde uns mitgeteilt das im Jahr 2003 eine Lieferung aus Gryfino
(Polen) Koi-Herpes-Virus positiv war, und dass der Verdacht besteht,
(nach den klinischen Symptomen), dass die Karpfenbestinde in Gryfino
schon im Jahr 2002 positiv waren.

In polnischen Fachzeitschriften war bis Juni 2004 kein Artikel oder eine
Meldung iiber KHV Infektionen verdffentlicht, deshalb war fiir alle
betroffenen Fischziichter und Teichwirte dieses Problem vdllig
unbekannt. In dem Fischbetrieb der zu unserer Landwirtschaftlichen
Universitdt (Akademia Rolnicza) gehort, haben wir seit dem Jahr 2001
grofle Verluste bei Karpfen. Die klinischen Symptome konnte man drei
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Gruppen zu ordnen. Zur ersten Gruppe gehoren alle Verdnderungen der
Haut, Schleimabsonderung an der Hautoberfliche, so wie einzelne
kleine Blutungen, die Hautoberfliche fiihlt sich an wie Sandpapier, sehr
oft 16sen sich die Hautzellen, die dann um den Fisch schwimmen. Bei
den betroffenen Karpfen konnte man auch oft Hautnekrosenherde
beobachten, die bis auf die Muskeln gingen. Die zweite Gruppe sind
Kiemenverdnderungen. Die betroffenen Karpfen zeigten typische
Symptome von Kiemennekrose, bis zur totalen Degeneration. Sehr
charakteristisch waren dicke Schleimschichten die sich zwischen den
Kiemenlamellen lokalisieren lassen. An den Fldchen der absterbenden
Kiemenplittchen bildete sich auch extrem viel Schleim, der die
Kiemenfunktion sehr behinderte und die Fische zwang sich an der
Beliiftungsanlage zu sammeln. Die Dritte Gruppe sind alle
Verhaltensdnderungen wie: Apathie, Appetitsverlust und typische
Versammlung an der Oberfliche um nach Luft zu schnappen.

Es wurden auch Massensterben beobachtet bei denen sich keine
klinischen Symptome zeigten. Aus den von uns gesammelten Daten
hervor, dass das Koi-Herpes-Virus schon seit dem Jahr 2001 nun auch
die polnischen Karpfenbestinde infiziert hat. Fehlende Diagnostik und
Informationen haben zu einer sehr schnellen Verbreitung in ganz Polen
gefiihrt.

Material und Methoden

Am 6 Juni 2004 hat unser Institut fiir Aquakultur lebende Karpfen
(Cyprinus carpio) ins Referenz Labor der Insel Riems zur Untersuchung
gebracht. Die Karpfen wogen zwischen 30 und 135g. Alle Karpfen
stammen aus unserer wissenschaftlichen Fischereistation in Nowe
Czarnowo und zeigten klinische Symptome die fiir Koi-Herpes-Virus
Infektion charakteristisch sind. Von allen Karpfen wurden das Gehirn,
die Kiemen und die Niere pripariert. Die DNA wurde mit der DNAzol
Methode isoliert. Die PCR Reaktion wurde nach dem Gilad et al. (2002)
durchgefiihrt. Bei den nested PCR wurden die Primersequenzen benutzt,
die von Gilad et al. (2002) publiziert sind.

Ergebnisse

Die PCR Reaktion (Gilad et al., 2002) zeigte ein positives Ergebnis die
nur von KD (groBe Karpfen) Probe stammen (Abb. 1 , Reihe 3). Die
gleichen 3 Proben (KD — groBle Karpfen, KH — kleine Karpfen, OP —
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Karpfen aus biologisch gekldrtem Wasser) sind mit einem RT-PCR-Kit
(Qiagen) analysiert worden. In diesem Fall in 2 Proben (KD — Abb. 2,
Reihe 13 und 17), und KH (Abb. 2 Reihe 12, 14 und 16) konnte man
Genomsequenzen von KHV nachweisen. Eine Probe von Karpfen aus
biologisch gekldrtem Wasser hat bei beiden Methoden ein negatives
Ergebnis gezeigt.

Sehr interessant war, dass alle Karpfen mit den gleichen klinischen
Symptomen zur Insel Riems gebracht wurden, aber nur die Probe (OP)
negativ war.

Die genaue Beschreibung von in Polen beobachteten Haut-, Kiemen-,
und Verhaltensverdnderungen sind von Sadowski und Kempter (2004)
beschriecben worden, und stimmen zum grofften Teil mit
Sektionsbefunden von Hoffmann (2004) und Perelberg (2003) iiberein.
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Abbildung 1
KHV-Nachweis in Proben aus Polen

12 13 14 15 16 17 18 19 M 20

Legende:

PCR-Kit

1 Probe OP, 2 Probe KH, 3 Probe KD, 4 neg. Kontrolle, 5 Probe OP (1:10), 6
Probe KH (1:10), 7 Probe KD (1:10), 8 neg. Kontrolle, 9 pos. Kontrolle (KHV-I,
CCB-Zellen), 10 neg. Kontrolle (Préparation)

RT-PCR-Kit

11 Probe OP, 12 Probe KH, 13 Probe KD, 14 Probe KH (1:2), 15 Probe OP
(1:10), 16 Probe KH (1:10), 17 Probe KD (1:10), 18 Probe KD (1:20), 19 pos.
Kontrolle (KHV-I, CCB-Zellen), 20 neg. Kontrolle (Praparation)
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Wirtschaftliche Auswirkungen der KHV-Infektion auf
sichsische Teichwirtschaften

G. Bréiuer und J. Herms

Sdchsische Tierseuchenkasse, Fischgesundheitsdienst, Lowenstrafle 7a, 01099
Dresden

Seit Mirz 2003 werden Fischbestinde, die nach Sachsen verbracht,
eingefiihrt oder dort aufgezogen werden und die durch massive Kiemen-
und Hautnekrosen auffallen, im Rahmen eines freiwilligen
Untersuchungsprogrammes des Fischgesundheitsdienstes der
Sachsischen Tierseuchenkasse differentialdiagnostisch auf Koi-
Herpesvirus untersucht.

Bei den insgesamt 80 untersuchten Fischbestinden wurden 10 PCR
positive Befunde erhoben.

Dabei handelte es sich um 5 Zier- und 5 Nutzfischbesténde.

Die Nutzfischbestinde bei denen klinische Anzeichen der Erkrankung
vorlagen und auBerdem ein positiver PCR auf KHV erhoben wurde,
wurden unter amtliche Aufsicht gestellt. Die Anordnung der
MaBnahmen erfolgte nach dem Tierseuchengesetz in der derzeit giiltigen
Fassung.

Es werden Schwierigkeiten bei der Anordnung und Durchsetzung der
amtlichen Maflnahmen aufgezeigt und die wirtschaftlichen Schéden fiir
die Betriebe dargestellt.
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Wirkung verschiedener Desinfektionsmittel auf Fischviren bei
niederen Temperaturen

J. Rapp, H. Krauth und C. Mang

Fischgesundheitsdienst, Staatliches Tierdrztliches Untersuchungsamt Aulendorf,
Diagnostikzentrum, Lowenbreite 20-22, 88326 Aulendorf

Zusammenfassung

Alle Desinfektionsmittel stehen in dem Verdacht einen Kéltefehler zu
haben, die einen mehr, die anderen weniger. Von den Aldehyden weil3
man, dass sie einen grofen Kéltefehler haben. Ob Desinfektionsmittel
mit angeblich geringem Kaltefehler den Anforderungen der Praxis
geniigen, soll gepriift werden. Abweichend von den Richtlinien der
DVG zur Priifung chemischer Desinfektionsmittel haben wir versucht,
soweit es uns moglich war, die Realitdt und die Bediirfnisse der
Fischzucht zu beriicksichtigen. Gepriift wurden die zur Familie der
Rhabdoviren zéhlenden Fischviren der Viralen Haemorrhagischen
Septikdmie (VHS), der Infektiosen Haematopoetischen Nekrose (IHN),
der Spring Viremia of Carp (SVC) und das zu den Birnaviridae
gehorende unbehiillte Virus der Infektiosen Pankreasnekrose (IPN). Zur
Priiffung kamen Préparate auf der Basis organischer Séuren, Jodophore
und Peroxyde in Verbindung mit Essigsdure. Thnen allen ist gemeinsam,
dass sie einen geringen Kaéltefehler haben sollen. Die Priiftemperaturen
waren +4 °C, +2 °C, und minus10 °C. Wie zu erwarten reagierten die
behiillten Viren empfindlicher als das unbehiillte IPN-Virus. Mit
sinkenden Temperaturen ist die Konzentration der Desinfektionsmittel
zu erhdhen, um eine Desinfektionswirkung zu erreichen. Die Ergebnisse
der Priifung werden diskutiert.

Summary

— At low temperatures all disinfectants are suspected to be not
effective enough. This characteristic is well known for aldehyde.
However in the field of fish disease control it is crucial to use
disinfectants working efficiently at low temperatures. In practise we
have good experiences with the application of other disinfectants for
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the sensitive fish rhabdo virus during the winter time. Performing a
lot of tests we examined the effectiveness of 3 divers disinfectants.
The first one, called “Vennovet 1 Super, consists of various organic
acids. The second one, called ‘“Novaclean, is an iodine tensid
compound and the third disinfectant, called ,, Divosan“, is a
peroxygen acetic acid compound. The survival of VHS-, IHN-, SVC-
and IPN - Virus were investigated after exposure to the respective
disinfectant at the temperatures of +4 °C, +2 °C and minus 10 °C.
The following results we obtained:

— At lower temperatures a higher concentration of the disinfectants is
needed.

— The three important fish rhabdo viruses (VHSV, IHNV, SVCV) can
be controlled by disinfection even at lower temperatures.

— Only the iodine tensid compound exhibits weak points and we have
to confirm some unexplained results.

— IPNV, as a non enveloped virus, was resistant in many tests. Only
the peroxygen compound. at a concentration of 4 % was able to kill
IPNV at 2 °C.

Einleitung

Desinfektion ist die gezielte Vernichtung von Krankheitserregern mit
duBerlich anwendbaren Mitteln und Methoden. Es ist keine Sterilisation.
Gezielte Vernichtung von Krankheitserregern brauchen wir in der
Fischzucht immer, aber ganz besonders in der kalten Jahreszeit.

Alle Desinfektionsmittel stehen in dem Verdacht einen Kailtefehler zu
haben, die einen mehr, die anderen weniger. Von Wissenschaftlern wird
immer darauf hingewiesen, dass es bei niederen Temperaturen ab 10 °C
abwirts keine sichere Desinfektion mehr gibt. Der Grund ist, dass die
Reaktionen (vorwiegend Hydrolyse= Spaltung komplizierter org.
Verbindungen unter Wasseraufnahme), welche die Keimabtotung
veranlassen, bei niederen Temperaturen zu langsam ablaufen. Aus
diesem Grund und der vielen Verschleppungsmdoglichkeiten wegen ist
man geneigt, am Desinfektionserfolg in der kalten Jahreszeit zu
zweifeln. Gerade zu dieser Jahreszeit aber sind die Viruskrankheiten der
Kaltwasserfische das Problem. Auf der anderen Seite kann man aber in
der Praxis feststellen, dass die fachgerecht und diszipliniert praktizierte
Desinfektion verbliiffend gute Erfolg bringt. Jodtensidjodkomplex
zusammen mit Phosphor in wissriger Losung in 2%iger Konzentration
und ein  Gemisch aus  organischen  S&uren in  einer
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Anwendungskonzentration von 1 % , wurden bei 4 °C und 2 °C an
Yersinia ruckeri von uns schon frither erfolgreich getestet. Yersinia
ruckeri wurde dort als Vertreter der Bakterien gewihlt, weil der Erreger
sehr umweltresistent ist. Die Wirkung beider Préparate war
zufriedenstellend. Nun soll ermittelt werden, ob wir auch bei
praktikabler Anwendung bei verschiedenen Virusarten auf einen
Desinfektionserfolg hoffen kdnnen.

Material und Methoden

Wir sind von den Richtlinien der DVG zur Priifung chemischer
Desinfektionsmittel abgewichen, um praxisorientiert die Wirklichkeit
stirker zu beriicksichtigen. So testen wir nicht auf Holz, sondern nur auf
Glas, verkalkt und nicht verkalkt, um lackierte, gewaschene und
ungewaschene Fahrzeuge und Behéltnisse zu imitieren, senkrecht und
waagrecht, um festzustellen, ob das auf senkrechte Fldchen aufgebrachte
Desinfektionsmittel {iberzeugende Nachteile bei der Einwirkung hat.
Gepriift wurden das Virus der Viralen Hamorrhagischen Septikédmie
(VHSV), das Virus der Infektiosen Himatopoetischen Nekrose (IHNV),
das Virus der Infektiosen Pankreas Nekrose (IPNV) und das Virus der
Spring Viremia of Carp (SVCV) bei Temperaturen von + 4 °C, + 2 °C
und minus 10°C.

Die Wirkung der Desinfektionsmittel sollte nicht durch ihre Temperatur
verfilscht werden. Durch das Herunterkiihlen des Desinfektionsmittels
vor dessen Anwendung im Versuch auf die Temperatur des Priparates
von 2 °C und 4 °C, wollten wir der Realitit Rechnung tragen. Die zu
priifende Desinfektionsmittel waren:

Vennovet 1 Super’ in der Konzentration von 1% und 2%, das ist ein aus
organischen Sduren (Ameisensdure, Glyoxylsdure) bestehendes
Préparat.

Suprajod’ in der Konzentration von 2% und z. T. auch 4%. Es handelt
sich um ein Jodophor, das sich aus einem Tensid-Jod- Komplex und
Phosphor in wéssriger Losung zusammensetzt.

Divosan aktiv’ in der Konzentration von 2% und z. T. auch 4%. Das
Préparat ist ein Reaktionsgemisch aus Wasserstoffsuperoxyd.
Peroxyessigsdure, Essigsdure und einem geringen Anteil einer anderen

! Priparat der Fa. Mennochemie GmbH
2 Priparat der Fa. Novaclean GmbH
® Priparat der Fa. Diversey Lever, Deutschland GmbH & Co.
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organischen Sdure. Der Anteil an Peroxyessigsdure wird mit 5%
angegeben.

Es werden 0.05 ml der mit Virus infizierten Zellsuspension aus der
Gewebekultur (EPC - und RTG - Zellen) auf den Objekttrager gebracht

und mit der Pipettenspitze grofflachig verteilt.

Tabelle 1
Temperatur: 4 °C Testerreger : VHSV
Einwirkungszeit 15 Min 30 Min
Vennovet Objekttriager senkrecht - -
super sauber waagrecht - -
1% Objekttrager senkrecht - -
verkalkt waagrecht - -
Objekttrager senkrecht + EPC/RTG -
Jodpréparat sauber waagrecht + EPC /RTG -
2% Objekttrager senkrecht + EPC/RTG +EPC
verkalkt waagrecht + EPC /RTG +EPC/RTG
Objekttrager senkrecht - -
Peroxyd- sauber waagrecht - -
praparat Objekttriager senkrecht - -
2% verkalkt waagrecht - -

In gleichen Versuchen mit IHNV und SVCV wurden nur negative
Darstellung  dieser
umfangreichen Untersuchungen muss aus Platzgriinden verzichtet

Ergebnisse

werden.)

erzielt.

(Auf die
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Tabelle 2

Temperatur: 4 °C Testerreger: IPNV
Einwirkungszeit 15 Min 30 Min
Objekttrager senkrecht + EPC/+ RTG | + EPC/+RTG
Vennovet super sauber waagrecht | + EPC/+ RTG | + EPC/+RTG
1% Objekttriger senkrecht | + EPC/+ RTG | + EPC/+ RTG
verkalkt waagrecht | + EPC/+ RTG | + EPC/+RTG
Objekttrager senkrecht - + EPC/+ RTG
Jodpriaparat sauber waagrecht | + EPC/+ RTG | + EPC/+ RTG
2% Objekttriger senkrecht | + EPC/+ RTG | + EPC/+ RTG
verkalkt waagrecht | + EPC/+ RTG | + EPC/+RTG
Objekttrager senkrecht + EPC/+ RTG + EPC
Peroxydpriparat sauber waagrecht | + EPC/H RTG +RTG
2% Objekttriger senkrecht + EPC + EPC/+ RTG
verkalkt waagrecht | + EPC/+ RTG + EPC
Tabelle 3
Temperatur: 2 °C Testerreger: VHSV
Einwirkungszeit 15 Min 30 Min
Objekttrager senkrecht - -
Vennovet super sauber waagrecht - -
2% Objekttriager senkrecht - -
verkalkt waagrecht - -
Objekttrager senkrecht - -
Jodpriaparat sauber waagrecht - -
4% Objekttrager senkrecht - -
verkalkt waagrecht - -
Objekttrager senkrecht - -
Peroxydpriparat sauber waagrecht - -
2% Objekttréger senkrecht - -
verkalkt waagrecht - -
Objekttrager senkrecht - -
Peroxydpra- sauber waagrecht - -
parat 4% Objekttrager senkrecht - -
verkalkt waagrecht - -
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In gleichen Versuchen mit IHNV und SVCV wurden identische
Ergebnisse erzielt. (Auf die tabellarische Darstellung dieser
umfangreichen Untersuchungen muss aus Platzgriinden verzichtet
werden.)

Tabelle 4
Temperatur: 2 °C Testerreger: IPNV
Einwirkungszeit 15 Min 30 Min
Objekttrager senkrecht - tox
Vennovet super sauber waagrecht ++ tox
2% Objekttriager senkrecht - -
verkalkt waagrecht ++ tox
Objekttrager senkrecht -/ Wi: -- ++/ Wi ++
Jodpréparat sauber waagrecht -/ Wit -- ++/ Wi: ++
4% Objekttrager senkrecht -/ Wi: -- ++ / Wi: ++
verkalkt waagrecht -/ Wi ++ ++/ Wit --
Objekttrager senkrecht - -
Peroxyd- sauber waagrecht ++ -
praparat Objekttriager senkrecht - -
2% verkalkt waagrecht ++ -
Objekttrager senkrecht - -
Peroxyd- sauber waagrecht - -
praparat Objekttriager senkrecht - -
4% verkalkt waagrecht - -

Priifung nach gleichem Muster wie die oben beschriebenen
Versuche, aber in der Schneidezelle eines Kryostaten, bei einer
Temperatur von minus 10 °C und mit auf +2 °C heruntergekiihltem
Desinfektionsmittel und Spiilwasser.
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Tabelle 5

Temperatur: - 10 °C Testerreger: VHSV
Einwirkungszeit 20Min
Objekttrager senkrecht -
Vennovet super sauber waagrecht -
2% Objekttrager senkrecht -
verkalkt waagrecht -

Objekttrager senkrecht -

Jodpriaparat sauber waagrecht -
4% Objekttrager senkrecht -
verkalkt waagrecht -

Objekttrager senkrecht -

Peroxydpriparat sauber waagrecht -
2% Objekttrager senkrecht -
verkalkt waagrecht -

In gleichen Versuchen mit IHNV und SVCV wurden identische
Ergebnisse erzielt. (Auf die tabellarische Darstellung dieser
umfangreichen Untersuchungen muss aus Platzgriinden verzichtet
werden.)

Tabelle 6
Temperatur: -10 °C Testerreger: IPNV
Einwirkungszeit 20Min
Objekttrager senkrecht -
Vennovet super sauber waagrecht -
2% Objekttrager senkrecht +RTG
verkalkt waagrecht +EPC/+RTG
Objekttrager senkrecht +EPC/HRTG
Jodpréparat sauber waagrecht +EPC/+RTG
4% Objekttriager senkrecht -
verkalkt waagrecht +RTG
Objekttrager senkrecht
Peroxydpréaparat sauber waagrecht +RTG
2% Objekttriager senkrecht -
verkalkt waagrecht -
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Bei Kiihlschranktemperatur von 4°C und 2°C ldsst man die Suspension
auf dem Objekttrager antrocknen. Dann wird das auf 4°C bzw. 2 °C
heruntergekiihlte Desinfektionsmittel auf das angetrocknete Préparat in
der angegebenen Konzentration aufgebracht. Durch sofortiges
Senkrechtstellen lassen wir iiberschiissiges Desinfektionsmittel
abflieBen, damit nicht mehr als in der Realitdt aufgebracht wird. Um zu
ermitteln, ob die Desinfektionswirkung an senkrechten Fldchen sich
signifikant von den waagrechten unterscheidet, wird eine Hélfte der
Préparate dann wieder in die Waagrechte gebracht. Die anderen
verbleiben in senkrechter Stellung. Nach 15 und 30 Minuten
Einwirkungszeit wird je die Hailfte der Préparate vorsichtig, aber
griindlich mit kaltem Wasser abgespiilt, das gespiilte Préparat abgelost
und danach sofort wieder auf Gewebekultur iiberimpft.

Es werden grundsétzlich 2 Passagen in der Gewebekultur abgewartet bis
das Ergebnis ermittelt wird. Bei jedem Versuch lauft eine
Positivkontrolle mit, um sicher zu stellen dass das Testvirus noch
vermehrungsfahig ist.

Zur Verfiigung standen uns Kiihlschrinke mit den o. a. Temperaturen im
Plusbereich.

Die Versuchsanordnung bei minus 10°C wurde wie folgt geplant: Bei
Kiihlschranktemperatur von 2°C lidsst man die mit Virus infizierte
Zellsuspension aus Gewebekultur (EPC und RTG) auf jedem
Objekttriager antrocknen und gibt sie dann anschlieBend fiir 10 min in
die Kryokammer (Schneideraum) eines Kryostaten bei minus 10 °C. Wir
bringen im Kryostat das auf 2 °C gekiihlte Desinfektionsmittel auf und
lassen durch sofortiges Senkrechtstellen iiberschiissiges
Desinfektionsmittel ablaufen. Nach 20 Minuten wird das Préparat mit 2
°C kaltem Wasser griindlich gespiilt, dann vom Objekttrager
abgenommen, und sofort wieder auf Gewebekultur tiberimpft.

Ergebnisse

— Die Stellung des Préparates, waagrecht oder senkrecht, wiahrend der
Desinfektionseinwirkung, lie keinen Einfluss auf das Ergebnis
erkennen.

— Auch die Beschaffenheit des Untergrundes hatte keine signifikante
Auswirkung auf das Ergebnis.

— Das Jodpréparat war in der 2%-igen Konzentration bei 4 °C nicht in
der Lage nach einer Einwirkungszeit von 15 Minuten das VHSV
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abzutdten. Das gelang in dieser Konzentration auf verkalkten
Objekttriager auch nach 30 Minuten nicht (s. Tabelle 1).

— Bei einer Verdoppelung der Konzentration auf 4% hatten wir mit
dem Jod- Tensid Komplex bei den getesteten Rhabdoviren dann
doch die gewiinschte Desinfektionswirkung bei der néchst niederen
Temperatur von 2 °C (s. Tabelle3) und auch bei minus 10 °C(s.
Tabelle 5).

— Das IPNV trotzte allen Desinfektionsmitteln einmal mehr einmal
weniger, nur den Peroxyden in 4%-iger Konzentration bei 2 C° hielt
es nicht stand.

— Die nicht auswertbaren Ergebnisse wegen toxischer Einwirkung von
Desinfektionsmittelresten auf die Zellkulturen (s. Tabelle 4) infolge
mangelhafter Spiilung, konnten aus Zeitmangel noch nicht
wiederholt werden.

— Es gab auch widerspriichliche Ergebnisse: bei 2 °C hatte das
Jodprédparat in der Konzentration von 4% nach 15 Minuten
Einwirkungszeit einen Desinfektionserfolg, der sich bei 30 Minuten
Einwirkungszeit aber nicht wiederholen lie (s. Tabelle 4). Der
Versuch wurde wiederholt (s. Tabelle 4) , er brachte aber nur eine
geringfiigige Korrektur des ersten Ergebnisses. Fiir den Ausgang
dieses Versuchs haben wir noch keine Erkldrung.

Diskussion und Besprechung der Ergebnisse

Wer sein Fahrzeug mit Behiltnissen und Gerdtschaften im Winter in
einer aufgewdrmten Halle desinfizieren kann, der ist immer auf der
sicheren Seite. Aber auch bei Minustemperaturen kann man ein
Fahrzeug im Freien erfolgreich desinfizieren. Einschrinkungen muss
man beim Virus der IPN machen. Da die gepriiften Desinfektionsmittel
korrodierende Eigenschaften haben, sollte man sie nach einer
Einwirkungszeit von 20-30 Minuten wieder herunterspiilen. Wie zu
erwarten reagieren die behiillten Viren empfindlicher auf die
Einwirkung der Desinfektionsmittel als das unbehiillte IPN - Virus.

Die Reinigung ist eine eminent wichtige Vorbereitung der
anschlieBenden Desinfektion, weil man damit den Keimgehalt schon
millionenfach reduzieren kann, indem man den Schmutz und damit den
Grofteil der Viren entfernt.

Auf eine griindliche Reinigung vor der Desinfektion sollte deshalb nur
im Ausnahmefall verzichtet werden. Wo immer moglich, sollte man sein
Fahrzeug, mit Behéltnissen und Geriten nicht auf der Anlage, sondern
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auBerhalb waschen und dann desinfizieren. Ist man gezwungen dies
innerhalb der Anlage zu tun, dann muss die Reinigung ausfallen, damit
der Infektionserreger nicht in infektionstiichtigem Zustand auf die
Anlage gespiilt wird. In diesem Fall bringt man das Desinfektionsmittel
zuerst und sofort auf. Das gilt fiir die warme und fiir die kalte Jahreszeit.
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Zusammenfassung

Ein Koi aus einem Bestand mit erh6hter Mortalitét, der im Oktober 2003
eingesandt wurde, zeigte eine ca. 2.5 cm grosse, von Pilzen
iberwachsene Hautulzeration, eine stark erodierte Riickenflosse und
massive Stauungen in den inneren Organen. Aus der Hautldsion konnte
eine bakterielle Mischflora isoliert werden. Histologisch wurden
kleinflichige Nekrosen in der Milz sowie kleine Infiltrationsherde in der
Leber nachgewiesen. Organmaterial wurde an das Institut fiir Zoologie,
Fischereibiologie und Fischkrankheiten nach Miinchen zur Abklarung
auf Koiherpesvirus geschickt. Mittels PCR konnte Genmaterial des
Koiherpesvirus nachgewiesen werden. Damit wurde der Verdacht einer
Koiherpesviren-Infektion in der Schweiz erstmals bestitigt.

Im Juli 2003 wurden aus einer privaten Fischzucht aus dem Kanton
Tessin Portionen-Regenbogenforellen wegen vermehrter Abginge zur
Untersuchung eingesandt. Die Fische zeigten Exophthalmus,
Korneablutungen und -rupturen, kleinflichige Blutungen in den inneren
Organen und im periviszeralen Fett sowie eine massiv vergrosserte
Milz. Bakteriologisch wurde auf Blutplatten ein starkes Wachstum von
einheitlichen, feinen, weisslichen Kolonien aus den Organen Leber,
Niere und Milz nachgewiesen. Auf Brolac-Platten wuchsen keine
Bakterien. In der Gramfarbung erwiesen sich die Bakterien als
grampositive Kokken, die teilweise kurze Ketten bildeten. Die
phénotypische Identifikation ergab Lactococcus garvieae. Dies ist der
erste  Nachweis dieses Erregers in der Schweiz. Je nach
Inkubationstemperatur der Bakterien (22 bzw. 30°C) ergaben sich
unterschiedliche Resistenzmuster, wobei die Bakterien bei einer
Inkubationstemperatur von 22°C gegen alle getesteten Antibiotika
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resistent waren. Die betroffene Fischzucht wurde zum Zeitpunkt des
Krankheitsausbruches intensiv von Graureihern besucht. Um der Frage
einer moglichen Ubertragung von L. garvieae durch die Reiher
nachzugehen, wurden einige Vogel =zur pathologischen und
bakteriologischen Untersuchung eingesandt. Aus 3 von 6 Tieren konnte
L. garvieae isoliert werden. Sequenzanalysen zeigten eine
Ubereinstimmung zwischen den Isolaten aus Vogeln und solchen aus
Fischen.

Einleitung

Mit dem heutigen weltweiten Handel von Fischen, aber auch im
Zusammenhang mit globalen Verdnderungen des Klimas, kommt es
immer wieder zum Auftreten von fiir ein begrenztes Gebiet neuen
Krankheiten. Die Kenntnis um solche neuauftretenden Krankheiten
spielt bei der Entwicklung von  allfdllig  notwendigen
Bekdmpfungsmassnahmen eine entscheidende Rolle. Die vorliegende
Arbeit berichtet iiber den erstmaligen gesicherten Nachweis von zwei
fiir die Schweiz neuen Fischkrankheiten.

Fall 1

Im Oktober 2003 wurde von einem Hindler ein lebender Koi an die
Untersuchungsstelle fiir Fischkrankheiten der Universitit Bern
eingesandt. Das Tier stammte aus einem privaten Teich, der
ausschliesslich Koi verschiedener Herkunft enthielt. Seit Jahren lebte
der Bestand ohne
Probleme. Einige
Wochen nach dem
Zukauf eines neuen
Tieres aus dem Ausland
kam es plotzlich zu
Mortalititen, welche der
Grund fir die
Einsendung eines Tieres
war. Der Koi war 22 ¢cm
lang, ein Weibchen mit
gutem Néhrzustand. Bei

Fzg ure I . . der makroskopischen
Kiemennekrose und Einzelzellen mit

. .. Untersuchung fiel vor
Einschlusskorperchen

der Riickenflosse eine
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2.5 cm lange Ulzeration auf, die von Saprolegnia sp. iiberwachsen war.
Die Riickenflosse war hochgradig aberodiert. Das Kiemenepithel war
mittelgradig proliferiert und die Kiemengefdsse waren hochgradig
gestaut. Auf der Leber fanden sich kleine, weissliche Herde und die
Milz war leichtgradig vergrossert. Histologisch konnten im
Kiemenepithel multiple Nekrosherde nachgewiesen werden. Bei
einzelnen Zellen 1im Bereich dieser Herde fanden sich
Einschlusskorperchen (s. Beschriftung Bild Fig. 1). Entziindungsherde
mit mononukledren Zellen in der Leber sowie multiple Nekroseherde in
der Niere waren weitere Befunde. Die makroskopisch erkennbaren
weissen Herde in der Leber erwiesen sich als intrahepatisches
Pankreasgewebe. Parasitologisch war ein leichtgradiger Befall der Haut
mit Gyrodactylus sp. und der Kiemen mit Dactylogyrus sp. festgestellt
worden. Bakteriologisch wurde eine Mischflora aus der Hautulzeration
isoliert, wiahrend in Kulturen aus den Organen keine Bakterien wuchsen.
Inokulation von Organmaterial auf BF-II und EPC-Zellen brachte keine
Hinweise auf das Vorhandensein von Viren. Organmaterial des Fisches
wurde an das Institut fiir Zoologie, Fischereibiologie und Fischkrank-
heiten der Tierérztlichen Fakultit der LMU Miinchen zur Abklérung auf
Koi-Herpesvirus geschickt. Dort wurde ein DNA-Fragment nachge-
wiesen, welches mit bekannten Sequenzen des Koi-Herpesvirus
ibereinstimmt. Nachdem das Virus bereits in zahlreichen anderen
Landern Europas festgestellt wurde (Gilad et al., 2004), konnte mit dem
vorliegenden Befund erstmals die Koi-Herpes Infektion auch in der
Schweiz bestitigt werden. Das Vorhandensein der Krankheit stellt eine
Bedrohung der Koi-Bestinde in der Schweiz dar, da in betroffenen
Bestinden mit Massenmortalititen zu rechnen ist (Hedrick et al., 2000).
Weitere hdufige Befunde bei der Untersuchung von Kois aus der
Schweiz sind klein- bis grossflichige Hautulzerationen, aus denen meist
motile Aeromonaden (4. hydrophila bzw. A. sobria) isoliert werden
konnen. Auch massive Befille mit verschiedensten Ektoparasiten sind
héufig ursdchlich fiir eine erhdhte Mortalitét.

Fall 2

Im Juli 2003 wurden 6 Regenbogenforellen aus einer privaten
Fischzucht im Kanton Tessin eingesandt. Der Betrieb produziert
sogenannte Bio-Forellen. Nach Angaben des Besitzers stammte der
ganze Fischbestand in der Anlage aus eigener Aufzucht. Eingesandt
wurden die Fische, weil vermehrt Verluste auftraten. Bei den zu
untersuchenden Tieren handelte es sowohl um weibliche als auch
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ménnliche Fische von 26-32 cm Lénge und gutem Né#hrzustand. Die
Flossen waren hochgradig aberodiert, das Kiemenepithel mittelgradig
proliferiert. Beim Eréffnen der Fische wurden bei einem Tier petechiale
bis kleinflichige Blutungen im periviszeralen Fett festgestellt. Bei allen
Tieren fanden sich multiple Aufhellungen in der Leber und mittel- bis
hochgradig vergrosserte Milzen. Im Magen fand sich nur wenig
Futterbrei, wihrend die Darme unterschiedlich gefiillt waren. Auffallig
waren Rotungen der Darmwand bei 3 Tieren. Histologisch fielen
multiple, kleinflachige Blutungen, multiple Einzelzellnekrosen und eine
hochgradige Zellindividualisierung in der Leber auf. Zudem waren die
Wande der Lebergefisse leichtgradig hyalinisiert. Die Milz erwies sich
im histologischen Schnitt als hochgradig gestaut und in der Niere fanden
sich multiple Einzelzellnekrosen bis hin zu kleinflichigen
Nekroseherden im interstitiellen Gewebe. Parasiten wurden keine
nachgewiesen. Die Virologie auf BF-II und EPC-Zell-Linien erbrachte
kein positives Resultat. Auf Blutplatten mit Ausstrichen aus Leber,
Milz, Niere und Darm wurde ein starkes Wachstum einheitlicher, feiner,
weisser Kolonien konstatiert. In der Gramférbung erwiesen sich die
Bakterien als gram-positive Kokken. Weder im Oxidase- noch im
Katalase-Test konnte eine positive Reaktion festgestellt werden. Mit
Hilfe des API-Systems wurden die Bakterien als Lactococcus garvieae
identifiziert. Es handelte sich hier um den erstmaligen Nachweis von L.
garvieae in  der Schweiz. Im  Antibiogramm bei einer
Inkubationstemperatur von 22°C erwiesen sich die Erreger als resistent
gegen alle getesteten Antibiotika, insbesondere auch Tetrazyklin und
Erythromycin. Hingegen waren diese beiden Antibiotika effektiv, wenn
das Antibiogramm bei einer Temperatur von 37°C durchgefiihrt wurde.
Es stellte sich die Frage nach der Herkunft der Keime. Wichtig in
diesem Zusammenhang ist die geographische Nédhe der betroffenen
Anlage zur italienischen Grenze, eine Graureiherkolonie in der Nihe der
Anlage und der fehlende Schutz der Anlage gegen Vogeleinflug. Es lag
nahe, einen Zusammenhang zwischen den Vogeln und dem Auftreten
der Krankheit zu postulieren. Um die Hypothese, dass die Vogel
mogliche Vektoren waren, zu priifen, wurden 6 Tiere abgeschossen und
bakteriologisch untersucht. Bei 3 der 6 untersuchten Tiere konnte L.
garvieae im Darm nachgewiesen werden. Bei einem dieser Tiere
wurden auch Bakterien aus der Niere und der Lunge isoliert.

91



Da sich die Situation trotz Behandlung mit Tetracyklin nicht besserte,
wurde auf Erythromycin umgestellt. Im Oktober wurden nochmals Tiere
aus der Anlage untersucht. Die Tiere zeigten die gleichen Symptome
wie bei der ersten Analyse, allerdings deutlich stirker ausgeprigt. Neu
hinzugekommen waren Exophthalmus, Korneablutungen (Fig. 3) und
Kornearupturen, Blutungen in der Leber (Fig. 2), Anusrétungen,
dilatierte, atonische Darme und gegen kaudal verdickte Nieren. Auch die
histologischen =~ Verdnderungen waren stirker ausgeprigt mit

Figure 2

Regenbogenforelle mit Blutungen in
inneren Organen bedingt durch ein
Lactococcus garvieae-Infektion

Figure 3

Corneablutungen im Auge
einer Regenbogenforelle mit
L. garvieae-Infektion

Nekroseherden in Leber und Niere. Aus allen Organen konnte L.
garvieae isoliert werden. Die Symptome stimmten gut mit den in der
Literatur fiir Lactococcose beschriebenen Befunde iiberein (Muzquiz et
al. 1999). Sequenzanalysen dieser Isolate zeigten eine 100%-ige
Ubereinstimmung mit den aus den Reihern stammenden Keimen.
Antibiogramme wurden bei 18, 22 und 34°C durchgefiihrt.
Chloramphenicol war im Gegensatz zu den fritheren Ergebnissen bei
allen Temperaturen effektiv, ebenso Tetrazyklin, wihrend fiir
Erythromycin bei 18°C Resistenz, bei 22°C keine sichere Wirkung
(intermedidr) und bei 37°C Wirkung gefunden wurde.

Aus diesem zweiten Fall konnen folgende Schliisse gezogen werden: L.
garvieae wurde weltweit bereits in verschiedensten Regionen
nachgewiesen, so z.B. in Japan, Australien, Italien, Spanien, Israel,
Tiirkei und Siidafrika (Austin & Austin, 1999; Diler et al., 2002;
Schmidtke & Carson, 2003; Vela et al., 2000). Erstmals wurde dieser
Keim jetzt in der Schweiz diagnostiziert, was eine potentielle Gefahr fiir
die Schweizer Fischzuchten darstellt. Die Krankheit verursacht z.B. in
Italien grosse kommerzielle Schidden in Forellenzuchten in Gebieten mit
hohen Wassertemperaturen im Sommer (Manfrin et al., 2003). Weiter
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bestitigten die Befunde die aus Italien bekannten Schwierigkeiten bei
der Behandlung der Krankheit. Die temperaturabhéngigen Resultate der
Antibiogramme weisen darauf hin, dass die Inkubation fiir diese Tests
bei den im Krankheitsgebiet herrschenden Wassertemperaturen
durchgefiihrt werden sollten, um aussagekréftige Resultate zu erhalten.
Die Sequenziibereinstimmung zwischen den aus den Reihern und aus
den Fischen isolierten Keime weist auf eine Ubertragung zwischen den
beiden Tiergruppen hin. Allerdings ist es mit den vorhandenen Daten
nicht moglich, zu ermitteln, ob die Infektion durch die Vogel in die
Anlage eingebracht wurde oder ob sich die Reiher beim Verzehr von
Fischen infiziert hatten. Hingegen zeigen diese Befunde klar auf, dass
die Reiher als Vektoren in Frage kommen. Zur weiteren Abklérung der
Bakterienherkunft werden derzeit Sequenzvergleiche mit Isolaten aus
anderen Léndern durchgefiihrt. Die entsprechenden Resultate stehen
allerdings noch aus. Der Fischbestand der Anlage wurde
zwischenzeitlich ausgemerzt. Ebenso wurde die Mehrzahl der Reiher
aus der Kolonie abgeschossen, um einer Weiterverbreitung der
Krankheit vorzubeugen. Kontrollen von Fischen aus anderen Anlagen
aus der Siidschweiz haben bisher keine Hinweise auf Lactococcose
ergeben.
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Abstract

Aquakultur ist in Siidafrika eine (noch) relative kleine Industrie mit
beachtlichem Potential.

Die Zucht von Regenbogenforellen (Onchorhynchus mykiss) ist derzeit
der wichtigste Zweig der Siisswasser Fischzucht mit einer Produktion
von rund 1600 Tonnen jahrlich.

Afrikanischer Wels (Claries gariepinus), Tilapia (Oreochromis
mossambicus) und Aal (Anguilla mossambicus) sind lokale Fischarten
mit gutem Potential und Thre Produktion soll in den nichsten Jahren von
derzeit jeweils rund 200 Tonnen auf mehrere tausend Tonnen jéhrlich
wachsen.

Daneben ist die Zucht von Zierfischen (v. a. Koi, div. Malawi Cichliden,
Goldfische) relativ wichtig, genaue Zahlen iiber diese Produktion sind
jedoch schwierig zu erhalten.

Die Zucht von Abalone (Haliotis midae) ist die wertmidssig insgesamt
wichtigste Industrie mit gut 500 Tonnen Produktion im Wert von mehr
als 20 Mio. Euro.

Die Zucht und Haltung von Muscheln (Mytilus galloprovincialis),
Austern  (Grassostria  gigas), Garnelen (Penaeus indicus) und
Krokodilen (Crocodylus niloticus) sind weitere etablierte Zweige der
Aquakultur in Stidafrika.

In einem Land mit beschrinktem Siisswasservorkommen wird
langerfristig die Zucht von Salzwasserfischen als zukunftstriachtiger
gewertet.

In diesem Bereich ist die Thunfisch-Aufzucht wohl das momentan
ehrgeizigste Projekt, daneben werden néchstes Jahr die ersten
atlantischen Lachse (Salmo salar) in Netzkifige gesetzt. Experimentiert
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wird zurzeit mit der Zucht von Kob (Argyrosomus japonicus/ A.
inodorus).

Daten zu Fischkrankheiten in Siidafrika sind eher spérlich.
Nachgewiesen wurden jedoch die meisten der weltweit verbreiteten und
bedeutenden Parasiten und bakteriellen Krankheitserreger (vor allem
Warmwasser) sowie die viralen Krankheiten Karpfenpocken und Koi
Herpes Virus.

Einleitung

Insgesamt werden in Afrika rund 110’000 Tonnen aquatische
Erzeugnisse produziert, also weniger als 1 % der Aquakultur-
Weltproduktion (Hecht, 2000). Der Afrikanische Kontinent weist jedoch
beachtliches Potential beziiglich Land und Wasser auf, sowohl Inland,
Kiistengewdsser als auch vor der Kiiste (deshalb auch als ,,schlafender
Riese” der Aquakultur bezeichnet). Die Erwartungen sind dahingehend,
dass die Aquakultur-Produktion in Afrika mittel- und langfristig kréftig
ansteigen wird. Agypten ist mit rund 800'000 Tonnen weitaus der grofte
Produzent, Siidafrika rangiert mit rund 14’000 Tonnen erst an 4. Stelle
(Pedini, 1997; Hoffman et.al., 2000).

Die Aquakulturproduktion in Siidafrika wéchst kontinuierlich, vor allem
auch seit der politischen Wende in 1994, welche Zugang zu neuer
Technologie und ausldndischen Investoren brachte, was zu einer
Verdopplung der Produktion wihrend der vergangenen 10 Jahre fiihrte.
Die wichtigsten Aquakulturspezies Siidafrikas sind aus Tabelle 1
ersichtlich.

Die Salzwasser Aquakultur ist eine recht dynamische Industrie und hat
volumen- und wertmafBig die StiBwasser Produktion vor ein paar Jahren
iiberholt. Vor allem Produktion und Export von Abalone (Haliotis
midae) haben vom zeitweise schwachen Kurs der Siidafrikanischen
Wihrung profitiert und sind regelrecht explodiert.

Dieser Artikel wird sich im Folgenden auf die wichtigsten Stifwasser
Fischspezies der Aquakultur in Siidafrika und ihre Krankheiten
konzentrieren.Auffallend ist, das vor allem hochwertige Arten, die auf
den regionalen Nischen- sowie den Exportmarkt ausgerichtet sind,
produziert werden. Die Moglichkeiten der Aquakultur zur Schaffung
von Arbeitspliatzen sowie Produktion und Sicherstellung hochwertigen
tierischen Proteins vor allem in ldndlichen Gegenden, steckt noch in den
Anfangen; diverse Projekte (“Community Private Partnership Projects”,
CPP*), welche sozio-6konomische Entwicklung mit Aquakultur
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verbinden, sind jedoch im Trend und werden auch von der Regierung
gefordert.

Regenbogenforellen (O. mykiss):

Regenbogenforellen werden schon seit mehr als 100 Jahren in Siidafrika
geziichtet. Wurden sie frilher vor allem fiir Sportfischer produziert,
werden Forellen seit rund 20 Jahren in groBerem Stil auch als
Speisefische produziert.

Haufig benutzte Systeme fiir Fingerlinge sind Betonkandle sowie mit
kleinem Aufwand erstellbare Porta-pools. Im Frithling werden die ca.
200 Gramm schweren Fische hédufig in  Netzkdfige in
Bewisserungsddmmen gesetzt, wo sie innert weniger Monate auf rund
1.2 Kg gemistet werden. Forellen werden in Siidafrika vor allem als
gerducherte Filets vermarktet, wegen Problemen mit Algenbliite im
Sommer und dem damit einhergehenden modrigen Geschmack werden
vermehrt Forellen auch als Portionenfische vermarktet. In den letzten
Jahren boomt die Fliegenfischerei und Preise fiir lebende grof3e Forellen
sind mit umgerechnet bis zu 8 Euro/Kilo fast doppelt so hoch wie als
Speisefische, sodass sich einige Farmen auf die Produktion von
mdglichst groBen Regenbogen- und auch Bachforellen spezialisieren.

Zierfische:

Die Haltung von Zierfischen, sowohl in Teichen als auch in Aquarien,
ist sehr beliebt in Siidafrika. Neben Importen von Wildfingen sowie
Nachzuchten vor allem aus Siidosstasien werden auch verschiedenste
Arten lokal geziichtet. Am wichtigsten sind wohl Goldfische (C.
auratus), Koi (C. carpio) sowie verschiedenste Malawi Cichliden.

Afrikanische Welse (C. gariepinus):

Die Zucht von Afrikanischen Welsen hat eine wechselhafte
Vergangenheit in Stidafrika: In den 1980 er Jahren kollabierte eine
zuvor recht stabile Industrie, vor allem wegen Mingel im Marketing.
Erst vor wenigen Jahren ist das Interesse an diesem mittlerweile in
verschiedenen Léndern beliebten, vor allem flir Superintensivmast (bis
zu 500 Kg/m® Wasser) geeigneten Fisch, wiedererwacht. Mehrere
Kreislaufanlagen, die jeweils bis zu 200 Tonnen jahrlich produzieren
sollen, haben sich zu einer Interessengemeinschaft
zusammengeschlossen. Die gemeinsame Vermarktung und Export sind
jedoch noch nicht zufriedenstellend gelost. Daneben mangelt es an
einem funktionierenden Gesundheitsmanagement, welches trotz der

97



Anspruchslosigkeit und der generell groen Krankheitsresistenz dieser
Spezies unter den stressreichen Bedingungen der Superintensivmast
unabdingbar ist.

Tilapia (O. mossambicus):

Da es in Sidafrika nicht erlaubt ist, die aus Ostafrika stammenden
Niltilapien (Tilapia niloticus), eine der weltweit wichtigsten Siiwasser
Aquakulturspezies, zu ziichten, wird v.a. die einheimische Art O.
mossambicus gefordert. Obwohl die Ertrdge mit dieser Art bei weitem
noch nicht so gut wie mit Niltilapien sind, ist das Interesse an O.
mossambicus ungebrochen, auch von Investoren aus dem Ausland.
Tilapien sind als relativ anspruchslose und widerstandsfdhige Fischart
sowohl fiir extensive Systeme als auch intensive Rezirkulationsanlagen

geeignet.

Aal (Anguilla mossambica):

Das siidliche Afrika beherbergt eine der letzten noch ungenutzten
Aalpopulationen der Erde. Seit einigen Jahren versuchen mehrere
Interessengruppen mit beachtlichen finanziellen Investitionen aus dem
Ausland, im siidlichen Afrika Aale zu produzieren. Dem Export von
Aalen wird ein groBes Potential eingerdumt, noch bestehen jedoch
verschiedene ungeloste Probleme, unter anderem fehlt es an Anlagen
und Erfahrung beziiglich der Hélterung der Glasaale. Auch hier steckt
das Gesundheitsmanagement noch in den Kinderschuhen.

Neue Aquakulturspezies:

Zu den neuen Spezies, die in den nichsten Jahren in der
Stidafrikanischen Aquakultur wichtig werden konnten und deren
Produktion momentan in verschiedenen experimentellen Stadien steht,
zdhlen Atlantischer Lachs (S. salar) sowie die reinen Salzwasserarten
Cob (A. japonicus/A. argyrosomus) und siidlicher Blauflossen Thun (T.
maccoyii). Daraus ist ersichtlich, dass sich der Trend Richtung
Salzwasser-Aquakultur fortsetzt und verstarkt.

Nachgewiesene Krankheitserreger

Parasiten:

In Siidafrika finden sich die gleichen Parasiten, die weltweit in der
Fischzucht mehr oder weniger Probleme bereiten (Tabelle 2). Haufig
handelt es sich hierbei um importierte Erreger, die zusammen mit
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exotischen Fischspezies eingeschleppt wurden (L. Basson, personliche
Mitteilung).

Ein Trematoden Spezialist der Universitit Kapstadt hat kiirzlich
Kiemenwiirmer, welche auf den ersten unter Aquakulturbedingungen in
Stidafrika gehaltenen Aalen zu massiven Verlusten beigetragen haben,
als Pseudodactylogyrus sp. identifiziert (K. Christison, pers. Mitteilung).
Dies ist der erste Nachweis dieses hauptsidchlich fir Aale
problematischen Parasiten in Afrika.

Bakterielle Krankheitserreger:
Aeromonaden gehdren auch in Siidafrika zu den héaufigsten und

wichtigsten  bakteriellen Krankheitserregern. Allen voran 4.
hydrophila/sobria, welche bei allen Fischarten vorkommen und als
Opportunisten vor allem im Sommer bei ungiinstiger Wasserqualitét
gehduft zu Mortalitdten fiihren. Teilweise erinnerten die Lisionen von
A. hydrophila bei Forellen an Furunkulose (mit blutiger Fliissigkeit
gefiillte Pusteln). Vor allem bei Koi sind Mischinfektionen von
Aeromonas sp. und Pseudomonas sp. fir die so genannte
,,Lochkrankheit” (Haut-ulzerationen) verantwortlich.

Daneben wurde bei Forellen auch A. salmonicida achromogenes
diagnostiziert; diese Bakterien wuchsen auf Nahrbéden im Inkubator bei
bis zu 30 °C.

Rainbow Trout Fry Syndrom (RTFS) verursacht von Flavobacterium
psychrophilum wurde erstmals in 2003 in SA diagnostiziert. Betroffen
waren Regenbogenforellenbriitlinge, die bei 14 °C Wassertemperatur
gehalten worden waren.

Bakterielle/umweltbedingte Kiemenkrankheit mit Beteiligung von
Flavobacterium columnare ist ein haufiges Problem bei allen Fischarten
in Siidafrika. Am ausgeprégtesten sind wohl die Verluste bei Forellen im
Sommer bei ungiinstiger Wasserqualitt und Wassertemperaturen von
mehr als 25 °C.

Flossenfdule ist ebenfalls ein hdufig anzutreffender Krankheitskomplex,
bei welchem Flavobakterien neben Infektionen mit dem Pilz
Saprolegnia sp. eine wichtige Rolle spielen.

Systemische Infektionen mit Edwardsiella tarda fiihrten im Sommer
wiederholt zu Verlusten bei Regenbogenforellen.

Virale Krankheitserreger:
Aufler von Koi Herpes Virus KHV gibt es nur sehr begrenzt Nachweise
von Viruserkrankungen bei Fischen in Siidafrika. Dies ist aber wohl vor
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allem auf die ungeniigend vorhandenen Diagnostikmdglichkeiten
zuriickzufithren. Karpfenpocken (CHV-1) kommen ebenfalls vor in
Stidafrika.

Stidafrika gilt als frei von IHN, VHS, IPN und SVC. Wie bereits
erwdhnt, sind die Diagnostikmoglichkeiten noch recht beschriankt:
Virusisolation wird beispielsweise nur fiir IHN und VHS durchgefiihrt
und auch dies nur fiir Betriebe, die Eier oder Lebendfische exportieren
wollen.

Es gibt nun Bestrebungen, PCR fiir verschiedene virale
Fischkrankheiten zu etablieren (fiir KHV bereits vorhanden).

Chancen/Moglichkeiten und Probleme/Grenzen der Aquakultur in
Siidafrika

Die Tatsache, dass Siidafrika als trockenes, wasserarmes Land
wahrgenommen wird, ist wohl einer der Hauptgriinde dafiir, dass die
Moglichkeiten der Aquakultur oftmals tibersehen werden. Aquakultur
sollte jedoch vermehrt als eine nicht-verbrauchende Moglichkeit der
Nutzung dieser wertvollen Ressource gesehen werden. Dies konnte
einmalige Gelegenheiten im Hinblick auf die efizientere Nutzung von
Wasser bieten. Eine graphische Darstellung der verschiedenen
Ressourcen findet sich in Abbildung 1.

Faktoren, welche die Entwicklung der Aquakultur férdern:

— Vorhandene Ressourcen: Wasser (Siiss-, Brack- und Salzwasser),
Land, Arbeitskrifte, Energie, etc.

— Die Riickhalte- und Verteilungskapazitit von Siiwasser-Reserven
und die damit verbundenen industrielle und landwirtschaftliche
Infrastruktur: Allein in der Provinz Western Cape (Region Kapstadt)
gibt es iliber 2000 Bewisserungs-/ Riickhalteddmme mit einer
geschétzten moglichen Produktion von 6800 Tonnen Fisch pro Jahr,
was dem jdhrlichen Fischkonsum von 3.6 Mio. Siidafrikanern
entspricht.

— Der Drang zur Diversifikation und Optimierung der Nutzung von
Ressourcen in der Landwirtschaft und der Fischerei.

— Die limitierten Ertrdge der Inland- sowie Marinen Fischerei und die
steigende Nachfrage nach Fisch in der Bevolkerung.

— Die Umsetzung des neuen Wasserschutzgesetzes, welches die
optimale und nachhaltige Nutzung von Wasser fordert.
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Verbesserter Zugang zu Aquakultur relevanten Technologien durch
internationale Zusammenarbeit und Partnerschaften.

Das generelle Verstindnis und die nationalen Direktiven hinsichtlich
wirtschaftlichem Wachstum, Bildung, soziodkonomischer
Entwicklung und dem Erwerb von Devisen.

Durch die Lage auf der Siidhalbkugel hat Siidafrika im Hinblick auf
die meisten groBen Mérkte und Produzenten den Vorteil der
entgegengesetzten Saisonalitét.

Die Akzeptanz der Bevdlkerung fiir StiBwasserfisch ist wachsend.
Fisch wird als gesundes Nahrungsmittel propagiert.

Viele Nachbarldnder Siidafrikas sind wasserreich und Fisch ist
regional eine wichtige Quelle fiir tierisches Protein.

Faktoren, welche die Entwicklung der Aquakultur behindern:

Das Fehlen einer einheitlichen, nationalen Politik im Hinblick auf
die Entwicklung der Aquakultur.

Das Fehlen von Marketing Strukturen sowie mangelnder Zugang zu
internationalen Mérkten.

Beschrénkter Zugang zu Investitions-Kapital.

Beschrinktes Vorhandensein von Fachwissen.

Teilweise politisch instabile Nachbarldnder, welche mdgliche
Investoren abschreckt.

Temperatur: Fiir Kaltwasserfische wie Forellen ist das Wasser im
Sommer in vielen Gegenden mit bis iiber 25 Grad zu warm, im
Winter wird es je nach Region fiir Warmwasserfische wie Tilapia
und Aale zu kalt (<15 °C).

Distanzen: Teilweise liegen grofle Distanzen zwischen fiir
Aquakultur geeigneten Gebieten in Siidafrika. Dies ist problematisch
sowohl hinsichtlich Transport der Fingerlinge zu Mastbetrieben,
geschlachteter Fische zur Verarbeitung und den Absatzmarkten
sowie auch Futtermittel zum Betrieb.

Teure  Futtermittel:  Durch  die  Kursschwankungen  des
Sitidafrikanischen Rand sind gewisse importierte Bestandteile des
Fischfutters (z. B. Pigmente) teilweise sehr teuer.
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— Mangel an Wissen um Fischkrankheiten: Es gibt nur zwei
Fischtierdrzte in Siidafrika, eine Kollegin beschiftigt sich neuerdings
fast ausschlieBlich mit Abalone. Daneben gibt es einige
hervorragende Fischparasitologen, jedoch ist die Zusammenarbeit
mit der Industrie nicht sehr ausgepréigt und die Distanzen zwischen
den Institutionen sind groB. Dies fiihrt dazu, dass Wissen um
Fischkrankheiten, Diagnostik- und Therapiemdglichkeiten und damit
verbunden priaventives Gesundheitsmanagement mangelhaft sind.

Ausblick

Stidafrika hat grosses Potential, dhnlich zu anderen Gebieten der
Landwirtschaft (und Wirtschaft im Allgemeinen), zu einem regionalen
Kompetenzzentrum in Aquakultur fiir das Afrika stidlich der Sahara zu
werden. Dies ist jetzt schon teilweise der Fall und die Zusammenarbeit
mit den umliegenden Landern nimmt zu. Mittlerweile bieten auch
verschiedene Universitdten in SA Ausbildungen und Programme in
Aquakultur an.

Es wird wichtig sein, dass die zustidndigen Institutionen und
Universititen die Forschung und Entwicklung beziiglich Erndhrung,
Genetik, Okologie sowie Krankheitsdiagnostik der verschiedenen fiir die
Aquakultur relevanten Arten weiterfithren und intensivieren.

Die neusten Entwicklungen in der Aquakultur sind immer noch zu
einem groflen Teil auf die Produktion von hochwertigen, omnivoren
Spezies wie Forelle, Lachs, Garnele, Thunfisch, Wels, etc. fokussiert.
Dies fiihrt zu einem wachsenden Bedarf an qualitativ hochwertigen
Futtermitteln, insbesondere Fischmehl. Damit Aquakultur eine
wichtigere Quelle von hochwertigem und erschwinglichem tierischen
Protein fiir die breite Bevolkerung werden kann, wird sich die
Aquakultur im siidlichen Afrika &hnlich wie in Asien auf die nachhaltige
Produktion von Pflanzen-/ und Planktonfressenden Arten wie Karpfen
und Tilapia ausrichten miissen.

Dank
Ich mochte mich beim Zentrum fiir Internationale Landwirtschaft (ZIL)
der Eidgenossischen Technischen Hochschule Ziirichs fiir die

Unterstiitzung  meines  Forschungsprojekts  "Development and
implementation of an aquaculture health management plan in support of
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the small scale fish farmer programme in rural communities in South
Africa“ bedanken.
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Tabelle 1

Die wichtigsten Aquakulturspezies in Siidafrika (Hoffman et.al., 2000)
und 2000 (D. Brink, pers. Mitteilung). (* Einheit = Anzahl Fische).

Spezies Deutscher Name 1998 (t) 2000 (t) Wert
(Mio
EUR)
Siiwasser
Aponogeton distachyos Wasseréhre 120 150 0.04
Carassius auratus Goldfisch 465°000* | 805°000* 0.30
Cherax tenuimanus Marron 4 8 0.04
Clarias gariepinus Afrikanischer Wels 40 65 0.09
Cyprinus carpio Speisekarpfen 45 55 0.08
Koi carp (C. carpio) Koi Karpfen 128°000* | 375°000* 0.65
Micropterus salmoides Forellenbarsch 5 8 0.01
Mugulidae Barbe 12 15 0.02
Onchorhynchus mykiss Regenbogenforelle 1’650 1’830 5.50
Oreochromis mossambicus Tilapia 45 130 0.20
Oreachromis spp. Tilapia spp. 25 45 0.10
Andere Zierfische Diverse 5 7 0.05
Penaeus indicus Garnele 85 120 1.50
Subtotal SiiBwasser 2 036 2433 8.58
Salzwasser
Grassostria gigas Auster 175 170 0.20
Gracilaria spp Rotalge 16 40 0.04
Haliotis midae Abalone, Meerohr 22 180 17.00
Mytilus galoprovincialis Muschel 650 790 0.64
Subtotal Salzwasser 863 1 605 17.88
Total (Siil3- und Salzwasser) 2 899 4038 26.46
Tabelle 2
Identifizierte Parasiten und ihre Wirte (2003-2004)
Parasit Wirt (alphabetisch)
Chilodonella sp. Aal, Koi

Ichthyobodo necator

Goldfisch, Forelle, Koi

Ichthyophthirius multifiliis

Forelle, Koi

Trichodina ,,complex“ (Trichodina,
Trichodinella, Tripartiella)

Aal, Forelle, Koi, Tilapia

Epistylis sp.

Tilapia

Dactylogyrus sp.

Goldfisch, Koi, Tilapia

Gyrodactylus sp.

Goldfisch, Koi, Tilapia

Pseudodactylogyrus sp. Aal
Lernea sp. Barbe, Wels, Forelle
Anguillicola sp. Aal
Botriocephalus sp. Koi
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Abbildung 1
Eine graphische Darstellung der verschiedenen Ressourcen im Hinblick
auf die Aquakultur in Siidafrika.

Natiirliche
Ressourcen

(Wasser, Land, Klima, Energie)

Status: gut

(Wissen, Technologie) (Kapital, Marktzugang)

Status: ungeniigend Status: ungeniigend
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Monoklonale Antikorper fiir die Diagnostik virusbedingten
Fischkrankheiten

Malte Dauber, Sven Michael Bergmann, Harald Granzow und Dieter
Fichtner

Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit, Insel
Riems

Zur Diagnose virusbedingter Fischkrankheiten ist die Identifizierung des
die Krankheit verursachenden Virus in aller Regel unverzichtbar.
Klassischen immunologischen Methoden kommt hierbei nach wie vor
eine grofle Bedeutung zu. Die Spezifitit und Sensitivitdt entsprechender
Nachweisverfahren héngt im entscheidenden Mafle von der
Verfligbarkeit geeigneter Antikorper ab. In Zusammenarbeit mit dem
Nationalen Referenzlaboratorium fiir Fischkrankheiten wurden deshalb
die Bemiihungen fortgesetzt, virusspezifische monoklonale Antikorper
(MAK) zu generieren. Nachdem VHSV- und IHNV-spezifische MAKs
bereits seit langerem vorliegen, kdnnen nunmehr MAKs gegen das ISA-
Virus (Orthomyxoviridae) und Koi-Herpesvirus (KHV) (Herpesviridae)
vorgestellt werden. Das Screening von Hybridomen, die Antikdrper
gewiinschter  Spezifitdt produzieren, erfolgte mittels indirekter
Immmunfluoreszenz (IIF).

Insgesamt wurden 3 anti-ISAV-MAKSs erhalten, von denen ein MAK
(ISA/11F1) ausschlieBlich mit europdischen Isolaten reagiert,
wohingegen die beiden anderen auch nordamerikanische Viren
erkennen. Die noch nicht abgeschlossene Charakterisierung der
Antikdrper ergab, dass zumindest zwei von ihnen mit dem
Nukleoprotein dieses Virus reagieren. In der Immunhistochemie (mit
Formalin fixiertes und in Paraffin eingebettetes Material) zeigte der
MAK 11F1 eine sehr gute Markierung.

