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Vorwort
der Herausgeber

Die im zweijahrigen Abstand stattfindende Tagung der Deutschen, Osterreichischen und
Schweizer Sektion der Europdischen Gesellschaft fur Fischpathologen (EAFP) ist im
deutschsprachigen Raum eines der wichtigsten Foren fir den Wissensaustausch uber
Fischkrankheiten, Fischhaltung und Fischerei. Die EAFP wurde 1982 zum Wissenstranfer
und zur Unterstltzung bei der Koordinierung der Forschung im Zusammenhang mit der
Pathologie von Fischen und Schalentieren gegriindet. Inzwischen gehoren der Organisati-
on etwa 900 Mitglieder aus uber 50 Landern an. Die groRte Mitgliederzahl stellt die deut-
sche Sektion der EAFP.

Die XV. Gemeinschaftstagung der Deutschen, Osterreichischen und Schweizer Sektion
der EAFP fand vom 8. bis 11. Oktober in Starnberg statt. Insgesamt 142 Teilnehmer aus
Deutschland, Osterreich, der Schweiz, Tschechien, Italien und den Niederlanden trafen
sich unter dem Motto: "Fischgesundheit und Fischerei im Wandel der Zeit". Auf der Fach-
tagung wurden 41 wissenschaftliche Vortrdge gehalten und 26 wissenschaftliche Beitrage
als Poster vorgestellt und anschlielend diskutiert.

Das fachliche Spektrum war breit gefachert: Vortrage zur Wettbewerbsfahigkeit der
Aquakultur und Fischerei, zu Fischarten und Produktionsverfahren waren ebenso vertreten
wie wissenschaftliche und praxisbezogene Beitrdge zu Fischkrankheiten, Fischseuchen
und Kontaminantem in Fischen und Umwelt. Des Weiteren wurden neue Herausforderun-
gen im Tierschutz und in der Diagnostik thematisiert und neue Erkenntniss der kurativen
Praxis bei Wild-, Nutz- und Zierfischen vorgestellt. Eine wichtige Rolle spielten auch der
Verbraucherschutz, die Fischbestdnde in natiirlichen Gewassern sowie die Haltung von
Zierfischen.

Die EAFP-Tagungen bieten insebesondere auch jungen Wissenschaftlern ein geeignetes
Forum flr die Prasentation ihrer Arbeiten. Zum vierten Mal wurde der Wilhelm-
Schaperclaus-Forderpreis verliehen. Der Preis, benannt nach dem Fischpathologen, Pro-
fessor Wilhelm Schéperclaus (1899-1995), wird jahrlich an Nachwuchswissenschaftler/
-innen fir den besten Vortrag oder das beste Poster vergeben. In Starnberg erhielt Frau
Hannah Wiinnemann, Tierérztin an der Justus-Liebig-Universitat GieRen, diese Auszeich-
nung fiir ihren Vortrag.

Wir danken der Bayerischen Landesanstalt fir Landwirtschaft, dem Bayerischen Staats-
ministerium fir Landwirtschaft und Forsten, dem Niedersachsischen Landesamt flr Ver-
braucherschutz und Lebensmittelsicherheit, den Sponsoren, den Vortrags- und Posterauto-
ren sowie allen weiteren Beteiligten fur die Unterstiitzung, die maligeblich zum Tagungs-
erfolg beigetragen hat.

Die Herausgeber
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Vorwort
des LfL-Prasidenten

Die Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft (LfL) ist eine dem Bayerischen Staats-
ministerium fur Erndhrung, Landwirtschaft und Forsten (StMELF) nachgeordnete Behdr-
de mit insgesamt neun Instituten und sechs Abteilungen. Uber alle Bereiche der Landwirt-
schaft, von der pflanzlichen Erzeugung tber die Tierproduktion bis hin zur Fischerei, ar-
beitet die LfL in den Bereichen Forschung, Wissenstransfer, Hoheitsvollzug und Foérde-
rung. Das Institut fur Fischerei (IF1) deckt alle Bereiche der Binnenfischerei und Aquakul-
tur ab: Karpfenteichwirtschaft, Forellenerzeugung und moderne Formen der intensiven
Aquakultur. Daruber hinaus ist das IFI in der beruflichen Aus- und Fortbildung (Fischwirt,
Fischwirtschaftsmeister) sowie in der fischereilichen Erwachsenenbildung tétig.

Zum Aufgabenspektrum der LfL gehdren die Bearbeitung anwendungsbezogener wissen-
schaftlicher Projekte und die Durchfihrung von Fachveranstaltungen. Die erstmalig in
Starnberg stattfindende Tagung der deutschsprachigen Sektionen der Europdischen Ge-
sellschaft der Fischpathologen (EAFP) passt genau zu verschiedenen aktuellen For-
schungsarbeiten und Projekten des Instituts flr Fischerei. Wie in den anderen Bereichen
der Tierhaltung stellen die Tierkrankheiten und deren Bekdmpfung sowie Aspekte des Ti-
erwohls einen wichtigen Teil unserer Arbeit fur die Fischerei dar. Die international re-
nommierte EAFP-Tagung bietet eine gute Gelegenheit, die Verbindung des Instituts fir
Fischerei zur Forschung und zu aktuellen, anwendungsorientierten Fragestellungen zu
zeigen.

Die aktive Beteiligung zahlreicher nationaler Forschergruppen, Hochschulen und interna-
tionaler Arbeitsgruppen an diesem Symposium zeigt mir, dass von Seiten der Leitung der
EAFP und des IFI ein gutes Gesamtkonzept mit Vortrdgen, Posterprasentationen und Fa-
chexkursion erstellt wurde.

Ich freue mich, dass so viele Teilnehmerinnen und Teilnehmer der Einladung zu dieser
vom Bayerischen Staatsministerium fur Ernahrung, Landwirtschaft und Forsten geforder-
ten Veranstaltung hierher nach Starnberg gefolgt sind und werte das als Anerkennung fiir
die Arbeit der LfL.

Ich wiinsche den Veranstaltern viel Erfolg, und Ihnen als Teilnehmer viele neue Erkennt-
nisse.

—‘\uﬁ = o

Jakob Opperer
Président der Bayerischen Landesanstalt fiir Landwirtschaft
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Verfahren der Aquakultur in Bayern

Helmut Wedekind

Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft, Institut fiir Fischereli,
Weilheimer StraRe 8, 82319 Starnberg

Zusammenfassung

In Bayern wird die Karpfenteichwirtschaft als extensives, naturnahes Verfahren in Tei-
chen mit langer Tradition betrieben. Dabei lag die hauptsachlich auf nattrlichem Auf-
wuchs basierende Produktionsmenge im Jahr 2013 bei 2339 t Speisekarpfen, 585t Satz-
karpfen und 196 t Nebenfischen.

Die Forellenteichwirtschaft wird in Bayern sowohl in semi-intensiv bewirtschafteten Tei-
chen, als auch in intensiv bewirtschafteten Teich- und Beckenanlagen durchgefiihrt. Dabei
lag die produzierte Menge an Regenbogenforellen im Jahr 2013 bei 2253 t Speisefischen
und 600 t Satzfischen. Des Weiteren wurden rund 1850 t an Nebenfischen (z. B. Saiblin-
ge, Bachforellen, Kreuzungen) erzeugt.

Die Produktion von tropischen Arten in hoch technisierten geschlossenen Kreislaufanla-
gen ist in Bayern nicht weit verbreitet, allerdings gibt es in diesem Bereich Entwicklun-
gen.

Production systems in Bavarian aquaculture
Summary

The carp pond culture in Bavaria is carried out as extensive, nature-orientated process with
a long tradition. The production is based mainly on natural growth. In 2013 2339 t table-
sized carp, 600t carp for stocking and 196 t of additional warmwater species were pro-
duced.

Trout farming is conducted in Bavaria in semi-intensive pond culture systems as well as in
intensively operated tank systems. The production in 2013 equaled to 2253t of rainbow
trout in edible size, 600 t of trout for stocking, and a total of 1850 t of other salmonids.

The production of tropical fishes in highly engineered recirculating aquaculture systems is
not very common in Bavaria. However, during the last years some development could be
observed in this sector.

Einleitung

Aquakultur ist nach Definition der FAO die Zucht und Produktion von aquatischen Orga-
nismen: Fische, Krebstiere, Muscheln und auch Wasserpflanzen. Weltweit ist die Aqua-
kultur der am starksten wachsende Sektor in der Agrarwirtschaft. Aus verschiedenen
Grunden ist die Produktion in der EU stagnierend. Das gilt auch flr die Situation in
Deutschland, wo die Erzeugung in den wichtigsten Produktionssystemen Forellen- und
Karpfenteichwirtschaft sogar leicht rucklaufig ist. Als einziges Segment nimmt in
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Deutschland die Fischproduktion in Kreislaufanlagen geringfiigig zu. Die Aquakultur in
Bayern befindet sich seit Jahren auf einem stabilen Produktionsniveau.

Karpfenteichwirtschaft

In Bayern spielt die Karpfenteichwirtschaft als traditionelles, extensives Verfahren eine
wichtige Rolle. Die Betriebe werden oft im Nebenerwerb betrieben und besitzen haufig
nur wenige Hektar Teichflache. Karpfen und verschiedene Nebenfische werden in zum
Teil Jahrhunderte alten, naturnahen Teichen produziert. Die Karpfenteichwirtschaft ist fla-
chengebunden. Durch die Teichbewirtschaftung erhoht sich die Fruchtbarkeit des Gewas-
sers. Die Fischproduktion erfolgt auf der Basis von naturlichem Aufwuchs, d. h. der Zu-
wachs der Fische entsteht durch die sog. Naturnahrung (Plankton, Bodentiere). Die Fiitte-
rung der Fische wird lediglich als Erganzungsfltterung mit Getreide bzw. Getreideerzeug-
nissen praktiziert.

Die teilweise tUber 1000 Jahre alten traditionellen Karpfentteichgebiete befinden sich in
der Oberpfalz und Mittelfranken (Abb. 1). Die Teichlandschaften sind ein pragendes Ele-
ment der Kulturlandschaft. Neben der Fischerzeugung sind sie Heimat zahlreicher im und
am Wasser lebender, oftmals schiitzenswerter Tiere und Pflanzen — die Teiche tragen da-
mit zur Artenvielfalt bei. Darlber hinaus sind die Teichgebiete wichtig fir den Wasser-
haushalt der betreffenden Regionen.

Die Produktion an Speisekarpfen betrug im Jahr 2013 bayernweit 2339 t. Daneben wurden
585 t Satzkarpfen und 196 t Nebenfische produziert. Die Vermarktung der Karpfen erfolgt
zumeist regional und saisonal. Nach der Abfischung im Herbst verkaufen insbesondere die
kleineren Betriebe in Mittelfranken und dem Aischgrund ohne eigenen Halterung ihre
Speisekarpfen an GroRhandler, die ihrerseits die Gastronomie und den Einzelhandel belie-
fern. GroRere Betriebe beliefern die regionale Gastronomie und den Einzelhandel und be-
treiben zudem héaufig eigene Verkaufsstellen zur Direktvermarktung. Hier werden eigene
Karpfen und andere Teichfische frisch geschlachtet, d. h. kiichenfertig, halbiert oder als
Filetware direkt an Endverbraucher verkauft. Dabei werden haufig auch Verarbeitungs-
produkte wie grétenfreie (gratengeschnittene) Filets, Raucherprodukte sowie Pasteten, Sa-
late und Fischsuppen angeboten.

Abb. 1: Teichlandschaft im Aischgrund
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Die h&aufige Einbindung der Karpfenteichwirtschaft in Schutzgebiete fihrt fir die Bewirt-
schafter zu erheblichen Einschrankungen in der Teichbewirtschaftung, die letztendlich —
neben anderen Faktoren - einer Ausweitung der Erzeugung entgegenstehen.

Forellenteichwirtschaft

Auch bei der bayerischen Forellenteichwirtschaft handelt es sich um ein traditionelles
Verfahren, welches insbesondere in den Mittelgebirgen und im Voralpenland praktiziert
wird. Da Forellenartige Raubfische sind, erfolgt die Produktion hier auf der Basis einer
Alleinftterung mit Trockenmischfutter. Dieses ist in der Regel hoch verdaulich und fihrt
so trotz teilweise hoher Produktivitét der Forellenzucht nicht zu Umweltproblemen, da die
wenigen verbleibenden Ruckstéande in intensiven Produktionsanlagen von einer effektiven
Ablaufwasserreinigung geklart werden kénnen. Die Produktionsintensitét reicht in Bayern
von halbintensiven, durchflossenen Teichanlagen mit geringer bis mittlerer Besatzdichte
bis hin zu intensiv genutzten Beckenanlagen. Letztere sind zur Sicherstellung optimaler
Haltungsbedingungen zumeist mit moderner Technik zur Sauerstoffversorgung sowie zur
Futterung ausgestattet. Die Forellenproduktion wird in Bayern also sowohl in klassischen
Erdteichanlagen (Abb. 2), als auch in modernen Aquakulturanlagen (Abb. 3) durchge-
fuhrt.

Abb. 3: Moderne Forellenanlage
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Wie bei der Karpfenteichwirtschaft, ist auch bei den Forellenzuchten der Familienbetrieb
die vorherrschende Betriebsform. Neben der Regenbogenforelle werden in Bayern zu-
nehmend auch Saiblinge, Bachforellen und Seeforellen aufgezogen. Die Jahresproduktion
liegt bei 2253 t Speiseforellen, 600 t Satzforellen und 1850 t Nebenfischen (2013).

Die Vermarktung der Forellen und Saiblinge erfolgt zum gréRten Teil regional. Viele Be-
triebe verfligen Uber Einrichtungen zur Direktvermarktung, in denen frisch geschlachtete,
kiichenfertige Fische oder Filets angeboten werden. Ein weiterer wichtiger Absatzweg ist
der Verkauf von Fischen und Fischprodukten an die lokale Gastronomie oder den Einzel-
handel in der jeweiligen Region. Die groen Betriebe vermarkten zusétzlich lebende Fo-
rellen und Saiblinge an Gro3handler oder verkaufen Satz- und Speisefische (v. a. Bachfo-
rellen) z. T. mit eigenen Transportfahrzeugen uberregional an Angelvereine.

Warmwasser-Kreislaufanlagen

Bei der Fischzucht in Kreislaufanlagen handelt es sich um das intensivste Verfahren der
bayerischen Aquakultur. Dabei wird das im Kreislauf gefuhrte Produktionswasser durch
einen mechanischen und biologischen Filter geleitet und zu etwa 90 % erneut verwendet.
In wenigen Anlagen werden tropische Arten aufgezogen, die z T. noch nicht vollstandig
am Markt etabliert sind. In Bayern existieren derzeit nur wenige Warmwasser-Kreislauf-
anlagen (Abb. 4) fur die Produktion Afrikanischer Welse (Clarias gariepunus). Projekte
zur Aufzucht von Backwassergarnelen (Shrimps, Litopenaeus vannamei) befinden sich im
Aufbau.

Abb. 4:  Warmwasser-Kreislaufanlage im Geb&aude
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Zusammenfassung

Binnenfischerei in Deutschland umfasst Fluss- und Seenfischerei einerseits, sowie Teich-
wirtschaften, vornehmlich zur Forellen- und Karpfenzucht andererseits. Wahrend Fluss-
und Seenfischer Naturertrdge nutzen, wird in den Teichwirtschaften die Fischproduktion
so betrieben wie in der Landwirtschaft die Tierzucht. Es werden Elterntiere gehalten und
selektiert. Die Folgegenerationen werden gezielt erzeugt und bis zur Nutzungsgréf3e in da-
fiir entwickelten Einheiten wie Teichen und FlieRBkanélen aufgezogen.

In Deutschland ist die SuBwasserfischerei in jeglicher Form Léndersache. In allen Bundes-
landern sind die Fischereireferate in den Landwirtschaftsministerien angesiedelt.

Nach FAO (1995) ist Aquakultur definiert als Kultivierung von aquatischen Organismen,
wie Fischen Muscheln und Krebsen, aber auch Wasserpflanzen. Mit dieser Definition wird
unsere Kklassische Teichwirtschaft bei der européischen Union, der Generaldirektion fir
Maritime Angelegenheiten und Fischerei (DG Mare), verwaltet und gestaltet.

Die Aquakultur wird dort Gber nationale Verbande vertreten, fir Deutschland ist das der
VdBi, Verband der Deutschen Binnenfischerei, diesem Verband gehdren die jeweiligen
Landesverbénde, teils auch Anglerverbénde an. Er vertritt die Interessen der deutschen
Aquakultur tber die internationalen Verbédnde FEAP und COPA Cogeca. Da bei der DG
Mare die rein fischereirechtlichen Fragen zu kléren sind, werden diese Verbande auch von
anderen Kommissionen wie DG Trade, DG Sanco, DG Agri etc. zur Stellungnahme aufge-
fordert, wenn es um weitergehende Fragen geht.

2013/2014 wurden in Abstimmung mit dem Rat und dem Parlament die neuen Rahmen-
bedingungen der ndchsten Periode erarbeitet, bekannt unter dem Namen GFP und EMFF.
Darin werden die Ziele der EU definiert und die Forderungsmoglichkeiten aufgezeigt. Wie
diese Ziele in den einzelnen Mitgliedsstaaten umgesetzt werden ist Sache dieser Staaten
selbst, es miissen jedoch die dazugehérigen Plane EU Konform ausgearbeitet werden und
der Kommission als ,,Nationaler Strategieplan“ vorgelegt werden. Diese Strategieplane
werden verbindlich im sogenannten operationellen Programm, was von den Landern erar-
beitet und vorgelegt wird. So schlieRt sich der Kreis von der Zustédndigkeit der Lander
uber die EU Politik und Gesetzgebung wieder zuriick zur landerspezifischen Umsetzung.

Die SulRwasseraquakultur in der EU hat ihren Schwerpunkt in den osteuropdischen Lén-
dern, zusammen mit Schweden und Deutschland. Die Aquakultur der anderen Mitglied-
staaten ist gepragt von mariner Aquakultur.
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Zusammenfassung

Der Bodensee-Obersee war bis in die 50er Jahre des letzten Jahrhunderts ein oligotropher
See. Sein fischereilicher Ertrag lag im Bereich zwischen 400 und 600 t. Davon waren ca.
70 % Felchen (Coregonus lavaretus), ca. 10 % Barsche (Perca fluviatilis) und der Rest
waren die Ubrigen Arten zusammengenommen. Mit zunehmender Industrialisierung, Zu-
nahme der Bevélkerung und ihres Lebensstandards und Intensivierung der Landwirtschaft
im Einzugsgebiet wurden ab den 50er Jahren verstarkt N&hrstoffe in den See eingetragen,
die zu einer Eutrophierung flhrten. Schon bald wurden Veranderungen im See festgestellt,
die sich fischereilich in einem stark ansteigenden Ertrag auswirkten. Das Maximum waren
1.895 t Fisch im Jahr 1977. Ab den spéten 60er Jahren wurde begonnen, den Néhrstoffein-
trag in den See zu reduzieren und ab 1980 begann der Néhrstoffgehalt des Sees zu sinken.
Mittlerweile ist der Nahrstoffgehalt des Sees wieder im Bereich von 6 - 7 mg P/m3, der
Bodensee-Obersee ist wieder ein oligotropher See.

Auch die Fischbestande reagierten auf diese Verdnderungen im Nahrstoffgehalt. Die
hdchsten Ertrage wurden in den 80er Jahren erzielt. In dieser Zeit lag der Felchenanteil am
Gesamtertrag deutlich unter 50 %, und Barsche machten bis zu 50 % des Fangertrags aus.
Typisch waren groRere Ertragsschwankungen von Jahr zu Jahr.

Seit ca. 1990 geht der Ertrag zuriick, und mit nur noch 465 t wurde im Jahr 2013 der nied-
rigste Ertrag seit 1954 erzielt. Dies ist fur die Berufsfischerei eine wirtschaftlich dramati-
sche Situation. In der Folge dieses Ertragsriickgangs hat in den letzten Jahren die Zahl der
Berufsfischer deutlich abgenommen. Im Jahr 1998 waren es 146 Patente, im Jahr 2013 nur
noch 112. Der Ertrag an Barschen war am hochsten in der eutrophen Phase des Sees, wéh-
rend der Seesaiblingsertrag in den letzten Jahren sehr deutlich zugenommen hat. Heute
kann die Nachfrage am See nach Bodenseefischen bei weitem nicht mehr bedient werden.

Ursache fir den Riickgang des Ertrags ist die Abnahme des Nahrstoffgehalts, da dieser
letztlich die Produktivitat eines Sees bestimmt. Hinzu kamen in den letzten Jahren auch
verschiedene Fischparasiten wie z. B. der Hechtbandwurm Triaenophorus nodulosus, des-
sen Larven die Lebern der Barsch parasitieren, und ganz neu der Trematode Ancyrocepha-
lus percae, der die Kiemen und den Isthmus der Barsche befallt. Flr die n&chsten Jahre ist
davon auszugehen, dass sich der Ertrag der Berufsfischerei im Bereich zwischen 400 und
600 t bewegen wird, wovon 60 — 80 % Felchen sein werden.
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Drastic decline in fishing yield in Lake Constance -
Upper Lake: Causes and trends

Summary

The Upper Lake Constance was up to the 1950s an oligotrophic lake. The P-concentration
increased because of a rising population, intensified agriculture and the industrialization in
the drainage area. With the drastic reduction of the nutrient load in recent years the lake
re-oligotrophicated. Nowadays the lake is oligotrophic again. Statistic records of the pro-
fessional fisheries yield exists since 1910. Up to the year 1955 professional fisheries yield
was between 400 and 600 t, including about 70 % whitefish (Coregonus lavaretus), about
10 % perch (Perca fluviatilis) and 20 % other species. With beginning eutrophication in
the 1950s the yield increased and a maximum of 1.895 t was caught in 1977. Since the
1990s the fisheries yield decreased and today (2013) the total yield is as low as at the be-
ginning of eutrophication. During the oligotrophic phase and nowadays the catch is domi-
nated by whitefish, whereas during the eutrophic phase perch and all other species com-
prised up to 70 % of the total catch. In 2013 the total yield was 465 t, which is the lowest
catch since 1954. The main reason for the decreasing yields is the re-oligotrophication. In
addition the fish community was invaded by various parasites in recent years. Especially
the gill worm Ancyrocephalus percae, which infests the gills and isthmus of perch, is
thought to negatively influence the perch stock.

Over the coming years fisheries yield will remain low. A range of 400 - 600 t with 70 %
whitefish is to be expected. The low yield is an economic problem for the professional
fishermen.

Einleitung

In vielen Seen hat sich in den letzten Jahren aufgrund anthropogener Aktivitaten der N&hr-
stoffgehalt gedndert. Dies hat Auswirkungen auf den Fischbestand und auch den fischerei-
lichen Ertrag. In vielen dieser Seen wird der Fischbestand nur angelfischereilich bewirt-
schaftet. Dann fallen starkere Veranderungen oft nicht oder erst spat auf. Anders sieht es
aus, wenn ein Gewasser insbesondere ein grof3er See wie der Bodensee zusatzlich zur An-
gelfischerei auch von einer groBeren Zahl Berufsfischer fischereilich bewirtschaftet wird.
Die Berufsfischerei ist einer der altesten Berufe und hat eine Bedeutung, die weit ber die
rein wirtschaftlichen Aspekte hinausgeht, so z. B. als Highlight in der Tourismuswerbung.
Zudem wird Uber die Fischerei eines der 6kologisch nachhaltigsten tierischen Produkte er-
zeugt. Im Folgenden werden die Verénderung des Ertrags der Berufsfischerei am Boden-
see-Obersee in den letzten Jahren dargestellt und ein neuer Parasit der Barsche beschrie-
ben.

Der Bodensee

Der Bodensee-Obersee mit einer Flache von 473 km?2 und einer maximalen Tiefe von
254 m war bis in die 50er Jahre ein nahrstoffarmes Gewésser. Mit zunehmender Industria-
lisierung, steigender Bevdlkerung und intensiverer Landbewirtschaftung nahmen in den
50er Jahren die Eintrdge von Né&hrstoffen in den See zu (www.igkb.org, Zintz et al. 2010)
und die Nahrstoffkonzentration stieg an (Abb. 1). Schon bald zeigten sich erste Verande-
rungen im See und es begannen Anstrengungen, den Né&hrstoffeintrag in den See zu ver-
ringern. Nach dem Maximum der Nahrstoffkonzentration Anfang der 80er Jahre sinkt die-
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se seither und seit mehreren Jahren ist der See wieder ein nahrstoffarmes Gewasser und
der Nahrstoffgehalt ist auf dem niederen Niveau wie zu Beginn der 50er Jahre.

Ertrag der Berufsfischerei im Bodensee-Obersee

Am Bodensee gibt es eine langjéhrige Statistik des Ertrags der Berufsfischerei seit 1910
(www.ibkf.org, ROSCH, 2014).

Zu Beginn der Statistik lag der Ertrag im Bereich zwischen 200 und 400t jahrlich
(Abb. 1). Bis 1955 wurde ein Wert von 600 t nur in wenigen Jahren erreicht. Meist war
der Ertrag wesentlich niedriger. Im Jahr 1956 wurde zum ersten Mal mehr als 1.000 t ge-
fangen und bis 2005 wurde nur in ganz wenigen Jahren weniger als 800 t Fisch gefangen.
Das Maximum waren fast 1.900 t im Jahr 1977. Seit 1990 geht der Ertrag standig zurtick
und im Jahr 2013 wurde mit nur noch 465 t so wenig gefangen wie letztmals 1955. Ten-
denziell sah der Ertrag im Jahr 2014 nicht besser aus.
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Abb. 1:  Ertrag der Berufsfischerei im Bodensee-Obersee (linke y-Achse, Balken) von
1910 bis 1913 fir Felchen, Barsch und Sonstige (= alle anderen Fischarten zu-
sammengefasst). Zusatzlich ist die Phosphatkonzentration mit eingezeichnet
(rechte y-Achse, Linie).

Die wirtschaftlich wichtigste Fischart im Bodensee ist der Felchen (Coregonus lavaretus).
Zu Zeiten hoher Nahrstoffgehalte (ca. 1960 - 1990) schwankte der Felchenertrag sehr
stark und war teilweise sehr niedrig. Ab den 90er Jahren schien sich der Felchenertrag auf
hohem Niveau zu stabilisieren. Seither geht der Felchenertrag aber standig zuriick und
2013 wurden nur noch 294 t gefangen. Der Ertrag ist nur ein Aspekt bei der Betrachtung
einer Art. Die Fische reagieren jedoch in vielféltiger Weise auf die Veranderungen des
Sees. Die Felchen haben auf den Nahrstoffriickgang zuerst mit langsamerem Wachstum
und einer geringeren Energiedichte reagiert. Ein weiteres Beispiel ist die Alterszusam-
mensetzung der Felchen im Fang, die sich sehr stark gedndert hat. Zu Beginn der 50er Jah-
re waren die Felchen im Fang durchschnittlich drei bis finf Jahre alt (Abb. 2). Mit der Zu-
nahme des Nahrstoffgehalts nahm auch das Wachstum der Felchen zu. Anfang der 60er
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wurden die Felchen schon im zweiten Lebensjahr gefangen. Dadurch bestand die Gefahr,
dass die Felchen schon als juvenile Exemplare entnommen werden und so keine ausrei-
chende Reproduktion mehr méglich ist. Um das zu vermeiden, wurde 1962 die Mindest-
maschenweite der Felchennetze von 38 auf 44 mm erhoht. Dadurch nahm der Anteil juve-
niler Fische im Fang deutlich ab. Mit dem Riickgang des N&hrstoffgehalts des Sees ab den
80er Jahren verédnderte sich auch die Alterszusammensetzung der Felchen und aktuell sind
die gefangenen Felchen zwischen drei und funf Jahre alt. Die heutige Alterszusammenset-
zung entspricht der zu Beginn der Nahrstoffzunahme.

Der Barschertrag war bis in die 50er Jahre niedrig (Abb. 3). Mit dem Anstieg der P-
Konzentration stieg auch der Barschertrag und gute Ertrdge wurden bis in die 90er Jahre
erzielt. Seither geht der Barschertrag stdndig zurlick und 2013 wurden nur noch 80t ge-
fangen. Das Verhalten und die Nahrungszusammensetzung der Barsche haben sich in den
letzten Jahren drastisch gedandert. Zu Zeiten der Eutrophierung des Sees waren Barsche im
gesamten See zu finden und die Nahrung bestand hauptséchlich aus Zooplankton. Mitt-
lerweile sind die Barsche nur noch im Uferbereich und ab einer Lénge von ca. 12 cm wie-
der pisicivor (Eckmann et al. 2007).
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Abb. 2: Alterszusammensetzung der Felchen im Fang
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Abb. 3: Barschertrag im Bodensee-Obersee 1910-2013

Einen ganz anderen Verlauf zeigt der Ertrag des Seesaibling (Salvelinus alpinus) (Abb. 4).
Der Seesaibling ist eine Fischart, die auf der gesamten Nordhalbkugel in kiihlen, nédhr-
stoffarmen Gewadssern vorkommt. Das Vorkommen im Bodensee ist eines der stdlichsten
in Europa. Seit Beginn der Statistik im Jahr 1910 war der Seesaiblingsertrag niedrig und
erreichte nur in wenigen Jahren 2000 kg. Im Jahr 1977 wurden nur noch 31 kg Saibling
gefangen. Dies deutete daraufhin, dass der Saiblingsbestand im See kurz vor dem Ver-
schwinden war. Mit dem Rickgang des Néahrstoffgehalts und den parallel dazu durchge-
fihrten Besatzmaflnahmen stabilisierte sich der Seesaiblingsbestand jedoch, und in den
letzten zehn Jahren stieg der Ertrag exponentiell an. Im Jahr 2013 wurde mit 16t der
hdchste Ertrag seit Beginn der Statistik erzielt.

Seesaibling
20

B0
70
&0

50

Ertrag (t)

40

a0

P-Konzentration (pall)

20

10

i}

1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

Abb: 4: Seesaiblingsertrag 1910 - 2013 (linke Y-Achse Ertrag, rechte Y-Achse P)
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Kiemenwurm Ancyrocephalus percae

Seit wenigen Jahren befallt ein neuer Parasit Flussbarsche im Bodensee. Dabei handelt es
sich um einen Trematoden, genauer um die Art Ancyrocephalus percae (Behrmann-Godel
et al. 2014). Normalerweise beféllt dieser nur die Kiemen von Barschen und richtet keinen
grolleren Schaden an. Im Bodensee jedoch wandert der Parasit zum Isthmus, welches die
Verbindung zwischen Kopf und Kérper im Bereich der Kiemenbdgen ist. Dort angekom-
men fressen sich meist mehrere Kiemenwtrmer in das Gewebe, was zu runden bis ovalen
Wunden flhrt. Im schlimmsten Fall wird der Isthmus nachhaltig geschédigt oder sogar
ganz durchtrennt. Dann sind die befallenen Barsche halbseitig gekopft. Im Jahr 2013 wur-
de eine Untersuchung zum Befall von Jungfischen und é&lteren Barschen lber mehrere
Monate hinweg durchgefihrt. Zusatzlich wurden mehrere Farbvarianten des Flussbarsches
hinsichtlich des Befalls verglichen. Seit einigen Jahren ndmlich findet man an bestimmten
Stellen des Bodensees neben den haufig vorkommenden gelbflossigen Barschen auch rot-
flossige und gemischtfarbige (gelbe und rote Anteile in den Flossen) Fische. Es zeigte
sich, dass junge gelbflossige Barsche mit maximal 46 % Pravalenz deutlich starker von
dem Parasiten A. percae betroffen sind, als ihre rotflossigen Verwandten (Roch et al.
2015). Von diesen waren nur maximal 29 % befallen. Auch bei &lteren Barschen zeigt sich
ein &hnliches Bild. Zwei Jahre und é&ltere gelbflossige Fische waren am starksten befallen,
gefolgt von der gemischtflossigen Form. Von 15 untersuchten rotflossigen Barschen war
nur ein Fisch mit einem einzelnen Kiemenwurm befallen. Es kann davon ausgegangen,
dass es sich hierbei um einen zufélligen, noch nicht abgewehrten Befall auf dem immun-
kompetenten Fehlwirt (gelbflossiger Barsch) handelt. Auch bei der Befallsintensitat wur-
den auf gelbflossigen Barschen die meisten Parasiten gezahlt. Generell unterschied sich
die Anzahl an Parasiten von Fisch zu Fisch stark. Maximal wurden 45 Parasiten auf einem
einzelnen Jungfisch gefunden. Warum es Unterschiede im Befall zwischen den Farbvari-
anten gibt, ist bis heute nicht geklart. Es deutet sich jedoch an, dass die gelbflossigen Bo-
densee-Barsche generell ein Problem in der Abwehr von Makroparasiten haben (Roch et
al. 2015). Die 6kologischen und ékomischen Folgen dieses aufRergewohnlich starken Be-
falls der Barsche kdnnen noch nicht abgeschétzt werden. Weitere Studien Uber einen lan-
geren Zeitraum missen zeigen, ob der eingeschleppte Kiemenwurm Einfluss auf den
Barschbestand im Bodensee hat.

Diskussion

Der Néhrstoffgehalt des Bodensee-Obersees hat sich in den letzten 100 Jahren sehr stark
verandert: von oligotroph bis zur Mitte des letzten Jahrhunderts Uber eutroph wieder zu-
rick zu einem oligotrophen See. Der Fischbestand ist den jeweiligen Nahrstoffverhéltnis-
sen gefolgt. Veranderungen des fischereilichen Ertrags von Jahr zu Jahr sind normal, da
die Umweltbedingungen im See von Jahr zu Jahr stark schwanken. Um jedoch Trends er-
kennen zu kdnnen, sind langere Zeitreihen notwendig. Diese liegen fiir den Bodensee vor.
Die Statistik der Berufsfischerei reicht bis 1910 zuriick (www.ibkf.org) und ein regelmé-
Riges Monitoring des Felchenbestandes und der Né&hrstoffe (www.igkb.org) findet seit
Beginn der 50er Jahre statt. Die einzelnen Fischarten reagierten sehr unterschiedlich auf
die Veranderungen des Nahrstoffgehaltes. Bei den meisten Fischarten ging der Ertrag zu-
rick. Eine Ausnahme bildet der Seesaibling, dessen Ertrag in den letzten Jahren deutlich
anstieg. Dieser Anstieg kann aber den Ertragsriickgang bei den anderen Fischarten bei
weitem nicht kompensieren.
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Der Riickgang des Ertrags wirkt sich unmittelbar auf die wirtschaftliche Situation der Be-
rufsfischer aus. So hat die Zahl der Berufsfischer in den letzten Jahren abgenommen: im
Jahr 1998 waren es 146 Berufsfischer und 2013 noch 112, ein Rickgang um 25 %

(www.ibkf.org).

Veranderungen entstehen auch durch Neozoen, die sich im See ausbreiten (www.neozoen-
bodensee.de). Ein Beispiel ist der Kiemenwurm Ancyrocephalus percae, der Barsche be-
fallt und deutlich schadigt. Aber auch hier sind langerfristige Beobachtungen notwendig,
um abschétzen zu koénnen, ob und wie sich der neue Parasit auf den Barschbestand aus-
wirkt. Insgesamt ist der Bodensee in stetem Wandel. Es ist aber davon auszugehen, dass
der Fischertrag bei gleichbleibend niedrigem Né&hrstoffgehalt sich in den néachsten Jahren
im Bereich von 400 - 600 t bewegen wird. Der Anteil der Felchen am Gesamtfang durfte
bei ca. 70 % liegen. Einzelne Jahre mit hoherem Ertrag sind moglich, aber auch solche mit
niedrigeren.
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Zusammenfassung

In Sachsen werden zunehmend tropische oder subtropische Tierarten in technischen
Aguakulturanlagen gehalten. Anhand von Beispielen fiir verschiedene gehaltene Tierarten,
Aquakulturformen und spezifische Probleme werden neue Anforderungen an die tierérzt-
liche Bestandsbetreuung dargestellt.

New species and aquaculture systems in Saxony —
a challenge for veterinary care?

Summary

In Saxony (Germany) more and more species of tropical and subtropical fish and crayfish
are kept in technical aquaculture systems. Examples of various species, various forms of
aquaculture, as well as emerging problems show new requirements for the veterinary care
for this livestock.

Einleitung

Neben der traditionellen Teichwirtschaft mit Produktion von Salmoniden, Karpfen und
Nebenfischen gibt es in Sachsen seit einigen Jahren in zunehmendem Mal} neue Fischar-
ten und Haltungsformen in Aquakulturbetrieben. Die mdglichen Ursachen hierfiir sind
zum einen begriindet in der finanziellen Férderung moderner Anlagen durch den Freistaat
Sachsen und die EU (EFF, EMFF), zum anderen spielen dabei weitere Faktoren eine Rol-
le, wie beispielsweise die Nutzung von Abwérme (friiher auch KWK-Bonus) aus Kohle-
kraftwerken und Biogasanlagen, Ersatzleistungen aus dem Braunkohletagebau, marktspe-
zifische Anforderungen (Nischenprodukte), seuchenhygienische Aspekte sowie Schutz
vor Beutegreifern.

Waéhrend sich in den letzten Jahren die Produktion von Karpfen, welche den Hauptanteil
an der jahrlichen Gesamtfischproduktion in Sachsen trégt, nach einem Tiefpunkt im Jahr
2009 von ca. 2.900 t allmahlich wieder auf tiber 3.500 t einstellt, sind die Ertrdge bei den
Regenbogenforellen (um 400 t/Jahr), bei den Stéren (um 230 t/Jahr) und bei den Schleien
(um 100 t/Jahr) relativ konstant geblieben. Enorme Zuwéchse waren bei Afrikanischen
Welsen von 12 t (2008) auf 196 t (2013), bei Tilapien von 0,3 t (2010) auf 63 t (2013) so-
wie bei sonstigen Fischarten von 19t (2008) auf 156 t (2013) zu verzeichnen (LfULG
2014).
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Neben einigen einheimischen Fischarten (Karpfen, Zander) werden vor allem tropische
oder subtropische Tierarten in technischen Aquakulturanlagen gehalten. Daraus ergeben
sich fachliche Anforderungen an den betreuenden Tierarzt beztglich

— unterschiedlicher, tierartspezifischer Anspriiche verschiedener exotischer Tierarten,

— hoher Besatzdichten mit entsprechenden Auswirkungen auf Wasserqualitat und Fisch-
gesundheit,

— hochtechnisierter Anlagen, die eine Auseinandersetzung mit technischen Daten, Filter-
und Kontrolltechnik und dem Management dieser Anlagen erfordern.

Die in geschlossenen Aquakulturanlagen gehaltenen Tiere unterliegen einem besonderen
Risiko, Technopathien zu erleiden. Der Tierarzt muss zudem die Gefahr des Auftretens
anzeigepflichtiger Tierseuchen oder der Einschleppung neuer, exotischer Krankheitserre-
ger und deren Verbreitung in die ansassige Aquakultur einschéatzen und ggf. ausschlielRen.
Nicht zuletzt muss insbesondere in Warmwasserkreislaufanlagen mit dem Auftreten spezi-
fischer warmeliebender Bakterien, die ein potentielles Zoonoserisiko besitzen, gerechnet
werden.

Beispiele fur verschiedene Fischarten, Aquakulturformen und daraus resultierende
spezifische Probleme

Afrikanische Welse (Clarias gariepinus, Abb. 1) werden in Sachsen in geschlossenen
Kreislaufanlagen gehalten. Diese Fischart stammt ursprunglich aus dem subtropischen Af-
rika, wo sie ein beliebter Speisefisch ist. Die Tiere sind omnivor sowie &uferst robust und
widerstandsfahig gegenuber unginstigen Umwelteinfliissen. Sie verfligen Uber ein Luft-
atmungsorgan und konnen in ihrer nattrlichen Umwelt die Trockenzeit in Schlamm Uber-
dauern (FROESE & PAULY 2014). Diese Fahigkeit wird von der Tatsache unterstitzt,
dass die innerartliche Aggressivitat mit zunehmender Individuendichte (im schrumpfen-
den Wasserloch) abnimmt. Auf Grund der verbraucherfreundlichen Eigenschaften und re-
lativ geringen Produktionskosten geht man davon aus, dass sich die Fischart auch in Mit-
teleuropa zu einem stabilen Nischenprodukt entwickelt. Durch die genannten Eigenschaf-
ten ist eine relativ problemlose Aufzucht und Mast in kunstlichen Aquakultursystemen
maoglich. Fur ertragreiche Gewichtszunahmen sind hohe Temperaturen sowie hochwertige
Futtermittel und ein gutes Hygienekonzept erforderlich.

Abb. 1:
Afrikanische Welse aus sachsischer
Aquakultur
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In Sachsen ist die Produktion von Clarias genossenschaftlich organisiert. Die Anlagen be-
finden sich im Anschluss an Biogasanlagen, nutzen deren Abwarme und fihren ihnen die
festen Filterriickstande wieder zu. Die Anlagen verfligen ber je 120 m3 Wasservolumen
in zwei Kreislaufen bei 28 °C. Die Filterung erfolgt Gber Sedimentationsbecken, einen
Pumpensumpf mit Heizschlangen und Rieselfilter. Bei einem fir Kreislaufanlagen eher
unublich hohen taglichen Wasseraustausch von 17 % wird das Abwasser zum Teil zusétz-
lich Gber eine Pflanzenklaranlage gereinigt. Es erfolgt eine computergesteuerte Uberwa-
chung der Anlagensysteme. Die erforderlichen Futtermengen werden durch genaueste Be-
standberechnung ebenfalls am Computer ermittelt und Uber Pendelfutterautomaten per
Hand zugeteilt. Alle vier bis sechs Wochen werden durch die Genossenschaft Setzlinge
mit einem Durchschnittsgewicht von ca. 10 g bereitgestellt und nach dem Rein-Raus-
Prinzip in die Becken gesetzt. Nach einer Mastdauer von fiinf Monaten haben die Fische
das Vermarktungsgewicht von ca.1500 g erreicht. Die maximale Besatzdichte betrégt
dann 275 kg/m3. Die Anlagen sind auf eine Jahresproduktion von uber 100 t ausgerichtet.

Gesundheitliche Bestandsprobleme sind bislang selten festgestellt worden, Clarias sp.
sind nicht empfanglich fur anzeigepflichtige Fischseuchen. Durch Kannibalismus und
Wassertriibung konnen eventuelle Probleme verschleiert werden, deshalb ist es notwendig
durch mindestens tagliche Bestandskontrolle und Dokumentation dem entgegenzuwirken.
Bei Routineuntersuchungen klinisch unauffélliger Tiere wurden vereinzelt Edwardsiella
sp. oder atypische Mykobakterien (Mycobacterium sp.) nachgewiesen. Damit verbundene
pathologisch anatomische Veranderungen blieben aus, so dass von einer asymptomati-
schen Anwesenheit der Erreger ausgegangen werden muss. Atypische Mykobakterien sind
weit in der aquatischen Umwelt und im Sediment verbreitet (AUSTIN & AUSTIN 2012),
viele von ihnen werden als Saprophyten betrachtet (VAEREWIJCK et al. 2005). Selbst im
Trinkwasser und in Biofilmen in Trinkwasserleitungen sind diverse Mykobakterienarten
nachgewiesen worden (VAEREWIJCK et al. 2005). Einige Arten kdnnen unter begunsti-
genden Faktoren Mykobakteriosen bei Fischen (Fischtuberkulose) verursachen und Aus-
16ser des humanen ,,Schwimmbadgranuloms* sein (HOFFMANN 2005). Dabei handelt es
sich um eine in der Regel auf die Hande beschrankte Hautkrankheit, die durch Kontakt mit
kontaminiertem Wasser, insbesondere beim Vorliegen von Hautwunden, hervorgerufen
wird (KOLLE 2001). Eine Ubertragung auf Menschen Uber das Lebensmittel Fisch wird
aus verschiedenen Griinden als unwahrscheinlich erachtet: Die meisten atypischen My-
kobakterienspezies gedeihen nicht bei der menschlichen Kérperkerntemperatur von 37 °C
(AUSTIN & AUSTIN 2012). In den Verkehr gelangt das Muskelfleisch bzw. ausgenom-
mene Korper ausschlieflich klinisch gesunder Tiere (bei einer klinisch apparenten
Fischtuberkulose befinden sich Mykobakterien zudem vorrangig in den inneren Organen,
BAUR et al. 2010). Nicht zuletzt wird in unseren Breiten das Fischfleisch gewdhnlich vor
dem Verzehr erhitzt, wodurch Mykobakterien abgetttet werden (VAEREWIJCK et al.
2005).

Ein aus tierschutzrechtlicher Sicht kritisch zu beurteilender Aspekt ihrer gesamten Ro-
bustheit ist die Schwierigkeit, Afrikanische Welse aufgrund ihrer anatomischen Besonder-
heiten im Schadelbereich vor dem Schlachten zu betduben und zu téten. Zu diesem Thema
hat die Tierarztliche Hochschule Hannover umfangreiche Untersuchungen durchgefihrt,
deren Ergebnisse ebenfalls in diesem Band dargestellt werden.

Unter dem Begriff Tilapia werden verschiedene Arten der Gattungen Oreochromis (O. ni-
loticus, O. mossambicus, O. aureus und Hybriden), Sarotherodon und Tilapia zusammen-
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gefasst. Es handelt sich dabei um Buntbarsche, die urspringlich aus dem tropischen Afri-
ka stammen und mittlerweile in vielen Landern der Erde in Aquakultur etabliert und als
Speisefisch beliebt sind (KLINKHARDT 2012). Die relativ robusten Allesfresser sind
Maulbriter und betreiben unter nattirlichen Bedingungen Brutpflege. In Sachsen findet in
einer Warmwasserkreislaufanlage Zucht und Aufzucht von O. niloticus (Abb. 2) statt. Da-
zu stehen insgesamt 450 m3 Wasservolumen bei 28 °C in drei Kreislaufen mit 5 - 8 %
Wasseraustausch pro Tag zur Verfugung. Die Filterung besteht jeweils aus einem Sieb-
trommelfilter, einem ,,Moving Bed“-Biofilter, einem Pumpensumpf sowie der UV-
Klarung. Séurebindungsvermégen und pH-Wert werden mit Natriumhydrogenkarbonat
reguliert. Zur Sicherstellung der Sauerstoffversorgung ist ein Sauerstoffreaktor ange-
schlossen, zum Abbau von Nitrat eine Aquaponicanlage integriert.

Der Betrieb verfiigt Uber einen eigenen Laichfischbestand. Die befruchteten Eier werden
aus den Maulern der weiblichen Tiere in regelméfBigen Abstinden durch Ausspiilen ,,ge-
erntet” und in Zugerglasern kinstlich erbritet. Nach sechs bzw. achteinhalb Monaten ist
die SpeisefischgrolRe von 550 bzw. 700 g erreicht. Die maximale Besatzdichte betrégt kurz
vor der Abfischung 80 kg/m?. Das jahrliche Produktionsziel der Anlage liegt bei 80 —
100 t.

Anzeigepflichtige Seuchen spielen bei Tilapien ebenfalls keine Rolle. AulRerdem besteht
durch eigene Reproduktion und Haltung in einem geschlossenen Gebdude kein Kontakt
zur AuBenwelt oder anderen Fischbestdnden. In der Anfangsphase kam es zu Problemen
aufgrund von Gastiberséttigung (Gasblasenkrankheit). Die Gastibersattigung, die im Filter
entstanden war, und die damit verbundenen Verluste konnten jedoch durch den Einbau
von Kaskaden aufgehoben werden. Parasitér bedingte, systemische Infektionen mit Sporo-
zoen konnten durch umfassende HygienemaBnahmen (UV-Kléarung, eigene Geratschaften
je Becken, Rein-Raus-Verfahren mit Zwischendesinfektion) und Verbesserung der Um-
weltbedingungen erfolgreich verdréngt werden.

Abb. 2: Tilapia aus Sachsen Abb. 3: Pangasius, aufgezogen in
Sachsen

Aus dem tropischen Sudostasien stammt der robuste, luftatmende Allesfresser Pangasius
(Pangasianodon hypophthalmus, Abb. 3). Die umfangreichste Aquakultur dieser Fischart
erfolgt in Vietnam, wobei jéhrlich viele hunderttausend Tonnen billigen, gratenfreien Fi-
lets weltweit exportiert werden (KLINKHARDT 2011). Da jedoch in den Medien immer
wieder Uber unerlaubte Arzneimittelriickstande und Umweltzerstérung im Zusammenhang
mit der Pangasiusproduktion in Studostasien berichtet wird, soll die kontrollierte Aufzucht
in einer Warmwasserkreislaufanlage in Sachsen einen Marktvorteil durch Transparenz
schaffen. Die Anlage verflgt tber drei Kreislaufe mit insgesamt 260 m3 Wasservolumen.
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Die Filterung ist wie in der zuvor beschriebenen Tilapienanlage aufgebaut und es erfolgt
ein taglicher Wasseraustausch von 10 %. Bei einer Wasser- und Lufttemperatur von 30 °C
wird vorgestreckte Brut (Durchschnittsgewicht ca. 1,0 g) innerhalb von acht Monaten auf
die SpeisefischgrdRe von 800 bis 1000 g aufgezogen. Die maximale Besatzdichte erreicht
140 kg/mé, als Produktionsziel wird derzeit eine Menge von 20 t pro Jahr angesetzt.

Pangasius sind fur anzeigepflichtige Seuchen nicht empféanglich. Da bisher keine Repro-
duktion in Deutschland stattfindet, muss die vorgestreckte Brut aus Stidostasien importiert
werden. Dies birgt zum einen die Gefahr der Einschleppung exotischer Erreger, zum ande-
ren stellt der lange Transport eine erhebliche Belastung aufgrund von Stress, Druck- und
Temperaturschwankungen im Flugzeug, massivem Ammonium- und Nitritanstieg im
Transportwasser und anderen Faktoren flr die sehr jungen Fische dar. Zusatzlich kdnnen
Adaptationsprobleme aufgrund neuer Umweltbedingungen und Futterumstellung auftre-
ten. Um dies zu verhindern wurde ein umfangreicher MalRnahmenplan bezlglich Vorbe-
reitung im Herkunftsland, Transport, Besatz und Adaptation in Sachsen erarbeitet und
umgesetzt. Die mit dem Import assoziierten Verluste betragen dadurch nur etwa 1 %.

Mit zunehmender Besatzdichte steigt die Gefahr ausgepragter pH-Wertschwankungen
(4,3-7,5) in der Anlage, was zum einen die Fische schadigen kann und zum anderen die
Leistung des Biofilters stark beeintrachtigt. Bei pH-Werten unterhalb von 6 ist ein unmit-
telbarer und erheblicher Anstieg der Ammonium- und Nitritgehalte zu verzeichnen. Dem
Absacken der pH-Werte kann aber wirksam durch die Verabreichung von Natronlauge
oder Natriumhydrogenkarbonat entgegengewirkt werden.

Aus sauberem, sauerstoffreichem, leicht alkalischem Wasser im tropischen Queensland
stammt der Australische Flusskrebs, der auch Rotscherenkrebs (Cherax quadricarinatus,
Abb. 4) genannt wird. Er ist dort ein beliebter Speisekrebs und wird in Aquakultur aufge-
zogen. Er kann ein Gewicht von bis zu 600 g erreichen, wird aber meist mit einem Durch-
schnittsgewicht von 100 g und einem Alter von einem Jahr verzehrt. In Deutschland ist er
als Zierkrebs fir Aquarien im Zoohandel erhéltlich. Zur ErschlieBung neuer Markte soll er
in einer sachsischen Warmwasserkreislaufanlage als lebensmittelieferndes Tier etabliert
werden. Dazu dienen mehrere Becken in zwei Kreislaufen mit einem Gesamtvolumen von
18 m3. Das 30 °C-warme Wasser wird Uber Spalt- und Rieselfilter gereinigt, ein Was-
seraustausch erfolgt sporadisch bei Bedarf mit Brunnenwasser. Uber einen eigenen Zucht-
tierbestand findet die Reproduktion in separaten Becken der Kreisldufe statt. Die maxima-
le Besatzdichte in der Aufzucht und Mast betrdgt 60 Tiere/m?, das entspricht etwa
15 kg/m3. In der derzeitigen Testphase werden ca. 25 kg Speisekrebse pro Jahr produziert.
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Abb. 4: Cherax quadricarinatus, aus Aquakultur in Sachsen

Rotscherenkrebse sind empfénglich fur die anzeigepflichtige, nicht exotische, viral be-
dingte Weil3plinktchenkrankheit sowie fiur die durch Aphanomyces astaci verursachte
Krebspest. Bei den regelmaRigen klinischen Untersuchungen gemaR 87 FiSVO sowie la-
bordiagnostischer Untersuchung moribunder oder verendeter Tiere ergaben sich bislang
keine Hinweise auf diese Erkrankungen. Auch bei dieser Tierart scheinen haltungsbeding-
te Probleme im Vordergrund zu stehen. Das Vorkommen von extrem blau gefarbten, le-
thargischen Individuen deutete beispielsweise auf einen alimentdr bedingten Carotinoid-
mangel hin (TLUSTY & HYLAND 2005). Eine Besserung wurde erzielt durch die Ver-
fltterung von Mohren und Laub. Das Auftreten rostbrauner Flecken v. a. im Bereich der
Gelenke, bis hin zu Extremitatenverlust oder —teilverlust, teilweise in Verbindung mit
Verblassung fiihrte zur Verdachtsdiagnose ,,Shell Disease®. Dabei handelt es sich um ein
multifaktorielles Syndrom mit mdéglicher Beteiligung verschiedener Pilze und Bakterien
(LEWBART 2012). Neben einigen fakultativ pathogenen Wasserkeimen der Gattungen
Aeromonas und Citrobacter wurden kulturell auch Mycobacterium gordonae und M. ab-
scessus nachgewiesen. Nach dem Besatz der Becken mit einzelnen Fischen verbesserte
sich der Zustand der Krebse. Es kann nur vermutet werden, dass die schwimmfreudigen
Fische in irgendeiner Form zu einer Optimierung der Umweltbedingungen fir die Krebse
gefiihrt haben, moglicherweise durch eine verstarkte Verwirbelung und Umwalzung des
Wasserkorpers.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die tierdrztliche Bestandsbetreuung von neu-
en Fischarten und Aquakulturformen sehr vielseitig, aufwendig und teilweise auch
schwierig ist. Zu einigen Fragestellungen ist einerseits wenig Literatur und andererseits
wenig Erfahrung bei Tierarzt und Tierhalter vorhanden. Hilfreich sind ein genaues Be-
obachten sowie der Vergleich mit dem natlrlichen Lebensraum der jeweiligen Art und
Verknlpfung der vorhandenen Kenntnisse Gber Aquakultur mit den neuen Fragestellun-
gen. Die tierarztliche Bestandsbetreuung neuer Fischarten und Aquakulturformen ist eine
Herausforderung.
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Zusammenfassung

Das Immunsystem von Knochenfischen ist bekanntermalien anders strukturiert als das von
héheren Wirbeltieren. Wie S&uger bilden Fische zwar eine Milz und einen Thymus aus,
jedoch fehlen letzteren Lymphknoten und ein echtes Knochenmark. Als blutbildendes
Knochenmarkaquivalent wird die Kopfniere angesehen. Weiterhin verfiigen Fische kaum
uber strukturierte Mucosa-assoziierte lymphatische Gewebe (MALT), da ihnen die bei
Saugern in Keimzentren organisierten Ansammlungen von Immunzellen komplett fehlen.

Seit geraumer Zeit ist bekannt, dass Fische Antikorper produzieren, die in Blut und
Schleim zu finden sind und dem Diagnostiker flr serologische Untersuchungen in Form
von IgM zur Verfligung stehen. In den zurtickliegenden Jahren ist IgT als ein weiteres, flr
Fische einzigartiges Immunglobulin als funktionelles Aquivalent zu dem bei Saugern vor-
kommenden IgA beschrieben worden. Gegenwaértig wird untersucht, ob auch IgT von di-
agnostischer Relevanz ist. Sowohl IgM als auch 19T wird auf der Oberflache von B-Zellen
exprimiert. Eine Besonderheit von B-Zellen der Fische ist deren Fahigkeit zur Aufnahme
partikuldrer Substanzen (Phagozytose). In jlngster Zeit erfuhr die Charakterisierung der
Immunsysteme von Fischen einen wichtigen Schub durch die Verfugbarkeit vollstandig
sequenzierter Genome einiger 6konomisch und wissenschaftlich bedeutsamer Fischspe-
zies. Dabei hat man (berraschenderweise festgestellt, dass Dorschen die fir Antigenpré-
sentation und T-Helferzell-Funktion wichtigen Molekiile MHC Klasse 11 und CD4 fehlen.
Ungeachtet dessen sind Dorsche in der Lage, eine auf Antikdrpern basierende adaptive
Immunantwort zu initiieren, die Grundvoraussetzung fiir einen Vakzinationserfolg ist.

Nicht nur auf molekularem, sondern Uberraschenderweise auch auf strukturell-
anatomischem Gebiet hat es in letzter Zeit neue Erkenntnisse bei Fischen gegeben. So ist
in Zusammenarbeit mit norwegischen Kollegen erstmals ein neues lymphatisches Organ
in der Kieme von Salmoniden (Interbranchial Lymphoid Tissue - ILT) beschrieben wor-
den.

Eine wirksame Immunisierung von Fischen Uber die Schleimhaut und die Ablésung kos-
tenintensiver Injektionsimpfstoffe ist Zukunftsziel eines jeden Impfstoffherstellers und
daher in der Aquakultur hoch willkommen. Hierzu werden derzeit intensive Anstrengun-
gen zur Untersuchung der Schleimhautimmunitat und insbesondere von Zellen gemacht,
uber die Impfantigene aufgenommen werden.
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The fish immune system —
what’s not included in the textbook (yet)

Summary

The immune system of fish appears to be more simply structured when compared to the
one of higher vertebrates. Like mammals, fish have a spleen and thymus, but they neither
developed lymph nodes nor a true bone marrow. In teleosts, the head kidney or proneph-
ros is believed to be the haematopoietic bone marrow equivalent though. In addition, fish
are equipped with a relatively primitive mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) since
they completely lack accumulations of immune cells organized in germinal centers.

It is well established that fish produce antibodies of the class IgM that are released to the
blood and to the mucus. This phenomenon can be used in serological diagnostics to ana-
lyse whether a fish has responded to infection / vaccination or not.

During the recent years, another class of immunoglobulins, IgT, has been discovered in
fish as a possible equivalent to the mammalian IgA. It is a matter of present investigations
if IgT responses may be used for diagnostic purposes. Both IgM and IgT are expressed on
the surface of B cells. One of the unique features of fish B cells is their capacity to take up
(phagocytose) particulate material.

More recently, the characterization of the fish immune systems underwent considerable
progress due to the availability of whole genomic sequences for a number of economically
and scientifically important fish species. To our surprize, it has been discovered that At-
lantic cod do neither express MHC class Il nor CD4, both very important in antigen
presentation and helper cell function, respectively, essential in adaptive immune responses
and for successful vaccination.

Resent advances in fish immunology, however were not restricted to the field of molecular
immunology but were also achieved in the rather neglected field of anatomy/histology. In
collaboration with Norwegian colleagues we have discovered a hitherto unknown lym-
phoid mucosal tissue in the gills of salmonids called interbranchial lymphoid tissue (ILT).

Protective immunization of fish against economically important diseases by mucosal vac-
cination is one of the future targets in research aiming at bath and oral vaccines. Those
vaccines are urgently needed since they are easy and cost-efficiently to deliver without
causing stress to the fish like in injection vaccination.

Die Hauptfunktion des Immunsystems besteht in der Aufrechterhaltung der Homdostase
des entsprechenden Organismus, wenn diese durch Fremdmaterial bzw. -organismen inva-
siv beeintrachtigt wird. Hierbei geht es vor allem darum, ,,Eigen von ,,Fremd* zu unter-
scheiden. Die meisten Pathogene, alterierte Zellen und deren Zerfallsprodukte kénnen an-
hand eines bestimmten Musters erkannt werden, die als sogenannte Pathogen- oder Dan-
ger-Associated Molecular Patterns (PAMPS bzw. DAMPS) bezeichnet werden. Handelt es
sich um allogene (dieselbe Spezies betreffend) oder xenogene (eine fremde Spezies betref-
fend) Zellen kann eine solche Unterscheidung auch durch die sogenannte ,,Fehlend-Eigen*
(,,missing self)-Reaktion erfolgen, wobei jeweils fehlende oder fremde MHC Klasse I-
Molekdile eine solche Reaktion ausldsen.

Intrazelluldr gebildete (z. B. bei viralen Infektionen) und phagozytierte extrazellulare
(z. B. von Bakterien) Fremdproteine werden hingegen in den entsprechenden Zellen en-
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zymatisch in Peptide gespalten und tber MHC Klasse 1-Molekile bzw. MHC Klasse I1-
Molekile an zytotoxische T-Zellen bzw. T-Helfer-Zellen présentiert. In dessen Folge
konnen dann virusinfizierte Zellen eliminiert bzw. Pathogene durch Antikorper neutrali-
siert werden. Letztere Mechanismen sind durch ein immunologisches Geddachtnis gekenn-
zeichnet, welches Grundvoraussetzung fir eine Vakzination ist.

Die Aquakultur ist weltwirtschaftlich ein stetig wachsender Faktor. Allein in Europa hén-
gen bei einem Umsatzvolumen von mehr als drei Milliarden Euro davon ca. 65.000 Ar-
beitsplatze ab. Ein limitierender Faktor ist hierbei die Verfiigbarkeit von geeigneten Vak-
zinen. Bei Fischen ist die intraperitoneale Applikation von Impfstoffen per Injektion in der
Regel immer noch die wirksamste Impfmethode, um einen guten Immunschutz zu errei-
chen. Dieses Verfahren ist fur Fische jedoch mit erheblichem Stress verbunden. Hierzu
missen diese aus dem Gewaésser entnommen, zum Impfplatz transportiert und dort einzeln
immobilisiert, d. h. in Narkose versetzt werden. Durch mehrmaliges Abfischen mittels
Netz oder Fischpumpe wird zudem die Schleimhaut der Fische verletzt, was das Eindrin-
gen fakultativ pathogener Keime fordert. Zur Wirksamkeitserhhung werden bei Injekti-
onsvakzinen mineral6lhaltige Adjuvantien eingesetzt, welche jedoch Nebenwirkungen wie
Granulombildung und Peritonitiden zeigen. Die manuelle Applikation von Impfstoffen
mittels Nadel ist zudem mit hohem apparativen und personellen Aufwand verbunden und
damit auch ein wesentlicher Kostenfaktor in der Aquakultur. Weiterhin ist es wichtig, be-
reits juvenile Fische von wenigen Gramm Lebendgewicht durch Vakzination vor Seu-
chenerregern zu schiitzen, was jedoch angesichts der GréRe solcher Fische durch manuelle
oder maschinelle Injektion nicht praktikabel ist. Letzteres ist insbesondere bei Krankheiten
wichtig, bei denen die groRten Verluste im juvenilen Stadium auftreten.

Aufgrund dieser Probleme hinsichtlich der Immunprophylaxe bei Fischen werden groRe
Anstrengungen unternommen, um wirksame Impfstoffe Giber Bad (Antigenaufnahme tber
die Kiemen oder die Haut) oder oral (Antigenaufnahme Uber die Schleimhaut des Verdau-
ungstraktes) zu applizieren. Diese Applikationsart von Impfantigenen kommt auch dem
natlrlichen Infektionsweg der meisten Erreger am néchsten.

Fir ein tieferes Verstandnis der dabei ablaufenden Prozesse haben wir in letzter Zeit ver-
starkt Forschungen auf dem Gebiet der Schleimhautimmunitat betrieben. So konnten wir
zeigen (Fuglem et al., 2010), dass es bei Salmoniden offenbar Aquivalente zu den bei
Saugern fur die Antigenaufnahme zusténdigen Zellen in der Darmschleimhaut gibt. Diese
sogenannten M (M steht fur microfold)-Zellen sind fir die Aufnahme und den transepithe-
lialen Transport von Antigenen verantwortlich. In Lachsen waren putative M-Zellen in der
Lage, Goldpartikel aufzunehmen, was die Zellen als wichtige Targets fur die Aufnahme
von inkapsulierten Vakzineantigenen erscheinen lasst. An solchen mikro-inkapsulierten
Vakzinen wird derzeit intensiv geforscht (beispielsweise im Rahmen des unter Beteiligung
des FLI initiierten EU-Projekts TargetFish (http://targetfish.eu/), um den immunogenen
Bestandteilen der VVakzine eine unbeschadete Magenpassage (saurer pH) zu erméglichen.

Die Existenz ahnlicher Zellen in der Kieme schien bis vor kurzem unklar. Unléngst konn-
ten wir im Zusammenhang mit Untersuchungen zur Badvakzination von Forellen mit in-
aktivierten Furunkulose-Erregern zeigen, dass die meisten Kiemenepithelzellen, die zur
Aufnahme von inaktivierten Bakterien beféhigt waren (sogenannte gill antigen sampling-
GAS-cells) uber ein Lektinmuster verfligen, das sie als M-Zellen ausweist (Abb. 1).
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Hoechst Anti-A. salmonicida UEA1 Merge

Hoechst Anti-A. salmonicida WGA Merge

ILT, Interbranchial lymphoid tissue; PL, Primary lamellae; SL, Secondary lamellae;

Abb. 1: Forellen nach Badimmunisierung mit A. salmonicida Bakterin. Kiemen gefarbt
mit Ulex Europaeus Agglutinin (UEA)-1, Wheat Germ Agglutinin (WGA) und An-
ti-A. salmonicida-Serum. GAS-Zellen haben Affinitat fir UEA-positive Zellen,
aber nicht fir WGA-positive Zellen (unverdffentlicht).

Weiterhin interessierten uns die bei Forellen in den Schleimh&uten vorkommenden zyto-
toxischen Zellen. Fur deren Erkennung haben wir Antikérper gegen das von diesen Zellen
exprimierte CD8alpha-Molekil (Takizawa et al., 2011) und in Zusammenarbeit mit einer
in den USA arbeitenden Gruppe Antikdrper gegen das von naturlichen Killerzellen expri-
mierte Markermolekil CD56 (NCAM-Neural Cell Adhesion Molecule) etabliert. CD56-
positive Zellen waren insbesondere in der Kopfniere zu finden. Im Gegensatz zu Saugern
zirkulieren CD8-positive Zellen bei Forellen kaum im peripheren Blut. Es konnten jedoch
erhebliche Mengen von CD8-positiven Zellen aus der Darm- und Kiemenschleimhaut iso-
liert werden. Letzteres unterstreicht einmal mehr die Bedeutung der Schleimhéute in Be-
zug auf Immunitét bei Fischen.

Der Kieme von Fischen kommt nicht nur Bedeutung als Atmungsorgan zu. Sie ist auch an
der Osmo- und pH-Wertregulation, der Exkretion von nitrogenen Stoffwechselendproduk-
ten sowie an der Hormonproduktion beteiligt (Evans et al., 2005). Als semipermeable
Membran zwischen Fisch und aquatischer Umwelt sind die Kiemen vergleichbaren Be-
dingungen ausgesetzt wie die Darmschleimhaut. Die Kiemen sind Eintrittspforte fiir eine
Reihe von pathogenen Mikroorganismen, was angesichts einer Flache 0,1 — 0,4 m%/kg
Korpergewicht, der sehr kurzen Distanz zwischen Umwelt und den Kapillarlumina (zwei
bis drei Zelllagen entsprechend ca. 6 um in den Sekundérlamellen der Forelle) nicht ver-
wunderlich ist. Der Aufbau der Kieme garantiert zwar einerseits einen effizienten Gas-
und lonenaustausch, bringt Fische jedoch dergestalt in ein gewisses Dilemma, dass ande-
rerseits auch das Eindringen von Fremdmolekilen und -partikeln, sowie von pathogenen
Mikroorganismen ermdglicht wird. Bei Sdugern findet sich in der Lunge als erste zelluldre
Barriere das sogenannte bronchus-assoziierte lymphatische Gewebe (bronchus associated
lymphoid tissue = BALT). Entsprechende Aquivalente waren bei Fischen bislang nicht
beschrieben worden. Im Verlauf von Untersuchungen zur Physiologie der Kieme haben
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wir zusammen mit einer Norwegischen Arbeitsgruppe eine lymphatische Struktur ent-
deckt, die am terminalen (caudolateralen) Ende des interbranchialen Septums von Salmo-
niden zu finden ist (Koppang et al., 2010). Uber die Funktion dieses lymphatischen Ge-
webes, dem wir den Namen interbranchial lymphoid tissue (ILT) gegeben haben, kann
bislang nur spekuliert werden. Als wichtigste Fakten liegen derzeit vor, dass das ILT eine
oberhalb der Basalmembran liegende epitheliale Struktur ist, deren lymphatische Zellen
fast ausschliel3lich aus T-Zellen (unter diesen zahlreiche zytotoxische T-Zellen) bestehen.
Apoptotische Ereignisse und eine Medulla / Cortex-Organisation wie im Thymus finden
sich allerdings nicht. Auch ist im Gegensatz zum Thymus eine Massenzunahme des Or-
gans wahrend der Ontogenese zu beobachten.

Die Analyse erregerspezifischer Immunglobuline spielt insbesondere bei der serologi-
schen Diagnostik eine groRe Rolle. Vorausgesetzt, dass nicht geimpft wurde, lasst sich
somit retrospektiv feststellen, ob ein Bestand infiziert war bzw. ob ein Bestand bei Vorlie-
gen persistierender Infektionen noch potentiell infiziert ist. Als Nachweismethoden kom-
men hierbei vor allem der ELISA und der Neutralisationstest zum Einsatz. Insbesondere
beim ELISA werden bei Fischen Immunglobuline der Klasse M festgestellt. Bei Sdugern
werden im ELISA jedoch vorzugsweise Immunglobuline der Klasse G nachgewiesen, die
im Zuge der Immunantwort nach erfolgtem Klassen-Switch von IgM zu 1gG gebildet wer-
den und Uber l&ngere Zeit persistieren. Lediglich wenn eine friihe serologische Diagnostik
gewdinscht ist, werden IgM-ELISA-Methoden bevorzugt. Bei Fischen kommt es nicht wie
bei Saugern zu einem Ig-Klassenswitch, weswegen nur IgM nachgewiesen werden kann.
Immunglobuline der Klasse M haben bei Sdugern hdufig eine unspezifische Bindungska-
pazitat (Korver et al., 1984) und auch bei Fischen kommen sogenannte natlrliche Anti-
korper der Klasse M mit ahnlichen ungewollten Eigenschaften vor (Kachamakova et al.,
2006). Vermutlich sind deshalb ELISA-Methoden zum Nachweis antigenspezifischer An-
tikorper bei Fischen insgesamt weniger aussagekréftig als bei S&dugern. Die Entdeckung
einer neuen Immunglobulinklasse bei Fischen hat in den letzten Jahren die Hoffnung ge-
nahrt, dass sich die Situation in der serologischen Diagnostik insgesamt verbessern konn-
te. VVor etwa zehn Jahren wurde ein bislang unbekannter Immunoglobulinisotyp, das IgT
(bei Zebrafischen auch 1gZ genannt) bei Fischen erstmals beschrieben (Hansen et al., 2005
bzw. Danilova et al., 2005). Obgleich IgT auch im Serum nachweisbar ist, wird diesem,
ahnlich wie dem IgA der S&uger, eine Spezialisierung hinsichtlich Schleimhautimmunitat
zugesprochen (Zhang et al., 2010). Auf letzteres konzentrieren sich intensive Forschun-
gen, insbesondere zur Aufklarung von Immunmechanismen, die tGber die Schleimhaut in-
duziert werden und die bei der Verwendung von Bad- und Oralvakzinen bedeutsam sein
konnten. Mit dem Vorliegen von monoklonalen Antikérpern gegen das IgT der Forelle be-
stand zudem die Voraussetzung, einen ELISA zum Nachweis von IgT zu entwickeln. Bis-
her war es uns lediglich moglich, Unterschiede im Gesamt-1gT zwischen infizierten und
nicht infizierten Fischen nachzuweisen. Versuche zum Nachweis von VHSV-spezifischem
IgT im Serum vakzinierter bzw. infizierter Forellen sind bisher jedoch gescheitert. Das
mag einerseits daran liegen, dass allein schon die Serum-Gesamtkonzentrationen von IgT
sehr viel geringer als die von IgM sind. Demgegeniiber kénnten die nachweisbaren Men-
gen von IgT im Schleim sehr viel hoher sein. Andererseits ist VHS eine systemische In-
fektion mit wenig ausgepragtem Schleimhauttropismus, was diese Erkrankung letzten En-
des als Infektionsmodell zur Induktion von IgT als Schleimhautimmunglobulin ungeeignet
erscheinen l&sst. Deswegen konzentrieren sich weiterfihrende Untersuchungen zum anti-
genspezifischen IgT-Nachweis auf den Schleim und auf Infektionen mit ausgepréagtem
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mukosalen Tropismus, sowie auf Impfstoffe, die tber die Schleimhdute verabreicht wer-
den.
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Zusammenfassung

Mykotoxine sind Substanzen, die durch Pilze gebildet werden. Sie begegnen uns uberall
im alltdglichen Leben und so ist es nicht verwunderlich, dass auch Fische mit diesen meist
toxischen Substanzen weit haufiger in Kontakt sind, als bisher angenommen. In der Aqua-
kultur ist die Kontamination von Futtermitteln die bedeutendste Expositionsroute.