30 Antikorper resultierten aus der Immunisierung von Méusen mit dem
KHV. Elektronenmikroskopische Untersuchungen mit einigen von
diesen MAKSs zeigten eine Markierung der Virushiille. In der IIF lieB3
sich mit allen MAKs KHV in infizierten Zellkulturen eindeutig
nachweisen, wenn ein CPE erkennbar war.
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Weder die ISAV-Antikérper noch die KHV-MAKs  zeigten
Kreuzreaktionen mit jeweils ndher verwandten Viren. Eine Ubersicht zu
den vorhandenen Antikdrpern ist in den Tabellen 1 uns 2 enthalten.

— xﬁgiz:;f:t“““g ISA/6E6 | ISA/18B11 | ISA/1TF1
Glesver 2/90 (Norway) +++ +++ +++
390/98 (Scotland) +++ +++ +++
ILA 31 (Kanada, 1997) +++ +++ 4}
ILA 35 (Kanada, 1998) +++ +++ 4}
ILA 65 (USA, Main, 2001) +++ +++ (0]
Radioimmunprézipitation N-Protein | N-Protein n.t.
Immunhistochemie n.t. +++ n.t.
Immunglobulin Gl Gl Gl
Tabelle 1

Eigenschaften ISA-Virus-spezifischer monoklonaler Antikorper.

Im oberen Teil der Tabelle ist ihr Reaktionsverhalten in der indirekten
Immunfluoreszenz zusammengefasst: +++ kriftige, @ keine Reaktion.
Das Isolat ,,Glesvaer 2/90 (Norway)®“ ist homolog zu den Antikdrpern.
Der MAK ISA/11F1 reagiert nicht mit nordamerikanischen
Virusisolaten. n.t. = nicht gepriift.
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USA 41/43 DF 21/03 DF 23/03 DF 29/03 DF 29/03 DF 29/03
MAK Ig [HEDRICK] | -VF 168- [DRESENKAMP] | [POHLE] | -1659- [NEUKIRCH]| -1663- [NEUKIRCH] | -1632- [NEUKIRCH] NT | 1EM
4C10 +++ +++ n.t. +++ n.t. n.t. n.t n.t
7C12 +++ +++ +++ +++ +++ +++ n.t n.t
TH7 +++ ++ n.t. +++ n.t. n.t. (4] n.t
8D7 +++ +++ n.t. +++ n.t. n.t. n.t n.t
9D9 Gl +++ +++ +++ +++ +++ +++ 0 n.t
9E9 +++ ++ n.t. +++ n.t. n.t. n.t n.t
9F5 +++ +++ +++ +++ +++ +++ n.t +
10A9 Gl +++ +++ +++ +++ +++ +++ + +
11A4 Gl +++ +++ n.t. +++ n.t. n.t. + +
11A11 +++ +++ n.t. +++ n.t. n.t. n.t n.t
11F2 +++ +++ n.t. +++ n.t. n.t. n.t n.t
12C4 +++ +++ n.t. +++ n.t. n.t. n.t +
12F5 +++ +++ n.t. +++ n.t. n.t. n.t +
12G1 +++ +++ n.t. +++ n.t. n.t. n.t n.t
12G3 +++ +++ n.t. +++ n.t. n.t. n.t n.t
13E10 +++ +++ n.t. n.t. n.t. n.t. (%) n.t
13G9 +++ +++ n.t. n.t. n.t. n.t. n.t n.t
14B4 +++ +++ n.t. n.t. n.t. n.t. (%) n.t
16A9 +++ +++ n.t. n.t. n.t. n.t. (%) n.t
17A9 G2a +++ +++ n.t. n.t. n.t. n.t. + n.t
18C10 +++ +++ +++ n.t. +++ +++ 0 n.t
20F10 Gl +++ +++ +++ n.t. +++ +++ 0 n.t
21D11 Gl +++ +++ +++ n.t. +++ +++ 0] n.t
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MAK Ig USA 41/43 DF 21/03 DF 23/03 DF 29/03 DF 29/03 DF 29/03 NT | TEM
[HEDRICK] | -VF 168- [DRESENKAMP] | [POHLE] | -1659- [NEUKIRCH]| -1663- [NEUKIRCH] | -1632- [NEUKIRCH]
21F9 +++ +++ n.t. n.t. n.t. n.t. (9] n.t
22D3 +++ +++ n.t. n.t. n.t. n.t. (4] n.t
23B2 +++ +++ +++ n.t. +++ +++ 0 n.t
26E9 +++ +++ n.t. n.t. n.t. n.t. (4] n.t
27G7 +++ +++ +++ n.t. +++ +++ n.t n.t
28C11 +++ +++ +++ n.t. +++ +++ 0 n.t
30C12 Gl 4+ +++ +++ n.t. +++ +++ n.t n.t
Tabelle 2

Koi-Herpesvirus-spezifische monoklonale Antikorper, getestet in der indirekten Immunfluoreszenz auf mit dem homologen

Virus (USA 41/43) bzw. fiinf Feldisolaten infizierten Zellkulturen.
In allen tberpriiften Fillen reagierten die MAKs mit allen Virusisolaten. Von 16 getesteten MAKs besallen 3 Virus-
neutralisierende Eigenschaften (siehe Spalte ,,NT*), in der Immun-Elektronen-mikrospopie (IEM) markierten fiinf getestete

MAKSs Proteine der Virushiille.
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Untersuchungen zur Epidemiologie am Beispiel von
Yersinia ruckeri im Ablauf einer Klidranlage

J. Rapp, H. Wachter, H. Miiller, S. Neuhold

Fischgesundheitsdienst, Staatliches Tierdrztliches Untersuchungsamt Aulendorf,
Diagnostikzentrum, Lowenbreite 20-22, 88326 Aulendorf

Zusammenfassung

Wir wollten in Erfahrung bringen wie hoch das Infektionsrisiko
einzuschitzen ist, das vom Ablaufwasser einer gut funktionierende
Klédranlage ausgeht, wenn ein Verarbeitungsbetrieb in dem auch
infizierte Fische verarbeitet werden, sein Abwasser dorthin entsorgt. Es
gibt Untersuchungsergebnisse aus der Humanmedizin, die belegen, dass
enteropathogene Erreger des Menschen eine Klédranlage unbeschadet
passieren konnen. Im genehmigten Tierversuch sollte abgeklart werden,
ob Yersinia ruckeri als Muster eines umweltresistenten Pathogens fiir
Fische das ebenfalls vermag und dann in der Lage ist, Versuchsfische zu
infizieren. Verwendet wurden 50 Regenbogenforellensetzlinge mit
einem durchschnittlichen Stiickgewicht von 50 g, die im Ablauf der
Kléranlage gehiltert wurden. Nach einer EingewOhnungsphase der
Fische von 24 Tagen haben wir im Oktober 2003 den Versuch begonnen
als schlechtes Wetter angesagt wurde, um die sinkende Temperatur als
mitauslosenden Faktor zu nutzen. Die Temperatur des Ablaufwassers
sank von 18 °C am 3.10 03 bei Versuchsbeginn auf 12,8 °C am 6.
Versuchstag. Um eine Infektion zu provozieren wurden am 3.10 03 in
den Zulauf der Kléranlage 5 Liter einer Kultur lebender Y. ruckeri
gegeben. Die Bakteriendichte betrug 10° Keime pro ml. Die Forellen
waren vom 1. Tag bis zum Versuchsabbruch vital und fralen gut. Keiner
der Versuchfische erkrankte in den folgenden 18 Tagen. Der Versuch
musste am 20.10.03 wegen des Ausfalls der Tauchpumpe beendet
werden. Bei der klinischen, der pathologisch anatomischen und der
bakteriologischen Untersuchung fand sich kein Hinweis auf Enteric Red
mouth Disease.
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Summary

The objective of this investigation was to assess the infection risk posed
by effluents of a well functioning sewage treatment plant, with an
upstream fish processing plant providing effluents potentially containing
fish pathogens. Various human medicine research studies show that
most human enteric pathogens can pass a well functioning sewage
treatment plant undamaged, non-enveloped viruses and enteric bacteria,
particularly. In an approved animal experiment, we tried to infect 50
rainbow trout fingerlings kept in a tank supplied with the outlet water. of
the sewage treatment plant. 5 litres of Yersinia ruckeri broth with a
number of 10° germs / ml, was added to the inlet water of the sewage
treatment plant. In order to use falling water temperature as an induction
moment for infection of fish with Yersinia ruckeri, we chose a
forecasted weather change as time of infection. The next day, 6000 Y.
ruckeri bacteria per litre outlet water were expected within the tank for 6
hours and with a flow through of 2 litres per second. The distribution
and the germ losses during the passage were estimated. As a result of an
18 days test period, no fish showed clinical signs of disease.
Furthermore, Y. ruckeri could not be isolated from fish organs in any
case.

Einleitung

»Risk based surveillance* ist das Schlagwort mit welchem in
Vorbesprechungen zur Uberarbeitung der Fischseuchenrichtlinien
operiert wurde. Es steckt die Absicht dahinter die Kosten, die ein
stindiges Monitoring zur Uberwachung der Seuchenfreiheit verursacht,
drastisch zu senken. Das Infektionsrisiko in all seinen Facetten ist aber
keineswegs geklart. Wir wollten deshalb einen kleinen Beitrag dazu
leisten und in Erfahrung bringen wie hoch das Infektionsrisiko
einzuschitzen ist, das entsteht, wenn ein Verarbeitungsbetrieb auch
infizierte Fische verarbeitet und sein Abwasser iiber eine gut
funktionierende Kldranlage entsorgt wird. Die Humanmediziner
beschéftigen sich mit diesen epidemiologischen Fragen schon ldngere
Zeit. Es werden Versuchsverfahren dazu beschrieben, die sehr
aufwendig sind. Zusammenfassend kann man sagen, dass alle oder fast
alle enteropathogene Erreger, (Bakterien und unbehiillte Viren) des
Menschen die Kléranlage in infektionstiichtigem Zustand passieren
konnen. Entscheidend ist deshalb die FEliminationsleistung der
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Kléranlage. Durch den Einsatz von Flockungsmitteln und entsprechende
Féllungsmaflnahmen werden an organische Substanz gebundene Erreger
fast vollstindig eliminiert. Das Restproblem sind die suspendierten
Erreger. Sandfilter Ozonbehandlung, UV- Bestrahlung und evt. der
Einsatz von Peroxyden konnten in Zukunft die Elimination stark
verbessern. Wir haben eine Versuchsanlage benutzt, mit der dieses
Problem im Rahmen einer Dissertation bei Fischviren untersucht wurde.
Im genehmigten Tierversuch sollte abgekldrt werden, ob Yersinia
ruckeri eine Kldranlage unbeschadet passieren kann und dann in der
Lage ist, Versuchsfische zu infizieren. Dieser Erreger wichst ohne
Probleme auf fast allen Nahmedien. Er ist als &duflerst umweltresistent
bekannt. So iiberlebt er in SiiBwasser 4 Monate ohne Fisch. Wenn Y.
ruckeri die Kldranlage unbeschadet passiert, konnte dieses Bakterium
mit dem abflieBenden Wasser wieder ins FlieBgewésser gelangen und
sich dort als Infektionserreger etablieren. Wir wussten, dass der Erreger
im Gewdsser hinter der Klaranlage bereits existent ist.

Material und Methoden

Als Testfische kamen 50 Regenbogenforellensetzlinge mit einem
durchschnittlichen Stiickgewicht von 50 g zum Einsatz. Sie wurden von
einer Anlage erworben, die seit vielen Jahren frei von ERM ist und
deshalb keine erworbene Immunitdt besitzen. Wir haben sie im Ablauf
der Kléranlage gehéltert. Um die Fische im Ablaufwasser der
Kldranlage halten zu konnen, musste der Sauerstoffgehalt des
Ablaufwassers deutlich verbessert werden. Das gelang gut durch
Verrieselung von gepumptem Ablaufwasser (2 Liter pro Sekunde) in
einem ca. 4 Meter hohen Turm, der mit Quadern aus
iiberdimensionierten Plastiklockenwicklern ausgestopft war (s. Bild).
Das Behiltnis, in dem die Fische gehalten wurden, enthielt 1 m® Wasser
mit einem Durchfluss von 2 Litern pro Sekunde. Zur Eingewdhnung
wurden die Fische 24 Tage vor Versuchsbeginn eingesetzt. Der Versuch
selbst dauerte 18 Tage. Um nichts dem Zufall zu {iberlassen, wurden 5
Liter einer Bakteriensuspension in den Zulauf geben. Ein Teil der Keime
wird sich durch Adhdsion oder aktiv an organische Substanz anlagern
und mit dem Schlamm entfernt. Der groBe Rest wird frei im Durchlauf
verbleiben.
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Ergebnisse

Die Sauerstoffwerte im Hélterbecken schwankten zwischen 8,3 und 6,8
mg pro Liter. Nur an einem Tag, dem 8. Tag nach Versuchsbeginn sank
der Sauerstoffgehalt kurzfristig auf 4 mg/Liter. An diesem Tag gab es
einen Storfall in der Kléranlage. Die Versuchsfische haben diesen
Zwischenfall problemlos iiberstanden.

Der pH-Wert schwankte zwischen 7,6 und 8,1. Die errechneten
Ammoniakwerte lagen in der Regel unter 0,003 mg pro Liter. Es gab
jedoch Spitzen mit 0,025 und 0,01 mg NHj pro Liter.

Wassertemperaturverlauf:

Rotmaulkrankheit tritt v. a. bei steigenden oder sinkenden
Wassertemperaturen auf. Die Temperatur des Zulaufes der Klidranlage
ist abhingig vom Anteil an Regen- und Schmelzwasser und deren
Temperatur, die hduslichen Abwésser haben immer eine relativ hohe
Temperatur. Die Maximaltemperatur im Sommer liegt bei 25 °C, im
Winter kann sie im Extremfall bis auf 3-4 °C absinken. Wéhrend des
Durchlaufes wird die Temperatur noch einmal durch die Beliiftung mit
AuBlenluft in der Nitrifikationsstufe und in geringerem Maf} durch den
Temperaturaustausch an der Oberfliche verdndert, so dass die
Temperatur im Ablauf je nach Jahreszeit bis zu 2 °C nach oben steigen
oder nach unten fallen kann.

Abbildung 1
Wasserparameter wihrend des Versuches
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eintrag Erregers Versuchsabbruch
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Ist Y. ruckeri fakultativ anaerob? Ubersteht Y. ruckeri anaerobe
Phasen in der Kliranlage und auch im Faulturm?

Parallel wurde im Labor abgeklért, ob iiberhaupt und wie lange Y.
ruckeri anaerobe Phasen in der Kléranlage {iberstehen kann.

Dabei wurden folgende Untersuchungsergebnisse ermittelt:

Anaerobe Bebriitung bei 18 °C iiber 2 h, danach ++ Wachstum bei
18 °C unter aeroben Verhéltnissen.

Anaerobe Bebriitung bei 18 °C iiber 3 h, danach ++ Wachstum bei
18 °C unter aeroben Verhéltnissen.

Anaerobe Bebriitung bei 18 °C iiber 48 h, danach Uberimpfung auf
Néahrboden nach Shotts und Waltman und Bebriitung der Kulturen
bei 18 °C unter acroben Verhiltnissen. Ergebnis: ++ Wachstum.

50 Tage anaerobe Bebriitung von Y. ruckeri Kulturen auf Néhrboden
nach Shotts und Waltman bei 37 °C. (Dies entspricht den
Bedingungen die Y. Ruckeri im Faulturm iiberstehen muss). Die
anschlieBend Uberimpfung auf den Nihrboden nach Shotts und
Waltman und aerobe Bebriitung bei 20 °C ergaben, Y. Ruckeri ist
irreversibel geschidigt.

Das bedeutet, bei langerem Aufenthalt von Yersinia ruckeri im Faulturm
wird dieser Keim irreversibel geschiadigt. Kiirzere Aufenthalte in
anaerobem Milieu bei Temperaturen um 18 °C (z.B. Bei der
Denitrifikation im Belebtschlammbecken) iibersteht dieser Keim.
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Tabelle 1
Gesammelte Wasserwerte und Ergebnisse der klinischen Untersuchung
wdhrend des Versuches

‘Wasser-

Datum ti::ﬁ:- Vl:’lg;t nljgl-/li nljgl-/li nljg(/)i m(g)/zL Vitalitit der Fische
09.09.03 | 18,0°C | 7,7 Einsatz 50 Rf a 50g
13.09.03 | 17,0°C | 7,6 0,2 |0,0025 8,3 Vital, fressen gut
18.0903 | 19,0°C | 7,6 0,2 | 0,0029 6,8 Vital, fressen gut
25.09.03 | 17,5°C | 7,8 0,15 7,5 Vital, fressen gut
02.10.03 | 18,0°C | 7,9 0,4 7,0 Vital, fressen gut
03.10.03 | 18,0 °C Zugabe Y. ruckeri
04.10.03 | 17,3 °C Vital, fressen gut
05.10.03 | 15,2 °C Vital, fressen gut
06.10.03 | 144°C | 8,0 0,02 0,011 7,6 Vital, fressen gut
07.10.03 | 15,1 °C 8,0 0,33 | 0,0087 | 0,33 7,7 Vital, fressen gut
08.10.03 | 128°C | 7,9 0,04 0,07 7.3 Vital, fressen gut
09.10.03 | 14,0°C | 7.8 0,03 0,013 8,0 Vital, fressen gut
10.10.03 | 153°C | 7.8 0,03 0,02 4,0 Vital, fressen gut
11.10.03 Vital, fressen gut
12.10.03 Vital, fressen gut
13.10.03 | 158°C | 8,0 0,05 0,032 7.3 Vital, fressen gut
14.10.03 | 13,0°C 8,1 0,07 0,037 6,8 Vital, fressen gut
15.10.03 | 14,6°C | 7,5 3,0 0,025 | 0,386 | 7.6 Vital, fressen gut
16.10.03 | 143°C | 8,0 0,1 0,09 7,7 Vital, fressen gut
17.10.03 | 14,0 °C 8,1 0,32 0,01 0,033 Vital, fressen gut
18.10.03 Vital, fressen gut
19.10.03 Vital, fressen gut

Tauch- Fische zur
20.10.03 | 10,5 °C pumpe | 3,5 Untersuchung
defekt entnommen

Pathologisch anatomische Untersuchung der Versuchsfische:
Bei der Pathologisch anatomische Untersuchung der Versuchsfische
fanden wir keinen Hinweis auf eine bestehende Erkrankung.

Bakteriologische Untersuchung:

Bei der bakteriologische Untersuchung wurden Teile der Milz und der
Vorderniere von 5 Fischen gepoolt. Die Anziichtung erfolgte auf
Néahrbdoden nach Shotts und Waltman, die dann bei 18 °C bebriitet
wurden. In keiner Probe konnte Yersinia ruckeri nachgewiesen werden.
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Diskussion der Ergebnisse

Verteilung und Verdiinnung von Yersinia ruckeri beim Durchlauf der
Kléranlage:

Ca. 500 Milliarden lebende, vermehrungsfihige Keime werden am 3.10.
14*° vor den Rechen in den Einlauf der Kliranlage gegeben. Durch die
Walzenbildung im Sandfang ist mit einer sofortigen Verteilung auf 500
m’ zu rechnen. Das wiren dann 1 Milliarde Keime pro m’.

Die Verluste wahrend der Passage durch die Kldranlage werden von uns
ohne Kenntnis der Realitét in jeder Stufe mit Schlammentzug auf 50%
geschitzt, weil wir spekulieren, dass sich ein erheblicher Teil der
Testkeime an organische Substanz anlagern wird. Die Verdiinnung
durch Rithren und Diffusion kann ebenfalls nur geschitzt werden. Eine
mogliche Bakterienvermehrung wiahrend des Durchlaufs durch die
Kléranlage wird vernachléssigt. Diese Schétzung ergibt schlielich 6000
Keime pro Liter Ablaufwasser. 2 Liter pro Sek. werden stindig in den
Fischbehilter (50 Rfin 1 m* Wasser) gepumpt. Das Gesamtvolumen der
Kliranlage betrigt ca. 28.000 m’. Durch Berechnung des
Zulaufvolumens nach Zugabe der Erreger konnte ermittelt werden, dass
es am 4.10. gegen 7°° zu einer vollstindigen Verdringung des
Gesamtvolumens der Kldranlage kommt. Zu diesem Zeitpunkt ist mit
der Ankunft der ersten Testkeime zu rechnen. Unsere Schétzung hat
ergeben, dass sich die verbliebenen Testkeime auf 10.000 m * verteilen.
Nach dem Zulauf, der uns bekannt ist, flossen am 4.10. 03 von 7°° bis
12°° 10 000 m® Wasser in den Auslauf der Kldranlage. Das ist ein
Zeitraum von 6 Stunden. In diesem Zeitraum wird die grof3e Masse an
Testkeimen im Ablauf ankommen. Nachziigler kommen Stunden oder
Tage spéter an.

In 6 Stunden flieBen insgesamt 43200 Liter durch das Halterbecken. Die
Fische werden 6 Stunden lang einer wahrscheinlich langsam
absinkenden Konzentration von Yersinia ruckeri- Bakterien im Wasser
ausgesetzt.

Es gibt einige Unsicherheitsfaktoren bei der Beurteilung des

Versuchskonzeptes.

— Es konnte sein, dass ERM bei diesen Temperaturen im
Versuchsbecken gar nicht ausbricht. In der Praxis erleben wir ERM-
Ausbriiche bei Wassertemperaturen um 8-12 °C , weniger oft
dartiber oder darunter.
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Es konnte sein, dass die Fische durch den hohen Gehalt an nicht
fischpathogenen Bakterien im Ablaufwasser schon wihrend der
Eingewohnungsphase bei relativ hohen Wassertemperaturen in
kurzer Zeit eine effektive unspezifische Abwehr aufgebaut haben.

Es konnte auch sein, dass viel weniger Testkeime als angenommen
in Ablauf der Kldranlage gelangen konnten.

Schlussfolgerung

Man muss bescheiden sein, wenn man aus diesem Versuch Ergebnisse
entnehmen und bewerten mochte.

Als Ergebnis darf aber festgehalten werden, dass

keiner der Versuchsfische erkrankt ist,

in der Realitdt viel weniger Pathogene als in unserem Versuch die
Schlachtstitte verlassen und, weil ein erheblicher Teil unterwegs in
der Kanalisation hingen bleiben wird, wahrscheinlich noch weniger
in der Kléranlage ankommen,

und im Vergleich mit unserem Versuch, bei Schlachtabfillen und
Abwisser aus Schlachtrdumen der grofite Teil der Pathogene an
organisches Material gebunden sein diirfte und deshalb zu 90% mit
dem Schlamm entfernt wird.

So koénnen wir mit aller gebotenen Vorsicht den Schluss aus diesem
Experiment ziehen, dass das abflieBende Wasser aus Klédranlagen
wahrscheinlich ein  geringes Infektionspotential fiir unsere
SiiBwasserfische hat. Dieses lieBe sich mit verbesserter
Eliminationsleistung noch erheblich reduzieren. Die Fischgesundheit
wird als Trittbrettfahrer von den Verbesserungen der kommunalen
Kléranlagen zum Schutz der menschlichen Gesundheit profitieren.
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Untersuchungen zur Wechselwirkung artifizieller
Mischinfektionen mit Aeromonas salm. salm. und dem Virus
der Himorrhagischen Septikimie in Regenbogenforellen
(Oncorhynchus mykiss)

Giinter Kotterba, Sven Bergmann, Dieter Fichtner, Bernd Kéllner

Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit, Insel
Riems

Zusammenfassung

Mit etablierten, reproduzierbaren Infektionsversuchen wurden die
Wechselwirkungen von artifiziell gesetzten, intraperitonealen (i.p.)
Mischinfektionen mit Aeromonas salmonicida salmonicida (A.s.s.)und
dem Virus der Viralen Haemorrhagischen Septikimie (VHSV) an
weiblichen Forellen der Linie Isle of Man und der Jumper-Linie
untersucht. Dazu wurden die Zeitspannen und die Reihenfolge der
bakteriellen und viralen Infektion im Mischinfektionsmodell variiert.

Die Mono- und die Mischinfektionsversuche sind sehr gut iiber die
kumulative Mortalitdt, die Kontaktinfektionsrate, den Zeitpunkt und die
Dauer des spezifischen FErregernachweises, die pathologisch
anatomischen Verdnderungen und die Antikdrperreaktion vergleichbar.
Die Mortalitdtsrate wird durch die Infektionsart, die Infektionsdosis, die
Erregerspezies, die Reihenfolge und den gewdhlten zeitlichen Abstand
zwischen der bakteriellen und viralen Infektion, dem Alter und der
genetischen Abstammung der Forellen bestimmt. Die Nachweisdauer ist
fir beide Erreger in gleicher Weise von der Reihenfolge der Infektion
abhéngig. Der fiir die Primérinfektion eingesetzte Erreger ist immer {iber
einen deutlich ldngeren Zeitraum nachweisbar, als der fiir die
Sekundérinfektion verwendete Erreger.

Die beiden verwendeten Forellenlinien sind gegeniiber einer A4.s.s. und
einer VHSV-Infektion unterschiedlich empfinglich. Die Potenz zu
unmittelbaren Kontaktinfektionen hatten nur die i.p. mit VHSV-
infizierten Forellen. A.s.s.-Kontaktinfektionen mit wurden nur nach
einer vorrangegangenen VHSV-Kontaktinfektion festgestellt.

Die Bildung spezifischer Antikdrper wird durch die Mischinfektionen
unterschiedlich beeinflusst.
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Einleitung

Im Vergleich mit monokausalen Infektionskrankheiten ist {iber die
Mischinfektion mit bakteriellen und viralen Erregern bei Fischen wenig
bekannt. Nachdem fiir die FErreger A.s.s. und dem VHSV mit
Regenbogenforellen reproduzierbare Monoinfektionsmodelle etabliert
wurden, wurde die Wechselwirkung von bakterieller und viraler
Infektion in Mischinfektionsversuchen in Regenbogenforellen weiter
untersucht.

Material und Methoden

Fir den A.s.s.-Stamm Fi 13/98 (eigenes Feldisolat) und den VHSV-
Stamm Fi 13 (Dr. Enzmann) wurden mit Forellen der Linie Isle of Man
(IoM) reproduzierbare Monoinfektionsmodelle etabliert (KOTTERBA
et. al. 2002), mit denen Mischinfektionsversuche nach folgenden
Schema durchgefiihrt wurden:

simultane primére VHSV- primére VHSV- primére A4.s.s.-
Mischinfektion Infektion, Infektion, Infektion,
mit 4.s.s. und 10 d spiter 19 d spiiter 19 d spiter
VHSV sekundére sekundére sekundare VHSV-
A.s.s.-Infektion A.s.s.-Infektion Infektion

Die Versuche wurden in der Zeit von 2001-2003 durchgefiihrt. Wegen
Verdnderungen im Lieferbetrieb mussten die Infektionsmodelle an die
Forellenlinie Jumper angepasst werden.

Weil die Reproduzierbarkeit der Versuche unter unseren Bedingungen
nur ber den artifiziellen, intraperitonealen Infektionsweg gegeben ist,
wurde dieser Infektionsweg fiir alle Versuche verwendet.

Ergebnisse

Fir die Auswertung und den Vergleich der Infektionsmodelle sind
folgende Kriterien geeignet:

1. Mortalitétsrate

2. Kontaktinfektionsrate

3. Erregerpersistenz

4. Antikorperbildung
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ad 1. Mortalititsrate

Die Mortalitétsrate wird durch folgende Faktoren beeinflusst:
1. Infektionsdosis
2. Erregerspezies (4.s.s./ VHSV)
3. Alter der Forellen
4. genetische Abstammung der Forellen
5. Zeitspanne zwischen den Infektionen
6. Reihenfolge der i.p. Infektionen

1.1. Infektionsdosis

A.s.s. - Monoinfektion (IoM) VHSYV - Monoinfektion (IoM)
——10(2,5) KID 50/100 pl
100 7&%&%&&\0@«;—0&% 10¢ 10(3,4) KID 50/100 pl
20 19 ] ——10(6,25) KID 50/100 ul
plete T
zen 60 ]I oy zen 60 7 =
t oL T t i
40 40
I —o—1x10(7) KBE/100p1 A
20 I 20 ¢ v P EO0000
I 1 1x10(6) KBE/100ul -
. v oo
0 T ——1x10(5) KBE/100pl 0 Ao o
1357 91 1 5 9 13 17 21 25 29
dpi. dpi.

Folie 6

Einfluss der Infektionsdosis auf die Mortalitdt
(KBE = Kolonie bildende Einheit; KID = Kulturinfektiose Dosis)

Sowohl fiir die bakterielle als auch fiir die virale i.p. Infektion wurde
eine eindeutige Dosis-Wirkungs-Beziehung nachgewiesen. Je hoher die
Infektionsdosis, um so groBer ist die Mortalititsrate.

1.2. Erregerspezies (A.s.s./ VHSV)

Auf Grund der fir beide Erreger ausgewdhlten Infektionsdosen
unterscheiden sich die Mortalitdtsraten nach einer Monoinfektion mit
A.s.s. und mit VHSV bei Forellen gleicher Linie und gleichen Alters
kaum. Deutliche Unterschiede werden im Verlauf der kumulativen
Mortalitdt festgestellt. Wie im Diagramm der Folie 7 zu sehen ist, fiihrt
die bakterielle Infektion ab dem 4. Tag post infectionem (d p.i.) zu
einem starken Verlustgeschehen, das am 13. d p.i. seinen Abschluss
findet.
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kumulative Mortalitit

eingesetzte Infektionsdosis:
80

60 o A.s.s.: 1x105 KBE/100 pl
o W VHSV: 1x103 KID50/100 pl
20 M —o—As.s.

Prozent

—+—VHSV
0 PP T

T
1 5 9 13 17 21 25 29 33
dp.i

Folie 7
Einfluss der Erregerspezies (A.s.s./ VHSV) auf die Mortalitdt

Nach der VHSV-Infektion wird der fiir Virusinfektionen typische,
stufenférmige Verlauf der kumulativen Mortalitét festgestellt, der sich
vom 6. bis zum 33. d p.i. hinziehen kann.

1.3. Alter der Forellen

Die Hohe der Mortalititsrate wird nach bakterieller und viraler Infektion
durch das Alter der eingesetzten Forellen beeinflusst. Fiir die bakterielle
und die virale Infektion gilt die Regel, je élter, um so geringer die
Mortalitdtsrate. Durch die Verwendung von Forellen, die zu
unterschiedlichen Jahreszeiten erbriitet wurden, konnen jahreszeitliche

Einflisse auf das Versuchsergebnis weitestgehend ausgeschlossen
werden.

A.s.s. Monoinfektion (IoM) 'VHSV-Monoinfektion (IToM)

100 - —0o—9 Monate 11 Monate | 100

—t—15 Monate —%— 21 Monate

80 80 77 _o— cinjaihrig (100 @)
20 -

Prozent
Prozent

M 20 e
1357 9 11131517 19 13 5 7 9 11131517 19
dpi dpi
Folie 8

Einfluss des Alters der Forelle auf die Mortalitit
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1. 4. genetische Abstammung der Forellen

Durch dulere Umstéinde waren wir gezwungen, die Versuche, statt wie
bisher mit Forellen der Isle of Man-Linie (IoM), mit Forellen der
Jumper-Linie fortzusetzen.

Bei der dazu notwendigen Anpassung der Infektionsdosen wurden
zwischen den Forellenlinien unterschiedliche Empfénglichkeiten
gegeniiber den eingesetzten Erregern gefunden.

Wie auf den Diagrammen der Folie 9 dargestellt, iiberstehen die
Forellen der IoM-Linie eine A4.s.s.-Infektion besser, als die Forellen der
Jumper-Linie. Im Gegensatz dazu sterben nach einer VHSV-Infektion
weniger Forellen der Jumper-Linie.

A.s.s. Monoinfektion 'VHSV-Monoinfektion

1001 f4je of Man (21 Monate) 100

—o— Jumper (18 Monate) 20 4 —o—Isle of Man (21 Monate)
60 T 60 1 —c— Jumper (18 Monate)

40 40

20 201 f %
0 04

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 13 5 7 9 11 131517 19

Prozent
Prozent

dp.i

dp.i

Folie 9
Einfluss der genetischen Abstammung auf die Mortalitdt

Der dreimonatige Altersunterschied kann bei der Beurteilung der
Empfinglichkeit der Forellenlinien gegeniiber den eingesetzten Erregern
vernachldssigt ~werden, da zum FEinen die sehr groflen
Mortalitdtsunterschiede nach der A.s.s.-Infektion nicht mehr als
altersbedingt erklarbar sind und zum Zweiten nach der VHSV-Infektion
die dlteren Forellen die hochste Sterblichkeit zeigen.

1.5. Zeitspanne zwischen den Infektionen
Wie in dem Diagramm auf Folie 10 ersichtlich ist, fithren eine simultane

und eine um 10 Tage zeitversetzt durchgefiihrte Mischinfektion
innerhalb weniger Tage zum Totalverluste der i.p. infizierten Forellen.
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VHSV/A.s.s.-Mischinfektion (IoM)
100 fwmgﬂﬂﬂ}
80 5(, 1
Er I —o— primére VHSV-/10 d spiiter
s As.s.-Infektion
A& 409
2 —o— simultane Mischinfektion
OfDﬂﬂvJJHHHHHHHHHJ
1357 91113151719212325
dp.i
Folie 10

Einfluss der Zeitspanne zwischen der Mischinfektion auf die Mortalitdt
- simultane und um 10 Tage zeitversetzte Mischinfektion -

1.6. Reihenfolge der i.p. Infektionen

Verldngert man den Zeitraum zwischen der Primidr- und
Sekundérinfektion auf 19 Tage, reduziert sich die Mortalititsrate
erheblich. Wie im Diagramm der Folie 11 gezeigt wird, hat die
Infektionsreihenfolge einen entscheidenden Einfluss auf die Hohe der
kumulativen Mortalitét.

Eine primédre Aeromonasinfektion mit einer um 19 Tage versetzten
sekunddren VHSV-Infektion wird von den Forellen erheblich besser
vertragen, als eine Mischinfektion mit verdnderter Infektionsreihenfolge.

priméire A.s.s.-, sekundire VHSV-Infektion priméire VHSV-, sekundiire A.s.s.-Infektion
—#— 18 Monate/Jump.
100 —=— 12 Monate/loM 100
80| —o—21 Monate/IoM 80
E 601 g 60 £
£ 401 £ 404 —=— 12 Monate/loM
20 1 20 4 —o—21 Monate/[oM
0 PP T R T T T 0 Prorfen T 18 Monate/Jump.
1 4 71013 16 19 22 25 28 31 34 14 710131619 22 I572873T 3
dpi dpi
Folie 11

Einfluss der Reihenfolge der Mischinfektion auf die Mortalitdit

- um 19 Tage zeitversetzte Mischinfektion -
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Wie in den beiden Diagrammen zu sehen ist, unterscheidet sich der
Verlauf der kumulativen Mortalitdt innerhalb der Infektionsmodelle
zwischen den Altersgruppen und der Forellenlinien kaum. Die
unterschiedliche Hohe der kumulative Mortalitdt ist innerhalb der
Forellenlinie IoM altersbedingt und zwischen den Forellenlinien durch
die genetisch bedingte, unterschiedliche Infektionsanfilligkeit erklért.
Bei der Bewertung der beiden Varianten der um 19 Tage versetzt
durchgefiihrten Mischinfektionsversuche ist zu beachten, dass sich zum
Zeitpunkt der viralen Sekunddrinfektion das A.s.s.-bedingte
Verlustgeschehen bereits seit 6 Tagen beruhigt hat, wahrend zum
Zeitpunkt der bakteriellen Sekundarinfektion noch vereinzelte, durch die
primére VHSV-Infektion bedingte Verluste auftreten.

ad 2. Kontaktinfektionsrate

An Forellen, die als Kontaktfische in den Versuchsgruppen mitgefiihrt
wurden, ist die Potenz der i.p. infizierten Forellen zur Kontaktinfektion
gepriift worden. Die Kontaktinfektionsrate wurde iiber den Anteil der
verendeten Kontaktfische mit spezifischem Erregernachweis in der
Versuchsgruppe ermittelt. Damit bleiben klinisch inapparent verlaufende
Kontaktinfektionen unberiicksichtigt. In unseren Infektionsversuchen
haben wir fiir die Kontaktinfektionsrate drei Einflussfaktoren
nachgewiesen. Das sind zum Einen die Erreger selbst (VHSV/A.s.s.),
zum Zweiten die Reihenfolge der bakteriellen und viralen Infektion und
drittens die Zeitspanne, die zwischen den einzelnen Infektionen liegt.

Mortalitit der Kontaktfische
(Monoinfektion - loM)
100

—o—VHSV
60

——Ass.

Prozent

40

20 R el
i

15 9 131721252933 37 41 45 49 53 57

Versuchstage

Folie 13
Einfluss der Erregerspezies (A.s.s./ VHSV) auf die Kontaktinfektionsrate
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Wie im Diagramm der Folie 13 dargestellt ist, gibt es nach einer A4.s.s.-
Monoinfektion keine Verluste bei den Kontaktfischen der [oM-Linie. Im
Gegensatz dazu sterben im VHSV-Monoinfektionsversuch die
Kontaktfische ab dem 11. d nach der ip. VHSV-Infektion der
Versuchsfische.

Wie wir in allen vier Mischinfektionvarianten (siche Tab. 1).
nachweisen konnten, werden die Kontaktfische erst nach einer VHSV-
Kontaktinfektion fiir eine A4.s.s.-Kontakinfektion empféanglich

i.p. infizierte Forellen Kontaktfische
Mischinfektions- ip. VHSV- ip. A.s.5.- erstor VEISV- | erstor d.s.s.-
modell Infektion Infektion Nachweis Nachweis
(Versuchstag) | (Versuchstag) | (Versuchstag) | (Versuchstag)
VHSV-und A4.s.s.-
! Infektion simultan L. L. 10. 12.
VHSV-, 10 d spéter
2 A.s.s.-Infektion L. 10. 8. 21.
VHSV-, 19 d spéter
3| As.s.-Infektion 1. 19. 13. 31.
A.s.s.-, 19 d spiter
4| VHs-Infektion 19. L 29. 44,

Tabelle 1
Zusammenhang zwischen der VHSV- und der A.s.s.-Kontaktinfektionen

In den, unter Punkt 1-3 aufgefiihrten Mischinfektionsmodellen,
verenden die ersten Kontaktfische mit positiven 4.s.s.-Befund bereits 11
bis 13 Tage nach der i.p. A4.s.s.-Infektion. Wird aber priméir mit 4.s.s.
und 19 Tage spiter mit VHSV infiziert (Tabelle 1, Punkt 4) wird der
erste tote Kontaktfisch mit positiven A4.s.s.-Befund erst 44 Tage nach der
1.p.-4.s.s.-Infektion ermittelt.

In Abhéngigkeit von der Zeitspanne, die zwischen der bakteriellen und
viralen Infektion liegt, werden unterschiedlich hohe
Kontaktinfektionsraten ermittelt. Die Ergebnisse sind in den beiden
Diagrammen der Folie 14 dargestellt.
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simultane bzw. um 10 Tage versetzte

Mischinfektion Mischinfektion um 19 Tage versetzt
—— VHSV/As.s. simultan 100 1
100 1 —o— VHSV +Asss.
VHSV+ 10.d spit 80
80— Speer = —o—Ass. + VHSV
§ 60 Y g 60| —— VHSV- Monoinfektion
N <]
£ 404 #f;;mﬁ”ﬁ £ 40
20 20 7
o bl ] ol
1 6 11 16 21 26 31 36 41 1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56
Versuchstage Versuchstage
Folie 14

Einfluss des zeitlichen Abstandes zwischen der bakteriellen und viralen
Infektion auf die Kontaktinfektionsrate

Beim Vergleich der beiden Diagramme der Folie 14 fallen die hohen
Mortalitdtsraten der Kontaktfische aus den simultanen und den um 10
Tage zeitversetzten Mischinfektionsversuchen auf. In diesem
Zusammenhang sei an den Totalverlust der dazu gehorigen i.p.
infizierten Forellen erinnert, durch den die direkte Kontaktzeit auf 9
bzw. 15 Tage begrenzt wurde. Dass trotz der kurzen Kontaktzeiten die
hochsten Kontaktinfektionsraten ausgeldst wurden, kann ein Indiz dafiir
sein, dass in unseren Versuchen die Hohe der Kontaktinfektionsrate
weniger durch die Zeitdauer des Erregerkontaktes, sondern vielmehr
durch den Infektionsdruck bestimmt wurde.

Die Kontaktinfektionsraten der beiden um 19 Tage versetzt
durchgefithrten ~Mischinfektionen und der VHSV-Monoinfektion
unterscheiden sich nur gering. Wegen der fehlenden A.s.s.-
Kontaktinfektion beginnt im Infektionsmodell ,primire A.s.s.-
/sekunddre VHSV-Infektion das Verlustgeschehen der Kontaktfische
erst nach der sekundidren VHSV-Infektion und gleicht sich dann schnell
den Werten der iibrigen Versuchsgruppen an.

ad 3. Persistenz der Erreger

Durch den kulturellen Erregernachweis zum Nachweis der spezifischen
Mortalitdt wurden Befunde erhoben, die Riickschliisse auf den Einfluss
der verschiedenen Mischinfektionsmodelle auf die Persistenz der
eingesetzten Erreger zulassen.

Die Nachweisdauer von A4.s.s. und VHSV wird beeinflusst durch:
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— den zeitlichen Abstand der bakteriellen und viralen Infektion und
— die Reihenfolge der bakteriellen und viralen Infektion.

In der Tabelle 2 sind die Daten zum ersten und letzten Erregernachweis
der um 19 Tage versetzt durchgefiihrten Mischinfektionen und der
Monoinfektionen gegeniiber gestellt.

VHSV-Nachweis A.s.s.-Nachweis
. erster letzter . erster letzter .
Infektionsart | vHSV- | VHSV- Nachweis- Ass- | Ass- Nachweis-
dauer o e dauer
Nachw. | Nachw. ) Nachw. | Nachw. @
(V1) (V1) (VT) (VT)
Monoinfektion 6 33. 27 S. 13. 8
Ass.—19d
spater VHSV- 28. 48. 20 S. 35.% 30*
Infektion
VHSV -19.d
spiter A.s.s.- 7. 89.1 82 22. 29. 7
Infektion
* wegen Versuchsabbruch - keine endgiiltigen Werte
Tabelle 2

Nachweisdauer der Erreger nach unterschiedlicher Infektionsart

Beim Vergleich der Daten in der Tabelle 2 fillt auf, dass sich die
Nachweisdauer des zur Priméarinfektion eingesetzten Erregers gegeniiber
der Monoinfektion erheblich verlingert, wahrend sich die
Nachweisdauer des sekundér eingesetzten Erregers z.T. sogar verkiirzt.
Diese RegelmaBigkeit wird fiir beide Erregerspezies festgestellt.

ad 4. Antikérperbildung
Wie in den beiden Diagrammen der Folie 17 veranschaulicht wird,

lassen sich fiir die Infektionsversuche Unterschiede in der Bildung
spezifischer Antikorper feststellen.
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Extinktion 490 nn

A.s.s. - Antikorper. VHSYV - Antikérper,
0.8 0.8 @ Versuchsfisch
0.77 @ Versuchsfisch 0.7 7 _
i

0,5
0,4 0,4
03 *‘ £ 054 ||
0,2 0,2 -
] i‘_ii ] [
0 0 . : :

Ass. VHSV+A.ss.  Ass.+19d  VHSV+19d VHSV VHSV+Ass.  Ass.+19d  VHSV+19d
simultan  spiter VHSV  spiter A.s.s. simultan  spiter VHSV  spiiter As.s.

Infektionsgruppen Infektionsgruppen

Extinktion 490 nr

Folie 17
Bildung von spezifischen Antikérpern (alle Serum vom 69.-89. d p.i.;
1:100 verdiinnt)

Diese lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Die Bildung von A.s.s.-Antikdrpern wird durch eine primire VHSV-
Infektion herabgesetzt.

Eine sekunddre VHSV-Infektion beeinflusst die Bildung von A4.s.s.-
Antikdrpern nicht.

Die, um 19 Tage zeitversetzten Mischinfektionen fiihren zu
niedrigeren Serumkonzentrationen von VHSV-Antikorpern.

Fiir die Kontaktfische der simultanen Mischinfektionsgruppe werden
die hochsten VHSV-Antikorperkonzentrationen im Serum ermittelt.

Ausblick

1.

Auf Grund ihrer Reproduzierbarkeit sind die entwickelten Mono-
und Mischinfektionsmodelle mit den ausgewdhlten
Bewertungskriterien als standardisierte Challengemethoden sehr gut
fir weitere immunologische wund pathogenetische Studien
verwendbar.

Da mit den durchgefiihrten Untersuchungen die verschiedenen
artifiziellen Mischinfektionsmodelle mit Aeromonas salm. salm. und
dem Virus der hdmorrhagischen Septikdmie ausreichend definiert
sind, ist es moglich, in weiteren Versuchen die Ursachen der
zwischen den Infektionsmodellen gefunden  Unterschiede
aufzukléren.

Von diesen Untersuchungen werden wichtige Erkenntnisse zum
Verstindnis der immunologischen Vorginge bei der Infektions-
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abwehr der Forellen und zur Pathogenese der bakteriellen und
viralen Mischinfektion erwartet.
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Bachforellensterben in Bayern

Julia Schwaigerl, Michael Gerstl, Hermann Ferlingl, Nicole Guillonl,
Oliver Born®

'Bayerisches Landesamt fiir Wasserwirtschaft, Abt. Gewdsserdkologische
Forschung, Demollstr. 31, 82407 Wielenbach; ZLandesﬁschereiverband Bayern
e.V., Pechdellerstr. 16, 81545 Miinchen

Seit einigen Jahren wird in voralpinen Fliissen Bayerns wéhrend der
Sommermonate ein Sterben von Bachforellen beobachtet. Vor allem
Fische aus den Ober- und Mittelldufen groBerer voralpiner
FlieBgewdsser sind von diesem Geschehen betroffen. Die Ursache fiir
das Auftreten dieses Phidnomens ist ungekldrt. Die Fischverluste sind
mittlerweile erheblich und fiir die Wasserwirtschaft unter dem Aspekt
des nachhaltigen Arten- und Gewisserschutzes von grofler Bedeutung.
Im Rahmen eines Verbundprojektes zwischen dem Bayerischen
Landesamt fir Wasserwirtschaft und dem Landesfischereiverband
Bayern werden gegenwértig umfangreiche Untersuchungen zu Kldrung
der Ursache durchgefiihrt.

Die Untersuchungen an Bachforellen aus den verschiedenen
Fliessgewdssern ergaben ein typisches Krankheitsbild. Betroffene
Bachforellen wiesen in der Regel eine deutliche Schwarzfiarbung sowie
ein lethargisches Verhalten auf. Neben massiven histopathologischen
Veranderungen im Bereich von Leber, Milz, Niere, Kiemen und Magen-
Darm-Trakt lieBen die Tiere auch hédmatologische Verdnderungen in
Form einer Andmie und Leukopenie erkennen. Bisherige
Untersuchungen zum Nachweis eines infektiosen Erregers als mogliche
Ursache fiir die Erkrankung erbrachten keine weiterfilhrenden
Ergebnisse. Ebenso ergaben parasitologische Untersuchungen keine
Hinweise auf die Ursache fiir das Fischsterben.

Um der Ursache auf die Spur zukommen werden im Untersuchungsjahr
2004 — stellvertretend flir andere betroffene Gewisser — an der Iller bei
Kempten groBangelegte Expositionsversuche durchgefiihrt. Im Rahmen
dieser Versuche werden Bachforellen dem Flusswasser nach
Vorschaltung unterschiedlicher Filtersysteme ausgesetzt mit dem Ziel,
hierdurch die verantwortlichen Faktoren zu ermitteln. Neben den o.g.
hamatologischen und histopathologischen Untersuchungen erfolgt zur
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Erfassung einer moglichen Schadstoffeinwirkung die Bestimmung des
fir Entgiftungsvorgéinge verantwortlichen Enzymkomplexes CYP1A im
Lebergewebe exponierter Fische. Begleitende Analysen
umweltrelevanter Chemikalien in Fischgeweben und Filtermedien in
Form eines Screenings sollen ebenfalls der Abkldrung eines mdglichen
urséchlichen Zusammenhanges zwischen dem Bachforellensterben und
der Umweltprisenz bestimmter Umweltchemikalien dienen.
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Die Krebspest — Gibt es rechtliche Moglichkeiten zur
Bekimpfung?

R. Hamers, P. Dehus

Fischereiforschungsstelle des Landes Baden-Wiirttemberg, Untere Seestrafie
81, 88085 Langenargen

Rolf Hamers@lvvg.bwl.de

Peter.Dehus@lvvg.bwl.de

Die Krebspest ist nach wie vor die grofte Gefahr fiir unsere
heimischen  Flusskrebsbestinde. @~ Da  die  amerikanischen
Flusskrebsarten die Krebspest iibertragen konnen, ist in den meisten
Landesfischereiverordnungen der Besatz mit diesen Arten
genehmigungspflichtig oder untersagt. Dies allein reicht aber nicht
aus, die Krebspest in Deutschland wirkungsvoll zu bekdmpfen oder
gar aus unseren Gewdssern zu verdringen. Im Folgenden wird
dargestellt, welche rechtlichen Moglichkeiten zur Bekdmpfung der
Krebspest existieren und ob die verschiedenen Regelungen und
Instrumentarien dafiir ausreichend und geeignet sind.

Allgemeines zur Krebspest

Die Krebspest wird durch den Pilz Aphanomyces astaci ausgelost.
Dieser Pilz wurde in der Mitte des 19. Jahrhunderts vermutlich durch
den Import nordamerikanischer Krebse nach Europa eingeschleppt,
hatte sich dort schnell verbreitet und innerhalb kurzer Zeit zum fast
vollstindigen Zusammenbruch der europdischen Flusskrebsbestinde
gefiihrt (HALDER et al. 1989; DEHUS & KELLER, 1998).

Bei den in Deutschland empfanglichen Arten handelt es sich um die
heimischen Arten Edelkrebs (A4stacus astacus), Steinkrebs
(Austropotamobius torrentium) und Dohlenkrebs (Austropotamobius
pallipes) sowie um den aus der Tiirkei eingebiirgerten Galizierkrebs
(Astacus leptodactylus) (OIE, 2003).

Der Krebspesterreger ist fiir die européischen, einheimischen Krebse
hoch infektiés und fiihrt in der Regel zum Totalverlust befallener
Bestinde. Der Pilz durchdringt die Haut und befdllt die inneren
Organe, was schlieBlich zum Tod der Tiere fithrt (SODERHALL &
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CERENIUS; 1999, BAUR & RaAPP, 2003). Befallene heimische Krebse
sind am Tag ungewohnlich aktiv, lassen Scheren herabhingen und
werfen Extremititen ab. Im Endstadium dringen Pilzhyphen aus
Augenstielen und Gelenken hervor.

Bei amerikanischen Krebsen dagegen dringt der Erreger nur bis in
die Haut vor und wird dort abgekapselt. Sofern das Abwehrsystem
amerikanischer Krebse jedoch z. B. durch Stress (hohe
Bestandsdichten, Wasserverschmutzungen etc.) stark beeintrachtigt
wird, konnen auch bei diesen Flusskrebsarten Verluste durch die
Krebspest auftreten (SODERHALL & CERENIUS, 1999).

Als Krebspestiibertrager fungieren in Deutschland priméar die
amerikanischen ~ Arten Kamberkrebs (Orconectes  limosus),
Signalkrebs (Pacifastacus leniusculus), der Rote Sumpfkrebs
(Procambarus clarkii) (OIE, 2003) sowie der erst vor einigen Jahren
in Gewdssern bei Karlsruhe nachgewiesene Kalikokrebs Orconectes
immunis (DUBLING & HOFFMANN, 1998; DEHUS et al., 1999a).
Dariiber hinaus sind alle weiteren amerikanischen Krebsarten
grundsitzlich als Ubertriiger der Krebspest anzusehen (OIE, 2003),
wie z. B. der auch bereits in freier Natur festgestellte Marmorkrebs
Procambarus spec. (MARTEN et al., 2004).

Verbreitung der amerikanischen Krebse in freien Gewiissern

Die Verbreitung der amerikanischen Krebse in unseren Gewéssern
erfolgt vor allem durch den Aquaristikhandel, wo z. B. oft in
Unkenntnis der tatsdchlichen Artzugehorigkeit amerikanische
Krebse als ,europédische Flusskrebse® angeboten und verkauft
werden. Stellt sich dann z. B. heraus, dass die Krebse im Aquarium
zu grof3 oder aggressiv werden oder - besonders im Fall des Roten
Sumptkrebses - die Aquarieneinrichtung zerstéren, werden die Tiere
hiufig in freie Gewésser ausgesetzt.

Eine weitere Quelle sind amerikanische Krebse, die in Gartenteichen
gehalten werden. Hierbei wird nicht bedacht, dass Krebse ihr
Gewdsser in  der Regel verlassen, wenn ihnen die
Lebensraumumstdnde nicht zusagen - was bei Gartenteichen fast
immer der Fall ist. Sie konnen dann iber Land zu anderen
Gewdssern wandern und so die Krebspest verbreiten. Besonders der
Rote Sumpfkrebs ist fiir seine Wanderungen iiber Land bekannt, die
sich durchaus iiber mehrere Kilometer erstrecken kdnnen.
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Auch unverantwortliche Krebshidndler, die wissentlich oder
unwissentlich lebende amerikanische Krebse verkaufen, tragen
hierdurch zur Ausbreitung dieser Krebse - und damit auch der
Krebspest - bei.

Falsch verstandene Tierliebe fordert ebenfalls die weitere
Ausbreitung der amerikanischen Krebsarten in Deutschland. Die
Tiere werden héufig gekauft, um sie dann in freie Gewésser
auszusetzen.

Ausgewiihlte rechtliche Regelungen

Naturschutzrechtliche Regelungen

Flora-, Fauna-, Habitat-Richtlinie (FFH-RL) 92/43:

Nach der FFH-Richtlinie 92/43/EWG sind alle EU-Mitgliedstaaten
verpflichtet, bestimmte, namentlich genannte Tier- und
Pflanzenarten sowie bestimmte Lebensrdume zu schiitzen und
hierfiir umfangreiche rechtliche Instrumentarien und
Schutzvorschriften festzulegen (LFU, 2003). Bei den sogenannten
Hprioritiren Arten kommt dem Schutz dieser Arten und deren
Lebensrdume eine besondere Bedeutung zu. Als Anhang II-Arten
unterliegen der Steinkrebs als prioritire Krebsart und der
Dohlenkrebs dem durch diese Richtlinie gesetzlich festgelegten
Schutz. Somit ist die Ausweisung von Schutzgebieten fiir diese
Arten zwingend vorgeschrieben.

Fir die betreffenden Arten und Gebiete miissen Pflege- und
Entwicklungspline erstellt werden. In Baden-Wiirttemberg gibt es
inzwischen - wie auch in einigen anderen Bundeslindern - ein
verbindliches Handbuch zur Erstellung derartiger Plédne (LFU, 2003).
Darin wird explizit der Schutz vor einem Einschleppen der
Krebspest festgehalten - so z. B. durch Erhalt -effektiver
Wanderhindernisse, die das Eindringen amerikanischer Krebse
verhindern sollen (LFU, 2003). Solche Hindernisse haben sich in
einigen speziellen Féllen als wirkungsvolle Barriere fiir
amerikanische Krebse herausgestellt. Erfahrungen aus Baden-
Wiirttemberg zeigen, dass Oberldufe von Schwarzwaldbéchen vitale
Steinkrebs- und Dohlenkrebsbestdnde enthalten kénnen, obwohl im
Unterlauf amerikanische Krebse vorkommen. Aufstiegshindernisse
verhindern in diesen Féllen das Einwandern der amerikanischen
Krebse in den Oberlauf.
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Aufgrund dieser besonderen Situation wird auch von Seiten des
Naturschutzes gefordert, in diesen Féllen auf die Entfernung des
entsprechenden Wanderhindernisses zu verzichten oder sogar neue
Krebssperren gegen das Eindringen fremder Krebse zu errichten (z.
B. BUND, 2003; GROS, 2003).

Bundesnaturschutzgesetz:

Entgegen einer weit verbreiteten Ansicht ist nach dem
Bundesnaturschutzgesetz (BNatSchG) ein Aussetzen oder Ansiedeln
amerikanischer Krebse, die bei uns in freien Gewédssern vorhanden
sind, nicht verboten. Dieses Rahmengesetz bestimmt, dass wild
lebende Arten als einheimisch gelten, wenn sie {iber mehrere
Generationen in freier Natur vorkommen. Somit wiirden mit
Ausnahme des Marmorkrebses alle bei uns in offenen Gewdssern
vorkommenden amerikanischen Flusskrebse als heimisch gelten. Ein
Besetzen und Weiterverbreiten wire demnach erlaubt, denn nur der
Besatz mit nicht heimischen Arten ist verboten. Somit fordert das
BNatSchG auch die Ausbreitung der Krebspest. Diese fragwiirdige
Rechtslage wird gliicklicherweise durch die weiterreichenden
Bestimmungen der Fischereigesetze und -verordnungen der meisten
Bundesliander aufgehoben (siche unten).

Fischereirechtliche Regelungen

Fischereigesetze und —verordnungen:

Die Fischereigesetze und -verordnungen der einzelnen Bundeslédnder
beriicksichtigen die amerikanischen Krebse teilweise recht
unterschiedlich (sieche VON LUKoOwICz, 2002). Obwohl in den
meisten Landesfischereiverordnungen der Besatz mit fremden,
amerikanischen Krebsen verboten oder genehmigungspflichtig ist,
unterliegen in  vier Bundeslindern zwei  amerikanische
Flusskrebsarten der Schonzeit (z. T. ganzjdhrig!) oder es sind
SchonmaBe fiir diese Arten festgesetzt (Tabelle 1). Derartige, nicht
nachvollziehbare Schutzbestimmungen fiir fremde Arten, von denen
bekannt ist, dass jedes Tier potentieller Ubertriiger der Krebspest ist,
lassen eine effektive deutschlandweite Krebspestbekdmpfung
schwierig erscheinen. Hier wird fiir die ndhere Zukunft dringender
Handlungs- und Abstimmungsbedarf gesehen.
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Tabelle 1

Schonzeiten (SZ) und Schonmafle (SM) fiir Kamber- und
Signalkrebse in vier Bundeslindern. In den iibrigen Bundeslindern
genieflen die aufgelisteten Arten weder Schonzeiten noch

Schonmafle. X = vorhanden, - = nicht vorhanden. Nach VON
Lucowicz (2002)
Berlin Brandenburg | Rheinland-Pfalz Thiiringen
SZ | SM Sz SM SZ SM | SZ SM
Kamber & - X - X X X - X
Kamber @ - X - X ganzjahrig - - X
Signal & - - - - X X - -
Signal ¢ - - - - ganzjahrig - - -

Die Fischereigesetze einiger Bundesldnder sehen vor, bestimmte
libertragbare Krankheiten durch entsprechende Rechtsverordnungen
zu bekdmpfen, so z. B. in Schleswig-Holstein die Krebspest.
Derartige Rechtsverordnungen sind unseres Wissens jedoch bislang
noch nicht erlassen worden. Gleichwohl finden sich in einigen
wenigen Fischereiverordnungen Vorschriften, die zumindest
teilweise eine Krebspestbekdmpfung unterstiitzen. So besteht z. B. in
der baden-wiirttembergischen Landesfischereiverordnung nach § 2
eine Anlandepflicht fiir alle fremden, amerikanischen Krebsarten.
Auflerdem diirfen nach § 3 Absatz 4 zehnfiiBige SitiBwasserkrebse
oder Teile davon nur dann als Kdder verwendet werden, wenn sie
zuvor abgekocht oder in sonstiger Weise (Einfrieren) keimfrei
gemacht wurden.

Das sinnvolle Besatzverbot fiir amerikanische Krebse bzw. die
Genehmigungspflicht verringern sicherlich das Risiko einer
Ausbreitung der Krebspest, bieten aber keine ausreichende
Moglichkeit diese Krankheit mittel- und langfristig erfolgreich zu
bekdmpfen. Die Krebspest konnte ergidnzend zu einer moglichen
Aufnahme in das Tierseuchengesetz (siche unten) als zu
bekdmpfende Krankheit in die Fischereigesetze aufgenommen
werden, um so eine rechtliche Grundlage zu schaffen, auch die
Einfuhr und den Handel mit den amerikanischen Krebsen stirker zu
regulieren bzw. zu stoppen. Bei der letzten Malnahme sind
allerdings die Anforderungen der EU im Hinblick auf
Handelsfreiheit entsprechend zu beriicksichtigen.
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Tierseuchenrechtliche Regelungen

EU-Fischseuchenrichtlinie 91/67/EWG:

Im Anhang A der EU-Richtlinie 91/67/EWG (Fischseuchen-richtlinie)

sind in der Liste III" verschiedene Krankheiten aufgefithrt, zu deren

Bekdmpfung die Mitgliedstaaten Programme durchfithren konnen. In

dieser Liste ist auch die Krebspest enthalten. Derartige Programme

miissen allerdings von der FEuropdischen Kommission genehmigt

werden, damit die Handelsfreiheit innerhalb der EU sichergestellt ist.

Wird ein Programm zur Bekd@mpfung einer Liste I1I-Krankheit von der

Kommission genehmigt, besteht die Moglichkeit, fiir bestimmte Arten

ein Einfuhrverbot oder strenge Importvorschriften zu erlassen. Dies

erreichten zum Beispiel mehrere nordeuropdische Staaten, die von der

Europédischen Kommission als frei von einigen Liste III-Krankheiten

zugelassen wurden (siche HAMERS, 2004). Dies betraf allerdings nicht

die Krebspest.

In den Artikeln 12 und 13 der Richtlinie 91/67/EWG sind die

Anforderungen fiir ein solches Bekdmpfungsprogramm festgelegt.