Einerseits werden Mykotoxinverunreinigungen von Futtermitteln flir Fische durch Fehler
bei der Herstellung und Lagerung von Futtermittelzutaten oder fertigen Futtermitteln ver-
ursacht (Frisvad and Samson 1991, Salama 2007, Barbosa et al. 2013). Dies trifft vor al-
lem fur Kontaminationen mit Aflatoxinen zu, jedoch schwanken die Angaben zur Haufig-
keit und dem Ausmass von Aflatoxinkontaminationen in Fischfuttermitteln stark (Abdel-
hamid et al. 1998; Altug & Beklevik, 2003). In den meisten Landern gelten fiir Aflatoxine
Grenzwerte zwischen 1 — 12 pg kg™ (Van Egmont & Junker, 2004) und durch Aufnahme
von kontaminiertem Futter kénnen Tumore, chronische Entziindungen, reduzierte Fut-
teraufnahme/Wachstum, Ldasionen, Veranderung von Blutwerten, und Schédigungen der
Leber und des Immunsystems in Fischen auftreten (Svobodova & Piskac 1980; Sahoo &
Mukherjee 2001; Dale et al., 2009). Insgesamt l&sst sich dadurch ein grosses Geféhr-
dungspotential fur Fische ableiten und durch eine mdgliche Anreicherung dieses Toxins
im Fisch kann es sogar zu Problemen in der menschlichen Ernéhrung fiihren. Das Limit
fur das Vorkommen von Aflatoxin B1 in Lebensmitteln wurde daher auf 2 ug kg™ festge-
legt (Van Egmont & Junker, 2004).

Andererseits kdnnen Pilze bereits auf Getreide auf dem Feld wachsen und Toxine produ-
zieren. Durch deren hohe Stabilitat werden diese Subtanzen meist durch den Futtermittel-
herstellungsprozess nicht beseitigt und gelangen in den Fisch. Zu diesen Toxinen zahlen
auch einige Substanzen, die durch Fusarium Pilze gebildet werden. Diese Toxine sind
recht haufig in Fischfuttermitteln anzutreffen, doch ihre Konzentration in den Futtermit-
teln ist recht unterschiedlich (Pietsch et al., 2013). Dies hangt vor allem damit zusammen,
dass sehr viele Umweltfaktoren, wie z.B. Feuchtigkeit, Temperatur und auch langerfristige
Klimaschwankungen ein mogliches Auftreten von Mycotoxin-Kontaminationen beeinflus-
sen (Hesseltine 1976). Fur einige Fusarium Toxine, wie z. B. Deoxynivalenol und Ze-
aralenon, konnte bereits bewiesen werden, dass Fische verringertes Wachstum, Entwick-
lungsschéden, Schaden des Immunsystems und der Leber, sowie veranderte Blutwerte
nach Exposition (ber das Futter zeigen (Doll et al. 2011, Hooft et al. 2011, Sanden et al.
2012, Bakos et al. 2013, Matejova et al. 2014, Pietsch et al. 2014a/b, Pietsch et al. 2015).
AuRerdem konnte wie flr Aflatoxin auch fir Fumonisin und Zearalenon eine gentoxische
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bzw. krebserregende Wirkung gezeigt werden, die bedeutsam fur gesundheitsschadliche
Effekte auf Fische ist (Carlson et al. 2001, Pietsch et al. 2014c). Jedoch werden in Fischen
bisher nur geringe Gehalte an Fusarium Toxinen nach Futterung von kontaminiertem Fut-
ter nachgewiesen, weshalb eine potentielle Gefahrdung des Menschen durch Konsum von
Fischprodukten in dieser Hinsicht derzeit unwahrscheinlich erscheint (Pietsch et al.
20144a).

Zusammenfassend lasst sich daher aussagen, dass trotz der Erkenntnis, dass Mycotoxine
regelmaiig in Fischfuttermitteln anzutreffen sind, es erst in den letzten finf Jahren ver-
mehrt zu deren Wirkungen in Fischen publiziert worden ist. Dadurch konnte eine ent-
scheidende Verbesserung der Datenlage erfolgen und altere und neueste Untersuchungen
erlauben die Abschétzung des Risikos von Mykotoxinkontaminationen in Fischen immer
genauer. Nach wie vor ist aber noch viel Forschungsarbeit notwendig um genauere Aussa-
gen zur Toxizitdt von bestimmten Mykotoxinen auf ausgewahlte Fischarten exakt be-
stimmen zu kénnen.

Mycotoxines in fisch feeds — Effects on fish health
Abstract

Several hundred different substances are known to be produced by different fungal species
and it is not surprising that fish are commonly exposed to a huge variety of these naturally
occurring substances. Contamination of fish feeds with toxins such as aflatoxins, ochra-
toxins, patulin, citrinin, cyclopaizonic acid, sterigmatocystin and gliotoxin occurs mainly
during storage of both feed ingredients and finished feeds (Frisvad and Samson 1991,
Salama 2007, Barbosa et al. 2013). In contrast, Fusarium toxins such as DON, nivalenol,
zearalenone, T-2 toxin, fumonisins, moniliformin and fusaric acid are formed on the field
crops before harvest. The occurrence of mycotoxins strongly depends on environmental
factors. Humidity, temperature, environmental conditions and climate fluctuations in-
crease the threat of mycotoxin contamination (Hesseltine 1976), and thus global climate
change will intensify the issue. The risk from mycotoxin contamination for fish was sum-
marized for the most important substances. Given the current trends in fish feed formula-
tions, production technologies and storage, many more publications demonstrating im-
proved aquaculture yields after addressing mycotoxin issues can be expected. The increas-
ing knowledge on mycotoxins and their potential effects on fish will influence our future
strategies for fish nutrition.
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Zusammenfassung

Kommerzielle Peressigsdureprodukte sind Mixturen von Peressigsaure (PES), Wasser-
stoffperoxid (H,0O;), Essigsdure, Wasser und Stabilisatoren die in einem Dissoziations-
gleichgewicht stehen. Die unterschiedlichen Produkte enthalten verschiedene Anteile an
PES und H,0,. Unterschiede in der Toxizitat der Produkte untersuchten wir mittels eines
24-h-Daphnia magna Tests. Untersucht wurde drei kommerzielle Produkte (Wofasteril®
E400, E250 and Lspez). Die Experimente wurden mit einem Standardtestwasser nach DIN
EN ISO 7346-3:1997 und Testwassern mit erhdhter Wasserharte, erhohter Salinitat und
erhdhtem Gehalt an organischem Kohlenstoff durchgefuhrt um den Einfluss chemisch
physikalischer Wasserparameter auf die Toxizitéat zu priifen. Die Ergebnisse belegen, dass
die Toxizitat der Produkte von Lspec lber E250 bis E400 abnimmt. Eine zusétzliche
PES+H,0,-Mischung die der Zusammensetzung von E250 entsprach, hatte vergleichbare
toxische Effekte wie das Produkt E250. Dies belegt additive toxische Effekte von H,0,
und PES. Des Weiteren wurde nach drei Stunden eine signifikante Korrelation zwischen
der Daphnienmortalitdt und der Konzentration des Gesamtperoxidgehaltes (PES+H,0,)
festgestellt. Dieser Korrelationskoeffizient ist groRRer als jener, welcher nur mit dem PES-
Gehalt errechnet wurde. Eine signifikant negative Korrelation wurde zwischen dem Total-
peroxidgehalt und der 24-h-LC50 errechnet. Dieses Ergebnis impliziert, dass der toxische
Effekt gegen D. magna durch den Totalperoxidgehalt (H,O, und PES) verursacht wird.

Toxicity of peracetic acid - A case study with Daphnia magna
Summary

Commercial peracetic acid (PAA) formulations are acidic mixtures of PAA, hydrogen
peroxide (H20,), acetic acid (AA), H,0 and stabilizers to maintain equilibrium of the con-
centrations. Different PAA formulations show diverse PAA/H,0 ratios, potentially lead-
ing to different toxicities at the same concentration of PAA due to different concentrations
of H,0, and stabilizers used. To confirm any potential difference in toxicity, we per-
formed 24-h toxicity tests using Daphnia magna with three commercial Wofasteril® PAA
formulations E400, E250 and Lspez. The experiments were carried out in standard dilu-
tion water (DIN EN 1SO 7346-3:1997), and with increased water hardness, salinity or dis-
solved organic carbon (DOC) to reflect various natural conditions. Results showed that the
toxicity to Daphnia decreased from the Lspez to E250 and to E400 products. A
‘PAA+H,0,’ mixture which possessed a theoretically identical composition as the E250
formulation had similar toxic effects, including the 24-h LCsg value, as the E250 formula-
tion. This indicates an additive effect of H,O, on the toxicity of PAA formulations. More-
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over, a significant positive correlation was found between Daphnia mortality and the 3-h
concentration of total peroxide (PAA and H,0,) with a higher correlation coefficient than
PAA. Significant negative correlation between the total peroxide: PAA molar ratio and the
24-h LCs value were found. This suggests that the toxicity of PAA formulations against
Daphnia is due to the combined effect of both PAA and H,0,.

Introduction

Peracetic acid (PAA) formulations, a mixture of PAA, hydrogen peroxide (H,0,), acetic
acid (AA), H,O and stabilizers, are increasingly used for water treatment and pathogen
control in aquaculture (Madsen, Buchmann, & Mellergaard, 2000; Pedersen, Pedersen,
Nielsen, & Nielsen, 2009). It is an effective disinfectant and has limited, if any, potential
impact on fish, fish consumers and the environment (Crebelli et al., 2005; Dell'Erba,
Falsanisi, Liberti, Notarnicola, & Santoroa, 2007; Wagner, Brumelis, & Gehr, 2002).

In previous studies, commercial PAA formulations were chosen as test materials, but few
studies include comparisons of different PAA formulations. Straus and Meinelt (2009) in-
vestigated the acute toxicity of 2 PAA formulations, Minnfinn™ (4.5 % PAA, 22 % H,0,)
and Wofasteril® E400 (40 % PAA, 12 % H,0,), against Ichthyophthirius multifiliis isolat-
ed from golden shiner and green swordtail. The results showed that Minnfinn™ had sig-
nificantly higher toxicity against both Ich isolates compared to Wofasteril® E400 at the
same PAA concentration. Despite these findings, the authors did not discuss the differ-
ences; their results indicated the PAA formulation with a higher ratio of H,O, to PAA was
more toxic. A study of Marchand et al. (2012) revealed different inhibitory effects of PAA
formulations on the in vitro growth of Flavobacterium columnare and Saprolegnia para-
sitica. The authors tested the effect of H,O,, PAA: H,0, ratio and PAA concentration, and
found a positive correlation between growth reduction rate and the H,O, concentration,
indicating an additive effect of H,O, on the reduction of pathogens in vitro by PAA. This
study relied on the theoretical data given in the material safety data sheets (MSDS) of the
PAA formulations and did not include measurements of the actual concentration of PAA
or H,O,. Marchand, Straus, Wienke, Pedersen, and Meinelt (2013) demonstrated variation
among acute toxicities of different PAA formulations to Danio rerio embryos, and the au-
thors discussed that the variation was likely due to the impact of PAA formulations on re-
ducing the pH, potentially leading to different levels of acidosis in zebrafish embryos.
Moreover, in their study the PAA formulations with a higher H,0, to PAA ratio did not
demonstrate greater toxicity.

As described above, H,O, may play an important role in the toxicity of PAA formulations.
To understand this relationship, the results of acute toxicity tests must be correlated with
the actual PAA: H,0O, composition in different PAA formulations, which is lacking in
previous studies. The objective of the present study is to fill this gap.

Materials and Methods
1. Chemicals

Three Wofasteril® PAA formulations E400 (40 % m/v PAA and 12 % m/v H,0,), E250
(25 % m/v PAA and 30 % m/v H,0,) and Lspez (3 % m/v PAA and 40 % m/v H,0,) were
obtained from Kesla Pharma Wolfen GmbH (Greppin, Germany). The standard dilution
water was prepared according to DIN EN ISO 7346-3:1997 and was composed of 294 mg
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CaCl; 2H,0, 123.3 mg MgSO,4 7H,0, 63.0 mg NaHCO3, and 5.5 mg KCI in 1000 ml HO.
Sea salt was Tropic Marin® sea salt (Dr. Biener GmbH, Watenberg, Germany). The main
components of sea salt are NaCl and KCI and account for ~85 % of the total salt mass; the
rest is composed of SO,%, Mg®* and Ca”* ions. A preparation of HuminFeed® (Humintech
GmbH, Dusseldorf, Germany) containing ~40 % organic carbon was used as a source of
dissolved organic carbon (DOC). All chemicals were reagent grade.

2. Daphnia magna toxicity tests

Daphnia were cultured in media composed of 2.4 g CaCl,, 60 mg KCI, 1.23 g MgSO4
7H,0, and 550 mg NaHCOj3 in 10 L distilled water at 26 °C with 12 - 12 h light-dark peri-
ods and continuous aeration. The feed for the Daphnia was an algae suspension
(Scenedesmus sp.). The toxicity tests were performed according to the German standard
DIN 38412-11:1982-10. Daphnia that were 6 — 24 h old were obtained from the culture by
double sieving, once with a 650 um sieve to remove the oversized Daphnia, and once with
a 200 um sieve. These Daphnia were then transferred into crystal dishes, each with 20
Daphnia and 40 ml of test solution.

Test solutions were: standard dilution water (SD water), SD water with extra hardness
(2.5-fold SD water), SD water with extra NaCl (0.3 % NaCl), SD water with extra sea salt
(0.3 % sea salt), and SD water with extra DOC (8 mg/L DOC [20 mg/L Huminfeed]).
Treatment ranges were: 0.5-1.5mg/L Wofasteril® E400, 0.5- 1.5 mg/L Wofasteril®
E250, and 0.1 - 0.5 mg/L Wofasteril® Lspez. There was also a positive control containing
1.9 mg/L K,Cr,05. The crystal dishes (n=3) were incubated without light or feed at 20 °C
for 24 h in a KBW 720 Incubator (Binder GmbH, Tuttlingen, Germany); then Daphnia
were observed under a dissecting microscope (Olympus® SZH-ILLB). Daphnia which
were unable to swim were defined as dead.

To investigate the effect of H,O, on the toxicity of PAA formulations, a separate sample
was prepared by adding H,O, to the E400 samples to simulate the PAA:H,0; ratio of the
E250 formulation.

3.  Measurement of PAA and H»0,

The method to determine PAA and H,0O, concentrations was the DPD (N, N-diethyl-p-
phenylendiamine sulfate salt) photometric method. Without the peroxidase, the transpar-
ent, colorless (to light pinkish) DPD is oxidized by PAA into DPD", which is pinkish and
has maximum absorption value at 550 nm (Pedersen et al., 2009). By adding peroxidase,
the DPD is oxidized by both PAA and H,0, (Bader, Sturzenegger, & Hoigne, 1988). To
measure the PAA concentration, 1 ml of PAA sample and 500 pl of buffer solution A
(composed of 30.25 g Na,HPO, 12H,0, 23 g KH,PO,4, 0.01 g NaCl, and 0.5¢g KI in
1000 ml H,0) were mixed in a plastic cuvette. Then, 500 ul of DPD solution (composed
of 1.6 g DPD, 200 pl 97 % H,SO,, and 0.02 g EDTA in 100 ml H,O) was added. After
30 sec, the 550 nm absorption-A was measured with a DU®800 spectrophotometer
(Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Germany). For measurement of the combined concen-
tration of PAA and H,0O,, the same procedure and wavelength were used to obtain absorp-
tion-B; however, buffer solution A was replaced with buffer solution B, which was pre-
pared by dissolving 5 mg peroxidase (peroxidase from horseradish, Practical Grade 1II,
A3800; Applichem® GmbH, Darmstadt, Germany) in 100 ml buffer solution A. Absorp-
tion-A represents the concentration of PAA, while absorption-B represents the concentra-
tion of total peroxide (PAA and H,0,).
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4. Statistics

The difference in toxicity among PAA formulations, as well as the impact of water param-
eters on the PAA toxicity, were determined via a two-tailed ANOVA test (oo = 0.05) and a
two-tailed post hoc test (Tukey or Dunnett test, o = 0.05) with the mortality data of Daph-
nia at different PAA concentrations. The 24-h LCs, values were calculated via Probit re-
gression (a = 0.05) and demonstrated in the form of mean values with 95 % confidence in-
terval. The relationship between Daphnia mortality and PAA or total peroxide concentra-
tion, as well as between 24-h LCs values and total peroxide: PAA molar ratio, was deter-
mined via a two-tailed Pearson correlation (o= 0.05). All statistical analyses were per-
formed with IBM® SPSS® Statistics Version 21 (IBM, Chicago, lllinois, USA).

Results and discussion
1.  Toxicities of PAA formulations to Daphnia and impacts of water parameters

As shown in Fig. 1, the Lspez formulation led to 100 % mortality of Daphnia at a PAA
concentration of 0.4 mg/L, indicating higher 24-h toxicity. In contrast, the E400 and E250
formulations led to 100 % mortality at a PAA concentration of 1.5 mg/L. Noteworthy, the
24-h toxicity of the E400 formulation was significantly lower than the E250 formulation
and the ‘E400+H,0,’ (Tukey test, P = 0.000), while the ‘E400+H,0,” showed similar 24-
h toxicity as the E250 (Tukey test, P = 0.983). This indicates that H,O, has an additive ef-
fect on the toxicity of PAA formulations.

Fig. 1: The 24-h mortality of Daphnia induced by the E400, E250, Lspez formulations
and the ‘E400+H202’ mixture at various PAA concentrations in standard dilu-
tion water. **: P<0.01, compared with E250; error bar shows the standard er-
ror. The Lspez formulation was not compared with the other formulations due to
a completely different data distribution.
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2.  Daphnia mortality and the 3-h concentration of PAA and total peroxide

The relationship between Daphnia mortality and the 3-h PAA and /total peroxide concen-
tration is demonstrated in Fig. 2. For the E400 and Lspez formulations, both PAA and to-
tal peroxide showed significant positive correlation with Daphnia mortality (P = 0.000).
The correlation coefficient r was respectively 0.754 (E400, PAA), 0.728 (E400, peroxide),
0.654 (Lspez, PAA) and 0.9 (Lspez, peroxide). In the case of the E250 formulation, nei-
ther PAA (r =0.272, P = 0.162) nor total peroxide (r = 0.286, P = 0.14) was significantly
correlated with Daphnia mortality. Combining data from all PAA formulations, signifi-
cant positive correlation was observed between Daphnia mortality and both PAA and total
peroxide concentration. However, the correlation coefficient was higher between total
peroxide and Daphnia mortality (r = 0.616, P = 0.000) than between PAA and Daphnia
mortality (r = 0.256, P = 0.011). This indicates that for all PAA formulations, their toxici-
ty to Daphnia was more likely determined by the total peroxide concentration.

Fig. 2: Pearson correlation between the mortality of Daphnia and the molar concentra-
tion of PAA (e) or total peroxide (o). Separate correlation of each formulation
(E400, E250 and Lspez) and combined correlation of all formulations (com-
bined) are demonstrated. *: P<0.05, **: P<0.01.
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Conclusion

In this study we demonstrated that the toxicity of PAA formulations to Daphnia is affect-
ed by both PAA and H,0,. The PAA formulation with a higher ratio of H,O, is more toxic
to Daphnia because of higher concentrations of H,O, at the same concentration of PAA.
We suggest that the effect of H,O, cannot be ignored in the toxicity study of PAA formu-
lations and the LCsy values of PAA formulations should be defined as the median lethal
concentration of total peroxide rather than only PAA.
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Zusammenfassung

Muzine, groRe O-glycosilierte Glykoproteine, sind die am haufigsten vorkommenden Pro-
teine im Mukus. Sie bilden eine gelartige Substanz, die das Epithel der Schleimhdute tber-
deckt und den Eintritt von Pathogenen verhindert. Muzinmolekdile kénnen in zwei charak-
teristische Gruppen eingeteilt werden: membranstandige Muzine und grof3e sezernierte,
gelbildende Muzine. Molekile aus beiden Gruppen kénnen im Laufe von Infektionen, bei
Autoimmunerkrankungen oder bei Krebserkrankungen charakteristische Veranderungen
aufweisen. Dieses macht sie zu aussichtsreichen Indikatoren fir die Krankheitsdiagnostik.
Ziel unserer Untersuchungen war zu prifen, ob auch bei Karpfen Muzine als Indikatoren
fiir Erkrankungen genutzt werden kénnen.

Wir verwendeten eine friilhe Version des Karpfengenoms, um die Gene von zwei memb-
ranstandigen und zwei sezernierten Muzinen zu lokalisieren, zu amplifizieren und zu be-
schreiben; die membranstandigen Muzine Muc 13 und Muc 18, sowie die sezernierten
Muzine Muc 2-dhnlich (Muc 2-like) und Muc 19. Die mRNA Expression dieser Gene
wurde in verschiedenen Geweben von Karpfen aus einem Fitterungsversuch mit unter-
schiedlichen Gehalten von MacroGard® (einem kommerziell erhaltlichen p-1,3/1,6-
Glukan), nach intra-peritonealer Injektion des Virus-Analogons Polyinosin-
:Polyacidylsaure (poly I:C) sowie nach Infektion mit CyHV-3 bestimmt.

Das Sichten der Expressionsmuster der Muzine in einer Bibliothek unterschiedlicher Ge-
webe aus Karpfen ergab fir einzelne Muzine ein charakteristisches Expressionsmuster.
Das membranstandige Muzin Muc 13 war vor allem im Darm und Muc 18 vor allem im
Kiemengewebe exprimiert. Das gelbildende Muzin Muc 2-like war hauptséachlich in Haut
und Kiemen exprimiert, wahrend fir Muc 19 in allen untersuchten Geweben nur eine ge-
ringe Expression gefunden wurde. Die Expression der Muzine wurde durch unterschiedli-
che Gehalte von MacroGard® im Futter nicht moduliert, wahrend die Injektion von Poly
I:C ein Absenken der Expression von Muc13 und Muc2-like in Darm und Kiemen bewirk-
te. Eine CyHV-3 Infektion fuhrte zu einer verringerten Expression vom Muc2-like in Haut
und Kiemen.

Die Ergebnisse des Injektionsexperiments und der Virusinfektion zeigen, dass die hier
identifizierten Muzine nicht zur Charakterisierung von Immunreaktionen von Karpfen
dienen kdnnen.
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Transmembrane and secreted mucins as a hallmark of immune
responses and as a marker for mucosal tissue diseases?

Summary

Mucins are large O-glycosylated glycoproteins and are the most abundantly present pro-
teins in mucus - a gel like substance covering epithelium of mucosal tissues which pre-
vents the entry of pathogens. Mucins can be divided in two distinctive groups: transmem-
brane mucins and large secreted gel forming mucins. Both groups can be modulated dur-
ing infections, autoimmune diseases and cancer making them promising targets for disease
diagnostics.

We used an early version of the common carp genome to locate, amplify and describe
genes encoding for two transmembrane mucins: mucin 13 (Mucl3) and 18 (Muc18) and
two secreted mucins: mucin 2-like (Muc2-like and mucin 19 (Muc19). The mRNA ex-
pression was measured in several tissues during feeding trials utilising different concentra-
tions of MacroGard® (a commercially available p-1,3/1,6-glucan source), intraperitoneal
injection of polyinosinic:polycytidylic acid (poly I:C) and Cyprinid herpesvirus 3 (CyHV-
3) infection.

Tissue library screening revealed a distinctive expression pattern of mucins. The trans-
membrane mucin Mucl3 was predominantly expressed in gut and Mucl18 was mostly ex-
pressed in gills. Gel forming Muc2-like was mainly expressed in the skin and gills, while
there was only minimal expression of Muc19 in the tissues analysed. Expression of mu-
cins was not modulated after feeding with MacroGard® whereas poly I:C injection caused
a down-regulation of Mucl13 and Muc2-like in gut and gills. CyHV-3 infection led to a
down-regulation of Muc2-like in skin and gills. The results show that expression of mu-
cins could not be used as a hallmark of immune responses.
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Zusammenfassung

Zahlreiche Untersuchungen belegen den Eintrag estrogen wirksamer Stoffe in die Gewas-
ser. Dieser erfolgt in erster Linie Uber gereinigtes Abwasser kommunaler Kléranlagen.
Neben natirlichen und synthetischen Steroiden kann auch eine Reihe von estrogen wirk-
samen Industriechemikalien in das Hormonsystem von Fischen eingreifen. Um Belas-
tungsschwerpunkte zu ermitteln sind chemische Analysen hdufig nicht zielfihrend, da der
Stoffeintrag in die Gewasser meist nicht kontinuierlich erfolgt und dariiber hinaus das
Spektrum an Stoffen mit estrogenem Potential sehr umfangreich ist.

In Bayern wird zur Erfassung estrogener Gewasserbelastungen seit einigen Jahren im
Rahmen der technischen Gewisseraufsicht ein ,, Wirkungsmonitoring™ mit Fischen durch-
gefiihrt. Hierzu werden adulte mannliche Regenbogenforellen in speziellen Expositions-
einrichtungen an j&hrlich wechselnden Messstellen gereinigten Abwassern von Klaranla-
gen sowie Oberflachengewassern ausgesetzt. Estrogene Wirkungen werden anhand des
Biomarkers Vitellogenin ermittelt. Der Nachweis dieses normalerweise nur von weibli-
chen Tieren synthetisierten Proteins im Blut mannlicher Fische stellt ein eindeutiges Indiz
fur eine Einwirkung estrogener Substanzen dar. Die bisherigen Untersuchungen weisen
auf eine deutliche estrogene Belastung bei fast 50 % der bisher untersuchten Abwasser
hin. In den korrespondierenden Oberflachengewéssern wurde in der Regel aufgrund der
dort herrschenden Verdunnungsverhaltnisse keine oder nur eine sehr geringe estrogene
Wirkung nachgewiesen. Somit sind aufgrund der bisherigen Befunde in der Regel keine
negativen Auswirkungen auf Fischpopulationen zu besorgen.

Estrogen active substances in surface waters —
Is there any risk for fish?

Summary

Numerous studies indicate the entry of estrogen active substances in the aquatic environ-
ment. They are introduces mainly by discharge of treated wastewater effluents. Besides
natural and synthetic steroids also various industrial compounds are able to interfere with
the endocrine system of fish. In order to identify hotspots of pollution, chemical analyzes
are often not successful due to the fact that these substances in many cases are not dis-
charged in the aquatic environment continuously and because the number of potentially
estrogenic chemicals is very high.

In Bavaria, since several years an "effect-based monitoring™ is performed with fish in or-
der to detect estrogenic water pollution within the frame of the technical supervision of
water bodies. For this purpose, each year adult male rainbow trout are exposed to treated
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sewage effluents and surface waters at different locations within special exposure systems.
Estrogenic effects are evaluated by means of the biomarker vitellogenin. The detection of
this protein, which physiologically is synthesized only by females, in the blood of male
fish represents a clear indication for exposure to estrogenic substances. The investigations
so far indicate a significant estrogenic load in almost 50 % of the examined effluents. In
the corresponding surface waters no or only a very low estrogenic activity was detected
because of the prevailing dilution ratios. Therefore, due to the recent findings usually no
negative impact on fish populations has to be expected.

Einleitung

Zahlreiche Umweltchemikalien stehen unter Verdacht, in das Hormonsystem von Mensch
und Tier einzugreifen. Insbesondere Substanzen, die in der Lage sind, die Wirkung des
weiblichen Geschlechtshormons 17R-Estradiol nachzuahmen, sogenannte Xenoestrogene,
werden flr Fruchtbarkeitsstérungen und den Rickgang vieler Tierarten weltweit verant-
wortlich gemacht. Erste Studien aus Grol3britannien in den neunziger Jahren wiesen auf
Anzeichen einer Verweiblichung mannlicher Fische in Flissen unterhalb von Kléranla-
genauslaufen hin (Purdom et al., 1994). Auch flr deutsche Oberflachengewésser wurden
Belastungen mit estrogen wirksamen Stoffen nachgewiesen (Korner et al., 2001). Der
Haupteintrag von estrogen wirksamen Substanzen in Oberflachengewaésser erfolgt Uber
gereinigtes Abwasser kommunaler Klaranlagen (Routledge et al., 1998.).

Zu den Substanzen, die eine estrogene Wirkung besitzen, zéhlen neben dem natirlichen
weiblichen Geschlechtshormon 17R-Estradiol und seinen Metaboliten Estriol und Estron
auch das synthetische, als Wirkstoff in der Antibabypille eingesetzte Ethinylestradiol. Fir
einige Industriechemikalien, wie z. B. Nonylphenol wurden im Tierexperiment estrogene
Wirkungen bei Fischen nachgewiesen (Schwaiger et al., 2002; Ackermann et al., 2002).
Allerdings ist deren relative estrogene Wirkstarke im Vergleich zu 178-Estradiol deutlich
geringer (Soto et al., 1995; Jobling und Sumpter, 1993).

Fur einige estrogen wirksame Industriechemikalien gibt es inzwischen EU-weite Regelun-
gen im Bereich der Wasserpolitik. So wurden z.B. Nonylphenol und Octylphenol in die
Liste prioritarer Stoffe (Anhang X der EU-WRRL 2000/60/EG) aufgenommen und ent-
sprechende Umweltqualitdtsnormen fir diese Stoffe festgelegt. Erst kiirzlich wurden die
um ein vielfaches wirksameren Steroide 17R-Estradiol und Ethinylestradiol von der EU-
Kommission auf eine Beobachtungsliste gesetzt mit dem Ziel, Uberwachungsdaten fiir
diese Stoffe zur Unterstlitzung zukunftiger Priorisierungsverfahren zu sammeln.

Vom Bayerischen Landesamt fur Umwelt (LfU) wurde im Auftrag des Bayerischen
Staatsministeriums fir Umwelt und Verbraucherschutz ein Monitoring-Programm konzi-
piert, um einen Uberblick tiber eine mogliche Belastung von FlieRgewassern und Klaran-
lagenablaufen mit estrogen wirksamen Substanzen zu erhalten. Fische dienen dabei als In-
dikatororganismen zur Abbildung estrogener Wirkungen (Wirkungsmonitoring). Mittler-
weile sind die Untersuchungen ein fester Bestandteil der Technischen Gewaésseraufsicht in
Bayern.
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Material und Methoden

Das Wirkungsmonitoring findet alljahrlich im Herbst an wechselnden Messstellen statt. Es
ist als aktives Monitoring konzipiert, d.h. dass eigens fiir dieses Untersuchungsprogramm
gezlchtete, chemisch unbelastete Regenbogenforellen aus dem Bestand des LfU als Test-
tiere verwendet werden. Ausschlieflich zweijahrige mannliche Fische werden fir vier
Wochen in speziellen, hierfiir entwickelten Expositionseinrichtungen gereinigtem Abwas-
ser von Kldranlagen sowie Oberflachengewéssern ausgesetzt. Die Ermittlung der estroge-
nen Wirksamkeit erfolgt anhand des Biomarkers Vitellogenin. Vitellogenin stellt einen
EiweiRstoff dar, der normalerweise ausschlieBlich von weiblichen Fischen unter Estrogen-
Einfluss in der Leber gebildet wird. Als Vorstufe des Dotterproteins dient Vitellogenin
nach Einbau in die heranreifenden Eier der Versorgung von Embryonen mit N&hrstoffen.
Unter Einfluss estrogen wirksamer Substanzen sind auch ménnliche Tiere in der Lage,
dieses Eiweil3 zu bilden. Somit stellt der Nachweis von Vitellogenin in Blutproben mann-
licher Fische anhand eines ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) ein Indiz fur ei-
ne Einwirkung estrogener Substanzen dar (Schwaiger und Negele, 1998). Beurteilungskri-
terium ist dabei der Induktionsfaktor, d. h. der faktorielle Unterschied der gemittelten Vi-
tellogenin-Konzentrationen im Blut der Monitorfische vor und nach einer entsprechenden
Exposition.

Neben der Bestimmung des Biomarkers Vitellogenin bei Fischen kommt zur Erfassung
der estrogenen Gesamtaktivitdt mit dem E-Screen Assay (Soto et al., 1995) ein in vitro
Testsystem zum Einsatz. Im Fall des Nachweises einer estrogenen Belastung werden zur
Identifizierung der hierflr verantwortlichen Stoffe begleitende chemische Analysen von
Wasser- und Abwasserproben durchgefiihrt.

Zudem erfolgt wéhrend des gesamten Expositionszeitraums eine kontinuierliche Bestim-
mung der chemisch-physikalischen Wasserparameter O, pH, T°C, Leitfahigkeit und Tri-
bung mittels Online-Messsonden (WTW, Weilheim). Abbildung 1a zeigt eine Langstrom-
rinne zur Fischexposition im Bypass, die mit Probenehmern und Online-Messsonden aus-
gestattet ist. In Abbildung 1b ist ein Schwimmkafig dargestellt, der zur Fischexposition an
FlieBgewéssern zum Einsatz kommt.

Abb. la: Langstomrinne zur Bypass-Exposition von Fischen im gereinigten Abwasser
kommunaler Klaranlagen; Abbildung
1b: Schwimmkafig zur direkten Exposition von Fischen im Gewasser.
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Ergebnisse und Bewertung

Zur Ermittlung einer Gewasserbelastung mit estrogen wirksamen Stoffen sind chemische
Analysen hdufig nicht zielfiihrend, da der Stoffeintrag tber gereinigte kommunale Abwaés-
ser meist nicht kontinuierlich erfolgt und dartiber hinaus das Spektrum an Stoffen mit est-
rogenem Potential sehr umfangreich ist. Aufgrund dessen, dass eine Mischung verschie-
dener estrogen wirksamer Stoffe sich in ihrer Wirkung aufaddieren oder verstarken kon-
nen (Sumpter und Jobling, 1995; Thorpe et al., 2003) ist es moglich, dass Stoffgemische
auch eine Wirkung entfalten, obwohl die Konzentrationen der Einzelsubstanzen unterhalb
der jeweiligen Wirkschwellen liegen (Brian et al., 2005). Der Vorteil des hier vorgestell-
ten, wirkungsbezogenen Untersuchungsansatzes gegenuber chemischen Analysen ist, dass
der Biomarker Vitellogenin eine biologische Reaktion auf die Gesamtheit des bioverflig-
baren Anteils estrogen wirksamer Stoffe darstellt und gleichzeitig die Belastung tber den
gesamten Expositionszeitraum integriert. Zur Verifizierung der Ergebnisse aus dem Tier-
versuch wird zusatzlich ein in vitro Testsystem parallel mitgefthrt.