Mochte ein Mitgliedstaat ein Programm zur Bekdmpfung der Krebspest

durchfiihren, ist er verpflichtet, der Kommission in Briissel folgende

Angaben zu {ibermitteln (Artikel 12 (1), EU-RL 91/67/EWG):

— ,,Stand der Krankheit in dem betreffenden Mitgliedsstaat

— Rechtfertigung des Programms unter Beriicksichtigung des
Ausmafles der Krankheit sowie eine Kosten-Nutzen-Analyse

— geografisches Gebiet, in dem das Programm durchgefiihrt wird

— angestrebter Status der einzelnen Zuchtbetriebe und Normen, der die
Betriebe in jeder Gruppe entsprechen miissen, sowie Testverfahren

— Vorschriften, die das Einbringen von Tieren mit einem niedrigeren
tierseuchenrechtlichen Status gestatten

— Folgen, wenn ein Zuchtbetrieb aus welchen Griinden auch immer,
seinen Status verliert

—  Verfahren zur Uberwachung des Programms

Prinzipiell besteht die Mdglichkeit, auch in Deutschland ein Programm
zur Bekdmpfung der Krebspest zu etablieren. Wenngleich es zwar keine
Angaben iiber den derzeitigen Stand der Krebspest in Deutschland gibt,

" Liste I enthilt z. Z. (Oktober 2004) die Infektiose Anémie der Lachse (ISA), Liste II fiir
Fische die Virale Himorrhagische Septikamie (VHS) und die Infektiose Hadmatopoetische
Nekrose (IHN).
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findet sich z. B. bei DEHUS et al. (1999b) ein Uberblick iiber das
Vorkommen der amerikanischen Krebse in den freien Gewdssern
Deutschlands. Da gleichzeitig davon ausgegangen werden kann, dass
alle amerikanischen Krebse Triger der Krebspest sind, ist mit einer
Verbreitungskarte amerikanischer Krebse in Deutschland auch
gleichzeitig das Mindest-Vorkommen des Krebspesterregers bekannt.
Damit die Europdische Kommission nach § 13 der RL 91/67/EWG ein
Gebiet als frei von der Krebspest zuldsst, miissen bestimmte
Anforderungen erfiillt sein. Unter anderem wird verlangt, dass die
Krebspest in dem betreffenden Mitgliedstaat einer Anzeigepflicht
unterliegt. Dies ist in Deutschland zur Zeit (Oktober 2004) jedoch nicht
der Fall (sieche unten).

Tierseuchengesetz

Das Tierseuchengesetz (TierSG) ist in Deutschland die rechtliche
Grundlage zur Bekdmpfung bestimmter, geféhrlicher Tierseuchen. Diese
finden sich in der Liste der anzeige- bzw. meldepflichtigen Tierseuchen.
Zur Zeit befinden sich als anzeigepflichtige Fischseuchen nur die
Infektiose Andmie der Lachse (ISA), die Virale Hamorrhagische
Septikdmie (VHS) und die Infektiose Himatopoetische Nekrose (IHN).
Meldepflichtig sind zur Zeit die Frithjahrsvirdmie des Karpfens (SVC)
und die Infektiose Pankreasnekrose (IPN). Die Krebspest ist in
Deutschland damit weder anzeige- noch meldepflichtig. Im Falle einer
Aufnahme in eine dieser Listen wiren alle amerikanischen Krebse
seuchen- bzw. ansteckungsverdidchtige Tiere im Sinne des TierSG, da
prinzipiell davon auszugehen ist, dass amerikanische Krebse Tréager des
Krebspesterregers sind. Ansteckungsverdachtig wiren dann auch
europdische Krebse aus Gebieten, in denen amerikanische Krebse
vorkommen.

Fischseuchen-Verordnung

Artikel 17, Absatz 5 der Fischseuchen-Verordnung weist auf die
Moglichkeit hin, die Krebspest nach den Anforderungen der EU-
Richtlinie 91/67/EWG im Rahmen eines Programms zu bekdmpfen.
Hier gilt die bereits oben beschriebene Problematik des Fehlens der
Anzeige- oder Meldepflicht fiir die Krebspest. Weitere Hinweise zur
Krebspest und deren Bekdmpfung sind in der Fischseuchen-Verordnung
nicht enthalten.
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Die Rolle der OIE bei einer moglichen Bekimpfungsstrategie fiir die
Krebspest

Der Weltorganisation fiir Tiergesundheit (OIE) gehdren zur Zeit (2004)
166 Staaten an, die gehalten sind, der Organisation das Auftreten
bestimmter Tierseuchen zu melden. Die in Frage kommenden Seuchen
sind in Listen zusammengestellt, in denen auch bestimmte Fisch-,
Weichtier- und Krebskrankheiten enthalten sind. Die Krebspest ist
hierbei ebenfalls aufgelistet.

Da die OIE jedoch trotz der irrefiihrenden deutschen Ubersetzung
,JInternationales Tierseuchenamt® keine Behdrde im rechtlichen Sinne
ist, stellt die OIE auch keine geeignete Institution zur Bekdmpfung der
Krebspest oder anderer Krankheiten dar. In letzter Zeit ist allerdings zu
beobachten, dass sich die Kommission in Briissel bei der
Fischseuchenbekdmpfung vermehrt an den Empfehlungen und
Veroffentlichungen der OIE orientiert. Darliber hinaus besitzt die
Europdische Kommission seit Februar 2004 den Beobachterstatus bei
der OIE (Pressemitteilung IP/04/253 der EU vom 23.02.2004). Dieser
ermoglicht es ihr, Stellungnahmen zu allen internationalen
Tiergesundheits- und Tierschutzfragen abzugeben. AuBlerdem koénnen
nun beide Organisationen gemeinsame MalBinahmen vereinbaren, um die
internationale Zusammenarbeit u. a. im Bereich von Tiergesundheit und
Tierschutz zu verbessern.

Fazit

Die rechtlichen Moglichkeiten zur Bekdmpfung der Krebspest sind
derzeit nur unzureichend, da die Krankheit weder einer Anzeige- noch
Meldepflicht unterliegt. Die Etablierung einer solchen Melde- oder
Anzeigepflicht wire aber ein erster Schritt flir eine sinnvolle
Bekdmpfung der Krebspest. Dies gilt insbesondere vor dem
Hintergrund, dass nun auch eine effektive Nachweismethode des
Krebspesterregers bei amerikanischen Krebsen auf Basis der PCR-
Methode vorliegt (OIDTMANN et al., 2004). Auch die Flora-, Fauna-,
Habitat-Richtlinie mit der zwingend vorgeschriebenen Einrichtung fiir
Schutzgebiete fiir Stein- und Dohlenkrebs diirfte erste Ansdtze zur
Einddmmung der Krebspest liefern.

In den einzelnen Fischereigesetzen und -verordnungen der Bundeslédnder
wird den amerikanischen Krebsen vor dem Hintergrund der
Krebspestbekdmpfung in einigen Fillen nur unzureichend und teilweise
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kontraproduktiv (z. B. ganzjdhrige Schonzeit) Rechnung getragen. Hier
bedarf es auf Linderebene einer stirkeren - und vor allem
einheitlicheren - Beriicksichtigung der amerikanischen Krebse als
Seucheniibertréger.
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Zusammenfassung

Der Schwimmblasen-Nematode Anguillicola crassus ist urspriinglich
ein Parasit des japanischen Aals, Anguilla japonica. Nachdem er vor
etwa 20 Jahren von Asien nach Europa eingeschleppt wurde,
entwickelte er sich mit einer Prévalenz um 80 % zu einem der
hiufigsten Parasiten des europidischen Aals, Anguilla anguilla. Mittels
experimenteller Untersuchungen iiber 14 Wochen und bei einer
Wassertemperatur ~ von  23°C  konnte  die  unterschiedliche
Empfanglichkeit von A. anguilla und A. japonica fir A. crassus
nachgewiesen werden. Von beiden Aalarten wurden jeweils 50 Tiere
experimentell mit Larven von A. crassus infiziert und iiber 14 Wochen
bei 23°C gehalten. Die Wiederfindungsrate von 30 verabreichten A.
crassus Larven war bei A. anguilla mehr als doppelt so hoch als bei A.
Jjaponica (13,8 % bzw. 33,2 %). Fast 60 % der in 4. japonica
gefundenen Wiirmer waren tote, eingekapselte und nekrotische Larven
in der Schwimmblasenwand. Demgegeniiber wurden keine toten Larven
in A. anguilla gefunden. Weiterhin verlief die Entwicklung von A.
crassus in A. anguilla erheblich schneller als in 4. japonica. Aus den
Unterschieden in Uberlebensrate und Entwicklungsdauer von 4. crassus
in den beiden Aalarten folgte eine erheblich geringere Belastung mit
adulten Wirmern (428 bzw. 11 mg FW) und ein hdherer
Reproduktionserfolg des Parasiten in A. anguilla als in A. japonica.
Diese Resultate zeigen, dass der urspriingliche Wirt 4. japonica
wirkungsvollere Abwehrmechanismen gegen A. crassus besitzt als der
nicht-angepasste Wirt A. anguilla.

Summary

The swimbladder nematode Anguillicola crassus originates from the Far
East where it is a parasite of the Japanese eel, Anguilla japonica. After
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A. crassus was introduced to Europe, it became a predominant parasite
of the European eel, Anguilla anguilla, with prevalences about 80 %. A
study performed with experimentally infected eels (14 weeks, 23°C)
revealed significant differences in the susceptibility of the two eel
species to this parasite. The recovery rate of 30 administered infective A4.
crassus larvae (L;) from A. anguilla was more than double of that from
A. japonica (33.2 % and 13.8 %, respectively). Almost 60% of the
worms recovered from A. japonica were found as dead, encapsulated
and necrotic larvae in the swimbladder wall. In contrast, no dead larvae
were found in A. anguilla. Additionally, the development of the worms
was shown to be significantly faster in A. anguilla compared with A.
Japonica. The higher survival rate of the worms, together with their
faster development, resulted in a significantly higher adult worm burden
(428 and 11 mg wet weight, respectively) and in an indecreased
reproductive success in A. anguilla compared with A. japonica. These
results demonstrate that the original host, A. japonica, possesses more
effective defence mechanisms against A. crassus than does the non-
adapted host, 4. anguilla.

Einleitung

Der dracunculoide Nematode Anguillicola crassus stammt urspriinglich
aus Ostasien, wo er ein Parasit des japanischen Aals, Anguilla japonica,
ist (Nagasawa et al, 1994; Taraschewski et al., 1987). Der
Entwicklungszyklus des Parasiten umfasst einen Zwischenwirt (v.a.
cyclopoide Copepoden), welcher das freilebend zweite Larvenstadium
aufnehmen. Im Haemocoel des Zwischenwirtes entwickelt sich das
dritte Larvenstadium (L;), welches fiir den Aal als Endwirt und eine
Reihe von paratenischen Wirten infektios ist. Die Entwicklung zum
vierten Larvenstadium (L4) erfolgt in der Schwimmblasenwand des
Aals, und die adulten Wirmer leben schlieflich im
Schwimmblasenlumen, wo sie sich vom Blut ihres Wirtes erndhren
(Nagasawa et al., 1994). Zu Beginn der 1980er Jahre wurde A. crassus
nach Europa eingeschleppt. Der erste Nachweis in Europa erfolgte 1982,
und innerhalb von 10 Jahren breitete sich der Nematode {iber nahezu das
ganze Europa aus und war mit Prévalenzen um 80 % bald einer der
haufigsten Parasiten von 4. anguilla (Moravec, 1992; Sures et al., 1999;
Kirk, 2003).

In der Aquakultur von Aalen in Japan wird A. crassus sowohl in A.
Japonica als auch A. anguilla gefunden (Nagasawa et al., 1994). Egusa
(1979) erwéhnt, dass die pathologischen Effekte von A. crassus auf A.
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Japonica im Gegensatz zu den ebenfalls in Japan kultivierten 4. anguilla
vernachlédssigbar seien. Egusa (1979) nennt als Priavalenz von A. crassus
in A. japonica 10 bis 40 %, in A. anguilla aber gelegentlich bis zu
100 %. Weiterhin sei die Intensitit von A. crassus in A. japonica
gewohnlich ein bis drei, in 4. anguilla aber gelegentlich bis zu zwanzig
Nematoden je Aal.

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die Unterschiede in der
Empfinglichkeit fiir 4. crassus zwischen dem urspriinglichen Wirt 4.
Jjaponica und dem neuen Wirt A. anguilla anhand experimenteller
Infektionen nachzuweisen.

Material und Methoden

Anguilla anguilla mit einer mittleren Massen von etwa 95 g wurden von
einer Aalfarm bezogen, die frei von Anguillicola crassus ist (Doméne
Voldagsen, Einbeck, Germany). Vor dem Versuch wurden 40 Aale
untersucht, um die Anwesenheit von A. crassus auszuschlieBen.
Anguilla japonica im Glasaalstadium wurden aus Japan importiert und
in einer Anguillicola-freien Kreislaufanlage bis zu einer Stiickmasse von
etwa 95g herangezogen. Da junge Aale erst zum Ende des
Glasaalstadiums mit Beginn der subepidermalen Pigmentierung zu
fressen beginnen (Tesch, 1999), war eine Infektion dieser Aale mit A.
crassus sehr unwahrscheinlich.

Die Herstellung des dritten Larvenstadiums (L3) von A. crassus und die
Infektion der Aale erfolgte wie von Knopf et al. (1998) beschrieben. A.
crassus im zweiten Larvenstadium (L,) wurden aus den Schwimmblasen
von natilirlich infizierten Aalen aus dem Miiggelsee gesammelt. Als
Zwischenwirte dienten planktische Copepoden. Nach 14 Tagen bei 20°C
wurden die L; entsprechend der von Haenen et al. (1994) beschriebenen
Methode aus den Copepoden isoliert. Jeweils 30 dieser L; wurden in
Kavititen einer Multititerplatte in 100 pl RPMI-1640 Medium
suspendiert und den Aalen mittels einer Magensonde (Durchmesser 1,5
mm) verabreicht. AnschlieBend wurden die Kavititen auf evtl.
verbliebene L; tiberpriift, um die exakte Infektionsdosis fiir jeden Aal zu
ermitteln. Jedem Aal wurden mindestens 25 L; verabreicht.

Die Aale wurden in jeweils 2 Gruppen von A. japonica und A. anguilla
zu jeweils 50 Tieren aufgeteilt. Jede der 4 Gruppen wurde bei 23°C in
400 L Becken gehalten, welche Teil einer Kreislaufanlage waren. Nach
einer Eingewohnungszeit von 3 Wochen wurde jeweils eine Gruppe der
beiden Aalarten mit A. crassus infiziert. Den Aalen der beiden anderen,
als Kontrolle dienenden Gruppen, wurde nur Medium ohne 4. crassus
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appliziert. Nach 98 Tagen wurden die Aale getdtet und die Anzahl der in
den Schwimmblasen vorhandenen lebenden und toten, teilweise
eingekapselten Larven sowie der adulten 4. crassus bestimmt. Weiterhin
wurde die Masse der einzelnen adulten Wiirmer ermittelt. Die
Anwesenheit von Eiern von 4. crassus im Schwimmblasenlumen diente
als Hinweis fiir eine erfolgreiche Reproduktion des Parasiten.

Statistische Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich Mortalitét
und Prozentsatz der Aale mit Eiern von A. crassus im
Schwimmblasenlumen wurden mit dem y3-Test, Unterschiede
hinsichtlich Masse und Anzahl der Wiirmer bzw. deren relativen Anteile
mit dem Mann-Whitney-U-Test ermittelt. Ein statistisch signifikanter
Unterschied wurde bei p < 0,05 angenommen.

Ergebnisse

Ab der vierten Woche bis zum Ende des Versuches starben insgesamt
52% der mit A. crassus infizierten A. anguilla und 40 % der
entsprechenden  Kontrollgruppe. Die  Mortalitdit der beiden
Versuchsgruppen war nicht signifikant unterschiedlich und war
wahrscheinlich durch eine starke Infektion mit dem Kiemenwurm
Pseudodactylogyrus bini verursacht, welcher zusammen mit den aalen in
die Kreislaufanlage eingeschleppt wurde. Bei beiden Gruppen von A.
Japonica war bis zum Ende des Experimentes keine Mortalitit zu
beobachten.

Wihrend in allen experimentell infizierten A. anguilla lebende A.
crassus gefunden wurden, waren in 10 % der experimentell infizierten
A. japonica keine, in 32% nur tote und in 58% lebende 4. crassus zu
finden. Die Wiederfindung der verabreichten 4. crassus war mit 33,2 +
12,8 bei A. anguilla signifikant hoher als bei A. japonica mit 13,8 +
12,5, eingekapselte und nekrotische Larven von A. crassus in der
Schwimmblasenwand wurden nur in 4. japonica gefunden, wo sie
nahezu 60% der wiedergefundenen Parasiten ausmachten (Tabelle 1). In
Relation zur Gesamtzahl der gefundenen Wiirmer unterschied sich der
Anteil der Larven (L; und L,) nicht signifikant zwischen den beiden
Aalarten (Tabelle 1). Gleichwohl war der Anteil lebender L4 von allen
lebenden Wiirmern in A. anguilla signifikant geringer als in A. japonica
(Abb. 1).
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Tabelle 1

Prozentualer Anteil (Mittelwert = SD) toter und eingekapselter Larven
und toter adulter Anguillicola crassus an der Gesamtzahl der
wiedergefundenen Wiirmer in den Schwimmblasen experimentell
infizierten Anguilla anguilla (n=24) und Anguilla japonica (n=45) 98 d
p-i. bei 23°C. Die Sternchen markieren signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Aalarten (n.s. = nicht signifikant, * * * =
signifikant, p <0,005).

A. anguilla  A. japonica

Lebende Larven 6,0+9,8 13,2 +28,5 n.s.
Eingekapselte Larven 0% 59,4+37,8  kx*
Lebende adulte 848+17.8 268+355 ***
Wiirmer

Tote adulte Wiirmer 9,3+16,3 0,6 +£3,7 Rk

Wiahrend des 98 Tage dauernden Experiments entwickelten sich 94 %
der Wiirmer in 4. anguilla zum Adultus, bei A. japonica waren dies
jedoch nur 27 %. Hiervon waren in 4. anguilla etwa 9 % und in 4.
Jjaponica etwa 1 % tot (Tabelle 1). Betrachtet man nur die lebend
gefundenen Wiirmer, war der Anteil von 90 % adulten 4. crassus in A.
anguilla signifikant hoher als in A. japonica mit 63% (Abb. 2). Aus den
unterschiedlichen Wiederfindungsraten und den unterschiedlichen
Anteilen adulter Wiirmer bei den beiden Aalarten resultierte eine
signifikant hohere Zahl adulter 4. crassus in A. anguilla als in A.
Japonica (im Mittel 8,8 + 3,6 bzw. 1,5 + 1,9).

Die Masse der einzelnen adulten Miannchen und Weibchen von 4.
crassus in A. anguilla war etwa 10 mal hoher als in 4. japonica (Abb.
2). Zusammen mit der hdheren Anzahl an adulten A. crassus fihrte dies
zu einer um etwa 40 mal hoheren mittlere Gesamtmasse an A. crassus in
den Schwimmblasen von A. anguilla (427,9 £ 276,2 mg) als in 4.
Japonica (10,9 £+ 19,2 mg).

Der Reproduktionserfolg von 4. crassus (bestimmt als Anwesenheit von
Eiern mit dem zweiten Larvenstadium in der Schwimmblase) war mit
88% bei A. anguilla signifikant hoher als bei 4. japonica mit nur 2 %.
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Abbildung 1

Prozentualer Anteile lebender Entwicklungsstadien von Anguillicola
crassus in experimentell infizierten Anguilla anguilla (n=24) und
Anguilla japonica (n=29) 98 d p.i. bei 23°C.
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Abbildung 2

Mittlere Masse (Mittelwert = SD) adulter mdnnlicher und weiblicher
Anguillicola crassus aus der Schwimmblase von Anguilla anguilla
(m=107 bzw. 88) und Anguilla japonica (n=26 bzw. 17) 98 d p.i. bei
23°C. Die Masse der mdnnlichen bzw. weiblichen A. crassus
unterscheidet sich signifikant zwischen den beiden Aalarten (p <0,005).
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Diskussion

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dass 4. japonica auch bei
einem Erstkontakt mit 4. crassus wirksamere Abwehrmechanismen
gegen diesen Parasiten besitzt als A. anguilla. Fast 60% der in A.
Japonica gefundenen A. crassus waren tote, eingekapselte Larven in der
Schwimmblasenwand. Im Gegensatz hierzu wurden in 4. anguilla keine
eingekapselten Larven gefunden. Gleichwohl konnen solche
eingekapselten Larven in der Schwimmblasenwand von freilebenden
Aalen gefunden werden (Molnar et al., 1993; Molnar, 1994). Molnar
(1994) beschreibt, dass manchmal sogar in ein und der selben
Schwimmblase um manche Larven eine Entziindungsreaktion zu
beobachten ist, um andere jedoch nicht. Er vermutet, dass sich eine
erfolgreiche zelluldre Abwehr gegen A. crassus erst nach mehrfachen
Infektionen  entwickelt.  Gleichwohl gibt es bisher keinen
experimentellen Beweis fiir eine schiitzende Immunitét gegen 4. crassus
bei A. anguilla. Die offenbar durch die adulten Wiirmer ausgeloste
Antikodrperantwort von A. anguilla gegen A. crassus konnte zwar
beschrieben werden (Knopf et al., 2000), doch es bleibt ungewiss, ob
diese tiberhaupt eine protektive Funktion hat (Knopf et al., 2000).

Es ist eine noch offene Frage, ob Larven von A. crassus infolge einer
effektiven Immunabwehr eingekapselt werden, oder ob vielleicht nur
bereits tote oder geschwichte Larven vom Wirt abgekapselt und somit
isoliert werden. Fiir die Regenbogenforelle konnten White et al. (1989)
experimentell zeigen, dass Antikorper bei der zellvermittelten Abwehr
von Diplostomum spathaceum eine wichtige Rolle spielen. Auch fiir
Saugetiere gibt es Hinweise fiir Antikorper-abhingige zelluldre
Abwehrmechanismen gegen verschiedene Helminthen (Butterworth,
1984). Die Annahme, dass dieser Mechanismus auch bei der Abwehr
von A. crassus wirksam ist, wiirde die geringe Abwehrkraft von A.
anguilla gegen A. crassus erkldren, da bei dieser Aalart keine spezifisch
gegen die Larven gerichtete Antikorperantwort nachzuweisen war
(Knopf et al. 2000). Wiirtz & Taraschewski (2000) fanden keine
Hinweise darauf, dass sich die Phagozyten von A. anguilla an die in der
Schwimmblasenwand lebenden Larven von A. crassus anheften, und
schlieBen daraus, dass die um die Larven gefundenen Granulozyten und
Makrophagen lediglich durch den Parasiten zerstorte Zellen beseitigen.
Unser Wissen zur Immunabwehr von Aalen gegen A. crassus ist bisher
nicht sehr umfangreich, da sich experimentelle Studien bisher auf die
Antikdrperantwort vor allem von A. anguilla beschrinken. FEine
vergleichende Studie zur Antikdrperantwort von A. anguilla und A.
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japonica wurde von Nielsen (1999) durchgefiihrt. Er injizierte
Antigenpraparationen von adulten 4. crassus intraperitoneal und fand
bei A. anguilla eine schwichere Antikdrperantwort als bei A. japonica
und vermutet, dass hiermit zumindest teilweise die unterschiedliche
Empfinglichkeit der beiden Aalarten zu erkldren ist.

Der im Vergleich zu A. anguilla hdhere Anteil an Larven bei den in 4.
Jjaponica gefundenen A. crassus zeigt, dass die Entwicklung des
Parasiten in letzterer Art deutlich langsamer verlduft. Dieser Unterschied
in der Entwicklungsdauer zeigt sich auch in dem im Vergleich zu 4.
anguilla etwa 10 mal geringeren Frischgewicht der wenigen in A.
Japonica gefundenen adulten A4. crassus. Somit resultiert aus der
geringeren Anzahl und der geringeren Grofle der adulten Wiirmer in A.
Jjaponica schlieBlich nicht nur eine geringere Wurmmasse in der
Schwimmblase des Wirtes, sondern auch ein im Vergleich zu A.
anguilla deutlich verminderter Reproduktionserfolg des Parasiten.
Wirksamere Abwehrmechanismen von 4. japonica, zusammen mit dem
langsameren Wachstum von 4. crassus in diesem Wirt, konnen erkléren,
dass A. crassus in der japanischen Aquakultur bei A. japonica mit einer
geringere Prévalenz und Intensitit als bei 4. anguilla zu finden ist
(Egusa, 1979).

Es ist naheliegend, dass der urspriingliche Wirt A. japonica wahrend der
gemeinsamen Evolution mit 4. crassus bessere Abwehrmechanismen
gegen diesen Parasiten entwickelt hat als der nicht angepasste Wirt 4.
anguilla. Es ist anzunehmen, dass sich im Laufe der Koevolution
zwischen dem Immunsystem des Wirtes und dem Parasiten eine
gegenseitige Toleranz entwickelt hat, welche zu einem ausgeglichenen
Wirt-Parasit System ohne nennenswerten Schaden fiir den Wirt fiihrte.
Diese Annahme stimmt auch mit der Angabe von Egusa (1979) iiberein,
dass A. crassus bei A. japonica ,nahezu keinen ernsthaften Schaden®
verursachen wiirde. Die Immunabwehr des nicht angepassten A.
anguilla scheint weniger effektiv zu sein als die von A. japonica, und
bei natiirlich infizierten A. anguilla werden schwerwiegende
Schidigungen der Schwimmblase auf A. crassus zuriickgefiihrt (van
Banning & Haenen, 1990; Molnar et al., 1993; Molnar, Szakolczai &
Vetési, 1995; Wiirtz & Taraschewski, 2000). Verschiedene der
beobachteten Entziindungsreaktionen wie Gefdllerweiterungen und
Infiltration von Entziindungszellen sind immunpathologische Effekte,
und es stellt sich die Frage, ob bei A. anguilla die Immunantwort gegen
A. crassus mehr schadet als niitzt.
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Ein besseres Verstindnis der Abwehrmechanismen von Aalen gegen A.
crassus kann vielleicht anhand vergleichender Untersuchungen mit den
beiden nahe verwandten Aalarten A. japonica und A. anguilla erzielt
werden. Der offensichtliche Unterschied zwischen den beiden
Schwesterarten in ihrer der Fahigkeit, die Larven von A. crassus
abzutdten, bietet eine viel versprechende Moglichkeit, die zugrunde
liegenden immunologischen Mechanismen aufzukliren.
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Zusammenfassung

Anhand einer im Winter 2003/2004 durchgefiihrten
Vertraglichkeitsstudie an Karpfen (Cyprinus carpio m. d.) mit vier in der
europdischen  Lachszucht zur  Bekdmpfung der Lachslaus
(Lepeophtheirus  salmonis und Caligus elongatus) zugelassenen
Ektoparasitika sollte geklart werden, ob diese Tierarzneimittel fiir die
Anwendung in der Karpfenzucht geeignet sind. Darauf aufbauend ist
eine Wirksamkeitsuntersuchung bei befallenen Bestinden im Sommer
2005 geplant.

Summary

Conducting a tolerability study in winter 2003/2004, we tested four
types of anti-parasitic agents, which are registered for sea lice control in
European salmon farms, in common carp (Cyprinus carpio m. d.).
Efficacy studys are planed for summer 2005.

Einleitung

In Osterreich gibt es derzeit keine fiir die Behandlung von
Fischkrankheiten zugelassenen Tierarzneimittel. Durch den sich daraus
ergebende Therapienotstand kann gemif der sog. ,,Kaskadenregelung®
(Tierarzneimittelkontrollgesetz 2002, TAKG) ein Arzneimittel, das in
anderen EU-Léndern fiir Fische zugelassen ist, bei gleicher Indikation
zur Anwendung kommen.

Bislang lag in der EU der Schwerpunkt der Fischproduktion im Bereich
der Lachs- und Forellenzucht. In den Landern, in denen dieser Zweig
der Aquakultur {iberwiegt, gibt es fiir Fische zugelassene
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Tierarzneimittel, so z.B. zur Bekdmpfung der Lachslaus (Lepeophteirus
salmonis).

Aber auch in Léndern, in denen die Karpfenproduktion einen
wesentlichen landwirtschaftlichen Faktor darstellt — und dazu zéhlen
einige der im Mai 2004 der EU beigetretenen Staaten —, kann auf die
Behandlung der Besténde nicht verzichtet werden.

Die Karpfenlaus (Argulus foliaceus) spielt in der Karpfenteichwirtschaft
nicht nur als bedeutender Ektoparasit eine Rolle, sondern auch als
Vektor fiir verschiedene Krankheitserreger.

Zurzeit existieren jedoch keine publizierten Daten iiber die
Vertrdglichkeit und Wirksamkeit der gegen die Lachslaus eingesetzten
Substanzen bei der Bekdmpfung der Karpfenlaus beim Karpfen im
SiiBwasser.

Da der aquatische Lebensraum von Lachs und Lachslaus einerseits und
Karpfen und Karpfenlaus andererseits in verschiedenen Temperatur- und
Salinitdtsbereichen liegt, kann nicht davon ausgegangen werden, dass
die Dbisher in der Lachszucht gewonnenen Daten auf die
Karpfenproduktion {ibertragbar sind.

Ziel dieser Studie ist die Priifung von Vertriglichkeit und Wirksamkeit
ausgewdhlter Substanzen zur Bekdmpfung der Karpfenlaus beim
Karpfen, um deren Einsatz in der Karpfenteichwirtschaft sicher und
effektiv durchfiihren zu kdnnen.

Material und Methode
Die in dieser Studie verwendeten Wirkstoffgruppen stellen die gidngige
Praxis der Bekdmpfung der Lachslaus in der Lachszucht dar:

Wirkstoffgruppe Wirkstoff Applikationsart
Pyrethroide Deltamethrin Bad
Wasserstoffperoxid Bad
Avermectine Emamectinbenzoat | Futter
Benzoyl-Harnstoff-Derivate | Teflubenzuron Futter

Die Medikamente besitzen unterschiedliche Wirkmechanismen.
Emamectinbenzoat ist ein Chloridkanalmodulator und bewirkt durch
eine Offnung bzw. einer beschleunigten Offnung einen Einstrom von
Cl-Ionen und damit eine Blockierung der Erregungsleitung.
Deltamethrin wirkt als Natriumkanalmodulator und erzwingt ein
verzogertes SchlieBen bzw. ein verlingertes Offnen der Kanile.
Teflubenzuron hemmt die Chitinsynthese, in der Folge die Eibildung
und die Hautung der juvenilen L&use zu adulten Tieren.
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Wasserstoffperoxid greift als Oxidationsmittel den Parasit direkt an. Auf
eine weitere Stoffgruppe, die Organophosphate, wurde verzichtet, da
deren Inverkehrbringen nach Auskunft der Hersteller in Zukunft fraglich
ist.

Fiir diese Studie standen je zwei Wirkstoffe zur Badebehandlung der
Fische und zwei zur Applikation {iber das Futter zur Verfiigung.

Die Versuche wurden in 100 Liter Aquarien bei einer Temperatur von
12,4 -14,9°C und einer Sauerstoffsittigung von 70% durchgefiihrt. Pro
Versuchsgruppe wurden 20 einsdmmrige Karpfen (10 Spiegel-, 10
Schuppenkarpfen) im Durchfluss gehéltert (durchschnittliche Linge
l4cm; Gewicht 46g).

Fiir jedes der Arzneimittel wurden vier Gruppen mit unterschiedlichen
Wirkstoftkonzentrationen gewéhlt und eine Kontrollgruppe mitgefiihrt.

pmpfohlene | ye1 VG2 VG3 VG4

Emamectin-

benzoat 1“fach 10‘fach 20‘fach 30‘fach

(7 Tage, SmgkgIM | 5 ) (50mg) (100mg) (150mg)

2 mal tgl)

;[;egggeenzuron 10mg/kg LM 1“fach 5‘fach 10‘fach 25‘fach

2 mal tg’l) (10mg) (50mg) (100mg) (250mg)
0,2ml1/1000

Deltamethrin Liter(0,2mg 1¢fach 5‘fach 10‘fach 25‘fach

(30min) Deltamethrin/ | (0,2mg) (1mg) (2mg) (5mg)
Liter)

;Z:Ziigsmff- gggﬂppﬁ O 1“fach 3‘fach 5‘fach 7fach

(20min) Losung) 22771 (1500ppm) | (4500ppm) | (7500ppm) | (10500ppm)

Die Badebehandlungen erfolgten auBlerhalb der Becken in

Plastikbehéltern unter stindiger Kontrolle der Fische.

Das Futter wurde aus teils schwimmfahigen, teils absinkenden Granulat,
vermischt mit Premix und abschlieBend mit Lebertran gecoatet, am
Institut hergestellt.

Insgesamt betrug die Versuchsdauer jeweils 6 Wochen; 2 Wochen
Eingewohnungsphase und 4 Wochen effektive Versuchsphase. Die
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Fische wurden nach Exposition einer téglichen Kontrolle auf
Schwimmverhalten/-lage, Futteraufnahme, Atmung, Hautfarbe und
Schleimhautldsionen bzw. etwaige andere Vergiftungssymptome
unterzogen. Nach einer Woche wurde der Abstand zwischen den
Kontrollen auf zwei Tage ausgedehnt und dieser bis zum Versuchsende
beibehalten.

Ergebnisse und Diskussion

Alle fir die Lachsproduktion empfohlenen Dosierungen der
Medikamente wurden von den Versuchskarpfen sehr gut vertragen. Am
vertrdglichsten reagierten die Fische auf Emamectinbenzoat, gefolgt von
Teflubenzuron, Deltamethrin und Wasserstoffperoxid.

1. Emamectinbenzoat wird z.B. unter dem Produktnamen SLICE®
vertrieben und zeichnete sich in dieser Studie durch die beste
Vertrdglichkeit aus. Erst ab der 30-fachen Dosierung zeigte sich
eine geringgradige Abnahme der Schwimmtitigkeit der Fische.

2. Teflubenzuron wird u.a. unter dem Produktnamen Ektobann®
vertrieben und ergab ab der 10-fachen Dosis eine verminderte
Futteraufnahme und ein  geringgradige = Abnahme  der
Schwimmtitigkeit. Auerdem fielen bei dieser Dosierung bei 15%
der Karpfen weilliche Flossenspitzenverfarbungen auf, die jedoch
bei der ndchst hoheren Dosierung fehlten und damit nicht eindeutig
als mit der Behandlung in Zusammenhang stehend interpretiert
werden konnen.

3. Die Badebehandlung mit Deltamethrin (im Handel unter
verschiedenen Produktbezeichungen erhéltlich) in der empfohlenen
Konzentration wurde von den Fischen problemlos vertragen. Ab der
5-fachen Dosierung war eine geringgradige Erhohung der
Atemfrequenz zu erkennen, die sich mit Dosiszunahme verstirkte.
Ab der 10-fachen Menge waren nicht nur verstirkt
Atemnotsymptome, sondern auch instabile Schwimmlage, sowie
vereinzelt abwechselnd blitzartige Schwimmbewegungen und
Lahmungserscheinungen zu bemerken. Nach 4 Tagen waren diese
Symptome nicht mehr erkennbar. Die beschriebene Symptomatik
war bei 20-facher Dosierung stirker ausgeprigt und 30% der
Versuchstiere verendeten. Erst nach 11 Tagen waren die Fische
klinisch unauffillig.
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4. Wasserstoffperoxid wird unter den Produktnamen Salartec® und
Paramove® in der Lachszucht verwendet. Bei unserem Versuch
wurde Hydrogenium peroxidatum conc. 30% verwendet. Schon bei
der iiblichen Konzentration (siche Tab.2) verfarbten sich die
Flossensdume weill (Verdtzung?) und die Atemfrequenz war
geringgradig erhoht. Bei der 5-fachen Dosis nahm die Atemnot
stark zu, auf der Haut war vermehrte Schleimbildung zu beobachten
und die Schwimmtétigkeit war vermindert. Nach 4 Tagen waren die
Fische symptomlos. Bei der 7-fachen Konzentration gab es 33%
Ausfille. Die Fische waren apathisch, zeigten alle Symptome einer
hochgradigen Atemnot und Haut und Kiemen waren hochgradige
verschleimt. Erst nach 7 Tagen waren iiberlebende Fische klinisch
unauffillig.

Die Wahl der richtigen Behandlungsmethode ist nicht nur
substanzabhéngig, sondern  muss  auch  teichwirtschaftliche
Gegebenheiten  beriicksichtigen.  Vergleicht man  Futter- und
Badebehandlung miteinander, so stellt die Futterbehandlung die fiir den
Fisch risikodrmere Behandlungsweise dar. Da der Fisch bei eventuell
eintretenden Vergiftungssymptomen zuerst mit einer verminderten
Nahrungsaufnahme reagiert, ist das Erreichen einer hdheren
Wirkstoffkonzentration und einer damit verbundenen Steigerung des
Vergiftungsgrades iiber das Futter unwahrscheinlich. Der Nachteil bei
dieser Behandlungsmethode ist, dass die Fische die ihrem
Korpergewicht und der Temperatur entsprechende Nahrungsmenge
aufnehmen und unter Umstinden an ein industriell gefertigtes Futter
gewohnt werden miissen; auch sind hohe Unterschiede in der
Dosisaufnahme der einzelnen Fische zu beachten.
Akzeptanzunterschiede  zwischen dem  Futtermittel und dem
Arzneifuttermittel wurden in unseren Versuchen nicht festgestellt. Fiir
den Teich als Okosystem kann diese Behandlungsform bei iiberméBiger
Anwendung eine Belastung darstellen, da der Wirkstoff direkt in die
Umwelt gelangt. Nichts desto trotz stellt sie die ideale Behandlungsform
fir die Teichwirtschaft dar. Es kommt zu keiner Unterbrechung der
normalen teichwirtschaftlichen Routine, wodurch die Gefahr
stressbedingter Ausfille minimiert wird und eine gleichzeitige
Behandlung aller Teiche und Becken ist moglich.
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Der grole Vorteil der Badebehandlung hingegen ist ein schnell
sichtbarer Erfolg und die zum Teil kurze Dauer der Béader. Bei einer
maximalen Behandlungszeit von 30 min stellt sie die ideale Mdglichkeit
dar ohne zusdtzlichen Aufwand in den Arbeitsprozess des
innerbetrieblichen Transportes integriert zu werden. Dabei kommt es nur
zu einer minimale Wirkstoffbelastung fiir den Teich und die Umwelt, da
die Badebehandlung iiblicherweise in einem abgeschlossenen Behiltnis
erfolgt, welches abschlieBend in die Kanalisation entleert wird. Ein
Nachteil dieser Behandlung ist, dass der Fisch keine Moglichkeit hat
sich dem Wirkstoff zu entziehen. Es sind daher starke Vergiftungen
durch falsche Dosierungen denkbar. Unsere Versuche mit
Wasserstoffperoxid haben z.B. gezeigt, dass dessen Anwendung in der
Praxis im Vergleich zu den anderen in dieser Studie eingesetzten
Substanzen das groBte Risiko darstellt, da auch geringgradige
Uberdosierungen von den Fischen nicht toleriert werden. Erfolgt die
Badebehandlung nicht im Zuge des innerbetrieblichen Transportes ist
sie zeitaufwindig und arbeitsintensiv und kann mehrere Tage in
Anspruch nehmen, wenn man mehr als nur einen Bestand behandeln
muss. Des Weiteren werden die Fische durch das medizinische Bad
soweit gestresst, dass es zu Ausfillen bei stark parasitierten Tieren
kommen kann.

Aufbauend auf diese Vertraglichkeitsstudie war im Sommer 2004 eine
Wirksamkeitsiiberpriiffung in mit Karpfenlaus (Argulus foliaceus)
befallenen Bestdnden geplant. Diese musste jedoch aufgrund von
Witterungseinfliissen, die ein Aufkommen des Parasiten erheblich
behindert haben, auf Frithjahr/Sommer 2005 verschoben werden.

158



Lektinhistochemische Darstellung oberflichenassoziierter
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Zusammenfassung

Glykane und Zucker bindende Molekille (Lektine) bilden ein
wechselseitiges Erkennungssystem, das parasitire Organismen zur
Anheftung an die Wirtszellen dienen bzw. an der Migration ihrer
Entwicklungsstadien in das Zielgewebe beteiligt sein kann. Dariiber
hinaus wurde insbesondere bei Fischparasiten eine Lektin-induzierte
Aktivierung des Komplementsystems als Teil der unspezifischen
Immunabwehr des Wirtes beschrieben.

Ziel der vorliegenden Studie war es, in den Entwicklungsstadien von
Myxobolus cerebralis, dem Erreger der Drehkrankheit der Salmoniden,
das Muster der Oberfldchen assoziierten Glykane darzustellen. Dazu
wurden Biotin-markierte pflanzliche Lektine, die hochspezifisch ein
breites Spektrum an Strukturmotiven in Glykanketten detektieren
konnen, eingesetzt. Die Bindungsstellen dieser pflanzlichen Lektine
wurden  histochemisch in  Gewebeschnitten von infizierten
Regenbogenforellen  und  Tubifex  tubifex  detektiert  und
lichtmikroskopisch ausgewertet.

Dabei konnte festgestellt werden, dass mit Hilfe Mannose-spezifischer
Lektine (LCA, PSA, Con A) Mannose enthaltende Glykane in allen
untersuchten Entwicklungsstadien nachgewiesen werden konnten,
wiahrend Lektine mit einer Monosaccharidspezifitit fir N-
Acetylglukosamin (WGA, succinyliertes WGA) das Vorhandensein von
N-Acetylglukosamin-Polymeren (Chitin) in den Polkapseln aufzeigte.
Die pflanzlichen Lektine der dritten Gruppe (Monosaccharidspezifitit:
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N-Acetylgalaktosamin) wiesen auf eine unterschiedliche
Glykanexpression in Abhdngigkeit von der Umgebung des Parasiten hin
(Gewebe des Endwirts, des Zwischenwirts bzw. frisch gewonnene
Sporen aus beiden Wirten).

Ahnliches gelang auch mit Galaktose-spezifischem Jacalin und PNA,
wihrend von den beiden Phaseolus vulgaris-Lektinen lediglich PHA-E
positiv reagierte und somit so genannte ,bisected” N-Glykane
nachgewiesen wurden. Negativbefunde ergaben sich mit den Galaktose
bindenden Lektinen RCA I und ECA bzw. dem Fukose bindenden
Lektin UEA 1. SchlieBlich konnte keine Reaktivitidt gegeniiber der
Sialinsdure-spezifischen Lektinen SNA und MAA 11 festgestellt werden.
Mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und der
Visualisierung mit Gold-,,grains war es moglich, reaktive Glykane
besonders in den Polkapselzellen, in der Polkapselhiille und in den
inneren Polfilamenten zu lokalisieren. Derartige Glykane sind
vermutlich am Anheftungsprozess an der Fischepidermis beteiligt,
besitzen protektive Effekte und konnen mdglicherweise bei der
Migration der parasitiren Stadien in das Wirtsgewebe eine
Immunantwort des Wirtes auslosen.

Summary

Glycans and sugar binding molecules (lectins) form an interactive
recognition system, which possibly enables parasitic organisms to
adhere on host cells and to migrate to target tissue. Especially with fish
parasites, lectin induced activation of the complement system is
described as part of the hosts’ innate immune-reaction.

Aim of the present study was, to observe surface associated glycans in
developmental stages of Myxobolus cerebralis, the causative agent of
whirling disease. Therefore biotin labled plant borne lectins were used,
which detect high specifically a broad spectrum of motives in glyco-
chains. Binding sites were detected histochemically in tissue sections of
infected rainbow trout and infected 7. tubifex and was appraised by
means of a light microscope.

Results could be obtained as follows: With mannose-specific lectins
(LCA, PSA, Con A) mannose containing glycans were detected in all
developmental stages whereas lectins with monosaccharide specificity
for GIcNAc (WGA, succ. WGA) indicated the presence of N-acetyl
glucosamine polymers (chitin) in polar capsules. Studies with plant
lectins, specific for N-acetyl galactosamine, showed a differentiated
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expression of glycans depending on the developing stage of the spore.
Similar results occurred with galactose specific Jacalin and PNA while
with lectins descending from Phaseolus vulgaris only PHA-E reacted
positive, so “bisected” N-glycans were detected. Negative results were
observed with RCA I, ECA and fucose binding lectin UEA 1. No
reactivity could be seen with SNA, specific for sialic acid and MAA 1I.
By means of a Transmission electron microscope (TEM) and
visualisation with gold grains, reactive glycans, especially in polar
capsules, in polar capsule valves and in inner polar filament were
detected. These glycans possibly act in the process of adhesion to the
fish epidermis, contain protective activity or potentially generates
immune reaction in the host by migrating through host tissue.

Einleitung

Mpyxobolus cerebralis, ein Vertreter aus dem Stamm der Myxozoa und
Erreger der Drehkrankheit der Salmoniden zihlt zu den 6kologisch und
Okonomisch bedeutendsten Krankheitsursachen fiir Salmoniden der
nordlichen Hemisphére. Besonders betroffen sind hiervon bestimmte
Linien der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss, Walbaum) in
FlieBgewdssern und Aquakulturen Nordamerikas (Hedrick et al. 1998).
Die Infektion fiihrt besonders bei Fingerlingen und Jungfischen zu hoher
Mortalitdt (El1-Matbouli et al. 1992, Hedrick et al. 1998). In Deutschland
wurde das erstmalige Auftreten in einem Bestand dokumentiert (Hofer
1903), der sich hauptsdchlich von Tieren aus Nordamerika ableitete.
Studien von Wolf & Markiw (1984) und El-Matbouli & Hoffmann
(1989) stellten den zwei-wirtigen Zyklus dar, wobei Salmoniden den
Zwischen- und Oligochaeten (Tubifex tubifex) den Endwirt bilden (El-
Matbouli et al. 1989, 1998).

Nachdem die Sporen der flotierenden Triactinomyxon-Stadien von
Tubifiziden ausgeschieden wurden, und an die Oberfliche eines
empféanglichen Fisches adhédriert haben, kommt es zum Eindringen des
Sporoplasmas (El-Matbouli et al. 1995), dem eigentlich germinativen
Bestandteil der Spore, in die Haut und Kiemen. Nach erfolgreicher
Migration iiber das periphere und zentrale Nervensystem erreichen die
prasporogonischen Stadien das Zielgewebe Knorpel, vorwiegend im
Bereich des Kraniums und der Wirbelsdule. Nach ca. 90-tdgiger
Entwicklungsphase und Sporogenese kommt es zur Ansammlung
tausender von Sporen im Skelettknorpel und daraus resultierend zu den
charakteristischen = Krankheitssymptomen. Diese Sporen werden

161



anschlieend wieder durch Ingestation des Fisches, biologischen Abbau
des toten Fischs im Sediment oder auch durch Ausscheidung durch den
lebenden Fisch (Nehring et al. 2002) fiir die Aufnahme durch den
oligochaeten Wirt in die Umwelt frei. Eine entscheidende Rolle im
Zyklus von M. cerebralis kommt hier unzweifelhaft der Interaktion
zwischen Wirt und Parasit zu. Verschiedenste Modelle werden hierfiir
diskutiert, wobei Lektin-Glykan-Wechselwirkungen einen bedeutenden
Anteil darstellen. Es bestehen sogar in aquatischen Systemen Hinweise
dafiir, dass Lektin—Kohlenhydrat Wechselwirkungen eine Rolle bei der
Pathogenese von Parasiten und ihren Wirten, meist niedere Vertebraten,
spielen (Buchmann & Lindenstrom 2001). Verschiedenste Lektin-
Aktivititen wurden bereits aus unterschiedlichem Fischmaterial,
hauptséchlich Hautschleim isoliert (Kamiya et al. 1988, Shiomi et al.
1989, Muramoto et al. 1999, Hosono et al. 1999, Honda et al. 2000,
Bulgakov et al. 2004). Die Aufgaben dieser Lektine werden vorwiegend
in der Abwehr von Krankheitserregern vor allem iiber die Aktivierung
des Komplementsystems gesehen. Angriffspunkte dieser piscinen
Lektine stellen eine multiple Vielfalt von Zucker-Epitope dar, die auf
der zugénglichen Oberflache des Erregers exprimiert werden.

In unserer Studie wurden mittels markierter pflanzlicher Lektine
spezifische Saccharidmuster detektiert, die einer potentiellen Interaktion
mit dem Wirt zur Verfiigung stehen und eine Immunantwort im Fisch
induzieren kdnnen.

Material und Methoden

Knorpelmaterial von infizierten Regenbogenforellen und ausscheidende
T. tubifex, sowie isoliertes Sporenmaterial aus beiden Wirten wurden in
5 % Formaldehyd, pH 7.4 fixiert, in einer Alkoholreihe dehydriert, in
Paraffin eingebettet, mit einem Mikrotom auf 4um Dicke geschnitten
und auf Objekttrager verbracht. Nach zwolfstiindiger Inkubation bei 24
°C mit einem der in Tabelle 1 aufgefiihrten Lektine-Biotin Konjugate,
wurde die Bindung mittels ABC-System (Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, USA) und DAB-Substrat (3.3°- diaminobenzidine
tetrahydrochloride, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) fir die
lichtmikroskopische Auswertung sichtbar gemacht. Zur detaillierteren
Lokalisation der Bindungsstellen wurden zusétzlich fluoreszenz- und
elektronenmikroskopische ~ Untersuchungen durchgefiihrt. Hierbei
wurden im Fall Fluoreszenzmikroskopie direkt FITC markierte
pflanzliche Lektine eingesetzt.
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Fir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden Préparate
in 6,25%igem Glutaraldehyd fixiert, dehydriert und nach einem
Standardverfahren in Unicryl® eingebettet. Von den so priparierten
Blocken wurden nach dem Trimmen Ultra-Diinnschnitte mit
Schnittdicken von 60nm an einem Ultramikrotom angefertigt. Die
Schnitte wurden auf Goldnetzchen aufgezogen. Mit Gold gekoppeltes
Streptavidin (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) diente
der Detektion nach Inkubation mit den einzelnen Lektin-Biotin
Konjugaten. Um unspezifische Bindung und unerwiinschte Interaktionen
auszuschlieBen wurden eine Priainkubation mit 0,3 % H,O, (Ausschluss
endogener Peroxidaseaktivitit) und mit 1 % BSA (Bovines Serum
Albumin, zur Absittigung aller unspezifischen Bindungsstellen)
durchgefiihrt. Weiters wurden als Spezifititskontrollen verwendet: 1.
Préparate ohne Lektininkubation, 2. Prdinkubation mit den
entsprechenden Zuckern der Spezifitdt der einzelnen Lektine.

Ergebnisse

Wesentliche Resultate der vorliegenden Studie der Lektin-Histochemie
sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Signale, die auf eine Lektin-
Bindung hinweisen, konnten im Bereich der Lektine mit einer
Monosaccharid-Spezifitdt flir Mannose sowohl an Triactinomyxon- als
auch an Myxobolus-Stadien in den untersuchten Préparaten gemacht
werden. So weisen Triactinomyxon-Sporen im Bereich der Polkapseln
und auch des Amdboidkeims Bindungsstellen fiir das eingesetzte Lektin
LCA (Lens culinaris A.). Diese Befunde wurden zusitzlich bei der
Untersuchung mit Entwicklungsstadien der TAM-Sporen im tubifiziden
Wirt bestitigt. Entwicklungsstadien von M. cerebralis im Fischwirt
wiesen ebenfalls im Bereich der Polkapseln deutliche und an den
Amoboidkeimen schwache Hinweise auf entsprechende Epitope auf
(Abb. 1). Die Schalenzellen blieben bei allen untersuchten
Sporenstadien ~ ohne  Signal. Der FEinsatz des ebenfalls
mannosespezifischen Lektins PSA (Pisum sativum A.) ergab keine
abweichenden Befunde. In der zweiten Gruppe der eingesetzten
pflanzlichen Lektine mit Spezifitdit fiir Galaktose ergaben sich
Unterschiede im Reaktionsmuster der einzelnen Sporenstadien. So
erhielten wir beim Einsatz von PNA (Arachis hypogaea A.) und ECA
(Erythrina cristagalli A.) deutlich positive Signale bei Triactinomyxon
Sporen an den Polkapseln und den Améboidkeimen, jedoch keinerlei
Féarbungen an Myxobolus Stadien im Fisch. Die Schalenzellen blieben
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auch mit dieser Lektingruppe ohne Signal. Nach Inkubation mit SJA
(Sophora japonica A), einem Lektin mit Monosaccharidspezifitét fiir N-
Acetylgalaktosamin  (GalNAc) konnten ebenfalls differierende
Ergebnisse festgestellt ~ werden. TAM Stadien, sowohl
Entwicklungsstadien im Oligochaeten (Abb. 2) als auch frei filtrierte
Stadien, wiesen eine deutliche Farbung der Polkapseln auf, wobei
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Abbildung 1 Abbildung 2
Entwicklungsstadien von M. cerebralis Entwicklungsstadien der TAM-
Sporen in infiziertem Fischknorpel nach Sporen in infizierten T.tubifex nach
Inkubation mit LCA-biotin. Inkubation mit SJA-biotin.
Améboidkeime(4) und Polkapseln(A) Améboidkeime(4) und
125x Polkapseln(A) 125x

sowohl Amoboidkeim als auch Schalenzellen frei von Signalen blieben.
Myxobolus Stadien im Fisch jedoch zeigten sowohl an Polkapseln als
auch an Amdboidkeimen deutliche Signale. Der Parasit scheint also in
der Lage zu sein, die prasentierten Glyko-Epitope in Abhingigkeit des
Zyklusstandes zu variieren. Durch den Einsatz der Lektine WGA (Weat
germ A.) und succinyliecrem WGA konnte der Nachweis fiir Glykane
erbracht werden, die B1-4 verkniipfte N-Acetylglukosamin (GlcNAc) an
der Core-Region eines N-Glykans aufweisen. Durch die zusitzliche
Anwendung des succinylierten Derivats konnte das Bindungsverhalten
von WGA gegeniiber terminaler N-Acetylneuraminsédure (NeuSAc)
ausgeschlossen werden. Succinyliertes WGA weist keine Spezifitit fiir
terminale Neu5Ac auf. Das Fehlen von Sialinsdureresten an
préasentierten Glykanen wurde weiterfiihrend auch im Einsatz von MAA
Il (Maackia amurensis A. 1I) und SNA (Sambucus nigra A.) bestitigt,
die beide der Gruppe der pflanzlichen Lektine zugeordnet werden, die
eine Monosaccharidspezifitit fir NeuSAc zeigen. Hierbei konnten in
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keinem der untersuchten Stadien von M. cerebralis entsprechende
Bindungsstellen festgestellt werden. Auch bei dem fiir Fukose
spezifischen Lektin UEA 1 (Ulex europaeus A. 1) blieben positive
Signale weitgehend aus. Lediglich in Entwicklungsstadien der TAM
Sporen im oligochaeten Wirt wurden Bindungsstellen detektiert, die sich
aber nur iliber geringe Intensitdt auszeichneten und im Bereich der
Polkapseln und des Amdéboidkeims zu finden waren. Die reifen, im
Wasser flotierenden TAM-Sporen verfiigten aber iiber keine Epitope,
die durch UEA I detektiert werden. Interessante Befunde ergaben sich
im Einsatz von PHA-E (Phaseolus vulgaris erythroagglutinin) und
PHA-L (Phaseolus vulgaris leukoagglutinin).

Zwar detektieren beide pflanzliche Lektine N-Glykane vom komplexen
Typ ohne eine bestimmte Monosaccharidspezifitit aufzuweisen, jedoch
nur PHA-E erkennt auch spezifische Strukturen, die als so genannte
,bisected“-Strukturen (GIlcNAc(B-1,4)Man-) bezeichnet werden. In
unserem Fall konnte mit PHA-L in allen untersuchten Priparaten keine
Epitope visualisiert werden, die die entsprechende tri- oder tetra-
antennire N-Glykan Struktur aufweisen. Wobei PHA-E deutlich positive
Befunde an Amoboidkeim und Polkapseln bei Stadien im Fischwirt und
freien TAM-Sporen lieferte. In den weiteren floureszenzoptischen und
elektronen-mikroskopischen ~ Untersuchungen wurden die bereits
dargestellten Befunde im Wesentlichen bestitigt und vorhandene
Bindungsstellen genauer verifiziert. So konnten die in der
Lichtmikroskopie nur schwach positiven Signalen im Einsatz von LCA
an Fischen durch die Floureszenzmikroskopie deutlicher dargestellt

Abbildung 4

TEM-Darstellung einer Polkapsel (pk)
Abbildung 3 mit an-geschnittenem Polfilament (pf)
IF isolierter M. cerebralis Sporen und Gold“p artikel(gp) in der
isoliert aus Knorpelgewebe mit LCA- Sporenthiille 50.000x

FITC. Amoboidkeime(4) und
Polkapseln(A) 132x
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werden (Abb. 3). Ebenso war eine genauere Lokalisation der
Bindungsstellen am Amoboidkeim nach Inkubation von GalNAc
spezifischem succ. WGA (Abb. 4) im Elektronenmikroskop méglich.
Hierbei wurde eine Konzentration der Gold-,grains“ an den
Polkapselhiillen und am Polfilament deutlich.

Diskussion

In den relativ wenigen Studien (Mufioz et al. 1999), die sich mit der
Charakterisierung von Glykanen in Myxosporea beschéftigen, wurde die
Tatsache, dass Lektine mit identischer Monosaccharidspezifitit
durchaus unterschiedliche Strukturmotive detektieren nicht ausreichend
beriicksichtigt. So wurde in der vorliegenden Studie immer eine
Vielzahl pflanzlicher Lektine einer Gruppe verwendet und miteinander
verglichen. Es konnten mit Mannose-spezifischen Lektinen Mannose-
enthaltende Strukturen in allen Sporenstadien nachgewiesen werden.
Die Ergebnisse mit reifen Sporen entsprechen fritheren Untersuchungen
an Myxobolus sp. (Muiloz et al. 1999). Die Présentation Mannose-
enthaltender Glykane konnte fiir die Interaktion des Parasiten mit den
Wirtszellen, v.a. mit Zellen des Immunsystems von Bedeutung sein,
weil z.B. von Makrophagen bekannt ist, dass diese Mannose-bindende
Rezeptoren an der Zelloberflidche besitzen (Drickamer & Taylor, 1993)
und parasitdre Stadien damit eliminieren konnen. Dariiber hinaus besteht
die Moglichkeit, dass Molekiile, die der angeborenen Immunitdt
zuzurechnen sind, wie z.B. Mannose-bindendes Lektin (Kilpatrick
2002), Glykane an der Parasitenoberfliche erkennen und so parasitire
Stadien neutralisieren konnen, um sie {iiber den Weg der
Komplementaktivierung der Lysis zuzufiihren. So legten Buchmann et
al. (1998) und Buchmann (1999) dar, dass Fischschleim reich an
Lektinen ist, u.a. auch Mannose-bindender. Im Falle von Gyrodactylus
derjavini konnte gezeigt werden, dass iiber eine Mannose-bindende
Interaktion mit dem  Fischschleim die  Aktivierung des
Komplementsystems erreicht werden kann. Eigene Untersuchungen
weisen darauf hin, dass auch Fischgewebe reich an Mannose-
enthaltenden Glykanen ist, was nicht verwundert, denn vergangene
Studien (Sharon & Lis, 1997) zeigten, dass viele N-Glykane in ihrer
»core“-Struktur Mannose enthalten. Somit scheint die Differenzierung
von korpereigenen und kdrperfremden Strukturen auf weit komplexeren
Strukturebenen festgelegt und daher weiterfilhrende Strukturanalysen
der parasitiren Glykane mit Hilfe z.B. der Massenspektroskopie
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angebracht. Die Ergebnisse der Lektingruppe mit einer Spezifitit fiir
GlcNAc (WGA, succWGA) ergaben positive Befunde in allen
Sporenstadien. Jacobson & Doyle (1996) beschrieben, dass WGA dazu
verwendet werden kann, um bei verschiedenen Parasiten
morphologische Strukturen zu markieren, die Chitin aufweisen, das
bekanntlich aus N-Acetylglukosamin-Polymeren besteht. Auch Lukes et
al. (1993) und Mufioz et al. (1999) berichten von der Bindung von WGA
besonders an Polkapseln und Polkapselschalen an einer Reihe von
Fischparasiten aus der Klasse der Myxosporea und schlieen daraus auf
die Anwesenheit von Chitin. Chitin, welches Schutzfunktion sowohl
gegen chemische als auch mechanische Umwelteinfliisse haben kann,
konnte mit eine Ursache flir die Widerstandsfahigkeit der M. cerebralis-
Sporen sein. Die Beobachtungen, die wir bei den Untersuchungen mit
den pflanzlichen Lektinen mit einer Monosaccharidspezifitidt fiir N-
Acetylgalaktosamin und Galaktose gemacht haben fiihrt zu der
Annahme, dass der Parasit in der Lage ist, in Abhéngigkeit seiner
Umgebung eine Art ,switch® in der Glykosilierung der prisentierten
Glykane vorzunehmen. Diese Beobachtung wurde eindrucksvoll durch
mehrere Vertreter in einer Lektingruppe unterstrichen. Die Funktion
dieses ,,switch ist unklar. Interessanterweise konnten auch mit diesen
Lektinen keine reaktiven Glykane im Zwischenwirt O. mykiss
nachgewiesen werden. Wiirde die oben genannten Glyko-Epitope als
fremd erkannt, so konnte die Immunantwort des Wirtes die parasitdren
Stadien eliminieren. Bemerkenswerte Ergebnisse wurden auch mit den
beiden Phaseolus vulgaris Lektinen beobachtet. Wahrend mit PHA-L
keine Reaktion zu erzielen war, erfolgte eine intensive Farbung der
Amoboidkeimzellen und der Polkapseln mit PHA-E. Beide Lektine
reagieren mit N-Glykanen vom komplexen Typ. Im Fall von PHA-L
sind dies tri- und tetraantennire N-Glykane, die ausgehend von der sog.
neore“-Struktur  (Manf-1,4GlcNAcB-1,4GIcNAcBAsn) a-gebundene
Mannose-Reste enthalten, bei denen die Position 2 und 6 durch Galp-
1,4GlcNAcB-1,2/6 substituiert sind (Cummings & Kornfeld, 1982).
Dagegen detektiert PHA-E spezifisch biantennire N-Glykane, bei denen
an die B-verkniipfte Mannose im ,,core” GIcNAc in -1,4 Verkniipfung
hinzugefligt ist. Man spricht in diesem Fall von ,bisected” N-
Acetylglukosamin, welches PHA-L nicht erkennen kann. Bei parasitér
lebenden Organismen ist in der Literatur ein derartiger Befund bisher
nicht bekannt, so dass dies zum ersten Mal in dieser Studie gezeigt
werden konnte. Die Addition dieses ,,bisected* GIcNAc wird durch das
Enzym N-Acetylglukosamintransferase I1I (Mgat3) durchgefiihrt, dessen
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Vorhandensein in M. cerebralis damit ebenfalls als nachgewiesen gilt.
Welche Funktion diese ,,bisected* N-Glykane im Pathogenesegeschehen
der Drehkrankheit ausfithren, muss durch weitere funktionelle
Untersuchungen geklart werden.

Wie auch schon bei WGA angedeutet, ergaben die Sialinséure-
spezifischen Lektine SNA und MAA II keine positiven Signale in allen
untersuchten Stadien. Von den meisten Pflanzen, niederen Metazoa,
Arachea oder Bakterien werden keine der mehr als 40 Struktur-Derivate
der Sialinsdure synthetisiert. Nur fiir Vertebraten, einige hoéhere
Invertebraten und den Seesternen ist der komplette Syntheseweg
nachgewiesen (Angata & Varki, 2002). Es wird vermutet, dass die bei
pathogenen Organismen vorkommenden, und meist an Glykanen
terminal lokalisierten, Sialinsduren die Funktion haben, das
Immunsystem des Wirts zu tduschen, indem dieses die Fremdoberflidche
falschlicherweise als ,eigen“ erkennt. M. cerebralis und seine
Entwicklungsstadien scheinen offensichtlich weder die Mdglichkeit,
Sialinséiuren zu synthetisieren, noch die Mdglichkeit einer Ubernahme
wirtseigener Sialinsduren zu haben.

Aufgrund der vorgenommenen molekularen Analysen ist therapeutisch
an dieser Stelle zu iiberlegen, inwieweit Substanzen (z.B. Peptid-
Inhibitoren) zur Verfiigung stehen, die mit hoher Affinitdit den
Anheftungsprozess von Triactinomyxon-Sporen blockieren konnen. Ein
weiterer Ansatzpunkt konnte die mogliche Antigenitdt bestimmter
Glykane darstellen, die sich im Wirtsgewebe von O. mykiss als negativ
herausgestellt, jedoch in den parasitdren Stadien als hoch reaktiv
erwiesen haben. Da Oligosaccharide i.d.R. starke Immunogene
darstellen, sollte bei Nichtvorhandensein im Wirt eine Immunantwort zu
erwarten sein. Die therapeutischen Moglichkeiten dieser Uberlegungen
sind jedoch erst dann genauer einzuschitzen, wenn die entsprechenden
Reaktanten z.B. Immunglobuline aus infizierten Wirten isoliert und
weiter charakterisiert worden sind.
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Tabelle 1

Aufstellung der verwendeten pflanzlichen Lektine mit ihrer jeweiligen Monosaccharidspezifitit und detektierenden Epitope

LEKTIN ABKURZUNG MONOSACCHARID SPEZIFITAT DETEKTIERENDE GLYKO-EPITOPE

Lens culinaris agglutinin LCA Man/Gle Man(a-1,3) oder Man(a-1,6)

Pisum sativum agglutinin PSA Man/Glc Man(a-1,3) oder Man(a-1,6)

Arachis hypogaea agglutinin PNA Gal Gal(B-1,3)GalNAc-

Erythrina cristagalli ECA Gal Gal(B-1,4)GlcNAc-

Weat e sgautiin S, GIeNAG L OV GIN A GNAS-L A
Succiniyated Weat Germ agglutinin succ. WGA GlcNAc GlcNAc(B-1,4)Man(B-1,4)GlcNAc(B-1,4)GlecNAc(B-1,N)Asp
Sophora japonica agglutinin SJA GalNAc GalNAc(B-1,6)Gal-

Ulex europaeus agglutinin I UEA Fuc Fuc(a-1,6)GleNAc(B-1,N)Asp

Maackia amurensis agglutinin I MAAT Neu5Ac Neu5Ac(a-2,3)Gal-

Sambucus nigra agglutinin SNA NeuSAc NeuSAc(a-2,6)Gal/GalNAc-

Phaseolus vulgaris erythroagglutinin =~ PHA-E
Phaseolus vulgaris leukoagglutinin PHA-L

,,bisected* N—Glykane1
komplexe N-Glykane '

GleNac(B-1,4)Man(B-1,4)-
Gal(B-1,4)GlcNAc(B-1,x)Man-

'kein Monosaccharid als Ligand bekannt
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Tabelle 2
Aufstellung der verwendeten pflanzlichen Lektine mit ihrer jeweiligen Monosaccharidspezifitit und detektierenden Epitope

ENTWICKLUNGSSTADIEN VON M. CEREBRALIS IM WIRT

ZUCHER-
. LEKTIN ONCORHYNCHUS MYKISS TUBIFEX TUBIFEX TRIACTINOMYXON
SPEZIFITAT
Améboidkem Polkapseln Améboidkeim Polkapseln Améboidkeim Polkapseln
Man/Gle LCA + ++ + o - s
PSA ++ ++ + +++ ++ ++
Gal PNA - - ++ +++ ot ot
ECA - - - - +++ +++
GalNAc SJA +++ +++ - +++ - ++
GleNAc WGA + ++ + +++ ++ ++
succ. WGA ++ +++ - 4+ 4+ 4+
Fuc UEAI - - + ++ - -
Neu5Ac MAATI - - - - - -
SNA - - - - - -
PHA-L' - - - - - -
Komplex 5
PHA-E -+ -+ - - -+ -+
Erkldrungen:

— keine Signale, + schwache Signale, ++ deutliche Signale, +++ sehr deutliche Signale 'tri-und tetra- antennire N-Glykane; bisected
biantennidre N-Glykane vom Komplex-Typ
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Verteilung von Parasiten und Sekretzellen auf den Kiemen
des Diskusbuntbarsches Symphysodon spp.

Oskar Schachner

Veterindrmedizinische Universitdt Wien; Klinik fiir Gefliigel, Ziervigel,
Reptilien und Fische, Veterindrplatz 1, A-1210 Wien

Zusammenfassung

Bei  parasitologischen = Untersuchungen der Kiemen  von
Diskusbuntbarschen Symphysodon spp. wurden in acht von sechzehn
Féllen Kiemenwiirmer (Dactylogyrida), in drei Féllen Flagellaten
(Diplomonadida) festgestellt.

Unabhéngig von einer Parasiteninvasion fielen in Nativpriparaten bei
allen Fischen Zellen auf, deren Identitdt noch nicht geklért ist. In
histologischen Priparaten erscheinen sie an der Lamellenbasis als
"eosinophile Becherzellen" in wesentlich hoherer Zahl als saure,
"alcianophile" Schleimzellen. Sie entsprechen vermutlich den von der
Haut des Diskus bekannten trophischen Secretocyten und kénnen auf
den Kiemen epibiotischen und parasitiren Organismen Nahrung bieten.

Summary

Out of sixteen Discus Symphysodon spp. examined parasitologically the
gills of eight fish harboured monogeneans (Dactylogyrida), in three
cases they contained zoomastigophoreans (Diplomonadida). Apparently
independant of a parasite invasion at any fish the interlamellar
epithelium contained "eosinophilic goblet cells" at higher numbers than
"alcianophilic" mucus cells. Presumably these cells are related to the
trophic type of secretocytes known exclusively from Discus skin.
Instead of young fish larvae on the gills they may well supply various
epibiotical and parasitic

organisms.

Einleitung

Mit der sogenannten Kiemenkrankheit der Diskusbuntbarsche werden
hiufig monogene Trematoden (Dactylogyridae, Ancyrocephalidae) in
Zusammenhang gebracht (Lucky,1973, Ergens und Prouza, 1984).
Neben diesen und anderen Parasiten haben verschiedene Autoren
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auffillige Zellen im Kiemengewebe der tropischen Gattung
Symphysodon  ssp. beschrieben. Es wurden einerseits stark
lichtbrechende und formverdnderliche Zellen als Amdben identifiziert
(Bauer,1991), andererseits wurden &hnliche Zellen mit auffilligen
histologischen Férbeeigenschaften als Abwehrzellen betrachtet (Ogawa,
Hatai und Kubota, 1985). Bei parasitologischen Kiemen-
Untersuchungen in unserem Labor traten regelmifBig polymorphe Zellen
in Erscheinung, so als ob sie fiir Scheibenbuntbarsche typisch wiren.
Die Verteilung dieser und anderer Zellen soll dokumentiert und in einem
parasitologischen Zusammenhang diskutiert werden.

Material und Methoden

Von 16 Scheibenbuntbarschen unterschiedlicher Herkunft und Grofe
(Gesamtliangen 5,5-18 cm) wurden Kiemenabstriche nativ untersucht.
Paraffinschnittpraparate der Kiemen von 7 Fischen wurden mit
Héamalaun-Eosin nach Ehrlich in Kombination mit Alcianblau, sowie
mit Azan nach Heidenhain gefarbt (Romeis 1989). Zur Differenzierung
des Karbohydratanteiles von Becherzellen kamen FITC-konjugierte
Lektine wie frither beschrieben zur Anwendung (Schachner, O. und
Holzer, A. 2001). Zur Ermittlung der Verteilung von Becherzellen und
Granulozyten auf das interlamelldre Kiemenepithel wurde die
durchschnittliche Zellzahl aus drei Schnittebenen von mehreren
Kiemenfilamenten und Kiemenbdgen ermittelt.

Ergebnisse

Kiemenwiirmer traten bei acht Fischen unterschiedlicher Grof3e auf, der
Befallsgrad war von der Fischgrofle unabhingig. Flagellaten kamen bei
drei groBeren Fischen vor.

Bei allen 16 Fischen fielen stark lichtbrechende Zellen in
unterschiedlich groBer Zahl auf. Sie erschienen nativ oft in Form eines
Bechers mit feingranuliertem oder amorphem, fettartigem Inhalt. In
zwei Fillen wiesen manche von ihnen kurze pilzhyphenartige
Auswiichse auf. Aufgrund ihrer Féarbeeigenschaft und Form werden sie
vorldufig ,.Eosinophile Becherzellen genannt (Abb.1,EBZ). In ihrer
rundlichen bis ovalen Form und in ihrer Grofle sind sie den mukosauren
Becherzellen dhnlich, binden jedoch Alcianblau nicht. Mit ca. 10-14um
Durchmesser sind sie deutlich grofer als eosinophile Granulérzellen. Thr
Zellkern ist an den Rand gedringt. Das eosinophile Sekret erscheint
innerhalb einer diinnen Zellmembran manchmal feingranuliert,
innerhalb einer verdickten Membran schaumartig oder als einziger,
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groBBer, hyaliner Tropfen. Es reagiert mit dem Mannose-spezifischen
GNL (Galanthus nivalis-Lektin) nicht jedoch mit dem +/-Glucosamin-
spezifischen WGA (Wheat germ agglutinin). Es neigt offenbar dazu,
auszutreten und eine leere Zellhiille zu hinterlassen. EBZ traten im
gesamten basilamelliren Kiemenepithel regelmifBig und auffillig auf
(Abb.1). Thre Zahl war bei Fischen mit Kiemenwurmbefall erhoht
(Abb.2).

,Alcianophile ~ Becherzellen (Abb.1,ABZ), Schleimzellen mit
schwefelsauren Mukopolysacchariden, die Alcianblau und WGA, nicht
jedoch GNL binden, kamen nur sehr spérlich und ausschlieBlich in
oberflachlicher Epithellage vor.

Eosinophile Granulédrzellen (Abb.1, EGZ) weisen die Form einer Kugel
von ca. 6um Durchmesser auf, in welche einheitlich groe Granula
gepackt sind. Sie erscheinen hinter den EBZ am zweithdufigsten. In
einem Fall, bei dem ein Mischbefall von Kiemenwirmern und
Flagellaten vorlag, war ihre Zahl deutlich erhoht und iibertraf die Zahl
der EBZ.

Diskussion

Uber das Wesen der Eosinophilen Becherzellen kénnen folgende
Hypothesen aufgestellt werden: Es handelt sich bei ithnen um denselben
speziellen Sekretzelltyp, der in der Haut der Scheibenbuntbarsche
bereits 1986 von BREMER UND WALTER beschrieben worden ist.
Das Sekret dieser Zellen, das als "Diskusmilch" auf der Haut den
eigenen Nachkommen als Nahrung dient, kann auf den Kiemen
verschiedenen epibiotischen und parasitidren Organismen, Saugwiirmern
wie Geilleltierchen, vorbehalten sein. So spielen diese fiir den Diskus
normalen Epithelbestandteile bei einem Parasitenbefall eher die
"Opferrolle" als die Rolle von Abwehrzellen. Ein kausaler
Zusammenhang zwischen Parasit und Wirtsgewebe im Sinne einer
Immunreaktion des Wirtstieres dulert sich wesentlich deutlicher in einer
Granulozyten-Proliferation als in einer Vermehrung der Eosinophilen
Becherzellen.

Die Haut schiitzende "Alcianophile Schleimzellen" kommen beim
Diskus entweder immer sparlich vor, oder gelangen, wie auch bei
Fischen der gemiBigten Klimate, vor allem wéhrend der
Gonadenreifung nur in beschrinktem Ausmal zur Differenzierung und
machen so den trophischen Sekretzellen Platz.

Ein auffilliges Ubergewicht der eosinophilen Becherzellen kann
vielleicht auch als Teil eines Umwelt-Schadbildes betrachtet werden.
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Diskusbuntbarsche werden meistens unter Bedingungen gehalten, denen
sie nicht gewachsen sind, z.B. in hartem, alkalischem und organisch
stark belastetem Wasser mit hohen Bakteriendichten.
In jedem Fall scheint es, dass die Krankheitsanfélligkeit dieser
wertvollen "Haustiere" und ihre besondere Neigung zu Parasitosen auf
den angesprochenen Sekretzell-Verhéltnissen beruht.
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Abbildung

Verteilung von Parasiten, Sekretzellen und Granulozyten auf den
Kiemen von 7 verschieden grofien Scheibenbuntbarschen;
Parasitenbefallsgrade: 2 = geringgradig, 3 = mittelgradig, 5 = massenhaft; GL
= Fisch-Gesamtlinge; EBZ = Eosinophile Becherzellen, ABZ = Alcianophile
Becherzellen, EGZ = Eosinophile Granuldrzellen
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Riickstands- und gentoxikologische Untersuchungen von
Aalen (Anguilla anguilla) aus Gewiissern Nordrhein-
Westfalens. Ein Beitrag zum Phiinomen des hohen
Gefihrdungsgrades der Bestinde des Europiischen Aales

Jens Lehmann, Franz-Josef Stiirenberg' und Sven M. Bergmann®

"Landesanstalt fiir Okologie, Bodenordung und Forsten Nordrhein-Westfalen,
Dez. Okotoxikologie, Fischgesundheitsdienst”, D-57399 Kirchhundem-
Albaum; *Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesund-
heit, Institut fiir Infektionsmedizin, Insel Riems

Die europdischen Aalbestinde gehen seit den 80Oiger Jahren auf
dramatische Weise zuriick. Es werden unterschiedliche Griinde hierfiir
diskutiert, wie Verdnderungen des Golfstromverlaufs, Uberﬁschung,
Blockierung der Wanderwege des Aales durch Wehre und Turbinen etc.
Der starke Riickgang insbesondere jiingerer Aale mit einer Korperldnge
von unter 30 cm lésst sich auch in NRW seit 1997 feststellen.

Eine hohe Schadstoffbelastung der Gelb- bzw. abwandernden Blankaale
konnte ein weiterer Grund fiir den Riickgang der Aalpopulationen sein.
So haben Untersuchungen an Gelb- bzw. Blankaalen aus Gewissern
Nordrhein-Westfalens gezeigt, dass eine hohe Belastung durch PCB's ,
HCB, DDT-Isomeren bzw. -Metaboliten und Dioxine zu vermehrten
Einzelstrangbriichen der DNA und z.T. zum Auftreten von Micronuclei
in den Erythrozyten der Aale fiihrt (Abb. 1 - 4). Fertilititsstorungen bei
den abwandernden Fischen durch Xenobiotika, so z.B. bei den
minnlichen Aalen durch Ostrogene/Xenodstrogene als ,.endocrine
disrupting chemicals®, miissen ebenfalls vermutet werden.

Die hohe Belastung durch akkumulierte Schadstoffe in dem Fettgewebe
von Gelb- und Blankaalen aus Gewidssern NRWs konnte bei einem
aktivierten Metabolismus der Fische - z.B. bei der Wanderung zu den
Laichgebieten in der Sargassosee - zu Organschédden, zu Stérungen der
Keimzellreifung und zu einer Immunsuppression durch die aus dem
Fettgewebe freigesetzten bzw. durch die sich hierbei neu bildenden,
toxischen Substanzen fiihren.

Ebenfalls besteht die Gefahr, dass damit der Ausbruch bakterieller und
viraler Erkrankungen beim Aal provoziert wird.
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Das massive Sterben adulter Aale im gesamten Rhein sowie auch in
einigen seiner Zufliisse in den sehr trockenen und heiflen Monaten Juli
und August 2003 hat einmal mehr gezeigt, wie wenig gesichertes
Wissen iiber die Schiddigungen und Krankheiten der européischen
Aalpopulationen erst vorliegt.

Auf der Rheinstrecke Nordrhein-Westfalens (ca. 300 km einschlieBlich
beruhigter Zonen) wurden im August 2003 iiber 1.500 verendete Aale
gesichtet (geschitztes Gesamtgewicht 10,5 t, Abb. 5).

Die Hauptursache des Aalsterbens konnte nicht eindeutig aufgeklart
werden. Da kein nennenswertes Sterben anderer Fischarten im Rhein zu
diesem Zeitpunkt stattfand, dirfte keine Intoxikation durch einen
bestimmten chemischen Schadstoff oder durch allgemein akuten
Sauerstoffmangel vorgelegen haben.

Es muss vielmehr vermutet werden, dass auf Grund des damaligen
extrem niedrigen Wasserstandes und den dadurch bedingten
Habitatverlustes (Trockenfallen weiter Bereiche der Steinschiittungen
der Uferbereiche), zum Teil niedrige, wenn auch nicht mortale
Sauerstoffwerte und mechanische Verletzungen in der stark verengten
Fahrrinne  durch  Schiffschrauben als  Stressoren zu  einer
Immunsuppression bei den Aalen gefiihrt und damit den Ausbruch
bakterieller und viraler Infektionen Vorschub geleistet hatten. Eventuell
hatten die hohen Wassertemperaturen auflerdem einen aktivierten
Metabolismus und verstdrkten Abbau toxischer Stoffe aus dem
Fettgewebe zur Folge, und das Abwehrsystem der Aale zusitzlich
geschwicht.

Zu dem vermuteten Krankheitskomplex im Verlaufe dieses Aalsterbens
in 2003 fanden jedoch keine ausreichenden mikrobiologischen
Untersuchungen statt, da die Mehrzahl der am Uferbereich
angeschwemmten Aalkadaver meistens hierfiir bereits zu stark in
Zersetzung libergegangen waren.

Erste Befunde zum Vorkommen von Aal-Herpesviren (Herpesvirus
anguillae, HVA) in niederlindischen Aalfarmen, aber auch bei Aalen
aus Offentlichen Gewdssern, so z.B. in Bayern im Sommer 2002,
zeigten, dass in Aalpopulationen offenbar eine groe Anzahl infizierter
Individuen existieren kénnen. Diese, oft latenten Trager scheiden das
Virus in Stresssituationen massiv aus und stellen damit fiir andere Aale
eine grofes Infektionsrisiko dar.

Seit 1999 wird das HVA (Rotseuche) in Europa beobachtet, welches sich
nicht mit der in Taiwan entwickelten PCR nachweisen ldsst.
Niederlandische Kollegen konnten eine PCR etablieren, mit der die
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europdischen Isolate erkannt werden konnen (Abb.6). Diese PCR konnte
sowohl fiir Organanreibungen als auch fiir Zellkulturiiberstdnde
erfolgreich eingesetzt werden (Abb.7).

Im Nationalen Referenzlabor fiir Fischkrankheiten Insel Riems wurde
ein Antiserum hergestellt, welches die Viren im IFT sichtbar macht.
Eine Isolierung der Viren ist auf der Zelllinie EK1 (Eel-Kidney-1 cell
line) moglich. Neben den Herpesviren wurden auch erstmals Reoviren
beim Aal isoliert.

Literatur bei den Autoren.

Abbildung 1

Dioxinbelastung (PCDF u. PCDD) von Aalen aus dem nordrhein-
westféilischen Rheinabschnitts in 2002.

Die Schadstoffgehalte wurden aus der axialen Rumpfmuskulatur
(,,Filet) der Aale bestimmt. Die Werte beziehen sich somit auf das
Frischgewicht des ,,essbaren Anteils®. Sie liegen im Mittel im Fett ca.
drei mal so hoch. Zur Riickstandsanalytik wurden aus den mit Hilfe der
Elektrofischerei gefangenen Aalen drei Pools von jeweils 5-6 Fischen je
Fangort gebildet (Korperlingen 40-60cm). Bei allen Beprobungen
ergaben sich Werte {iber der Hdochstmenge von 4,0 pg WHO-TEQ/g
Frischgewicht. Sehr deutlich lagen die Riickstandsmengen iiber dem
sog. Auslosewert fiir Muskelfleisch von Fisch und Fischereierzeugnisse
von 3,0 pg WHO-TEQ/g Frischgewicht (Empfehlung der EU-
Kommission von 2002 zur Reduzierung von Dioxinen in Futter- und
Lebensmitteln).
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Abbildung 2

Oben: Korrelation zwischen Dioxinbelastungen (axiale
Rumpfimuskulatur, Werte bezogen auf das Frischgewicht, siehe auch
Abb. 1) und DNA — Einzelstrangbriichen in Erythrozyten (- b-Werte) von
Aalen (Korperldngen 40-60 c¢cm) aus dem Rhein im Bereich des Hafens
Diergardt bei Duisburg. Untersuchungen aus 2003.

Unten: Korrelation zwischen Dioxinbelastungen (bezogen auf das
Frischgewicht) und DNA - FEinzelstrangbriichen in Erythrozyten (- b-
Werte) von Aalen (Koérperlinge 40-60 cm) aus der Verse-
Trinkwassertalsperre (NRW). Untersuchungen aus 2003.

Die Einzelstrangbriiche wurden mit Hilfe der Alkalischen Filterelution
(AFE) ermittelt.

Zahlreiche gentoxische Substanzen verursachen Einzelstrangbriiche der
DNA.

Bei der AFE wird die DNA auf eine Filtermembran gebracht und
anschlieend mit einer alkalischen Losung ausgewaschen (eluiert). Die
DNA - Doppelstrange entbinden sich im alkalischen Milieu zu
Einzelstringen. Je mehr Strangbriiche die DNA aufweist, desto kiirzer
ist die mittlere Strangldnge der DNA, desto schneller wird die DNA von
den Filtern eluiert, und desto hoher ist der Betrag der sog. — b-Werte, die
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die negative Steigung der Elutionskurve angeben und das Mal} des
Schadigungsgrades anzeigen.

Abbildung 3

Belastung der Aale (n = 7 , Korperlinge 40-60 cm) aus der Lippe
(NRW) kurz unterhalb der Einmiindung des Baches Seseke durch PCBs
(Gesamt-PCB aus den Kongeneren PCB-28, -52, -101, -118, -138, -153,
-156 und -180), HCB und Gesamt-DDT (op — DDE, pp — DDE, op-
DDD, pp — DDD, op — DDT, pp - DDT). Die Werte (mg/kg) beziehen
sich jeweils auf das Frischgewicht (axiale Rumpfmuskulatur, ,,Filet®).
Blaue Linie: Grenzwert HCB, gelbe Linie: Grenzwert Gesamt-DDT.
Untersuchungen aus 2003.
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Abbildung 4

Oben: Korrelation zwischen den Riickstandswerten , Gesamt-PCB*
(bezogen auf das Frischgewicht; axiale Rumpfmuskulatur, mg/kg) der
Aale (Kérperlinge 40-60 cm) aus der Lippe im Bereich der Einmiindung
der Seseke und die mit Hilfe der AFE ermittelten DNA -Strangbriiche (-
b-Werte) in den Erythrozyten dieser Fische (siehe auch Abb. 1).
Untersuchungen aus 2003.

Unten: Korrelation zwischen den Riickstandswerten ,, HCB*“ und der im
Durchflusscytometer bestimmten Micronuclei im Cytoplasma der
Erythrozyten (MNcl p Bl) von Aalen (Kérperlingen 40-60 cm ) aus der
Lippe (gleicher Bereich wie oben). Untersuchungen aus 2003.

Die Micronuclei werden als azentrische Chromosomenfragmente oder
als Verlust ganzer Chromosomen wihrend der zelluldren Anaphase
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interpretiert. Ein vermehrtes Auftreten von Micronuclei gilt in der
Wirbeltiertoxikologie  als  etablierte =~ Methode zur  Erfassung
chromosomaler Aberrationen.

Abbildung 5

Verendeter Aal (Korperlinge 72 cm) aus einem Rheinabschnitt bei
Diisseldorf, Aalsterben im Juli/August 2003.

Die verendeten Aale zeigten — wie auch dieses Exemplar — zum Teil
Symptome, wie sie z.B. bei der Siiwasser-Aalrotseuche auftreten
(oben), sowie hdufig zusétzlich mechanische Verletzungen, die
vermutlich von Schiffsschrauben verursacht wurden (unten). Weitere
Ausfiihrungen siehe Text.
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PCR fiir den Nachweis von HVA im
Glas-Aal

Referenzvirus HVA (Davidse et al. 1999)

M 100 bp-Marker
1 PCR (Helland)
2 PCR (Taiwan)

4 600 bp

500 hp —»

394 bp - 402 bp

Abbildung 6
HVA-PCR’s Holland und Taiwan im Vergleich

Abbildung 7
Diagnostische PCR an Organproben bzw. Zellkulturiiberstinden

(Holland)

186



Auswirkungen von Kliranlagenabwasser auf das
Immunsystem von Regenbogenforellen
(Oncorhynchus mykiss)

Birgit Hoger', Michael R. van den Heuvel’, Bernd Kollner’, Bettina
Hitzfeld" und Daniel R. Dietrich'.

1UmWell‘toxikologie, Universitit Konstanz; *Forest Research, Rotorua, New
Zealand; *Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der Tiere, Greifswald-
Insel Riems; *Bundesamt fiir Umwelt, Wald und Landschaft BUWAL, Bern,
Schweiz.

Zusammenfassung

Uber den Eintrag von Kliranlagenabwissern gelangen vermehrt
Substanzen anthropogenen Ursprungs in unsere Oberflichengewisser.
Neben der Verschmutzung von Gewédssern mit Industriechemikalien und
Pestiziden, stehen vor allem Riickstinde von Human- wund
Veterindrpharmaka zunehmend in Verdacht schon in geringen
Konzentrationen schidliche Auswirkungen auf aquatische Organismen
zu haben. Neben einem potentiellen Eingriff solcher Substanzen in das
endokrine System, riicken dabei Effekte auf das Immunsystem ins
Blickfeld der Forschung. Eine Beeintriachtigung von Immunreaktionen
kann zu einer erhohten  Krankheitsanfilligkeit — gegeniiber
opportunistischen Pathogenen fithren und somit den Bestand ganzer
Populationen geféhrden.

Die Auswirkungen von Kliranlagenabwasser auf das Immunsystem von
Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) wurden sowohl nach akuter
Exposition (27 Tage) mit hohen Abwasser-Konzentrationen, als auch in
einem chronischen Expositionsversuch (32 Wochen) mit geringeren, fiir
Vorfluter realistischen, Konzentrationen untersucht. Die akute
Exposition mit Abwasser filhrte zu einer Stimulierung der
Lymphozyten-Proliferation und zu Verdnderungen im Blutbild, was sich
vor allem in einer Abnahme der Lymphozyten-Zahlen und einer
erhohten Degradation von Erythrozyten &uferte. Fiir die beschriebenen
Effekte konnten unter anderem polyzyklische Kohlenwasserstoffe
(PAK) verantwortlich sein, die in erhdhten Konzentrationen in der Galle
der abwasserexponierten Forellen nachgewiesen wurden. Die chronische
Exposition mit Abwasser flihrte zu einer Beeinflussung der Serum-
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Lysozym-Aktivitit sowie zu geringeren Serumkonzentrationen
Aeromonas salmonicida-spezifischer Antikorper. Dariiber hinaus
konnten in der Milz Auswirkungen von Kliranlagenabwasser auf
Prédsenz und Verteilung verschiedener Leukozytenpopulationen bzw. auf
die Expression von Zelloberflaichenmarkern gezeigt werden.

Ein direkter Zusammenhang zwischen Verdnderungen in einzelnen
Immunreaktionen nach Exposition mit Kldranlagenabwasser und einer
erhohten Krankheitsanfilligkeit konnte im Rahmen der beschriebenen
Studien nicht hergestellt werden. Auch kdnnen die gezeigten Effekte
nicht auf die Wirkung bestimmter Stoffe im Abwasser zuriickgefiihrt
werden, da eine umfassende chemische Analyse des Abwassers und eine
immuntoxikologische Charakterisierung der einzelnen Substanzen zu
umfangreich wire. Generell aber deuten die Befunde darauf hin, dass
negative Effekte von Kldranlagenabwasser auf das Immunsystem von
Fischen zu erwarten sind.

Einleitung

Der Fortschritt im Bereich der analytischen Chemie ermdglichte in den
letzten  Jahrzehnten den  Nachweis  zunehmend  geringerer
Substanzmengen in wassrigen Medien. Diese Moglichkeit fithrte zu der
Erkenntnis, dass vor allem iiber Kldranlagenabwisser eine Vielzahl an
Substanzen anthropogenen Ursprungs in unsere Oberflichengewdsser
gelangen. So konnte gezeigt werden, dass Klaranlagenabwésser
Riickstidnde von Arzneimittelwirkstoffen, Substanzen aus
Korperpflegemitteln und industrielle Chemikalien enthalten (Daughton
and Ternes, 1999; Kummerer, 2001). Das Potential einiger der
nachgewiesenen Substanzen in das endokrine System bzw. in das
Immunsystem von Wildtieren einzugreifen, fithrte zu der Befiirchtung,
dass diese Stoffe die Gesundheit unserer Waildtierpopulationen
nachhaltig beeinflussen konnten (Guillette and Guillette, 1996; Jobling
et al., 1998). So konnte zum Beispiel die Beeintrdchtigung der
Fortpflanzungsfahigkeit, oder eine Verminderung der
Krankheitsresistenz den Bestand unserer Fischpopulationen geféahrden.
Dem zunehmenden Interesse in das Gebiet der Immuntoxikologie in
Fischen, steht ein bis dato sehr begrenztes Wissen iiber die
grundlegenden immunologischen und immuntoxikologischen
Mechanismen in niederen Vertebraten gegeniiber. Dementsprechend ist
es schwierig, die umwelttoxikologische Relevanz der Verschmutzung
unserer Oberflichengewidsser mit einem Cocktail an Substanzen
anthropogenen Ursprungs zu beurteilen. Obwohl bereits eine Vielzahl
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von Studien vorliegen, in denen Auswirkungen verschiedener
Substanzen auf Immunreaktionen in Fischen gezeigt wurden, konnten
bislang  keine  klaren = Beziehungen  zwischen  bestimmten
Substanzklassen und Verdnderungen der Immunkompetenz hergestellt
werden.

Zur Auswirkung von Kléranlagenabwissern auf Immunparameter in
Fischen liegen bis dato nur wenige Studien vor. In einer Feldstudie im
Stidosten Englands wurde in Karpfen (Cyprinus carpio), die 47 Tage in
einem Vorfluter gehalten wurden, eine Abnahme der Lymphozyten-
Proliferation und eine verminderte Serum-Lysozym-Aktivitit gefunden
im Vergleich zu Fischen, die an einer Referenzstelle gehalten wurden
(Price et al., 1997). In Goldfischen (Carassius auratus), die in einem
Laborexperiment Klaranlagenabwasser ausgesetzt waren, wurden
niedrigere Erythrozyten-, Granulozyten- und Lymphozyten-Zahlen im
Blut sowie eine verminderte Phagozyten-Aktivitdt in Blutzellen im
Vergleich zu Kontrolltieren nachgewiesen (Kakuta, 1997).

In unseren Studien sollten die Auswirkungen von Kliranlagenabwasser
auf das Immunsystem der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)
untersucht werden, wobei sowohl eine Kurzzeitexposition mit hohen
Abwasserkonzentrationen (10, 30 und 70 %), als auch eine chronische
Exposition mit niedrigeren, fiir Vorfluter realistischen Abwasser-
Konzentrationen (1,5 und 15 %) durchgefiihrt wurde. Um einen
umfassenden Eindruck von den mdglichen Auswirkungen des
Abwassers auf das Immunsystem zu bekommen, wurde ein mdglichst
breites Spektrum an Immunparametern untersucht, wobei sowohl
unspezifische Immunreaktionen, wie Serum-Lysozym-Aktivitit und
Phagozytose und Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in Kopfnieren-
Makrophagen, als auch spezifische Immunparameter, wie z.B. A.
salmonicida-spezifische Serum-Antikérper miteinbezogen wurden. Die
intraperitoneale Injektion des inaktivierten Fisch-Pathogens A.
salmonicida, die bei einem Teil der Forellen vorgenommen wurde sollte
dariiber hinaus die Untersuchung eines aktivierten Immunsystems
ermdglichen, um somit die Auswirkungen von Abwasser auf die
Immunreaktion gegen eine drohende bakterielle Infektion zu erfassen,
ohne dabei jedoch eine potentiell tddliche Infektion auszuldsen.
Zusitzlich zu den Immunparametern wurde die 7-ethoxyresorufin-O-
deethylase (EROD)-Aktivitdt in Leberproben gemessen, als ein Maf} fiir
die Aktivierung des Entgiftungsmetabolismus iiber Cytochrom P450
1A1.
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Material und Methoden

In einem ersten Versuch mit Klédranlagenabwasser wurden
Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) (New Zealand Fish and
Game Ngongataha hatchery, Rotorua, Neuseeland; Alter: 1 a) {iber einen
Zeitraum von 27 Tage 10, 30 bzw. 70 % Kléranlagenabwasser
ausgesetzt. Das verwendete Kldranlagenabwasser stammte von einer
lokalen Kldranlage in Rotorua, Neuseeland, die primére (Sedimentation)
und sekundire = Abwasserbehandlung  (Aktivschlammbehandlung;
Bardenpho Reaktor) zur Abwasseraufbereitung einsetzt. Entchlortes
Leitungswasser wurde fiir die Kontrollgruppe und zur Verdiinnung des
Abwassers verwendet. Den Fischen wurde vor Versuchsbeginn
formaldehyd-inaktivierte 4. salmonicida salmonicida (Stamm MT 423;
3 x 10* Zellen in 250ul PBS pro 100 g Korpergewicht) bzw. als
Kontrolle fiir die Injektion ein entsprechendes Volumen PBS
intraperitoneal injiziert. Antigenpréparation von A. salmonicida folgte
der Beschreibung von Kollner und Kotterba (2002). Nach 27 Tagen
wurden bei den Forellen folgende Immunparameter untersucht:
Differential-Blutbild, Phagozytose-Aktivitdt und Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies in  Kopfnieren-Makrophagen, Serum-Lysozym-
Aktivitit, mitogen-stimulierte in vitro-Proliferation von Lymphozyten
und Serumlevel 4. salmonicida-spezifischer Antikorper. Zusitzlich zu
den Immunparametern wurde die 7-cethoxyresorufin-O-deethylase
(EROD)-Aktivitdt in Leberproben und polyzyklische
Kohlenwasserstoff-Aquivalente in Galleproben bestimmt (Hoeger et al.,
2004b).

In der Langzeitexposition wurden Regenbogenforellen (Alter: 2 a) in
einem Durchfluss-System (Flussrate: 10 1/min) 1,5 bzw. 15 %
Kléranlagenabwasser ausgesetzt. Nach 26 Wochen wurden die Forellen
mit Ethyl-3-Aminobenzoat Methansulfonat (MS222) (Fluka, Schweiz)
betidubt und aus der Caudalvene 1 ml Blut entnommen. AnschlieBend
wurde den Forellen formaldehyd-inaktivierte A. salmonicida
salmonicida (1 x 10* Zellen in 250ul pro 100 g Kérpergewicht) bzw. als
Kontrolle fiir die Injektion ein entsprechendes Volumen PBS
intraperitoneal injiziert. Nach einer weiteren Expositionszeit von 6
Wochen (Gesamtexpositionszeit: 32 Wochen) wurden zundchst die
weiblichen Fische, auf zwei Tage verteilt beprobt, wobei pro Tag sechs
A. salmonicida-injizierte und sechs PBS-injizierte Forellen pro
Expositionsgruppe verwendet wurden. Die ménnlichen Fische wurden 7
Tage spéter, nach dem gleichen Schema beprobt. Blutproben aus der
Caudalvene wurden zur Erstellung eines Differentialblutbildes, sowie
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zur Analyse der Serum-Lysozym-Aktivitit und A. salmonicida-
spezifischen Antikorperlevel verwendet. Der ELISA zur Detektion von
A. salmonicida-spezifischen Antikdrpern in Serumproben folgte der
Beschreibung von Kdllner und Kotterba (2002), auler der Verdiinnung
der Serumproben (1:4000) und Detektion, die unter Verwendung von
Tetra-Methyl-Benzidin (TMB; Sigma, St. Louis, USA) durchgefiihrt
wurde. Da fir den Nachweis von A. salmonicida-spezifischem
Immunglobulin M kein Standard zur Verfiigung stand, wurden alle
Serumproben zusammen in einem Ansatz analysiert und die Ergebnisse
als optische Dichte (OD) angegeben. Makrophagen wurden aus der
Kopfniere gewonnen und deren Phagozytose-Aktivitit und Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies in vitro untersucht. Milzproben fiir die
Histologie wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
Analyse bei —80°C aufbewahrt. Eine genauere Beschreibung der
Immunhistologie ist zu finden unter (Hoeger et al., 2004a).

Ergebnisse

Exposition von Regenbogenforellen mit hohen Konzentrationen von
Kléranlagenabwasser iiber 27 Tage flihrte zu einer Stimulierung der in
vitro Lymphozyten-Proliferation und zu Verdnderungen im Blutbild,
was sich vor allem in einer Abnahme der Lymphozyten-Zahlen und
einer erhohten Degradation von Erythrozyten duBerte (Hoeger et al.,
2004b). Dariiber hinaus wurde eine Erhohung der EROD-Aktivitét in
Leberproben nach Exposition mit 10 und 30 % Abwasser gefunden,
nicht aber nach Exposition mit 70 % Abwasser.

Exposition von Forellen mit niedrigeren, fiir Vorfluter realistischen
Abwasser-Konzentrationen (1,5 und 15 %) fiihrte zu Abnahme der
Serum-Lysozym-Aktivitdt in geschlechtsreifen weiblichen Fischen und
nicht geschlechtsreifen Fischen (ménnliche und weibliche Fische
zusammengefasst) nach 26 Wochen Expositionszeit. In ménnlichen
Fischen konnte dieser Effekt nicht gezeigt werden (Abbildung 1).
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Abbildung 1

Lysozym-Aktivitit in Serum von geschlechtsreifen weiblichen (female)
und  mdnnlichen  (male)  Regenbogenforellen,  sowie  nicht
geschlechtsreifen Fischen (immature, mdnnliche und weibliche Fische
zusammengefafit) nach Exposition mit 1,5 bzw. 15 % Abwasser fiir 26
Wochen. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardfehler der Mittelwerte
(SEM). Die Daten wurden getestet mit One-way ANOVA mit Dunnett’s
post-test. * p<0,05; ** p<0,01,; n>21.

Die Stimulierung der Forellen mit inaktivierten A. salmonicida, die nach
26 Wochen Expositionszeit durchgefiihrt wurde, resultierte nach 32
Wochen in einem Anstieg der Serum-Lysozym-Level in
geschlechtsreifen ménnlichen Fischen, die keinem Abwasser ausgesetzt
waren. In den abwasserexponierten Fischen blieb die Stimulierung der
Serum-Lysozym-Aktivitit durch A. salmonicida aus (Abb. 2).

In geschlechtsreifen weiblichen Fischen, nicht aber in ménnlichen
Fischen konnte auBerdem gezeigt werden, dass Abwasser zu niedrigeren
A. salmonicida-spezifischen Antikorperleveln im Serum fithren (Abb.
3).
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Abbildung 2

Lysozym-Aktivitit in  Serum von geschlechtsreifen mdnnlichen
Regenbogenforellen nach Exposition mit 1,5 bzw. 15 % Abwasser (effl.)
fiir 32 Wochen und Injektion mit A. salmonicida (A.s.s.) bzw. PBS als
Kontrolle fiir die Injektion. Gezeigt sind Mittelwerte mit SEM. Die
Daten wurden mit Student's t-test auf Unterschiede zwischen A.
salmonicida- und PBS-Injektion getestet. * p<0,05; n=12 fiir 0%
Abwasser, n>7 fiir Abwasser-Gruppen.
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Abbildung 3

Serumlevel A. salmonicida-spezifischer Antikérper in geschlechtsreifen
weiblichen Regenbogenforellen nach Exposition mit 1,5 bzw. 15 %
Abwasser fiir 32 Wochen. Gezeigt sind Mittelwerte mit SEM. Die Daten
wurden mit One-way ANOVA mit Dunnett’s post-test getestet. * p<0,05,
n>8.
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Dariiber hinaus fiihrte die chronische Exposition mit 15 % Abwasser in
der Milz von weiblichen Fischen zu einer Abnahme der Thrombozyten-
Zahlen, einer Zunahme der Monozyten-Zahlen, einer verdnderten
Verteilung der B-Zellen und einer erhohten Expression von
Immunglobulin auf der Oberfldche dieser Lymphozyten-Population,
sowie zu einer Aktivierung der major histocompatibility complex
(MHC) II-Expression (Hoeger et al., 2004a). Der auffalligste Befund der
immunhistologischen Untersuchung der Milz allerdings war das erhdhte
Auftreten von Zelleinschliissen mit starker Autofluoreszenz in der Milz
nach Abwasserexposition. Zusidtzlich zu den Abwassereffekten fiihrte
die Injektion der Fische mit 4. salmonicida in der Milz zu einer weiteren
Erhohung der Monozyten-Zahlen, erhdhter Expression des spezifischen
Oberflichenmarkers auf Thrombozyten und erhohter MHC I-Expression
auf Leukozyten, die sich um Melanomakrophagenzentren gruppierten.
Zusitzlich zu der Untersuchung der Immunparameter konnte in der
Langzeitexposition eine Erhohung der Leber EROD-Aktivitdt nach
Exposition mit 15 % Abwasser gezeigt werden (Abb. 4).
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Abbildung 4

Leber EROD-Aktivitdt in geschlechtsreifen mdnnlichen Regenbogen-
forellen nach Abwasserexposition fiir 32 Wochen. Gezeigt sind Median-
Werte mit SEM. Die Daten wurden mit Kruskal-Wallis nicht
parametrischem One-way ANOVA getestet. *** p<0,001; n>17.

Diskussion
In den vorliegenden Studien zur Auswirkung von Kliranlagenabwasser
auf das Immunsystem von Regenbogenforellen konnte gezeigt werden,
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dass  sowohl eine  kurzzeitige =~ Exposition = mit  hohen
Abwasserkonzentrationen, als auch eine chronische Exposition mit
niedrigeren, fiir Vorfluter realistischen Konzentrationen verschiedene
Immunparameter beeinflussen kdnnen.

In der Kurzzeitstudie fithrte die Exposition mit Abwasser zu
verminderten Lymphozyten-Zahlen im peripheren Blut. Geringere
Granulozyten- und Lymphozyten-Zahlen nach Exposition mit
vergleichbaren Abwasserkonzentrationen wurden bereits in Goldfischen
beobachtet (Kakuta, 1997). Die, in unserer Studie gefundene Zunahme
der in vitro-Proliferation von Lymphozyten allerdings steht in
Widerspruch zu Befunden aus einer fritheren Studie, die in Karpfen eine
Abnahme der Lymphozyten-Proliferation nach Hélterung in einem
Vorfluter, beschreibt (Price et al., 1997). Die Exposition mit
Klaranlagenabwasser fiihrte in unserem Kurzzeitversuch zur
Degradation von Erythrozyten im peripheren Blut. Eine Abnahme der
Erythrozyten-Zahlen wurde von Kakuta (Kakuta, 1997) bereits in
Goldfischen beschrieben. Es ist bekannt, dass amphiphile Substanzen,
wie z.B. Harzsduren die Lyse von Erythrozyten auslosen kdnnen, was
vermutlich durch die Einlagerung in die Lipid-Doppelschicht der
Zellmembran erreicht wird (Bushnell et al., 1985). Daher ist es denkbar,
dass die Lyse der Erythrozyten von amphiphilen Substanzen, wie z.B.
Fettsduren, die im Abwasser vorhanden sind, ausgeldst wurde.

Die chronische Exposition mit Abwasser beeinflusste mit der Serum-
Lysozym-Aktivitdt eine unspezifische Immunreaktion, die im Fisch eine
erste Abwehrreaktion gegen eindringende Bakterien darstellt. Exposition
mit Abwasser fiir 26 Wochen fiihrte in weiblichen Forellen, sowie in
nicht geschlechtsreifen Fischen zu einer Abnahme der Serum-Lysozym-
Aktivitdt. Ein hemmender Effekt von Abwasser auf die Lysozym-
Aktivitdt wurde bereits in Karpfen gefunden, die in einem Vorfluter
gehalten wurden (Price et al., 1997). Die Tatsache, dass ein Einfluss des
Abwassers auf die Lysozym-Aktivitdit nur in weiblichen und nicht
geschlechtsreifen Forellen gezeigt werden konnte, nicht aber in
ménnlichen Fischen deutet dariiber hinaus auf eine Beeinflussung diese
Immunparameters durch die Geschlechtsentwicklung hin (Hutchinson
and Manning, 1996). Im weiteren Verlauf unserer Studie fiihrte die
Injektion mit formaldehyd-inaktivierten A. salmonicida zu einer
Zunahme der Lysozym-Aktivitdt in den nicht abwasserexponierten
Forellen. Dieser Befund steht in Einklang mit Untersuchungen zur
Lysozym-Aktivitit in Atlantischem Lachs (Salmo salar), die eine
Aktivierung derselben durch A. salmonicida zeigen (Moyner et al.,
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1993). In unserer Studie trat die Aktivierung der Lysozym-Aktivitdt in
den Fischen, die Abwasser ausgesetzt waren nicht mehr auf, was
wiederum auf einen hemmenden Effekt des Abwassers auf diese
Reaktion hindeutet.

Die Hemmung der A. salmonicida-spezifischen Antikorper-Produktion
in weiblichen Forellen nach Abwasserexposition konnte nicht auf
geringere Lymphozyten-Zahlen im peripheren Blut zuriickgefiihrt
werden. Daher wiren die niedrigeren Serum-Antikorperlevel mit einer
niedrigeren Produktivitdt vorhandener B-Zellen zu erkléren.

In den bis dato vorliegenden Studien konnten Verdnderungen von
Immunparametern in Fischen hédufig auf einen Eintrag von bekannten
toxischen Substanzen aus punktuellen Quellen zuriickgefiihrt werden.
So konnten bislang Effekte von polyzyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen (PAKs), Metallen und mit Ol kontaminierten
Sedimenten auf Immunparameter von exponierten Fischen gezeigt
werden (Kelly-Reay and Weeks, 1994; Weeks and Warinner, 1986; Bols
et al., 2001). Die in unseren Studien gefundene Aktivierung der EROD-
Aktivitdt in der Leber und erhohte PAK-Konzentrationen in der Galle
abwasserexponierter Forellen, deutet daraufhin, dass auch hier eine
Exposition mit PAKs stattgefunden hat. Eine Reduktion der Lysozym-
Aktivitdit und verminderte Lymphozytenzahlen in Regenbogenforellen
nach Exposition mit PAK-haltigem Creosot wurde bereits in
Laborstudien gezeigt (Karrow et al., 1999). Dariiber hinaus konnten
niedrigere Lymphozytenzahlen auch in drei Plattfisch-Arten gezeigt
werden, die an einer PAK-kontaminierten Stelle gefangen wurden
(Khan, 2003).

Die vorliegenden Studien zur Auswirkung von Kliranlagenabwissern
auf das Immunsystem in Regenbogenforellen zeigen, dass negative
Effekte auf einzelne Immunparameter zu finden sind. Aufgrund der
Komplexitit des Immunsystems ist es allerdings nicht moglich aus den
Effekten auf einzelne Immunparameter auf eine tatséchliche
Immunsuppression zu  schlieBen. Eine tatsdchliche, erhohte
Krankheitsanfilligkeit in Fischen nach Schadstoffexposition kann
letztendlich nur in Belastungsversuchen mit lebenden Pathogenen
nachgewiesen werden. Dariiber hinaus ist es im Zusammenhang mit
Mischkontaminationen unserer Gewisser, mit einer Vielzahl von
Substanzen die in geringen Konzentration vorliegen, haufig nicht
moglich, gefundene Effekte auf die Wirkung einzelner Substanzen
zurlickzufiihren. Auch konnten bis dato in der Fisch-Immuntoxikologie
keine klaren Beziehungen zwischen bestimmten Substanzklassen und

196



Verdnderungen in Immunreaktionen gefunden werden. Haufig kommen
Studien zur immuntoxikologischen Wirkung einzelner Substanzen sogar
zu gegensitzlichen Ergebnissen. Es bleibt daher fraglich, welche
Aussagen aus immuntoxikologischen Untersuchungen im Rahmen der
aquatischen Toxikologie hinsichtlich der letztlichen Konsequenz fiir die
Gesundheit und Erhaltung unserer Fischpopulation gezogen werden
konnen. Allerdings unterstiitzen die vorliegenden Befunde, auch ohne
den letztendlichen Beweis fiir adverse Effekte auf die Immunkompetenz
von aquatischen Vertebraten, die Besorgnis die das Vorhandensein der
Vielzahl anthropogener Substanz in unseren Gewdssern in den letzten
Jahren ausgelost hat. Eine Verminderung des Eintrags von Fremdstoffen
in die Gewisser erscheint somit auch hinsichtlich moglicher
immunsuppressiver Effekte als ratsam.
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1. Einleitung

Das Immunsystem der Fische ist im Vergleich zum Sduger relativ
einfach aufgebaut. Daraus lisst sich jedoch nicht schlussfolgern, dass es
in seiner Gesamtheit weniger effektiv ist als das Immunsystem héherer
Vertebraten. Um so erstaunlicher erscheint, dass das Immunsystem seine
Funktionen der Fische iiber einen sehr groflen Temperaturbereich
aufrecht erhalten muss.

Im Vergleich zu Saugern ist iiber die Immunsysteme der verschiedenen
Fischspezies relativ wenig bekannt. Dies duflert sich nicht allein in der
Menge von Fakten, die Aufschluss iiber die Funktion des Immunsystems
geben, sondern auch darin, dass das methodische Spektrum in der
Fischimmunologie  relativ  begrenzt ist. Die  Arbeitsgruppe
Fischimmunologie auf der Insel Riems beschiftigt sich deshalb mit der
Entwicklung von Werkzeugen und Methoden zur Charakterisierung der
Immunantwort, vornehmlich bei Karpfen und Forellen. Solche
Werkzeuge und Methoden sind notwendig um Fragen zum ruhenden
und aktiven Immunsystem beantworten zu konnen. Hier interessieren
uns in erster Linie Probleme der Antigenprisentation, der
zellvermittelten Zytotoxizitit (cell-mediated cytotoxicity, CMC) und der
Antikorperantwort.

2. Allgemeiner Aufbau des Immunsystems der Fische

Das Immunsystem der Knochenfische und hoherer Vertebraten besteht
allgemein-funktionell aus einem angeborenen und in einem adaptiven
Teil. Jeder Teil wird sowohl durch humorale (fliissige) als auch durch
zelluldre Bestandteile reprasentiert (Tab. 1).
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Tabelle 1
Allgemeine Einteilung des Immunsystems

angeboren erworben (adaptiv)
NK-Zellen T Lymphozyten
zellulér Makrophagen Zytotoxische T-Zellen
Granulozyten T-Helferzellen
humoral Lysozym, IL, IFN, etc. Antikorper

Fische sind die phylogenetisch idltesten Tiere, die iliber ein adaptives
Immunsystem verfiigen. Dadurch kdénnen sie spezifisch und damit
effektiver auf pathogene Mikroorganismen reagieren. Im Gegensatz zu
Saugern verfligen sie jedoch nicht iiber Lymphknoten. Die vorhandenen
lymphatischen Organe Thymus, Pronephros als Knochenmark-
equivalent, Milz und das darmassoziierte lymphatische Gewebe (Abb. 1)
sind weniger komplex strukturiert als bei Séugern. Die von den B- und
Plasmazellen  gebildeten = Immunglobuline unterliegen keinem
Klassenswitch und verharren auf der Stufe des [gM.

primér

Kopfniere (Pronephros)

darmassoziiertes Milz
lymphatisches Gewebe Blut
(GALT)
sekundir
Abbildung 1

Lymphatische Organe der Forelle

3. CMC

3.1. Allgemeine Betrachtungen

Im Gegensatz zu humoralen Immunreaktionen sind zelluldre Reaktionen
nach Virusinfektionen bei Fischen wenig untersucht. Da die Induktion
der humoralen Immunantwort nicht immer mit einer belastbaren
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Immunitdt korreliert, konnten zellulire Zytotoxizitdtsreaktionen von
wesentlicher Bedeutung sein.

Virusinfektionen werden bei Sdugern in bedeutendem Maf3e durch CMC
kontrolliert. Die CMC-Reaktion beinhaltet angeborene und adaptive
Komponenten. Auf der Seite des angeborenen Immunsystems sind
sogenannte unspezifische zytotoxische Zellen (non-specific cytotoxic
cells; NCC), als funktionelles Aquivalent zu natiirlichen Killer(NK-)
zellen der Sduger, in verschiedenen Fischspezies beschrieben worden.
Diese NK-dhnlichen Zellen sind in der Lage, xenogene, allogene und
virusinfizierte Zellen zu lysieren. Gegeniiber virusinfizierten Zellen
reagieren Sduger jedoch in erster Linie mit einer adaptiven CMC.
Hierbei présentieren infizierte Zellen an MHC Klasse I-Molekiile
gebundene virale Peptide auf ihrer Oberfliche und werden von CD8"
zytotoxischen T-Lymphozyten {iber deren T-Zellrezeptor (T cell
receptor; TCR) spezifisch erkannt. Dabei muss der MHC Klasse I auf
den infizierten Targetzellen kompatibel zum TCR der CTLs sein und
das im MHC Klasse I gebundene Peptid vom sensibilisierenden Antigen
stammen, weswegen man auch von MHC Klasse I-restringierter
Zytotoxizitdt spricht [Abb. 2].

Proliferation

9

Abbildung 2

MHC Klasse I restringierte CMC

Nach Eintritt von Virus in die Zelle (1) kommt es zur Virusreplikation (2). Die
dabei gebildeten viralen Proteine werden in der Wirtszelle prozessiert, d.h. durch
enzymatische Spaltung in kurze Peptide (P) zerlegt (3). Diese Peptide werden
iiber die Molekiille LMP und TAP (4) zum MHC Klasse I transportiert, mit
diesem verbunden und an die Oberfldche der virusinfizierten Zelle geschleust
(5). Dort wird das im MHC Klasse I gebundene virale Peptid dem TCR
zytotoxischer T-Zellen prisentiert (6). Das Molekiil CD8 fungiert hierbei als
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Korezeptor. Durch die Prisentation wird in den zytotoxischen T-Zellen eine
Signaltransduktionskaskade initiiert (7), die schlieflich zur klonalen
Proliferation peptidspezifischer zytotoxischer T-Zellen fiihrt (8). Diese sind nun
in der Lage, andere virusinfizierte Zellen iiber das im MHC Klasse I présentierte
virale Peptid zu erkennen und zu lysieren (9). Da Viren extrazelluldr nicht zur
Virusreplikation beféhigt sind, wird ihnen damit die Mdoglichkeit zu weiterer
Expansion entzogen.

Sequenzhomologien zwischen dem MHC Klasse I (Aoyagi et al., 2002),
dem TCR (Partula et al., 1995 und 1996) und dem TCR-Korezeptor
CDS8 (Hansen und Strassburger, 2000) bei Fischen und Séugern deuten
darauf hin, dass bei Fischen die Antigenprisentation ebenfalls iiber den
MHC Klasse I erfolgt. Wiahrend zum TCR und CD8, bei verschiedenen
Fischspezies lediglich Nukleotidsequenzen vorliegen, ldsst sich der
MHC Klasse I bei der Forelle mittlerweile auch als Protein darstellen.
Dazu haben wir einen monoklonalen Antikdrper (mAk) gegen
rekombinantes Forellen-MHC Klasse I-Protein entwickelt (Dijkstra et
al., 2003).

3.2.  Ausgewiihlte Phiinomene der CMC bei Fischen

3.2.1. In vivo Phinomene

In Bezug auf CMC sind bei Sdugern verschiedene Phénomene
beschrieben worden. Diese eignen sich sehr gut, um die diesen
Phinomenen zugrunde liegenden Mechanismen bei Fischen zu
untersuchen.

3.2.1.1. Transplantatabstoffung

Die AbstoBung von Gewebstransplantaten ist bei Fischen seit langer Zeit
beschrieben. Zelluldre AbstoBungsreaktion zwischen Individuen einer
Art (allogen) konnen jedoch auch auf Einzelzellebene untersucht
werden. Da alle kernhaltigen Zellen, so auch die kernhaltigen
Erythrozyten der Fische MHC Klasse 1 exprimieren, eignen sich diese
Zellen sehr gut zur Untersuchung des Einflusses des MHC Klasse I auf
die TransplantatabstoBungsreaktion. Dazu wurden lebende Erythrozyten
aus einem Donorfisch entnommen, mit Fluorochromen markiert und an
einen allogenen Rezipienten appliziert. Diese fremden Erythrozyten
wurden vom Immunsystem des Rezipienten erkannt und lysiert. Nach
einer bestimmten Zeit konnten im Rezipientenblut deshalb keine
zirkulierenden fluoreszierenden Donorerythrozyten mehr nachgewiesen
werden. Die fluoreszierenden Reste der lysierten Donorerythrozyten
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fanden sich dann in den Makrophagen der lymphatischen Organe des
Rezipienten wieder. Unter Verwendung von Forellengeschwistern aus
gezielter Verpaarung homozygoter Eltern mit definierten MHC Klasse I-
Genen konnte gezeigt werden, dass die Transplantatabstoung bei
Forellen durch Unterschiede im MHC Klasse I determiniert ist (Sarder
et al.,, 2003). MHC Klasse I hat also auch bei Fischen funktionelle
Bedeutung.

3.2.1.2. Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion

Die Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (graft versus host reaction,
GVHR) ist ein in vivo-Phdnomen der spezifischen CMC gegen allogene
Zellen und wurde bei Ginbunas, Amagos und Regenbogenforellen
etabliert. Dabei attackieren immunkompetente Donorzellen die
Korperzellen eines immunsupprimierten bzw. immuninkompetenten
Rezipienten. In der Humanmedizin stellt dieses Phdnomen ein grofes
Problem bei Knochenmarktransplantationen dar. Zytotoxische Zellen,
die aus Knochenmarkzellen des Donoren hervorgehen, erkennen die
Korperzellen des Rezipienten als fremd und versuchen diese zu lysieren.
Hinzu kommt, dass das Immunsystem des Rezipienten durch
Bestrahlung oder Chemotherapie vor der Transplantation gezielt
supprimiert worden ist, damit die transplantierten Knochenmarkzellen
ihrerseits vom Rezipienten nicht abgestolen werden konnen. Der Patient
befindet sich deshalb in einem schweren Dilemma.

Um die GVHR in Fischen zu etablieren, wurden die Rezipienten der
Immunzellen nicht immunsupprimiert, sondern es wurden Donor-
/Rezipientenkombinationen verwendet, die eine Erkennung und damit
Lysis von Fremdzellen prinzipbedingt nur in eine Richtung, und zwar
Donor gegen Rezipient, erlauben. Dazu wurden als Donoren
zytotoxischer Zellen homozygote triploide Ginbunas verwendet und als
Rezipienten tetraploide Ginbuna/Goldfisch-Hybriden. Die tetraploiden
Hybriden waren durch Verpaarung der homozygoten triploiden
Ginbunas mit Goldfischen entstanden. Triploide und tetraploide Fische
besitzen demzufolge drei gemeinsame Ginbunaallele. Werden nun
Leukozyten von triploiden Donoren auf tetraploide Rezipienten
libertragen, konnen die Rezipienten die {ibertragenen Zellen nicht
erkennen, da sie in allen Allelen mit denen das Donoren
libereinstimmen.  Umgekehrt  kénnen  jedoch  die  triploiden
Donorleukozyten die Zellen des Rezipienten erkennen, da diesen das
eine Goldfischallel fremd ist. Es kommt zur Ausprigung der GVHR
(Abb.3). Diese manifestiert sich bei Fischen in Blutungen,
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Schuppenspreizung, Ascites, Milzschwellung sowie Nekrosen und kann
zum Tode fithren. Es konnte ferner gezeigt werden, dass die GVHR
temperaturabhingig ist (Fischer et al., 1999).

Abbildung 3

GVHR in Ginbuna Karpfen
Periphere Blutleukozyten (PBL) von
triploiden Ginbunas (S3n) werden
intraperitoneal auf  tetraploide
Hybriden (S4n) iibertragen (1). Die
PBL der triploiden Ginbunas prolife-
rieren in den tetraploiden Hybriden
(S4n) und verursachen eine GVHR

@).

3.2.2. In vitro Phinomene

3.2.2.1. CMC gegen allogene Zellen

Allogene Targetzellen stellen ein wichtiges Substrat zur Untersuchung
der CMC in vitro dar. Zur Feststellung der Targetzelllysis belddt man
die Targetzellen vor dem Testansatz entweder mit einer artifiziellen
Markersubstanz, die nach Lysis freigesetzt wird, oder die eingesetzten
Targetzellen exprimieren natiirlicherweise eine Markersubstanz. Als
artifizielle Marker zur Messung der CMC wird vor allem verwendet.
Cr’! ist einfach zu handhaben, stellt jedoch als radioaktive Substanz ein
gewisses Risiko dar, weswegen wir nach nichtradioaktiven alternativen
Markern fiir Targetzellen gesucht haben. So setzen Erythrozyten nach
Lysis ihr Hamoglobin frei, das sehr einfach durch eine farbliche
Substratreaktion quantifiziert werden kann.

Zur Generierung zytotoxischer Zellen in Regenbogenforellen wurden
zunidchst periphere Blutleukozyten (PBL) und Haut mehrfach von einem
Donorfisch auf einen Rezipienten transplantiert. Die Allogenitit
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zwischen beiden Individuen wurde vorher durch MHC Klasse I-
allelspezifische PCR festgestellt. Nach einer bestimmten Zeit wurden
PBL vom allogen immunisierten Rezipienten isoliert und in vitro mit
den Erythrozyten des Transplantatspenders inkubiert. Die Interaktion
zwischen Effektorzellen (PBL) und den Targeterythrozyten resultierte in
einer Erythrolyse. Um festzustellen, welche Subpopulationen von PBL
fir die Erythrolyse verantwortlich sind, wurden PBL von
transplantierten  Forellen vor dem Zytotoxizititsassay mittels
populationsspezifsicher monoklonaler Antikdrper immunomagnetisch
aufgetrennt. Dabei zeigte sich, dass nur Ig-negative Lymphozyten zur
Targetzelllyse befdhigt sind. Durch RT-PCR wurde weiterhin
festgestellt, dass diese Zellen im Gegensatz zu den anderen
Subpopulationen CD8 exprimieren (Abb. 4). Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass Ig-negative Lymphozyten zytotoxische T-
Zellen enthalten (Fischer et al., 2003).