Im Rahmen des Wirkungsmonitorings wurden seit 2005 insgesamt 19 Kléaranlagen und 17
FlieRgewasser auf estrogene Wirkungen hin untersucht. Die Ergebnisse weisen in fast
50 % der gereinigten Abwésser kommunaler Klé&ranlagen auf eine deutliche estrogene Ak-
tivitdt hin. In den als Vorfluter dienenden, korrespondierenden Oberflachengewassern
werden in der Regel aufgrund der dort herrschenden Verdinnungsverhéltnisse keine oder
nur sehr geringe estrogene Wirkungen nachgewiesen. In den seltenen Fallen, in denen
auch in den Flissen eine estrogene Aktivitat detektiert wurde, handelt es sich um kleine
Gewadsser mit geringen Abflussraten und hohem Abwasseranteil in denen keine ausrei-
chende Verdiinnung des Abwassers erfolgt. Somit sind aufgrund der bisherigen Befunde
in der Regel keine negativen Auswirkungen auf Fischpopulationen zu besorgen. Vielmehr
sind die im Rahmen des Untersuchungsprogramms ermittelten Wirkungen als Frihwarn-
system zu verstehen, denen nicht zwangslaufig eine 6kologische oder dkotoxikologische
Bedeutung zukommt. An Belastungsschwerpunkten sind weitergehende Untersuchungen
zur Ermittlung einer moglichen Populationsrelevanz angezeigt.
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Zusammenfassung

Verschiedene Schadstoffe reichern sich in Fischen an. Die Uberwachung der EU-
Umweltqualitatsnormen fur diese Stoffe erfolgt oftmals nicht nur in der Wasserphase,
sondern auch im Gewebe von Fischen. In Bayern werden tberwiegend Muskulatur und
Leber von Aitel (FlieBgewasser), Hecht und Flussbarsch (Seen) sowie Bachforelle (Forel-
lenregion) untersucht. Je nach Substanz wurde in den Geweben eine unterschiedlich starke
Anreicherung beobachtet. Auch zeigten sich bei den verschiedenen Fischarten Unterschie-
de hinsichtlich der Akkumulation chemischer Stoffe. Die Untersuchungen in Bayern erga-
ben, vergleichbar mit anderen Landern, eine deutliche Uberschreitung der Umweltquali-
tatsnorm fir Quecksilber von 20 pg/kg Frischgewicht. Die Umweltqualitatsnormen fir
Hexachlorbenzol und Hexachlorbutadien wurden hingegen eingehalten.

Accumulation in Fish:
Results of Contaminant Monitoring in Bavarian Surface Waters

Summary

Various pollutants accumulate in fish. For these pollutants EU environmental quality
standards are often monitored not only in the water phase, but also in tissues of fish. In
Bavaria, predominantly muscle and liver of chub (rivers), pike, perch (lakes) and brown
trout (trout region) are investigated. Accumulation of pollutants varies with tissue and fish
species examined. In accordance with results from other countries, the present investiga-
tions revealed that the environmental quality standard for mercury of 20 ug/kg fresh
weight was exceeded in all sample sites. However the environmental quality standards for
hexachlorobenzene and hexachlorobutadiene have been achieved.

Einleitung

Das Fischschadstoffmonitoring ist seit 1995 Teil der chemischen Gewassertiberwachung
in Bayern. Es dient der Erfassung von Schadstoffen, welche sich aufgrund ihrer chemisch-
physikalischen Eigenschaften in Organismen anreichern und aufgrund ihrer geringen oder
stark schwankenden Konzentration in Wasserproben nicht mit vertretbarem Aufwand
uberwacht werden konnen. Fische werden fiir diese bioakkumulierenden Schadstoffe als
,»Schadstoffsammler* herangezogen. Ziel des Monitoringprogrammes ist es, Belastungs-
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schwerpunkte zu erkennen. Falls aufgrund der Monitoringergebnisse MaRnahmen einge-
leitet werden, erfolgt auch die Erfolgskontrolle tber das Fischschadstoffmonitoring.

Durch gesetzliche VVorgaben, wie die Festlegung von europaweit giltigen Umweltquali-
tatsnormen (UQN) in Biota in einer Tochterrichtlinie zur Wasserrahmenrichtlinie (EU
2013), gewinnt dieses Instrument zunehmend an Bedeutung. Derzeit missen die Konzen-
trationen von Hexachlorbenzol (HCB), Hexachlorbutadien (HCBD) und Quecksilber (Hg)
in Fischgewebe iiberwacht werden. Ab 2015 muss die Uberwachung auf bromierte Diphe-
nylether, ab 2018 auf Dicofol, Perfluoroktansulfonsdure, Dioxine- und dioxindhnliche
Verbindungen (TEQ PCDD/DF+dIPCB), Hexabromcyclododecan sowie Heptachlor und
Heptachlorepoxid ausgeweitet werden. Zusatzlich ist fur einige bioakkumulierende Schad-
stoffe (z. B. Lindan, Pentachlorbenzol, Quinoxyfen, Blei) ein Trendmonitoring in Biota
vorgesehen.

Material und Methoden

Bis 2010 wurden jahrlich im Herbst an circa 50 Probenstellen in Bayern (FlieBgewasser
und Seen) jeweils drei bis sechs wildlebende Fische fiir das Schadstoffmonitoring ent-
nommen. Die hauptsachlich untersuchten Fischarten waren Aal (Anguilla anguilla), Aitel
(Leuciscus cephalus), Barbe (Barbus barbus), Brachse (Abramis brama), Rotauge (Rutilus
rutilus) und Hecht (Esox lucius). Im Labor wurden Muskulatur- und Leberproben ent-
nommen. Morphometrische Daten sowie der Gesundheits- und Ern&hrungszustand der Fi-
sche wurden erhoben.

Ab 2011 wurden zur Umsetzung der Wasserrahmenrichtlinie und der Umweltqualitéts-
normen fiir Biota in Anlehnung an ein Arbeitspapier der Landerarbeitsgemeinschaft Was-
ser (LAWA 2012) geringfiigige Anderungen am bestehenden Monitoringkonzept vorge-
nommen. Seit diesem Zeitpunkt werden jahrlich an bis zu 20 Probenstellen zehn Fische
einer Art mittels Elektrobefischung entnommen. Jede Messstelle wird alle drei Jahre un-
tersucht. Als Monitoringart im FlieBgewasser wurde aufgrund seiner Verbreitung in fast
allen beprobten Gewasserabschnitten der Aitel ausgewahlt. In Seen werden Flussbarsche
(Perca fluviatilis) oder Hechte und in der Forellenregion Bachforellen (Salmo trutta) che-
misch analysiert. Jedes Jahr werden etwa 150 bis 200 Fische untersucht.

Das Analysenspektrum umfasst derzeit die Elementgehalte von Ag, As, Bi, Cd, Co, Cr,
Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Rb, Sbh, Se, Sn, Tl, U, V und Zn, sowie die Konzentrationen fol-
gender organischer Verbindungen: 1, 2, 4-Trichlorbenzol, Pentachlorbenzol, Hexachlor-
benzol, Hexachlorbutadien, Indikator-PCB, Dioxine, Furane und dioxinahliche PCB, po-
lybromierte Diphenylether, Hexabromcyclododecan, Perfluoroctansulfonsdure, alpha-, be-
ta-, gamma-und delta-Hexachlorcyclohexan, die Duftstoffe HHCB und OTNE, Dicofol,
Quinoxyfen, Heptachlor und Heptachlorepoxid.

Da nicht flr alle analysierten Parameter Umweltqualitdtsnormen (UQN) oder bekannte
Hintergrundbelastungen fiir Biota vorliegen, wurde fur die Bewertung auch die relative
Hohe der Stoffkonzentrationen herangezogen. Hierzu wurden die Stoffgehalte in Gewebe
von Individuen einer Art und Probenstelle mit den Stoffgehalten in den gleichen Geweben
von allen Individuen dieser Art und allen Probenstellen verglichen.

Die statistische Auswertung der Untersuchungsergebnisse erfolgte mit der Software SPSS
(Version 19.0). Das Vorliegen einer Normalverteilung wurde mittels des Shapiro-Wilk-
Tests geprift. AnschlieBend wurden entweder eine ANOVA Varianzanalyse sowie der
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Post-Hoc-Test Dunnett-T (Normalverteilung gegeben, Varianzen homogen) oder der
nicht-parametrische Kruskal-Wallis Test sowie der Mann-Whitney U-Test durchgefihrt.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Untersuchungsjahre 2007 — 2009 sind in einem Bericht des Bayeri-
schen Landesamtes fir Umwelt (2013) dargestellt. In der Regel waren die Elementgehalte
in Fischlebern hoher, zumindest aber gleich hoch wie in der Fischmuskulatur. Die einzige
Ausnahme war Quecksilber. Hier wurden die hdchsten Konzentrationen in der Muskulatur
gefunden. Die chlororganischen Verbindungen reicherten sich in fettreichem Gewebe, wie
Fischleber oder Aalmuskulatur am meisten an (Abb. 1).
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Abb. 1: Hexachlorbenzolkonzentration (ug/kg Frischgewicht) in der Muskulatur (links)
und Leber (rechts) verschiedener Arten. Datengrundlage: Bayerisches Fisch-
schadstoffmonitoring, alle Probenstellen, Untersuchungsjahre 2007 — 2009.
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Abb. 2: Quecksilbergehalte (mg/kg Frischgewicht) in der Muskulatur. Links: verschie-
dene Fischarten, Rechts: Aale verschiedener Probenstellen; Datengrundlage:
Bayerisches Fischschadstoffmonitoring, alle Probenstellen, Untersuchungsjahre
2007 — 20009.

*: p < 0,05 = signifikant erhoht, **: p < 0,01 = hoch signifikant erhoht.

Fir einen Teil der Elemente und organischen Verbindungen wurden unterschiedlich hohe
Gehalte in verschiedenen Arten festgestellt. Etwa hatten Barben und Aale héhere Queck-
silberkonzentrationen in der Muskulatur als Brachsen und Hechte, diese wiederum hohere
als Rotaugen und Aitel (Abb. 2). Diese Ergebnisse lassen sich jedoch nicht auf alle Pro-
benstellen Ubertragen. So wurden zum Beispiel an einer Probenstelle in Brachsen deutlich
héhere Quecksilbergehalte festgestellt als in Aalen. Auch unterschiedliche Belastungssitu-
ationen an verschiedene Gewasserabschnitten konnten herausgearbeitet werden (Abb. 2).

Die zum Schutz fischfressender Tiere eingefiihrte UQN flr Quecksilber von 20 pg/kg
Frischgewicht (FG) wurde an allen untersuchten Probennahmestellen, also flachende-
ckend, Gberschritten. Dies ist kein bayerisches, sondern ein deutschland- bzw. europawei-
tes Problem. Quecksilber wird im globalen Kreislauf weite Strecken in der Atmosphare
transportiert. Durch Niederschldge gelangt es in Boden und Gewaésser. Meistens liegt die
Quecksilber-Konzentration im Wasser unter der Bestimmungsgrenze. Quecksilber wird im
Sediment gespeichert und gelangt tber die Nahrungskette in alle Gewasserlebewesen. In
Fischen reichert es sich als Methylquecksilber mit dem Alter immer starker an. Auch die
2011 untersuchten Barsch- bzw. Hechtmuskulaturproben aus zwei Seen wiesen mittlere
Quecksilbergehalte von tGber 300 pg/kg Frischgewicht auf. Als Quecksilberquelle fir bei-
de Seen muss allein der diffuse Eintrag aus der Umwelt angenommen werden.
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Die UQN fir Hexachlorbenzol von 10 pug/kg FG in Biota wurde in den Jahren 2011 bis
2013 an allen untersuchten Monitoringstellen eingehalten, ebenso die UQN fiir Hexach-
lorbutadien in Hohe von 55 pg/kg FG.

Belastungen durch polychlorierte Biphenyle (PCB) sind trotz langjéhrigem Produktions-
und Anwendungsverbot immer noch in Mengen bis zu mehreren 100 pg/kg FG in den un-
tersuchten Fischmuskulatur- und Leberproben vorhanden. Nur an wenigen Stellen sind die
Ursachen fir Belastungsschwerpunkte bekannt. Bei 47 von 55 untersuchten Aalmuskula-
turproben aus dem Jahr 2009 betrug das Gesamt-Toxizitatsaquivalent (PCDD/F und dio-
xinéhnliche PCB, WHO 1997) zwischen 8,3 und 43 ng/kg FG und war damit hoher als die
2013 beschlossene, aber erst ab Dezember 2018 giiltige UQN von 6,5 ng/kg FG.

Ausblick

Das Instrument des Biotamonitorings hat sich in Bayern bewahrt. So konnten in den letz-
ten Jahren und Jahrzehnten dadurch mehrmals bisher unbekannte Gewasserbelastungen
nachgewiesen werden. Durch gezielte Ursachensuche und Einleitung von Malinahmen zur
Verringerung des Schadstoffeintrages wurde die Gewasserqualitét in vielen Féllen verbes-
sert. Um auch retrospektive Untersuchungen durchfiihren zu kénnen, wird Probenmaterial
dauerhaft in einer Probenbank bei -20 °C gelagert.
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Zusammenfassung

Der nichtsteroidale Arzneimittelwirkstoff Diclofenac kommt aufgrund seiner analgeti-
schen und antiphlogistischen Wirkung in der Humanmedizin haufig zum Einsatz. Da der
Abbau dieses Medikamentes in den herkdmmlichen Klaranlagen nur unvollsténdig erfolgt,
wird es in Oberflachengewasser eingetragen und kénnte somit Auswirkungen auf Gewas-
serorganismen entfalten. Bereits in der Vergangenheit wurden Diclofenac-induzierte Ver-
anderungen bei Fischen [1, 2, 3] beschrieben und z. T. kontrovers diskutiert [4]. Vor dem
Hintergrund der Bestrebungen, sowohl auf EU- als auch auf Bundesebene fir Diclofenac
eine Umweltqualitatsnorm fir Oberflachengewasser festzulegen, kommt diesem Thema
eine aktuelle Bedeutung zu. Die vorliegende Studie wurde durchgefiihrt, um weitere Wir-
kungsdaten fir Diclofenac zu erarbeiten und somit eine realistische Umweltbewertung
dieser Substanz zu ermdglichen.

Hauptziel der Arbeit war es, histopathologische Verédnderungen an Organen von Fischen
nach Exposition mit Diclofenac zu ermitteln und mit Hilfe morphometrischer / stereologi-
scher Methoden zu quantifizieren. Begleitend wurden pathologisch-anatomische, hamato-
logische, klinisch-chemische sowie serologische Untersuchungen durchgefihrt. Zu diesem
Zweck wurden 120 Regenbogenforellen (GruppengroRe: n = 20) Uber 28 Tage mit unter-
schiedlichen Diclofenac-Konzentrationen (0,1/ 0,5/ 1/ 5/ 25/ 100 pg/l) im Durchfluss ex-
poniert. Als Kontrolltiere dienten 20 Regenbogenforellen, die ohne Diclofenac-Exposition
unter ansonsten identischen Bedingungen gehalten wurden. AnschlieBend wurden die
Test- und Kontrolltiere den o. g. Untersuchungen zugefihrt.

Ab einer Konzentration von 0,5 pg Diclofenac/l waren signifikant reduzierte Plasma-
Prostaglandinspiegel nachweisbar. Die histopathologischen und quantitativ-morpholo-
gischen Untersuchungen ergaben Veranderungen im Bereich von Niere, Haut und Kie-
men. So zeigte sich bereits ab einer Diclofenac-Konzentration von 0,5 pg/l eine signifi-
kante Reduktion des absoluten Volumens der Nephrone in der Rumpfniere, bei gleichzei-
tiger Zunahme des Interstitiums. In der Rumpfniere wurde zudem mit steigender Dicl-
ofenac-Konzentration eine Abnahme des Gesamtvolumens der Melanomakrophagen
nachgewiesen. Ab einer Diclofenac-Konzentration von 25 pg/l wurde auBerdem das Auf-
treten hyalintropfiger Ablagerungen in den proximalen Tubulus-Epithelzellen beobachtet.
Im Bereich der duf3eren Haut nahm die Dicke der Epidermis mit steigender Diclofenac-
Konzentration ab. An den Kiemen zeigte sich im Bereich der Sekundérlamellen eine Ver-
groRerung der Diffusionsdistanz ab einer Exposition mit 1 pg Diclofenac/l. Eine qualitati-
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ve Befunderhebung an den Augen der Fische ergab ab einer Diclofenac-Konzentration
von 5 pg/l schwerwiegende Schadigungen in Form einer immaturen Katarakt.

Fazit

Diclofenac-induzierte Veranderungen bei Fischen treten bereits nach vierwdchiger Expo-
sition in 0,5 pg Diclofenac/l auf. Vor dem Hintergrund, dass Literaturangaben zufolge
Diclofenac in Oberflachengewassern in Konzentrationen von bis zu 1,2 pug/l gemessen
wurde [5], sind die ermittelten Effektkonzentrationen als umweltrelevant einzustufen.
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Zusammenfassung

Aguakultur-Kreislaufanlagen ermdglichen durch Rezirkulation und Filterung des Wassers
eine Haltung von Fischen bei geringen Wasseraustauschraten. Probleme kdnnen jedoch
unter anderem durch hohe Nitratwerte sowie durch hohe Keimzahlen im Wasser entste-
hen. In dieser Studie wurde ein Reaktor mit einer Denitrifikationsmembran eingesetzt, der
an eine Kreislaufanlage angeschlossen wurde. Als Kontrolle diente eine identische Anlage
ohne Reaktor. Beide Anlagen waren mit Karpfen besetzt. Die bakterielle Zusammenset-
zung wurde sowohl im Wasser als auch in Biofilmen in den Becken sowie auf der Haut
und den Kiemen der Fische mittels kulturell bakteriologischen und molekularbiologischen
Methoden ermittelt. Zudem wurde zur Untersuchung der Stressbelastung Cortisol im Was-
ser sowie im Blut der Fische gemessen. Proben wurden vor Inbetriebnahme des Reaktors
sowie ein und zwei Monate nach Inbetriebnahme entnommen. Uber diesen Zeitraum stieg
der Cortisolgehalt sowohl im Wasser als auch im Blut der Fische in der Kontrollanlage an,
wahrend er in der Anlage mit Reaktor weitgehend stabil blieb. Die Gesamtkeimzahl im
Wasser erhohte sich zwar in beiden Anlagen, allerdings konnte in der Kontrollanlage nach
zwei Monaten mittels kultureller Methoden mehr als die flinffache Konzentration an Bak-
terien und mittels molekularbiologischer Methoden mehr als die dreifache Konzentration
im Vergleich zur Anlage mit Reaktor ermittelt werden. Auch auf den Kiemen der Fische
konnten hohere Bakteriengehalte in der Anlage ohne Reaktor nachgewiesen werden.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass der Reaktor mit Denitrifikationsmembran die Ge-
samtkeimzahl in einer Aquakultur-Kreislaufanlage deutlich senken konnte und dass in der
Folge auch auf den Kiemen der Fische deutlich weniger Bakterien vorhanden waren. Die
Stressbelastung der Fische erschien zudem geringer, so dass von einer positiven Wirkung
auf die Fischgesundheit ausgegangen werden kann.
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Influence of a denitrification-membrane-reactor on the bacterial
microflora in a recirculating aquaculture system

Summary

Recirculating aquaculture systems offer the opportunity to keep fish in high numbers
without the need of high amounts of fresh water due to recirculation and filtration of tank
water. Problems can occur if the amount of nitrate or bacteria in the water increases.

In the present study a reactor with an integrated denitrification membrane was installed to
a recirculation aquaculture system. As control an identical system without such a reactor
was used. In both systems carp (Cyprinus carpio) were kept. The bacterial microflora was
analyzed in tank water, biofilms of tanks and filters and on skin and gills of carp kept in
both systems. The amount and the composition of bacteria were analyzed by using classi-
cal microbiological techniques and molecular techniques like gPCR. Bacterial diversity
was measured by Denaturing Gel Electrophoresis (DGGE). To examine the stress level for
fish in the different keeping systems, cortisol concentrations were measured in the water
of the tanks and in the blood of carp. Samples were taken before starting the reactor and
one, two and four months after the start of the reactor.

Cortisol levels increased continuously in water and blood of carp from the control system.
In contrast cortisol levels remained lower and more stable in the system with the denitrifi-
cation membrane. The total amount of bacteria in the recirculated water increased espe-
cially in the control system. Two month after the start of the reactor a five times higher
amount of bacteria could be detected compared to the system with the reactor installed.
Additionally on the gills of carp from the control system we could also find a higher bac-
terial load compared to fish from the system with the reactor.

Overall it could be shown that the reactor with a denitrification membrane could decrease
the total amount of bacteria in the tank water of a recirculating aquaculture system. The
carp in the system with installed reactor seemed to have less stress. Therefore the usage of
a reactor with denitrification-membrane can have a positive influence on fish health and
welfare.
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Zusammenfassung

Im Hinblick auf das Tierwohl in der Aquakultur kommt zunéchst der Sicherstellung einer
optimalen Wasserqualitat die grofite Bedeutung bei der Fischhaltung zu. Die Bemessung
des Fischbesatzes und der Endbestandsdichte ist nach den Gegebenheiten der jeweiligen
Haltung sowie deren Ausstattung bzw. Technisierungsgrad auszufiihren. Die Fitterung
sollte bedarfsgerecht hinsichtlich der Intensitét, der Frequenz der Futtergaben und insbe-
sondere der Verteilung des Futters sein. Insgesamt ist bei den verschiedenen Produktions-
schritten der Haltung/Aufzucht, des Sortierens, des Fangs und Transports sowie beim Hal-
tern und Schlachten eine groRtmdgliche Vermeidung von Belastungen zu praktizieren.

Zur Beschreibung des Tierwohls bei Fischen existiert eine Vielzahl von Ansétzen und Pa-
rametern, die derzeit allerdings noch erforscht und bewertet werden. Die Beriicksichtigung
des Tierwohls durch den Fischhalter ist unmittelbar in seinem Interesse, da die Fische un-
ter guten Bedingungen geringere Erkrankungsraten und Verluste zeigen, aber insbesonde-
re auch eine hohe Produktqualitat aufweisen.

Animal welfare in Aquaculture
Summary

In terms of animal welfare in aquaculture the most important factor is at first the assurance
of accurate environmental conditions, e. g. water quality. Moreover, the stocking density
has to refer to the given technical preconditions the technology used, and its configuration
and grade of mechanization. Management actions, as well as feeding should be adapted to
the needs of the fish species cultured, in relation to intensity, frequency and especially dis-
tribution of the food. Altogether, it is important to avoid stress and strains as far as possi-
ble during different steps of production, e. g. handling, grading, netting, transport, and
slaughter.

At present, several concepts and parameters concerning animal welfare are used. Howev-
er, further investigations and evaluations are necessary in this context. The consideration
of animal welfare is immediate on behalf of the fish farmer, because under good condi-
tions the fish show good health condition and high product quality.

Einleitung

Tierwohl in der Fischhaltung ist ein aktuelles und vieldiskutiertes Thema. Dabei ist die
Beschaftigung mit Tierschutzfragen nicht neu im Zusammenhang mit der Aquakultur: In-
ternational wird das Thema mit dem Begriff Animal Welfare belegt. Im deutschen
Sprachgebrauch sind verschiedene Bezeichnungen wie Tierschutz, Artgerechtheit, Tierge-
rechtheit, Tiergerechtigkeit und eben Tierwohl — im einzelnen sogar Fischwohl — in Ver-
wendung. Besonders treffend definiert die Deutsche Landwirtschaftsgesellschaft (DLG)
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den Begriff der Tiergerechtheit so, dass dieser beschreibt, inwieweit die Haltungsumwelt
in der Lage ist, das Wohlbefinden der Tiere zu sichern, ihre arttypischen Verhaltensweisen
nicht einschrankt und die Anpassungsféhigkeit der Tiere nicht Gberfordert, und somit
Schmerzen, Leiden oder Schaden vermieden werden (DLG 2012). Grundsétzlich ist es im
Interesse des Tierhalters, dass die Tiere bedarfsgerecht untergebracht sind und angemes-
sen gehalten werden, damit die Tiere — und das gilt auch fur Fische — Leistung erbringen
kénnen. In diesen Zusammenhang gehdren auch entsprechende gesetzliche Vorschriften,
wie z. B. das Tierschutzgesetz (TierschG 2006, geéndert 2013), nach dem niemand ein
Tier ohne vernlinftigen Grund Schmerzen, Leiden oder Schaden zufligen darf. Im Zusam-
menhang mit dem Einsatz von Fischen in der Forschung gilt die Tierschutz-
Versuchstierverordnung (TierschVersV 2013). Beim Haltern, Betduben, Toten oder
Schlachten von Fischen und aquatischen Wirbellosen gilt die Tierschutz-
Schlachtverordnung (TierschSchlV 2013), bei der Beférderung von Fischen in Fahrzeugen
sowie Transportbehéltnissen gilt die Tierschutz-Transportverordnung (TierschTrV 2009).
Zu diesen gesetzlichen Regelwerken kommt eine zunehmend sensibilisierte Offentlichkeit,
die kritisch gegentiber der Tierhaltung und auch der Aquakultur eingestellt ist.

Tierwohl-relevante Verfahrensschritte in der Fischhaltung

In der Aquakultur und auch in der Fischerei gibt es im Rahmen des Produktionsprozesses
bzw. Fangs zahlreiche Situationen, die mit Belastungen fiir die Fische verbunden sind.
Neben dem Fang bzw. der Abfischung in der Teichwirtschaft, gehort das Sortieren und
Transportieren der Fische dazu. Es ist unstrittig, dass die damit verbundene Ballung der
Individuen sowie inshesondere die Herausnahme aus dem Wasser zu einem akuten Stress-
geschehen bei den Fischen fiihren. In der Praxis sind zahlreiche Malinahmen tblich, die
eine Reduzierung dieser Belastungen sowie die Vermeidung von Schaden zum Ziel haben.
Die Abfischung erfolgt mdglichst schonend, der Fang mit Netzen und Keschern aus ge-
eigneten Materialien, die Schleimhautverletzungen verhiiten, und der Transport mit Fisch-
schonenden Fischpumpen oder Uber langere Distanzen in speziellen Transportbehaltern
mit optimaler Reinsauerstoffversorgung. Belastungen treten auch bei der Hélterung von
Fischen vor der Schlachtung auf. Dabei handelt es sich um eine Haltung ohne Ftterung,
die zum Zweck der Zwischenaufbewahrung vor der Vermarktung durchgefihrt wird. Hal-
terungsbecken sollten so beschaffen sein, dass keine Verletzungen durch das Material
(Boden- und Wandoberflache) entstehen kénnen, die Besatzdichte kann sehr hoch sein,
was durch ausreichende Sauerstoffversorgung und Frischwasserzulauf ausgeglichen wer-
den kann. Bei der Schlachtung finden zwangsldufig akute Stresssituationen durch das
Herausfangen, die Entnahme aus dem Wasser und durch die Betdubung statt. Als tier-
schutzrechtlich zugelassene Betdubungsmethoden sind der Kopfschlag, die elektrische
Durchstrémung und (nur bei Salmoniden) die CO,-Betdubung. Dass die Handhabung und
die Schlachtung von Fischen aus der Ruhe heraus und mdglichst schonend erfolgen sollte,
ist in der fischereilichen Praxis gut bekannt, zumal stark gestresste Fische eine verminder-
te Fleischqualitat aufweisen.

Aber bereits bei der Haltung von Fischen in der Aquakultur wirken zahlreiche Umweltfak-
toren auf das Tierwohl der Fische ein. Im Rahmen der guten fachlichen Praxis, sollten den
Fischen optimale Wasserbedingungen (insbesondere Wassertemperatur und Sauerstoff)
gegeben werden, zumal nur unter diesen Bedingungen eine normale Futteraufnahme und
ein optimales Wachstum zu erreichen ist. Im Rahmen der fachgerechten Fischhaltung ge-
hort die Erfillung dieser Haltungsanspriiche zu den Selbstverstandlichkeiten einer ord-
nungsgemalien Fischzucht.
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Insbesondere von Seiten der zum Teil wenig informierten Offentlichkeit wird haufig die
Besatzdichte als wesentlicher Einflussfaktor auf das Tierwohl angesehen. Es ist wenig be-
kannt, dass in der Fischhaltung eine zu geringe Individuendichte bei verschiedenen Fisch-
arten zu sozialen Interaktionen, verbunden mit dem Dominanzverhalten vorwichsiger Fi-
sche fihren kann. Fischpopulationen neigen grundsétzlich zu einem Auseinanderwachsen,
was letztendlich zu den genannten Auswirkungen im Fischverhalten fuhren kann. Die
Folge kann eine ungleichméBige Futteraufnahme und —verwertung sein (Holm et al.
1990), was letztendlich das Auseinanderwachsen und den damit verbundenen chronischen
Stress fiir die kleinen Fische verstarkt. Aus diesem Grund wird in der Aquakultur zumeist
eine moglichst hohe Individuendichte in Becken und Teichen angestrebt. Bei guter Sortie-
rung (gleichmaRiges Besatzgewicht) zeigen Fische unter diesen Bedingungen ein natirli-
ches Schwarmverhalten, welches in der Verhaltensforschung als nicht-individualisierter
Verband bezeichnet wird. Unter diesen Bedingungen zeigen Fische ein gleichmaRigeres
Wachstum, sofern die Fitterung bzw. Futterverteilung gleichmaRig erfolgt. Zur Sicherstel-
lung einer optimalen Umwelt fir jeden Einzelfisch ist unter diesen intensiven Produkti-
onsbedingungen die Sauerstoffversorgung/-zufuhr besonders bedeutsam. Bei der intensi-
ven Fischhaltung geht es also weniger um den zur Verfligung stehenden Raum (Flache,
VVolumen), sondern insbesondere um eine optimale Wasserqualitat. In der Praxis werden
diese Anforderungen durch eine optimierte Durchstromung der Haltungseinrichtungen,
sowie durch den Eintrag von Reinsauerstoff erfiillt.

Wie lasst sich das Tierwohl bestimmen?

In der fachgerecht durchgefiihrten Aquakultur wird das Wachstum der Fische durch re-
gelmaRkige Kontrollwiegungen ermittelt. Die Bestimmung der Fisch-Biomasse dient der
Leistungskontrolle hinsichtlich der Verwertung des eingesetzten Futters. Gesunde Fische
zeigen eine gunstige Futterverwertung (FQ etwa 1,0) und eine gute Fischgesundheit. Im
Unterschied zur landwirtschaftlichen Tierproduktion in Stéllen gelingt es insbesondere in
der Teichwirtschaft nicht, pathogene Bakterien und Parasiten von den Fischen vollstéandig
fern zu halten. Fische zeigen aber eine hohe Fahigkeit zur Abwehr dieser Krankheitserre-
ger, wenn die Haltungsbedingungen optimal sind. Der Fischzichter kann Abweichungen
von dieser guten Haltungssituation anhand verschiedener, duRerer Krankheitssymptome
feststellen, indem er das duBere Erscheinungsbild (Schleimhaut, Farbung) beurteilt. Weite-
re Moglichkeiten zur Beurteilung des Tierwohls bei Fischen ist die Beurteilung des Ver-
haltens, der Fischkondition sowie verschiedener physiologischer Parameter. In gut gefiihr-
ten Fischzuchten werden zudem die Fischverluste sorgsam dokumentiert und als Informa-
tionsquelle fur eventuelle Méngel in der Fischhaltung herangezogen.

Unter chronischer Belastung zeigen Fische verschiedene dulRere Symptome wie Hautbela-
ge, Augentriibungen, Hautverfarbungen bzw. —rétungen sowie verschiedene Organveran-
derungen (Kiemenschwellung, Magen- und Darmschleimhautverdnderungen). Stress-
symptome bei Fischen sind blutunterlaufene Hautpartien, die insbesondere am Maul sowie
an der Korperunterseite auftreten konnen (Abb. 1). Insbesondere bei Warmwasserfischen
kann sich akuter Stress auch an blutunterlaufenen Flossen zeigen (Abb. 2). In der Folge
weisen akut gestresste Fische h&ufig auch flachige Hautverschleimungen und einen mas-
siven sekundaren Ektoparasitenbefall auf.
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Abb. 1: Stor mit Halterungsschaden an der Abb. 2 Blutunterlaufene Bauchflosse
Kdrperunterseite eines Afrikanischen Welses

Bei der Beurteilung des Fischverhaltens sind jegliche Abweichungen vom normalen
Schwimmverhalten Indikatoren fiir Probleme mit dem Tierwohl. Ecken stehen, Schwim-
men an der Oberflache oder am Boden der Behaltnisse, dicht gedrangtes Stehen am Was-
sereinlauf sind Anzeichen dafur. Bei einigen Fischarten kdnnen auch stereotype Verhal-
tensweisen, wie das nervose Auf- und Abschwimmen an Glasscheiben, transparenten Be-
hélterwandungen etc. beobachtet werden. Akute Anzeichen fiir einen zu geringen Sauer-
stoffgehalt oder zu hohen Kohlendioxidgehalt im Haltungswasser sind VVeranderungen im
Respirationsverhalten — Fische zeigen dann eine erhdhte Atemfrequenz, abweichendes
Schwimmverhalten, und im Extremfall eine Notatmung an der Wasseroberflache.
Dariiber hinaus sind Abweichungen in der Futteraufnahme (geringe Appetenz) sowie star-
ke Aggressionen und Kannibalismus (Flossenbeif3en) Anzeichen fur andauernden Stress.
Es sei an dieser Stelle betont, dass derartige Symptome auch im Rahmen des normalen
Fortpflanzungsverhaltens (z. B. bei Salmoniden in der Laichzeit) auftreten kdnnen.

Die Beurteilung ethologischer Parameter des Tierwohls ist jedoch in hochstem MaRe art-
spezifisch. Das Verhalten im Freiwasser lebender, schwarmender Forellen unterscheidet
sich grundlegend z. B. vom Normalverhalten Afrikanischer Welse in Warmwasseranla-
gen. Waéhrend Erstere stdndig in Bewegung sind und zur Oberflache orientiert im
Schwarm schwimmen, zeigen diese Fische im Rahmen ihres Normalverhaltens nur
Schwimmaktivitat wéhrend der Futtersuche bzw. —aufnahme. Ruhende Afrikanische Wel-
se liegen in der Regel am Boden des Beckens, wobei sie zur Seite geneigt sein konnen.
Hé&ufig hat der Kopf eine erhdhte Position, da dieser durch die in den Kiemensackorganen
enthaltene Luft Auftrieb hat (Abb. 3). Artgerecht gehaltene Afrikanische Welse zeigen ein
ruhiges Schwimmverhalten, welches lediglich durch die Futtersuche und das gelegentliche
Auftauchen zur Atmung atmosphérischer Luft unterbrochen wird.