Abbildung 4

RT-PCR mit immunomagnetisch depletierten
Ig-negativen Lymphozyten

Monozyten, Granulozyten, B-Zellen und
Thrombozyten wurden immunomagnetisch mittels
populationsspezifischer mAk aus den Gesamt-PBL
allogen transplantierter Forellen entfernt. Die
verbleibenden Ig-negativen Lymphozyten wurden
mittels RT-PCR auf die Expression von
Immunglobulin (Ig; negativ), TCR (positiv) und
CDS8 (positiv) untersucht. Da alle kernhaltigen
Zellen MHC Klasse I exprimieren, ist auch bei
dieser Population die RT-PCR positiv.

3.2.2.1. CMC gegen virusinfizierte Zellen

Fir das Verstindnis der Pathogenese von Virusinfektionen sind
umfassende Kenntnisse zum Einfluss mdglichst vieler Komponenten des
Immunsystems erforderlich. Eine der wichtigsten Komponenten sind
hierbei zellvermittelte Immunreaktionen. CMC gegen virusinfizierte
Zellen ist bei Ginbunas (Somamoto et al., 2002) und bei Katzenwelsen
(Hogan et al., 1996) gezeigt worden. Unser Labor verfiigt iiber ein
System aus klonalen Forellen und MHC Klasse 1 kompatiblen
infizierbaren Targetzellen. Zur Generierung zytotoxisch aktiver Zellen
wurden klonale Forellen mit dem Virus der Viralen Hdmorrhagischen
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Septikdmie (VHSV) infiziert bzw. zur Untersuchung des Einflusses
einzelner viraler Proteine gegen distinkte Strukturproteine des VHSV
DNA-immunisiert (Abb. 6).

Tinte

A

<4——Makrophage(?)
mit N-Protein

\ N-Protein

/ exprimierende
Muskelzellen

Abbildung 6

Expression viraler Proteine an der Applikationsstelle nach DNA-
Immunsierung

Zur Markierung des Stichkanals wurde schwarze Tinte zusammen mit DNA,
kodierend flir das Nukleokapsidprotein N, appliziert. Immunhistochemie an
Paraffinschnitten: Blau = Gegenfarbung; Braun = VHSV-N-Protein

Aus diesen Fischen wurden PBL isoliert und in vifro zusammen mit
VHSYV infizierten Targetzellen inkubiert. Targetzelllyse wurde iiber die
Freisetzung von Laktatdehydrogenase (LDH) ermittelt (Abb. 7).

Effektorzellen Targetzellen Abbildung 7

CMC gegen virusinfizierte
Zellen - In vitro-Assay

Von  immunisierten  bzw.
infizierten  Forellen (1A)
wurden PBL als Effektorzellen

DNA-Immunisierung VHSV infizierte Zellkultur
bzw. VHSV-Infektion

1A 1B| isoliert (2) und zusammen mit

v r—a infizierten Zellen (1B)
Isoliering von Effektorzellen l kultiviert (3). Virusinfizierte
Targetzellen werden durch die

Jw‘ invito 3|  Effektorzellen lysiert  (4).
. CMC-Assay Dabei wird LDH freigesetzt,

v (LDH-Freisetzung) was durch eine  kolori-

9 m _ﬁﬁ}, metrische Substratreaktion

quantifiziert wird.
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Die hochsten Zytotoxizitdten konnten gemessen werden, wenn PBL von
immunisierten Forellen gegen VHSV-infizierte MHC Klasse I-
kompatible Targetzellen eingesetzt wurden. Geringere und verzdgerte
Zytotoxizitdten waren gegen VHSV-infizierte Targetzellen mit fremdem
MHC Klasse I zu verzeichnen. Das ldsst den Schluss zu, dass sowohl
spezifische (zytotoxische T-) als auch unspezifische zytotoxische (NK-)
Zellen an der Zytotoxizitét beteiligt sind. Nichtinfizierte Zellen wurden
niemals lysiert. Weiterhin wurden jahreszeitliche Unterschiede in der
zytotoxischen Aktivitdt gegen virusinfizierte Zellen festgestellt.

4. Ausblick

Wichtigstes umfassendes Ziel unserer Arbeitsgruppe bleiben
Untersuchungen zur Wechselwirkung des Immunsystems von Fischen
mit wirtschaftlich bedeutsamen Infektionserregern. Dabei miissen
sowohl  Erregereigenschaften als auch  Immunmechanismen
beriicksichtigt werden. Auf Seiten des Modellerregers VHSV
interessieren uns vor allem die immunogenen Proteine, auf Seiten des
Immunsystems in erster Linie zellvermittelte Immunreaktionen. Bisher
gibt es bei Fischen keine Mboglichkeiten, T-Zellen -eindeutig
darzustellen. Dafiir fehlen die entsprechenden Werkzeuge in Form von
Antikorpern, die populationsspezifische Marker erkennen. Fir die
zytotoxischen T-Zellen ist ein solcher populationsspezifischen Marker
das CD8-Molekiil, fir die T-Helferzellen ist es das CD4-Molekiil. Mit
Hilfe von spezifischen Antikdrpern gegen diese Molekiile lassen sich
Immunzellen in Subpopulationen auftrennen und separat analysieren.
Solche Molekiile sind nicht Marker schlechthin, sondern sie spielen
natiirlich auch eine wichtige Rolle bei der rezeptorvermittelten
Signaltransduktion zwischen Immunzellen. CD8 bzw. CD4 sind
beispielsweise wichtige Korezeptoren bei der Antigenprésentation iiber
MHC Klasse 1 bzw. MHC Klasse II. Somit lassen sich mittels
markerspezifischer Antikdrper sowohl die markertragenden Zellen
darstellen also auch Prozesse untersuchen, die von diesen Molekiilen
kontrolliert werden.

Fir einen Teil der uns interessierenden Molekiile stehen uns
veroffentlichte Nukleotidsequenzen zur Verfiigung. Dadurch lassen sich
fir diese Molekiile relativ leicht Expressionsstudien mittels RT-PCR
durchfiilhren.  Aullerdem  konnen mittels solcher  Sequenzen
rekombinante Protein generiert und entsprechende mAk hergestellt
werden. Fiir viele Molekiile sind jedoch nicht einmal die kodierenden
DNA-Sequenzen bekannt. Deswegen miissen homologe piscine
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Sequenzen zu vielen Sdugergenen erst noch kloniert werden. Eine
gewisse Sequenzhomologie bedeutet jedoch nicht zwangsldufig auch
eine funktionelle Homologie. Deshalb sind auf jeder Stufe der
Charakterisierung  solcher neuen Molekiile funktionelle Tests
unabdingbar.
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Zellulire Immunreaktionen der Regenbogenforelle
gegen bakterielle und virale Pathogene

B. Koéllner, S.M. Bergmann, G. Kotterba, K. Utke, A. Stachowski und
U. Fischer'

Friedrich-Loeffler-Institut, ~ Bundesforschungsinstitut  fiir ~ Tiergesundheit,
Boddenblick 5a, 17493 Greifswald — Insel Riems

In Fischfarmen treten Verluste durch bakterielle oder virale
Krankheitserreger insbesondere dann auf, wenn unterschiedliche
pathogene Mikroorganismen (Viren und Bakterien) zum gleichen
Zeitpunkt die Fische infizieren. Impfungen, die die humorale
Immunantwort stimulieren, sollen diese Risiken minimieren, was leider
nicht immer im gewiinschten MaBe gelingt. Wir haben deshalb
begonnen zu untersuchen, ob zellulire Immunreaktionen gegen
bakterielle und virale Infektionserreger bei Fischen eine wichtige Rolle
beim Schutz vor der Infektion spielen.

Die zelluldre Immunantwort der Regenbogenforelle wurde vergleichend
nach Immunisierung von Forellen mit inaktiviertem 4. salmonicida oder
einem  schwachvirulentem Stamm des Virus der Viralen
Hamorrhagischen Septikdmie (VHSV) zur Infektion mit hochvirulenten
Stdmmen beider Erregern untersucht.

Nach i.p. Immunisierung mit inaktiviertem A. salmonicida konnten eine
deutliche Stimulation der Milzleukozyten und einige Tage spiter der
PBL gemessen werden, die vor allem die B-Lymphozyten, Granulozyten
und Monozyten betraf. T-Zellen wurden offensichtlich nicht in dem
MaBe aktiviert. Im Gegensatz dazu reagierten CD8+ T-Zellen am
stirksten nach Stimulation mit VHSV und deutlich schwicher B-
Lymphozyten. Die Expression vom MHC I stieg stark an und resultierte
in einer MHC 1 restringierten Zytotoxizitdt gegen virusinfizierte Zellen.
Diese  spezifischen  Stimulation unterschiedlicher Leukozyten-
populationen nach bakterieller (4. salmonicida) bzw. viraler (VHSV)
Immunisierung spiegelt die Immunreaktionen wider, die den Schutz des
Organismus vor diesen pathogenen Mikroorganismen vermitteln.

Nach Infektion mit 4. salmonicida konnten in moribund getdteten
Fischen Monozyten und B-Lymphozyten kaum noch nachgewiesen
werden, wihrend nach VHSV Infektion der Anteil CD8+ T-Zellen sank
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und der Anteil an Granulozyten und Monozyten stark anstieg. Damit
sind in ungeschiitzten Fischen genau die Leukozytenpopulationen
betroffen, die nach Stimulierung mit den jeweiligen Antigenen aktiviert
werden.
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Untersuchungen zur Antigen-Présentation gegen Modell-
Antigene (4deromonas salmonicida, VHSV) bei der
Regenbogenforelle

Anja Stachowski, Katrin Utke, Uwe Fischer und Bernd Kollner

Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit, Insel
Riems

Krankheitserreger konnen sich intra- und extrazelluldr im Organismus
vermehren. Viren sind auf Komponenten der Wirtszelle angewiesen, um
sich zu replizieren; die meisten pathogenen Bakterien vermehren
extrazelluldr. Auf diese Unterschiede muss das adaptive Immunsystem
reagieren: virusinfizierte Zellen werden lysiert, um die Virusreplikation
zu unterbrechen, gegen bakterielle Antigene werden Antikorper
gebildet, um die Bakterien mittels verschiedener Mechanismen aus dem
Korper eliminieren zu kdnnen.

Die Weichen fiir eine addquate Immunantwort werden durch MHC-
Molekiilen gestellt, welche antigene Peptide présentieren: intrazelluldre
Antigene werden via MHC I-Molekiilen den CD8+-T-Zellen présentiert,
extrazelluldre Antigene werden durch Endozytose aufgenommen, in
Lysosomen zu Peptiden abgebaut und via MHC II-Molekiilen den
CD4+-T-Zellen prasentiert (Abb. 1).
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MHC I Molekiile werden
im ER durch Calnexin
stabilisiert, bis sich ein
Komplex aus MHC I und
B2m bildet.

Die Spaltung intrazelluldrer
gebildeter ~ Fremdproteine
erfolgte im  Zytoplasma
durch das Proteasom, einem
multikatalytischen Protease-
komplex. Die enstehenden
Peptide werden im ER nach
Bindung an den Peptid-
transporter TAP iiber das
TAP-assoziierte Tapasin in
die  Bindungsgrube des
MHC I geladen.

Der MHC I/B2mv/Peptid
Komplex, wird an die
Zelloberfliche transportiert
und den CD8+-T-Zellen
présentiert.

MHC II Molekiile werden
im ER durch die ,,invariant
chain, Ii“ stabilisiert, die
gleichzeitig die  Peptid-
bindungsgrube blockiert.

In sauren Endosomen wird Ii
durch Cathepsin bis auf das
,»CLIP“-Peptid  gespalten,
wodurch die Peptid-
bindungsstelle weiterhin
blockiert wird. Nach
Verschmelzung des Endo-
somen mit dem Phagolyso-
somen wird CLIP durch
Peptidbruchstiicke, die aus
Fremdproteinen abgespalten
werden, verdringt.

Der MHC II/Peptidkomplex
wird an die Zelloberfliche
transportiert und den CD4+-
T-Lymphozyten prisentiert.

Abbildung 1
Schema der Antigen-Prdsentation iiber MHC I- bzw. MHC II- Molekiile (aus Kuby, 2000)
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Die durch ihren Ko-Rezeptor charakterisieren T-Zell-Populationen sind
fir eine addquate Reaktion verantwortlich: CD8+ Lymphozyten
reagieren zytotoxisch gegen verdnderte bzw. infizierte korpereigene
Zellen, CD4+ Lymphozyten spezialisieren sich zu T-Helfer-Zellen und
aktivieren u.a. die B-Zellen zur Produktion von Ag-spezifischen
Antikdrpern. (Abb. 2).

MHCII CD4

\/

B-Zell-
aktivierung

Abbildung 2
MHC abhdngige Aktivierung von B- bzw. T-Lymphozyten (aus Kuby,
2000)

Ob diese bei Sdugern aufgeklarten Mechanismen bei den phylogenetisch
alteren Fische genauso ablaufen, wurde bei der Regenbogenforelle mit
Hilfe von zwei Modell-Antigenen, dem Virus der Viralen
Hamorrhagischen Septikdmie (VHSV) und dem fischpathogenen
Bakterium Aeromonas salmonicida mittels PCR, Durchflulzytometrie
und Westernblot untersucht. Dabei sollte der Einfluss der Modell-
Antigene auf die Expression der MHC-Molekiile, auch in Abhingigkeit
von der Temperatur, gezeigt werden.

Das VHS-Virus repliziert in Zytoplasma und wird via MHC I prisentiert
(Abb. 1). Um eine Verdnderung der MHC I-Expression auf Protein-
Ebene zu untersuchen, wurden RTG-2-Zellen mit VHSV infiziert. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Infektion wurden die Zellen geerntet
und im Westernblot mit Hilfe eines anti-Forellen MHC 1 spezifischen
monoklonalen Antikdrper H9 (mAk H9; Dijkstra et al., 2003) untersucht
und mit nicht infizierter RTG-2 Zellen verglichen (Abb. 3a).
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Um den Einfluss der Temperatur auf die Expression von MHC I zu
untersuchen, wurden RTG-2 Zellen bei 15°C bzw. 20°C kultiviert und
zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. Im Westernblot wurde mit
Hilfe des anti-Forellen MHC 1 spezifischen mAk H9 die
Gesamtproteinmenge an MHC 1 in den beiden Temperaturgruppen
verglichen (Abb. 3b).

nicht infiziert VHSYV infiziert 15°C kultiviert 20°C Kultiviert
PAGE-Gel,
Coomassie
gefirbt
8 16 24 32 40 48 8 16 24 32 40 48 8 16 24 32 40 48 8 16 24 32 40 48
Western

o=~ woew®®| .. |--—-—- --i-i-|

Abbildung 3

Einfluf3 einer Infektion mit VHSV (a) bzw. der Temperatur (b) auf die

Expression von MHC 1

3a) RTG 2-Zellen wurden bei 15°C kultiviert und mit VHSV Virus infiziert
(MOI 5). Zu unterschiedlichen Zeitpunkten p.i. wurden die Zellen geerntet
und je 2 x 10° Zellen in der PAGE aufgetrennt und auf Nitocellulose
geblottet.

3b) RTG 2-Zellen wurden bei 15°C bzw. bei 20°C kultiviert und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. Je 2 x 10° Zellen in der PAGE
aufgetrennt und auf Nitocellulose geblottet.

Die Blots wurden unter gleichen Bedingungen mit dem anti-Forellen-MHC 1
mAk H9 entwickelt.

Deutlich ist die starke Zunahme von MHC I sowohl in den infizierten RTG-2
Zellen im Vergleich zu den nichtinfizierten, als auch bei 20°C kultivierten RTG-
2-Zellen in Vergleich zu den bei 15°C kultivierten.
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In der Immunantwort gegen VHSV spielt nicht die Aktivierung von
zytotoxischen Zellen eine Rolle. Ganz entscheidend fiir eine Immunitét
gegen das Virus sind virusneutralisierende Antikdrper. Um die Reaktion
der adaptiven Immunantwort nach Présentation viraler Antigene via
MHC 1II zu untersuchen, wurden Forellen mit Plasmiden, die fiir das
VHSV G bzw. das VHSV N-Protein kodieren, immunisiert. 8 Tage nach
der dritten Immunisierung wurden die peripheren Blutleukozyten (PBL)
isoliert und der Anteil MHC II exprimierender Leukozyten mit Hilfe des
anti-Forellen =~ MHC 11  spezifischen mAk 1E7  mittels
Durchflulzytometrie bestimmt (Abb. 4).
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% MHCII+ PBL
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0,0

unstim. leeres Plasmid G Plasmid N
Plasmid

Abbildung 4
Anteil MHC Il exprimierender PBL nach Immunisierung mit
verschiedenen Plasmiden

Nach Immunisierung mit verschiedenen Plasmiden waren zwischen 38% und
44% der PBL MHC Klasse II positiv.

Als zweites Modellantigen wurde 4. salmonicida verwendet, das als
extrazelluldres Antigen nur dann eine addquate Immunantwort induziert,
wenn es Udber MHC II présentiert wird. Dazu wurden
Regenbogenforellen mit 2 x 10° inaktivierten 4. salmonicida Partikeln
immunisiert und 2h, 4h, 8h, 24h, 36h und 48 h p.i. der Anteil der MHC
IT positiven PBL mittels Durchflulzytometrie bestimmt (Abb. 5).
Zudem wurde die MHC II Menge auf mRNA-Ebene mittels real-time
RT-PCR untersucht (Abb. 5).
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Abbildung 5

Expression von MHC Il in PBL nach Immunisierung mit inaktivierten A.

salmonicida

Forellen wurden mit 2 x 10% formalininaktivierten A. salmonicida Partikel i.v.

immunisiert. 2h bis 48 h p.i. wurden die PBL isoliert

5a) mit einem anti-Forellen MHC 1I spezifischen mAk der Anteil MHC 1I +
PBL mittels Durchflulzytometrie gemessen

5b) nach Priparation der RNA aus jeweils 2 x 10° PBL wurde die Expression
von MHC II kodierender mRNA mittels real-time RT-PCR bestimmt

Sowohl die MHC 1I kodierende mRNA als auch der der Anteil der MHC 11

exprimierenden PBL stieg innerhalb von 36 Stunden nach Immunisierung stark
an.
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Dieser Anstieg resultiert vor allem aus dem Anstieg der Monozyten im
Blut, B-Lymphozyten erscheinen erst zu einem spiteren Zeitpunkt im
Blut (Abb. 6).

50
40 1
3
> 30
=
o
= 20
S &
10 7
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T LI
1 3 5 7 9 11 14 16 18 22 26
d.p.i.
50
g
Q
=
N
)
)
g
>
I
m
X
O rrrrrrrrrrrrrrrrrrrd
1 3 5 7 9 11 14 16 18 22 26
d.p.i.
Abbildung 6

Kinetik von Monozyten und B-Lymphozyten nach Immunisierung vor
Regenbogenforellen mit A. salmonicida (aus Kollner und Kotterba, Fish
Shellfish Immunol., 2002)

Monozyten reagieren sehr schnell auf das Antigen, zum einen mit einem starken
Anstieg im Blut und zum anderen mit einer Aktivierung (nicht gezeigt).
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Mit diesen beiden Modell-Antigenen konnte gezeigt werden, dass die
Antigen-Présentation bei der Regenbogenforelle &dhnlich wie beim
Sauger realisiert wird: Nach viraler Infektion ist die Expression von
MHC I, nach Stimulierung mit einem bakteriellen Antigen die
Expression von MHC II erhoht. Der Unterschied zwischen Forelle und
Sauger liegt in der Temperaturabhidngigkeit der Expression dieser
Présentationsmolekiile. Damit riickt die Frage in den Mittelpunkt, ob
unzureichender Schutz nach Vakzinationen nicht auf mangelnder
Aktivierung des Immunsystems durch supprimierte Antigenprasentation
beruhen kann.
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Auswirkungen einer singuliren, oralen Endotoxinapplikation
auf die Intestinalmucosa unter besonderer Beriicksichtigung
der sezernierten Muzine
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Zusammenfassung

Die Mukusschicht im Darm des Karpfen iibernimmt die Rolle eines
Biofilms, welcher das Epithel schiitzt sowie verschiedene Noxen binden
kann. Im Rahmen der vorgenommenen Untersuchung wurde die
Reaktion der intestinalen Mukusschicht auf eine singuldre, perorale
Endotoxinapplikation untersucht. Als Endotoxin fand das in der
Zellwand von gram-negativen Bakterien befindliche Lipopolysaccharid
(LPS; hier von E. coli O55:B5) Anwendung. Es wurden 60 Karpfen
derselben genetischen Linie und desselben Alters fiir die Untersuchung
eingesetzt. Dabei wurde zunédchst der physiologische, darauf der
pathologische Zustand der Muzine erfasst. An den Tagen 1, 2, 3, 5 und 8
nach peroraler LPS-Applikation fand die Separation des Mukus mit
Isolationsmedien aus dem Darm statt, wihrend gleichzeitig
Darmabschnitte fiir die Histologie entnommen wurden.

Nach dieser LPS-Applikation énderte sich die Qualitdt und Quantitét der
auftretenden Muzine. Am Tag eins post applikationem kam es zundchst
zu einer Entleerung der Becherzellen. Es zeigte sich, dass die luminale
Gesamt-Mukusmenge in der Folge am Tag zwei und drei post
applicationem deutlich abnahm und parallel dazu eine quantitative
Zunahme bei den epithelialen/zelluliren Muzinen - vor allem bei den
Muzinen mit kleinerer Molekiilmasse - auftrat. Diese Neusynthese von
Muzinen fand vor allem am Tag drei sowie fiinf post applicationem
statt.
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Ebenso war eine Anderung im terminalen Glykolysierungsmuster der
jeweiligen Muzine zu erkennen, welcher mit Hilfe eines Lektin-
bindenden Nachweisverfahrens (Lektin-ELISA) ermittelt wurde. So
stieg der Anteil von Sialinsdure und -Galaktose im epithelialen Muzin-
Molekiil vor allem an denTagen zwei und drei post applikationem
deutlich an, der Mannose-Anteil hingegen nahm am Tag drei
betréchtlich ab.

Die Daten dieser Studie zeigen, dass eine singuldre LPS-Applikation
quantitative sowie qualitative Auswirkungen auf die Intestinalmucosa
des Karpfen hat und ihre Funktion moduliert, wobei die Beseitigung der
Noxe im Vordergrund zu stehen scheint.

Summary

The intestinal mucus layer of carp forms a biofilm that protects the
epithelium is able to bind harmful agents. The present study aimed to
define the reaction of the intestinal mucosa to a single peroral
application of endotoxin (LPS, Lipopolysaccharid) from E. coli
(O55:B5) with special reference to secreted mucins. The used LPS is a
component of the cell wall of gram-negative bacteria. For this study
sixty carp of the same genetic strain and same age were used, in which
the physiological and after that LPS application the pathological status
of the mucins were examined. Gut samples were taken on days 1, 2, 3, 5
and 8 after application of LPS and mucins were separated by means of
an isolation medium. Samples for histological studies were also taken.
After application of LPS the qualitiy and quantity of intestinal mucus
changed. First of all the mucous cells lost a large part of their mucus
contents by secretion on day one after application. On days two and
three post application the whole luminal mucus was reduced while the
mucus in the cells — above all mucins with a small molecular mass - was
increased. This indicated a new synthesis of epithelial mucus molecules,
which started on day three and durated up to day five after application.
Furthermore, a change in the pattern of terminal glycolisation of the
mucins themselves - examined with a lectin-binding test method
(Lectin-ELISA) — was dicernible. Sialinic-acid and [-galactose as
relative specific monosaccharides of mucins were increased on day two
and three after application in the epithelial mucin molecul. Mannose on
the other hand was decreased on day three after application.

The data of this study show that a single peroral application of LPS is
able to change the intestinal mucus layer of carp. This modulation seems
to aim at removing of harmful agens.
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Einleitung

Der Verdauungstrakt steht wie die &uflere Haut permanent mit der
Auflenwelt in Kontakt und ist stindig Antigenen und Noxen ausgesetzt.
Dabei iibernehmen die Muzine die Aufgabe eines Biofilms, welcher das
darunterliegende Epithel schiitzt sowie verschiedene Noxen binden und
eliminieren kann (ENNS, 1996).

Inwiefern sich jedoch eine singulire, perorale Endotoxinapplikation auf
die Becherzellen sowie auf die Produktion von Muzinen sowie deren
Morphologie auswirkt, ist bis jetzt beim Fisch / poikilothermen Tier
nicht abgeklart worden. Fast ausschlieBlich beim Warmbliiter gibt es
entsprechende Untersuchungen. So konnte nach singuldrer, peroraler
LPS-Applikation bei Mausen eine Muzinsynthesesteigerung sowie eine
Anderung in deren Zusammensetzung beobachtet werden (URLAUB,
1998).

Muzine sind Glykoproteine, die zum iiberwiegenden Teil aus
Kohlenhydraten bestehen. Ihr Proteinanteil findet sich in Form des
Kernproteins wieder, an den die Kohlenhydratseitenketten gebunden
sind (NEUTRA, M.R.,, u. JF. FORSTNER, 1987). Dieses
Muzinmonomer weist somit — wenn man den molekularen Aufbau
modellhaft beschreibt — die Form einer Flaschenbiirste auf mit zentralem
Kernprotein und in den Raum ragenden Kohlenhydratketten.

Auf einen Reiz hin werden die in Form von Granula befindlichen
Muzine in der Becherzelle mit Hilfe der Exozytose aus der Zelle
ausgeschleust. Dabei verschmilzt die Membran der Vesikel mit der
Membran der Zelle und der Inhalt kann ausgeschleust werden
(BRECKENRIDGE u. ALMERS, 1987).

Da es sich bei der Schleimhaut u.a. um ein lokales Abwehrsystem sowie
eine phylogenetisch alte Einrichtung handelt, sollte im Rahmen dieser
Arbeit untersucht werden, ob und wie sich die Muzine bei Fischen nach
einer singuldren, peroralen Endotoxinapplikation verhalten.

Material und Methoden

Verwendet wurden 60 Karpfen (Cyprinus carpio), die unter denselben
Bedingungen gehalten wurden. Sie wiesen dieselbe Grofle sowie
Alterstufe auf und entstammten derselben genetischen Linie. Zehn Tiere
wurden zur Ermittlung des physiologischen Status bendtigt, 50 zur
Bestimmung der Pathologie nach LPS-Applikation an unterschiedlichen
Versuchstagen (LPS von E. coli O55:B5). Die Muzine wurden 24h, 48h,
72h, 120h sowie 168 h nach der Zugabe des LPS separiert. Als
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Kontrolle wurde insgesamt acht Tieren Phosphatpuffer appliziert, von
dem keine Reaktion seitens des Darmes zu erwarten war.

Die Muzine wurden mit Hilfe von Isolationsmedien durch mehrere
Schritte und unter zu Hilfenahme von Zentrifugen sowie eines
Ultraschallstabes vom frisch entnommenen Darm getrennt und
aufgearbeitet. Dabei erfolgte eine Separation in luminale sowie
epitheliale Mukusanteile (GROSSESIESTRUP, 1991). Als nichster
Schritt erfolgte eine gelchromatographische Auftrennung der Muzine
nach  MolekiilgroBe durch eine Sepharose-Gel-5B-Sdule  mit
angeschlossenem Fraktionssammler. Die verwendete Sdule wurde mit
Hilfe von Eichsubstanzen bekannter Molekiilgroe zuvor geeicht, um
eine spitere Groflenzuordnung der separierten Muzine zu ermdglichen.
Die erhaltenen Muzinfraktionen wurden zur Bestimmung ihres Gesamt-
Kohlenhydrat- sowie Gesamt-Proteinanteils mit Hilfe der PAS- (Period-
Schiff-) und Bradford-Reaktion geférbt sowie photometrisch untersucht.
AnschlieBend wurden gepoolte Proben in einem Lektin-bindenden
Nachweisverfahren (Lektin-ELISA) zur Erfassung des
Glykolisierungsmusters verwendet (ENNS, 1996).

Parallel zur Durchfiihrung der Muzinanalyse wurden Abschnitte des
Darmes fiir die Anfertigung einer Histologie entnommen und in Parafin
fixiert. Es wurden Ubersichtsfirbungen (Hématoxilin-Eosin), Firbungen
zum Nachweis von Glykokonjugaten (PAS, AB-PAS, AB-1, AB-2,5)
sowie Kohlenhydratnachweise in Form von Lektin-Farbungen
durchgefiihrt.

Ergebnisse und Diskussion

Zunéchst wurde die Muzinanalyse im physiologischen Zustand erfasst,
um fir die anschlieBende pathologische Untersuchung nach LPS-
Applikation einen Vergleich zu erhalten. Nach Gelfiltration auf
Sepharose® CL-4B wurden die Muzin-enthaltenden Fraktionen mit
Hilfe der PAS- sowie Bradfordfiarbung ermittelt. Abbildung 1 zeigt die
so erhaltenen Elutionsprofile der externen und internen Muzine im
physiologischen Zustand. Dargestellt ist jeweils der ermittelte
arithmetische Mittelwert von insgesamt zehn Tieren. Die Abszisse stellt
die Fraktionsnummer in aufsteigender Reihenfolge dar, die Ordinate
zeigt die photometrisch bestimmte Extinktion gemessen in Einheiten der
optischen Dichte bezogen auf ein Gramm Darmvollgewicht. Zwecks der
besseren Darstellung wurden die einzelnen Messpunkte miteinander
verbunden und es blieb unberiicksichtigt, dass es sich um eine
diskontinuierliche Messreihe handelt.
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Vergleichend dargestellt ist der Kohlenhydrat- sowie Proteinanteil. Zu
erkennen sind jeweils zwei Peaks mit einem dazwischen befindlichen
Schulterbereich S. Beide Kurven verlaufen analog. So umfasst Peak I
die Fraktionen 7-10. Der Kohlenhydratanteil ist hier groBer als der
Proteinanteil. Im Schulterbereich S (Fraktion 11-14) verlaufen die
Kurven bis auf eine Ausnahme fast auf ihren Ausgangspunkt zuriick, um
schlieBlich den nichsten Peak (IT) mit dem Maximum in Fraktion 20/21
zu bilden. Hier ist sowohl bei den luminalen sowie epithelialen Muzinen
der Proteinanteil wesentlich grofer als der entsprechende
Kohlenhydratanteil. Der epitheliale zweite Peak ist nur geringgradig
ausgepragt.

Luminale Muzine / Physiologie Epitheliale Muzine / Physiologie
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Abbildung 1

Elutionsprofile der luminalen/epithelialen Muzine im physiologischen
Zustand

Peak I stellt die ausgereiften, hochmolekularen Muzin-Fraktionen dar.
Aufgrund der zuvor erstellten Eichung der Chromatographiesdule ist es
moglich, diesem eine GroBe von mehr als 2.000 kDa zu zuordnen. Er
stellt die Muzine dar, welche auftreten, wenn ein kontinuierlicher
physiologischer Status (Synthese, Stapelung in Granula und Sekretion)
ohne Noxe vorliegt. Es sind zudem die Monomer-Molekiile, die durch
Polymerisierung den eigentlichen Biofilm bilden und somit die Rolle
des Schutzmechanismus gegen Noxen iibernehmen.

Peak II bildet die Muzine, welche eine geringere MolekiilgroBe
aufweisen. Sie liegt in der Fraktion 18 bzw. 19 bei 660 bzw. 450 kDa.
Betrachtet man die luminalen Elutionsprofile, so ldsst sich die
Entstehung dieser Molekiile vor allem durch bakterielle Zersetzung
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erkldren. Dabei degradieren bakterielle Exoenzyme die Molekiile, indem
vor allem der Proteinanteil, aber auch der Kohlenhydratanteil zersetzt
wird.

Epitheliale Muzine mit kleiner Molekiilmasse entstehen durch
Neusynthese. Zundchst wird im Rahmen der Proteinbiosynthese das
Kernprotein gebildet. AnschlieBend werden die Kohlenhydratketten an
den Molekiilrohling synthetisiert. Im physiologischen Zustand, der
durch eine kontinuierliche Sekretion gekennzeichnet ist, ist keine
vermehrte Synthese der Muzine festzustellen. So fehlt bei der PAS-
Reaktion (Kohlenhydratnachweis) ein ausgeprigter Peak II. Der
Schulterbereich S stellt jeweils den Ubergang zwischen den Peak I und
II dar.

Luminale Muzine / Tag 2 p. appl. Luminale Muzine / Tag 3 p. appl.
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Abbildung 2
Ausgewdhlte Elutionsprofile der Iluminalen Muzine nach LPS-
Applikation (PAS-Reaktion)

Ebenso wie bei der Erfassung der Muzine im physiologischen Zustand
wurden nach Applikation von LPS die muzinhaltigen Fraktionen mit
Hilfe der PAS- sowie Bradford-Férbung ermittelt. Es entstanden
entsprechend Elutionsprofile fiir die einzelnen Versuchstage. Abbildung
2 zeigt ausgewdhlte Profile der Iluminalen Muzine nach
Kohlenhydratfairbung (PAS-Reaktion) in Form von Kkartesischen
Koordinatensystemen. Der Graph wird jeweils durch den ermittelten
arithmetischen Mittelwert von insgesamt acht Elutionsprofilen von acht
Tieren je Versuchstag gebildet. Gleichzeitig ist in jedem
Koordinatensystem die Kurve des physiologischen Zustandes
vergleichend dargestellt.

Die Abszisse stellt die Fraktionsnummer in aufsteigender Reihenfolge
dar, die Ordinate zeigt die photometrisch bestimmte Extinktion
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gemessen in Einheiten der optischen Dichte pro Milligramm
Darmvollgewicht. Zwecks der besseren Darstellung wurden auch hier
die einzelnen Messpunkte miteinander verbunden und es blieb
unberticksichtigt, dass es sich um eine diskontinuierliche Messreihe
handelt.

Es wird deutlich, dass es auf den gegebenen LPS-Stimulus hin zu einer
Anderung der Elutionsprofile der Muzine im Darmlumen kommt. Diese
Verdnderungen werden vor allem dann deutlich, wenn man die zuvor
zugrunde gelegte Einteilung in die beiden Peak sowie den
Schulterbereich S verwendet, die auch hier wiederzufinden sind. So sind
die deutlichsten Verdnderungen im Gesamtkohlenhydratgehalt an den
Versuchstagen zwei und drei post applicationem zu verzeichnen.
Betrachtet man zundchst Versuchstag zwei, wird deutlich, dass der
Kohlenhydratanteil geringer ist als im physiologischen Zustand. Dieser
Trend des reduzierten Gesamtgehaltes zieht sich bis zum Versuchstag
drei fort.

An Tag zwei sind die Peaks I und II deutlich kleiner als es im
physiologischen Zustand der Fall ist. Sie sind signifikant unterschiedlich
zu Peak I und II in der Physiologie (p<0,05). Die Kurve verlduft hier
sichtlich flacher. Wiahrend dieser Zeit ist das Epithel weniger geschiitzt
als im physiologischen Zustand. So konnen eindringende Noxen das
Darmepithel leichter erreichen und in der Folge stiarker schiadigen. Die
Funktion des Biofilms ist in dieser Versuchszeit reduziert. Im weiteren
Verlauf des Versuches zeigte sich, dass der physiologische Zustand erst
am achten Tag nach der LPS-Applikation nahezu wieder erreicht wird.
Zu diesem Zeitpunkt verlaufen die Kurven der Elutionsprofile fast
deckungsgleich.

Betrachtet man nun vergleichend die Elutionsprofile der epithelialen
Muzine, so ist eine Zunahme der Gesamt-Muzinmenge zu erkennen.
Diese Zunahme betrifft vor allen Dingen die Fraktionen mit enthaltenen
kleineren Molekiilen.
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Abbildung 3
Ausgewdhlte Elutionsprofile der epithelialen Muzine nach LPS-
Applikation (PAS-Reaktion)

Abbildung 3 zeigt die Elutionsprofile der internen Muzine nach der
Kohlenhydratfarbung (PAS-Reaktion) in Form von Kkartesisichen
Koordinatensystemen. Grundlage der Graphen bildet jeweils der
ermittelte arithmetische Mittelwert von insgesamt acht Tieren je
Versuchstag. Gleichzeitig wurde in jedes Koordinatensystem die Kurve
des physiologischen Zustandes mit in die Abbildung eingefiigt.

Die Abszisse stellt die Fraktionsnummer in aufsteigender Reihenfolge
dar, die Ordinate zeigt die photometrisch bestimmte Extinktion
gemessen in FEinheiten der optischen Dichte. Zwecks der besseren
Darstellung wurden auch hier die einzelnen Messpunkte miteinander
verbunden und es blieb somit unberiicksichtigt, dass es sich um eine
diskontinuierliche Messreihe handelt.

Qualitative Verdanderungen der internen Muzinmenge -bestimmt anhand
der PAS-Reaktion- sind vor allem dann zu erkennen, wenn man die
mehrfach zugrunde gelegte Einteilung in die zwei Peaks und den
Schulterbereich S verwendet. Vor allem an den Tagen drei und finf post
applikationem wird diese Anderung deutlich. So ist der Peak I groBer als
im physiologischen Zustand: Es ist eine Zunahme zu erkennen, welcher
signifikant unterschiedlich (p<0,05) ist. Schulterbereich S und Peak II
weisen ebenfalls eine signifikante (p<0,05) Zunahme auf.

Auf den LPS-Stimulus hin kommt es weiterhin an den aufgezeigten
Versuchstagen zu einer Zunahme der Kohlenhydratmenge bei den
kleineren Fraktionen, die am Tag drei post applicationem einsetzt. Hier
entsteht ein weiterer Peak in den Fraktionen 29 bis 40. Die Grof3e dieser
Molekiile liegt deutlich unter 450 kDa, jedoch iiber 30 kDa, da bei der
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Aufbereitung der Proben eine Membran mit einem Aufschlu3 von 30
kDa verwendet wurde. In der Folge verschiebt sich dieser genannte neue
Peak am Tag fiinf etwa in die Fraktionen 19-25, also in die Eluate mit
enthaltenen groBeren Molekiilen von um die 450 kDa. Auch hier ist der
neugebildete Peak signifikant unterschiedlich (p<0,05) zu dem der
Physiologie.

Man kann also insgesamt von einer Neusynthese von Muzinen im
untersuchten Versuchszeitraum sprechen.

Ein gesetzter singuldrer LPS-Stimulus dndert auch bei den epithelialen
Muzinen die auftretenden Muzin-Molekiille. Am Tag acht post
applikationem (hier nicht dargestellt) hat sich die Muzin-Verteilung
nahezu dem physiologischen Zustand wieder angeglichen.

Lektin-ELISA / Interne Muzine Lektin-ELISA / Interne Muzine
SNA (Sialinséure) 0,45 RCA (Galactose)
1 0,4
_ 035
5 08 E 03
[=)
=06 E 0,25
5 £ 02
=z £
£ 04 £ 0,15
= [}
d 0,2 0.1
” 0,05
0 0
Physiologie Tag 2 Tag 3 Tag 5 Physiologic Tag 2 Tag 3 Tag 5
Lektin-ELISA / Interne Muzine
0,6 Con A (Mannose)
0,5
2 04
T
203
3
£
% 0.2
w
0,1
0
Physiologie Tag 2 Tag 3 Tag 5
Abbildung 4

Anderung des Glykolisierungsmusters der internen Muzine an
ausgewdhlten Versuchstagen

Betrachtet man nun parallel dazu die die terminale Glykosilierung der
internen  Muzinmolekiile an den oben Dbereits aufgezeigten
Versuchstagen, so sind auch hier Verdnderungen zu sehen. Abbildung 4
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zeigt in der Ubersicht die Summe der gemessenen Extinktionen der
untersuchten  Fraktionen 7-22 in Form eines Kkartesischen
Koordinatensystems, wobei drei verwendete Lektine dargestellt sind,
welche relativ  spezifisch jeweils ein spezielles Kohlenhydrat
nachweisen. Die Abszisse stellt den untersuchten Versuchstag dar. Die
Ordinate zeigt die Summe der gemessenen Extinktionen in den
gepoolten Fraktionen in den Einheiten der optischen Dichte bezogen auf
ein Gramm Darmvollgewicht.

Es wird deutlich, dass der Sialinsdureanteil als ein spezifisches Molekiil
fiir Muzine am Tag zwei post applikationem um mehr als das Vierfache
zunimmt, um am Tag drei auf das sechsfache zu steigen. Am Tag finf
ist ein Wert nahe des physiologischen zu erkennen. Ahnlich verhilt es
sich mit dem B-Galaktose-Anteil. Dieser steigt ebenso am Tag drei post
applikationem um das Doppelte an, um an den darauffolgenden Tagen
unter das physiologische Niveau zu fallen. Der Mannoseanteil erfahrt
eine starke Verdnderung ebenso an Tag drei p. appl., an dem er auf etwa
die Halfte des physiologischen Wertes fillt. Es ldsst sich hieraus
ableiten, dass bei der Muzinsynthese an den unterschiedlichen
Synthesezeitpunkten verschiedene Kohlenhydrate an das Muzinmolekiil
gebunden werden. Parallel dazu (hier nicht dargestellt) nehmen an den
unterschiedlichen Versuchstagen die Anteile der Kohlenhydrate der
externen Muzine unterschiedlich stark zu bzw. ab. Diese Verschiebung
ist mit unterschiedlicher bakterieller Zersetzung der Molekiile sowie mit
einer vorzeitigen Exozytose unreifer Muzine zu erkléren. Diese bewirkt
mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit aufgrund des
entsprechenden Kohlenhydratmusters eine vermehrte Bindung von vor
allem bakteriellen Noxen und somit Unschéddlichmachung derselbigen.
Histologisch lassen sich deutlich weniger Verdanderungen darstellen als
bei Betrachtung der gel-chromatographischen Daten. Es zeigen sich
neben der Entleerung der Becherzellen nach gesetztem LPS-Stimulus an
Tag eins post applicationem bei den Glykokonjugat-Farbungen keine
sichtbaren Verdnderungen. Auch bei der Darstellung der Kohlenhydrate
mittels Lektin-Firbung sind kaum Anderungen in der Firbung zu
erkennen. Lediglich bei den mittels Lektin-ELISA gemessenen Peak,
also an den Tagen mit deutlich verdndertem Extinktionswert sind auch
histologisch diese Tendenzen in geringgradigem Umfang zu erkennen.
Diese sind jedoch bei weitem nicht so ausgeprdgt wie bei der
Betrachtung der biochemischen Analyse. Somit eignet sich die
Histologie nur in geringem Umfang zur Darstellung der Prozesse im
Rahmen einer singuléren Endotoxinapplikation mit LPS.
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Schlussbetrachtung

Insgesamt ldsst sich festhalten, dass ein singuldrer, peroraler LPS-
Stimulus die Muzin-Quantitdt sowie Zusammensetzung verdndert.
Zunéchst entleeren sich die Becherzellen auf den LPS-Stimulus hin.
Dieses hat einen ,abspiilenden Effekt“ zur Folge, welcher als erste
Reaktion der Schleimhaut auf die Noxe gewertet werden kann. In der
Folge kommt es zu einer Reduzierung des Gesamt-Mukus im
Darmlumen vor allem an Tag zwei post applikationem. Gleichzeitig
stimuliert die LPS-Gabe eine Neusynthese von Muzinen, die vor allem
an Tag drei sowie finf post applikationem zu erkennen ist.

An Tag zwei post applikationem ist also das Epithel des Darmes
weniger geschiitzt und der Biofilm der Muzine kann seiner
protektierenden Wirkung nicht im adidquaten MaBe nachkommen.
Wiirde innerhalb dieser Zeit eine weitere Noxe einwirken, wire zu
erwarten, dass die Schidigung stirker ausfillt als wenn nur eine
singulire einwirkt. Diese Fragestellung im Rahmen weiterer
Untersuchungen zu kliren, wéire Thema weiterer Untersuchungen.
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Iridophorom in einer freilebenden Asche
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Zusammenfassung

Im April 2001 wurde in einem kleinen subalpinen Fluss im Schweizer
Mittelland (Saane) eine Asche (Thymallus thymallus) tot gefunden. An
der rechten Korperseite war ein weisser, iiber die Korperoberfliche
erhabener, gut begrenzter Knoten von ca. 6x4 cm Durchmesser zu
sehen. Die Oberflache des Knotens war teilweise ulzeriert. Histologisch
zeigte sich im Bereich der Verdnderung eine fokal massiv verbreiterte
Pigmentzellschicht. Der Knoten bestand aus dicht gepackten,
fusiformen, neoplastischen Zellen mit wenig fibrovaskulirem Stroma.
Im Zytoplasma der Tumorzellen befanden sich oliv-griine, kristalline,
doppelt lichtbrechende Strukturen. Basierend auf den makroskopischen
und histologischen Befunden wurde ein Iridophorom (Pigmentzelltumor,
Chromatophorom) diagnostiziert. Als mogliche Ursachen werden
genetische oder altersbedingte Ursachen, Umweltverschmutzung mit
kanzerogenen Stoffen oder onkogene Viren diskutiert. Bisher wurde
kein weiterer Fall eines Chromatophoroms in freilebenden Aschen des
hier untersuchten Flusses gefunden, so dass es sich wahrscheinlich um
einen spontan entwickelten Tumor handelt. Tumoren in freilebenden
Fischen sind selten. In Aschen wurde bisher kein Iridophorom
beschrieben.

Einleitung

In Fischen, Amphibien und Reptilien sind Farben der Haut abhéngig von
verschiedenen Pigmentzellen, Chomatophoren, die sich im Stratum
spongiosum der Dermis, in der Hypodermis oder in beiden Schichten
befinden (Fujii, 1993). Die Klassifizierung der Pigmentzellen basiert auf
der Farbe des in der Zelle enthaltenen Pigmentes. Zusétzlich erfolgt eine
Klassifizierung in dendritische und nicht dendritische Zelltypen. Zu den
dendritischen Chromatophoren zdhlen Melanophoren, Erythrophoren,
Xanthophoren und Leukophoren, wéhrend Iridophoren den nicht-
dendritischen Zelltypen zugerechnet werden. Iridophoren haben meist
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eine ovale bis polygonale Form, konnen aber auch dendritische
Fortsédtze entwickeln (Elliot, 2000). Dieser Zelltyp ist verantwortlich fiir
die silbrige bis blaue Farbe der Haut. Die Zellen enthalten grosse
kristalline Pléttchen, die v.a. aus Guanin und Purinen bestehen (Fujii,
1993).

Dermale Chromatophorome sind Tumore, die sich aus dermalen
Pigmentzellen in Fischen, Amphibien oder Reptilien entwickeln
(Masahito, 1989). Die Klassifizierung basiert primiar auf der
Identifikation von spezifischen Pigmentorganellen (Okihiro, 1988,
Baumann and Okihiro, 2000). Melanome enthalten Melonosomen, die
sich sowohl makroskopisch wie auch histologisch braun bis schwarz
darstellen. Die Pigmente der Xanthophorome und Erythrophorome
lassen sich histologisch mit Routinefarbungen nicht darstellen (Elliott,
2000). Iridophorome zeigen histologisch ein oliv-griines granulédres bis
nadelféormiges Pigment, welches im polarisierten Licht doppelt-
lichtbrechend ist.

Im April 2001 wurde in der Saane, ein Fluss im subalpinen Raum
nordlich der Schweizer Alpen, eine Asche tot gefunden und ins Zentrum
fiir Fisch- und Wildtiermedizin zur Untersuchung gebracht. Neben einer
stabilen Bachforellenpopulation kommen auch Aschen in der Saane vor.
In der Region befinden sich v.a. Landwirtschaftsbetriebe und kleine
Siedlungsgebiete. Insgesamt leiten drei Kldranlagen geklartes Abwasser
in die Saane ein.

Material und Methoden

Bei der eingesandten Asche handelte sich um ein weibliches, adultes
Tier von 55 cm Lénge. Der Fisch wurde seziert, der dussere Habitus und
die inneren Organe makroskopisch beurteilt. Bei der makroskopischen
Untersuchung fiel eine weissliche, ovale Masse an der rechten
Korperseite auf. Gewebeproben dieser Masse wurden in Bouin Losung
fixiert, nach 24 h fiir Histologie weiter verarbeitet und mit Himatoxylin
und Eosin (HE) und van Gieson (VG) gefarbt.

Ergebnisse

An der rechten Korperseite kranial der Riickenflosse befand sich eine
weissliche, ovale Masse, 6x4 cm (Abb. la). Die Masse war gut
demarkiert und iiber die Oberfliche erhaben. Die dariiber liegende
Epidermis war multifokal ulzeriert. Im Querschnitt zeigte sich eine
solide Konsistenz und eine weissliche Farbe (Abb. 1b). Bei der
Untersuchung der inneren Organe wurden keine weiteren
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pathologischen Verdnderungen wie Organverfirbungen oder Knoten
gefunden. Die Todesursache blieb unklar.

v

Abbildung 1

a) Tumormasse auf der rechten Korperseite einer adulten Asche, kranial
der Riickenflosse;

b) Querschnitt durch den Tumor (Schnittfldche mit Pfeil markiert)

Histologisch  zeigte sich, dass die Masse aus Zellen der
Pimentzellschicht entstanden ist. Diese Schicht hat sich in der
Umgebung des Tumors graduell verbreitert und ist dann in die
Tumormasse iibergegangen (Abb. 2a). Der Tumor war teilweise mit
einer diinnen Bindegewebsschicht gut gegen das umliegende Gewebe
abgegrenzt (Abb. 2b). Teilweise infiltrierten die Tumorzellen jedoch ins
umgebende Gewebe (Abb. 2¢). Der Tumor bestand aus fusiformen
Zellen, die in Biindeln und Stringen angeordnet waren (Abb. 3). Die
Zellen hatten missig viel Zytoplasma und ovale Kerne mit ein bis zwei
Nukleoli. Im Zytoplasma waren oliv-griine kristalline Strukturen zu
sehen. Diese kristallinen Strukturen waren doppelt lichtbrechend.
Mitosen waren nicht vorhanden. Die VG Fiarbung hat die Tumorzellen
nicht speziell angefarbt. Ausgehend von diesen Befunden wurde ein
Iridophorom diagnostiziert.
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Abbildung 2

a) graduelle Verbreiterung der Pigmentzellschicht (P) und Ubergang in
die Tumormasse (T). Epidermis (E) ulzeriert. (S) = Schuppe, (D) =
Dermis, (H) = Hypodermis;, b) Tumormasse teilweise gut demarkiert
und mit einer diinnen Bindegewebsschicht abgekapselt;, c) teilweise
infiltrieren Tumorzellen ins umgebende Gewebe

Abbildung 3
Anordnung der Tumorzellen in Stringen, Zytoplasma angefiillt mit oliv-
griinen nadelformigen Pigmenten

An der Oberfldche des Tumors war die Epidermis stark ulzeriert (Abb.
2a) und in diesen Stellen waren einige Pilzhyphen, die morphologisch
Saprolegnia sp. entsprachen, sichtbar. Bei dieser Pilzinfektion handelt es
sich vermutlich um eine Sekundérinfektion auf der Hautulzeration. In
der Umgebung des Tumors befand sich ein hochgradiges Odem in der
Dermis und Hypodermis (Abb. 2a), welches in Verbindung mit der
Saprolegnia-Infektion stehen kann.
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Diskussion

Generell kommen Chromatophorome bei Fischen hdufig vor. Sowohl in
Siiss- als auch Meerwasserfischen wurde ein epizootisches Auftreten
beschrieben (Baumann and Okihiro, 2000). Unterschiede bestehen aber
in der Haiufigkeit der Chromatophorom-Typen. Im Gegensatz zu
Melanomen und Erythrophoromen sind Iridophorome selten (Masahito
et al, 1989). Es handelt sich hier um den ersten beschriebenen Fall in
einer Asche. Als mdgliche Ursachen fiir Pigmentzelltumore werden
genetische Ursachen, Alter oder kanzerogene Stoffe diskutiert (Masahito
et al, 1989). Viele Epizootien werden mit kanzerogenen Stoffen aus der
Umwelt in Verbindung gebracht (Kimura et al, 1989, Okihiro, 1988
Okihiro et al, 1993). Der hier beschriebene Fall stammt aus der Saane, in
die v.a. Abwisser aus Kldranlagen und Abschwemmungen von
landwirtschaftlichen Flidchen gelangen. Beim festgestellten Tumor
handelt es sich bisher um einen Einzelfall aus diesem Gewisser, was
eine Belastung mit kanzerogenen Stoffen eher als unwahrscheinlich
erscheinen lasst. Weitere mogliche Ursachen sind ultraviolette Strahlung
oder Infektionen mit onkogenen Viren (Vielkind und Vielkind, 1982).
Viren der Familien Herpesviridae, Adenoviridae, Papovaviridae oder
Retroviridae wurden im Zusammenhang mit Neoplasien bei Fischen
beschrieben (Anders und Yoshimizu, 1994; Poulet et al, 1995, 1996).
Infektionen mit Retroviren fiihren u.a. zu kutanen Chromatophoromen
(Schmale et al, 1986, 1996). Das isolierte Vorkommen des Tumors in
unserem Fall spricht jedoch eher fiir ein spontanes Auftreten als fiir ein
infektidses Geschehen.

Die Morphologie des Tumors (gut ausdifferenzierte Zellen,
Abwesenheit von Mitosen) und das Fehlen von Metastasen in anderen
Organen sprechen fiir einen benignen Tumor, der die Asche kaum
beeintréchtigt hat. Die unmittelbare Todesursache bleibt unklar.
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Zusammenfassung

Bei der Aufzucht von Stéren in Kreislaufanlagen treten héufig
ungekldrte Wachstumsdepressionen, Erkrankungen und Verluste auf.
Unter der Hypothese, dass bei geringem Wasseraustausch eine
Eindickung des Anlagenwassers (Aufkonzentrierung von Inhaltsstoffen)
im Verlauf der Aufzucht der empfindlichen Stére negative Effekte
hervorruft, wurden am Beispiel Sibirischer Store (Acipenser baeri) diese
Effekte und deren Ursachen nédher untersucht sowie Wechselwirkungen
diskutiert.

Bei den neu zugekauften Jungstdren wurde eine Adaptationsproblematik
festgestellt. Unmittelbar nach dem Besatz kam es wiéhrend der
Eingewdhnung zu einer unphysiologischen  Aufgasung des
Verdauungstraktes und zum Teil auch der Schwimmblase.

Im Anlagenbetrieb fiihrte die zunehmende Fischbiomasse und der
steigende Futtereintrag zu einer stetig ansteigenden Stickstoffbelastung
des Wassers und dariiber hinaus auch zu einer Anreicherung zahlreicher
weiterer Inhaltsstoffe. Als Resultat wurden bei den Stéren zahlreiche,
nicht erregerbedingte Krankheitssymptome und erhohte Verluste
nachgewiesen, die als deutliches Indiz fiir unzureichende
Aufzuchtbedingungen zu werten sind.

Die fiir die Problematik vielfach verantwortlich gemachten Nitrit- und
Nitratgehalte im  Anlagenwasser und  daraus resultierende
Methdmoglobingehalte im Blut stellten nach den vorliegenden
Messdaten nicht die alleinige Ursache fiir die Aufzuchtprobleme dar.
Angesichts  nachgewiesener,  erhohter =~ Konzentrationen  von
Schwermetallen ~ und  toxikologisch  relevanten  organischen
Verbindungen im Anlagenwasser wurden zu Versuchsende von Storen
jeder Versuchseinheit gepoolte Proben von Muskeln, Lebern,
Gallenfliissigkeit und des Fett-Gonaden-Anteils untersucht (Screening).
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In diesen Organen und Geweben konnten keine erhohten, d.h. fiir die
Store eindeutig krankheitsauslosende, sowie auch im Sinne des
Verbraucherschutzes  gesundheitlich  bedenkliche  Anreicherungen
festgestellt werden.

Aus den Untersuchungsergebnissen wurde abgeleitet, dass ein
umfangreicher Ursachenkomplex fiir die bekannten Probleme in der
Praxis verantwortlich gemacht werden muss. Dazu zdhlen v.a. die
beschriebene  Adaptationsproblematik, die = Anreicherung  von
Stoffwechselabbauprodukten, anorganischen und organischen Stoffen
im Anlagenwasser und deren additive und superadditive Wirkungen
sowie unzureichend auf Store abgestimmte Futtermittel.

Einleitung

Da  bereits junge Store iber ausgeprigte unspezifische
Abwehrmechanismen verfiigen, treten bei ihrer Aufzucht in Teichen und
Anlagen seltener Invasionen und Infektionen als umwelt- und
erndhrungsbedingte Schédigungen auf. Parasitire und bakterielle
Erkrankungen erreichten nur selten groere Bedeutung. Im Gegensatz zu
anderen Fischarten (z.B. Karpfen) werden bei der Aufzucht und Mast
von verschiedenen storartigen Fischen und ihren Hybriden in
Kreislaufanlagen durch Minimierung der Frischwasserzufuhr, ab einer
bestimmten so genannten Eindickung des Anlagenwassers, héufig
gesundheitliche Probleme beobachtet, die sich letztendlich in einer
Verschlechterung des Zuwachses bis hin zu hohen Verlusten duflern. Es
wird davon ausgegangen, dass diese Aufkonzentrierung von
Inhaltsstoffen des Anlagenwassers neben einer Erhoéhung der
organischen Fracht allgemein auch mit einer Erh6éhung von
unerwiinschten ~ Stoffen und  Kontaminanten verbunden  ist.
Veroffentlichungen zu entsprechenden wissenschaftlichen
Untersuchungen fehlen bisher.

Material und Methoden

Die Untersuchungen wurden in der Versuchskreislaufanlage des Instituts
fir Binnenfischerei Potsdam-Sacrow durchgefiihrt. Die Anlage verfligt
tiber einen mechanischen Filter (Siebtrommelfilter) und einen
biologischen Reinigungsteil (Wirbelbettreaktor).

Jeweils zwei Silos (Volumen 4 x 1,3 m®) wurden mit Sibirischen Stéren
(Acipenser baeri) zweier Sortierungen (2 x 104 Stiick, x=260 g; 2 x 204
Stiick, x=20 g) besetzt. Jeweils eine Gruppe der kleineren und groBeren
Sortierung bildete eine Versuchseinheit, die im Versuchszeitraum von
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ca. 30 Wochen nur Futtermittel eines Fischfutterherstellers erhielt. Der
Frischwassereintrag war auf ecine geringe, fir die tédglichen
Reinigungsarbeiten notwendige Wassermenge ausgelegt.

In den vorliegenden Untersuchungen wurde neben der Erfassung von
Wachstums- und Leistungsparametern zur  Stdraufzucht eine
Dokumentation von klinischen Erscheinungen erkrankter Stére und
durch Messungen der Wasserqualitit ein Nachweis der Akkumulation
verschiedener Wasserinhaltsstoffe vorgenommen.

Zusitzlich erfolgte eine Bestimmung der Riickstinde toxikologisch
relevanter Substanzen im Fischkdrper (Screening). Bei Erreichen der
Phase mit hohen Verlusten bei den Stéren wurden aus Stichproben der
zwei Fiitterungsgruppen folgende Gewebe und Organe entnommen:
Muskel (Riicken-Filetstiick), Leber, Milz, Fett-Gonaden-Anteil und
Gallenflissigkeit. Untersucht wurde auf den Gehalt an ausgewihlten
Organochlorpestiziden, Polychlorierten Kohlenwasserstoffen,
Elementen (,,Schwermetalle*) sowie fiinf ausgewdhlten
Polyaromatischen Kohlenwasserstoffen.

Die Bestimmung der Gesamtkeimzahl sowie des Gehalts an Hefen und
Pilzen des Wassers erfolgte im Abstand von vier Wochen mit Cult-Dip
combi®, Fa. Merck.

Ergebnisse

Bei den Jungstéren (ca. 20 g) kam es unmittelbar nach dem Besatz
wiahrend der Eingewdhnung zu einer unphysiologischen Aufgasung des
Verdauungstraktes (v.a. stark gasgefiillter Magen) seltener der
Schwimmblase. Es entwickelte sich ein massives Verlustgeschehen. Aus
Beobachtungen ergab sich als Ursache ein ungewdhnliches
Schluckverhalten. Die Fische schluckten an der Wasseroberflache Luft
und vermochten nach einiger Zeit nicht mehr in ausreichendem Malle
die unteren Wasserschichten aufzusuchen. Nach erfolgter Adaptation
zeigten die jungen Store im Wachstumsabschnitt von 20 g auf 110 g
Stiickmasse eine tigliche Wachstumsrate von 2,9 %. Die
Futterverwertung betrug 0,48 bis 0,86.

Unter der Voraussetzung eines tdglichen Frischwassereintrags von etwa
5 % kam es mit zunehmender Fischbiomasse und steigendem
Futtereintrag zu einer entsprechend erhohten Stickstoffbelastung des
Wassers. Die zunehmende Eindickung des Anlagenwassers fiihrte
dariiber hinaus auch zu einer Anreicherung zahlreicher weiterer
Inhaltsstoffe, die mit Wachstumsdepressionen sowie zahlreichen
Krankheitssymptomen einhergingen. Wahrend des deutlich erhdhten
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Verlustgeschehens traten Gehalte im Anlagenwasser von >400 mg
NO;*/1 sowie ca. 1 mg NO,7/1 auf. Als Spitzenbelastung wurden 640 mg
NO;*/1 sowie 1,89 mg NO,/l gemessen.

Durch die pathologisch-anatomischen = Untersuchungen wurden
Effloreszenzen wie Hautrdtungen, Haut- und Flossenblutungen,
ulzerierende Hautverdnderungen, weiter Hyperdmien im Maulbereich
(Unterseite des Rostrums) und raumfordernde, kaverndse, mit einer
blutigen Fliissigkeit gefiillte Veridnderungen in der Muskulatur
nachgewiesen. Mit der Sektion wurden Organverdnderungen wie eine
beerenartige Struktur der epikardialen Herzoberfliche (Fettauflagerung),
elfenbeinfarbene Lebern (Leberverfettung), Entziindungen im Bereich
des spiralig aufgewundenen Enddarms (Enteritiden), umfangsvermehrte
bzw. schwammige, hellbraune Nieren, vermehrt (fliissigkeitsgefiillte
Ureteren sowie gerdtete und geschwollene Urogenitalpapillen
(Obstruktion) sichtbar. Selten traten Verkriimmungen der Chorda
dorsalis (v.a. Kyphosen, Skoliosen) mit z.T. lateraler Verlagerung in die
Muskulatur auf.

Abbildung 1

Junger Stor mit erdffneter Leibeshéhle, kachektisch, mit hochgradig
gasgefiilltem Magen (links oben). Rétung im Maulbereich (rechts oben).
Ulzerierende Hautverdnderung (links unten). Ausgedehnte kavernése
Verdnderung in der Muskulatur, gefiillt mit blutiger Fliissigkeit (rechts
unten,).
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Histologisch wurde in der Leber eine diffuse hochgradige
Zellvakuolisierung (Fetteinlagerung) interlobulér, besonders portal und
perivasal, sowie eine Rundzelleinlagerung mit Eosinophilenbeteiligung
(hochgradige Fettleber) nachgewiesen. Hinsichtlich der Niere ergab die
histologische Untersuchung eine multifokale rundzellige interstitielle
Nephritis, im Herz eine rundzellige Perikarditis und fokale Myokarditis
bei starker GefaBfiillung sowie eine Verfettung.

Abbildung 2

Vermehrter Fiillungszustand der Ureteren (oben). Fettauflagerung auf
der epikardialen — Herzoberfliche (links wunten). Entziindliche
Verdnderung im Bereich der Urogenitalpapille (rechts unten)

Mit der bakteriologischen Untersuchung der kaverndsen Verdnderungen
der Muskulatur wurden Keimfreiheit bzw. vereinzelt Pseudomonas
fluorescens nachgewiesen. Die Ulzera der Haut und der Muskulatur
waren hochgradig mit Aeromonas hydrophila, A. sobria, A. caviae bzw.
weiteren nicht differenzierbaren Keimen besiedelt. Dagegen waren in
der Leber, Niere und Milz keine Bakterien nachweisbar. In einem
weiteren mit einem ausgeprigten Ulkus behafteten Stor wiesen die
Leber und die Niere hochgradige sowie der Darm geringgradige Gehalte
an A. hydrophila auf. Der Gesamtkeimgehalt des Anlagenwassers an
Bakterien stieg auf maximal 10°/ml (miBig-starke Keimbelastung), der
auch bei hoher Anlagenauslastung nicht weiter zunahm. Hefen waren
entweder nicht oder mit <10*/ml nur vereinzelt, Pilze nicht nachweisbar.
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Zu Versuchsende besaflen die Store der kleineren Sortierung mittlere
Korpermassen von 405 vs. 395 g, die der groBeren Sortierung 864 vs.
940 g (jeweils Fitterungsgruppen 1 vs. 2). Die Blutuntersuchungen
ergaben in den vier Gruppen mittlere Methimoglobingehalte im Blut
von maximal 8,0 % des Gesamthdmoglobins.

Aus den Ergebnissen der Wasseruntersuchungen sind ansteigende
Gehalte des Anlagenwassers an anorganischen und organischen
Parametern sowie an verschiedenen Metallen wéhrend des
Versuchszeitraums ersichtlich.

Tabelle 1
Messwerte der Wasseranalytik (Auswahl) im Stor-Aufzuchtversuch

. Beginn des Auf- Phase hoher
Parameter Einheit zfchtversuchs Fischverluste
Geruch qualitativ o. B. fremdartig
Suspendierte Feststoffe mg/l 3 32
Absorptionskoeffizient bei 254 nm 1/m 21,3 68,8
Farbung bei 436 nm 1/m 1,2 8,1
BSBS5, abgesetzt mg/l 4 10
Phenolindex mg/1 <0,01 1,4
Tenside, anionisch mg/l 0,3 0,6
CSB, abgesetzt mg/l 48 132
Chlorid mg/l 37 127
Sulfat mg/l 85 112
Kupfer ng/l 11,5 27,2
Eisen ng/l 20 60
Zink ng/l 60 170
Naphthalen ng/l <0,005 0,434
Acenaphthen ng/l <0,025 0,035
Fluoren ng/l <0,025 0,072
Phenanthren ng/l <0,025 0,476
Fluoranthen ng/l <0,025 0,032
Pyren ng/l 0,025 0,078
Benzo(a)anthracen ng/l 0,035 0,078
Chrysen ng/l <0,025 0,058
Benzo(a)pyren ng/l <0,025 0,162
PAK Summe EPA ng/l <0,400 1,425
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Die Ergebnisse der Untersuchung auf ausgewihlte Elemente
(,,Schwermetalle”) in Organen und Geweben sind in der Tabelle 2
aufgefiihrt. In beiden Fiitterungsgruppen sind die hochsten Gehalte in
der Leber mit Kupfer und Zink zu verzeichnen.

Tabelle 2

Gehalte an Quecksilber (Hg), Arsen (As), Chrom (Cr), Kupfer (Cu) und Zink (Zn)
(in mg/kg Originalsubstanz) in ausgewdhlten Organen und Geweben von Stéren
der Fiitterungsgruppen I und 2 (n. n. - nicht nachweisbar)

gLeE;1;e 0S) Muskel  Leber Galle G:ne;fi-en Milz
Fiitterungsgruppe 1

Hg 0,024 0,020 n. n. n. n. 0,015
As n. n. 0,037 n. n. 0,249 n. n.
Cr n. n. 0,091 n. n. n. n. 0,131
Cu 0,643 32,6 4,9 0,559 1,730
Zn 4,789 33,7 0,163 8,4 13,2
Fiitterungsgruppe 2

Hg 0,033 0,025 n. n. n. n. 0,024
As n. n. 0,074 n. n. 0,174 n. n.
Cr n. n. 0,114 n. n. n.n. 0,180
Cu 0,570 34,7 6,1 0,561 1,674
7n 3,382 30,0 0,235 9,9 12,1

In den untersuchten Organen und Geweben wurden geringen Mengen an
einzelnen Pflanzenschutzmitteln (Organochlorpestizide) nachgewiesen
(s. Tabellen 3 und 4)
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Tabelle 3

Pflanzenschutzmittel-Organochlorpestizide (PSM-OCP) in ausgewdhl-
ten Organen und Geweben (in mg/kg Originalsubstanz) von Storen der
Fiitterungsgruppe 1

Eﬁl\r/[n-g(/)kCgPOS) Muskel Leber Galle Gf:;:en
Tecnazen n. n. n. n. n. n. n. n.
a-HCH n. n. 0,012 0,010 0,031
HCB 0,001 0,003 n.n. 0,009
vy-HCH [Lindan] 0,006 0,033 0,010 0,136
B-HCH n. n. n. n. n. n. n. n.
Quintozen n. n. n. n. n. n. n.n
Heptachlor n. n. n. n. n. n. n.n
Aldrin n. n. n. n. n. n. n.n
cis-Hept-epoxid n. n. n. n. n. n. n.n
trans-Hept-epoxid n. n. n. n. n. n. n.n
cis-Chlordan n.n. n. n. n.n. n.n
trans-Chlordan n. n. n. n. n. n. n.n
a-Endosulfan n. n. n. n. n. n. n.n
Dieldrin n. n. 0,004 n. n. 0,017
p,p-DDE 0,002 0,007 n. n. 0,026
0,p-DDE n. n. n. n. n. n. n. n.
Endrin n. n. n. n. n. n. n. n.
B-Endosulfan n. n. n. n. n. n. n. n.
0,p-DDD + 0,p-DDT n. n. 0,010 n. n. 0,048
p,p-DDD + p,p-DDT n. n. 0,021 n.n 0,146
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Tabelle 4

Pflanzenschutzmittel-Organochlorpestizide (PSM-OCP) in ausgewdhl-
ten Organen und Geweben (in mglkg OS) von Storen der
Fiitterungsgruppe 2

Eil\:l:g(/)k?gPOS) Muskel Leber Galle Gf::i-en
Tecnazen n. n. n. n. n. n. n. n.
o-HCH 0,006 0,012 0,010 0,036
HCB 0,001 0,003 n. n. 0,012
vy-HCH [Lindan] 0,012 0,062 0,011 0,171
B-HCH n. n. n. n. n. n. n. n.
Quintozen n. n. n. n. n. n. n. n.
Heptachlor n. n. n. n. n. n. n. n.
Aldrin n. n. n. n. n. n. n. n.
cis-Hept-epoxid n. n. n. n. n. n. n. n.
trans-Hept-epoxid n. n. 0,005 n. n. 0,011
cis-Chlordan n. n. n.n. n. n. 0,017
trans-Chlordan n. n. 0,003 n.n. 0,014
a-Endosulfan n. n. n. n. n. n. n. n.
Dieldrin 0,003 0,005 n. n. 0,021
p.p-DDE 0,002 n. n. n. n. 0,021
0,p-DDE n. n. n. n. n. n. n. n.
Endrin n. n. n. n. n. n. n. n.
B-Endosulfan n. n. n. n. n. n. n. n.
0,p-DDD + 0,p-DDT 0,006 0,020 n. n. 0,056
p,p-DDD + p,p-DDT 0,012 0,061 n. n. 0,173

Weiterhin waren geringe Mengen an Polychlorierten Biphenylen (PCB-
Kongeneren) zwar in der Leber, der Galle und dem Fett-Gonaden-
Anteil, nicht jedoch im Muskel (Filet-Riickenstiick) nachweisbar (s.
Tabelle 5).
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Tabelle 5
Polychlorierte Biphenyle (PCB) in ausgewcdhlten Organen und Geweben
(in mg/kg OS) von Storen der Fiitterungsgruppen 1 und 2

PCB-Kongener Fett-
(if mg /l({)g g(;:s)e € Muskel Leber Galle Gonea den
Fiitterungsgruppe 1

PCB 28 n. n. n. n. n. n. n. n.
PCB 52 n. n. n. n. n. n. n. n.
PCB 101 n. n. n. n. n. n. n. n.
PCB 138 n. n. 0,002 0,001 0,009
PCB 153 n. n. 0,004 0,002 0,010
PCB 180 n. n. 0,003 n. n. n. n.
Fiitterungsgruppe 2

PCB 28 n. n. n. n. n. n. n. n.
PCB 52 n. n. 0,002 n. n. n. n.
PCB 101 n. n. n. n. n. n. n. n.
PCB 138 n. n. 0,002 n. n. 0,008
PCB 153 n. n. 0,004 n. n. n. n.
PCB 180 n.n n. n. n. n. n. n.

Im Muskel, in der Lebern und dem Fett-Gonaden-Anteil finden sich
jeweils geringe Mengen an Polyaromatischen Kohlenwasserstoffen (s.
Tabelle 6).
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Tabelle 6

Gehalte an Polyaromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK) (in ug/kg OS)
in ausgewdhlten Organen und Geweben von Storen der
Fiitterungsgruppen 1 und 2

PAK (in pg/kg OS) Muskel  Leber G()F:;fi'en
Fiitterungsgruppe 1

Fluoranthen 0,370 0,589 0,171
Benzo(b)fluoranthen 0,023 0,038 0,025
Benzo(k)fluoranthen 0,011 0,016 0,011
Benzo(a)pyren 0,011 0,013 0,017
Benzo(g,h,i)perylen 0,013 0,016 0,021
Fiitterungsgruppe 2

Fluoranthen 0,316 0,473 0,852
Benzo(b)fluoranthen 0,010 0,015 0,012
Benzo(k)fluoranthen 0,006 0,007 0,007
Benzo(a)pyren 0,007 0,007 0,010
Benzo(g,h,i)perylen 0,004 0,012 0,025
Diskussion

Die mit der minimierten Frischwassergabe, der steigenden
Bestandsdichte und dem Futtereintrag zunehmende Belastung der Store
filhrte zu den erwarteten Wachstumsdepressionen und der Auspriagung
unspezifischer, nicht erregerbedingter Krankheitssymptome
(ulzerierende Hautverdnderungen, ausgedehnte Blutansammlungen in
der Muskulatur) und Organverdnderungen (Herz- und Leberverfettung,
interstitielle Nephritiden) sowie nachfolgend zu hohen Verlusten.
AuBerliche Symptome waren Rétungen und Hyperdmien insbesondere
im Bereich des Umschlages von innerer auf die &uflere Schleimhaut
(Maul, Urogenitalpapille).

Trotz hochgradiger klinischer Symptomatik mit starker Auspragung von
kaverndsen Verdnderungen in der Muskulatur spielten bakterielle
Krankheitserreger offenbar keine ursidchliche Rolle. Da auch Parasiten
nicht nachgewiesen werden konnten und krankheitsauslosende Viren in
diesem Symptomkomplex nicht bekannt sind, werden die im Zuge des
Belastungsversuches aufgetretenen erhohten Verluste und Organschidden
als deutliches Indiz fiir unzureichende Aufzuchtbedingungen angesehen.
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Aus den Ergebnissen der Wasseruntersuchungen wurden ansteigende
Gehalte des Anlagenwassers an anorganischen und organischen
Parametern sowie an verschiedenen Metallen wéhrend des
Versuchszeitraums ersichtlich.

Die Bestimmung des Gehalts an Phenolen ergab einen maximalen
Phenolindex von 1,4 mg/l (summarische Bestimmung). Fiir Phenole und
phenolartige Verbindungen wird ein Qualititsziel von 0,005 mg Phenol/l
angegeben (hier werden Phenole, Cresole, Xylenole, Catechole,
Resorcinole vorrangig in Abwissern besprochen); die meisten
Substanzen haben eine dhnliche akute Toxizitdt im Bereich von 5 bis 20
mg/l (HELLAWELL 1986, HOFER u. LACKNER 1995). Phenole
konnen auch aus natiirlichen organischen Bestandteilen entstehen oder
sind als chlorierte Phenole Abbauprodukte von Pestiziden. Die iiber den
Spektralen Absorptionskoeffizienten bei 254 nm und die Farbung bei
436 nm indirekt bestimmten Huminstoffe stiegen wiahrend des
Versuchszeitraums an (biochemische Umsetzungen aus Futter- und
Kotresten). Beide Stoffgruppen, Huminstoffe und chlorierte Phenole,
sind in der Lage, eine typische Geruchsbeeintrichtigung zu verursachen.
Insbesondere die synthetischen Chlorphenole sind stark geruchs- sowie
geschmacksintensiv und toxisch. Auf andere Weise zeigen Huminstoffe
viele positive Wirkungen, z. B. die Bindung von Schadstoffen.

Bei den Schwermetallen erreichen die aufgeschlossenen Wasserproben
Konzentrationen an Kupfer mit 27 pg/l und Zink mit 170 pg/l, die,
sofern die Metalle in geloster Form vorliegen, bei Dauerexposition
Schiiden hervorrufen kénnen (KOCK 1996). Kupfer und Zink verstirken
sich noch in ihrer Wirkung, d. h. sie wirken additiv (MEINELT et al.
1995). Den geringen Gehalten des Anlagenwassers an weiteren
Elementen (Schwermetallen) wird eine untergeordnete Rolle
zugeschrieben; nicht ausgeschlossen werden konnen aber additive bzw.
superadditive Effekte (NOGA 2000). Durch die vermehrte Bildung von
Metallthioeinen in der Leber kann bis zu einem gewissen Mafe eine
Adaptation erfolgen. Auch bei verschiedenen in Kreislaufanlagen
gehaltenen Fischarten wird oft beobachtet, dass sich die Fische gegen
vermeintlich  {iberhohte  Konzentrationen  an  verschiedenen
Wasserinhaltsstoffen unempfindlich verhalten.

Neben dem moglichen Eintrag iiber Verunreinigungen bzw. das Futter
konnen einzelne PAK auch biogen gebildet werden. Naphthalen und
Phenanthren wurden in den Konzentrationen von 0,434 bzw. 0,476 pg/l
gefunden. Der Gehalt an Benzo(a)pyren betrug 0,162 pg/l. In geringen
Mengen wurden weitere PAK (Fluoren, Acenaphthen, Fluoranthen,
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Pyren, Benzo(a)anthracen, Chrysen) nachgewiesen. Als Qualitdtsziel
werden PAK in der Summe mit 0,2 pg/l angegeben. Die Summe der
PAK im vorliegenden Versuch betrug 1,425 pg/l. Naphtalen, Fluoren
und Benzo(a)pyren iiberschreiten das Qualititsziel jeweils. Akut
toxische Konzentrationen liegen bei 1,5-7,8 mg/l. Fische zeigen bei 1-2
mg/l  léngerfristig =~ Leberschdden @ und  einen  verringerten
Fortpflanzungserfolg (ANON. 1983, HOFER u. LACKNER 1995).

Als Haupteintragsquelle der Anreicherungen von Elementen
(Schwermetallen) und auch der anderen Kontaminanten im Wasser sind
die verwendeten Futtermittel anzusehen. Dies wird besonders deutlich
an der Kupfer- und Zinkbelastung der Leber. Alle zutreffenden
handelsiiblichen Futtermittel waren vom Hersteller mit einem
Kupferzusatz versehen, der iiber den enterohepatischen Kreislauf in den
Korper aufgenommen, verteilt, z. T. liber die Nieren ausgeschieden
(siche Wasserbelastung mit Kupfer 27 pg/l) und zu einem Teil in Leber
und Gallenfliissigkeit akkumuliert bzw. dort nach langwierigen
Umbauvorgingen in einen ausscheidungsfahigen Zustand tiberfiihrt wird
(Metallthioeine).

Zu beachten ist, dass die im Versuch gefundenen Metallkonzentrationen
im Wasser zwar am Fisch wirken konnen, jedoch die Store als
Lebensmittel nicht negativ beeinflusst haben. Auch die geringen PAK-
Gehalte in den Geweben und Organen fiihrten zu keiner
Beeintrachtigung der Tauglichkeit als Lebensmittel, wobei Fluoranthen
mengenméfig am hdchsten vertreten ist. Benzo(a)pyren war mit 0,004—
0,011 pg/kg Muskelfleisch nur in sehr geringen Mengen vorhanden.
Durch die mikrobiologischen Wasseruntersuchungen wurde auch bei
hoher Auslastung der Anlagenkapazitit (steigende Fischbiomasse und
Fiitterung)  kein  auffilliger Anstieg der Gesamtkeimzahlen
(Bakterienzahl) sowie des Gehalts an Hefen und Pilzen im Wasser
gefunden.

Die Blutuntersuchungen ergaben keine wesentlich erhdhten Gehalte an
Methédmoglobin. Dies konnte auf eine relative Fahigkeit von Storen
hindeuten, der Reduktion von Hamoglobin bei Anwesenheit hoher
Nitrat-  bzw.  Nitritgehalte im  Wasser (unter  erheblicher
Stoffwechselbelastung) entgegenzuwirken (HUERTAS et al. 2002).
Angesichts ebenfalls nachgewiesener, erhohter Konzentrationen von
Schwermetallen und chlororganischen Verbindungen ist auch von
negativen Einfliissen derartiger Substanzen inklusive additiver und
superadditiver Effekte auszugehen (HOFER u. LACKNER 1995,
KOCK 1996).
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Aus den bisherigen Untersuchungsergebnissen zu Wachstum,
produktionstechnischen ~ Parametern und  Fischgesundheit — wird
abgeleitet, dass keine alleinige Ursache, sondern ein umfangreicher
Ursachenkomplex fiir die bekannten Probleme in der Praxis
verantwortlich gemacht werden muss. Dazu zéhlen v.a. die
beschriebene  Adaptationsproblematik, die  Anreicherung von
Stoffwechselabbauprodukten, unerwiinschten Stoffen und
Kontaminanten im Anlagenwasser bzw. im Fischkorper sowie
unzureichend auf Store abgestimmte Futtermittel (SCHRECKENBACH
1996).
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Neuester Stand zu Prion Proteinen bei Fischen

Birgit Oidtmann', Rudolph W. Hoffmann' und Michael Baier’

Institut fiir Zoologie, Fischereibiologie und Fischkrankheiten der Universitit
Miinchen, Kaulbachstrafie 37, 80539 Miinchen, ’Robert Koch-Institut, Abteilung
P25, Nordufer 20, 13353 Berlin

Prion-Krankheiten sind tddlich verlaufende neurodegenerative
Erkrankungen bei Menschen und Tieren, die mit einer
Konformationsinderung des zelluldren Prion-Proteins (PrP°) in seine
pathologische Isoform (PrP%) in Zusammenhang stehen. Wir haben
beim Atlantischen Lachs und den Japanischen Kugelfisch ¢cDNAs
identifiziert, die fiir Prion-Proteine kodieren (Oidtmann et al. 2003a).
Seit der Verdffentlichung dieser Ergebnisse konnten wir bei weiteren
Fischarten Prion Protein Gene identifizieren, und bei mehreren
Fischarten waren - wie beim Kugelfisch - mindestens 2 PrP Gene
nachweisbar. Es ist zu erwarten, dass Prion-Protein-Gene auch bei den
meisten oder allen anderen Knochenfischarten (Teleostier) existieren.
Damit erfiillen Fische generell die Voraussetzung selbst an einer Prion-
Krankheit zu erkranken.

Die Existenz mehrer PrP Gene bei Fischen stellt eine besondere
Herausforderung dar bei der Beantwortung der Frage, ob Fische
moeglicherweise durch Aufnahme von Prionen von Saeugetieren (z.B.
von BSE Erreger) infizierbar sind.

Neben der Diskussion dieser Frage wird ausserdem beleuchtet,
inwieweit Fische potentiell mit BSE Erreger kontaminiertem Tiermehl
exponiert waren. Eine ausfuehrliche Darstellung dieser Fragen findet
sich ausserdem in Oidtmann et al. 2003b.

Oidtmann B, Simon D, Holtkamp N, Hoffmann R, Baier M (2003a)
Identification of cDNAs from Japanese pufferfish (Fugu rubripes) and Atlantic
salmon (Sal/mo salar) coding for homologues to tetrapod prion proteins. FEBS
Lett. 538, 96-100. (E: 75%)

Oidtmann B, Baier M, Hoffmann RW (2003b) Nachweis von Prion-Protein bei

Fischen - Wie  wahrscheinlich sind  Transmissible  Spongiforme
Enzephalopathien bei Fischen? Archiv fiir Lebensmittelhygiene 54, 97-102.
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Vom Teich bis zum Teller — Gliserne Darstellung der
Forellenproduktion unter Beriicksichtigung der
Fischgesundheit, des Tierschutzes und des
Betriebsmanagements

Kleingeldl, D.W.,, R. Kruse? und F. Feldhusen®

Niederscichsisches Landesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittel-
sicherheit, Task-Force Veterindrwesen, Fachbereich Fischseuchenbekimpfung,
Eintrachtweg 19, 30173 Hannover, ’Niedersiichsisches Landesamt fiir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, Veterindrinstitut fiir Fische und
Fischwaren, Schleusenstrafle 1, 27472 Cuxhaven; SLandesveterindir- und
Lebensmitteluntersuchungsamt Mecklenburg-Vorpommern, Thierfelderstrafie
18, 18059 Rostock

Zusammenfassung

Im Jahr 2003 wurde auf Anregung des Niedersdchsischen Ministeriums
fir den l&ndlichen Raum, Erndhrung, Landwirtschaft und
Verbraucherschutz ein Projekt initiiert, das als Ziel hatte, Basisdaten fiir
eine kiinftige Uberwachung von Aquakulturanlagen hinsichtlich des
Lebensmittels Fisch zu sammeln. Der Fachbereich
Fischseuchenbekdmpfung der Task-Force Veterindrwesen des
Niedersdchsischen = Landesamts  fiir =~ Verbraucherschutz ~ und
Lebensmittelsicherheit (LAVES) war am Projekt beteiligt und hat sich
mit der Frage beschéftigt, ob der Status der Fischgesundheit, des
Tierschutzes und des Betriebsmanagements die Produktqualitit des
Lebensmittels Fisch beeinflusst.

Im Rahmen des Projektes sind wihrend der Winterperiode 2003/2004
insgesamt 15 Fischhaltungsbetriebe ins freiwillige Monitoringprogramm
einbezogen worden. Die Untersuchungen des Fachbereiches
Fischseuchenbekdmpfung  beinhalteten  eine ~ Anamnese, eine
pathologisch-anatomische =~ Untersuchung, eine  parasitologische
Untersuchung sowie weiterfithrende virologische und bakteriologische
Untersuchungen. Ferner fand neben einer Wasseruntersuchung eine
Befragung und Beurteilung hinsichtlich der Faktoren
Betriebsmanagement und Tierschutz statt.

Unter Beriicksichtigung der Untersuchungs-, Befragungs- und
Beurteilungsergebnisse wurde ein Betriebsranking erstellt. Mit

253



Ausnahme von einem Betrieb konnten keine ernstzunehmenden
fischgesundheitlichen Beeintrachtigungen in den Forellenbestinden
beobachtet werden. In einem weiteren Betrieb wurden zu beanstandende
Beeintrichtigungen der Wasserqualitit registriert. Auffdllig war das
Ergebnis der Hemmstofftests. In neun von 15 Betrieben konnte ein
positives Ergebnis festgestellt werden. Es kann jedoch davon
ausgegangen werden, dass es sich dabei um eine unspezifische Reaktion
gehandelt hat.

Die Ergebnisse der riickstandsanalytischen und lebensmittel-
hygienischen Untersuchungen konnten nicht mit den Ergebnissen des
Rankings in Verbindung gebracht werden. Es haben sich im Rahmen des
Projektziels bereits jetzt verwertbare Erkenntnisse ergeben. Um jedoch
die moglichen Einfliisse der Saisonalitit gerecht zu werden, soll das
Projekt in der Sommerperiode 2005 fortgesetzt werden.

Einfithrung

Ein stetiger Anstieg der Fischproduktion in Aquakultursystemen wird
seit Jahren beobachtet. Nach Angaben der Landwirtschaftsorganisation
der Vereinten Nationen wurden, bezogen auf tierische Produktion, im
Jahr 2001 bereits 37.000.000 t aquatische Organismen in Aquakulturen
produziert (Vannuccini, 2003). Die Aquakultur stellt innerhalb der
Landwirtschaft den Produktionszweig mit dem stérksten Anstieg dar.
Hierzulande kann dieser Trend bis dato nicht beobachtet werden. Das
potenzielle Wachstum wird in Deutschland u.a. durch die
Konkurrenzlage zu anderen Mitgliedstaaten der EU, aber auch durch
legislative Restriktionen in den Bereichen Natur- und Umweltschutz,
Bau- und Wasserwesen sowie Tierschutz gebremst. Deutschlandweit
wird nach Angaben aus dem Jahresbericht fiir die Deutsche
Fischwirtschaft (2003) ca. 40.500 t Fisch produziert. Im Bundesland
Niedersachsen produzieren ca. 200 Haupt- und Nebenerwerbsbetriebe
2.200 t Salmoniden (v.a. Regenbogenforelle), 400 t Cypriniden in
Teichanlagen sowie 400 t Aale und Welse in Kreislaufaquakulturen.
Eine Zunahme der Aquakulturproduktion kann auch in Deutschland
erwartet werden, da die Produktion von Fischen in Aquakultursystemen
eine &dulerst effektive Quelle zur menschlichen Proteinversorgung
darstellt. In diesem Zusammenhang hat das Niedersdchsische
Ministerium fiir den ldndlichen Raum, Erndhrung, Landwirtschaft und
Verbraucherschutz ein Projekt initiiert, mit dem Ziel, Basisdaten fiir eine
kiinftige intensivere Uberwachung von Aquakulturanlagen in Bezug auf
den vorbeugenden Verbraucherschutz zu sammeln. Das Veterindrinstitut
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Cuxhaven des LAVES hatte im Rahmen dieses Projektesdie
organisatorische Federfiihrung. Es etablierte sich eine interdisziplindre
Zusammenarbeit zwischen mehreren Instituten und Fachdiensten des
LAVES, der Bundesforschungsanstalt fiir Fischerei und der
Tierérztlichen Hochschule Hannover.

Es wurde ein Monitoringprogramm in 15 freiwillig teilnehmenden
Fischhaltungsbetrieben durchgefiihrt. Die Task-Force Veterindrwesen,
Fachbereich Fischseuchenbekdmpfung, iibernahm Aufgaben hinsichtlich
der Fragestellung, ob die Lebensmittelqualitat von
Aquakulturerzeugnissen durch den Status der Fischgesundheit, des
Tierschutzes sowie des Betriebsmanagements beeinflusst wird.

Material und Methoden

Wihrend der Winterperiode 2003/2004 wurden insgesamt 15
regenbogenforellenproduzierende Fischhaltungsbetriebe verteilt iiber
das Bundesland Niedersachsen besucht (siche Abbildung 1).

Abbildung 1
Teilnehmende Fischhaltungsbetriebe

Die Untersuchungen im Betrieb beinhalteten eine klinische
Fischuntersuchung, Sektion und Organentnahme zwecks virologischer
und bakteriologischer Untersuchung (inkl. Hemmstofftest), eine
Wasseruntersuchung  sowie eine  subjektive  Betriebsbewertung
hinsichtlich der Bereiche Betriebsmanagement, Fischhaltung, Handling,
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Fischgesundheitsflirsorge, Hygienemanagement, Tdétung und sonstige
Tierschutzaspekte.

Die zu untersuchenden Fische wurden mittels Kopfschlag betidubt und
unmittelbar danach getdtet. Das Durchschnittsgewicht und die
Durchschnittslange wurden bestimmt. Der Allgemeinzustand und das
Kiemenbild der Regenbogenforellen wurden makroskopisch beurteilt.
Es fand eine mikroskopisch Untersuchung von Haut-, Kiemen und
Darmabstrichen, von Quetschpriparaten der Leber und Niere sowie von
Kiemenbogen zur Beurteilung der Kiemenstruktur, statt. Zur
weiterfilhrenden bakteriologischen Untersuchung wurde eine Entnahme
des Kiemengewebes sowie eine Sterilentnahme der Leber, Niere und
Milz durchgefiihrt. Die inneren Organe wurden gepoolt und im
Hemmstofftest untersucht. Die Probenahme fiir die virologische
Untersuchung entsprach den Vorgaben gemdll der EU-Entscheidung
2001/183/EG. Es wurde ein Organpool bestehend aus Gehirn und Herz,
Kopfniere, Milz sowie Pylorusgewebe virologisch untersucht. Die
Proben fiir die bakteriologische Untersuchung wurden in sterilen
Gefiflen bei 4°C gelagert. Die Organproben fiir die virologische
Untersuchung wurden ebenfalls in sterilen Gefdflen, die mit
Transportmedium versetzt waren, bei 4°C gelagert. Die Proben sind
gekiihlt nach Hannover transportiert worden. Die bakteriologischen und
virologischen Untersuchungen wurden im Veterinérinstitut Hannover
des LAVES durchgefiihrt.

Wasserproben wurden im Zulauf und im Ablauf der beprobten Teiche
entnommen. Vor Ort wurde der Ammonium-, Nitrit- und Nitratgehalt
mit Hilfe eines Schnelltests (Spectroquant® Photometer NOVA 60)
bestimmt. Die  Karbonathdrte, die  Wassertemperatur, der
Sauerstoffgehalt, die Sauerstoffsittigung, der Gesamtgasdruck sowie pH
und Leitfédhigkeit sind ebenfalls im Betrieb ermittelt worden. Zwecks
Bestimmung des chemischen Sauerstoffbedarfs (CSB) wurden die
Wasserproben bei 4°C  nach Hannover transportiert. Der
Kohlendioxidgehalt der Wasserproben wurde aus dem pH-Wert und der
Karbonathérte errechnet.

Bei jedem Betriebsbesuch wurde eine Befragung durchgefiihrt, um eine
Bewertung des Betriebsmanagements sowie des Tierschutzstatus zu
erzielen. Hinsichtlich des Betriebsmanagements wurden die
Betriebsgrofle, Zuchtkriterien, Zukaufskriterien, den Status der
Seuchenfreiheit, die Produktionsform, das Produktionsziel, das
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Hygienemanagement sowie die Wasserversorgung und —fithrung in die
Beurteilung einbezogen. Der Tierschutzstatus wurde in Abhéingigkeit
von der mittleren Besatzdichte, der Teich- und Beckenbeschaffung und -
form, der zur Verfiigung stehenden Wassermenge und —qualitéit, dem
Hygienemanagement, der Art des Betdubens und Tdtens und vor allem
dem Umgang mit den Fischen beurteilt. Die Befragungsergebnisse
wurden kategorisiert. Am Ende des Betriebsbesuches wurde der
Ersteindruck in Bezug auf Betriebsmanagement, Tierschutz und
Gesundheitsstatus seitens der Task-Force Veterindrwesen, Fachbereich
Fischseuchenbekdmpfung, als Wert zwischen 0 und 100 indiziert.

Neben den zehn beprobten Fischen und den Wasserproben, die fiir die
Untersuchungen der Task-Force Veterindrwesen erforderlich waren,
wurden weitere 40 frische Forellen, fiinf Raucherforellen, zehn Liter
Wasser, ein kg Teichsediment sowie zwei kg Futter durch einen
Lebensmittelkontrolleur des Veterindrinstituts fiir  Fische und
Fischwaren beprobt. Diese Proben waren fiir weitere Untersuchungen
mit Bezug auf den vorbeugenden Verbraucherschutz im Sinne des
Fisches als Lebensmittel bestimmt.

Ergebnisse

Insgesamt 150 Regenbogenforellen wurden von der Task-Force
Veterindrwesen, Fachbereich Fischseuchenbekdmpfung, beprobt, um sie
klinische, virologisch und bakteriologisch zu untersuchen. 30
Wasserproben wurden zwecks Uberpriifung der Wasserqualitit
entnommen. Die Forellen wiesen einen Durchschnittsgewicht und eine
Durchschnittslange zwischen 269,0 und 464,1 g bzw. 28,0 und 32,8 cm
auf. Der Gesamtdurchschnitt betrug 352,1 g bzw. 30,8 cm, bei einem
Korpulenzfaktor von 1,21. Die Wassertemperatur im Zulauf wurde
zwischen 1,7 und 9,7°C ermittelt.

Ergebnisse der fischgesundheitlichen Untersuchungen

Die Ergebnisse der klinischen und  mikrobiologischen
Fischuntersuchungen sind in der Tabelle 1 aufgefiihrt. Mit Ausnahme
eines Betriebes wurden keine erheblichen klinischen Auffilligkeiten
oder parasitdren, bakteriellen, mykotischen und viralen Infektionen
festgestellt. Ektoparasiten (Epistylis sp. Gyrodactylus sp. und
Trichodina sp.) konnten im geringgradigen bzw. mittelgradigen
Befallsgrad auf der Haut und im Kiemengewebe von flinf Fischproben
beobachtet werden. In einem Betrieb konnte bei der Untersuchung der
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Fischproben ein mittelgradiger Befall mit Acantocephalus sp. in der
Darmschleimwand registriert werden. Geringgradige Verdnderungen der
Kiemenstruktur und der Flossenbeschaffenheit wurden in 11 bzw. sieben
Betrieben vorgefunden.

Ektoparasiten (Haut)
Ektoparasiten (Kiemen)
Endoparasiten
Kiemenverdanderungen
Flossenverdnderungen
Milzverdanderungen
Leberverdnderungen
Petechien
Virologische Infektionen
Bakteriologische Infektionen
Mykotische Infektionen
Positive Hemmstofftests

w
_
=
-
=N
)
_
—_
=N
)
©°

Nachweise 5

geringgradige
Bedeutung

mittelgradige
Bedeutung

hochgradige
Bedeutung

Tabelle 1
Ergebnisse der fischgesundheitlichen Untersuchungen

Degenerative Leberverdnderungen und eine Schwellung der Milz
wurden in sechs bzw. zwei Betrieben festgestellt. In einem Betrieb
waren diese Verdnderungen als hochgradig einzustufen. Hier wurden
auch Petechien in der Muskulatur sowie im Pylorusgewebe und auf der
Schwimmblase nachgewiesen. In diesem Fall konnte die virologische
Untersuchung den Verdacht auf die anzeigepflichtige Fischvirusseuche
VHS (Virale Himorrhagische Septikdmie) bestéitigen.

In sechs Proben wurden fakultativ fischpathogene Bakterien der
Gattungen  Aeromonas  hydrophila  sowie  Pseudomonas  sp.
nachgewiesen. Neun von 15 Proben erwiesen sich als positiv im
Hemmstofftest (Drei-Platten-Test). Die Hemmhofgrofe betrug bei pH 6
zwischen 2,5 und 5,5 mm.
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Ergebnisse der Wasseruntersuchungen

Mit Ausnahme eines Betriebes ergaben die Wasseruntersuchungen keine
ausschlaggebenden Befunde. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 2
aufgefiihrt. In einem Betrieb konnten ungiinstige
Wasserqualitdtsverhdltnisse von hochgradiger Bedeutung vorgefunden
werden. Der Ammonium- bzw. Ammoniak- und der Nitritgehalt
erwiesen sich als deutlich erhoht. Die Sauerstoftkonzentration des
Ausgangswassers war hier ungeniigend.

=
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S |l=|= )= S|l 2| alsE
o |5 | 2 5|32
E S o) m =} 5] P 7] — 20
E|l |2l El=2E| S| 8|8
S| E| |08l 2| EB|S|E
s | E | E S|zl z|E|=2|E
EZ |2 5% 3| 5|3|3
£ “ V: 2l 8|=]-
< 7] ] [e]
M
Abweichungen vom Normalwert | 1 1 17180 1]0]1 0

von geringgradiger Bedeutung o|lo0o|1]|7|8]0]0|0]0]|O

von mittelgradiger Bedeutung o|lo0o|0jOjOjO]1|O]|1]|O

von hochgradiger Bedeutung 1 1(0]0]JO|O]O|O]O|O

Tabelle 2
Ergebnisse der Wasseruntersuchungen

Indexergebnisse

Die indizierten Erfassungsergebnisse der Befragungen und der Fisch-
und Wasseruntersuchungen sind in der Tabelle 3 zusammengefasst
dargestellt.
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Betriebsnummer

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Betriebsmanagement | 5,4 | 36,3 | 54 | 385 | 2,9 | 100 | 44,4 | 52,4 | 31,7 | 27,8 | 46,3 | 95,1 | 27,3 | 60,7 | 25,1
Tierschutz 47,7 | 28,5 | 47,6 | 52,4 | 40,6 | 96,7 | 56,4 | 46,3 | 40,8 | 49,7 | 38,8 | 100 | 52,0 | 53,8 | 60,4
Fischgesundheit 28,0 | 18,3 | 21,7 | 28,5 | 47,8 | 43,9 | 56,0 | 26,1 | 47,3 | 29,0 | 18,8 | 43,0 | 100 | 42,5 | 56,5
Drei-Platten-Test 333 0 0 33,3 | 33,3 0 |33,3]333]333 0 0 100 0 66,7 | 100
Wasseranalytik 33,3 | 333 0 33,3 | 33,3 0 0 333 0 0 33,3 | 100 | 33,3 0 0
Ersteindruck 35,0 | 45,0 | 50,0 | 52,5 | 50,0 | 82,5 |92,5| 60,0 | 60,0 | 55,0 | 47,5 | 97,5 | 100 | 55,0 | 62,5
Endergebnis 34,3 | 37,1 | 28,6 | 47,1 | 40,1 | 74,2 | 57,2 | 50,1 | 41,3 | 37,1 | 42,4 | 100 | 71,8 | 48,7 | 46,9
Ranking 2 3 1 9 5 14 12 11 6 3 7 15 13 10 8
Tabelle 3
Indexergebnisse
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Der Index Betriebsmanagement wurde auf Basis der Betriebsgrof3e, der
Zucht- und Zukaufskriterien, des Status der Seuchenfreiheit, der
Produktionsform, des Produktionsziels, des Hygienemanagements sowie
der Wasserversorgung und —fithrung ermittelt. Im Index Tierschutz
flossen neben den Erfassungsergebnissen hinsichtlich der Wasserqualitét
und —versorgung, des Hygienemanagements sowie der Besatzdichte, vor
allem subjektive Einschitzungen zum Umgang mit den Fischen beim
Handling (Abfischen, etc.) sowie bei der Betdubung und Toétung der
Forellen ein. In 14 von 15 Betrieben werden die Forellen in der Regel
mittels Kopfschlag betdubt. Lediglich in einem Betrieb wird
routineméfig die Methode der elektrischen Durchstromung eingesetzt.
In drei weiteren Betrieben waren Gerédte zur elektrischen Betdubung
vorhanden, die nur zur Betdubung gréBerer Fischmengen eingesetzt
wurden. In zwei von drei Fillen waren diese Gerdte als nicht
tierschutzgerecht einzustufen, da aufgrund der Beschaffenheit der
Elektroden ein gleichméiBiges Stromfeld im gesamten
Betdubungsbecken nicht sichergestellt werden konnte. Nach Bretzinger
(2001) stellt der Kopfschlag die tierschutzgerechteste Methode zur
Betédubung von Forellen dar.

Haufigkeit
o - N w £ (4] [«2] ~ (o]

EIH []

22,5 37,5 52,5 67,5 82,5 97,5 und
groler

Abbildung 2
Histogramm (Endergebnisse)

Das Endergebnis stellt die indizierte Summierung der Indizes
Betriebsmanagement, Tierschutz, Fischgesundheit, Wasseranalytik
sowie Ersteindruck dar. Das Ergebnis des Hemmstofftests wurde im
Endergebnis nicht beriicksichtigt. Auf Basis der Endergebnisse wurde
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ein Ranking der Betriebe erstellt (Tabelle 3). Die Haufigkeitsverteilung
ist in einem Histogramm dargestellt (Abbildung 2).

Ergebnisse der weiteren Untersuchungen

Die Ergebnisse der weiteren Untersuchungen konnen im Rahmen dieser
Darstellung nur kurz angesprochen werden. Die
lebensmittelhygienischen und riickstandsanalytischen Untersuchungen
der frischen und gerducherten Forellen ergaben keine Beanstandungen.
Riickstandsanalytische Untersuchungen der Teichsedimente ergaben
positive Ergebnisse in Bezug auf Chlor- und Oxytetrazyklin. Diese
Befunde lagen allerdings weiter unterhalb etwaiger
Beanstandungsgrenzen und entsprachen den Erwartungen nach
kontrollierter Verabreichung dieser Antiinfektiva im Rahmen einer
oralen Applikation. Untersuchungen auf Substanzen mit estrogener
Wirkung in den Teichwéssern ergaben teilweise positive Befunde.
Stabilisotopenuntersuchungen zeigten eine eindeutige Korrelation
zwischen Wasser- und Fischproben sowie eine nachvollziehbare
geografische Zuordnung.

Diskussion und Schlussfolgerungen

Es wurde versucht die Ergebnisse der Teilstudie, die von der Task-Force
Veterindrwesen, Fachbereich Fischseuchenbekdampfung des
Niedersdchsischen  Landesamts  fir ~ Verbraucherschutz ~ und
Lebensmittelsicherheit, durchgefiihrt wurde, in einer Indexdarstellung
zusammenzufassen. Dabei sind subjektive Eindriicke und objektive
Messergebnisse zusammengefithrt worden. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde dieses durch das Indizieren der Teilbereiche und das
Zusammenfassen der Teilergebnisse in einem Endergebnis erzielt. Auf
Basis der Endergebnisse wurden die Betriebe gerankt.

Die teilnehmenden Betriebe waren hinsichtlich ihrer Betriebsgrofie
(Jahresproduktion zwischen fiinf und 130 t), des Betriebsziels sowie der
Betriebsform als sehr heterogen zu beurteilen. Es konnten grofle
Unterschiede hinsichtlich des Betriebsmanagements, der Wasserqualitit
sowie des Gesundheits- und Tierschutzstatus ermittelt werden. Das
Endergebnis wird vor allem von dem Status der Fischgesundheit und
von der Wasserqualitit, aber auch vom Status des Betriebsmanagements
und von Aspekten des Tierschutzes beeinflusst. Die Umweltqualitdt ist
hinsichtlich des Auftretens von Fischkrankheiten von sehr grofBer
Bedeutung.
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Es ist demzufolge wichtig im Rahmen dieses Projektes zu ermitteln, ob
das  Betricbsmanagement,  tierschutzrelevante = Faktoren,  die
Fischgesundheit und die Umweltqualitdit FEinfluss auf die
lebensmittelbezogene Qualitdit des Endprodukts Fisch haben. Die
Ergebnisse der Untersuchungen, die sich mit dem Lebensmittel Fisch
befassten, ergaben jedoch keine eindeutigen Hinweise auf eine
bestehende Korrelation mit dem Betriebsranking. Es muss in dem
Zusammenhang jedoch beriicksichtigt werden, dass die Untersuchungen
wihrend des Winters durchgefiihrt wurden. Die Wassertemperatur
betrug zwischen 1,7 und 9,7°C. Es kann davon ausgegangen werden,
dass vor allem die lebensmittelhygienische Qualitit durch hoéhere
Wassertemperaturen beeintrachtigt werden kann. Das Projekt soll
deshalb wihrend des Sommers 2005 fortgesetzt werden.
Stabilisotopenuntersuchungen koénnen eine Grundlage fiir einen
zukiinftigen Herkunftsnachweis der Fische sein. Diese Fragestellung
wird im Rahmen eines Folgeprojektes niaher untersucht.

Die hohe Zahl der positiven Hemmstofftests war iiberraschend, zumal
nur in vier Betrieben antibiotische Behandlungen unter kontrollierten
Bedingungen innerhalb von 12 Monaten vor Beprobung durchgefiihrt
wurden. Riickstandsanalytische Untersuchungen der Fische und der
Futtermittel konnten die Hemmstofftestergebnisse nicht bestitigen. Es
kann davon ausgegangen werden, dass es sich dabei um unspezifische
Reaktionen gehandelt hat, die eine Beanstandung auf Basis der
Hemmstofftestergebnisse nicht rechtfertigen. Aus diesem Grund fand
das Ergebnis des Drei-Platten-Tests im Endergebnis keine
Bertiicksichtigung.

Im Allgemeinen konnte, mit Ausnahme von zwei Betrieben, der Status
der Fischgesundheit und Umweltqualitit als zufriedenstellend eingestuft
werden. Weiterfiihrende Untersuchungen wéhrend der Sommerperiode
sind jedoch notwendig um endgiiltige Schlussfolgerungen in Bezug auf
das Projektziel treffen zu konnen.
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Aktuelle Probleme der Lachszucht in Norwegen am Beispiel
des Augenkatarakts

Janek Simon

Kernerstr. 74, 13125 Berlin

Zusammenfassung

Wihrend eines Arbeitsaufenthaltes auf einer norwegischen Lachsfarm
im Jahr 2003 wurden verschiedene auftretende Krankheiten und
Parasiten untersucht bzw. beobachtet.

Fiir die Entstehung von Augenkatarakten gibt es verschiedene Ursachen.
Seit den letzten 10 Jahren wird ein besonderer Katarakttyp bei
geziichteten Atlantischen Lachsen in FEuropa beobachtet. Dieser
Augenkatarakttyp trat verstirkt auf, nachdem es verboten wurde
Séugetier-Blutmehle zu verfiittern. Die Hauptursache fiir die Ausbildung
des Kataraktes ist ein Mangel an der Aminosdure Histidin im Futter. Als
weitere Ursachen fiir eine Kataraktentstehung sind umweltbedingte
Faktoren, genetische Veranlagung, der Smoltifikationsprozess und
Umsatzzeitpunkt der Smolts in das Seewasser zu nennen.

Eine geeignete Methode fiir ein Monitoring von Augenkatarakten in
einem Lachsbestand wird vorgestellt.

Die im folgenden vorgestellten Beobachtungen beruhen auf
Erfahrungen, die wihrend eines mehrmonatigen Arbeitsaufenthaltes auf
einer Lachsfarm in Norwegen im vergangenen Jahr gesammelt wurden.
Auf der Farm treten Krankheiten wie die Furunkulose der Salmoniden
(Furunkulosis), Vibriose (Vibriosis), Kaltwasservibriose, Winter ulcer
(Vibrio wodanis oder Moratella (Vibrio) viscosa) oder Infektiose
Pankreasnekrose (IPN) nur noch selten auf. Dies ist darauf
zuriickzufiihren, dass die Lachse einerseits gegen diese Erreger als
Smolts mit einem 6-Komponenten-Vakzin vakziniert werden und
andererseits aufgrund der optimalen Umwelt- sowie
Haltungsbedingungen.

Den Befall der Lachse mit ektoparasitischen Lé&usen der Arten
Lepeophtheirus salmonis und Caligus elongatus hat man auf der Farm
weitgehend in den Griff bekommen. Dabei ist man von der Kontrolle
der Lause mit Lippfischen (Labridae) {iiberwiegend abgekommen.

265



Heutzutage erfolgt die Uberwachung durch ein regelméBiges Monitoring
der Bestinde und ggf. die Behandlung mit einem Medizinalfutter
welches als wirksame Substanz Emamektin enthélt.

Der alle zwei bis drei Jahre auftretende Befall der Lachse mit
Bandwiirmern (Eubothrium sp.) wird bei einer Befallsrate von iiber 50
% mit dem Medizinalfutter ,,Droncit vet.“, welches die wirksame
Substanz Praziquantel enthélt, behandelt.

Es sei an dieser Stelle aber darauf hingewiesen, dass die beiden
genannten Medikamente zwar in Norwegen, aber nicht in Deutschland
zugelassen sind.

In den vergangenen Jahren werden verstirkt Katarakte festgestellt.

Ein Katarakt ist eine Opazitdt im Linsengewebe des Auges oder seiner
Kapsel (Hargis 1991), welche das Sehvermogen beeinflusst (Wall und
Bjerkds 1999). Augenkatarakte kdnnen in der Gréfie, Form, Dichte und
dadurch im Schweregrad variieren. Es gibt viele Katarakttypen, die
sowohl bei wilden als auch bei geziichteten Fischarten im SiiB- und
Salzwasser beschrieben wurden (Wall 1998). Katarakte entstehen durch
freie Calciumionen, die sich in der Augenlinse an wasserldsliche
Proteine binden. Diese Proteine verdndern die Ursprungsform und den
Verlauf der Lichtstrahlen, die von der Linse reflektiert werden. Die
Linsen sehen dann weil3 aus.

Seit 1995 wird ein besonderer Katarakttyp bei geziichteten Atlantischen
Lachsen in Europa (besonders in Irland, Norwegen und Schottland) als
auch in Chile beobachtet (Breck et al. 2003). Dieser Typ bildet sich
primir auf dem posterioren Cortex der Linse als eine variable opake
Scheibe oder Becher aus (Wall und Bjerkds 1999). Er kann sich aber
auch nach vorn zum &quartorialen Cortex der Linse ausbreiten. In
seinem stirksten Entwicklungs- bzw. Ausbreitungsstadium kann dieser
Katarakttyp auch in die perinuclearen Gebiete der Linse eindringen
(Breck et al. 2003). Daneben gibt es noch andere, z.B. anteriore
Katarakte, welche teilweise mit diesem Syndrom in Verbindung
gebracht werden, ihre Ursache aber auch in anderen Griinden, wie z.B.
osmotischen Problemen oder physikalischen Beschddigungen haben
konnen.

Augenkatarakte  filhren  hauptsdchlich  zur  Reduzierung der
Wachstumsleistung der Lachse und sekundédr zu Krankheitsproblemen
(Breck et al. 2003). Dariiber hinaus stellen Katarakte generell auch ein
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ethisches Problem fiir die Aquakulturindustrie dar (Wall 1998,
Schlotfeld und Wegener 2000).

Der eingangs beschriecbene Augenkatarakttyp trat erst verstirkt auf,
nachdem es verboten wurde Séugetier-Blutmehle an Fische zu verfiittern
(Wall 1998). Blutmehl wurde teilweise als qualitativ hochwertige
Proteinquelle in Salmonidenfutter genutzt (Rasmussen 1994). Es ist im
Vergleich zu weilem Fischmehl reich an den Aminoséduren Histidin und
Phenylalanin (NRC 1993, Breck et al. 2003).

Die Hauptursache fiir die Ausbildung des Kataraktes ist ein Mangel an
der Aminosdure Histidin im Futter. Histidin und deren Derivate sind
wichtige Pufferkomponenten und Antioxidantien im Gewebe sowie der
Augenlinse der Salmoniden (Babizhayev 1989, Ogata et al. 1998). Bei
rasch eintretenden Umweltverdnderungen und in Perioden schnellen
Wachstums steigt ihr Bedarf im Fisch an (Breck et al. 2003). Ein
ausreichendes Vorkommen an Histidin kann die Gefahr der Ausbildung
des Kataraktes reduzieren (Breck et al. 2003). Weitere generelle
Risikofaktoren fiir die Kataraktentstehung beim Lachs sind ein Mangel
an Methionin (Poston et al. 1977), Tryptophan (Akiyama et al. 1986),
Riboflavin (Hughes et al. 1981), Eisen und Zink (Richardson et al. 1985,
Bjerkés et al. 2000, Breck et al. 2003) im Futter. An umweltbedingten
Faktoren sind beispielsweise schnelles Wachstum, osmotische
Verdnderungen wie Druckverdnderungen, osmotischer Stress durch
rapide Verdnderungen in der Wassertemperatur oder Gasiiberséttigung
(Bruno und Raynard 1994, Bjerkas et al. 1996, Bjerkas und Bjernestad
1999, Bjerkas et al. 2000, Breck und Sveier 2001) zu nennen. Dariiber
hinaus sind die genetische Veranlagung (Kincaid 1989, Wall und
Richards 1992), der Smoltifikationsprozel3 (Bjerkas et al. 1996, Waagbgo
et al. 1998), der Umsatzzeitpunkt der Smolts in das Seewasser (Breck
und Sveier 2001) sowie Augenparasiten (Ashton et al. 1969) von
Bedeutung. Augenkatarakte entstehen vor allem in Perioden mit sehr
raschem Wachstum der Lachse, hauptsdchlich verursacht durch hohe
Umwelttemperaturen oder rapide Temperaturerh6hung im Sommer und
Herbst (Breck et al. 2003). Die Fische fressen in diesen Zeiten zwar,
nehmen aber nicht genug Sauerstoff zur Verdauung und ausreichenden
Versorgung aller Organe auf. Infolgedessen werden die Augen nur
suboptimal versorgt, was bis zur Blindheit und damit letztendlich zum
langsamen Verenden der Fische fithren kann.

Die zurzeit iibliche Methode fiir ein Monitoring von Augenkatarakten in
einem Bestand ist die regelmaBige Untersuchung nach Wall und Bjerkés
(1999). Bei Lachsen in Netzkdfigen in der See starten die
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Untersuchungen generell einen Monat nach dem Aussetzen und werden
mit 14tdgigen bis monatlichen Abstinden bis in den spdten Herbst
wiederholt. Aus diesem Grund wird meist eine Stichprobe von 30 - 60
Fischen je Netzkdfig mit einem Anésthetikum (z.B. Benzocaine, 2-
phenoxyethanol) betidubt und anschlieBend untersucht. Dabei erfolgt die
Betrachtung der Augen mit dem Hand-Spaltlampen-Mikroskop in einem
abgedunkelten Zimmer, wobei eine Person den Fisch in der richtigen
Position hélt (Abb. 1). Diese Lampe arbeitet mit zwei verschiedenen
Lichtstrahlen, so dass in das Auge hineingesehen werden kann, um auch
zuerst auf dem posterioren Cortex der Linse entstehende Katarakte zu
erfassen.

Abbildung 1
Betrachtung des Auges mit Hand-Spaltlampen-Mikroskop

Nach Wall und Bjerkéds (1999) werden fiinf verschiedene Stadien von
Katarakten unterschieden (Abb. 2 — 5):

e Typ 0: ohne Katarakt

Typ 1: Katarakt deckt hochstens 10 % des Linsendurchmessers ab
Typ 2: Katarakt deckt 10 — 50 % des Linsendurchmessers ab

Typ 3: Katarakt deckt 50 — 75 % des Linsendurchmessers ab

Typ 4: Katarakt deckt >75 % des Linsendurchmessers ab
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Abbildung 2 Abbildung 3

Katarakt Typ 1 Katarakt Typ 2
Abbildung 4 Abbildung 5
Katarakt Typ 3 Katarakt Typ 4

Zur Auswertung werden die erhaltenen Kataraktstadien bei jedem Fisch
fiir beide Augen summiert, so dass man eine Skale von null bis acht
erhilt. Das Kataraktstadium eins und zwei kann bei Farmfischen als
normal angesehen werden. Bei diesen konnten noch keine
nachweisbaren negativen Einfliisse auf die Fische festgestellt werden.
Die Lachse konnen von dem gleichen Katarakt auch im zweiten
Aufzuchtjahr betroffen werden, weshalb in diesem die Untersuchungen
wiederholt werden miissen.
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Auf der Farm werden gegenwértig zwei verschiedene Futtermittel mit
Histidinzusatz miteinander verglichen, um dem Problem Abhilfe zu
schaffen. Das Futter von Ewos hat dabei nur Histidin als weiteren
Zusatz, wohingegen das Futter von BioMar auler dem Histidin noch
weitere Zusétze enthélt.

Literatur

Akiyama, T.; Mori, K. und Murai, T. (1986): Effects of temperature on
the incidence of scoliosis and cataract in chum salmon fry caused
by tryptophan deficiency. Bull. Jpn. Soc. Sci. Fish., 52, 2039.

Ashton, N.; Brown, N. und Easty, D. (1969): Trematode cataract in
freshwater fish. J. Small Anim. Pract., 10, 471-478.

Babizhayev, M. A. (1989): Antioxidant activity of L-carnosine, a natural
histidine-containing dipeptide in crystalline lens. Biochem.
Biophys. Acta., 1004, 363-371.

Bjerkas, E. und Bjernestad, E. (1999): Is there a connection between
rapid fluctuation in water temperature and cataract development in
the Atlantic salmon (Salmo salar L.)? Bull. Eur. Assoc. Fish
Pathol., 19, 166-169.

Bjerkas, E.; Waagbg, R.; Breck, O.; Sveier, H.; Bjerkas, 1. und Thorud,
K. (1995): Cataracts in rapidly growing farm raised Atlantic salmon
(Salmo salar). Vet. Q., 17 (suppl 1), 48.

Bjerkas, E.; Waagbg, R.; Sveier, H.; Breck, O., Bjerkas 1.; Bjornestad,
E. und Maage, A. (1996): Cataract development in Atlantic salmon
(Salmo salar L.) in fresh water. Acta Vet. Scand., 37, 351-360.

Bjerkas, E.; Waagbg, R.; Bjerkas, 1. und Midtlyng, P. J. (2000): Katarakt
hos oppdrettslaks  (Salmo  salar L) 1 Norge. Norsk
Veterineértidsskrift 112, 2.

Bjerkas, E.; Bjernestad, E.; Breck, O. und Waagbg, R. (2001): Water
temperature regimes affect cataract development in smolting
Atlantic salmon, Salmo salar L. J. Fish Dis., 24, 281-291.

Breck, O. und Sveier, H. (2001): Growth and cataract development in
two groups of Atlantic salmon (Salmo salar L.) post smolt
transferred to sea with a four week interval. Bull. Eur. Assoc. Fish
Pathol., 21, 91-103.

Breck, O.; Bjerkas, E.; Campbell, P.; Arnesen, P.; Haldorsen, P. und
Waagbg, R. (2003): Cataract preventative role of mammalian blood
meal, histidine, iron and zinc in diets for Atlantic Salmon (Salmo
salar L.) of different strains. Aquaculture Nutrition 9, 341-350.

270



Bruno, D. W. und Raynard, R. S. (1994): The effect of water
temperature on eye Opacity in Atlantic Salmon, Salmo salar L.
Bull. Eur. Assoc. Fish Pathol., 14, 86-88.

Hargis, W.G. (1991): Disorders of the eye in finfish. Annu. Rev. Fish
Dis., 95-117.

Hughes, S. G.(1985) Nutritional eye diseases in salmonids: A review.
Prog. Fish Cult. 47, 81-85.

Hughes, S. G.; Riis, R. C.; Nickum, J. G. und Rumsey, G. L. (1981):
Biomicroscopic and histologic pathology of the eye in riboflavin
deficient rainbow trout (Salmo gairdneri). Cornell Vet. 71, 269-279.

Kincaid, H. L. (1989): Nuclear cataract frequency in lake trout
recovered from Lake Ontario in 1988. Atlantic Salmon Workshop,
Atlantic Salmon Federation Research Centre, S. 18-28.

NRC (1993): Nutrient Requirements of Fish (National Research
Council, Commitee of Animal Nutrition, Board on Agriculture,
ed.), 115 pp. National Academy Press, Washington, DC.

Ogata, H. Y.; Konno, S. und Silverstein, L. T. (1998): Muscular
buffering capacity of the parr and smolts in Oncorhynchus mosou.
Aquaculture, 168, 303-310.

Poston, H. A.; Riis, R. C.; Rumsey, G. L. und Ketola, H. G. (1977): The
effect of supplemental dietary amino acids, minerals and vitamins
on salmonids fed cataractogenic diets. Cornell Vet., 67, 472-509.

Rasmussen, K. G. (1994): Spray-dried blood in diets to Atlantic salmon
(Salmo salar L.). Fisk. Dir. Skr. Ser. Ernéring, 6, 151-161.

Richardson, N. L.; Higgs, D. A.; Beames, R. M. und Mcbride, J. R.
(1985): Influence of dietary calcium, phosphorous, zinc and phytate
level on cataract incidence, growth and histopathology in juvenile
chinook salmon (Oncorhynchus tshawytscha). J. Nutr., 115, 553-
567.

Schlotfeldt, H. J. und Wegener, A. (2000): Clinical screening for
cataracts in rainbow trout and non-salmonid fish in traditional fresh
water pond farming. Bull. Eur. Assoc. Fish. Pathol., 20, 252-255.

Wall, A. E. (1998): Cataracts in farmed Atlantic salmon (Sal/mo salar) in
Ireland, Norway and Scotland from 1995 to 1997. Vet. Rec., 142,
626-631.

Wall, T. und Bjerkds, E. (1999): A simplified method of scoring
cataracts in fish. Bull. Eur. Assoc. Fish. Pathol. 19, 162-165.

271



Auswirkungen eines implantierten radiotelemetrischen
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Zusammenfassung

Der gute Gesundheits- und Erndhrungszustand einer wiedergefangenen
Nase (C. nasus) weisen auf die grundsétzliche Eignung und
Vertrdglichkeit von langfristig implantierten radiotelemetrischen
Sendern hin. Befunde hinsichtlich der Lage der externen Antenne, des
Nahtmaterials und histologische Hinweise auf die Bildung eines Kanals
entlang der Antenne von der Oberfliche zum in Granulationsgewebe
eingekapselten Sender, zeigen die Notwendigkeit methodischer
Verfeinerungen und den Bedarf an weiterer Grundlagenarbeit.

Einleitung

Die Implantation von radiotelemetrischen Sendern in die Leibeshohle
von Fischen wird mit Erfolg fiir die unterschiedlichsten Fragestellungen
in der Fischkunde und Fischereibiologie eingesetzt (z.B. Baras 1991).
Natiirlich setzt eine derartige Technik voraus, dass sie das Verhalten des
Versuchstieres nicht mafigeblich beeinflusst oder gar groBen Schaden
verursacht. Konsequenterweise wurden daher die Auswirkungen von
implantierten Sendern auf Fische untersucht. Jepsen et al. (2002) geben
hierzu einen guten Uberblick. Meist handelt es sich um Studien unter
kontrollierten Laborbedingungen (z.B. Lucas, 1989; Adams et al,
1997). Daten aus dem Freiland iiber die Auswirkungen sind seltener
(z.B. Okland et al., 2003; Bauer in Druck). Gerade solche
Untersuchungen kdnnen wertvolle Erkenntnisse zur Verbesserung der
Methode liefern und das Spektrum bearbeiteter Spezies erweitern. Fiir
die Nase (C. nasus) gibt es keine Studien tiber mogliche Auswirkungen
von Implantaten. Nach dem Wissen der Autoren wurden generell bisher
erst drei telemetrische Studien zu dieser Spezies verdffentlicht (Huber &
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Kirchhofer, 1998; Ovidio & Philipart, 2002; Unfer et al., 2003). Im
Folgenden soll der Fall einer besenderten Nase vorgestellt werden, die 7
Monate mit einem implantierten Sender im Freiland verbrachte.