Abb. 3:

Schematische Darstellung des
Normalverhaltens Afrikanischer
Welse (links oben: Aufsteigen zur
Luftatmung; unten: Ruhestellung
in der Gruppe; rechts oben: Fut-
teraufnahmeverhalten)
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Die Beurteilung des Tierwohls in der Aquakultur ist auch Uber stressassoziierte, physiolo-
gische Parameter zu bestimmen. In der Forschung hdufig untersuchte Indikatoren sind
z. B. der Gehalt von Glukose, Laktat, Serotonin oder Cortisol im Blut oder Blutserum.
Diese Parameter haben jedoch den Nachteil, dass sie lediglich am gefangenen Tier mittels
Blutentnahme zu bestimmen sind. Eine neuere Methode ist die Bestimmung der Cortisol-
ausscheidung der Fische in das umgebende Wasser. Mit Hilfe eines ELISA-Verfahrens ist
es seit einigen Jahren moglich geworden, Cortisol im Ablauf von Haltungseinrichtungen
fiir Fische zu bestimmen. Dadurch entstand die Mdglichkeit, die Reaktion von Fischen auf
Stress ohne weitere Beeintrachtigung oder Stérung des Tieres zu bestimmen. Abbildung 4
zeigt die Reaktion von Regenbogenforellen auf den akuten Stress durch Fang, Heraus-
nahme aus dem Wasser und Zuriicksetzen (Lulbke et al. 2014).
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Abb. 4: Cortisolkonzentration im Ablaufwasser einer Haltungseinheit mit
Regenbogenforellen

Es wird deutlich, dass etwa eine Stunde nach der akuten Stresssituation eine maximale
Cortisolausscheidung zu verzeichnen ist. Nach dieser hdchsten Ausscheidungsrate fallen
die Werte innerhalb weiterer zweier Stunden deutlich ab und néhern sich dem Ausgangs-
wert.

Wie hoch ist die Belastung in der Fischhaltung?

Obwohl grundlegende Erkenntnisse zur Bestimmung des Tierwohls bei Fischen vorliegen,
existiert eine Reihe von Problemen in diesem Zusammenhang. Besonders wichtig ist, zu
erkennen, dass hinsichtlich verschiedener Indikatoren eine hohe Artspezifitdt zwischen
verschiedenen Fischarten herrscht. Kaltwasserfische wie Forellen und Saiblinge sind an-
ders zu beurteilen als Karpfen oder die in der Warmwasseraquakultur aufgezogenen Welse
und Zander. Hinzu kommt, dass in der Aquakultur sehr unterschiedliche Haltungsformen,
wie z. B. die Teichaufzucht und die Haltung in Becken Gblich ist. Die dabei auftretenden,
zum Teil sehr unterschiedlichen Besatzdichten und Intensitatsniveaus stellen ein Grund-
problem bei der Beurteilung des Tierwohls bzw. bei der Nennung fester Kenngrélien dar.
Fur viele Haltungsformen und Fischarten fehlen Messdaten zur Normalsituation, so dass
die Beurteilung des Tierwohls auf das dufRere Erscheinungsbild, physiologische Parameter,
die Fischgesundheit sowie die Verlustsituation beschréankt ist. Derzeit laufen an verschie-
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denen Einrichtungen intensive Forschungen zur Ermittlung weiterer Kriterien und Indika-
toren.
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Zusammenfassung

Die Besatzdichte von Fischen in der Aquakultur ist ein wichtiges tierschutzrelevantes Kri-
terium. Das Ziel dieser Studie war es, den Stress- und Immunstatus von Zandern in einer
Kreislaufanlage in Abhdngigkeit von der Besatzdichte (7, 28, 46 und 65 kg/m?3) zu unter-
suchen. Hierzu wurde bei Speisefischanwartern (Stlickgewicht etwa 500 g) unter Praxis-
bedingungen ein mdglicher haltungsbedingter chronischer Stress anhand der Wachs-
tumsparameter, dem Milz- und Leberindex und den Blutparametern Cortisol, Glucose,
Lactat, Gesamtprotein, Hdmatokrit und Hamoglobin untersucht. Zur Beschreibung des
Immunstatus wurden die ,,Respiratory Burst-Aktivitit® (,,potential killing activity*, PKA)
und die Stimulierbarkeit der Lymphozytenproliferation sowie die Lysozym-Aktivitat im
Plasma gemessen. Sowohl die heterogene Wachstumsleistung und der Futterquotient als
auch der Plasmacortisolgehalt und die Immunparameter weisen auf eine erhdhte chroni-
sche Stressbelastung der Zander bei hohen Besatzdichten hin.

Fur die mit 28 und 65 kg/m3 gehaltenen Zander wurde die physiologische Antwort auf das
Sortieren und Umsetzen untersucht. Der Zeitverlauf der Blutparameter zeigt, dass die aku-
te Stressantwort bei den zuvor bei der hoheren Besatzdichte gehaltenen Zandern geringer
ausgepragt und unabhangig von der Besatzdichte nach etwa 7,5 Stunden abgeklungen war.
Die PKA der bei 65 kg/m? gehaltenen Zander war aber noch 48 Stunden nach dem Stress-
ereignis signifikant geringer als die PKA der bei 28 kg/m? gehaltenen Zander. Dies sind
Hinweise darauf, dass akute Stressgeschehen bei geringeren Besatzdichten besser toleriert
werden.

Impact of the stocking density on stress parameters and
the immune status in pikeperch (Sander lucioperca)

Summary

The stocking density of fish in aquaculture is an important animal welfare relevant criteri-
on. The aim of this study was to investigate the stress and immune status of pikeperch in a
recirculating aquaculture system, depending on the stocking density (7, 28, 46 and
65 kg/m3). For this purpose, a possible chronic stress on pikeperch was assessed under
practical conditions by means of growth parameters, spleen and liver index, and the blood
parameters cortisol, glucose, lactate, total protein, hematocrit and hemoglobin. To describe
the immune status the respiratory burst activity (potential killing activity, PKA), lympho-
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cyte proliferation and lysozyme activity in the plasma were determined. The heterogene-
ous growth performance and feed conversion ratio, as well as the plasma levels of cortisol
and immune parameters indicate an increased chronic stress in pikeperch at high stocking
densities.

The physiological response to sorting and handling was examined for pikeperch that have
been maintained at 28 and 65 kg/m3. The time course of blood parameters shows that the
acute stress response was less pronounced in pikeperch kept at the higher stocking density
and has subsided independently of the stocking density after about 7.5 h. However, even
48 h after the stress event, the PKA of pikeperch maintained at 65 kg/m? was significantly
lower compared to pikeperch maintained at 28 kg/m3. These findings indicate that acute
stress might be better tolerated at lower stocking densities.

Einfihrung

Mit dem Wachstum der Aquakulturindustrie innerhalb der letzten Jahre nahm auch immer
mehr das wissenschaftliche und 6ffentliche Interesse am Thema Tierschutz in diesem Sek-
tor zu (ASHLEY 2007), insbesondere dort, wo intensive Produktionsmethoden zum Ein-
satz kommen. Eines der wichtigsten Anliegen des Tierschutzes ist die weitestgehend
stressfreie Handhabung und Haltung der Tiere (ELLIS et al. 2012, NORTH et al. 2006).
Die optimale Besatzdichte ist auch ein entscheidender Faktor fur eine erfolgreiche intensi-
ve Fischproduktion. Es gilt als gesichert, dass suboptimale Besatzdichten chronischen
Stress und damit einhergehend negative Auswirkungen auf das Wachstum und die Ge-
sundheit der Fische verursachen konnen (BALDWIN 2010).

Bei chronischem Stress, der von einer kontinuierlichen oder immer wiederkehrenden Aus-
einandersetzung mit einem Stressor uber einen langeren Zeitraum herriihrt (LADEWIG
2000), kommt es zu einer Verschiebung des physiologischen Gleichgewichts und der Res-
sourcen, verbunden mit einer Abnahme der Fitness. Dies kann sich unter anderem in ei-
nem geschwachten Immunsystem und einem verringertem Wachstum daufRern (BARTON
& IWAMA 1991, BARTON et al. 2002). Beim Einwirken von Stressoren auf einen Orga-
nismus finden objektiv messbare hormonelle und physiologische Verdnderungen statt. Die
Schwellenwerte fur das Eintreten einer Stressreaktion sind allerdings abhéngig von der
Art, dem Lebensstadium und den genetischen Voraussetzungen Fische (BARTON &
IWAMA 1991, BARTON 2002).

Der Zander gilt als aussichtsreicher Kandidat fir die intensive Aquakultur (SCHMIDT
2008). Allerdings gibt es fir diese Art, wie fur viele andere Fischarten, bisher kaum In-
formationen zu optimalen Besatzdichten, die sowohl den Anforderungen des Tierschutzes
als auch den 6konomischen Notwendigkeiten der Aquakultur gerecht werden. Das Ziel
dieser Studie war es, den Stress- und Immunstatus von Zandern in einer Kreislaufanlage in
Abhangigkeit von der Besatzdichte zu untersuchen.

Material und Methoden

In der Pilotanlage Hohen Wangelin (LFA-MV) wurden Zander unter Praxisbedingungen
bis zu einem mittleren Stiickgewicht von etwa 500 g aufgezogen und Uber einen Zeitraum
von 40 Tagen bei Besatzdichten von 7, 28, 46 und 65 kg/m? gehalten. Dann wurden zu
drei Zeitpunkten innerhalb eines Monats an zu Speisezwecken geschlachteten Tieren ein
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maoglicher haltungsbedingter chronischer Stress anhand der Wachstumsparameter, dem
Milz- und Leberindex, und verschiedenen Stressparametern im Blut untersucht.

Die Bestimmung von Cortisol aus dem Plasma erfolgte mit einem ELISA (IBL Internatio-
nal, Hamburg). Plasmaglucose und Lactat wurden enzymatisch bestimmt (GOD-PAP Me-
thode von Diasys, Holzheim; Lactate Kit, Trinity Biotech, Irland). Das Plasmaprotein
wurde mit dem Roti-Quant Universal Reagens (Carl Roth, Karlsruhe) auf Basis der Bi-
uret-Methode quantifiziert, und die Hamoglobinmessung erfolgte mit dem Hemoglobin
Assay Kit von Sigma-Aldrich (Taufkirchen).

Zur Beschreibung des Immunstatus wurden die ,,Respiratory Burst-Aktivitdt™ und die da-
von abgeleitete ,,potential killing activity* (PKA) von aus der Kopf- und Rumpfniere iso-
lierten Phagozyten mit Modifikationen nach SECOMBES (1990) und SIWICKI &
ANDERSON (1993) bestimmt. Zur Bestimmung der PKA wurden die Zellen mit formali-
ninaktivierten Aeromonas salmonicida oder Yersina ruckeri (beide 5 x 10’ Zellen/ml) sti-
muliert. Die Lysozym-Aktivitat im Plasma wurde mit einem turbidimetrischen Test ge-
messen, der auf der Lyse von Micrococcus lysodeikticus beruht (modifiziert nach ELLIS
1990 und BOWDEN et al. 2004). Als Einheit der Lysozymaktivitat (OD Unit) wurde die
Menge Lysozym definiert, die eine Abnahme der Absorption um 0,001/min bewirkt.

Ergebnisse und Diskussion

Bei einer anfanglichen Besatzdichte von 28 kg/m3 gehaltene Zander zeigten die hdchste
Wachstumsrate und den geringsten Futterquotienten. Die geringste Wachstumsrate und
der hochste Futterquotient wurden bei der héchsten Besatzdichte von 65 kg/m? festgestellt
(Tab. 1).

Tab. 1: Wachstumsparameter von Zandern bei verschiedenen Besatzdichten.

Besatzdichte

7 kg/m3 | 28 kg/m3 | 46 kg/m3 | 65 kg/m3
Stlickgewicht Versuchsbeginn (kg) 0,484 0,526 0,542 0,548
Besatzdichte Versuchsende (kg/m3) 1,5 24,2 42,2 53,4
Wachstumsrate (%/d) 0,22 0,30 0,17 0,15
Futterquotient 1,65 1,26 2,21 2,59

Der mittlere Plasmacortisolgehalt der Zander lag in einem Bereich von 12 bis 22 ng/ml,
wobei die Werte mit steigender Besatzdichte zunahmen (Abb. 1). Dieser Trend war jedoch
statistisch nicht signifikant (Kruskal-Wallis-Test). Alle anderen potentiellen Stressparame-
ter im Blut (Glucose, Lactat, Hdmoglobin, Hdmatokrit) zeigten keinen Zusammenhang mit
der Besatzdichte.
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Abb. 1: Plasmacortisolgehalt in Zandern bei verschiedenen Besatzdichten. Die Fehler-
balken geben die Standardabweichung an (n = 18).

Aufgrund der hohen Variabilitat und nur geringen Unterschieden des mittleren basalen
Plasmacortisolgehaltes ist dieser Parameter trotz seiner klar definierten physiologischen
Funktion vielleicht nicht der beste Indikator flir geringe chronische Stressbelastungen bei
Fischen.

Ein sekundéarer Stressparameter, der von CARUSO et al. (2011) als indirekter Stressmar-
ker vorgeschlagen wurde, ist die Lysozymaktivitat. Eine mit einer chronischen Stressbe-
lastung erklarte Abnahme der Lysozymaktivitat bei hohen Besatzdichten wurde bereits bei
anderen Fischarten (Cyprinus carpio, Lates calcarifer) nachgewiesen (YIN et al. 1995,
SADHU et al. 2014). Beim Zander war die Lysozymaktivitat der bei einer Besatzdichte
von 28 kg/m® gehaltenen Tiere am hochsten und nahm sowohl bei der geringeren als auch
den hoheren Besatzdichten ab (Abb. 2). Bei den bei 65 kg/m? gehaltenen Zandern betrug
die Lysozymaktivitat 79 % des Wertes der bei 28 kg/m?3 gehaltenen Zander und war von
diesem signifikant unterschiedlich (p < 0,05, Tukey‘s Test). Analog zu den genannten Ar-
beiten mit anderen Fischarten kann die signifikante Abnahme der Lysozymaktivitét als In-
diz dafiir gewertet werden, dass hohe Besatzdichten beim Zander eine chronische Stress-
belastung darstellen.
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Abb. 2: Lysozymaktivitat im Plasma von Zandern bei verschiedenen Besatzdichten. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung an (n = 18). Signifikante Unter-
schiede zwischen den Gruppen sind mit Buchstaben gekennzeichnet (p < 0,05).

Neben den unspezifischen humoralen Komponenten wie Lysozym spielen die zellularen
Komponenten eine entscheidende Rolle bei der Bekdmpfung von Pathogenen. Neutrophile
Granulozyten und Makrophagen setzen in einem sauerstoffabhéngigen Prozess (,,Respira-
tory Burst®) reaktive Sauerstoffspezies frei. Diese Reaktion wird als Indikator der antimik-
robiellen Aktivitat (PKA) von Phagozyten verwendet (SECOMBES 1990, SIWICKI &
ANDERSON 1993). Eine mit chronischem Stress infolge hoher Besatzdichten erklarte
Abnahme der PKA konnten SADHU et al. (2014) fir Lates calcarifer nachweisen. Beim
Zander zeigte sich sowohl flr die Kopf- wie auch Rumpfnierenzellen bei Stimulation mit
PMA tendenziell ein Effekt der Besatzdichte auf die ,,Respitatory-Burst-Aktivitat®, wel-
che bei zunehmender Besatzdichte abnahm. Bei Verwendung von formalininaktivierten
Bakterien zur Stimulation der Kopfnierenzellen ergab sich nur mit A. salmonicida, nicht
aber Y. ruckeri, eine im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle erhdhte PKA, die bei
den einzelnen Probenentnahmen sehr unterschiedlich ausfiel. Ein deutlicheres Ergebnis
brachte die Stimulation der Rumpfnierenzellen. Fir beide Bakterienspezies wurde die
hochste PKA bei den Zandern gemessen, die bei 28 kg/m3 gehalten wurden (Abb. 3).
Wenngleich die PKA der bei unterschiedlichen Besatzdichten gehaltenen Zander statis-
tisch nicht signifikant unterschiedlich war, glich deren Abhéngigkeit von der Besatzdichte
dem flr die Lysozymaktivitat gefundenen Muster.
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Abb. 3: , Potential killing activity “ (PKA) von Phagozyten aus der Rumpfniere von Zan-
dern bei verschiedenen Besatzdichten. Kontrolle = nicht stimuliert; A.s. = Stimu-
lation mit A. salmonicida; Y.r. = Stimulation mit Y. ruckeri. Fehlerbalken geben
die Standardabweichung an (n = 9).

Auf den durch Sortieren und Umsetzen verursachten Stress reagieren Zander mit einer ty-
pischen akuten Stressantwort, die durch erhéhte Konzentrationen von Cortisol, Glucose
und Lactat im Blutplasma charakterisiert ist. Diese Stressantwort war bei den zu diesem
Zeitpunkt bei 24 kg/m? gehaltenen Zandern starker ausgepragt als bei den bei 53 kg/m3
gehaltenen Zandern. Ein vergleichbaren Zusammenhang zwischen der Besatzdichte und
der Cortisolantwort fanden BARTON et al. (2005) bei Sparus aurata. Erklart werden kann
dies damit, dass die Sekretion von ACTH durch den Hypothalamus tber eine negative
Rickkoppelung durch geringflgig, aber chronisch erhohte Cortisolwerte gehemmt wird.
Infolgedessen ist dann die Reaktionsfahigkeit der Fische auf einen akuten Stressor ver-
mindert (Barton et al. 2005). Unabh&ngig von der Besatzdichte war die akute Stressant-
wort nach etwa 7,5 Stunden abgeklungen. Gleichwohl war die PKA der aus der Rumpfnie-
re isolierten Phagozyten bei den bei der hochsten Besatzdichte gehaltenen Zandern noch
48 Stunden nach dem Stressereignis signifikant geringer (p < 0,001, t-Test) als bei den zu
dem Zeitpunkt bei 24 kg/m? gehaltenen Tieren (Abb. 4). Diese Ergebnisse decken sich mit
der Beobachtung, dass von Zandern akute Stressgeschehen bei geringeren Besatzdichten
besser toleriert werden.

Schlussfolgerung

Zusammenfassend ergibt sich fir die Unterschiede in der Wachstumsleistung und beim
Futterquotienten, den Plasmacortisolgehalt sowie fiur die Immunparameter Lysozymaktivi-
tdt und PKA ein kohdrentes Bild, das auf eine erhdhte chronische Stressbelastung der
Zander bei hohen wie auch sehr niedrigen Besatzdichten hinweist. Inwiefern sich ein solch
geringer chronischer Stress auf das Wohlergehen der Fische auswirkt, kann anhand der
vorliegenden Daten nicht abschliel3end beurteilt werden. Die Ergebnisse dieser Studie bie-
ten allerdings eine stress- und immunphysiologische Erklarung der Beobachtung, dass
Zander bei hohen Besatzdichten sehr sensibel auf zusatzliche Stressoren reagieren.
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Abb. 4: ,, Potential killing activity “ (PKA) von Phagozyten aus der Rumpfniere von Zan-
dern 48 h nach akutem Stress und bei verschiedenen Besatzdichten. Kontrolle =
nicht stimuliert; A. s. = Stimulation mit A. salmonicida; Y. r. = Stimulation mit
Y. ruckeri. Fehlerbalken geben die Standardabweichung an (n = 6); Signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen sind mit Sternchen gekennzeichnet
(p <0,001).
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Zusammenfassung

Clarias-Welse (Clarias gariepinus) sind eine in der deutschen Aquakultur verhaltnismagig
neue Spezies. Herkommliche Betdubungsverfahren erweisen sich bei dieser Fischart auf-
grund ihrer Anatomie und Physiologie als schwierig. Im Rahmen eines Projektes wurde
die Eiswasserbetaubung, ein Verfahren, das in der Tischschutzschlachtverordnung nicht
als fur Fische zugelassenes Verfahren aufgefthrt ist, und die Elektrobetdubung untersucht.
Die Untersuchungen wurden teils unter Laborbedingungen, teils im laufenden Betrieb ei-
ner Fischzucht durchgefiihrt. Zusétzlich wurden anhand eines Computermodells verschie-
dene Elektrobetaubungsverfahren simuliert und unter Laborbedingungen eine Betdubung
mittels Bolzenschuss durchgefiihrt. Zur Uberpriifung des Betaubungserfolges wahrend der
Eiswasserbetdubung, wurden mittels visuell evozierter Potentiale (VER) im Elektroenze-
phalogramm (EEG) die Reizverarbeitung und -weiterleitung im Gehirn ermittelt. Blutpro-
ben der Fische aus einer Kreislaufanlage wurden auf eine mdgliche Stressbelastung der
Fisch wéhrend des gesamten Betdubungsvorganges (Haltern, Abfischen, Transportieren,
Betduben) untersucht. Die Eiswasserbetdubung fiihrte nach 5 bis15 Minuten zu einer Be-
wusstlosigkeit. Wahrend der Eiswasserbetdubung konnten in den Blutproben erhéhte Kor-
tisolwerte ermittelt werden. Im Computermodell konnte gezeigt werden, dass bei allen ge-
testeten Einstellungen die erreichten Stromdichten im Gehirn der Fische sehr gering waren
und maoglicherweise nicht zu einer Bewusstlosigkeit fuhrten. Eine Betdubung mittels Bol-
zenschuss fuhrte zur sofortigen Bewusstlosigkeit der Fische.

Stunning methods for African catfish (Clarias gariepinus)
Summary

Clarias catfish (Clarias gariepinus) is a relatively new species in the German aquaculture.
Conventional methods of stunning for this species were proven to be difficult due to ana-
tomical and physiological reasons. As part of a project, the ice water stunning, a process
that is not listed in the “Tierschutzschlachtverordnung” as an approved method for fish,
and electrical stunning was examined. The investigations were carried out partly under la-
boratory conditions, partly in the ongoing operation of a fish farm. In addition, using a
computer model various electrical stunning methods were simulated further more stunning
using a captive bolt was performed. To check the stunning success during the ice anesthe-
sia we used visual evoked potentials (VER) in the electroencephalogram (EEG) to meas-
ure the stimulus processing and transmission in the brain. Blood samples of fish from a re-
circulation system were examined for a possible stress of the fish throughout the stunning
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operation. The ice water stunning led to a loss of consciousness after 5 to 15 minutes. Dur-
ing the ice water stunning increased cortisol levels were determined in blood samples. In
the computer model it was predicted that electric current reaching the brain is very low
and could not guaranty a successful stunning. Quite contrary stunning by captive bolt led
to the immediate loss of consciousness of the fish.

In der Aquakultur werden vermehrt neue Tierarten zur Lebensmittelproduktion gehalten.
In seinem natirlichen Verbreitungsgebiet wird der Afrikanische Wels (Clarias gariepinus)
in einfachen Teichstrukturen in groRBen Stuckzahlen gehalten. Aufgrund ihrer geringen
Anspriiche an die Wasserqualitat und die Sauerstoffversorgung bei dennoch hohen Zu-
wachsraten eignet sich diese Fischspezies besonders fur die Aquakultur. Daher ist es nicht
verwunderlich, dass der Afrikanische Wels seit circa 30 Jahren in Europa in geschlossenen
Kreislaufanlagen gehalten wird. Die Haltung und Aufzucht dieser Tiere gestaltet sich in
geschlossenen Kreislaufanlagen verhéltnismaRig unkompliziert im Vergleich zu anderen
Fischarten, da die Fische in hohen Besatzdichten gehalten werden kénnen. Die verhalt-
nismagig anspruchslose Haltung dieser Tiere steht allerdings im Gegensatz zu den hohen
Anforderungen, die bei der Betdubung und Schlachtung dieser Tiere die Halter vor
Schwierigkeiten stellen.

In der Tierschutzschlachtverordnung sind Elektrobetdubung und Kopfschlag zur Betdu-
bung von Fischen erlaubt. Bei Salmoniden ist zusatzlich die Exposition mit Kohlendioxid
im Wasserbad zur Betdubung zugelassen. Weiterhin besteht die theoretische Maglichkeit,
einen Stoff mit Betdubungseffekt einzusetzen. In der praktischen Handhabung der zuge-
lassenen Betaubungsmethoden bestehen bei der Betdubung des Afrikanischen Welses er-
hebliche Schwierigkeiten. So zeigen die Tiere gegenuber der elektrischen Betdubung eine
ausgesprochene Widerstandsfahigkeit und in der Praxis war es nicht moglich, durch eine
Elektrobetdaubung eine bis zur Schlachtung anhaltende Bewusstlosigkeit herbeizufthren.

Um die Auswirkungen einer Elektrobetdubung auf Afrikanische Welse zu untersuchen
wurden durch das Fachgebiet Allgemeine Radiologie und medizinische Physik der Tier-
arztlichen Hochschule Hannover eine Simulationsrechnung fiir eine Elektrobetdubung in
einem in silico-Modell mittels Finite Elemente Simulation durchgefihrt. Grundlage dieser
Untersuchungen bildet eine detaillierte dreidimensionale in silico-Modellierung des Scha-
dels (Abb. 1). Flr die in Abb. 1 dargestellten Strukturen des Schadels lasst sich die
Stromdichte in den einzelnen Geweben darstellen (Abb. 2). Anhand des Computermodells
ist eine beliebige Variierung der zu verwendenden Parameter der elektrischen Betaubung
moglich. Beispielhaft ist in Abb. 3 die Anderung der erreichten Stromdichten im Gehirn
der Tiere durch eine Anderung in der Spannung und der Frequenz dargestellt.
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Abb. 1:

3-D Modell des Scha-
dels eines Afrikani-
schen Welses mit den
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stromleitenden und ab-
schirmenden Strukturen

Abb. 2:

Mittlere Stromdichten
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Abb. 3:

Mittlere Stromdichte im
Gehirngewebe in Ab-
hangigkeit von Span-
nung und der Frequenz.
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Durch die kombinierte Betrachtung der einzelnen Verhéltnisse aus den Abbildungen 1 -3
und die graphische Darstellung der Stromdichte im Schéadel (Abb. 4) kdnnen die Vorgén-
ge, die bei einer Elektrobetdubung im Gehirn von Afrikanischen Welsen ablaufen, veran-
schaulicht werden. Durch die abschirmende Wirkung der schlecht leitenden Strukturen
wie Knochen und Suprabranchialorgan wird ein Grof3teil des Stroms um das Gehirn, das
das Zielorgan der elektrischen Betdubung darstellt, herumgeleitet. Die anatomischen
Strukturen des Schédels schirmen das Gehirn effektiv gegen die Elektrobetdubung ab und
leiten einen GroRteil des elektrischen Stroms um das Gehirn herum. Dies kann eine Erkla-
rung fur die schlechte Wirksamkeit der Elektrobetdubung bei Afrikanischen Welsen unter
Praxisbedingungen sein.

Die Schwierigkeiten bei der Betdubung mittels des Kopfschlages liegen ebenfalls in der
Anatomie der Afrikanischen Welse begriindet. Der Kopf wird durch eine sehr kompakte
und dicke Knochenplatte bedeckt und schiitzt das Gehirn effektiv gegen mechanische Er-
schitterungen, die von auf3en einwirken.

Um eine einfache, sichere und vor allem Dingen eine bis zur Schlachtung anhaltende Be-
tdubung von Afrikanischen Welsen zu erzielen, wurde die Eiswasserbetdubung, ein in der
Praxis auRerhalb Deutschlands bekanntes Betdubungsverfahren, getestet. Dabei sollen die
Tiere durch das Einsetzen in ein Eis-Wasser-Gemisch und der damit einhergehenden ra-
schen Abkihlung bewusstlos werden. Durch das Verbleiben der Tiere im Eiswasser bis
zur Schlachtung soll zudem eine anhaltende Bewusstlosigkeit sichergestellt werden.

Die Beurteilung des Betadubungserfolges durch die Eiswasserbetdubung wurde mittels des
Ableitens von Hirnstrdmen untersucht. Hierzu wurden im Elektroenzephalogramm Visuell
evozierte Potentiale durch die Reizung mittels eines Lichtblitzes erzeugt. Die Reaktionen
des Gehirns wurden anschliel3end durch direkt in den Schédel implantierte Elektroden ab-
geleitet und digital aufgezeichnet.
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Sobald eine sichere Darstellung der Visuell evozierten Potentiale (VER) im Elektroenze-
phalogramm (EEG) erfolgte (Abb. 6) wurde ein Wels in ein Eiswassergemisch mit einer
Temperatur von 0,1 °C eingesetzt. Die Reaktionen des Tieres im EEG wurden kontinuier-
lich aufgezeichnet. Durch eine Abnahme der Reaktionen und ihr anschlieBendes Ausblei-
ben konnte gezeigt werden, dass durch das Einsetzen in Eiswasser eine Betdubung erreicht
werden kann (Abb. 7). Unter Laborbedingungen lag der Betdubungseintritt bei durch-
schnittlich 12 (+/- 2) Minuten.

F 4 A g,

ALY NN s
| | | |

8 b

IRV RS NSV W

Abb. 6: Durch Lichtreize (blau) konnten im EEG (rot) visuell evozierte Potentiale
aufgezeichnet werden (griin)
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Abb. 7: Darstellung des Verlaufes der VER unter Eiswasserbetaubung. A: Reaktion des
Gehirns ohne Eiswasser B: Uberpriifung der VER durch abdecken der Augen
(kein Reiz wird verarbeitet) C: Zugabe des Eiswassers und Abnahme der VER D:
Lichtreize werden vom Gehirn nicht mehr verarbeitet (Betdubungseintritt)

Diese Untersuchungen wurden unter Laborbedingungen und ausschlieBlich an fixierten
Tieren durchgefiihrt. So war es nicht moglich, das Verhalten der Tiere im Eiswasser zu
beurteilteilen .Da das Verhalten der Tiere wichtige Aussagen Uber das Betdubungsverfah-
ren gibt, so zum Beispiel ob ein Aversion- bzw. Meideverhalten gezeigt wird, wurde zu-
satzlich eine Bewegungsanalyse mit acht Welsen unter Eiswassereinfluss durchgefihrt.
Hierzu wurde Uber einen in die Bauchhohle implantieren Bewegungssensor, der die Be-
wegungen der Tiere in den drei Raumachsen aufzeichnet, ein Bewegungsprofiel erstellt
(Abb. 8). Im Eiswasser zeigten sechs von acht Tieren kaum Bewegungsaktivitaten. Nur
zwei Welse schwammen kontinuierlich. Heftige Abwehrbewegungen oder ein Heraus-
springen aus dem Eiswasser wurden nicht beobachtet. Durchschnittlich zeigten die Tiere
nach 7,5 +/- 2 Minuten keine eigenstandigen Bewegungen mehr.
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Zur Beurteilung der auftretenden Stressbelastung der angewandten Betdubungsverfahren
wurden Blutproben der Tiere untersucht. Hierbei wurde einerseits der Einfluss der Eis-
wasserbetdubung betrachtet, andererseits wurden auch die auftretenden Belastungen durch
das Abfischen der Tiere aus den Haltungsbecken untersucht. Hier ergab sich sowohl bei
Eiswasserbetdubung als auch durch das Abfischen eine erhdhte Cortisolausschittung.
Zwischen beiden MaRnahmen bestanden keine statistisch signifikanten Unterschiede
(Abb. 9).
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Abb. 9:  Zwischen den Betrachtungen der der Eiswasserbetdubung und dem Abfischen
sind keine signifikanten Unterschiede zu sehen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die anatomischen Strukturen des Schédels
von Afrikanischen Welsen eine stark abschirmende Wirkung gegen elektrischen Strom
besitzen und eine elektrische Betdubung duRerst schwierig machen. Durch das Einsetzen
in Eiswasser (0,1 °C) lassen sich Afrikanische Welse betauben. Der Betdubungseintritt
liegt bei durchschnittlich 12 +/- 2 Minuten. Wahrend der Eiswasserbetaubung wurde bei
den Tieren kein Fluchtverhalten beobachtet. Durch das Einsetzen der Tiere in Eiswasser
wurde, verglichen mit dem Abfischen der Tiere aus den Haltungsbecken, keine erhéhte
Cortisolausschittung beobachtet.

AbschlieRend wurde alternativ zu den oben beschriebenen Verfahren an einigen Tieren ei-
ne Betdubung mittels eines Bolzenschussapparates durchgefuhrt. Dadurch konnte bei aus-
reichend hohen Durchschlagkraft und korrekter Lokalisation des Schussapparates Uber
dem Gehirn ein sofortiger und anhaltender Betdubungseffekt erreicht werden.
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Zusammenfassung

Seit Ende der 1990er Jahre sind Erkrankungen von Koi und Karpfen bekannt, die durch
das Cyprinide Herpesvirus 3 (auch Koi Herpesvirus) verursacht werden. Die Erkrankung,
bezeichnet als KHV-I, hat erhebliche Verluste in Populationen von Koi und Speisekarpfen
verursacht und stellt auch gegenwaértig eine grof3e Belastung fur Aquakultur und Handel
von Karpfen dar. Wie stellt sich unser Wissen Uber das Virus und die dadurch verursachte
Erkrankung nach ca. 15 Jahre Forschung dar? Welche offenen Fragen sind zu klaren?

Untersucht wurde in zahlreichen Studien die Pathogenese des Virus (Infektionsverlauf,
Ausbreitung des Virus im Fisch, Zielorgane), wobei neue Untersuchungen darauf hindeu-
ten, dass der Infektionsverlauf von der Empfanglichkeit der Karpfen fur das Virus beein-
flusst wird. Es ist weiterhin gesichert, dass persistente oder latente Infektionen auftreten,
die durch Stress/ saisonal reaktiviert werden, wobei allerdings in der Literatur unterschied-
liche Informationen zu finden sind, in welchen Zellen / Gewebe das Virus latent vorliegt.

Zur Epidemiologie des Virus in Karpfenbestdnden gibt es Daten iber Viruslasten einzel-
ner Fische wahrend eines akuten Verlustgeschehens sowie bei Karpfen mit latenter Infek-
tion im Jahresverlauf, die Prasenz des Virus im Wasser von Karpfenteichen sowie Hin-
weise auf die Empfanglichkeit weiterer Fischarten fir die Infektion.

Grundlage fiir die Bekdmpfung der Virusinfektion sind Kenntnisse tber die Immunant-
wort der Karpfen auf die Infektion und Kenntnisse ber die Desinfektion von Teichen
nach einem Verlustgeschehen. Erste Informationen zu angeborenen Immunreaktionen auf
die Virusinfektion sowie Hinweise darauf, dass diese Immunreaktionen vom Virus beein-
flusst werden, liegen ebenso vor, wie Informationen uber die Bildung von Antikdrpern.
Diese Informationen wurden in verschiedenen Ansétzen zur Entwicklung von Impfstoffen
genutzt. Zudem zeigte sich, dass Karpfen aus unterschiedlichen genetischen Herkinften
eine unterschiedliche Empféanglichkeit fir das Virus aufweisen; auf welcher Grundlage die
Krankheitsresistenz verschiedener Karpfenstdmme beruht, ist jedoch bislang unklar.

Fur die Diagnostik der Infektion stehen verschiedene Verfahren zur Verfugung, die hin-
sichtlich Sensitivitat und Spezifitat diskutiert werden mussen.

Weiterer Forschungsbedarf besteht aus unserer Sicht neben der Immunologie (Einfluss der
Genetik auf Krankheitsresistenz, Immunmodulation durch das Virus) in der Entwicklung
wirksamer Impfstoffe und bei Fragen der Epidemiologie des Virus (genetische Varianz
des Virus, verschiedene Virusstimme?)
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After 15 years of research — What do we know about
the disease in carp induced by CyHV-3?

Summary

The disease induced by Cyprinid herpesvirus 3 (also known as Koi Herpesvirus) is known
from common carp and koi since the late 1990ies. This disease, assigned as koi herpesvi-
rus disease (KHV-D) has caused serious losses in populations of carp and koi and at pre-
sent is considered a major challenge to carp aquaculture and koi trade worldwide. What do
we know about this disease after about 15 years of research? Which are the open ques-
tions?

The pathogenesis of the virus (replication cycle, spreading of the infection over fish tis-
sues, target tissues) were investigated in a number of studies, which show that the out-
come of the infection will be modulated by the susceptibility of the host to the virus. It is
known that latent infections occur, which can be reactivated seasonally or during stress.

Data on the virus load of individual carp show that the virus load may differ considerably
between individuals both in populations suffering from an acute outbreak of KHV-D and
in latently infected populations. Data is also available on the seasonality of virus load in
latently infected carp, the presence of the virus in pond water and in individuals from feral
fish species from the pond environment.

As a basis for effective containment strategies, immune responses of carp to CyHV-3 and
effective disinfection measures for ponds need to be explored. First data on innate immune
responses of carp to CyHV-3 show that these responses can be modulated by the virus in
order to ensure its persistence in the host. In addition, data on adaptive immune responses
are available, which are used to explore different avenues for the development of an effec-
tive vaccine. In addition, it is known that different carp lines show different survival rates
during the infection.

Further studies are needed, which explore the genetic basis of these differences in disease
susceptibility and which study immune responses of carp to CyHV-3 infection and the
immune modulatory traits of the virus as a basis for the development of safe and effective
vaccines, which could be widely applied in the field.

In den spaten 1990iger Jahren trat bei Karpfen (Cyprinus carpio) und Farbvarianten des
Karpfens (Koi) erstmals eine neue verlustreiche Infektionskrankheit auf, in deren Verlauf
erkrankte Individuen lethargisches Verhalten, Haut- und Kiemenschaden sowie eine of-
fensichtliche Immunsupprimierung aufwiesen, so dass diese Erkrankung zuerst auf der
EAFP-Tagung in Schmallenberg (1998) als ,,Koi Immunosuppressive Syndrome, KISS*
beschrieben wurde (Blom, 1998). Kurze Zeit spater wurde die virale Atiologie dieser Er-
krankung erkannt und als Agens das Cyprinide Herpesvirus 3 (CyHV-3, auch als Koi
Herpesvirus, KHV bekannt) identifiziert (Hedrick et al. 2000). Das Virus infiziert Karpfen
nach heutigem Kenntnisstand iber die Haut, wo es zunéchst zu einer starken Virusreplika-
tion kommt (Costes et al. 2009, Adamek et al. 2013); es ist aber kurze Zeit spater in allen
Organen des infizierten Fisches nachweisbar (Gilad et al. 2004, Adamek et al. 2014). Be-
obachtungen zur Virusreplikation lassen vermuten, dass es sich bei CyHV-3 um ein
epitheliotropes Virus handelt. Es ist bei duferlich gesund erscheinenden Karpfen mit einer
symptomlosen Virusinfektion in Hautproben nachweisbar, die Infektion persistiert eben-
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falls in Leukozyten (Eide et al. 2011), speziell in Plasmazellen / B-Zellen (Reed et al.
2014), aber auch im zentralen Nervensystem (Miwa et al. 2014), wo es auch als zirkul&re
DNA vorliegen kann (Fujioka et al. 2015). Durch Stress, z. Bsp. Exposition von Karpfen
an der Luft, kann die Infektion reaktiviert werden (Bergmann et al. 2009), verbunden mit
dem Ausscheiden von infektionsfahigem Virus (Meyer 2007).

Das Virus repliziert in vitro in Zelllinien, die aus der Haut oder aus Flossen angeziichtet
wurden, wie Koi Fin (KF)-1, Koi Fin Cells (KFC), in primaren Zellkulturen aus Haut oder
Flossen, in Zelllinien aus Gehirnmaterial (Common carp brain, CCB), nicht jedoch in
Carp Leukocyte Cells (CLC).

Unmittelbar nach der Infektion mit CyHV-3 wird bei Karpfen eine Entziindungsreaktion
induziert. Bereits sechs Stunden nach der Infektion war der Spiegel an C-reaktivem Pro-
tein und die Komplementaktivitat des alternativen Reaktionswegs im Serum infizierter
Karpfen erhoht und stieg iber die ndchsten 24 h weiter stark an (Pionner et al. 2014). Die
Karpfen wiesen zu diesem Zeitpunkt eine starke Leukozytose und eine Granulozytose auf
(Negenborn et al. 2015). Gleichzeitig stieg im Laufe der Infektion die Osmolariat im Harn
infizierter Karpfen an und erreichte nahezu 50 % des Spiegels der Plasma-Osmolaritét, die
parallel dazu absank. Dieses l&sst eine akute Dysregulation des Salzhaushaltes bei Karpfen
unter CyHV-3-Infektion vermuten, was die Krankheitssymptome und die Todesfélle von
CyHV-3 infizierten Karpfen verursachen kann (Miwa et al. 2014, Negenborn et al. 2015).
Infizierte Karpfen scheiden das Virus tiber Haut, Schleim (Gilad et al. 2004), Kot (Dishon
et al. 2005) und Urin (Negenborn et al. 2015) aus und tragen so zur Ausbreitung der Infek-
tion in einer Population bei. In Feldstudien erwies sich CyHV-3 fir Karpfen als hoch an-
steckend und breitete sich schnell in einer Population aus, wobei jedoch auch wahrend der
Erstinfektion bei einzelnen Individuen stark unterschiedliche Viruslasten nachgewiesen
wurden (Baumer 2011). Wurden Karpfen aus Teichpopulationen mit latenter Virusinfekti-
on im Laufe des Produktionszyklus auf Viruslast von CyHV-3 untersucht, konnte das Vi-
rus sowohl im Friihsommer, im Sommer als auch bei Karpfen aus der Herbst- oder Friih-
jahrsabfischung bei kalten Temperaturen (um 10 °C) in zum Teil hoher Pravalenz nach-
gewiesen werden (Baumer et al, 2013). Dieses lasst vermuten, dass unabhéngig von der
Temperatur eine Reaktivierung des Virus wahrend der Abfischung, also unter Stressein-
wirkung erfolgt. Diese Beobachtung kann auch fir Untersuchungen von Karpfen auf eine
Infektion mit CyHV-3 bedeutsam sein: auch bei Temperaturen unter 20 °C erscheint nach
Stresseinwirkung die Beprobung von Karpfen zur Feststellung der Infektion sinnvoll.

Das CyHV-3 ldsst sich in geringer Konzentration im Teichwasser und im Ablaufwasser
von Teichen mit CyHV-3-infizierten Karpfen nachweisen, das Wasser war aber nicht in
jedem Fall fur Karpfen infektios (Baumer et al. 2013). Somit scheint eine hohe Anste-
ckungsgefahr fur Karpfen vor allem in der N&he oder bei direktem Kontakt mit infizierten
Individuen bestehen. Im Gewebe einiger Fischarten aus der Teichbiozonose, insbesondere
von Goldfischen, Plotzen, Rotfedern, Schleien und Grindlingen lasst sich CyHV-3 DNA
mittels PCR in geringer Kopienzahl und in geringer Pravalenz finden (Fabian et al. 2013).
Welche Rolle diese Fischarten fur die Epidemiologie des Virus spielen, ist noch nicht ge-
klart.

In Untersuchungen zur Empfanglichkeit verschiedener Karpfenlinien fur die Infektion mit
CyHV-3 und zur Krankheitsresistenz erwiesen sich viele Zuchtlinen domestizierter Karp-
fen als hochgradig empfanglich fir die Erkrankung, wahrend Kreuzungen mit Wildkarp-
fen (z. B. Dor-70/ Sassan, Shapira et al. 2005) oder Amur / Duna-Linien (Dixon et al.
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2009) hohe Uberlebensraten aufwiesen. Eine Schlussfolgerung aus diesen Studien ist, dass
die Zichtung CyHV-3-resistenter Karpfenlinien zwar grundsétzlich moglich ist, derzeit ist
jedoch unklar, auf welchen immunologischen Mechanismen diese Resistenz beruhen
konnte. Virus-induziertes Interferon (Interferon Typ 1), das bei vielen Viruserkrankungen
Virusausbreitung und Vermehrung hemmen kann und zum Uberleben infizierter Tiere bei-
tragt, kann zwar auch die Vermehrung von CyHV-3 verlangsamen (Adamek et al. 2012),
tragt aber nicht zum Uberleben der Karpfen nach Infektion bei (Adamek et al. 2014), ver-
mutlich weil das Virus die Interferon-Antwort infizierter Zellen unterdriicken kann
(Adamek et al. 2012). Deshalb spielen wahrscheinlich andere angeborene Immunreaktio-
nen bei der Eingrenzung der CyHV-3-Infektion eine wichtigere Rolle als Interferon Typ I,
vor allem die MHC-I-Antigenprasentation, Komplement-Aktivierung und die Aktivierung
von zytotoxischen T-Zell-Antworten (Rakus et al. 2012).

Auch adaptive Immunantworten tragen wesentlich zum Uberleben infizierter Karpfen bei.
Im Blut infizierter Karpfen lassen sich CyHV-3-spezifische Antikorper nachweisen und
viele Karpfen, die eine CyHV-3-Infektion berstanden haben, erkranken bei erneuter In-
fektion nicht. Auf der Grundlage dieser Beobachtungen wurden Impfstoffe zum Schutz
von Karpfen vor einer KHV-1 entwickelt. So wurde ein CyHV-3-Isolat durch wiederholte
Passage in der in vitro-Kultur und durch UV-Bestrahlung attenuiert und als Bad-Vakzine
eingesetzt. Bei so geimpften Karpfen wurde die Mortaliatsrate nach Infektion mit einem
virulenten Feldvirus auf ca. 20 % der Karpfen-Population gesenkt (Perelberg et al. 2005).
In einem anderen Impfstoff wurde mit Formalin inaktiviertes Virus in Liposomen einge-
schlossen und das wurde Karpfen oral verabreicht (Yasumoto et al. 2006). Auf diese Wei-
se lieR sich die Mortalitdt um ca. 70 % senken. Ein weiterer Weg besteht in der Entwick-
lung eines DNA-Impfstoffes, basierend auf einem Strukturprotein des CyHV-3 in einem
eukaryotischen Expressionssystem, dass dann Karpfen injiziert wird. Studien hierzu wur-
den fir die von ORF 25 und 81 codierten Proteine (Zhou et al. 2014a, b) und fur weitere
Proteine (Fuchs et al. 2014, Yi et al. 2014) beschrieben. Bisher sind allerdings keine Impf-
stoffe flr CyHV-3 in der EU oder Deutschland zugelassen.

Die Diagnostik einer Infektion von Karpfen mit CyHV-3 stutzt sich auf die Infektion von
Zelllinien, die von Haut/ Flossen oder Gehirn von Karpfen geziichtet wurden. Allerdings
gelingt nicht in jedem Fall die Anzucht des Virus aus infizierten Fischen, so dass die Zell-
kultur nicht als sichere Untersuchungsmethode in der Routine eingesetzt wird. Da das Ge-
nom des CyHV-3 sequenziert ist (Aoki et al. 2007), sind mehrere verschiedene PCR-
Verfahren zum Nachweis virus-spezifischer Genom-Sequenzen beschrieben, die mit einer
Nachweisgrenze von weniger als zehn Viruskopien pro Probe (Gilad et al. 2004) eine ho-
he Sensitivitat aufweisen und fast Uberwiegend in der Diagnostik verwendet werden.
Problematisch ist weiterhin der Nachweis der Infektion bei gesund erscheinenden latenten
Virustragern mit dul3erst geringen Viruslasten in ihren Geweben. Da nur vereinzelte Zel-
len das Virusgenom tragen, kdnnen bei diesen Fischen Gewebeproben trotz vorliegender
Infektion keine infizierten Zellen aufweisen, so dass die Untersuchung dieser Proben ei-
nen negativen Befund ergibt. Dieses lasst sich nur durch die Untersuchung einer ausrei-
chend grofien Anzahl von Fischen aus dem Bestand absichern. Aul3erdem mussen brauch-
bare Proben (ca. 25 mg Gewebe) zur Untersuchung kommen.

Ausblick

Die Entwicklung von sinnvollen Bek&mpfungsstrategien fir diese Infektion bleibt eine
Herausforderung fiir die Zukunft. Dazu sollten Immunantworten von Karpfen auf Infekti-
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onen mit CyHV-3 untersucht werden, um die Achillesferse des Virus zu finden. Interes-
sant ist auch die Frage, in welcher Weise das Virus Immunantworten manipuliert, um sein
Uberleben im Wirt zu sichern. Eine wichtige Rolle bei der Bekampfung der Infektion spiel
die Entwicklung eines wirksamen Impfstoffs.
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Zusammenfassung

Herpesviren werden in vielen fir die menschliche Erndhrung genutzten aquatisch leben-
den Nutztieren nachgewiesen. Gegenwartig werden diese Viren in der neu geschaffenen
Ordnung Herpesvirales mit den Virusfamilien Herpesviridae (Subfamilien o-, B- und y-
Herpesviridae), Alloherpesviridae (Fische und Frdsche) und Malacoherpesviridae (Aus-
tern und Abaloni) zusammengefasst. Wahrend die Herpesviren der Familie Herpesviridae
sehr spezifisch nur bei einem Wirt eine Erkrankung auslésen kénnen, scheint dieses bei
den Herpesviren im aquatischen Bereich nicht zuzutreffen. Die Familie der Alloherpes-
viridae umfasst taxonomisch die Genera Batrachovirus, Ictalurivirus, Salmonivirus und
Cyprinivirus. Im Genus Batrachiovirus sind die Ranid Herpesviren 1 und 2 eingruppiert,
die zwar bei Leopardfroschen gefunden wurden, aber viele weitere Spezies der Ranidae
(Frosche) infizieren und Krankheiten (Tumoren, Hautschadigungen) auslésen konnen. In
die Ictaluriviren sind das Katzenwels-Herpesvirus (CCV, Ictalurid Herpesvirus 1) ein-
gruppiert, welches Erkrankungen beim Katzenwels, dem Blauen Katzenwels und bei pazi-
fischen Sardinen auslésen kann. Das in diese Gruppe eingeordnete Ictalurid Herpesvirus 2
wurde bisher nur im Schwarzen Zwergwels nachgewiesen. Auch die zu den Ictaluriviren
gehorenden Herpesviren der Store (Acipenser Herpesvirus 1 und 2) werden in einer Viel-
zahl von Stor-Spezies (u. a. Weiler Stor, Kurznasenstor, Russischer Stor) mit Erkrankun-
gen nachgewiesen. In die Salmonivirusgruppe sind die Salmonid Herpesvirus 1, 2 und 3
eingeordnet. Die Salmonid Herpesviren 1 und 2 infizierten eine Vielzahl von Salmoniden-
arten und lassen diese erkranken. Das SaHV-3 hingegen wurde bisher nur bei Saiblingen
gefunden.

Zu den Cypriniherpesviren werden alle Cyprinidherpesviren (1-3) als auch das Aalherpes-
virus (HVA) gezéhlt. Die Karpfenpockenviren (CyHV-1) wurden bei Karpfen, Goldfi-
schen, Koi und Orfen entdeckt, das Goldfischherpesvirus (CyHV-2) bisher beim Gold-
fisch, bei Giebeln und Karauschen nachgewiesen, das CyHV-3 (Koi-Herpesvirus) hinge-
gen auch bei sehr viele Arten der Familien Cyprinidae, Percidae, Acipenseridae und Sal-
monidae sowie offenbar noch vielen weiteren. Das HVA kommt wahrscheinlich auch in
verschiedenen Varianten vor. Aus Taiwan wurde beschrieben, dass ein HVA auch letal fur
Karpfen war.

Alle Herpesviren aus dem aquatischen Bereich scheinen in keiner Weise an nur einen Wirt
gebunden zu sein. Oft kdnnen sie mehrere Wirte infizieren, auch wenn die Erkrankung nur
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bei einem der Wirte zu beobachten ist (z. B. KHV-I). Diese Hypothese lasst sich unter-
mauern, wenn man sich die Infektionen und Erkrankungen durch die Malacoherpesviridae
betrachtet. Das Austernherpesvirus (OsHV-1) lasst sowohl alle Austernarten, als auch vie-
le Muschel- und Herzmuschelarten erkranken. Das ,,abaloni herpesvirus (AbHV-1)* infi-
ziert alle bekannten Arten der Meeresohren.

How species-specific are infections with herpesvirus
detected in aquatic environment?

Abstract

Herpesviruses are detected in many aquatic animals used for human consumption. Cur-
rently, these viruses are in the newly created order Herpesvirales with the virus families
Herpesviridae (subfamilies a-, B- and y- Herpesvirinae), Alloherpesviridae (fish and
frogs) and Malacoherpesviridae (oysters and abaloni). While the herpesviruses of the fam-
ily Herpesviridae are often very species-specific and can cause a disease only in one host,
this does not match to the herpesvirus from the aquatic environment. The Alloherpesviri-
dae family includes taxonomic species Batrachovirus, Ictalurivirus, Salmonivirus and Cy-
prinivirus. In Batrachiovirus the Ranid herpesviruses 1 and 2 are grouped, which were
found in leopard frogs, but infect many other species of Ranidae (frogs) and can cause
diseases (tumors, skin damage etc.). In Ictalurivirus the channel catfish herpesvirus (CCV
Ictalurid herpesvirus 1) is grouped which can cause a disease in different catfish, blue cat-
fish and perhaps in Pacific sardines. Another member of this group Ictalurid herpesvirus 2
has been detected in black bullhead only, so far. In the same taxa herpesviruses of stur-
geon (Acipenser herpes virus 1 and 2) are included. These viruses infect a variety of stur-
geon species, including White sturgeon, shortnose sturgeon and Russian sturgeon, where
also diseases are generated.

In the Salmonivirus group, the Salmonid herpesvirus 1, 2 and 3 are integrated. The Salm-
onid herpesvirus 1 and 2 infect a large number of salmonids and induce diseases in those
species. The SaHV-3, however, was found in char only, so far. The group Cyprinivirus
consists of three Cyprinid herpesviruses (CyHV 1-3) and the eel herpesvirus (HVA). The
carp pox virus (CyHV-1) were detected in clinically diseased carp, goldfish, koi and ide,
the goldfish herpesvirus (CyHV-2) previously demonstrated in goldfish, now also in wild
and farmed Prussian carp and crucian carp and CyHV-3 (Koi herpesvirus), however, may
infect a number of species of the fish families Cyprinidae, Percidae, Acipenseridae and
Salmonidae and apparently many more. The HVA probably also occurs in several vari-
ants. From Taiwan a case was reported where HVA was also lethal to carp. All herpesvi-
ruses from the aquatic environment seem not to be very species-specific by infection. Of-
ten they can infect multiple hosts, even if the disease is observed only in one of the hosts
(e. g. KHVD in carp and koi only). This hypothesis can be substantiated when the infec-
tions and diseases considered by the Malacoherpesviridae. The oyster herpesvirus (OsHV-
1) was detected in different oyster species, as well as in different mollusk species (calms
and cockles) where also diseases and mortality were induced. The "abaloni herpesvirus
(AbHV-1)" infects all known species of abaloni.
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Literatur und eigene Untersuchungen
Malacoherpesviren (Herpesviren der Weichtiere)

In diese Gruppe sind derzeit zwei Viren eingeordnet: das Aurivirus und das Ostreavirus.
Das Aurivirus oder AbHV-1 (Abaloni oder Haliotid herpesvirus 1) verursacht die fiir die
Meeresohren todliche ,,Abalone Viral Ganglioneuritis (AVG)®, eine schwere das Nerven-
gewebe der betroffenen Schnecken zerstorende Erkrankung, welche in den OIE-
Dokumenten gelistet ist. Derzeit sind mindestens drei Arten und ein Abaloni-Hybrid
[Haliotis rubra, H. diversicolor, H. laevigata und der Tiger-Abaloni (rubra x laevigata)]
davon betroffen.

Das Ostreavirus oder OsHV-1 (Ostreid herpesvirus 1) befallt neben einer groRen Anzahl
an wirtschaftlich genutzten Austern (z. B. Crassostrea gigas, C. angulata, C. ariakensis,
Ostrea edulis) auch Muschelarten (z. B. Ruditapes philippinarum, R. decusatus, Pecten
maximus).

Fazit

Beide Viren verursachen sehr groRe wirtschaftliche Schaden in den Erzeugerbestanden
und -landern. Sie sind weder bei der Infektion noch bei der Ausbildung einer Erkrankung,
einschlieBlich Mortalitat, wirtsspezifisch.

Alloherpesviren (Herpesviren der Amphibien und der Fische)

Zum Genus Batrachovirus werden die Ranid Herpesvirus 1 (RaHV-1) und 2 (RaHV-2)
gerechnet. Das RaHV-1 wurde in Tumoren (Lucke Tumor) von Leopardfréschen (Rana
pipiens sp.) verschiedener Unterarten nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wurde das in der
Haut gut nachzuweisende RaHV-2 bei mehreren Frosch-Spezies diagnostiziert. Weitere
Amphibien stehen in Verdacht, ein ahnliches wenn nicht sogar das gleiche Virus in der
Haut zu tragen.

Fazit

Das RaHV-1 wurde in zwei eng verwandten Spezies gefunden. Das RaHV-2 ist nicht an
eine Art gebunden und damit nicht sehr spezies-spezifisch, Infektionen sind nicht an einen
Wirt gebunden.

Zu den Ictaluriviren werden sowohl die Welsherpesviren [Channel Catfish Virus (CCV),
auch Ictalurid Herpesvirus IcHV-1 genannt, und das IcHV-2] als auch die Herpesviren der
Store gezahlt. Das CCV wurde bisher beim Amerikanischen Katzenwels [Ictalurus (Amei-
urus) punctatus], beim blauen Katzenwels (I. furcatus) und ein dem CCV sehr &hnliches
Virus bei verschiedenen Massenmortalitaten der Pazifischen Sardine (Sardinops sagax) in
Australien gefunden. Das IcHV-2 ist bisher nur beim Schwarzen Zwergwels (Ameiurus
melas) nachgewiesen.

Wie bei den Welsviren sind derzeit auch 2 Stérherpesviren (Acipenserid herpesvirus A-
ciHV-1 und AciHV-2) bekannt. Das AciHV-1 wurde beim Weillen Stor (Acipenser trans-
montanus) in den USA isoliert. Das Virus kann jedoch eine ganze Reihe weiterer Storar-
ten infizieren und auch Erkrankungen ausldsen. Gleiches gilt fir das AciHV-2, welches
neben dem WeilRen Stor auch u. a. beim Kurznasenstor (A. brevirostrum) und beim Russi-
schen Stor (A. baeri) gefunden wurde.
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Fazit

Die Ictaluriviren sind kaum spezies-spezifisch, Infektionen sind nicht an einen Wirt ge-
bunden.

Bei den Salmoniviren konnen die Salmonid Herpesviren 1 bis 3 (SalHV-1, -2 und -3) un-
terschieden werden. Wahrend das SalHV-1 bei Regenbogenforellen (Oncorhynchus my-
kiss) und dem Ketalachs (O. keta) identifiziert wurden, sind die Trager des SalHV-2 neben
der Regenbogenforelle auch der Rot- (O. nerka), der Masu- (O. masou) und der Silber-
lachs (O. kisutch). Das SalHV-3 wurde bisher nur beim See-Saibling (Salvelinus alpinus)
gefunden.

Fazit

Die Salmoniviren sind nicht spezies-spezifisch, Infektionen sind nicht an einen Wirt ge-
bunden.

Zum Genus Cyprinivirus gehdren nach dem derzeitigen Kenntnisstand die cyprinid her-
pesvirus 1 - 3 (CyHV-1 bis -3) sowie das Aalherpesvirus (HVA oder AngHV-1). Die taxo-
nomische Einordnung ist bei diesen Viren noch nicht abgeschlossen. Probleme bei deren
Beurteilung ergeben sich, wie beim HVA, u. a. aus den Gebieten und den Tieren aus denen
es isoliert wurde. So wurde das HVA urspriinglich bei japanischen Aalen (Anguilla japoni-
ca) in Japan nachgewiesen. Kurze Zeit spater fand man das HVA auch bei européischen
Aalen (A. anguilla) in Japan. Aus Taiwan wurde ein Isolat von européischen Aalen be-
schrieben, welches auch hochinfektits und sogar todlich fur Karpfen (Cyprinus carpio)
war. Europdische HVA-Isolate wurden an Aalen und Karpfen geprift. Diese HVA-Isolate
wurden zwar im Karpfen vermehrt, induzierten dort aber keine sichtbare Erkrankung (ei-
gene Untersuchungen), aber deutlich nachweisbare neutralisierenden Antikorper.

Fazit

Das HVA scheint keine Bindung an eine Spezies zu besitzen, Infektionen sind nicht an ei-
nen Wirt gebunden.

Das CyHV-1 (Karpfenpockenvirus) wird in der englischsprachigen Literatur als ein Virus
von Karpfen und Elritzen (Phoxinus phoxinus) bezeichnet. Es wurden klinisch manifeste
Erkrankungen beim Goldfisch (Carassius auratus) und auch bei Goldorfen (Leuciscus i-
dus) beschrieben.

Fazit
Das CyHV-1 ist nicht spezies-spezifisch, Infektionen sind nicht an einen Wirt gebunden.

Das CyHV-2 (Goldfischherpesvirus) galt bis 2012 als Ausldser einer fur den Goldfisch
todlichen Erkrankung. In den letzten Jahren wurden aber auch Massenmortalitdten bei
Gustern (Blicca bjoerkna) und bei Karauschen (C. carassius) beobachtet, welche ursach-
lich mit dem CyHV-2 verbunden waren. Auch der Karpfen ist mit CyHV-2 infizierbar, oh-
ne jedoch zu erkranken.

Fazit
Das CyHV-2 ist nicht spezies-spezifisch, Infektionen sind nicht an einen Wirt gebunden.

Das CyHV-3 oder KHV I6st Erkrankungen (KHV-Infektion, KHV-1 oder KHVD) bisher
ausschlieBlich bei der Spezies C. carpio (Karpfen, Koi) aus. Es besteht aber der Verdacht,
dass im Zuge von KHV-I-Ausbrichen auch Goldfische und Rotaugen von einem Verlust-
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geschehen betroffen sein kdnnen. Aus Indonesien wurde ein fast 100 %iges Verlustge-
schehen auch bei den Speise-Gouramie (Osphronemus goramy) in Bereichen mit hoher
Mortalitat bei Karpfen beschrieben. Ursache beim Karpfen war das KHV.

Im Zuge der Bearbeitung der Infektion mit dem KHV konnte gezeigt werden, dass das Vi-
rus in einer grof’en Anzahl an Fischspezies (Acipenseridae, Percidae, Cyprinidae u. v. a.
m.) vermehrt und infektios an Karpfen oder Koi weitergegeben werden kann.

In eigenen Untersuchungen konnte das KHV in Hechten (Esox lucius) und in Regenbo-
genforellen gefunden und von diesen an Karpfen mit und ohne Ausbildung der KHV-I
weitergegeben werden. Bei den Forellen wurde dies virologisch und serologisch bestatigt,
beim Hecht ,,nur” auf Karpfen tlibertragen. Weitere KHV-Nachweise erfolgten aus Klein-
krebsen (Gammarus sp.) und aus Teichmuscheln (Anodonta cygnea) oder auch in den ver-
schiedensten Planktonarten in Japan.

Fazit

Das CyHV-3 oder KHYV ist nicht spezies-spezifisch, Infektionen sind nicht an einen Wirt
gebunden.

*Quellenangaben sind beim Autor unter der Adresse sven.bergmann@fli.bund.de hinter-
legt.
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Zusammenfassung

Da das Cypriniden-Herpesvirus 3, auch Koi Herpesvirus (KHV) genannt, in letzter Zeit
viel Aufmerksamkeit erlangt hat, untersuchen die meisten Wissenschaftler Mechanismen
sowie genetische und immunologische Fragestellungen der Erkrankung in Tieren, um
neue Diagnose- und Behandlungsverfahren zu entwickeln. Wenige Arbeitsgruppen versu-
chen, das Replikationsverhalten in Zellkulturen zu optimieren, mit denen in der Folge
leichter und reproduzierbarer Ergebnisse in den genannten Fragestellungen erzielt werden
kdnnen.

Im Folgenden werden Bestrebungen vorgestellt, die KHV Replikation in common carp
brain (CCB) Zellkulturen, vom verfahrenstechnischen Standpunkt gesehen, zu optimieren.
Das verwendete Isolat — KHV-TP 30 — vom Friedrich-Loeffler-Institut (FLI) wurde auf
den Einfluss verschiedener Parameter getestet, darunter: multiplicity of infection (MOI),
time of infection (TOI) und time of harvest (TOH). Alle Versuche sind mittels Hydrolyse-
Sonden gqPCR (Gilad et al. 2004) und tissue culture infectious dose of 50 % (TCIDsp) aus-
gewertet worden. Beide Methoden zusammen lassen Aussagen Uber die Viruslast und die
Anzahl infektidser Partikel zu. Dabei zeigte sich, dass wéhrend einer Kultivierung die In-
fektiositat ein Maximum erreicht und anschlieBend wieder abnimmt, die Viruslast dagegen
ab dem erreichten Maximum konstant bleibt. Daraus kann gefolgert werden, dass der
TOH als Zeitpunkt, an dem die infizierten Zellen eingefroren werden, mal3geblich die
Qualitat des produzierten Virusstocks determiniert. Die von uns optimierten Parameter
verbesserten in diesem Virus-Wirt-System die Infektiositat schlieBlich um ein Tausendfa-
ches, das in Titern von 2 x 10® Pfu/mL resultierte. Nach unserem Kenntnisstand ist bislang
kein vergleichbar hoher Virus-Titer in der einschldagigen Literatur verdffentlicht worden.

Solche Ausbeuten erleichtern weitere Untersuchungen zur Stabilitat sowie zur Desinfekti-
on des Virus und kdénnen gleichzeitig dazu beitragen, genug Virusmaterial bereit zu stel-
len, um den Infektionsmechanismus detaillierter zu untersuchen.
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Replication of Cyprinid Herpesvirus 3 (CyHV-3)
on common carp brain cells

Summary

While most researchers working with Cyprinid Herpesvirus 3 (CyHV-3), also called Koi
herpesvirus (KHV) are interested in a better understanding of the infection mechanism and
disease development in animals using genetic and immunological information, very few
tried to investigate replication behavior in cell cultures adequately.

The following work presents an attempt to illuminate the KHV replication in common
carp brain (CCB) cell cultures from the engineering point of view. Therefore an isolate —
KHV-TP 30 — received from Friedrich-Loeffler-Institut (FLI) was used. The influence of
different parameters, such as multiplicity of infection (MOI), time of infection (TOI) and
time of harvest (TOH) were tested. All experiments were evaluated using hydrolyzed
probe gPCR (Gilad et al. 2004) and Tissue Culture Infectious Dose of 50 % (TCIDsp). Es-
pecially the TOH can be crucial for generating a usable virus stock, because the infectivity
stagnates by time while Virus copy numbers are stable. During the optimization of infec-
tivity in the given virus-host system, we were able to prove that the infection can be seen
as a lytic cycle. Applying optimized infection parameters enabled to improve the infectivi-
ty of the harvested virus stock by thousand fold, reaching up to 2 x 10® Pfu/mL. To our
knowledge, so far, there is no information in the peer reviewed literature showing compa-
rably high virus titers.

Such high yields of virus not only facilitate conduction of further studies including stabil-
ity tests of the virus stock under various supplementation or disinfection trails but also
provide enough virus material to perform more detailed examination of the infection
mechanism.

Die Zellkultur CCB (Common Carp Brain) und das Virusisolat KHV-TP30 wurden von
Herrn Matthias Lenk und Dr. habil. Sven Bergmann vom Friedrich-Loeffler-Institut (FLI),
Bundesforschungsinstitut fir Tiergesundheit, Insel Riems, Deutschland zur Verfligung ge-
stellt. Die Arbeiten wurden im Rahmen des vom Bundesministerium fur Erndhrung und
Landwirtschaft finanzierten Projekts mit dem FKZ 100E053 ,,Maflnahmen gegen Virosen
in 0kologischen Aquakulturen* durch die Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft,
Institut fir Fischerei, Starnberg, Deutschland durchgefihrt.
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Zusammenfassung

Erkrankungen durch Koi sleepy disease (KSD) virus, auch unter der Bezeichnung Carp
edema virus (CEV) bekannt, sind seit den 1970er Jahren in Japan beschrieben. In Europa
wurde dieses Pocken Virus in England, Deutschland, den Niederlanden und Frankreich
nachgewiesen.

Die Erkrankung kann Mortalitaten bis zu 80 % verursachen. Besonders bei Kois wurde als
typisches Krankheitsmerkmal eine hochgradige Apathie mit Schwimmstérungen und Ab-
sinken auf den Boden beschrieben. Zu den weiteren Krankheitszeichen gehéren Enoph-
thalmus, Nekrosen der Kiemen und allgemeine Odemisierung.

Im Friihjahr 2014 wurden unabhéngig von einander und aus verschiedenen Gebieten Os-
terreichs ein Koi und ein Karpfen mit KSD/CEV-verdachtiger Symptomatik zur Untersu-
chung gebracht. VVon dem Koi konnte eine Blutprobe gewonnen und hamatologisch unter-
sucht werden. Dabei wurden eine Anamie, Lymphopenie und Neutrophilie festgestellt.
Beide Fische zeigten einen hochgradigen Befall mit Ektoparasiten; bei der bakteriologi-
schen Untersuchung konnten Aeromonas hydrophila, bzw. A. sobria nachgewiesen wer-
den. Mittels Zellkultur wurde SVC ausgeschlossen und molekulargenetische Untersu-
chungen auf KHV waren negativ. Flr den molekulargenetischen Nachweis von CEV/KSD
aus DNA-Proben von Kiemen, Gehirn, Kopfniere und Milz wurden zwei Protokolle ver-
wendet. (Oyamatsu et al. 1997; CEFAS 2013, personliche Kommunikation). Mit beiden
Protokollen wurden fiir KSD/CEV spezifische Amplifikationsprodukte erhalten. Anamne-
se, klinische Erscheinungen sowie histopathologische Ergebnisse unterstiitzen die Diagno-
se KSD/CEV. Somit wurde KSD/CEV erstmals in Osterreich nachgewiesen.

Diese Félle illustrieren die Notwendigkeit von epidemiologischen Untersuchungen, spezi-
ell im Hinblick auf eine Verbreitung dieses Virus durch Kois und seine Ubertragung auf
Nutzkarpfen-Besténde. Driiber hinaus besteht die Notwendigkeit, den Status der Durch-
seuchung der Bestande zu erheben und die Bedeutung dieser Erkrankung zu evaluieren.

Literatur
Der Vortrag wurde publiziert in: Transbound Emerg Dis. 2015 Feb;62(1):6-12

LEWISCH E1, GORGOGLIONE B, WAY K, EL-MATBOULI M. (2015) Carp edema
virus/koi sleepy disease: an emerging disease in central-East Europe
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Zusammenfassung

Flavobakterien spielen in der Fischzucht weltweit eine entscheidende Rolle. Insbesondere
in der Zucht von Salmoniden treten immer wieder Flavobakterien-bedingte Probleme,
meist verursacht durch Flavobacterium psychrophilum und F. columnare auf. Betroffen
von Infektionen sind sowohl Haut und Kiemen als auch innere Organe. In der Schweiz
wurden bisher Flavobakterien-bedingte Krankheiten in erster Linie durch F. psychrophi-
lum hervorgerufen. Der Nachweis erfolgte bisher mittels Kultur was aber zeitaufwandig
ist. Im Rahmen des EMIDA-ERA-net Projektes ,,Pathofish wurde durch den Projekt-
partner Phylogene eine Tagman real time PCR-Methode fur den Nachweis von F.
psychrophilum entwickelt (Phylogene). Eine weitere Tagman real time PCR, die andere
Sequenzen als die Phylogene-gqPCR nutzt, wurde im Rahmen eines PhD Projektes etabliert
(Strep Tag). Diese zweite Methode wurde zudem so modifiziert, dass sie auch fir SYBR
Green real time PCR (Strep SYBR) nutzbar ist. Material aus der Routinediagnostik wur-
den mit diesen drei Methoden auf das Vorhandensein von F. psychrophilum getestet. Die
Resultate wurden miteinander verglichen und zudem den Resultaten von Kulturen auf
Spezialmedien gegeniibergestelit.