Material und Methoden

Im Zuge einer Untersuchung des Wanderungsverhaltens der Nase in der
Donau und ihrem Zufluss der Pielach (Unfer et al., 2003; genehmigter
Tierversuch GZ 66.016/5-P1/4/2002), wurden am 23. April 2003 24
Exemplare (Totalldnge TL: 405 - 530 mm; Gewicht M: 793 — 1520 g),
mit implantierten radiotelemetrischen Sendern versehen (LOTEK
MCFT-3EM, 51 x 16 mm, 16,1 g, 450 mm externe Peitschenantenne).
Der Sender bleibt somit unter der von Winter (1983) empfohlenen
kritischen Marke von 2% Fischgewicht.

Die Fische wurden mittels Elektrofischerei gefangen. Der Eingriff
erfolgte an Ort und Stelle.

Nach der Betidubung mit Nelkendl in einer Konzentration von 0,8 mg
auf 30 1 Wasser, wurden die Tiere in einer Operationseinrichtung
platziert, die eine permanente Spiilung der Kiemen mit Wasser
gewihrleistete. Die Schuppen im Bereich des OP-Feldes wurden
entfernt. Mit einem ca. 3 cm langen Schnitt in der ventralen Medianline
wurde die Leibeshohle cranial des Beckengiirtels eréffnet. Caudal der
Schnittfiihrung, ebenfalls in der ventralen Medianlinie, wurde im
Bereich des Beckengiirtels mit einer Kaniile ein separater Kanal fiir die
Antenne punktiert. Nach dem Einfadeln der Antenne wurde der Sender
in die Leibeshohle eingefiihrt und die Wunde mit 2 einfachen
unterbrochenen Néhten verschlossen. Es wurde absorbierbares
Nahtmaterial (Serasynth) verwendet, welches eine Absorptionszeit von
170 Tagen aufweist. Der Eingriff dauerte ca. 3 Minuten und die Nasen
wurden nach 20 Minuten ins Gewisser zuriickgesetzt.

Nach 7 Monaten am 24. November 2003 wurde versucht, die Fische in
ihren Wintereinstinden mittels Elektrofischerei zu fangen. Dies gelang
allerdings nur bei einem Exemplar, wobei durch die Telemetrie die
Anwesenheit weiterer besenderter Nasen nachgewiesen werden konnte.
Die wiedergefangene Nase wurde mit einer Uberdosis MS222 getétet
und einer Untersuchung zugefiihrt. Aus dem Bereich der
Operationswunde und von dem, den Sender umgebenden, Gewebe
wurden Proben genommen und in Formalin (10%) fixiert. Die Proben
wurden in Paraffin eingebettet und Schnitte von 5 um Dicke wurden mit
H.E. gefarbt.
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Ergebnisse und Schlussfolgerungen

Wihrend der Studie zur Migration der Nasen (Unfer et al., 2003)
verendeten lediglich zwei Exemplare, alle anderen konnten erfolgreich
bis Studienende telemetrisch beobachtet werden. AbschlieBend gelang
aber lediglich der Wiederfang eines Exemplars, obwohl mehrere
besenderte Nasen im befischten Bereich der Pielach anwesend waren.
Die Nase war vital und in einem sehr guten Erndhrungs- und
Gesundheitszustand (TL und M vor OP/nach Wiederfang: 512/525 mm,
1451/1658 g). Parasitosen konnten keine festgestellt werden. Diese
Sachverhalte sprechen zundchst fiir die gute Vertrdglichkeit der
Methode. Die Situation stellte sich nach der ndheren Untersuchung der
Nase jedoch etwas differenzierter dar.

Zunéchst sticht die Tatsache ins Auge, dass auch nach 216 Tagen das
Nahtmaterial nicht resorbiert war. Die Vorteile, die absorbierbares
Nahtmaterial fiir die Wundheilung hat, kamen in diesem Fall nicht zum
Tragen. Der Grund ist in der niedrigen Wassertemperatur in Donau und
Pielach zu suchen. Als Folge der persistierenden Néhte wurden in den
Stichkanédlen chronische Entziindung mit herdféormigen akuten
Nachschub festgestellt. Granulationsgewebe in den Stichkanilen
entstand als Antwort auf das Nahtmaterial. Innerhalb dieses
Granulationsgewebes wurden Inseln von mehrschichtigem Epithel
gefunden, stellenweise wurde der Stichkanal von diesem Epithel
ausgekleidet. Moglicherweise stammt dieses Epithel von der Epidermis
und ist entlang des Stichkanals heruntergewachsen. Dieses Phédnomen ist
von Saugetieren (z.B. Winter, 1974) aber auch von Fischen (z.B.
Roberts et al., 1973) bekannt. Das Epithel an der Oberfliche der
Stichkandle wies keine Becher- und Kolbenzellen auf, wie sie in der
unveridnderten Epidermis der Nase vorkommen. An den Wundréndern
zeigte die Epidermis Hyperplasie, Entziindungserscheinungen und
fokale Nekrosen traten auf. Die Wahl des optimalen Nahtmaterials ist
schwierig, da hier viele Faktoren zusammenspielen. Orientierung
konnen hier nur andere telemetrische Studien bieten (z.B. Jepsen et al.
2002). Hurty et al. (2002) bringen einen histopathologischen Vergleich
verschiedener Nahtmaterialien beim Koi (Cyprinus carpio).

Die Umgebung der Operationswunde zeigte Entziindungserscheinungen,
Erytheme und fokale Nekrosen. Die Antenne passierte die Korperwand
durch das caudale Ende der Wunde, was nur durch eine Migration der
Antenne von ihrer urspriinglichen Position erkldrbar scheint. An der
Austrittsstelle der Antenne waren Nekrosen besonders deutlich
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ausgepragt. Bis auf jenen Bereich, den die Antenne passierte, war die
Wundheilung vollstandig.

Die Migration wurde moglicherweise durch das Flotieren der Antenne
und den Schwimmbewegungen des Fisches in Zusammenspiel mit der
Schwerkraft begiinstigt. Das freie Flotieren der Antenne ist auch fiir die
fokalen Nekrosen an der Austrittstelle der Antenne verantwortlich.
Dariiber hinaus wurde mit der Platzierung der Antenne in der ventralen
Medianlinie ein Abschnitt der Korperwand gewdhlt, der strukturell
relativ schwach ist. In diesem Bereich sind neben Binde- und
Fettgewebe nur beiderseits der Mediane die Mm infracarinales
vorhanden und auch diese bilden ventral keine geschlossene
Muskeldecke (Abb. 1). Platziert man die Antenne hingegen etwas
dorsolateral der Operationswunde, so verlduft der Antennenkanal durch
die kompakten Myomere der hypaxonen Muskulatur, die wesentlich
mehr Stabilitit aufweisen (Abb. 1).

Bei der Sektion wurden keine Anzeichen einer diffusen Peritonitis
festgestellt. Der Sender war von einer Kapsel aus Granulationsgewebe
eingeschlossen (Abb. 2). Diese Kapsel entsteht im Zuge einer
klassischen = Fremdkorperreaktion und wurde fir Fische mit
implantierten Sendern mehrfach beschrieben (z. B. Marty &
Summerfelt, 1988; Lucas, 1989). Uberraschenderweise stellte sich bei
der histologischen Untersuchung heraus, dass mehrschichtiges
epitheliales Gewebe in das Granulationsgewebe eingelagert war (Abb.
2) und den Sinus der Kapsel teilweise auskleidete. Derartiges wurde
bisher im Zusammenhang mit implantierten Sendern nicht beschrieben.
Diese Entdeckung ist insofern von Bedeutung, als anzunehmen ist, dass
Epithelgewebe von der Oberfliche entlang der Antenne eingewachsen
ist. Die Einwachsung von Epidermis entlang transcutaner Implantate
wurde jedenfalls bei Saugetieren (z.B. Winter 1974) und Fischen
beschrieben (Vogelbein & Overstreet, 1987). Es besteht der Verdacht,
dass hier eine Pforte fiir Pathogene besteht und Infektionen begiinstigt
werden (z.B. Dasse 1984). Insofern weist der Fund von epithelialem
Gewebe auf diese Moglichkeit hin, auch wenn es bei der Nase zu keinen
Komplikationen kam. Die externe Antenne wurde wiederholt als
Ursache fiir hohe Mortalitdtsraten gesehen (z.B. Winter, 1983; Burell et
al., 2000). Da jedoch vielfach keine Alternative besteht (Sender mit
internen gewickelten Antennen sind leistungsschwécher), wire hier eine
eingehendere Untersuchung wiinschenswert.

Obwohl die wiedergefangene Nase als Beispiel flir die prinzipielle
Vertrdglichkeit der Methode gelten kann, zeigen sich doch klare
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Ansatzpunkte fiir Modifikationen der Methode und der grundsitzliche
Bedarf an grundlagenorientierten Arbeiten. Wiederfange konnen hier
wertvolles Datenmaterial liefern. Natiirlich ist der Wiederfang im Zuge
von Freilandstudien nicht einfach, manchmal sogar unmoglich.
Trotzdem sollte das Studiendesign von vorneherein auf eine moglichst
hohe  Wiederfangquote  abzielen. In  Zusammenarbeit  mit
Fischpathologen konnen so wertvolle Erkenntnisse fiir zukiinftige
Anwendungen der Telemetrie gewonnen werden. Nicht zuletzt sind
solide Kenntnisse hinsichtlich der Methode und ihrer Auswirkungen
ethisch notwendig, wenn es um Begriindung und Bewertung von
solchen Tierversuchen geht.
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Abbildung 1
Fisch im paratransversalen Schnitt; Platzierung der Antenne in der
ventralen Medianlinie, in einem etwas strukturschwachen Bereich sowie

alternative Position; (Abbildung nach Harder 1964, Anatomie der
Fische, verdndert und ergdnzt)

Abbildung 2
Granulationsgewebe (klassische Fremdkorperreaktion) um den Sender.
Epitheliales Gewebe, welches moglicherweise entlang der Antenne

eingewachsen ist (Pfeil). * Sinus der Kapsel in dem sich der Sender
befand. Balken: 100 um; H. E.
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Elektronische Identifizierung von Fischen nach ISO-Standard
11784/11785, Methode sowie EU-veterinéirrechtliche
Konsequenzen

Heistinger, H. und Behm, D.

NO Tiergesundheitsdienst, Tierklinik Lilienfeld, Babenbergerstrafle 22, 3180
Lilienfeld

Die Elektronische Kennzeichnung von Tieren mittels ID-Transponders
ist eine sichere und EU-rechtlich anerkannte Methode zur
Identifizierung einzelner Individuen. Die Technik ist auch bei Fischen
durchfiihrbar und bietet eine sichere Mdglichkeit zur Unterscheidung
zwischen Individuen, welche der Lebensmittel-gewinnung dienen, und
allen anderen wie Zier- und Zuchtmutterfischen.

In dieser Arbeit werden Methode und Durchfithrung der elektronischen
Kenn-zeichnung von Fischen vorgestellt und veterindr- bzw.
lebensmittelrechtliche Konsequenzen hinsichtlich der Behandlung
solcher Fische erortert.
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Untersuchungen zur Stress- und Handlingempfindlichkeit
bei Barschartigen

Helmut Wedekind

Institut  fiir Fischerei der Bayerischen Landesanstalt fiir Landwirtschaft,
Weilheimer Str. 8, 82319 Starnberg

Abstract

Aus der Fischerei und Aquakultur ist bekannt, dass Barschartige im
Vergleich zu anderen Nutzfischarten eine hohere Empfindlichkeit
gegeniiber mechanischen Belastungen durch Handhabung (Fang,
Sortieren, Transport, Hélterung) und dem damit verbundenen Stress
aufweisen. Die Ursache dafiir liegt einerseits in anatomischen
Gegebenheiten (rauhe Schuppen, harte Flossenstrahlen). Andererseits
zeigen die zum Teil widerspriichlichen Beobachtungen in Wissenschaft
und Praxis, dass dem Zustand der Fische (Ernidhrung, Kondition) eine
weitere, wichtige Bedeutung fiir die Widerstandskraft zukommt.

Fir die Untersuchung dieses Zusammenhangs wurden Hybrid-
Streifenbarsche (Morone saxatilis x M. chrysops) eingesetzt, die mit
sehr verschiedenen Futtermitteln (36 % RP/ 7 % RF und 46 % RP/ 16 %
RF) aufgezogen worden waren. Im Ergebnis unterschieden sich die
Fiitterungsgruppen nicht nur hinsichtlich der Wachstumsleistung
erheblich voneinander, sondern zeigten auch einen deutlichen
Qualitdtsunterschied in  Bezug auf die Korpulenz und
Korperzusammensetzung.

Um der Arbeitshypothese einer konditionsabhingigen Empfindlichkeit
der Barsche gegeniiber Handhabung nachzugehen, wurden
Versuchsfische aus beiden Fiitterungsgruppen einer gleichmifBigen
Stressbelastung (Fang, Ballung, Entnahme aus dem Wasser, Hélterung)
unterzogen und anschlieBend auf Versuchsaquarien verteilt, in denen
verschiedene Wasserzusitze verwendet wurden. Die anschliefend
aufgetretenen Fischverluste wurden dokumentiert und ausgewertet.
Schlecht gewachsene und unterkonditionierte Fische zeigten nach
mehrfacher ~ Belastung  ein  ausgepridgtes  Verlustgeschehen.
Wasserzusitze (Huminstoffe, Salze) fithrten lediglich zu einer zeitlichen
Verzogerung der Abldufe. Im Gegensatz dazu wiesen ausreichend
erndhrte Fische in den Versuchen nur vereinzelt Beeintrichtigungen auf.
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Durch Zusatz von Kochsalz und anderen Salzen konnten in diesen
Versuchsgruppen Verluste vollstdndig vermieden werden.

Aus den Ergebnissen ist abzuleiten, dass die bedarfsgerechte Fiitterung
und die daraus resultierende Fischkondition der entscheidende Faktor
fir die Widerstandskraft der Hybrid-Streifenbarsche gegeniiber
mechanischer Belastung und Stress bei der Handhabung ist.

Einleitung

In der internationalen Aquakultur stellen Barschartige eine besonders
bedeutende Fischgruppe dar. Dariiber hinaus stellt diese Fischgruppe
auch in der Fischerei Deutschlands wichtige Wirtschaftsfische wie z.B.
den Zander oder den Flussbarsch. Neben den diesen Arten befinden sich
unter den Barschartigen weltweit eine ganze Reihe ausgezeichneter
Kandidaten fiir die Aquakultur, wobei Tilapia (Oreochromis sp.),
Doraden (Sparus sp.), Wolfsbarsche (Discentrarchus labrax) und
verschiedene Weil3- und Streifenbarsche (Morone sp.) die bekanntesten
sind. Viele dieser Arten, wie z.B. Streifenbarsch-Hybriden (Morone
saxatilis x M. chrysops, HSB), sind auch unter den Marktbedingungen in
Europa interessante Speisefische. Derzeit werden HSB versuchsweise
mehreren Warmwasser-Kreislaufanlagen in Italien, aber auch in
Deutschland aufgezogen und vermarktet.

Praktische Erfahrungen mit diesen Fischen haben gezeigt, dass HSB
sehr anpassungsfihige und fiir verschiedene Produktionssysteme
geeignete Fische sind. Hinsichtlich der erreichten Wachstumsleistung,
Bauchhohlenverfettung und der Sortierempfindlichkeit wurden jedoch
sehr unterschiedliche Erfahrungen gemacht (WEDEKIND 2000, BAER
2003), die in der Vergangenheit Anlass fiir wissenschaftliche
Untersuchungen zu diesem Thema waren (NOGA et al. 1999,
MELAMED et al. 1999). Die Beobachtungen zeigen, dass Hybrid-
Steifenbarsche dhnlich Handling-empfindlich sind, wie dieses auch von
anderen Barschartigen bekannt ist. Insbesondere Tilapia (Oreochromis
sp.) zeigen bei der Teichabfischung, dem Sortieren und Héltern eine
hohe Empfindlichkeit. Ahnliche Beobachtungen werden auch bei der
Handhabung von Meerbrassen und Wolfsbarschen oder auch beim
Import wild gefangener Zierfische (Cichliden) gemacht, wobei die
Fische stets ausgepragte Hautsymptome (Héambhorrhagien,
Verschleimung, sekundire Verpilzung) zeigen (CLEARY et al. 2000).
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Der Verlauf der Schiadigung infolge Handling beginnt zunichst mit einer
von der Handhabung (Fang, zeitweise Herausnahme aus dem Wasser,
Umsetzen) ausgehenden starken Stressreaktion. Die Fische beantworten
die unvermeidliche Belastung zunidchst mit einer priméren
Stressreaktion, in deren Verlauf die Stresshormone Cortisol und
Adrenalin im Blutplasma ansteigen (SVOBODOVA et al. 1999). Diese
bewirken eine erhdhte Blutversorgung der Kiemen und eine erhohte
Muskelaktivitdt. Diese normale, mit Energiemobilisierung zur Erh6hung
der Fluchtbereitschaft einher gehende, physiologische primére
Stressreaktion wird von den Fischen bei geeigneter, artgerechter
Unterbringung nach der Handhabung in der Regel gut iiberstanden.

Fische konnen ungiinstige Bedingungen flir eine gewisse Zeit unter
Energieverbrauch tolerieren. Wird die Belastungsfahigkeit allerdings
durch wiederholtes, unsachgemifBes Handling oder nicht angemessene
Halterung (Sauerstoffmangel, unphysiologische Wassertemperatur)
iiberschritten, kommt es zu weiteren (sekundiren und tertidren)
Stressreaktionen, die langfristig die Immunkompetenz beeintréchtigen
und die Wachstums- sowie Fortpflanzungsleistung vermindern kénnen
(AAS, Adaptationskrankheit). Héaufige Folge sind auch Erkrankungen
die von sogenannten ,,Schwicheparasiten ausgelost werden, d.h.
Erregern, die einem richtig gehaltenen, gut konditionierten Fisch nichts
anhaben konnen.

Bei Barschartigen kommt zu der geschilderten Stress-Problematik, deren
Auswirkungen auf den Fisch nach SCHRECKENBACH (1993)
mafgeblich von der Fisch-Kondition (Energiereserven) abhdngt eine
weitere, anatomisch bedingte Problematik: Barschartige sind vollstindig
beschuppt (z.T. Kammschupper) und zeichnen sich durch besonders
starke Hartstrahlen an den unpaaren Flossen aus. Zudem besitzen sie
eine relativ diinne, empfindliche Schleimhaut, so dass es beim Fang
(Ballung, Herausnahme aus dem Wasser) unvermeidlich zu
Beschéddigungen dieser schiitzenden Hiille kommt. Barschartige sind aus
diesem Grund nach dem Handling besonders flir Bakterien— und
Pilzinfektionen der Oberhaut empfianglich. Als Folgen treten oftmals
auch erhebliche Flossenldsionen auf. In der Fischzuchtpraxis wird dieser
erhohten  Empfindlichkeit  durch ~ Wasserzusidtze  (Kochsalz,
Huminstoffpraparate) zur Forderung der Schleimhautregeneration
Rechnung getragen. Bei verschiedenen Morone-Arten wurden
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verschiedene Salze und Hértebildner mit Erfolg eingesetzt (GRIZZLE et
al. 1990, GRIZZLE & MAULDIN 1999).

In der praktischen HSB-Aufzucht wurden in Abhéngigkeit
unterschiedlicher  technischer ~Abldufe wund in  verschiedenen
Haltungsbedingungen (Fiitterung) zum Teil sehr unterschiedliche
Erfahrungen gemacht. Die Berichte reichten von keinerlei bis sehr
hohen Verlusten bei Sortierung und Umsetzen. Die vorgestellten
Versuche sollten den Zusammenhang zwischen der Empfindlichkeit und
der Fiitterung beleuchten und priifen .

Material und Methoden

Es wurden Fische aus einem Aufzuchtversuch in der
Versuchskreislaufanlage des Instituts fiir Binnenfischerei Potsdam-
Sacrow verwendet. HSB-Satzfische (0 12 g) wurden zunichst in
Rundbecken (1,1 m?®) drei verschiedenen Besatzdichten eingesetzt:
gering (270 Stiick/m?), mittel (540 Stiick/m*®) und hoch (770 Stiick/m?).
In einen zweifaktoriellen Versuchsansatz (3 x 2) wurden gleichzeitig
zwei unterschiedliche Futtermittel miteinander verglichen: Futter I (36
% RP/ 7 % RF) und Futter II (46 % RP/ 16 % RF). Die Aufzuchtdauer
betrug 90 Tage. Bei Versuchsende betrug die Bestandsdichte bis zu 85
kg/m® ohne feststellbare Beeintrdchtigung der Fische. Die statistische
Auswertung ergab, dass die bei der geringsten Besatzdichte
aufgezogenen Fische das schlechteste Wachstum aufwiesen. Die
verwendeten Versuchs-Futtermittel hatten erwartungsgemdfl einen
groBen Einfluss auf die Wachstumsleistung. Futter I fiihrte nur zu einer
geringen spezifischen Wachstumsrate von 1,65 %/d und Stiickmassen
zwischen 45 und 54 g. Die mit Futter II aufgezogenen HSB-Setzlinge
zeigten dagegen ein wesentlich hoheres Wachstum (2,5 %/d) und
erreichten Stiickmassen bis zu 100 g. Die kumulierten Aufzuchtverluste
lagen bei 0,6 bis 4 %, wobei auffiel, dass die hochsten Verluste in
beiden Fiitterungsgruppen bei der jeweils geringsten Bestandsdichte
(270 Stiick/m*) auftraten. Die geringsten Stiickverluste wurden beim
Hochstbesatz (770 Stiick/m?®) verzeichnet.

Die Fiitterungsgruppen unterschieden sich nicht nur hinsichtlich der
Wachstumsleistung erheblich voneinander, sondern zeigten auch einen
groBBen Unterschied in ihrer Korperzusammensetzung (Tab. 1). Die
Untersuchung von 160 Versuchsfischen ergab, dass mit Futter I erndhrte
HSB eine deutlich geringere Korpulenz (k = 1,4) als die
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Vergleichsgruppe (k = 1,5) aufwiesen. Die schlechtere Kondition der
langsam gewachsenen Versuchsfische wurde auch bei der
Ganzkorperuntersuchung an den geringeren Bruttoenergie- (10,47
MlJ/kg Futter I; 12,08 MJ/kg Futter II) und Fettgehalten (15,1 % Futter [;
18 % Futter II) sichtbar. Die Messung des Glucoseghaltes im Blut ergab
ebenfalls deutliche Unterschiede zwischen den Fiitterungen (Futter I:
4,11 mmol/l, Futter II: 2,83 mmol/l).

Tabelle 1
Aufzucht mit zwei handelsiiblichen Futtermitteln in einer Warmwasser-
Kreislaufanlage (90 Tage)

Gruppe (n = 80) 1 1
Rohprotein / Rohfett (%) 36/7 46/ 16
Verluste (%) 1,3 0,8
Stlickmasse (g) 50,9 100,5
k-Faktor 1,40 1,55
HSI (%) 3,87 3,04
Bauchfett (%) 8,56 9,41
TS Ganzkorper (%) 36,7 39,9
Bruttoenergie (MJ/kg) 10,7 12,3

Um der Arbeitshypothese einer konditionsabhéngigen Empfindlichkeit
der HSB gegeniiber Handhabung nachzugehen, wurden etwa gleich
groe Versuchsfische (70-80 g) aus beiden Fiitterungsgruppen einer
gleichmiBigen Belastung unterzogen: Nach dem praxisiiblichen
Abfischen wurden die Fische getrennt nach Gruppen fiir ca. 15 Minuten
in Wannen gehéltert (1 kg Fisch/5 1 Wasser) um eine Hypoxie zu
erzeugen. AnschlieBend wurden die Fische fiir die Dauer einer Minute
aus dem Wasser entnommen und in einem tiefen, grobmaschigen
Kescher durch Umwenden in dhnlicher Weise mechanisch belastet, wie
es auch bei praktischen Betriebsabldufen (Abfischung, Sortieren) iiblich
ist. Dieser Vorgang wurde nochmals wiederholt. AnschlieBend wurden
je Fiitterungsgruppe 56 Fische auf 7 Versuchsaquarien (145 Ltr., Besatz:
8  Stiick/Aquarium)  verteilt. Von den  Aquarien Dbeider
Fiitterungsgruppen blieb jeweils eines unbehandelt, in den {ibrigen
wurden parallel folgende Wasserzusitze zur Verbesserung der
Schleimhautaktivitdt bzw. als Hautschutz zugesetzt:
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NaCl (5 g/)

Huminstoff (HS 1500, Sopar Pharma, 1 ml/100 Ltr.)

NaCl (5 g/l) + Huminstoff (HS 1500, Sopar Pharma, 1 ml/100 Ltr.)
5 g/l NaCl + 35 mg/l MgCl (n. GRIZZLE & MAULIN 1999)

5 g/l NaCl + 20 mg/l CaCly (n. GRIZZLE et al. 1990)

Meersalz (3 g/l)
ohne Zusatz (Kontrolle)

A G e

Zur Ermittlung der Folgen der Handhabung wurden die Fische fiir die
Dauer von 11 Tagen unter optimalen Bedingungen (21 °C, O, > 7 mg/I,
pH 7,1-7,3) gehalten und beobachtet.

Ergebnisse

Bereits bei der Abfischung und Handhabung wurden erhebliche, visuelle
Unterschiede zwischen den Fischen der beiden Fiitterungen deutlich:
Die weniger korpulenten Barsche der Futtergruppe I fiihlten sich bei der
Handhabung wesentlich trockener und rauher an als die
Vergleichsfische (Futter II). Bei der zwischenzeitlichen Aufbewahrung
in weilen Sortierwannen zeigten die mit Futter I aufgezogenen Barsche
trotz anfinglich ausreichender Beliiftung massive Stresszustinde, die
sich in ausgeprigter Dunkelfarbung, Apathie, Drehen um die
Langsachse sowie in Einzelfdllen in schockartigen Abspreizen von
Kiemendeckeln und Flossen duflerte. Im Vergleich dazu zeigten die
Barsche der Futtergruppe II normale Reaktionen (Unruhe, erhohte
Atemfrequenz), fiihlten sich schleimiger an und zeigten wéhrend der
gesamten Prozedur eine helle, dem Untergrund angepasste Korperfarbe.

Trotz der erheblichen Stressbelastung der Versuchsfische zeigten sich
bei der Futtergruppe II lediglich vereinzelte Abginge am 4.-6.
Versuchstag (Tab. 2, Abb. 1). Hohe Fischverluste traten dagegen bei
Futter I auf (Tab. 3, Abb. 2). Bei der unbehandelten Kontrolle und in der
Huminstoff-Gruppe verendeten alle Fische innerhalb der ersten zwei
Tage. Bei den {iibrigen Behandlungen trat zwischen dem 5. und 8.
Versuchstag ein erhebliches Verlustgeschehen auf.
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Tabelle 2
Nach Belastung aufgetretene Fischverluste mangelerndhrter Hybrid-
Streifenbarsche (Futter 1) bei verschiedenen Wasserzusdtzen

Verluste (n)

Versuchs- Kontrolle | NacCl Meer- | Humin- | NaCl+ | NaCl+ NaQ1+
tag salz stoff CaCl, MgCl | Huminst.
1 3 - - 4 - - -
2 5 - - 4 - - -
3 - - - - - - -
4 - - - - - - -
5 - 1 - - 2 -

6 - 2 3 - 2 2
7 - - - 2 - -
8 - - 1 - 1 - -
9 - - 1 - - - -
10 - - - - - - -
11 - - - - - - 1
6

O Kontrolle
5 B NaCl
4 0 Meer.salz

[0 Huminstoff
34— B NaChCaCl

0 NaChMgCl
291 B NaClHuminstoff
N i I
oL 11

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
Zeit (d)
Abbildung 1

Nach Belastung aufgetretene Fischverluste (Futter 1) bei verschiedenen
Wasserzusdtzen
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Verluste (n)

6
0 Kontrolle
5 B NaCl
[0 Meersalz
4 [J Huminstoff
3 B NaCHCaCl
O NaCHMgCl
2 [l NaCl+Huminstoff
1
O T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N
Zeit (d)
Abbildung 2
Nach Belastung aufgetretene Fischverluste (Futter 1) bei verschiedenen
Wasserzusdtzen
Tabelle 3

Nach Belastung aufgetretene Fischverluste ausreichend erndhrter
Hybrid-Streifenbarsche (Futter 1) bei verschiedenen Wasserzusdtzen

Versuchs-
tag

Kontrolle

NaCl

Meer-
salz

Humin-
stoff

NaCl +
CaCl

NaCl +
MgCl

NaCl +
Huminst.

Ol ||| |[W[N|—

—_
(=

—_
—_
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In Tabelle 4 sind die Uberlebensraten der Versuchsfische am 11.
Versuchstag gegeniibergestellt. Es ist erkennbar, dass die Fiitterung mit
46 % Rohprotein und 16 % Rohfett im Futter I auch ohne Wasserzusatz
eine hohe Uberlebensrate der belasteten HSB ermdglichte. Alle
Wasserzusitze die Kochsalz enthielten fiihrten zu vollstindigem
Uberleben in dieser Fiitterungsgruppe.

Die energiearme Fiitterung (Futter I, 35 % RP, 7 % RF) resultierte bei
allen Wasserzusdtzen in unakzeptabel hohen Stiickverlusten. Ohne
Wasserzusatz sowie bei ausschlieBlicher Huminstoff-Zugabe verendeten
alle Fische im Verlauf des Beobachtungszeitraumes. Salzzusitze fiihrten
lediglich zu geringfligigen Verbesserungen.

Tabelle 4
Uberlebensraten (in %) am 11. Versuchstag beider Fiitterungsgruppen
im Vergleich

Behandlung Futter 1 (35/7) Futter IT (46 / 16)
Kontrolle 0 75

NaCl (5 %) 25 100
Meersalz (3 %) 37,5 87,5
Huminstoff 0 62,5

NaCl + Huminst. 25 100

NaCl + CaCly 12,5 100

NaCl + MgCl 25 100

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass eiwei3- und energiereich geflitterte
HSB wesentlich widerstandsfahiger gegeniiber Belastungen sind. Durch
Salzzusatz zum Hélterungswasser nach der Belastung konnen Verluste
weitgehend verhindert werden.

Bei nicht bedarfsgerechter Fiitterung konnen Wasserzusétze das
Verlustgeschehen allerdings nicht aufhalten. Sie wirken lediglich
vermindernd bzw. verzégernd. Huminstoffe erwiesen sich in diesem Fall
als unwirksam und fiihrten bereits am 2. Tag nach Belastung zum
Totalverlust (= unbehandelte Kontrolle).
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Diskussion

Die Leistungsfahigkeit von Hybrid-Streifenbarschen (HSB) in der
Aquakultur ist maBgeblich von der Fiitterung abhingig. In
verschiedenen Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass diese
haltungstechnisch unkomplizierten Barsche in ihrer Wachstumsleistung
und Korperzusammensetzung iiberaus variabel sein kdnnen. Bei der
Aufzucht spielt die Besatzdichte nur eine untergeordnete Rolle, sofern
es gelingt die physiologischen Anspriiche der Fische (v.a.
Sauerstoffgehalt) zu erfiillen (WEDEKIND 2004).

Hinsichtlich der Stressempfindlichkeit ergibt sich aus den vorliegenden
Untersuchungen, dass die Kondition der aufgezogenen HSB der
entscheidende Faktor fiir die Widerstandskraft gegeniiber mechanischer
Belastung und Handhabung ist. Ausreichend erndhrte Fische (Futter II)
wiesen in den Belastungsversuchen nur vereinzelte Verluste auf. Durch
Zusatz von Kochsalz (5 g/l) und anderen Salzen konnten Verluste
vollstdndig vermieden werden. Ein Zusatz von Huminstoffen erwies sich
als wirkungslos.

Schlecht gewachsene und unterkonditionierte HSB (Futter I) zeigten
dagegen nach mehrfachem Fangen und Handhaben ein ausgeprégtes
Verlustgeschehen. Wasserzusitze (NaCl u.a. Salze) konnten lediglich
das Verlustgeschehen in den ersten Tagen nach der Belastung
verhindern. Huminstoffe bewirkten auch in diesem Versuch keine
geringeren Fischverluste als die unbehandelte Kontrolle. Hohe Verluste
bei der Handhabung von Hybrid-Streifenbarschen treten demnach vor
allem bei schlecht konditionierten Bestinden auf.

Es wird deutlich, dass die Optimierung der Futtermittel fiir HSB nicht
nur im Hinblick auf das Wachstum und die Produktqualitit von
entscheidender Bedeutung ist, sondern dass sie bestimmend fiir die
Widerstandskraft der Fische ist. Die Ergebnisse bestitigen die an
Karpfen gewonnenen Erkenntnisse von SCHRECKENBACH (1993),
der herausarbeitete, dass insbesondere der Energiegehalt und die
Fettqualitdt die Belastungsfahigkeit entscheidend beeinflussen.

Im Hinblick auf die Wirtschaftlichkeit der Fischzucht kommt der
optimierten Fiitterung bei der HSB-Produktion eine zentrale Bedeutung
zu, zumal nicht nur die Produktionsleistung (Wachstum, Ausbeute),
sondern auch die Verluste nach der Abfischung entscheidenden Einfluss
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besitzen. Es ist davon auszugehen, dass viele kommerziell erhiltliche
Futtermittel derzeit nicht den spezifischen Anspriichen dieser neuen
Fischgruppe entsprechen, weshalb weitere Forschung in diesem Bereich
sinnvoll ist.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass bedarfsgerecht erndhrte HSB
trotz der in der Praxis unvermeidbaren Belastungen in der Lage sind
Hautschiden sowie nachfolgende Infektionen zu iiberstehen.
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1. Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss umweltrelevanter
Konzentrationen (100 - 750 ng1™") von Nonylphenol (in der Folge als NP
bezeichnet) auf die Samenqualitéit, die Lebensfihigkeit von Gameten,
den Befruchtungserfolg und auf die Uberlebensrate von Embryonen und
Briitlingen bis zum Anfiitterungsstadium von Regenbogenforellen
(Oncorhynchus mykiss) untersucht.

Um den Effekt von NP auf die Samenqualitit zu determinieren, wurden
in einer Durchflussanlage Regenbogenforellen wéhrend der
Laichperiode (60 Tage) in drei verschiedenen Konzentrationen von NP
exponiert. Bei der hochsten NP-Konzentration (750 + 70 ng ') wurde
die Samenproduktion vollstindig gehemmt. Bei den zwei anderen
Konzentrationen (280 + 40 ng I', 130 + 30 ng I') war die
Samenproduktion im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert.
Andere Samenparameter wie Motilitit und Befruchtungsfahigkeit
differierten nicht im Vergleich zur Kontrolle.

Um den Einfluss von NP auf die Lebensfdhigkeit der Gameten und auf
den Befruchtungserfolg festzustellen wurden je drei Versuche mit
definierten Konzentrationen von 100, 250, und 750 ng 1" durchgefiihrt.
Die Spermienmotilitdit wurde in NP-héltigem Wasser aktiviert und
gemessen. FEier wurden vor der Befruchtung in NP-hiltiger
physiologischer Salzlésung fiir 10 Minuten gelagert. Eier wurden in NP-
héltigem Wasser befruchtet. NP hatte weder Einfluss auf die
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Samenmotilitdit, noch auf die Lebensfihigkeit der Eier oder den
Befruchtungserfolg.

Fiir die Uberpriifung des Einflusses von NP auf die Uberlebensrate von
Embryonen und Brut bis zum Zeitpunkt der Anfiitterung wurden
befruchtete Eier wihrend der Erbriitung im Durchflussverfahren in NP-
hiltigem Wasser inkubiert. Bei NP-Konzentrationen von 750 + 70 ng 1"
und 280 + 40 ng I'' war die Rate beim Augenpunktstadium geringfiigig
aber signifikant geringer (2 - 4%) als bei 130 + 30 ng "' NP und als bei
der Kontrollgruppe. Die Uberlebensrate der Larven verringerte sich sehr
signifikant vom Augenpunktstadium bis zur Dottersackphase bei 750 +
70 ng I (67.0%) und bei 280 + 40 ng "' (35.6%) NP. Dagegen war bei
der Konzentration von 130 + 30 ng "' NP die Abnahme maBig (21.7%)
und dhnlich jener bei der Kontrolle (23.7%).

2. Einleitung

4-Nonylphenol (in Zukunft NP), ein Abbauprodukt von Nonylphenol-
ethoxylat hat einen Ostrogen-wirksamen Einfluss auf aquatische Tiere
(Servos, 1999; Segner et al, 2003). Bei Fischen kommt es zu
Verdnderungen der Konzentration von Sexualhormonen (McMaster et
al.,, 1991; Munkittrick et al., 1994) und zu einer Erhohung des
Plasmaspiegels bei Vitellogenin und Zona radiata Protein (Flammarion
et al,, 2000; Kime et al., 1999). Es behindert die Spermiogenese,
induziert die Entwicklung von Ovotestes bei Milchnern, verdndert den
Gonadosomatischen Index (Jobling et al., 1996; Routledge et al., 1998;
Tanaka and Grizzle, 2003) und fiihrt zur Feminisierung von
Jugendstadien (Gimeno et al., 1997; 1998a).

Wie weit andere Reproduktionsparameter durch NP beeinflusst werden
ist nach wie vor unbekannt. Die letzte Reifungsphase von Spermatozoen
(Billard 1986; Loir et al, 1990) sowie die Produktion von
Seminalplasma (Lahnsteiner et al., 1999), stehen unter hormoneller
Kontrolle (Tanimoto and Morisawa, 1988; Marshall et al., 1989). Daher
wire es durchaus moglich dass niedrige und umweltrelevante, die
Spermiogenese noch nicht beeinflussende Konzentrationen von NP
(“non effect concentrations”), einen Effekt auf die finale Reifung der
Spermatozoa und die Funktionsfdhigkeit des Systems von
Ausfiihrungsgéingen und in der Folge auf die Samenqualitit (z.B.
Motilitat, Fertilitdt, Dichte) haben.

Ebenso unbekannt ist der Effekt von NP auf die Uberlebensfihigkeit
von Spermien und Eiern. Im zeitlichen Umfeld der Befruchtung sind die
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Gameten sehr empfindlich und nicht in der Lage suboptimale
Bedingungen in der Umwelt zu kompensieren (Lahnsteiner et al., 1999;
Lahnsteiner, 2002). NP konnte die Motilitit oder Fertilitdt von Samen,
die Uberlebensfihigkeit von Eiern oder den Prozess des Samen-Ei-
Kontaktes beeinflussen.

Ebenso wunklar ist der Einfluss von NP in umweltrelevanten
Konzentrationen auf befruchtete Eier, auf die embryonale Entwicklung
und auf die geschliipfte Brut. NP konnte im Zuge des Eindringens von
Wasser wihrend des Hartungsprozesses die Embryogenese beeinflussen.
Weiters ist die frisch geschliipfte Fischbrut generell sehr empfindlich
gegeniiber Umwelteinfliissen.

Die vorliegende Studie soll daher den Effekt von umweltrelevanten
Konzentrationen von NP  auf die oben  beschriebenen
Reproduktionsparameter bei der Regenbogenforelle (Oncorhynchus
mykiss) untersuchen. Es wurden drei NP-Konzentrationen ausgewahlt.
Sie basieren auf dem Vorkommen in O&sterreichischen Gewissern
(gemessener Bereich: 0 — 900 ngl™) bzw. auf der Empfehlung einer “non
effect concentration” von 300 ng I"' (Paumann and Vetter, 2003), sowie
eine niedrigere (100 ng 1"") und eine héhere Konzentration (750 ngl™.

3. Material und Methode

Alle Experimente wurden in der Aufzuchtforschungsanlage Kreuzstein
des Bundsamtes fiir Wasserwirtschaft, mit der Einwilligung der
Osterreichischen Tierversuchskommission (GZ 68.210/58-Br GT/2003)
durchgefiihrt. Es wurde eine Stammlésung von NP (0.5 g Nonylphenol
+ 100 ml DMSO) vorbereitet. Die NP-Konzentrationen wurden mittels
Verdiinnung mit Quellwasser eingestellt (8,2°C, pH = 7.8,
El.Leitfihigkeit = 315 pS at 20°C, O, = 9,9 mg 1", NH;" = 0 mg 1.
Das Quellwasser enthdlt keine Alkylphenole oder Alkylphenoloxylate
(friihere nicht publizierten Untersuchungen). Fiir alle Experimente
wurden Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) verwendet welche
Laichzeit von November bis Janner aufwiesen.

3.1. Einfluss von Nonylphenol auf die Samenqualitdit
Das Experiment wurde am Beginn der Spermiationsperiode (November)
mit RF2+ & (20 — 35 cm) begonnen. Bei den potentiellen

Versuchsfischen wurde vor dem Versuchsansatz die Samenqualitét
(Motilitdtsrate, Samenvolumen, Samendichte). Fische mit ungeeigneter
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Samenqualitdit wurden vom Experiment ausgeschlossen. Fische mit
geeigneter Samenqualitit wurden in 3 Kategorien eingeteilt: Niedrige
(25 — 50%), mittlerer (50- 75%) und hohe Motilitétsrate (75 — 100%). In
4 Versuchsgruppen wurden die drei Kategorien gleichmiflig aufgeteilt
(je 10 Milchner, Fischdichte anndhernd gleich).

Die Versuche wurden ein einer Durchflussanlage durchgefiihrt. Das
System wurde auf NP-Konzentrationen von 100, 300 und 750 ng I
adjustiert und fiir 1 Woche 4&quilibriert zur Herstellung eines
Gleichgewichtes zwischen potentiellen NP-Adsorption und NP-
Konzentration im Wasser. Die Fischgruppen 1, 2, und 3 wurden den drei
NP-Konzentrationen ausgesetzt, die Kontrollgruppe erhielt eine
addquate Konzentration von DMSO, als Trager fiir NP.

Nach 30 und 60 Tagen wurden die Fische abgestreift und
Samenqualititsparameter bestimmt. Das Samenvolumen wurde in
graduierten Phiolen auf 0.1 ml Genauigkeit gemessen. Fiir die
Uberpriifung der Fertilitit wurden Eier von zwei Rognern gewonnen,
gepoolt und in 2 Untergruppen zu je 200 = 10 Eier unterteilt. Die von
den  Versuchsfischen gewonnen Samen wurden in  einer
motilititshemmenden L&sung (nach Lahnsteiner et al., 1999)
vorverdiinnt. Die Befruchtung der Eier erfolgte mit 5 pl vorverdiinntem
Samen und 6 ml Quellwasser bei 4°C. Die Bestimmung der
Samendichte erfolgte spektrophotometrisch (Ciereszko und Dabrowski,
1993). Zusitzliche Zédhlung der Spermien in einer Burker Tiirk
Zahlkammer .

3.2. Einfluss von Nonylphenol auf die Lebensfihigkeit von Embryonen
und Dottersackbrut

Das Wasser aus dem Abfluss der 4 Versuchsbecken wurde jeweils in
separate Langstromrinnen mit Brutrahmen geleitet und wies dort die
gleiche Temperatur und die selben chemischen Werte auf. Lediglich O,
war um ca. 2 mg 1" reduziert. Es wurden die Eier von zwei
Regenbogenforellen mit Samen in nicht kontaminiertem Quellwasser
befruchtet. Nach 30 Sek. wurde jede Eipartie in 4 Untergruppen von je
2000 Eiern unterteilt und in Scharflinger Brutrahmen aufgelegt. Nach 30
Tagen wurde der Prozentsatz der Eier im Augenpunktstadium ermittelt.
Nach Entfernung der toten Eier wurden die lebenden weiter inkubiert
zur Feststellung der Schlupfrate und der Uberlebensrate der Larven bis
zum Ende der Dottersackphase.
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3.3. Einfluss von Nonylphenol auf die Samenmotilitit,, Lebensfihigkeit
der Eier und den Samen-Ei-Kontakt

Zur Prifung der Motilitit wurden Spermien von unbehandelten
Laichfischen in Konzentrationen von 100, 300 oder 750 ng 1" NP bzw.
mit nicht kontaminiertem Quellwasser aktiviert. Zur Vitalititspriifung
von Eiern wurden diese bei 4°C 10 Min. in einer die Eiaktivitit
hemmenden physiologischen Kochsalzlosung (nach Lahnsteiner, 2002)
mit drei NP-Konzentrationen inkubiert und anschlieBend mit
unbeeinflusstem Samen befruchtet. Zur Erforschung des Einflusses von
NP auf den Samen-Ei Kontakt wurden Eipartien in kontaminiertem
Quellwasser mit  Samen  befruchtet  welcher —mit  einer
Motilitdtsinhibitionslosung vorverdiinnt war. Nach 2 Min wurden die
Eier gewaschen und bis zum Schlupfzeitpunkt in einem nicht
kontaminierten Quellwasser inkubiert.

3.4. Aktivierung und Bestimmung der Samenmotilitdt

Die Samenmotilitdit wurde mittels “computer assisted cell motility
analysis = CMA” bei 4 £ 1°C bestimmt (Lahnsteiner et al.,1999). Sie
wurde 10 = 2 sec nach der Aktivierung in einem Stroemberg Mika
Zellmotilitdt Analyse Programm gemessen und bis zu deren Ende (ca.
45 Sek) auf Videoband aufgezeichnet. Folgende Parameter wurden
gemessen: % immotile (Geschwindigkeit < 5 pm s™), % lokal motile (5-
20 um s™), % motile (< 20 um s '), % linear motile (Linearititsindex >
0.9), % nicht linear motile (< 0.9), durchschnittliche Weg-
Schwimmgeschwindigkeit der motilen Spermatozoen (um s™).

4. Ergebnisse
4.1. FEinfluss von Nonylphenol auf die Samenqualitit (Tabelle 1)

In der Kontrollgruppe verringerte sich das pro Milchner gewonnene
Samenvolumen  geringgradig  aber  nicht  signifikant.  Bei
Regenbogenforellen die den 3 NP-Konzentrationen ausgesetzt waren
verringerte sich das Samenvolumen hoch signifikant. Bei der hohen NP-
Konzentration wurde nach 60 Tagen keinen Samen mehr abgegeben.

Die Samendichte verringerte sich in der Kontrollgruppe und bei
niedriger NP-Konzentration geringgradig aber nicht signifikant. In der
mittleren NP-Konzentration wurde nach einer Expositionszeit von 60
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Tagen eine signifikante Verringerung festgestellt. Milchner in der hohen
NP-Konzentration wiesen nach 30 Tagen eine unverdnderte
Samendichte auf, nach 60 Tagen wurde jedoch kein Samen mehr
abgegeben.

Beziiglich der Samenfertilitdt gab es keine signifikanten Unterschiede
bei den Regenbogenforellen die den drei NP-Konzentrationen fiir 30
oder 60 Tagen ausgesetzt wurden im Vergleich zur Kontrolle.

Die untersuchten Parameter der Samenmotilitdt wurden durch NP nicht
beeinflusst und blieben wihrend des Experimentes konstant.

4.2. FEinfluss von Nonylphenol auf die Entwicklung von Eiern und
Dottersackbrut (Tabelle 2)

Bei jenen Eier die in Wasser mit NP-Konzentrationen von 280 + 40 oder
750 + 70 ng 1™ erbriitet wurden war die Augenpunktrate geringfiigig aber
signifikant niedriger als bei Eiern aus unkontaminiertem Wasser oder
bei NP-Konzentrationen von 130 + 30 ng 1" . Die Uberlebensrate der
Dottersackbrut verringerte sich hoch signifikant vom
Augenpunktstadium zum Dottersackstadium bei 750 = 70 ng I (um
67.0%) und 280 + 40 ng "' (um 35.6%) NP. Bei 130 + 30 ng 1" NP war
die Abnahme méaBig (21.7%) und &hnlich der bei der Kontrolle (23.7%).

4.3. FEinfluss von Nonylphenol auf die Samenmotilitit, Lebensfihigkeit
der Eier und den Samen-Ei-Kontakt

Spermienmotilitdt, Bewegungsmuster und Bewegungsdauer waren nach
der Samenaktivierung in 100, 300, 750 ng I'' NP vergleichbar mit den
Ergebnissen in der Kontrollgruppe.

Die Schlupfraten bei den in drei NP-Konzentrationen inkubierten und
anschlieBend befruchteten Eiern waren #hnlich von jenen Eiern im
Kontrollversuch.

Die Schlupfraten bei Eiern die in Wasser mit 100, 300, 750 ng I'' NP
befruchtet wurden waren dhnlich hoch wie bei Eiern aus der Kontrolle,
sodass kein Einfluss von NP auf den unmittelbaren Ei-Samen-Kontakt
festegestellt werden konnte.

5. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde ein Durchflusssystem verwendet bei
konstanter Zufuhr von NP. Die NP-Konzentrationen wurden nicht
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gemessen sondern auf Basis der Durchflussrate von unkontaminiertem
Wasser und der Rate der NP-Injektion berechnet. Wir sind der Ansicht
dass die berechneten NP-Konzentrationen die jeweils aktuellen
reprasentieren u.zw. aus folgenden Griinden: NP wurde kontinuierlich
dem Wasser zugegeben, sodass Adsorptionsprobleme wihrend des
Experimentes vernachlédssigt werden konnten. Das System wurde 1
Woche lang é&quilibriert um ein Gleichgewicht zwischen potentieller
Adsorption von NP und der Konzentration im Wasser zu erreichen.
Fluktuationen bei den NP-Konzentrationen waren bedingt durch
Schwankungen bei der technischen Zufuhr von Wasser und NP und
wurden durch tégliche Checks kontrolliert.

In dieser Studie wird erstmals der Effekt von niedrigen und
umweltrelevanten Konzentrationen von NP auf die Samenqualitét, auf
die Lebensfihigkeit von Gameten, auf den Befruchtungserfolg und auf
die Entwicklung von Embryonen und Dottersackbrut von
Regenbogenforellen untersucht. Nachdem die Reproduktionsphysiologie
innerhalb der Salmoniden vergleichbar ist (Billard et al., 1978) konnen
die Daten auch als giiltig fiir andere Arten wie Bachforelle (Sal/mo trutta
[ fario), Seeforelle (Salmo trutta f. lacustris), oder Asche (Thymallus
thymallus) angesehen werden.

Von den untersuchten Parametern wurden die Samenproduktionsmenge
und die Lebensféhigkeit von Embryonen und Dottersackbrut von den
getesteten ~ NP-Konzentrationen  signifikant beeinflusst. Andere
Samenqualititsparameter (Spermiendichte, Motilitat, Fertilitat), die
Lebensfahigkeit von Gameten und der Ei-Samen Kontakt
(Befruchtungserfolg) wurden von NP nicht beeinflusst.

Es gibt keine einheitlichen Vorschriften fiir tolerable NP-
Konzentrationen im Gewissersystem. Die in Osterreich empfohlene
“non effect concentration” fiir allgemeine toxische Effekte betriagt 330
ng 1", wobei in natiirlichen Gewiéssern Konzentrationen von 0 bis 900 ng
I gemessen wurden (Paumann und Vetter, 2003). Diese Studie zeigt
aber klar, dass NP-Konzentrationen von 277 + 41 ng 1" (diese bewegen
sich in dem genannten nichteffektiven Konzentrationsbereich) bereits
hoch signifikant eine Verringerung des Samenvolumens und der
Lebensfahigkeit der Brut bewirken. Das Samenvolumen wurde bereits
bei einer NP-Konzentration von 133 + 32 ng 1" reduziert. Schwaiger et
al. (2002) exponierten Regenbogenforellen vier Monate vor dem
Ablaichen mit 1 - 10 pg "' NP und beobachteten einen erhdhten Gehalt
von Plasma Vitellogenin bei Milchnern im Sinne einer Ostrogen
bedingten Antwort. Aus der vorliegenden Studie geht aber deutlich
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hervor dass es bei noch niedrigeren Konzentrationen bereits zu
signifikanten Verdnderungen von Reproduktionsparametern kommt.
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Tabelle 1
Der FEinfluss von Nonylphenol auf Samenvolumen, Samendichte und

Samenfertilitit bei der Regenbogenforelle.

Nonylphenol Konzentration
0ngl’, Kontrol. 130+30ngl’ 280+40ngl’ 750+ 70 ngl"

Samenvolumen (ml)

0d 6.9+29° 51+1.8° 6.3+£2.7% 57+1.6°
30d 59+20° 3.7+1.7°¢ 40+2.1° 27+£14°
60d 6.0+£2.0° 14+15¢ 1.0+13% 0.0+0.0°¢
Samendichte (Spermien x 10%/ml)
0d 7.34+037% 7374035  7.25+027° 7.07+0.56°
30d 7.20+0.52* 7.39+0.43%  6.92+0.54*"  7.34+0.34°
60d 6.99 +£0.84° 6.86+0.73" 6.58+0.53" 0.0+0.0°
Fertilitit (%)
0d n. b. n. b. n. b. n. b.
30d 96.5 +3.2° 96.6+0.9° 928+6.7°  94.0+10.0°
60d 65.0+7.0° 64.1+8.5%  67.5+3.1"  keine Proben

n. b. nicht bestimmt

Tabelle 2
Der Einfluss von Nonylphenol auf das Augenpunktstadium (nach 30

Tagen), die Schlupfirate (nach 45 Tagen) und die Uberlebensrate von
Dottersackbrut bei der Regenbogenforelle (nach 60 Tagen,).

Kontrolle Nonylphenol (ng1™)
0+0 130 +30 280 + 40 750 £ 70
Augenpunktrate (%) 94.6+0.8° 955+1.6* 893+73% 908+04°
Schlupfrate (%) 748£2.7° 740+14° 583+98° 33.6+1.6"

Dottersackbrut (%) 709+ 1.8¢ 73.8+1.5¢ 537+82° 238+12¢
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Fischzuchtanstalten als mogliche Eintragspfade fiir das
Antibiotikum Oxytetracyclin in Fliegew:isser

S. Siligatol), W. Buchbergerz), M. Himmelsbach?, E. Licek®, G. Schay‘”
und Th. Weismann®

DTechnisches Biiro fiir Gewdsserdkologie, Straubingerstr. 244, A-4600 Wels;
D Institut fiir Analytische Chemie, Johannes Kepler Universitit, Altenberger Str.
69, A-4040 Linz; IKlinik fiir Gefliigel, Ziervogel, Reptilien und Fische,
Veterindrmedizinische Universitdt, Veterindrplatz 1, A-1210 Wien; YAmt der
OO Landesregierung, Abteilung Wasserwirtschaft/Gewdsserwirtschaft, A-4010
Linz; VInstitut fiir Gewdsserdkologie, Fischereibiologie und Seenkunde, A-5310
Scharfling/Mondsee

Zusammenfassung

Die Auswirkung von Fischzuchtbetrieben auf nachgeschaltete
Freigewésser wird sowohl anhand der Untersuchung der Fischfauna und
des Makrozoobenthos bewiesen als auch durch Nachweis des
Antibiotikums Oxytetracyclin im Wasser und Sediment innerhalb und
auflerhalb eines Betriebes.

Summary

The influence of fish farms on running waters is not only shown by
investigation of fish fauna and makrozoobenthos but also by evidence of
the antibiotic drug oxytetracyclin inside and outside of a farm.

Einleitung

Die Aquakultur ist weltweit der am schnellsten wachsende Sektor im
Lebensmittelproduktionsbereich. In  Osterreich ~stellt sie einen
vergleichsweise geringen Teil der landwirtschaftlichen Produktion dar
und zwar liberwiegend in Form kleiner béauerlicher Betriebe. Weltweit
liberwiegt die Produktion von SiiBwasserfischen mit etwa 95,6% und
davon entfallen auf Cypriniden 68,1%. Die Art der Fischhaltung in
Zuchtbetrieben beeinflusst die Bedingungen in den nachgeschalteten
Gewdssern  durch  Nahrungseintrag, entwichene Fische sowie
Ausschwemmung von Arzneimitteln und verdndert dadurch die
Biozonose. Vor allem antibiotisch wirkende Substanzen kdnnen sich
durch Schidigung der Gewésserbakterien sowohl auf das aquatische
Milieu als auch die Nahrungspyramide negativ auswirken. Eine Studie
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von PAN-Germany (2003) enthélt Angaben iiber die Menge der in der
Aquakultur eingesetzten chemischen und biologischen Arzneimittel.
Von den insgesamt 300 Pharmazeutika sind etwa 60 den Antibiotika
zuzuordnen.

Da Bakteriosen in Osterreichischen Fischzuchtbetrieben immer wieder
zu Problemen fiithren, kann auf den Einsatz antimikrobiell wirkender
Substanzen bei Krankheitsausbriichen nicht verzichtet werden. Trotz des
herrschenden Therapienotstandes werden aufgrund der sog. ,,
Kaskadenregelung® Fiitterungsarzneimittel verabreicht und es ist nicht
bekannt, wielange wund in welchen Konzentrationen deren
Wirksubstanzen im Wasser bzw. Sediment persistieren. Die Klarung
dieser Fragen und des Weiteren die Untersuchung schidlicher Einfliisse
durch therapeutisch wirksame Substanzen auf andere als die
Zielorganismen sollen es in Zukunft ermoglichen, unter
Beriicksichtigung der Wirksamkeit auf den Krankheitserreger das am
besten umweltvertrdgliche Tierarzneimittel auszuwéhlen.

Material und Methoden

Einfluss durch Tierarzneimittel

Fir die vorliegende Untersuchung wurde Oxytetracyclin (OTC)
ausgewdhlt, das in Osterreichischen Fischzuchtbetrieben durch
Umwidmung hiufig eingesetzt wird und in der Natur persistiert. Es ist
ein bakteriostatisch wirkendes Breitbandantibiotikum, das die bakterielle
Proteinsynthese stort und sich durch hohe Gewebegingigkeit
auszeichnet. An Nebenwirkungen kann bei empfindlichen Fischen durch
Erh6hung der Photosensibilitit der Haut das sog. sun-burning-Syndrom
auftreten.

In einem Forellenzuchtbetriecb wurden im  Verlauf einer
Bestandsbehandlung von Regenbogenforellen mit einem OTC-héltigen
Fiitterungsarzneimittel Wasser- und Substratproben entnommen. Das
Futter enthielt 8 g OTC/kg , die tigliche Futtermenge betrug 1,5% des
Fischgewichtes. Die erste Probenahme erfolgte nach 11-tdgiger (von
insgesamt 14 Tagen) Behandlungsdauer im Mairz 2003, die zweite
Probenahme etwa 4 Monate spéter im Juli. Die Entnahmeorte sind der
Abb. 1 zu entnehmen.
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Die Oxytetracyclinbestimmung in den Wasser- und Sedimentproben
wurde mittels HPLC durchgefiihrt.

Abbildung 1

Einfluss durch Zuchtfischbestand und Nihrstoffeintrag

Um Aussagen iiber Verdnderungen des Fischbestandes und der
Saprobitit im nachgeschalteten Gewésser machen zu kdnnen, wurde wie
folgt verfahren: Zur Erhebung der Fischfauna wurde bachaufwirts und —
abwirts der Fischzucht mittels geeigneter Ausriistung elektrobefischt.
Nach Artbestimmung, Messung und Wigung wurden die Fische wieder
in ihre Entnahmeorte zuriickgesetzt. Zur Berechnung wurden die
erhobenen Daten der Datenbank ATFIBASE zugefiihrt (Haunschmidt
et.al., 2003). Makrozoobenthos wurde ebenfalls bachaufwirts und —
abwirts der Fischzucht mit der Surber-Sampler-Methode nach ONORM
M 6232 gesammelt, anschlieBend Formalin-fixiert und ausgewéhlte
biologische Mafizahlen berechnet.

Ergebnisse
Verhalten von Oxytetracyclin
OTC war sowohl in den Wasser- als auch Sedimentproben nachweisbar,

persistiert jedoch vor allem im Sediment langfristig und in groBerer
Entfernung von der Fischzucht. Sowohl die in der Anlage gezogenen
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Sedimentproben PS1 und PS2 als die ebenfalls aus der Anlage
stammenden Wasserproben PW1 und PW2 wiesen eine OTC-Belastung
auf. Vier Monate spater war in keiner der Wasserproben (PW3 bis PW5)
OTC detektierbar, hingegen in allen Substratproben (PS3 bis PS5) vom
Abfluss bis zur letzten 450 m vom Abfluss entfernten Probenahmestelle
(Tab. 1).

Tabelle 1

Einfluss auf die Biozénose

In der stromabwartigen Untersuchungsstrecke entsprach die Fischfauna
nicht jener, die aufgrund der Gewésserregion zu erwarten war. Auch war
die Biomasse fiir diesen Bereich als hoch einzustufen.

Bestimmte Organismen an der Gewdssersohle, das Makrozoobenthos,
sind ein wichtiger Teil der gesamten aquatischen Nahrungskette und
Indikatoren fiir die Gewdssergiite. Vergleicht man die beprobten
Bachabschnitte vor und nach der Fischzucht, fdllt bachabwirts eine
Zunahme der Taxa und eine Verdnderung in der Zusammensetzung der
Erndhrungstypen auf; die Gewdssergiite verschlechtert sich von I-II
(oligo- bis B-mesosaprob) auf II (B-mesosaprob).

Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse bestdtigen die in der Literatur gemachten
Angaben iiber die Persistenz von Oxytetracyclin in der aquatischen
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Umwelt. Die langere Nachweisbarkeit und langsame
Konzentrationsabnahme im Substrat ist dadurch zu erkldren, das OTC
hier partikelgebunden vorliegt (KUMMERER et al.,2000). In der
Literatur finden sich auch Angaben iiber den Einfluss von OTC auf
natiirliche Mikroorganismengemeinschaften. Toxische Auswirkungen
auf Bakterien, Algen und Makrophyten verdndern die Basis der
Nahrungspyramide durch Beeintrichtigung der Primarproduktion und
greifen auch in die Vorgénge der Destruktion ein. Auf dem trophischen
Niveau, zu dem verschiedene Kleinkrebse gehdren, ist durch verringerte
Schlupfraten und erhohte  Sterblichkeit der Nauplius-Larven
(MIGLIORE et al, 1997; WOLLENBERGER et al., 2000) ein
Riickgang dieser Nahrtiere und damit ein geringeres Nahrungsangebot
fiir bestimmte Konsumenten zu verzeichnen. Im Rahmen dieser Arbeit
konnten diese Phdnomene leider nicht tiberpriift werden.

Die Verdnderung der Biomasse der Fischfauna ist auf den
Néhrstoffeintrag durch die Fischzucht zuriickzufiihren. Auch die
Artenzusammensetzung im bachabwirtigen Gewdésserabschnitt lasst den
Einfluss des Betriebes erkennen, da diese weitgehend dem
Artenspektrum der Fischzucht entspricht.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Invertebratenfauna bestétigen
diese Aussagen. Die Zunahme der Taxa, das Auftreten eindeutiger
Belastungsanzeiger wie Oligochaeten und Chironomiden und die
Zunahme bzw. das Uberwiegen der Filtrierer und Detritivoren kénnen
eindeutig der Néhrstoffausschwemmung aus der Fischzucht zugeordnet
werden.