Die Resultate zeigen, dass sich mit allen drei PCR-Methoden F. psychrophilum nachwei-
sen lasst. Es besteht eine gute Ubereinstimmung zwischen den drei Methoden, wobei mit
der SYBR Green real time PCR am haufigsten ein positives Resultat gefunden wurde, ge-
folgt von der Phylogene-PCR. Am wenigsten empfindlich war die Strep Tag Methode. In
der Mehrzahl der Falle stimmten die Resultate auch mit dem Ergebnis der Kultur Gberein.
Es finden sich aber auch Proben, bei denen die Kultur entweder negativ war oder gewach-
sene Bakterien nicht als F. psychrophilum erkannt worden waren, die PCR Methoden hin-
gegen auf F. psychrophilum hingewiesen hatten und umgekehrt. Diese Unterschiede kdn-
nen zumindest teilweise mit der ldentifikationsmethode der kultivierten Keime zusam-
menhangen, bei der morphologische Merkmale benutzt werden, welche nicht immer eine
verlassliches Resultat ergeben. Mit einer erst kirzlich etablierten MALDI-TOF MS Me-
thode kann hier eine grossere Sicherheit erreicht werden.

Insgesamt haben alle drei PCR ihre Brauchbarkeit fur den Nachweis von F. psychrophi-
lum in Feldproben demonstriert.



Vergleich verschiedener Nachweismethoden fur 103
Flavobacterium psychrophilum

Comparison of different detection methods for
Flavobacterium psychrophilum

Summary

Flavobacteria represent an important problem in the aquaculture worldwide. In particular
farmed salmonids are often affected, whereby the most important Flavobacterial species
are F. psychrophilum and F. columnare. Both external (skin, gills) and internal organs are
infected.

The main flavobacterial pathogen in Switzerland is F. psychrophilum. So far the diagnosis
of this bacterium was mainly based on culture. However, this method is time consuming.
In the frame of the EMIDA-ER Anet project “Pathofish” the project partner Phylogene de-
veloped a Tagman gPCR (Phylogene) for the detection of F. psychrophilum. A further
Tagman gPCR using other sequences than those for the Phylogene gPCR was developed
in the frame of a PhD thesis (Strep Tag). In addition this second method was modified in
order to be used as a SYBR Green real time PCR (Strep SYBR). All three methods were
used to detect F. psychrophilum in samples from routine diagnostic cases. Comparisons
between culture and gPCR results as well as among the three gPCR methods were per-
formed.

F. psychrophilum was detected in field samples with all three gPCR methods. There was a
good agreement between the results. The Strep SYBR method appeared to be most sensi-
tive, while the Strep Taq showed the lowest sensitivity. In the majority of the samples
there was agreement between qPCR and culture results. However in several samples F.
psychrophilum was not detected by gPCR despite growth of bacteria in culture. From
these finding it was concluded that an identification of F. psychrophilum based on mor-
phological traits of colonies and single bacteria is less reliable than by qPCR. Identifica-
tion of several isolates by a recently established MALDI-TOF MS method supported this
hypothesis.

These investigations confirmed the suitability of the tested gPCR methods for the detec-
tion of F. psychrophilum in field samples.

Einleitung

Flavobakterien stellen in der Fischzucht ein grosses Problem dar. Insbesondere bei ge-
zuchteten Salmoniden treten immer wieder Probleme auf. Verschiedene Flavobakterienar-
ten sind bekannt. In der Salmonidenzucht fuhren in erster Linie Infektionen durch
Flavobacterium psychrophilum und F. branchiophilum zu Abgangen. In der Schweiz
wurde bisher fast ausschliesslich F. psychrophilum nachgewiesen (Strepparava et al.
2013). Die Krankheitsbilder kénnen sehr unterschiedlich sein. Einerseits werden externe
Lasionen auf der Haut und den Flossen festgestellt, die sich durch Erosionen der Epider-
mis bzw. dem Verlust von Flossenteilen dussern. Andererseits konnen die Kiemen befal-
len werden, was zur sogenannten Bakteriellen Kiemenkrankheit fihrt. F. psychrophilum
kann aber auch zu systemischen Infektionen verursachen. Typische Symptome sind hier
massiv vergrésserte Milzen, haufig tberzogen mit einem fibrosen Belag, aufgetriebene
Bdauche, vorstehende Augen und eine generelle Andamie. Nicht immer sind bei infizierten
Fischen aber typische Symptome vorhanden, was die Diagnose erschwert.
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Im diagnostischen Material der Fischuntersuchungsstelle am Zentrum fur Fisch- und
Wildtiermedizin machen Flavobakterien tiber 35 % aller festgestellten Bakterien aus. In-
nerhalb der Flavobakteriosen spielt die bakterielle Kiemenschwellung mit Gber 50 % eine
herausragende Rolle aber auch die systemische Form ist mit Gber 20 % der Félle stark ver-
treten. Eine Auswertung der Falle nach Jahren zeigte, dass zwar deutliche Schwankungen
in der Haufigkeit der einzelnen Krankheitsformen zwischen den Jahren auftreten, dass
aber immer alle Formen der Flavobakteriosen vorkommen. Einzig die systemische Form
wurde vor 1991 in der Schweiz nicht nachgewiesen.

Fur den Nachweis von Flavobakterien stehen verschiedene Methoden zur Verfligung. Ei-
nerseits lassen sich die Bakterien in Abstrichen von Haut und Kiemen direkt nachweisen.
Andererseits konnen die Erreger auf speziellen Nahrboden kultiviert und dann basierend
auf der Kolonie- und Einzelbakterienmorphologie identifiziert werden. Gerade bei der
Kultur stellen sich aber verschiedene Probleme. Flavobakterien wachsen generell langsam.
Als Folge davon kommt es haufig zu einem Uberwachsen der Flavobakterien durch
schneller wachsende Keime, insbesondere bei Kulturen von Haut und Kiemen, wo meist
ein Gemisch von verschiedenen Erregern vorliegt. Zudem ist eine Identifikation basierend
auf der Morphologie fehleranféllig und eine Unterscheidung zwischen unterschiedlichen
Flavobakterien-Arten ist nicht moglich. Als Alternative bieten sich molekularbiologische
Methoden an.

Im vorliegenden Projekt sollten verschiedene PCR-Methoden auf ihre Brauchbarkeit fur
den Nachweis von Flavobakterien in Feldmaterial getestet und mit anderen Nachweisme-
thoden verglichen werden. Zur Verfligung standen drei g°PCR Methoden. A) eine durch
die Firma Phylogene S.A. (Bernis, Frankreich) im Rahmen des EMIDA-ERANET Projek-
tes ,,Pathofish* entwickelte Tagman PCR (im weiteren bezeichnet als Phylogene); B) eine
im Rahmen einer PhD-Dissertation entwickelte Tagman PCR (Strepparava et al. 2014)
(im weiteren bezeichnet als Strep Taq) und C) ein SYBR-Green PCR (bezeichnet als Strep
SYBR), die auf der Methode von Strepparava aufbaute. Die Methoden A und B waren im
Rahmen ihrer Entwicklung auf Sensitivitdt und Spezifitat geprift und fur Labormaterial
validiert worden.

Beim fiir diesen Vergleich benutzten Material handelte es sich um 36 Falle aus der Routi-
nediagnostik. Enthalten waren Regenbogenforellen, Bachforellen und Aeschen, die zwi-
schen 2 und 25 cm massen. Beprobt wurden Kiemen (36), Milzen (32) und Nieren (23).
Von je drei Fischen eines Falles wurden Pools pro Organ hergestellt. Die so gewonnenen
Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren. Ebenfalls in die Untersuchung
einbezogen wurden drei Proben von Eiern sowie vier Kulturproben und ein Hautabstrich.

Wahrend der Sektion der Fische wurde auch eine bakteriologische Untersuchung hinsicht-
lich Flavobakterien mittels Kultur durchgefuhrt, wobei ein modifizierter Anacker — Ordal
Agar zum Einsatz kam. Die Inkubation erfolgte bei 15 °C (iber einen minimalen Zeitraum
von 96 Stunden. Die Bakteriologische Abklarung beschrankte sich in den meisten Fallen
auf Kiemen und Milz. Insgesamt standen 76 Kulturen zur Verfugung.

Bei einem Teil der Untersuchungen wurden auch Nativpréparate auf das Vorhandensein
von Flavobakterien untersucht. Dabei handelte es sich einerseits um Kiemenpréparate und
andererseits um Quetschpréaparate von Milzen.

Die DNS-Extraktion erfolgte bei allen Proben mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit von
Qiagen (Hombrechtikon, Schweiz). Die Durchfuhrung der PCR stltzte sich auf die Anga-
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ben des Anbieters (Phylogene) bzw. auf die publizierten Angaben (Strep Taq). Fur die
Strep SYBR kamen dieselben Primer wie fur die Strep Taq sowie ein Tag qPCR Master
Mix (Promega 6002) zum Einsatz. Letzterer wurde gemass den Angaben des Lieferanten
benutzt. Als Postitivkontrollen wurde eine Reinkultur von F. psychrophilum eingesetzt.

Als Grenzwert fiir positive Resultate wurden fiir alle drei Methoden CT — Werte > 35 fest-
gelegt.

Resultate

In einem ersten Ansatz wurden die Resultate der Kultur mit den PCR-Resultaten vergli-
chen. Bei den PCR Re-

Tab. 1: Vergleich zwischen Kultur- und gPCR-Resultaten ~ Sultaten wurde das Er-
gebnis als positiv bewer-

Anzahl Prozentualer tet, wenn mindestens ei-

Kultur GPCR Proben Anteil Proben ne der drei Methoden ein
Positiv | _Positiv 20 263 positives Resultat zeigte,
unabhéngig davon, wel-

Positiv Negativ 10 13.2 che der drei gPCR Me-
Negativ Positiv 6 7.9 thoden positly bzw. wie
_ : viele der drei Methoden
Negativ | Negativ 40 52.6 positiv waren (Tab. 1).

Bei fast 80 % der Proben
stimmte das Resultat von Kultur und gPCR Uberein (beide positiv oder beide negativ).
Auffallend ist aber der Anteil von Uber 13 %, bei denen zwar die Kultur, nicht aber der
gPCR positiv war. Erwartet werden durften hingegen Proben, bei denen die gPCR positiv,
die Kultur jedoch negativ war (rund 8 %).

Werden die Resultate zwischen Nativ-Nachweis und gPCR-Methode verglichen (Tab. 2),
zeigt sich, dass in
Tab. 2: Vergleich zwischen Nativ-Nachweis und Nachweis mit-  einzelnen Féllen ein

tels gPCR. positiver Direkt-
- - - — nachweis nicht mit
Nativ-Nachweis gPCR negativ gPCR positiv der molekularbiolo-
Positiv 4 10 gischen Methode

bestéatigt werden
kann. Andererseits
wurden in mehreren
Féllen Flavobakterien mit gPCR nachgewiesen, im Nativpraparat aber keine Bakterien ge-
funden.

Negativ 16 6

In der Mehrzahl der
Falle, bei denen Fi-
sche typische mak-
roskopische Symp-
Symptome qPCR negativ | gPCR positiv tome  flr  eine

Flavobakterien-In-
Vorhanden 9 16 fektion aufwiesen,
Nicht vorhanden 11 0 wurden auch mittels
gPCR Flavobakte-
rien gefunden

Tab. 3: Vergleich zwischen makroskopischen Symptomen und
gPCR-Resultat. Bewertet wurden Kiemenschwellung,
Hautveranderungen und vergréRerte Milzen.
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(Tab. 3). Allerdings gab es auch einen deutlichen Anteil von Fallen, bei denen die Fische
zwar Symptome zeigten, aber keine Bakterien gefunden wurden. In Féllen, in denen die
Fische keinerlei Krankheitsanzeichen aufwiesen, wurden nie Flavobakterien gefunden.

Tab. 4: Vergleich der gPCR Resultate nach Organ innerhalb In zehn Fallen mit

eines Falles einem postiven
gPCR Resultat wa-

gPCR mit ct Werten < 35 Anzahl Félle ren alle drei vorge-
Alle Organe 9 sehenen Organe

(Kiemen, Milz, Nie-
Zwei Organe 1 re) auf das Vorhan-
densein von Flavo-

Ein Organ 0 .
g bakterien  getestet
worden. Bei der
Tab. 5: Vergleich der Anzahl positiver gPCR-Methoden pro uberwiegenden An-
Probe zahl dieser Falle wa-
— __ ren alle drei Organe
Anzahl positiver gPCR | Anzahl Pro- % (aller positi- positiv (Tab. 4). Da-
Methoden pro Probe ben ver Proben) gegen war in keinem
1 7 20.6 einzigen Fall nur ein
Organ positiv.
2 6 17.6 _
Werden die Resulta-
3 21 61.8 te der drei gPCR-

Methoden  unterei-
nander verglichen, zeigt sich, dass in tber 60 % aller positiver Proben alle drei g°PCR posi-
tiv waren (Tab. 5.) Der Anteil Proben bei denen lediglich zwei oder sogar nur eine qPCR
positiv war, lag bei je rund 20 %.

Werden die positi-
ven Resultate nach
Methode aufge-

Tab. 6: Verteilung der positiven qPCR-Resultate. Zahlen in
Klammern = Anzahl gPCR mit ct-Werten > 35.

gPCR mit ct-Werten < 35 Anzahl Proben schlusselt, zeigt sich
Alle 1 ein uneinheitliches

Bild (Tab.6). Bei

Phylogene & Strep Taq 1(1) den Proben mit zwei
positiven Resultaten

Phylogene & Strep SYBR 4 (4) ergeben nicht im-
Strep Tag & Strep SYBR 1(1) mer dieselben bei-
Phylogene 0 den Methoden ein
positives  Resultat.

Strep Taq 0 Bei den Proben mit

Strep SYBR 7 (5) einem positiven

gPCR dagegen war
es immer der Strep
SYBR, der reagierte. In vielen Fallen zeigten aber auch die anderen Methoden ein Signal,
das allerdings uber dem Grenzwert von 35 lag.

Werden die drei Methoden hinsichtlich ct-Werten verglichen, fallt auf, dass die Strep
Sybr.,




Vergleich verschiedener Nachweismethoden fur 107
Flavobacterium psychrophilum

PCR am haufigsten den niedrigsten CT-Wert aufwies (Tab. 7). Am schlechtesten schnitt
hier die Strep Taq PCR ab. Der Phylogene PCR lag bei der Mehrzahl der Falle zwischen
den beiden anderen Methoden.

Tab. 7:  Vergleich der Empfindlichkeit zwischen den gPCR-Resultaten

Reihenfolge Q:ozt?;r: %
Phylogene < Strep Taq < Strep SYBR 2 6.1
Phylogene < Strep SYBR < Strep Taq 1 3.0
Strep Taqg < Phylogene < Strep SYBR 2 6.1
Strep Taqg < Phylogene < Strep SYBR 1 3.0
Strep SYBR < Phylogene < Strep Taq 25 75.8
Strep SYBR < Strep Taq < Phylogene 2 6.1

Diskussion

Die Abklarungen haben gezeigt, dass alle drei getesteten gPCR Methoden fur den Nach-
weis von Flavobakterien in Feldmaterial eingesetzt werden konnen. Allerdings zeigten
sich deutliche Unterschiede in der Empfindlichkeit. Am h&ufigsten wurden positive Resul-
tate mit dem Strep SYBR gPCR erhalten. Dass es sich dabei nicht um falsch positive Re-
sultate handelte, konnte aus den Schmelzpunkten, die alle im richtigen Bereich lagen, ge-
schlossen werden. Ein weiterer Hinweis auf die Richtigkeit der Resultate war, dass bei
mehreren Proben auch bei den anderen gPCR Methoden ein Signal erkennbar war, dieses
aber Uber dem festgesetzten Grenzwert von 35 ct lag. Bei diesem Vergleich muss aber
auch darauf hingewiesen werden, dass die Technik der drei angewandten Methoden nicht
identisch war (Tagman versus SYBR) und daher ein direkter Vergleich nur bedingt giiltig
ist.

Bei einem grossen Anteil der Falle stimmten die Resultate zwischen Kultur und gPCR
uberein. Allerdings stand bei verschiedenen Proben ein positives Kultur-Resultat einem
negativen qPCR Resultat gegentiber. Hier gilt es zu berticksichtigen, dass die Identifizie-
rung der gewachsenen Bakterien basierend auf morphologischen Kriterien der Kolonie
und der Einzelbakterien mit grossen Unsicherheiten verbunden ist. Eine eindeutige Identi-
fikation auf Art-Niveau ist nicht moglich. Darauf weisen auch erste Resultate mit einer
neu angewandten MALDI-TOF-MS Methode (Matrix-Assisted Laser Desorption lonizati-
on-Time-of-Flight Mass Spectrometry) hin. Mehrmals mussten Bakterien, die basierend
auf der Morphologie als F. psychrophilum identifiziert worden waren, nach Bericksichti-
gung des MALDI-TOF-MS Resultates einer anderen Art zugerechnet werden. Es kann
daher davon ausgegangen werden, dass in den Fallen mit positivem Kulturnachweis aber
negativem qPCR tatsdchlich keine F. psychrophilum vorhanden waren.

Dass in einzelnen Féllen die g°PCR Methoden ein VVorhandensein der Bakterien aufzeigten,
in der Kultur aber keine Bakterien nachgewiesen worden waren, konnte erwartet werden.
Dies weist darauf hin, dass die molekularbiologische Methode empfindlicher ist.
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Interessant war der Befund, dass bei Féllen mit Flavobakteriennachweis immer mehrere
Organe positiv waren. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass systemische Infektionen
haufiger sind, als effektive Krankheitsausbriiche vermuten lassen. In verschiedenen Fallen
mit positiven Resultaten waren die Fische nicht wegen Problemen sondern fir Kontrollun-
tersuchungen eingesandt worden.

Die Abklarungen zeigten, dass das Vorhandensein von Organverdnderungen wie Hautla-
sionen, Kiemenschwellung oder Splenomegalie ein guter Hinweis auf eine Flavobakteri-
eninfektion darstellt, aber kein sicheres diagnostisches Mittel ist. So waren zwar bei allen
im gPCR als positiv gewerteten Proben bei den Fischen Symptome gefunden worden, aber
es gab auch eine Anzahl Falle, bei denen zwar Symptome vorlagen, aber keine Bakterien
nachgewiesen werden konnten. Daraus kann gefolgert werden, dass auch andere Erreger
oder Faktoren zu dhnlichen Veranderungen fihren kénnen.

Die gPCR Methodik bietet fiir den Nachweis von F. psychrophilum verschiedene Vorteile.
Resultate sind viel schneller zu erwarten als mit der Kultur, bei der das Wachstum abge-
wartet werden muss. Der Nachweis ist aus Organmaterial moglich. Im Gegensatz zu ande-
ren Methoden lassen sich mit der gPCR Flavobakterien auch bei Mischinfektionen eindeu-
tig nachweisen. Dies ist z. B. ein Vorteil gegenlber der MALDI-TOF-Methode, bei der
ein Nachweis nur mit reinen Kolonien verlasslich ist. Andererseits muss bericksichtigt
werden, dass der Nachweis von Flavobakterien mit gPCR alleine auch Nachteile hat. So
sind z.B. ohne Kultur keine Aussagen Uber die Resistenzlage von Flavobakterien méglich,
was fir eine Behandlung problematisch sein kann. Weiter ist fir die gPCR Methode eine
Infrastruktur notwendig, die nicht billig ist und deren Anschaffung sich haufig nur dann
auszahlt, wenn groRRe Probemengen bzw. auch Nachweise fir andere Erreger durchgefiihrt
werden konnen.

Aus den durchgefiihrten Untersuchungen kann gefolgert werden, dass die q°PCR Methode
fur den Nachweis von F. psychrophilum aus Feldproben geeignet ist. Insbesondere die
Strep SYBR und die Phylogene Methoden ergaben gute Resultate.

Dank

Der Firma Phylogene S.A. (Bernis, Frankreich) wird fur das zur Verfugung gestellte
gPCR Kit flir den Nachweis von Flavobacterium psychrophilum gedankt.
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Zusammenfassung

Der Maifisch (Alosa alosa) ist eine vom Aussterben bedrohte anadrome Wanderfischart
aus der Familie der Heringe (Clupeidae), welcher im Rahmen des EU-LIFE+-Projektes
,Alosa alosa“ im Rhein wiederangesiedelt wird. Dazu werden in Frankreich erbriitete
Maifischlarven im Rhein ausgesetzt, zusatzlich wird auch eine Zuchtpopulation aufgebaut,
um eine von Wildfischen unabhdngige Reproduktion zu ermdglichen. Das Vorkommen
von Infektionserregern beim Maifisch sowie ihr Einfluss auf die Bestandsentwicklung und
den Erfolg des Wiederansiedlungsprojektes sind bislang unbekannt. Daher werden im
Rahmen dieser Studie Maifische der Zucht- und der Wildpopulation histologisch, bakteri-
ologisch, mykologisch, parasitologisch und virologisch untersucht. Es zeigte sich, dass
Lactococcus lactis ssp. lactis unter Einbeziehung bakteriologischer und histologischer Be-
funde wahrscheinlich urséchlich fur Septikdmien und Endokarditiden bei 7/31 adulten
wildlebenden Maifischen im Jahr 2012 war. Zusétzlich wurden bei 2/31 von diesen Tieren
histologisch und mittels Sequenzierung des 16S-rRNA-Gens bestatigte Mykobakteriosen
und bei 11/42 Saprolegniasis diagnostiziert. Weiterhin wurden zahlreiche Parasitenstadien
zum Teil erstmalig beim Maifisch nachgewiesen, von denen einige moglicherweise neue
Spezies darstellen. Die bislang durchgefiihrten molekularbiologischen Untersuchungen
zum Nachweis der viralen hamorrhagischen Septikdmie (VHS), der infektiésen Pankreas-
nekrose (IPN), der infektidsen Andmie der Lachse (ISA), der infektiosen hamatopoeti-
schen Nekrose (IHN), Lymphocystis (LCD) und Herpesviren (Koiherpes, PAN-
Alloherpesvirus-PCR) verliefen negativ. Die Untersuchungen mittels Blutausstrich auf die
virale Erythrozyten-Nekrose sind ebenso wie Virusanzuchtversuche in verschiedenen Zell-
linien noch nicht abgeschlossen, bislang jedoch negativ. Zurzeit ergeben sich keine Hin-
weise auf eine Bedrohung der Maifisch-Wildtierpopulation aufgrund eines gehauften Vor-
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kommens bestimmter Infektionskrankheiten, wobei die Rolle der Parasiten noch abschlie-
Rend geklart werden muss. Insgesamt wird zur Vermeidung einer moglichen Ausbreitung
von Fischseuchen die veterindrmedizinische Uberwachung der Zuchtpopulation und der
zur Auswilderung vorgesehenen Fische fur erforderlich gehalten.

Identification of infectious diseases and their relevance
for the conservation of Allis shads
within the EU-LIFE+ -project "*Alosa alosa”

Summary

The Allis shad (Alosa alosa), an anadromous fish belonging to the family of Clupeidae is
regarded as endangered on a European level. The EU-LIFE+-Project ,,Alosa alosa“ aims
to reintroduce the species to the Rhine system. Therefore Allis shad larvae breed from a
remaining natural population in France are released into the Rhine system. Additionally, a
pilot project for successful reproduction in aquaculture was started in order to get inde-
pendent from the wild populations for stocking purposes in the future. The occurrence of
infectious diseases and their relevance for the conservation of Allis shads have not been
investigated so far. In this study Allis shads originating from the captive and free-raging
population were examined using histological, bacteriological, mycological, parasitological
and virological methods. First results show that Lactococcus lactis ssp. lactis presumably
caused septicemia and endocarditis in 7/31 adult free ranging Allis shads in 2012. In addi-
tion histological examination and sequencing of the 16S-rRNA gene detected mycobateri-
oses in 2/31 and saprolegniasis in 11/42 Allis shads. Furthermore, numerous parasite stag-
es were found and eventually described for the first time in Allis shads, with some of them
potentially representing a new species. The molecular diagnostics performed to detect vi-
ral hemorrhagic septicemia (VHS), infectious pancreatic necrosis (IPN), infectious salmon
anemia (ISA), infectious hematopoietic necrosis (IHN), Lymphocystis disease (LCD) and
herpes viruses (Koiherpes, PAN-Alloherpesvirus-PCR) were negative. Blood smear inves-
tigation for viral erythrocytic necrosis and virus isolation from different cell lines are not
yet completed but were negative so far. Currently there is no evidence that infectious dis-
eases are a threat for the free-ranging population of Allis Shads, no pathogen demonstrates
an increased occurrence. The relevance of parasitic infections remains to be evaluated. In
conclusion, the veterinary surveillance of the broodstock and juveniles destinated for re-
stocking are considered essential to prevent the spread of potential fish diseases.
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Zusammenfassung

Epitheliocystis ist eine bakterielle Erkrankung, die in den letzten Jahren an Bedeutung
gewonnen hat und sowohl bei Farm- wie Wildfischen im Meer- und SlfRwasser auftritt.
Die Erreger sind intrazelluldre Bakterien v.a. des Stammes Chlamydia, aber auch - und vy-
Proteobakterien wurden beschrieben. Die Erreger infizieren v.a. Epithelzellen der Haut
und Kiemen und induzieren dort eine Hypertrophie der betroffenen Zellen. Die grofite In-
zidenz wurde bisher in der Aquakultur berichtet, wobei die Krankheit zu Verlusten bis zu
100 % in juvenilen Fischen oder Larven fiihrt. Uber die Ausbreitung der Bakterien in un-
seren Wildfischpopulationen und deren mdgliche Rolle als Reservoir fur die Erreger ist
wenig bekannt. In friheren Untersuchungen konnten vereinzelt bereits Piscichlamydia
und Clavochlamydia in freilebenden Bachforellen nachgewiesen werden. Mit dem vorlie-
genden Projekt wollten wir die Verbreitung der Epitheliocystis-Bakterien in Bachforellen-
populationen der Schweiz untersuchen und die gefundenen Bakterien bestimmen und mit
bereits beschriebenen Isolaten vergleichen. Da in der Schweiz verschiedene Wasserschei-
den existieren, die die Gewassersysteme geographisch trennen, wére eine separate Ent-
wicklung von Pathogenen in den verschiedenen Einzugsgebieten denkbar. Wir haben uns
hier auf das Rhein- und das Rhone-Einzugsgebiet konzentriert.

VVon August bis November 2012 wurden 1484 Bachforellen aus 53 Flussen beider Gewés-
sersysteme auf Epitheliocystis untersucht. 211 Bachforellen zeigten Chlamydien-Zysten
im Kiemenepithel (14 %), wobei die Infektionsintensitit meist (83 %) gering war. Beide
Gewadssersysteme (Rhein und Rhone) zeigten eine vergleichbare Infektionshaufigkeit mit
71 % Epitheliocystis-positiven Probestellen im Rheingebiet und 67 % positiven Stellen im
Rhonegebiet. Die Pravalenz variierte zwischen 4 und 60 %. Die Infektion war i. d. R. mit
zwei verschiedenen Zystentypen assoziiert, die in der Literatur mit Clavochlamydia und
Piscichlamydia in Verbindung gebracht werden. Beide Zystentypen waren v. a. im Be-
reich der Lamellen lokalisiert. Eine Infektion mit Clavochlamydia verlief i. d. R. ohne as-
soziierte Pathologie, wéhrend eine Infektion mit Piscichlamydia meist mit einer geringen
Infiltration mit Makrophagen und Lymphozyten, einer geringgradigen Epithelzellhyper-
plasie und Lamellenfusion und Odematisierung einherging.

Chlamydien der Rheinregion wurden gréRtenteils als Piscichlamydia identifiziert. Gene-
tisch waren diese Bakterien eng mit Erregern verwandt, die in Salmoniden aus der Nord-
see isoliert worden waren. Somit ist ein Austausch zwischen Si3- und Salzwasser in die-
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sem Gewassersystem denkbar. Die genetische Charakterisierung der Bakterien aus dem
Rhonegebiet ist z. Zt. im Gange.

In unseren friiheren Untersuchungen traten Epitheliocystis-Erkrankungen ausschliesslich
wéhrend der Sommermonate auf. In diesem Projekt wurden Bachforellen an zwei Stellen
in einem Fluss im Sldwesten der Schweiz monatlich von Juni bis November untersucht.
Epitheliocystis wurde dabei zu jedem Zeitpunkt gefunden, an einem Standort wurde die
hochste Pravalenz im November beobachtet. Diese Ergebnisse widersprechen friiheren
Hypothesen, nach denen angenommen wurde, Epitheliocystis in Bachforellen tréte v. a.
bei warmen Wassertemperaturen auf.

Distribution and characterisation of epitheliocystis
in Swiss brown trout

Summary

Epitheliocystis is a bacterial disease affecting cultured and wild fish in marine and fresh
water environment. The causative agents are intracellular bacteria, mostly belonging to the
phylum Chlamydiae but also including B- and y-proteobacteria. Epitheliocystis targets
primarily gills and skin inducing hypertrophy of affected epithelial cells. The highest inci-
dences of epitheliocystis recorded have been in aquaculture, with losses of up to 100 % in
juvenile or larval cultures. Unfortunately, we know little about the distribution of epitheli-
ocystis in wild animal populations and how disease may cycle between cultured and
farmed species. We have previously established that in wild brown trout (Salmo trutta) the
most common epitheliocystis agents were Piscichlamydia and Clavochlamydia. With this
project we wished to know whether these pathogens are widespread in Switzerland and we
wanted to characterize the agents found and compare to published bacteria. As Switzer-
land spans the watershed of two major European rivers, Rhine and Rhone, which are sepa-
rated and drain into the North Sea and into the Mediterranean, respectively, it is possible
that these infectious agents belong to different populations.

From August to November 2012, 1484 brown trout originating from 53 river systems from
both catchments were sampled. In total, 211 brown trout were positive for epitheliocystis
on the basis of histology (14 %) with most of these (83 %) showing low levels of infec-
tion. Both river systems carry similar infectious burdens with brown trout positive for epi-
theliocystis recovered from 71 % of the sites belonging to the Rhine and 67 % of sites be-
longing to the Rhone catchment. Percentage of positive fish per site varied between 4 and
60 %. Epitheliocystis infection was mostly associated with two types of cysts, one type as-
sociated with Clavochlamydia, the second type associated with Piscichlamydia. Both cyst
types are located in the lamella region. Whereas the first cysts type was associated with
almost no pathology, the second type was accompanied by mild inflammation with mac-
rophages and lymphocytes, mild to moderate epithelial hyperplasia and lamellar fusion,
and edema.

Chlamydia originating from brown trout located in rivers belonging to the Rhine area were
identified mostly as Piscichlamydia. These Piscichlamydia are closely related to strains
published from salmonids from the North Sea. Therefore, exchange between connected
limnic and marine systems to be possible. Bacteria from the Rhone catchment will also be
examined molecularly.
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In earlier studies, epitheliocystis was mostly recognized during summer months. In this
project, brown trout originating from two locations in a river located in the south-west of
Switzerland were examined. Epitheliocystis was found during the whole examination pe-
riod, at one location the highest prevalence was seen in November. This contradicts the
hypothesis that epitheliocystis is restricted to high water temperature.

Einleitung

Der Name Epitheliocystis bezeichnete urspringlich eine Infektion der Kieme und Haut in
Sonnenbarschen (Lepomis macrochirus) (Hoffman, 1969), die zu einer Hypertrophie der
Epithelzellen durch intrazellulare basophile granulierte Zysten fuhrte. Mittlerweile ist
Epitheliocystis in vielen Meer- wie StuRwasserfischen beschrieben (Corsaro und Greub
2006; Nowak und LaPatra 2006). Der Erreger gehort v. a. zu den Chlamydiae, es wurden
jedoch auch B- und y-Proteobakterien beschrieben (Toenshoff et al. 2012, Mendoza et al.
2013). Die Reaktion des Fischwirtes kann sehr unterschiedlich sein, mit asymptomatisch
verlaufenden Infektionen bis zu Mortalitaten bis 100 %, v. a. in Larven und juvenilen Sta-
dien (Novak und LaPatra 2006, Katharios 2008). Uberlebende Tiere zeigen ein verzoger-
tes Wachstum, welches die 6konomische Bedeutung der Erkrankung verdeutlicht.

In Salmoniden wurden bisher zwei Spezies beschrieben, ‘Candidatus Piscichlamydia sal-
monis’ und ‘Candidatus Clavochlamydia salmonicola’ (Karlsen et al. 2008, Draghi et al.,
2004), die auch gemeinsam im gleichen Fisch vorkommen kdnnen (Schmidt-Posthaus et
al. 2012). Bisher ist das Reservoir dieser Bakterien unbekannt, eine Hypothese ware, dass
freilebende Salmoniden ein Reservoir darstellen, von denen Infektionen auf Fische in
Fischzuchten Ubertragen werden kdnnen. In friheren Untersuchungen konnten wir bereits
Epiteliocystis in freilebenden Bachforellen in der Schweiz nachweisen (Schmidt-Posthaus
et al. 2001, 2012). Infektionen wurden v. a. wéahrend der Sommermonate beschrieben
(Schmidt-Posthaus et al. 2012).

In der hier vorgestellten Studie wollten wir untersuchen, welche Rolle Bachforellen fiir die
Epitheliocystis Infektionen spielen. Speziell haben wir folgende Fragestellungen unter-
sucht: (i) Ist Epitheliocystis in Schweizer Bachforellen verbreitet? (ii) Sind Epitheliocystis
Infektionen temperaturabhéngig? Sind Epitheliocystis Infektionen auf die Sommermonate
beschrankt? (iii) Sind Bachforellen aus Farmen an Epitheliocystis positiven Gewéssern
ebenfalls Epitheliocystis positiv? Findet ein Austausch zwischen Gewasser und Fischfarm
statt? Und (iv) Haben Chlamydiae aus geographisch verbundenen Regionen einen ge-
meinsamen Genpool bzw. unterscheiden sich Chlamydiae genetisch zwischen geogra-
phisch getrennten Regionen?

Material und Methoden
Abfischungen

Von August bis November 2012 wurden insgesamt 1484 Bachforellen aus 53 Flusssyste-
men verteilt Uber die Schweiz mittels Elektrofischfang abgefischt. Zwei Kiemenbdgen
wurden entnommen, ein Kiemenbogen wurde in 10 % Formalin eingelegt und fir die his-
tologische Untersuchung weiter verarbeitet. Ein Kiemenbogen wurde in RNA later® ein-
gelegt fiir die PCR Untersuchung.
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Temperatureinfluss

Um den Einfluss der Wassertemperatur auf das Vorkommen von Chlamydia zu testen,
wurden in der Venoge, einem Zufluss in den Genfer See, monatlich von Juni bis Novem-
ber 25 Bachforellen an zwei Stellen abgefischt und auf das Vorkommen von Epithelio-
cystis wie oben beschrieben untersucht.

Fischfarmen

Zusétzlich wurden Fische von drei Fischfarmen im Flussverlauf der VVenoge wie oben be-
schrieben beprobt, jeweils 25 Tiere pro Farm.

Histologische Untersuchung

Fur die histologische Untersuchung wurden die Kiemen in Kapseln gelegt. Die Proben
wurden in Paraffin eingebettet, 4 um dicke Schnitte angefertigt und mit Hamatoxilin und
Eosin (HE) geférbt. Die histopathologischen Veranderungen der Kieme und die Infekti-
onsintensitat wurden unter dem Mikroskop beurteilt und mit 0 (keine Veranderungen bzw.
keine Bakterienzysten) bis 6 (hochgradige Verédnderungen bzw. hochgradige Infektionsin-
tensitat) klassifiziert.

PCR

Die DNA wurde mittels Qiagen DNEasy tissue kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers
extrahiert. Ein 300 bp Fragment des 16S rRNA Gens wurde mithilfe der Primer 16SIGF 5’
-CGG CGT GGA TGA AT-3" und 16SIGR, 5 -TCA GTC CCA GTC TTG GC-3’ (Eve-
rett et al.1999) untersucht. Die PCR Produkte wurden kloniert und sequenziert.