Die OTC-Problematik ist im Hinblick auf Freigewdsser und
Aquakulturbetriebe kontrovers zu beurteilen: Ein Therapienotstand
schont die Umwelt ist aber aus tierschutzrechtlichen und
wirtschaftlichen Erwégungen nicht vertretbar. Die Verfiigbarkeit von
Fischarzneimitteln hingegen hilft den Fischzuchtbestinden, kann aber
die aquatische Umwelt belasten. Hier gilt es einen Ausweg zu finden,
z.B. durch Untersuchungen zur Auswirkung verschiedener therapeutisch
anwendbarer Substanzen auf die Organismen verschiedener trophischer
Niveaus und Einrichten von Monitoringprogrammen fiir Abwisser und
Schlimme aus Aquakulturbetrieben. Das Verbot der Behandlung eines
Fischbestandes aus wasserrechtlichen Griinden kann keine Losung sein.
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PCR-basiertes Diagnose-Verfahren zur Erkennung von
amerikanischen Flusskrebsen als Carrier der Krebspest

Birgit Oidtmann, Annabelle Culas, Sheila Geiger, Peter Steinbauer und
Rudolph W. Hoffmann

Institut fiir Zoologie, Fischereibiologie und Fischkrankheiten der Universitdt
Miinchen, Kaulbachstrafle 37, 80539 Miinchen

Amerikansche Flusskrebse sind héufig Trager des Krebspesterregers
ohne selbst zu erkranken. In europdischen Gewissern angesiedelte
Populationen amerikansicher Flusskrebse stellen daher eine Bedrohung
fiir einheimische Flusskrebse dar, da sie durch Verbreitung des
Krebspesterregers zu deren Ansteckung und damit zu deren Tod fiithren
koennen.

Eine wichtige Bedingung fiir die Etablierung von Programmen zur
Bekdmpfung einer bestimmten Krankheit — in diesem Falle der
Krebspest - ist das Vorhandensein geeigneter Methoden zum Nachweis
des Krankheiteserregers. Ein Verfahren zum Nachweis des
Krebspesterregers in erkrankten einheimischen Krebsen steht bereits zur
Verfligung (Oidtmann et al. 2004).

Dariiber hinaus wurde ein Verfahren entwickelt, mit Hilfe dessen A.
astaci in amerikanischen Flusskrebsen nachgewiesen werden kann.
Dieses Verfahren wird vorgestellt.

Das Verfahren ergénzt das oben erwihnte Verfahren, da zur Etablierung
von Bekidmpfungsprogrammen (beispielsweise im Rahmen der EU
Richtlinie 91/67) eine Erhebung des Status quo der Verbreitung eines
Krankheitserrergers gefordert wird.

Seit der Etablierung der Methode wurden von uns 40 Populationen
Amerikanischer  Flusskrebse untersucht. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen werden vorgestellt.

Oidtmann B, Schaefers N, Cerenius L, Soderhédll K, Hoffmann RW (2004)
Detection of genomic DNA of crayfish plague fungus Aphanomyces astaci
(Oomycete) in clinical samples by PCR. Journal of Veterinary Microbiology
100(3-4): 269-282.
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Einsatz von Ultraschall zur Bekimpfung fischpathogener
Zerkarien

Pietrock, M. & Wolber, J.-E.

Institut fiir Binnenfischerei e.V. Potsdam-Sacrow, Jigerhof am Sacrower See,
14476 Grof3 Glienicke

Einleitung

In einer sdchsischen Fischhilterungsanlage traten in den vergangenen
Jahren zunehmend erregerbedingte Verluste durch einen Befall mit
Zerkarien nicht endgiiltig bestimmter Trematodenarten auf. Da die
Anlage mit Wasser aus einem oberhalb gelegenen Stausee gespeist wird,
bestand die Vermutung, dass iiber das Zulaufwasser eine Einschleppung
von Erregern erfolgt. Die Zerkarien-Invasionen riefen bei den
gehilterten Fischarten und —altersgruppen erhebliche gesundheitliche
Schiadigungen und Verluste hervor und verursachten dadurch
nennenswerte Okonomische Einbuflen. Um dem Verlustgeschehen
Einhalt zu gebieten, war es erforderlich, das pathogene Agens zunéchst
zu identifizieren, um darauf aufbauend ein Konzept fiir eine effektive,
umweltvertrdgliche und O6konomisch vertretbare Erregerbekdmpfung
unter den gegebenen Standortbedingungen zu entwickeln. Die
Untersuchung von Fischen aus der betroffenen Anlage offenbarte einen
starken Befall der Tiere mit Metazerkarien des Trematoden Bucephalus
polymorphus. Nach Etablierung des Lebenszyklus dieses Erregers in den
Aquarieneinrichtungen des Instituts fiir Binnenfischerei e.V. (IfB)
wurden die Wirkungen verschiedener physikalischer Verfahren auf die
freilebenden Zerkarien unter Laborbedingungen getestet und die dabei
ermittelten Resultate in Freilandversuchen evaluiert. Im vorliegenden
Beitrag werden die Ergebnisse zu Effekten von Ultraschall auf B.-
polymorphus-Zerkarien eingehender vorgestellt.

Material und Methoden

Zur Untersuchung der Wirkung von Ultraschall auf B. polymorphus-
Zerkarien wurden diese im Labor mit Hilfe des Ultraschallprozessors
UP 200S (Fa. Dr. Hielscher GmbH, Deutschland) sowie zweier
Sonotroden unterschiedlichen Durchmessers (S14, S40) in mehreren
Versuchen ungepulsten Ultraschallwellen ausgesetzt (Wolber 2004). Pro
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Versuchsdurchgang wurden zehn Zerkarien, die durch Sektion von
jeweils drei befallenen Dreikantmuscheln (Dreissena polymorpha)
gewonnen wurden, in ein Becherglas mit 50ml Leitungswasser
iiberfiihrt. Der an einem Stativ befestigte Ultraschallprozessor wurde
soweit abgesenkt, dass die installierte Sonotrode genau lcm in die zu
behandelnde Wassermenge eintauchte. Der Abstand zwischen dem
Boden des Becherglases und der Arbeitsfliche der Sonotrode betrug
ebenfalls 1cm. Das Wasservolumen mit den darin enthaltenen Zerkarien
ist anschlieBend wie in Tabelle 1 dargestellt exponiert worden, bevor es
vorsichtig in eine Petrischale liberfiihrt und die Zerkarien mit Hilfe einer
Stereolupe bzw. eines Mikroskops untersucht wurden. Aufgrund ihrer
duferen Merkmale wurden die behandelten Parasiten in eine von vier
definierten Gruppen (unverletzt; verletzt, Schwanzanhang/-hidnge
abgetrennt; getotet; vollstindig zersetzt) eingeteilt. Jeder dieser
Versuche wurde bei Raumtemperatur durchgefithrt und sechsmal
wiederholt, so dass jeweils 60 Zerkarien/Ultraschallbehandlung
Verwendung fanden.

Tabelle 1
Versuchsparameter der Experimente zur Wirkung von Ultraschall auf
Bucephalus-polymorphus-Zerkarien

Schall- % auf- Mittlere Spezifischer
Versuch Beschallungs- | . .

Nr kopf | genommene daver (s) eingebrachte Energieeintrag

’ Leistung Leistung (W) | Wy, (kWh/L)'
1 S14 100 3 59,6 0,000985
2 S14 60 3 38,9 0,000649
3 S40 100 3 105,7 0,00176
4 S40 60 3 64,9 0,00108
5 S40 35 3 38,8 0,00064
6 S40 20 3 33,6 0,00056
7 S40 100 2 96,8 0,00107
8 S40 100 1 91,5 0,000508

! W per. = eingebrachte Energie (kWh) / Volumen (L)

In der betroffenen Fischzuchtanlage wurden sodann im Rahmen eines
Feldversuchs die im Labor untersuchten Bekdmpfungsmafinahmen unter
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naturnahen Bedingungen erprobt. Zu diesem Zwecke wurden zwei GFP-
Rinnen von 3,8 m Lénge und einem eingestellten Hiltervolumen von
1,04 m® mit 34 (Versuchsgruppe) bzw. 38 (Kontrollgruppe) B.-
polymorphus-freien Karpfen besetzt. Die Becken wurden im
Beobachtungszeitraum im Durchflussverfahren betrieben, wobei die
Wasserzufuhr auf 60 L/min. eingestellt war.

Das zur Versorgung der Versuchsgruppe zugefithrte Wasser wurde mit
dem Ultraschallgerdt UIP 4000 (Fa. Dr. Hielscher GmbH, Deutschland)
beschallt. Die aufgenommene Leistung dieses Gerdtes betrug 2650 W;
die Leerlaufleistung liegt bei ca. 300 W. Der spezifische Energieeintrag
Wgpe,. als Quotient aus eingebrachter Energie (kWh) und Volumen (L)
ergab einen Wert von 0,000652 kWh/L. Die Fische der Kontrollgruppe
bekamen unbehandeltes Talsperrenwasser zugefiihrt.

Wahrend der Versuchsdurchfiihrung wurden die Tiere mit
konventionellen Futtermitteln versorgt. Der Versuch lief {iber einen
Zeitraum von 20 Tagen. Nachfolgend wurden die Fische nach Potsdam
an das IfB transportiert und nach oben erwihnter Verdauungsmethode
auf einen Befall mit B.-polymorphus-Metazerkarien untersucht.

Die Termini Befallsdichte (Anzahl von Parasiten einer Art je
MaBeinheit) und Privalenz (Befallsrate, prozentualer Anteil infizierter
Fische an der Gesamtzahl der untersuchten Individuen) folgen den
Empfehlungen von Bush et al. (1997).

Ergebnisse

Alle Laborexperimente zeigten, dass die Ultraschallanwendung bei den
exponierten B.-polymorphus-Zerkarien eine signifikante Erhohung des
Anteils toter bzw. moribunder Parasitenlarven bewirkte (Chi-Quadrat-
Test (Pearson), p < 0,05). Die Zahl der unverletzten Probanden sank
sowohl mit steigender Intensitit der Beschallung als auch mit
Ausweitung der Beschallungsdauer. Zwischen der in den verschiedenen
Versuchen durch Ultraschall in die Proben eingebrachten Energie und
der Anzahl toter und vollstindig zersetzter Zerkarien bestand eine
positive  Korrelation (Pearson, p < 0,0001) mit einem
Korrelationskoeffizienten von r = 0,64; der Regressionskoeffizient war
0,35 (Abb. 1).
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Abbildung 1

Zusammenhang zwischen der eingebrachten Energie und der Anzahl
toter und vollstindig zersetzter B.- polymorphus- Zerkarien. (Die Ziffern
kennzeichnen die jeweiligen Versuche.)

Geschidigte Zerkarien wiesen zundchst einen Verlust ihrer
Gabelschwanzanhénge auf; trotz dieses Defekts blieben sie noch iiber
einen ldngeren Zeitraum vital. Langere bzw. stirkere Exposition fiihrte
zur Punktion der Korperhiillen und zum Austritt von Korperflissigkeit
und nachfolgendem Verenden der Tiere innerhalb von Minuten. Sehr
starke Beschallung bewirkte schlieBlich ein vollstindiges Zerreiflen der
Parasiten, bis lediglich Gewebstriimmer im Beobachtungsfeld unter dem
Mikroskop zu sehen waren.

Im Feldversuch waren 26,4 % der Karpfen der Versuchsgruppe mit B.
polymorphus infiziert. Die mittlere Befallsdichte (+ S.D.) betrug 0,02
(0,06) Parasiten / g Muskulatur bzw. 0,04 (0,11) Parasiten / g
Kiemengewebe. Im Vergleich zur Kontrollgruppe, bei der die Karpfen
eine Befallsrate von 76,3 % und mittlere Befallsdichte (+ S.D.) von 0,27
(0,58) Metazerkarien / g Muskulatur bzw. 0,12 (0,17) Metazerkarien / g
Kiemengewebe zeigten, traten durch die Ultraschallbehandlung
signifikante Verringerungen in der Befallsrate (p < 0,001; Chi-Quadrat
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Test (Pearson)) und Befallsdichte (p = 0,006 (Kiemen) sowie p < 0,001
(Muskulatur), U-Test nach Mann und Whitney) auf.

Diskussion

Die im Labor durchgefiihrten Versuche zur Bekidmpfung von B.-
polymorphus-  Zerkarien mittels Ultraschall zeigten in allen
durchgefiihrten Experimenten, dass durch die angewendete Methode
eine Reduzierung der Anzahl lebender Parasiten erreicht werden kann.
Durch den sich schnell auf- und ab- bewegenden Schallkopf (Sonotrode)
entstthen im umgebenden Medium in kurzem zeitlichen Abstand
abwechselnd Zonen mit sehr hohem und geringem Druck. Letztere
fihren durch ein ZerreiBen des Wassers zur Entstehung von
Kavitationsblasen, die in ihrem Inneren ein Vakuum ausbilden. Bei
erneuter Druckerhhung fallen die Blasen unter hohen lokalen
Beschleunigungskriaften und starker Temperaturinderung zusammen
und zerreiBen dabei naheliegendes Gewebe. Bei exponierten Zerkarien
fithrt dies zur Punktion bzw. kompletten Destruktion der Korperhiille. In
zahlreichen Féllen waren die Parasiten durch die Schalleinwirkung
nahezu vollstindig zersetzt worden, so dass sich in den Testgefd3en nur
noch Gewebstriimmer nachweisen lieen.

In Versuch Nr. 3 (105,7 W, 3 s), gefolgt von den Versuchen 4 (64,9 W,
3 s) und Versuch 7 (96,8 W, 2 s), wurde der hochste prozentuale Anteil
erfolgreich behandelter Parasitenlarven erzielt (60, 57 bzw. 53 von
jeweils 60 Zerkarien). Es ist hierbei jedoch anzumerken, dass diese
guten Resultate durch einen vergleichsweise hohen Energieeintrag
erkauft wurden (Abb. 1). Setzt man zur Einschétzung einer Effektivitéit
der Ultraschall-Behandlung den spezifischen Energieeintrag in
Beziehung zum Quotienten aus der Anzahl der verwendeten Zerkarien
(n = 60) und der Zahl an getéteten und vollstindig zersetzten Parasiten
zum Versuchsende, dann weist Versuch 8, gefolgt von den Versuchen 2
und 5 das effektivste Ergebnis auf. Wird der spezifische Energieeintrag
der Versuche 8, 2 und 5 in Relation zum Quotienten aus der Anzahl der
verwendeten Zerkarien und der Anzahl der jeweils getdteten, vollsténdig
zerstetzt und zusitzlich auch aller moribunden Parasiten gesetzt, betragt
der Anteil erfolgreich behandelter Parasiten am jeweiligen
Stichprobenumfang 91,6 %, 95,0 % und 78,3 %. Allerdings ist hierbei
eine Restinfektidsitit der lediglich verletzten und moribunden Zerkarien
nicht auszuschlieen.

Die im Rahmen der durchgefiihrten Feldversuche gewonnenen
Ergebnisse belegen die Wirksamkeit der Ultraschallanwendung auch
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auBerhalb des Labors. Karpfen, welche mit ultraschallbehandeltem
Wasser versorgt worden waren, wiesen einen signifikant geringeren
Parasitenbefall auf als Fische der unbehandelten Kontrollgruppe. Somit
bietet dieses Verfahren die prinzipielle Moglichkeit des Schutzes von
gehilterten Fischen vor Zerkarien-Masseninvasionen. Allerdings sind
die aufzubringenden finanziellen Belastungen unter den gegenwértigen
6konomischen Bedingungen in Deutschland nicht zu unterschitzen. Bei
einem Preis von 0,16 € / kWh und einem spezifischen Energieeintrag
von 0,000652 kWh / L entstehen bei der Behandlung von 1 m® Wasser
je Minute Kosten in Héhe von 6,25 € / h. Hinzu kommen weitere Kosten
uwa. fir die Anschaffung neuer und den Austausch abgenutzter
Sonotroden. Dies deutet an, dass das beschriebene Verfahren aus
O6konomischer Sicht nur bei Eigenerzeugung von elektrischem Strom
oder lediglich bei der Hélterung teurer Fische und Behandlung geringer
Zulaufwassermengen in Betracht gezogen werden kann. Bei einem
Vergleich mit den Ergebnissen von Kamenskij (1970) zeigt sich jedoch,
dass der technische Fortschritt auf dem Gebiet der Ultraschallerzeugung
nicht zu unterschitzen ist. Im Rahmen der genannten Untersuchungen
wurden Eier, Mirazidien und Zerkarien der Trematoden Diplostomum
spathaceum und Tylodelphys clavata erfolgreich mit Ultraschall
bekdampft, wobei bei Frequenzen von 50 Hz bis 1 kHz Leistungen von
20 — 50 W/ cm’ iiber einen Anwendungszeitraum von 3 s zum Einsatz
kamen. Die eingebrachte Energie liegt damit etwa zwei Zehnerpotenzen
liber den entsprechenden Energiemengen der vorliegenden Versuche zur
Bekampfung von B.- polymorphus-Zerkarien.

Auch Zerkarien des Trematoden Nanophyetus salmincola konnten durch
Ultraschall erfolgreich bekdmpft werden, wobei die Behandlung von
zerkarienhaltigem Aquarienwasser (ca. 8 1/ min) mit einer elektrische
Leistung von 3 W/ ecm® zu signifikant verringerten Verlusten bei 5 bis 7
cm groBen Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) filhrte (Farrell et
al. 1973).

Zusammenfassung

Aufgrund wiederholt auftretender massiver Verluste, hervorgerufen
durch Zerkarien von Bucephalus polymorphus Baer, 1827, in einer
Fischzuchtanlage  Sachsens wurde nach Mdglichkeiten einer
arzneimittelfreien und effektiven Bekdmpfung des Erregers gesucht. In
diesem  Zusammenhang erfolgten verschiedene Labor- und
Feldversuche, um u.a. die Wirkung von Ultraschall auf diese Parasiten
eingehender zu testen. In Experimenten konnte gezeigt werden, dass
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dieses Verfahren grundsétzlich zur Bekdmpfung der Zerkarien geeignet
ist, wobei mit zunehmendem Energieeinsatz stirkere pathologische
Effekte auftreten. Unter Feldbedingungen fiihrte die
Ultraschallbehandlung des Zuflusswassers zu signifikant verminderten
Befallsraten und mittleren Befallsdichten im Kiemengewebe und der
Muskulatur von Karpfen (Cyprinus carpio). Trotz der erzielten guten
Ergebnisse kann diese Methode aus oOkonomischen Griinden
gegenwartig nicht uneingeschrinkt zur Eliminierung von Zerkarien
empfohlen werden.
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Posterprisentationen

Poster 1
Das Komplementsystem als ein moglicher Faktor fiir die
unterschiedliche Empfinglichkeit zweier Regenbogenforellen-
Linien (Oncorynchus myKiss) fiir die Infektion mit Myxobolus
cerebralis, dem Erreger der Drehkrankheit der Salmoniden

Vanessa Severin, Herbert Kaltner und Mansour El-Matbouli
Institut fiir Zoologie, Fischereibiologie und Fischkrankheiten der tierdrztlichen Fakultdit
der Ludwig-Maximilians-Universitdt, Kaulbachstrasse 37, 80539 Miinchen

Das Komplementsystem wurde vor Jahren als hitzeempfindlicher
Bestandteil des Plasmas entdeckt. Heute weis man, dass dieser Teil des
unspezifischen Immunsystems sowohl zum Anlocken inflammatorischer
Zellen, als auch zur Opsonisierung und Zerstérung von Pathogenen
fahig ist.

In der vorliegenden Studie untersuchen wir den Einfluss des
Komplements auf die unterschiedliche Empfanglichkeit von zwei
Regenbogenforellen-Stimme fiir Myxobolus cerebralis, den Erreger der
Drehkrankheit der Salmoniden.

Zu diesem Zweck wurden Regenbogenforellen dieser zwei Stimme in
unterschiedlichen  Altersstufen mit einer definierten = Anzahl
Triactinomyxon-Sporen infiziert und nach festgelegten Zeitpunkten post
expositionem  euthanasiert. AnschlieBend wurden Blut- und
Gewebeproben entnommen. Die Komplementaktivitit im Plasma wird
gemessen. Aus den Gewebeproben wird cDNA synthetisiert, die mittels
Primer fir Komplement und zwei verschiedene Enzyme untersucht
wird. Die Ergebnisse des bisher durchgefiihrten Teils der Arbeit werden
dargestellt und diskutiert.

Poster 2
Erste Ergebnisse zur Verbreitung von Metazerkarien der Familie
der Dilepididae in Sachsen

Th. Seifert, J. Herms, A. Kappe und G. Bréuer

Sdchsische Tierseuchenkasse, Fischgesundheitsdienst, Lowenstrafie 7a, 01099 Dresden
Durch Extensivierungsmafinahmen in der traditionellen Teichwirtschaft,

Zunahme des weltweiten Fischhandels von Nutz- und Zierfischen und
Therapienotstand bei der Behandlung von Fischparasiten kommt es zu
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einer Diversifizierung der Parasiten-fauna bei Fischen. Begiinstigend
wirkt die Zunahme der fischfressenden Vogelpopulation wie Kormoran
(Phalacrocorax carbo) und Graureiher (Ardea cinerea) und deren
ausgedehntes Zugverhalten. Neben hiufig anzutreffenden Endoparasiten
bei Satzkarpfen wie Botriocephalus spp. und Khawia spp. sind seit
jiingster Zeit vermehrt Metazestoden der Familie der Dilepididae in der
Gallenblase, dem Vorderdarm und der Leibeshohle nachgewiesen
worden.

Um genauere Daten zur Epizootiologie dieser Parasiten in sdchsischen
Teichwirt-schaften zu erhalten und klinische Auswirkungen auf die
Fischgesundheit beurteilen zu koénnen, wurden stichprobenartige
Untersuchungen in 10 Teichwirtschaften der Oberlausitz, West- und
Siidsachsens vorgenommen.

Am haufigsten wurden Metazerkarien der Spezies Valipora
campylancristrota  in  der  Gallenblase,  Neogryphorhynchus
cheilancristrotus im Vorderdarm und Paradilepis scolecina in der
Leibeshohle gefunden.

Poster 3
Toxikopathologie am Modell Zebrafisch: Wirkung hormonaktiver
Substanzen auf die Gonadenstruktur

H. Segner, S. Rossteuscher, D. Bernet, H. Schmidt-Posthaus und T.

Wahli
Zentrum fiir Fisch- und Wildtiermedizin, Universitdit Bern, Postfach 8466,
CH-3001 Bern, Schweiz

Der Zebrafisch (Danio rerio) wird als Modellspezies fiir toxikologische
wie Okotoxikologische Untersuchungen eingesetzt (Spitsbergen & Kent
2003). Eine derzeit intensiv untersuchte Fragestellung betrifft die
Wirkung von hormonaktiven Substanzen (,,endokrine Disruptoren®) auf
Differenzierung und funktionelle Morphologie der Gonaden des
Zebrafisches (van der Veen et al. 2003, Dietrich et al., eingereicht).
Histopathologische =~ Gonadenverdnderungen  sind  zudem  als
toxikologischer Endpunkt in den OECD-Fischtests fiir endokrin
wirksame Stoffe vorgesehen. Allerdings ist das derzeit vorhandene
Wissen zu den histopathologischen Reaktionsmustern von Fischgonaden
auf Belastung mit hormonaktiven Stoffen noch sehr liickenhaft.

In dem Beitrag werden Ergebnisse aus Untersuchungen vorgestellt, in
denen Zebrafische an a) Ostrogen wirksame, b) anti-androgen wirksame,
oder c¢) Steroidsynthese-hemmende Stoffe exponiert wurden. Die
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Exposition erfolgte entweder iiber den gesamten Lebenszyklus der Tiere
oder wihrend spezifischer Lebensstadien. Die Reaktion der
Gonadenstruktur auf Belastung mit hormonaktiven Substanzen variierte
in Abhéngigkeit von dem Wirkmechanismus des Stoffes, von der Dosis
und vom Lebensstadium, in dem die Fische exponiert wurden. Bei
niedrigen, umweltrelevanten Konzentrationen traten in erster Linie
Umdifferenzierungen und/oder Regressionen der Gametenreifung auf.
Pathologische Verdnderungen, beispielsweise das Auftreten der von
anderen Fischarten beschriebenen Intersex-Gonaden (Ovotestis), fehlten
weitgehend. Bei erhohten Expositionskonzentrationen nahmen jedoch
degenerative Verdnderungen zu, insbesondere eine vermehrte Atresie
der Oocyten oder eine Zunahme von Fibrosen.

Dietrich D, Rumpf S, Krieger H, van der Veen L, Wester P, Wolf J, Fournie J,
Segner H (2004) Histology and histopathological analysis of endocrine
disrupting effects on gonads of small laboratory fish — a review. Eingereicht.
Spitsbergen JM, Kent KL (2003) The state of the art of the zebrafish model for
toxicology and toxicologic pathology research — advantages and current
limitations. Toxicologic Pathology 31 (suppl), 62-87.

van der Veen, L.T.M., Wester, P.W., Vos, J.G. (2003) Histopathology as a tool
for the evaluation of endocrine disruption in zebrafish (Danio rerio).
Environmental Toxicology and Chemistry 22, 908-913.

Poster 4
Hiiufige und unerklirte Gonadenverinderungen bei Felchen
(Coregonus spp.) aus einem alpinen oligotrophen Schweizer See

D. Bernet”, T. Wahli”, Ch. Kiing” und H. Segner"
" Zentrum fiir Fisch- und Wildtiermedizin, Institut fiir Pathologie, Vetsuisse Fakultiit Bern,
Linggass-Strasse 122, Postfach, CH-3001 Bern, Schweiz; ? Fischerei-Inspektorat des
Kantons Bern, Herrengasse 22, CH-3011 Bern, Schweiz

Im Jahr 2000 beobachteten Berufsfischer vom Thunersee (Schweiz)
erstmals eine groe Anzahl von Felchen (Coregonus spp.) mit
morphologisch  verdnderten Gonaden. Darauf hin wurde ein
umfassendes Uberwachungsprogramm mit monatlichen Probenahmen
gestartet. Wahrend drei Jahren wurden die Gonaden von insgesamt 818
Felchen makroskopisch und bei Bedarf zur weiteren Abklarung auch
histologisch untersucht wurden. Die Resultate dieser Studie erlauben
eine detaillierte Beschreibung der Gonadenverdnderungen bei Felchen
aus dem Thunersee.
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35 % der untersuchten Felchen zeigten morphologisch verdnderte
Gonaden. Die Verdnderungen konnten in sieben verschiedene Typen
kategorisiert werden: Verwachsungen/Verklebungen der Gonaden mit
dem Bauchfell und der seitlichen Muskulatur (in 5 % der Fische
beobachtet); Asymmetrie der Gonadenlénge (4 %), Atrophie/Aplasie der
Gonadenstrange (4 %), Unterteilungen der Gonadenstrdnge in mehrere
Loben (11 %), Einschniirungen (3 %) und Zwitterbildungen (1.1 % der
monatlichen Stichproben und =zusitzlich 10 weitere von den
Berufsfischern wiahrend des Filettierens entdeckte Félle). Die
Zwitterbildung manifestierte sich in drei verschiedenen Formen: (1)
lobuldrer Typ: ovarielles und testikuldres Gewebe auf demselben
Gonadenstrang; (2) sexuell unterschiedliche Gonadenstringe: der eine
Gonadenstrang aus ovariellen, der andere aus testikulirem Gewebe; (3)
Mosaik Typ (nur histologisch erkennbar): einzelne oder mehrere
Oozyten verteilt im Hodengewebe, oder umgekehrt ménnliche Spermien
in ovariellem Gewebe. Die Héaufigkeit der Verdnderungen war
signifikant abhiingig vom Alter, Geschlecht und Okotyp der Fische.

Die Ursachen fiir das gehdufte Auftreten von Gonadenverdanderung bei
den Felchen aus dem Thunersee sind unklar. Ein Folgeprojekt zur
Ursachenabklidrung wurde kiirzlich gestartet. Die Resultate dieser Studie
werden Hinweise liber genetische oder umweltbedingte Komponenten
als Ursache fiir die Gonadenverénderungen geben.

Poster S
Rontgendiagnostik bei Fischen: Fallbeispiele Verdauungstrakt

Kerstin Béttcher” und Norbert Kummerfeld”
! Siichsische Tierseuchenkasse, Fischgesundheitsdienst, Gutsstrafe 1, 02699
Kénigswartha, ¥ Klinik fiir Zier- und Wildvégel (K1 f. Gefliigel), TiHo Hannover,
Bischofsholer Damm 15, 30173 Hannover

Die Rontgentechnik erweist sich auch bei Fischen als ein wertvolles
Hilfsmittel zur Diagnosefindung. Dieser Beitrag zeigt einige
Fallbeispiele aus der Zierfisch-diagnostik, bei denen Diagnosen
aufgrund rontgenologischer Untersuchungen gestellt werden konnten.

Es handelt sich um fiinf Félle mit direkten oder indirekten
Veranderungen am Verdauungstrakt.

Im Fall 1 wurde durch die einfache Rontgenuntersuchung sichtbar, dass
der Schlund durch einen raumfordernden Prozess in diesem Bereich
derart komprimiert wurde, dass der Fisch aus diesem Grund nicht mehr
fressen konnte.
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In den meisten Féllen lieferte jedoch die orale Kontrastmittelanwendung
die entscheidenden Hinweise. So konnten im Fall 2 und 3
Verlagerungen des Darmkanals aufgrund von  extraguttalen
raumfordernden Prozessen dargestellt werden.

Im Fall 4 wurde eine Undichtigkeit des Verdauungskanals mit Austritt
des Kontrastmittels in die Bauchhdhle nachgewiesen.

Dagegen machte das Rontgenkontrastmittel im Fall 5 erst sichtbar, dass
sich die Fremdkdrper innerhalb des Darmkanals befanden, jedoch dieser
dadurch nicht perforierend verletzt war.

Weitere Untersuchungen zu diesem Thema bzw. die diagnostische
Anwendung der Rontgentechnik  sollten unbedingt verstéirkt
durchgefiihrt werden, um dieses interessante und vielversprechende
Gebiet auszubauen.

Poster 6
Auswirkungen eines implantierten radiotelemetrischen Senders auf
die Nase (Chondrostoma nasus (L.))

Bauer, C.l), Loupal, G.? und Unfer, GY
! Veterindrmedizinische Universitit Wien, Klinik fiir Gefliigel, Ziervigel, Reptilien und
Fische; ? Veterindrmedizinische Universitiit Wien, Institut fiir Pathologie und gerichtliche
Veterindrmedizin,; ¥ Universitit fiir Bodenkultur, Institut fiir Hydrobiologie und
Gewdssermanagement Dept. fiir Wasser, Atmosphdre und Umwelt

Die Fallstudie einer, nach einem Feldversuch von 7 Monaten,
wiedergefangenen Nase (Chondrostoma nasus (L.)) bestétigte zunéchst,
anhand des Konditionsfaktors und des allgemeinen
Gesundheitszustandes, die prinzipielle Eignung von implantierten
telemetrischen Sendern bei diesen Fischen. Der Sender wurde im Zuge
einer klassischen Fremdkorperreaktion von Granualtionsgewebe
umschlossen. Das zum Wundverschluss verwendete absorbierbare
Nahtmaterial war auch nach 7 Monaten nicht absorbiert. Die
Untersuchung zeigte dariiber hinaus, dass eine Migration der Antenne
vom urspriinglichen Antennenkanal zur Operationswunde stattgefunden
hatte. Dies wirft methodische Fragen auf und zeigt, dass methodische
Verbesserungen moglich sind und in Zukunft beriicksichtigt werden
sollten. In diesem Zusammenhang wird darauf hingewiesen, dass nach
wie vor Bedarf an Grundlagenforschung besteht und das jeder einzelne
Fisch, der nach einem Feldversuch wiedergefangen werden kann, eine
wertvolle Erweiterung der Kenntnisse von Auswirkungen telemetrischer
Techniken darstellt.
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Poster 7
Untersuchung der immunstimulierenden Wirkung einer Chlorella
vulgaris — Extraktzusatzfiitterung auf Forellen

Kotterba P.!, Kotterba G.2, Tautenhan A.>
! Universitit Hamburg, ° Friedrich-Loeffler-Institut fiir Tiergesundheit, Institut fiir
Infektionsmedizin; 3 Forellenzuchtbetrieb Trostadt, Tl hiiringen

Immunstimulierende Substanzen in Form von Futterzusatzstoffen oder
auch als Zusatz zum Hilterungsmedium haben in der Fischzucht und —
haltung in den letzten Jahren an Beliebtheit und Bedeutung gewonnen.
Gerade dem Zusatz von Extrakten aus Mikroalgen zum Futter werden
immer wieder positive Effekte, wie erhohte Resistenz gegen
Infektionskrankheiten und eine bessere Korper-masseentwicklung
zugeschrieben. Bei den meisten dieser Beobachtungen handelt es sich
jedoch lediglich um einzelne Fallberichte, die nicht durch
standardisierte, reproduzierbare Untersuchungen gestiitzt werden. Um
die immunstimulierende Wirkung einer Chlorella vulgaris —
Extraktzusatzfiitterung bei Regenbogenforellen, Oncoryhnchus mykiss,
mit einem standardisierten Verfahren zu untersuchen, wurde mittels
eines etablierten Infektionsmodells mit Aeromonas salmonicida
salmonicida die Wirkung des Extraktes auf die Fische quantifiziert.
Dazu wurden Forellen der Linie Jumper aus dem spezifisch
pathogenfreien Bestand des Forellenzuchtbetriebs Trostadt/Thiiringen
verwendet. Nach mehrmonatiger Adaption der Tiere an die konstanten
Halterungsbedingungen (T = 11°C, 12 h Kunstlicht) in vier getrennten
Becken (C1-C4) des Typs Riems 97 (4301 Kreislaufsystem) mit je 100
Tieren pro Becken, wurden die Fische in den ersten beiden Becken iiber
37 Tage mit Ecostart 2mm mit einem Chlorella-Extraktanteil von 0,5%
(Sondercharge, Firma Sniff, Soest) gefiittert, wahrend in den zwei
anderen Becken mit Ecostart 1,3 mm ohne Zusatz gefiittert wurde
(Futterautomaten Rena 50, Futtermenge: 1,5% der LM/d).

Dann erfolgte die intraperitoneale Infektion mit A. salmonicida
salmonicida, wobei den Forellen in C1 und C4 eine Infektionsdosis (ID)
von 100 pl mit 1x10° KBE verabreicht wurde, wihrend fiir die Becken
C2 und C3 eine ID von 1x10* KBE/100 pl verwendet wurde. Von allen
verendeten oder moribund getdteten Fischen wurden neben der
Aufnahme allgemeiner Daten wie Masse, Lénge und patho-anatomische
Verdnderungen, Ausstriche von Milz, Niere, Darm und Rektum auf
CASO-Agar zum kulturellen Nachweis des Erregers angefertigt.
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Am 47. d p.i. wurde der Versuch mit der Tétung und Untersuchung der
verbliebenen Forellen beendet. Die Seren dieser Fische wurden
zusétzlich mittels eines ELISA auf das Vorhandensein von Antikdr-pern
gegen Aeromonas  salmonicida  salmonicida untersucht. Die
Quantifizierung der Wirkung des Extaktes wurde durch den Vergleich
der kumulativen Mortalititen in den verschiedenen Versuchsgruppen
realisiert.

Die Entwicklung der Korpermasse wird durch die Zufiitterung von
Chlorella vulgaris offenbar nicht beeinflusst. Sie verlief bei den
verschiedenen Versuchsgruppen nahezu identisch.Die kumulativen
Mortalititen in den Becken C1 und C4 (ID = 10° KBE/100 pl) wiesen
im Gegensatz zu den Becken C2 und C3 (ID = 10* KBE/100 pl) keinen
signifikanten Unterschied auf (3%, a = 0,05). In den Becken mit der
hoheren ID ist die kumulative Mortalitdt bei den Chlorella-Extrakt
gefiitterten Forellen jedoch signifikant niedriger (x*, o = 0,05) als bei
den Kontrollfischen. Es konnte somit eine immunstimulierende Wirkung
des Extraktes nachgewiesen werden. Die Untersuchung der
Antikorpertiter mittels ELISA ergaben, dass die mit dem Extrakt
gefiitterten Versuchsgruppen am 47. d p.i. einerseits einen hoheren
Anteil an antikdrperpositiven Fischen als die Kontrollgruppen ohne
Extraktfiitterung aufwiesen, und zum anderen die AntikOrpertiter in
diesen Fischen im Schnitt hoher waren als bei den antikdrperpositiven
Forellen aus den Kontrollgruppen. Die Zufiitterung mit dem Extrakt hat
also auch einen Effekt auf die humorale Immunantwort. Die genauen
Mechanismen der Immunstimulanz durch den Chlorella vulgaris —
Extrakt konnten mit diesem, auf die Untersuchung der allgemeinen
Wirkung ausgelegten Versuch, nicht ermittelt werden.Hierzu sind
weitere vielfaltige Untersuchungen notwendig.

Das eingesetzte Infektionsmodell hat sich als reproduzierbares
Testverfahren fiir immunstimulierende Zusatzstoffe bewéhrt.
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Poster 8
Die Schwarzmundgrundel (Neogobius melanostomus (Pallas, 1814)),
ein Neubiirger der Ostsee

Skora, Krzysztofl); Thiel, Ralf® & Winkler, Helmut M.

' Gdansk University, Hel Marine Station, Morska 2, PL 84-150 Hel, Poland; ¥ Deutsches
Meeresmuseum, Katharinenberg 14-20, D-18439 Stralsund; ¥ Universitit Rostock,
Allgemeine & Spezielle Zoologie, Universitdtsplatz 2, D-18055 Rostock
email: ralf.thiel@meeresmuseum.de

Es handelt sich um eine der grofiten Grundelarten (bis 25 cm), die
urspriinglich im Schwarzmeer-Kaspiseegebiet beheimatet war und dort
auch wichtiges Fischereiobjekt ist. Die Art ist euryhalin, eurytherm,
toleriert geringe Sauerstoffwerte und lebt vorzugsweise benthisch auf
Hartsubstraten. Die Art zeigte in den 80er Jahren des vorigen
Jahrhunderts einen Trend zur Ausbreitung in das SiiBwasser, so in die
Mittel- und Oberldufe von Wolga, Don, Dnjepr, Prut und Donau. Auch
in das Gebiet der GroBen Seen Nordamerikas ist sie unbeabsichtigt
eingebracht worden und breitet sich bestindig {lber die
FlieBgewdssersysteme Nordamerikas aus. Seit den 1990er Jahren wird
sie in der Gdansker Bucht (Polen) beobachtet und hat sich seitdem zu
einer Massenart entwickelt, die das kiistennahe Okosystem dominiert.
Mittlerweile ist sie auch in den Kiistengewéssern Estlands, Litauens und
Lettlands anzutreffen. Mit ihrem Erscheinen an der deutschen
Ostseekiiste ist seit ldngerem gerechnet worden. Der Erstnachweis
stammt aus einem Reusenfang vor Siidostriigen (1998). 2002 wurde ein
zweites Exemplar am Darfler Ort gefangen, das im Aquarium des
NATUREUMS am WestdarB gehalten wird.

Es ist damit zu rechnen, dass die Art dhnlich der Erfahrungen in Polen in
Kiirze massiv an der deutschen Ostseekiiste in Erscheinung treten wird.
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Poster 9
Fischokologische Bewertung der Elbe — eine Anwendung des Index
of Biotic Integrity in Mitteleuropa

Thiel, Ralf" und Pezenburg, Mara®
U Deutsches Meeresmuseum, Katharinenberg 14-20, D-18439 Stralsund; ¥ Universitit
Hamburg, Institut fiir Hydrobiologie und Fischereiwissenschaft, Elbelabor, Grofie
Elbstrafie 268, 22767 Hamburg
eMail: ralf.thiel@meeresmuseum.de

Die Stromlandschaft Elbe ist seit langer Zeit ein Brennpunkt
menschlicher Tétigkeiten, die ganz erheblich die Zusammensetzung der
Fischfauna. Fiir die Elbe gab es aber kaum quantitative Daten iiber die
Beziehungen zwischen den Lebensraumstrukturen und den Strukturen
der darin lebenden Fischgemeinschaften. Deshalb lie sich keine
zuverldssige fischokologische Bewertung der Elbe durchfiihren.

Im Rahmen des BMBF-Verbundprojekts ,,Okologische Zusammenhiinge
zwischen Fischgemeinschafts- und Lebensraumstrukturen der Elbe*
wurden umfangreiche Daten zu Fischartendiversitit, Altersstruktur,
Abundanz, Biomasse, Okologischen Gilden Gesundheitsstatus der
Fischfauna in der Mittelelbe ermittelt. Die der fischokologischen
Bewertung zugrunde liegenden Daten wurden mit Hilfe von Zugnetzen
jeweils von Mai bis Oktober 1997 und 1998 zwischen Stromkilometer
350 und 489 erhoben.

Zur Bewertung wurde der Index of Biotic Integrity (IBI) an die
Bedingungen in der Mittelelbe angepasst. Das Bewertungsverfahren
umfasst 12 KenngroBlen in 5 Bewertungskategorien. Die erste
Bewertungskategorie beschreibt das Arteninventar, die Indikatorarten,
die Abundanz und die Biomasse. Weiterhin werden durch den IBI die
Altersstruktur, der Zustand der trophischen Struktur, der Habitatgilden
und die Kondition der Fische beurteilt. Die Gesamtbewertung nach dem
IBI ergab einen maifigen aktuellen fischokologischen Zustand der
Mittelelbe. Insbesondere wurden Defizite bei den Abundanzen
diadromer (z.B. Lachs, Stor, Nordseeschnépel), rheophiler (z.B. Quappe,
Ziahrte, Barbe) und limnophiler Fischarten (Karausche, Schleie,
Rotfeder) festgestellt.
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Poster 10
Histologische und biochemische Charakterisierung der
Karpfenhaut und ihrer Mucine

Nancy Behrendt, W. Meyer, M. L.. Enss, D. Steinhagen

Fachgebiet Fischkrankheiten und Fischhaltung, Zentrum fiir Infektionsmedizin der
Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover, Biinteweg 17, 30559 Hannover

Beim Fisch stellt die Haut eine wichtige Barriere gegeniiber
Umwelteinfliissen dar. Sie besteht aus einem mehrschichtigen Epithel
mit einer komplexen Schleimschicht und verhindert das Angreifen von
einer Vielzahl moglicher Noxen. Trotzdem kann sie eine Eintrittspforte
fiir Pathogene darstellen oder selbst von Infektionen betroffen sein. Aus
diesem Grund wurde die Epidermis des Karpfens (Cyprinus carpio) und
ihre Sekrete genauer untersucht.

Hierzu wurden Proben fiir histologische Untersuchungen von Karpfen
aus einer Laborhaltung an drei verschiedenen Lokalisationen
entnommen. Auf histologischen Préparaten wurden die Epidermisdicke
und die Anzahl der Becherzellen ermittelt . Auerdem wurden Mucine
in den Becherzellen mit histochemischen Methoden angefarbt. Der
Schwerpunkt dieser Untersuchung lag jedoch in der Lektinhistochemie.
Mit ihrer Hilfe sollte eine Charakteriserung der freien Zucker, welche
einen wichtigen Bestandteil des Mukus darstellen, in der Epidermis der
Karpfen vorgenommen werden.

Auflerdem wurde Schleim von der Haut der Karpfen gewonnen. Hierzu
wurden, um eine Kontamination mit Zellen zu vermeiden,
unterschiedliche Methoden erprobt. Der gesammelte Mukus wurde nach
Konzentrierung in  einer  Fliissigkeits-Chromatographie ~ nach
MolekiilgroBe aufgetrennt und anschlieBend hinsichtlich seiner
Kohlenhydrat- und Proteinanteile analysiert. Das Muster exponierter
Kohlenhydrate wurde ebenfalls durch Lektin-Bindung in einem Lektin-
bindenen Verfahren (Lektin-ELISA) untersucht. Das fiir den isolierten
Mukus ermittelten Glycolysierungsmuster wurde mit den histologischen
Beobachtungen verglichen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen als Grundlage fiir das
Studium von Reaktionen der Epidermis und ihrer Mucine auf
Infektionserregern dienen.

Wir bedanken uns fiir die finanzielle Unterstiitzung durch das Improving

Human Potential Programme der Europdischen Union unter dem
Vertrag [HPRN-CT-2001-00241], [PARITY].
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Poster 11
Stucture of the mucosal immune system in the gut of Carp
(Cyprinus carpio L.)

M.C. van der Marel

Fachgebiet Fischkrankheiten und Fischhaltung, Zentrum fiir Infektionsmedizin der
Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover, Biinteweg 17, 30559 Hannover

Enteritic infections cause health problems in man and lifestock and can
evoke serious diseases or morbidity. Host responses to these infections
include soluble humoral factors, which are secreted into gut lumen or
mucus layers and responses of immune cells that reside in intestinal
tissues. Previous research on this gut associated lymphoid tissue
(GALT) in teleosts has predominantly been focussed on antibodies and
processing of antigens in the context of immunisation. However, on
innate immune responses and immune cells in the GALT little has been
done.

Therefor the present study focussed on the structure of the GALT.
Hereto, it was studied which immune cells are present under
physiological conditions. This was done by means of histology. As
described before for carp, leukocytes could be found in two
compartments of the gut; intra-epithelial leukocytes and sub-mucosal
leukocytes. It was attempted to isolate cells from the gut through
different methods. Both mechanical and chemical isolation methods
were used. Cell type and compartment(s) of origin of the derived gut
cells were investigated. This was done by determining both the
morphology of the derived cells (by means of cytospins and flow
cytometry) and the remaining gut (histology). Furthermore, it was
attempted to separate cell populations derived from the gut.

M.C. van der Marel acknowledges the financial support provided

through the European Community’s Improving Human Potential
Programme under contract [HPRN-CT-2001-00241], [PARITY].
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Poster 12
Die Schleimhaut der Fische als Barriere gegen Infektionserreger
und Noxen

Dieter Steinhagen, Nancy Behrendt, Marian van der Marel,

Henner Neuhaus
Fachgebiet Fischkrankheiten und Fischhaltung, Zentrum fiir Infektionsmedizin der
Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover, Biinteweg 17, 30559 Hannover

Haut und intestinale Oberfliche der Fische werden von einer
Schleimhaut gebildet, die ein sehr komplexes System zum Schutz des
Organismus von Angriffen aus der Umwelt darstellt. An dem mucosalen
System sind drei Komponenten beteiligt: eine symbiontische
Mikroflora, eine Schicht aus sezerniertem Schleim (Mucinen) sowie die
Zellen des Epithels und des lokalen Immunsystems.

Epithelzellen der Haut und des Darms sezernieren Glycoproteine, die
die Zellen der Schleimhaut als im Wasser unlosliches Gel iiberdecken,
in der Zellmembran verankert sein konnen und fest an Zellen haften.
AuBerdem scheiden die Zellen viskose, 10sliche Mucine ab, die das Gel
liberziehen. Mucine aus dem Gel verfiigen {iber Stukturen, die Bakterien
eine Anheftung ermdglichen, so dass sich eine symbiontische
Baktierienflora etablieren kann. Beide Systeme, Bakterienflora und
Mucinschicht erschweren Pathogenen und auch anderen Noxen den
Zugang zu den zelluldren Komponenten der Schleimhaut.

Die zelluldren Komponenten der Schleimhaut werden in der Fischhaut
von einem mehrschichtigen Epithel und im Darm von Enterozyten
gebildet, die Ttber enge Zellverschliisse, "tight junctions" den
Organismus dicht nach auflen abschlieen. Diese Zellen verfiigen iiber
Rezeptoren zur Erkennung von Pathogenen, und stellen somit eine
wichtige Komponente des angeborenen Immunsystems dar. Uber ein
Netzwerk von Botenstoffen, die von den Epithelzellen sezerniert werden
konnen, oder auf die Epithelzellen reagieren, stehen sie mit lymphoiden
Zellen des mucosalen Immunsystems und den Blutgefiien der
Submucosa in enger Verbindung. Durch Verdnderung der
Mikrozirkulation, Induktion einer Entziindung oder Einwandern von
cytotoxischen Zellen kann die Schleimhaut dem Angriff von Pathogenen
oder anderen Noxen begegnen und so weitere Schidigungen des
Gesamtorganismus abwenden. Aulerdem wirken sich jedoch Stérungen
in dem komplexen System der Schleimhaut auf den Gesundheitszustand
des gesamten Organismus aus.
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In welcher Weise einzelne Komponenten des Systems "Schleimhaut" an
Abwehrprozessen gegen Umwelteinfliisse bei Fischen beteiligt sind, und
wie diese Komponenten kooperieren, ist Gegenstand weiterer Studien.

Unsere Studien werden finanziell durch das Improving Human Potential
Programme der Europidischen Union unter dem Vertrag [HPRN-CT-
2001-00241], [PARITY] unterstiitzt.

Poster 13
Fungizide Effekte der Peressigsiure (Wofasteril®) bei der
Erbriitung — Erste Ergebnisse —

MENELT, T.*, PHAN, T.-M.”, STUBER, A* und BRAUNIG, L.}
* Leibniz-Institut fiir Gewdisserékologie und Binnenfischerei Berlin, * Humboldt-
Universitdt zu Berlin, ° KESLA PHARMA Wolfen GmbH

Eine medikamentdse Behandlung von Infektionen bei Fischen ist nur in
sehr begrenztem Umfang moglich, da nur eine sehr geringe Anzahl von
Substanzen einer Vielzahl von Erregern gegeniibersteht. In Deutschland
wird deshalb nach alternativen Therapeutika gesucht, um den
Behandlungsnotstand in der Fischwirtschaft zu beseitigen. Eine
mogliche Substanz zur Therapie von Parasitosen bei Fischen ist die
Peressigsiure (PES), enthalten in den Produkten Wofasteril® und
Wofasteril E 250. Nach Angaben des Herstellers KESLA kann
Wofasteril® in Konzentrationen von 2,5 pul/l effektiv gegen
Fischpathogene  eingesetzt ~werden. Im  Leibniz-Institut  fiir
Gewisserokologie und Binnenfischerei wurden erste Untersuchungen
zum Einsatz von Wofasteril® und Wofasterii E 250 gegen
Fischschimmel (Saprolegnia parasitica) durchgefiihrt. Die Versuche
umfassten die Ermittlung der therapeutischen Effizienz beider Produkte
gegen Saprolegnia parasitica in vitro (Hemmstofftest, Wachstumstest,
Keimtrdgertest) und in vivo mit Fischeiern des Zebrabdrblings (Danio
rerio) sowie des Koi (Cyprinus carpio). Die Toxizitdt der Mittel (LCs)
wurde bei beiden Fischarten mit dem Fischeitest bestimmt.

Ergebnisse: Im Wachstumstest verhinderten > 200 ul/l Wofasteril E 250
bzw. > 130 pl/l Wofasteril® (Gussplattenverfahren) bzw. > 70 ul/l
Wofasteril E 250 bzw. > 50 ul/l Wofasteril® (Oberflichenverfahren) das
Wachstum von Saprolegnia parasitica vollstindig. Auf die PES
bezogen hemmen beide Mittel das Pilzwachstum gleich. Die 48-h-LCsy,
ermittelt im Fischeitest mit dem Zebrabarbling (Danio rerio), betrigt fiir
Wofasteril® 7,1 pl/l (2,8 mg/l PES) sowie 17,5 pl/l fiir Wofasteril E 250
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(4,4 mg/l PES). Mit Koi-Eiern wurden 24-h-LC50-Werte von 15,3 pul/l
Wofasteril® (6,1 mg/l PES) und fiir Wofasteril E 250 13,5 ul/l (3,4 mg/l
PES) ermittelt. Im Keimtriagertest ist das Fehlen der Bildung von
Sporangien und Sporen auffillig. Eine Dauerbehandlung der Fische mit
Wofasteril® und Wofasteril E 250 ist auf Grund der hohen Toxizitit
nicht zu empfehlen. Im Keimtriagertest mit Fischembryonen (20 normal
entwickelte Embryonen + 20 geschédigte Eier + Keimtrager) traten ab
7,5 ul/l Wofasteril®-Dauerexposition in Aquarienwasser sowie bei 5-
stiindiger Intervallbehandlung in rekonstituiertem Wasser keine
Verpilzungen mehr auf. Allerdings war auch ein Teil der sich
entwickelnden Embryonen bei Dauerexposition geschddigt. Eine
Intervall-Applikation mit 7,5 pl/l Wofasteril® bzw. 12 ul/l Wofasteril E
250 tiber 5 Stunden tdglich wird empfohlen.

Poster 14
Further data on the “white bream virus”, a novel virus from fish:
Immunoelectron and immunofluorescence studies with
monoclonal antibodies

D. Fichtner*", H. Granzow”, M. Dauber", H. Schiitze”, S. Bergmannz),
B. Dresenkamp® and P. Martin®
! Federal Research Institute for Animal Health, Institute of Diagnostic Virology, Insel
Riems, Germany; ? Federal Research Institute for Animal Health, Institute of
Infectology,Insel Riems, Germany; > Federal Research Institute for Animal Health,
Institute of Molecular Biology,Insel Riems, Germany; ¥ Regional Authorities for
Consumer Protection Saxony-Anhalt, Stendal, Germany

During routine investigations in fish, a virus with novel morphological
features and hilthero undescribed morphogenesis was isolated from a
white bream (Blicca bjoerkna). This new bacilliform virus has
morphological features resembling those of rhabdo-, corona- and
baculoviruses (1) and was preliminary designated “white bream virus”
(WBYV). Viruses with similar morphological features were isolated from
goldfish  (Carassius auratus auratus) (2) and grass carp
(Ctenopharygodon idella) (3).

Recently, several WBV like isolates were obtained from diseased tench
(Tinca tinca). The affected fish showed haemorrhages of the gills and
skin and cutaneous ulcera.

For detection and further characterisation of the WBYV, monoclonal
antibodies (mab) were generated and wused in an indirect
immunofluorescence assay (IIFA) and in immunoelectron microscopy.
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All tested isolates from white bream, goldfish, grass carp and tench
displayed the same morphological characteristics and reacted with the
mabs. For routine IIFA, the use of mab 11A10 is recommended.

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. Further molecular biological characterisation
of these virus isolates and investigation regarding pathogenesis in carp
are ongoing projects.

Poster 15
Priifung oral applizierbarer fester Arzneiformen zur
Immunisierung von Forellen gegen VHS

M. Adelmann”, D. Fichtner", S. M. Bergmannl), B. Kéllner”, B.
Lange”, W. Weitschies®
! Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit Insel Riems;
Y Riemser Arzneimittel AG, Riemserort; ¥ Institut fiir Pharmazie, Ernst-Moritz-Arndt-
Universitdt Greifswald

Die Strategie der FEuropdischen Union zur Bekédmpfung von
Fischseuchen besteht in der weiteren Zuriickdringung der Krankheiten
durch regelmiBige Uberwachung der Fischbestinde und darauf
basierenden gesetzlichen Mafinahmen, wie die tierseuchenrechtliche
Zulassung nachweislich seuchenfreier Fischhaltungsbetriebe, Gebiete
oder Lander verbunden mit Handelsbeschrinkungen fiir Fische aus
nichtzugelassenen Bestdnden. Unter ungiinstigen epizootiologischen
Bedingungen ist jedoch die gezielte Immunprophylaxe bei Forellen eine
weitere Moglichkeit zur Verhiitung und Bekdmpfung von Fischseuchen
wie der Viralen Himorrhagischen Septikédmie (VHS).

Fischimpfstoffe konnen durch Immersion (Bad- oder Spriih-
Applikation), als Injektion (i.-p.) oder als Oralvakzine verabreicht
werden. Oralimpfstoffe sind zwar anwenderfreundlich, zeigen aber oft
eine geringe Wirksamkeit. Werden Lebendimpfstoffe oral angewendet,
ist eine der Ursachen der geringen Effektivitit die Inaktivierung der
Viren durch das saure Milieu des Magensaftes. Bei Oralimpfstoffen
sollte das Impfvirus deshalb in eine Arzneiform eingearbeitet werden,
die eine weitgehend verlustfreie Magenpassage sichert.

Bei den durchgefiihrten Untersuchungen wurden zwei attenuierte VHS-
Virusstimme (ATT116 und ATTI150) in eine neu entwickelte
Arzneiform eingearbeitet und an Forellen oral verabreicht. Die Priifung
der Wirksamkeit der Préparate erfolgte durch Belastungsinfektion der
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Impflinge. Zum Vergleich wurden Fische einer weiteren Gruppe i.-p.
vakziniert. Die Forellen der negativen Kontrollgruppe erhielten die
Arzneiformulierung ohne Virus. Alle Versuchsfische wurden 5 Wochen
p. vacc. bzw. p. appl. in einem Bad mit virulentem VHS-Virus (Stamm
Fi13) infiziert.

Bei den mit dem attenuierten VHSV ATT116 oral immunisierten
Forellen {tiberlebten 86,5 % der Fische. In der Gruppe der mit dem
VHSV ATT150 oral immunisierten Forellen betrug die Uberlebensrate
77,1 %. Eine Uberlebensrate von 54,8 % wurden bei den i.-p.
immunisierten Forellen ermittelt. In der negativen Kontrollgruppe
blieben nur 30 % der Fische am Leben.

Das attenuierte VHSV konnte bei den oral immunisierten Forellen p.
vacc. mittels RT-PCR und durch Immunfluoreszenz nachgewiesen
werden. Bei einem Teil der immunisierten Fischen erfolgte 5 Wochen p.
vacc. mittels ELISA der Nachweis von Antikérpern gegen VHSV.

Das Forschungsthema wurde durch die RIEMSER Arzneimittel AG
sowie mit Mitteln des "Européischen Fonds fiir Regionale Entwicklung"
(EFRE) in Verbindung mit Mitteln des Landes Mecklenburg-
Vorpommern gefordert.

Poster 16
Immunbhistologische Untersuchungen lymphoider Organe
moribunder Bachforellen — Ist eine Schiidigung des Immunsystems
ursichlich fiir das Bachforellensterben?

Bernd Kéllner"”, Jens-Peter Teifke"” und Julia Schwaiger”
! Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit, Greifswald —
Insel Riems; ¥ Bayrisches Landesamt fiir Wasserwirtschaft, Wielenbach

Seit einigen Jahren wird in voralpinen Fliissen Bayerns, aus Vorarlberg
und der Schweiz wéhrend der Sommermonate ein Sterben von
Bachforellen beobachtet. Vor allem Fische aus den Ober- und
Mittelldaufen groBerer voralpiner FlieBgewdsser sind von diesem
Geschehen betroffen. Die Fischverluste sind mittlerweile erheblich und
fiir die Wasserwirtschaft unter dem Aspekt des nachhaltigen Arten- und
Gewisserschutzes von besonderer Bedeutung.

Die Ursache fiir das Auftreten dieses Phdnomens ist ungeklirt. Die
bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass Faktoren im Gewisser
selbst (z.B. chemische, chemisch-physikalische oder biologische
Faktoren) eine entscheidende Rolle spielen. Neben schwerwiegenden

330



Verdnderungen im Bereich von Leber, Kiemen und anderen Organen
wurde bei den sterbenden Bachforellen eine deutliche Blutarmut
nachgewiesen.

Immunhistologische Untersuchungen an Organen moribund getdteter
Forellen mit monoklonalen Antikdrpern gegen Leukozytenpopulationen
ergaben folgendes Bild:

Entziindungsreaktionen in Leber und Niere, hier vor allem in den Tubuli
mit teils sehr hoher Zahl MHC II positive Entziindungszellen
(Monozyten und Granulozyten); starke Depletion der Lymphozyten, vor
allem der B-Zellen in der Milz.

Unklar ist ob dies mit einer Verbrauchskoagulopathie einhergeht und ob
die Lymphozyten durch Apoptose untergehen.

Insgesamt ergibt sich ein Bild einer massiven Storung der
Immunfunktionen, die zwangsldufig zum Tod der Forellen fiihren muss.
Moglicherweise fiihrt eine toxikologische Belastung zu einer
Immunsuppression und nachfolgend zur Infektion mit bisher
unbekannten Erregern, was den Verlust spezieller Zellen im Organismus
erkldren konnte.

Poster 17
Characterization of gene structure and expression of a Toll-like
receptor from rainbow trout (Oncorhynchus myKkiss )

A. Rebl, H.—M. Seyfert und E. Siegl

Poster 18
Factors of signal transduction in head kidney cells of rainbow trout
(Oncorhynchus myKkiss)

A. Stielow und E. Siegl

Poster 19
Isolierung und Charakterisierung eines Subtilisin-like
Serinprotease-Gens aus Sporen von Myxobolus cerebralis

Christoph Dorfler und Mansour El-Matbouli

Institut fiir Zoologie, Fischereibiologie und Fischkrankheiten, Tierdrztliche Fakultdt,
Ludwig- Maximilians-Universitit, Kaulbachstrasse 37, 80539 Miinchen

Proteasen spielen eine wichtige Rolle sowohl bei Stoffwechsel-
vorgédngen in Parasiten als auch bei der Auseinandersetzung mit dem



Wirtsgewebe. Moglicherweise sind diese Molekiile entscheidend an der
Pathogenese beteiligt und kommen somit als Angriffspunkte einer
spezifischen chemotherapeutischen Bekdmpfung in betracht.

Ziel der vorliegenden Studie ist es ein Serinprotease-Gen, das von
Mpyxobolus cerebralis, dem Erreger der Drehkrankheit der Salmoniden
in verschiedenen Entwicklungsstadien exprimiert wird, zu isolieren und
zu charakterisieren.

Dazu wurde genomische DNA aus Sporen isoliert und mit Hilfe von
universalen Primern, die DNA Sequenzen fiir ,,Subtilisin-like*
Serinproteasen bzw. ,,Chymotrypsin-like Serinproteasen detektieren,
eine PCR durchgefiihrt.

Lediglich mit den Universal-Primern, die spezifisch fiir ,,Subtilisin-like*
Serinproteasen waren, konnte ein Amplifikat erhalten werden. Nach
Gelreinigung,  Klonierung  und  Sequenzierung  ergab  ein
Sequenzvergleich mit Hilfe des Programms ,Blast“ aus der NCBI-
Datenbank eine hohe Homologie mit genomischen DNA Sequenzen von
Serinproteasen verschiedener Spezies, wie beispielsweise
Trichodesmium erythraeum oder Nostoc punctiforme.

Um die Frage zu beantworten ob diese Protease im Verlauf der
parasitiren Infektion an den jeweiligen pathologischen Verdnderungen
beteiligt ist, soll die Expression dieses Gens mittels Real-Time PCR in
verschiedenen Geweben zu  verschiedenen Zeitpunkten post
expositionem quantifiziert werden.
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