Ergebnisse
Verbreitung

Von den 1484 untersuchten Bachforellen konnte in 211 Fischen (14 %) Epitheliocystis
nachgewiesen werden. In 37 der 53 untersuchten Flussstellen waren Epitheliocystis positi-
ve Bachforellen vorhanden, dies entspricht einem Prozentsatz von 70 %. Die Epithelio-
cystis positiven Flisse waren gleichmassig Uber das gesamte Untersuchungsgebet verteilt,
im Einzugsgebiet des Rheins befanden sich 29 positive von 41 untersuchten Flussstellen,
im Einzugsgebiet der Rhone befanden sich acht positive von zw6lf untersuchten Stellen.
Pro Untersuchungsstelle schwankte die Prévalenz infizierter Bachforellen zwischen 4 und
60 %. Die Infektionsintensitat war jeweils gering. Histopathologisch konnten zwei Zysten-
typen unterschieden werden: (i) eine ca. 30 um im Durchmesser grosse Zyste mit granu-
liertem Zytoplasma, typisch fiur Candidatus Clavochlamydia salmonicola’ (Abb. 1a) und
(ii) eine ca. 12 bis 15 um im Durchmesser grosse Zyste mit homogenem basophilem Zy-
toplasma, typisch fur Candidatus Piscichlamydia salmonis (Abb. 1b). Der erste Zystentyp
war i. d. R. nicht mit pathologischen Kiemenverénderungen assoziiert. Der zweite Zysten-
typ ging meist mit gering- bis mittelgradiger Epithelzellproliferation und Infiltration mit
Makrophagen, Lymphozyten und eosinophilic granular cells einher. V. a. im Falle von
Doppelinfektionen war eine verstarkte Pathologie zu beobachten.
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Abb. 1: a. Infektion der Kiemen mit Candidatus Clavochlamydia salmonicola. Keine pa-
thologischen Kiemenveranderungen sichtbar.
b. Infektion mit Candidatus Piscichlamydia salmonis, mittelgradige Epithelzell-
proliferation und Infiltration mit Makrophagen, Lymphozyten und eosinophilic
granular cells.

Temperatureinfluss

Bei wiederholten Untersuchungen an zwei Standorten (Les lles, Cuarnens) in der Venoge
im Sitidwesten der Schweiz fiel keine Beschrankung der Epitheliocystis Infektion auf die
Sommermonate auf (Abb. 2). Am Standort ,,Les Iles” war die Priavalenz im November am
hochsten, am Standort Cuarnens war die Pravalenz wahrend der gesamten Untersuchungs-
periode niedrig (maximal 20 %) und es gab keine groReren Schwankungen zwischen den
Untersuchungen (Abb. 2).
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Abb. 2: Pravalenz der Epitheliocystis Infektionen an den Standorten Les lles (blaue Bal-
ken) und Cuarnens (rote Balken).
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Fischfarmen

Bachforellen von drei Fischfarmen, die an der Venoge lokalisiert waren, wurden auf
Epitheliocystis untersucht. Bei der histologischen Untersuchung wurden folgende Pra-
valenzen festgestellt: die Fischfarm im Oberlauf der Venoge wies eine Pravalenz von
12 % auf, im Mittelteil wurde eine Pravalenz von 0 % gefunden und die Bachforellen der
Farm im Unterlauf waren zu 48 % Epitheliocystis positiv. Die Ergebnisse der molekular-
biologischen Untersuchungen stehen noch aus. Die assoziierten Kiemenverénderungen un-
terschieden sich nicht von denen, die in frei lebenden Bachforellen der Venoge gefunden
wurden. Ebenso wurde keine Mortalitat festgestellt, die im Zusammenhang mit der
Epitheliocystis Infektion stehen kdnnte.

Genetische Untersuchungen

Genetische Untersuchungen der Piscichlamydia aus Bachforellen von Flussen der Rhein-
Region zeigten einen nahezu 100 %-igen Verwandtschaftsgrad zu publizierten Sequenzen
aus Lachsen aus der Nordsee (Draghi et al. 2004, Mitchel et al. 2010).

Diskussion
In diesem Projekt sollten folgende Fragen untersucht werden:
(1) Ist Epitheliocystis in Schweizer Bachforellen verbreitet?

In 70 % der untersuchten Flussstellen wurden Epitheliocystis positive Bachforellen gefun-
den. Die Pravalenz der Infektion pro Untersuchungsstelle schwankte stark zwischen 4 bis
60 %. Dennoch war der Verbreitungsgrad der Infektion in frei lebenden Bachforellen ho-
her als angenommen. Der Infektionsgrad in den Bachforellen war i. d. R. nur gering und
hat vermutlich nicht zu einer Gesundheitsbeeintrachtigung gefuhrt. Somit ist es mdoglich,
dass sich die Infektion in frei lebenden Bachforellen halten kann, ohne die Population zu
beeintrachtigen und Bachforellen kdmen somit als mogliches Reservoir fur den Infekti-
onserreger in Frage.

(i) Sind Epitheliocystis Infektionen temperaturabhangig? Sind Epitheliocystis Infektionen
auf die Sommermonate beschrankt?

In friheren Untersuchungen wurde Epitheliocystis v. a. in Sommermonaten beschrieben
(Schmidt-Posthaus et al. 2012). In unseren Untersuchungen konnten wir zeigen, dass In-
fektionen von Juni bis November in Bachforellen auftraten und dass es keine Haufung der
Infektionen wahrend der Sommermonate gab. An einem Standort (Les lles) fand sich die
hdchste Pravalenz im November. Somit konnte in unseren Untersuchungen die Hypothese
der Saisonalitdt und Beschrankung auf die Sommermonate nicht bestatigt werden.

(iii) Sind Bachforellen aus Farmen an Epitheliocystis positiven Gewassern ebenfalls
Epitheliocystis positiv? Findet ein Austausch zwischen Gewasser und Fischfarm statt?

In diesem Projekt konnte gezeigt werden, dass Bachforellen aus Fischfarmen, die ihr Was-
ser aus Epitheliocystis positiven Gewassern ziehen, ebenfalls Epitheliocystis positiv sind.
D. h. es hat wahrscheinlich ein Austausch zwischen Gewasser und Fischfarm stattgefun-
den. Verglichen mit frei lebenden Bachforellen aus dem entsprechenden Gewasser wurde
in der Fischfarm jedoch keine erhdhte Prévalenz, keine erhohte Infektionsintensitat oder
verstarkte Pathologie festgestellt. Somit hat der Stress, der evtl. unter Farmbedingungen
auftritt nicht zu verstarkten Chlamydieninfektionen gefihrt.
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(iv) Haben Chlamydiae aus geographisch verbundenen Regionen einen gemeinsamen
Genpool bzw. unterscheiden sich Chlamydiae genetisch zwischen geographisch getrenn-
ten Regionen?

Wir konnten zeigen, dass es kaum Unterschiede zwischen Chlamydien von Bachforellen
der Rhein-Region und publizierten Sequenzen der Nordsee (Draghi et al. 2004, Mitchel et
al. 2010) gibt. Somit ist ein Austausch zwischen diesen geographisch verbundenen Regio-
nen denkbar. Ob sich Chlamydien der Rhein- und der Rhone-Region unterscheiden, kann
zurzeit noch nicht beantwortet werden, da die Untersuchungen zu den Isolaten aus der
Rhone Region noch nicht abgeschlossen sind.
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Zusammenfassung

Das Koi Herpesvirus (KHV/ Alloherpesviridae) und das Virale Hamorrhagische Septika-
mie Virus (VHSV /Rabhdoviridae) haben sowohl in der Aquakultur als auch in den Wild-
populationen von Cypriniden bzw. Salmoniden eine groRe ékonomische Bedeutung. Zur
Prévention von viralen Infektionen und nach Virusausbriichen in Fischteichen ist die Des-
infektion eine der wichtigsten MalRnahmen. Die herkdmmlichste Desinfektionsmalinahme
in betroffenen naturnahen Fischteichen ist die Kalkung mittels Brannt- oder Ldschkalk.
Dies fuhrt zu einer pH-Verschiebung in den alkalischen Bereich. Nach der Richtlinie des
BMELYV (323-35130/0001, Stand 02/2007) ist nach der Bespannung des Teiches ein pH-
Wert von mindestens zwdlf Gber drei Tage aufrechtzuerhalten. Bisher gibt es keine publi-
zierten Studien Uber die Wirkungseffektivitat dieser Desinfektionsmalnahmen in naturna-
hen Fischteichen.

In unserer Studie wurde die Wirksamkeit von Brannt- und Léschkalk bei pH 11 und 12 im
Laborversuch mit zwei unterschiedlichen Natursedimenten und wéhrend der Desinfektion
in drei betroffenen Aquakulturanlagen untersucht. Daftr wurde eine Sandwichkeimtra-
germethode fir das KHV und das VHSV modifiziert. Fir die Feldversuche wurden die
VHSV-Isolate der betroffenen Fischteiche verwendet. Die Keimtrager wurden in drei un-
terschiedlichen Teichlevel (Wasser, Sedimentoberflache, Sediment 3 cm Tiefe) einge-
bracht. Die Versuchsanordnung der Laborversuche wurde an die der Feldversuche ange-
lehnt. Die Laborteiche wurden bei 4 °C inkubiert. Der Infektiositatstiter (logio KIDso/ml)
wurde mittels Endpunkttitration bestimmt. Die erhaltenen Daten wurden zur Kalkulierung
des T-90 Wertes (bendtigte Zeit zur Reduzierung von 90 % des Virustiters) mittels linea-
ren Regressionsmodells analysiert.

Anhand der Ergebnisse der Laborversuche konnten Unterschiede in der Behandlung zwi-
schen den Viren, den Kalkarten, Kalkmethoden, den pH-Werten, Teichlevel und den Na-
tursedimenten nachgewiesen werden. Die Reduktion des Virustiters verlief an der Sedi-
mentoberflache schneller als im Wasser und in 3 cm Sedimenttiefe. Die Virusreduktion
um eine log;o-Stufe von KHV und VHSV im Laborversuch verlief bei der Behandlung mit
Branntkalk bei pH 12 am schnellsten und dauerte 0,71 — 1,77 Tage im Wasser, 0,46 — 2,58
Tage an der Sedimentoberflache und 2,45 — 6,90 Tage in 3 cm Sedimenttiefe. Im Ver-
gleich dazu waren die Reduktionszeiten bei den Feldversuchen mit VHSV meist kirzer:
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0,55 — 1,22 Tage im Wasser, 0,24 — 0,28 Tage an der Sedimentoberflache (Ausnahme An-
lage C: 1,58 Tage) und 0,27 — 1,66 Tage in 3 cm Sedimenttiefe (Ausnahme Anlage C:
nicht kalkulierbar).

Die Untersuchungen ergaben, dass es sehr deutliche Unterschiede zwischen Labor- und
Feldversuchen gibt. Neben der Kalkbehandlung scheint auch die Temperatur einen Ein-
fluss auf die Virusreduktion zu haben, da die Teichtemperatur mit 15 — 19 °C in den Feld-
versuchen um mindestens 10 °C hoher war als bei den Laborversuchen. Die erfolgreiche
Desinfektion von naturnahen Fischteichen ist abhdngig von der Kalkart, dem pH-Wert und
der Wassertemperatur.

Quick lime vs. slaked lime:
Inactivation of VHSV & KHYV by liming under practical conditions

Summary

Koi herpes virus (KHV / Alloherpesviridae) and viral hemorrhagic septicemia virus
(VHSV / Rabhdoviridae) are economically important pathogens, both in aquaculture and
wild population of cyprinids and salmonids. Disinfection is one of the most important
measures for the prevention of viral infections and following outbreaks of viral diseases in
fish ponds. The most popular disinfection measure in natural fish ponds is liming with
quick or slaked lime. Liming causes an adjustment of the pH into the alkaline range. Ac-
cording to the BMELV guidelines (323-35130/0001, State 02/2007), a pH value of 12
must be sustained in the pond water over a three day period. So far, there are no published
studies on the effectiveness of this disinfection measure in natural fish ponds.

In this study, the effects of quick and slaked lime at pH 11 and 12 in laboratory experi-
ments with two different natural sediments and during the disinfection of three affected
aquaculture facilities were tested. For the laboratory studies, a sandwich germ carrier
method was modified for KHV and VHSV and used. For the field studies, VHSV isolates
from each of the affected aquaculture facilities were used. The germ carriers were placed
at three different pond levels (water surface, sediment surface and 3 cm deep in the sedi-
ment). The experimental design for the laboratory studies followed that used in the field
experiments. The laboratory ponds were incubated at 4 °C. The infection titers (logio
KIDso/ml) were determined by end point titration. For the calculation of the T-90 values
(time required for a 90 % decrease in virus titer), the obtained data was analyzed using a
linear regression model.

A comparison of the different studies showed clear differences between virus used, lime
types, lime methods, pH values, pond levels and sediments. The virus titer on the sediment
surface fell faster than in the water or 3 cm deep in the sediment. The shortest time for the
reduction of one logje-step of KHV and VHSV in the laboratory experiments was
achieved with quick lime treatment at pH 12 and was 0.71 — 1.77 days in water, 0.46 —
2.58 days on the sediment surface, and 2.45 — 6.90 days 3 cm deep in the sediment. In
comparison with the field experiments with VHSV, the time necessary for virus reduction
was mostly shorter: 0.55 — 1.22 days in water, 0.24 — 0.28 days on the sediment surface
(exception facility C: 1.58 days), and 0.27 — 1.66 days 3 cm deep in the sediment (excep-
tion facility C: not calculable).



Branntkalk vs. Loschkalk: 121
Inaktivierung von VHSV & KHYV durch Kalkung
unter praxisnahen Bedingungen

The studies show that there are very clear differences between laboratory and field exper-
iments. In addition to the type of lime treatment used, the temperature seems to have an
important effect on virus reduction. The pond temperature in the field experiments was
15— 19 °C at least 10 °C higher than in laboratory experiments. In conclusion, it is clear
that the successful disinfection of natural fish ponds is dependent on lime type, pH value
and water temperature.
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Zusammenfassung

Das FLI informiert tiber Anderungen in der Gesetzgebung zur Diagnostik und Anzeige-
pflicht von Erkrankungen der Fische und den damit verbundenen Herausforderungen an
die Untersuchungsamter und Referenzlabore. Basierend auf der EU-Datenerhebung wurde
die Fischseuchensituation in Deutschland fiir das Jahr 2013 erfasst und mit den Angaben
des statistischen Bundesamtes verglichen. Zur Aufrechterhaltung einer vergleichbaren Di-
agnostik organisierte das FLI im Jahr 2014 einen nationalen Ringtest zur Identifizierung
pathogener nicht-exotischer Fischerkrankungen, die im Anhang der Aquakultur-Richtlinie
2006/88/EG gelistet sind. Die Auswertung der Ergebnisse bestatigt eine gute Diagnostik
der zugelassenen Untersuchungsédmter.

Diagnosis: novelties, challenges, quality management
Summary

The FLI provides information on changes in the legislation on diagnostics and mandatory
notification of fish diseases and the resulting challenges for diagnostic agencies and refer-
ence laboratories. Based on the EU data collection the fish disease situation in Germany
for the year 2013 was recorded and compared with the data of the German Federal Statis-
tical Office. To maintain comparable diagnostic standards, the FLI in 2014 organized a na-
tional ring trial on the identification of pathogenic non-exotic fish diseases listed in the
annex of the Aquaculture Directive 2006/88/EC. Evaluation of the results confirmed a
good quality of diagnostics in the approved diagnostic agencies.

Neuheiten

Seit dem 01.05.2014 ist das Gesetz zur Vorbeugung vor und Bekdmpfung von Tierseu-
chen (Tiergesundheitsgesetz — TierGesG) gultig (1). Basierend auf den Kriterien nach de-
nen anzeigepflichtige Krankheiten als exotisch oder nicht exotisch eingestuft werden, gab
es seit 2012 einige Anderungen im Anhang IV Teil Il der Richtlinie 2006/88/EG (2, Liste
der Krankheiten). Das Epizootische Ulzerative Syndrom (EUS) wurde von der Liste der
exotischen Fischkrankheiten gestrichen (3). Die Infektiose Andmie der Lachse (ISA) wird
von der Europdischen Kommission als eine Infektion mit Genotyp HPR-deletiert der Art
ISAV definiert (4).

Mit dem Eintritt von Dr. Fichtner in den Ruhestand ergaben sich dieses Jahr einige Ande-
rungen im Institut fir Infektionsmedizin (IMED). Die Institutsleiterstelle wurde mit Frau
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Dr. S. Becker neu besetzt. Ebenso wurden die Verantwortlichkeiten der NRL fir
ISA/EHN (Dr. U. Fischer) und IHN/VHS (Dr. H. Schiitze) am FLI neu geregelt.

Herausforderungen
e Allgemeine Aufgaben der NRL Fische
Aufgaben der Nationalen Referenzlabore sind im Rahmen der Diagnostik

— die Identifizierung anzeigepflichtiger bzw. nicht anzeigepflichtiger sowie unbekannter
Erreger,

— die Optimierung, Entwicklung und Validierung diagnostischer Methoden,
— die Zulassung und Chargenprifung von in vitro Diagnostika,

— die Erstellung der Methodensammlung im Tierseuchenbekdmpfungshandbuch (TSBH)
und im TierseuchenNachrichtenSystem (TSN),

— die Teilnahme am jahrlichen EU-Ringtest sowie
— die Organisation des nationalen Ringtest.

Im Rahmen epidemiologischer Analysen sind die NRL an Risikoanalysen und entspre-
chenden -bewertungen beteiligt. Jahrlich Gbermitteln die NRL die Daten zur Fischseu-
chensituation in Deutschland an die Europaische Union (EU). In diesem Zusammenhang
sei allen Kolleginnen und Kollegen der Bundeslander fiir die Zuarbeit gedankt. Ein weite-
rer Schwerpunkt der NRL ist die Beratungstatigkeit fiir die Bundeslander, das Bundesmi-
nisterium, die EU und das OIE. In diesem Zusammenhang sei darauf verwiesen, dass An-
fragen Uber das Auftrags- und Informationssystem (AIS) des FLI erfasst und koordiniert
werden und an folgende E-Mail Adresse zu richten sind: AIS@fli.bund.de.

e Organisation der NRL Fische

Die NRL der anzeigepflichtigen Fischerkrankungen sind als Arbeitsgruppe (AG) Fische
organisiert. Ziel ist eine effiziente, sichere und zeitnahe Bearbeitung von Untersuchungs-
material. Proben zur Diagnostik anzeigepflichtiger Erreger werden vorrangig bearbeitet.
Einsendungen sind bitte zuvor der AG Fische per E-Mail anzukiindigen. Ein entsprechen-
des Formular (Einsendebogen) befindet sich auf der FLI Webseite (Fehler! Hyperlink-
Referenz ungultig. fir Infektionsmedizin). Wichtig sind die Angaben zum Untersu-
chungsmaterial (z. B. Organ, Nukleinséure), dem Untersuchungsauftrag (z. B. KHV-
Nachweis), der betroffenen Tierart (z. B. Karpfen) sowie Informationen zum Krankheits-
bild, dem Herkunftsbetrieb und wenn mdglich der TSN-Registrierung. Zur Gewahrleis-
tung eines ordnungsgemafen Versandes der Proben werden demnéchst noch die erforder-
lichen Transportbedingungen aufgefiihrt, die jeder Absender entsprechend seines Untersu-
chungsmaterials per Unterschrift bestatigt.

Voraussetzung fur eine effektive Diagnostik sind einheitliche Standards sowie sensible
und schnelle Diagnoseverfahren. Die AG Fische strebt einheitliche Verfahren entspre-
chend den QM-Richtlinien in allen Laboren an, so dass eine Vertretung jederzeit gewahr-
leistet ist. Ebenso sollen zukinftig auch alle Einsendungen tber das Barcode-System er-
fasst werden, das sich derzeit noch im Institut fur Virusdiagnostik (IVD) in der Testphase
befindet.


mailto:AIS@fli.bund.de

124 Diagnostik:
Neuheiten, Herausforderungen, Qualitatsmanagement

e EU-Datenerfassung fir das Jahr 2013

Entsprechend der EU-Datenerfassung wurden im letzten Jahr insgesamt 12.973 Teichwirt-
schaften in Deutschland registriert. Die Mehrzahl der Betriebe (10.573) befindet sich im
Bundesland Bayern. Die Anzahl der registrierten Karpfenwirtschaften ist im Vergleich
zum Vorjahr von 4.241 auf 6.012 gestiegen. Die Zahl der Betriebe mit Regenbogenforel-
len-Besatz hat sich gegenuber 2012 von 3.662 auf 4.082 geringfiigig erhoht.

Die Angaben sind abweichend von den Daten des Statistischen Bundesamtes, wonach
2013 ca. 20.410 t SuRwasserfische in 7.464 Betriebe produziert wurden. Der Anteil von
Salmoniden betrug etwa 12.184 t Salmoniden, darunter ca. 8.333 t Forellen (Statistisches
Bundesamt, Fachserie 3, Reihe 4.6, 2013).

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tber die Anzahl der in Deutschland registrierten Teichwirt-
schaften entsprechend ihres Gesundheitsstatus im Vergleich zum Vorjahr.

2013 waren 149 VHS-freie, 145 IHN-freie und 2 KHV-I-freie Fischhaltungsbetriebe mit
empfanglichen Arten geméaR Teil 2 Anhang IV der EU-Richtlinie 2006/88/EG in der Ka-
tegorie | registriert. Deutschland war auch im Jahr 2013 frei von ISA, d. h., alle 4.125
Farmen mit Produktion von Regenbogenforellen und Lachs sind der Kategorie | zuzuord-
nen.

Tab. 1: Anzahl der Teichwirtschaften je Kategorie in Deutschland (EU-Datenerfassung)

Kategorie VHS IHN KHV-I
2012 2013 2012 2013 2012 2013

I 155 149 153 145 1 2

I 18 13 15 12 46 7

i 1.727 8.465 1.705 4.982 1.629 5.786

v 1 0 0 0 4 0

\ 0 3) S) 11 20 30

In der Kategorie Il werden Betriebe erfasst, die nicht fur seuchenfrei erklart wurden, die
aber einem Uberwachungsprogramm zur Erreichung des Seuchenfreiheits-Status unterlie-
gen. 13 Betriebe wurden im Rahmen eines genehmigten Uberwachungsprogramms zur Er-
reichung der VHS-Freiheit untersucht. Ferner werden zwolf Betriebe zur Erlangung der
IHN-Freiheit gezielt untersucht. Um den KHV-I-Seuchenfreiheitsstatus (Kategorie I) zu
erreichen, filhren sieben Betriebe ein genehmigtes Uberwachungsprogramm durch.

Aquakulturanlagen, in denen keine Infektionen bekannt sind und die keinem Uberwa-
chungsprogramm zur Erreichung der Seuchenfreiheit unterliegen, werden als Kategorie
I11-Betriebe eingestuft. In Deutschland wurden 8.465 Fischhaltungsbetriebe unter Beriick-
sichtigung der VHS-Situation und 4.982 Betriebe bezlglich der IHN sowie 5.786 Betriebe
mit Karpfenwirtschaft (KHV-I) dieser Kategorie zugeordnet. Die scheinbar gestiegene
Anzahl der Kategorie I11-Betriebe ist auf die nahezu abgeschlossene Erfassung der Teich-
wirtschaften im Jahr 2013 zurlckzufiihren. Programme zur Tilgung der VHS und KHV-I
wurden 2013 in insgesamt flinf Fallen genehmigt. In Betrieben der Kategorie V sind In-
fektionen bekannt, es werden aber nur die festgelegten MindestmalRnahmen zur Bekdmp-
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fung durchgefiihrt. Die Zahl der gemeldeten Kategorie V-Betriebe ist gering, wobei ein
leichter Anstieg der Betriebe mit IHN und KHV-I registriert wurde.

Die Erfassung der EU-Daten enthélt einige Liicken. Das Bundesland Bremen meldete fur
das Jahr 2013 eine Teichwirtschaft mit einem Produktionsumfang von weniger als 5 Ton-
nen, aber zwei Betriebe der Kategorie I1l. Das Bundesland Saarland meldete insgesamt
165 Teichwirtschaften. Angaben zu den Fischarten, dem Gesundheitsstatus (Kategorie)
etc. fehlten.

2013 wurden im TSN 12 VHS-, 5 IHN-Neuausbriiche gemeldet. Von zuvor nicht
registrierten KHV-1 waren im letzten Jahr 68 Koi-Bestdnde und zwei Karpfenbestande
betroffen.

In den Untersuchungsdmtern der L&nder werden die entnommenen Proben virologisch un-
tersucht. Diese Untersuchungen dienen dem Nachweis der Freiheit der Fischbestande von
diesen Krankheitserregern sowie der Uberwachung der Seuchenfreiheit. Bei Ausbruch o-
der Verdacht einer VHS- bzw. IHN-Infektion miissen Untersuchungen zur Isolierung und
Identifizierung der Viren durchgefiihrt werden. Die Diagnostik einer KHV-I basiert auf
dem Genomnachweis des Erregers.

Im Jahr 2013 wurden in den Diagnostik-Laboratorien aller Bundeslander einschlief3lich
den NRL des FLI insgesamt 2.775 Pools aus Organproben von Fischen entsprechend der
Entscheidung 2001/183/EG (5) bzw. der Fischseuchenverordnung (6) unter Verwendung
vorgeschriebener Fisch-Zelllinien untersucht. Das Probenmaterial wurde auf Zellkulturen
passagiert und auf das Vorhandensein viraler Erreger Uberprift. In 62 Proben wurde
VHSV und in 41 Proben IHNV nachgewiesen und damit Neuausbriiche oder eine beste-
hende Verseuchung bestéatigt.

4.987 Fisch-Proben wurden mit anderen diagnostischen Amplifizierungsverfahren tber-
pruft. Der Genomnachweis des KHV wurde von insgesamt 117 Proben durchgefihrt.

e Entwurf: EU-Handbuch zur Diagnostik anzeigepflichtiger Erkrankungen

Die Handbucher zur Diagnostik der anzeigepflichtigen Erkrankungen der VHS, IHN,
KHV-I sowie der ISA befinden sich nach wie vor in der Uberarbeitung bzw. Erstellung.

Entsprechend der Durchfihrungsrichtlinie 2014/22/EU vom 13.02.2014 (4) wird die In-
fektiose Anamie der Lachse als eine Erkrankung definiert, die durch eine Infektion mit ei-
nem HPRdel ISA-Virus verursacht wird. Dabei handelt es sich um den viralen Erreger der
ISA, der in der hoch polymorphen Region (HPR) des Hemagglutin-Gens (HA, Segment 6)
Deletionen im Vergleich zu européischen Isolaten des Typ HPR-0 aufweist. Als diagnosti-
sche Nachweisverfahren werden verschiedene real time RT-PCR diskutiert. Im Falle eines
positiven Nachweises muss die HP-Region in ihrer Sequenz identifiziert werden. Somit ist
eine RT-PCR zur Amplifizierung dieses Bereiches auf dem Segment 6, wie sie vom OIE-
Referenzlabor (7) oder im Entwurf des diagnostischen Handbuches der EU beschrieben
wird, sinnvoll.

Bei der Erstellung des diagnostischen Handbuchs zum Nachweis der IHN und VHS be-
steht Konsens in der Zulassung von Amplifizierungsverfahren (Genomnachweis der Erre-
ger). In wie weit der Zellkulturnachweis zur Bestétigung eines Ausbruchs in zuvor freien
Gebieten bzw. die ldentifizierung (Sequenzierung) der Genomsequenz nach Amplifizie-
rung erforderlich sind, ist derzeit noch ungeklart.
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Handlungs- und Einigungsbedarf besteht auch in der Definition der KHV-I und des Erre-
gers sowie den diagnostischen Nachweisverfahren. Diskutiert werden die real time PCR
nach Gilad et al., 2004 (8) sowie die PCR nach Bercovier et al., 2005 (9). Ein Erstnach-
weis des Erregers in einem zuvor freien Gebiet muss durch Sequenzierung des Amplifika-
tes bzw. durch das NRL bestatigt werden. Als zusétzliche Methode zum Nachweis anderer
Herpesviren wird die Amplifizierung eines Genabschnittes der viralen DNA-Polymerase
nach Engelsma et al., 2013 (10) diskutiert. Im Rahmen der Uberwachung sind die real ti-
me-PCR nach Gilad et al., 2004 (8) sowie die CyHVpol-PCR (Engelsma et al., 2013, 10)
sinnvoll.

Die diagnostischen Handbicher werden derzeit noch von den EU-Mitgliedsstaaten disku-
tiert. Eine entsprechende Rechtsgrundlage ist inzwischen fir Sommer 2015 geplant.

Gestatten Sie mir einige personliche Anmerkungen:

Zur Gewabhrleistung einer vergleichbaren Diagnostik sind standardisierte und einheitliche
Nachweisverfahren notwendig. Andere Methoden gleicher Spezifitat und Sensitivitét soll-
ten bei Bedarf entwickelt und ausreichend validiert werden. Nach ausreichender Prifung
und entsprechender Eignung kdnnen diese dann von der EU in die diagnostischen Hand-
blcher eingearbeitet werden.

e Liste der empfanglichen Arten fir IHN und VHS

Das FLI ist nach wie vor um eine Vervollstandigung der Liste der empfénglichen Arten
fir IHN und VHS (z. B. Saibling) bemuht.

Qualitatsmanagement

Das FLI hat dieses Jahr einen nationalen Ringtest zur Diagnostik anzeigepflichtiger Erre-
ger der IHN, VHS, ISA (Teil A) und KHV-I (Teil B) durchgefuhrt. Der Nachweis des
exotischen Erregers der EHN ist Aufgabe des NRL am FLI (Dr. U. Fischer). Das EHNV
ist jedoch verwandt mit Ranaviren der Welse (ECV und ESV), die in Deutschland, Frank-
reich und Italien Krankheitsgeschehen verursachten. Deshalb und auf Grund von Interes-
senbekundungen einzelner Untersuchungsédmter enthielt der Ringtest ebenfalls Ranaviren.
Der Nachweis dieser Viren war optional. Der Ringtest beinhaltete ebenfalls den nicht-
anzeigepflichtigen Erreger SVCV.

Insgesamt beteiligten sich 18 Landeslabore, von denen laut Abfrage 17 Labore einen Ak-
kreditierungsstatus angaben. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Tabelle 2 auf-
gelistet.

An der Identifizierung des anzeigepflichtigen Erregers der KHV-I beteiligten sich alle 18
Labore mit Erfolg. Der Erreger wurde in allen Laboren unter Anwendung der real time
PCR nach Gilad et al., 2004 (8) nachgewiesen. Die ct-Werte variierten zwischen 20.95
und 25.95 der Ampulle B1 bzw. 23.5 und 29.75 der Ampulle B2. Vier Landeslabore besté-
tigten den positiven Genomnachweis mit unterschiedlichen nested-PCR. Die Negativkon-
trolle wurde in allen Laboren als KHV-negativ identifiziert.
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Tab. 2: Zusammenfassung der Ergebnisse der teilnehmenden Labore am nationalen
Ringtest 2014

Al: A2: A3: Ad: Ab5: ABb: B1: B2: B3: B4:
ISAV K- VHSV IHNV EHNV ECV KHVY KHV SVCV K-
+ + + + + + + + + +

(03]
—

+ + + + + + + + +

+ + + + *CPE *CPE + + + +

+ + + + *CPE *CPE + + + +

© T O N oo s @ o=
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

+ + + + *CPE *CPE + + + +

10 + + + + *CPE *CPE + + + -
11+ + + + *CPE *CPE + + + +
12+ + + + *CPE *CPE + + + +
13 * + + + + + + + + +
14 * + + + * * + + + +
15  * + + + *CPE *CPE + + + +
16 * + + + *CPE *CPE + + + +
17 * * * * * * + + * +
18 * * * * * * + + * +

> 12/16 16/16 16/16 16/16 6-14/166-14/1618/18 18/18 15/16 18/18

+: korrekter Nachweis, *: keine Teilnahme, CPE: zytopathogener Effekt in der Zellkultur

Die Erreger der anzeigepflichtigen Erkrankungen der IHN und VHS wurden von allen 16
teilnehmenden Laboren korrekt nachgewiesen. Entsprechend den gesetzlichen VVorgaben
und Empfehlungen (2, 5, 6, 7) wurden diese Erreger in der Zellkultur isoliert und an-
schlieRend in der Immunofluoreszenz oder im ELISA identifiziert. Zusatzlich erfolgte in
14 Laboren der Genomnachweis in der RT-PCR mit anschlieBender nested-PCR und/oder
der real time RT-PCR. In zwei Landeslaboren kam auch die Elektronenmikroskopie zur
Diagnostik dieser Erreger zum Einsatz. Die ermittelten Titer (TCIDso) lagen zwischen
10*" und 10" je ml fur IHNV (FLI: 10”°) bzw. 10°" und 10°**® je ml fur VHSV (FLI:
10%7). Ursachen fur die unterschiedlichen Werte kénnen die verwendeten Zellen, die An-
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zahl der Zell-Passagen oder auch das Medium sein. Im Rahmen der Diagnostik ist es not-
wendig, sowohl Erreger als auch Zellen regelmaRig auf ihre Eignung zu tberprifen.

An der Diagnostik von ISAV beteiligten sich zw6lf Landeslabore. Der Erreger wurde von
den Teilnehmern korrekt identifiziert. Zur Anwendung kamen die Virusisolierung, der
Antigennachweis mittels Immunofluoreszenz oder der Genomnachweis unter Anwendung
der RT-PCR oder real time RT-PCR.

Sechs Teilnehmer nutzten die Option zum Nachweis des exotischen anzeigepflichtigen Er-
regers der EHN und des nicht anzeigepflichtigen Ranavirus ECV. EIf von 16 Teilnehmern
des Teils A identifizierten in den Ampullen 5 (EHNV) und 6 (ECV) einen zytopathogenen
Effekt (CPE). Der Genomnachweis erfolgte in vier Laboren mit anschlieRender Restrikti-
onsanalyse und/ oder Sequenzierung des PCR-Produktes. In vier Laboren erfolgte die
Identifizierung von Iridoviren in der elektronenmikroskopischen Analyse.

Die Ergebnisse des diesjéhrigen nationalen Ringtest verdeutlichen, dass die anzeigepflich-
tigen Erreger der IHN, VHS und KHV-I von den teilnehmenden Laboren korrekt identifi-
ziert wurden. Die Diagnostik zum Nachweis des ISAV ist bereits in zwolf Landeslaboren
etabliert. Einige Landeslabore nutzten im Rahmen des Ringtest erfolgreich auch Verfahren
zur ldentifizierung von Ranaviren einschlie3lich des exotischen und anzeigepflichtigen
Erregers der EHN. Hervorzuheben ist, dass 14 Laboren bei einer entsprechenden diagnos-
tischen Fragestellung die Proben ans FLI weiterleiten wirden.

Um eine einheitliche und vergleichbare Diagnostik sicherzustellen, sind sowohl standardi-
sierte Methoden als auch geprufte Reagenzien (z. B. Antikorper) essentiell. Flr In vitro
Diagnostika zum Nachweis anzeigepflichtiger Tierseuchenerreger besteht die Zulassungs-
pflicht (1). Listen der in Deutschland zugelassenen Mittel und freigegebenen Chargen sind
auf der Homepage des FLI verfligbar. Nicht zugelassenen in vitro Diagnostika, wie z. B.
die Charge aVHS13G04 des mAK IP5B11 der Firma BioX, konnen zu starken unspezifi-
schen Reaktionen flihren, die eine eindeutige Diagnostik erschweren oder gar verhindern.

Eine Ubersicht derzeit zugelassener und gepriifter Chargen von monoklonalen Antikor-
pern zum Nachweis von IHNV, VHSV und ISAV sind in der Tabelle 3 dargestellt.

Tab. 3: In Deutschland zugelassene mAK und geprufte Chargen zur Diagnostik der an-
zeigepflichtigen Erreger der IHN, VHS und ISA

Erreger |EU-Empfehlung | Deutschland FLI-Zulassung |Charge Gultigkeit
08.04.14-

IHNV  |136-3 BIO 285 (136/3) |FLI-B 647 alHN14Co04 31.03.16

VHSV |IP5B11 BIO 282 (IP5B11) FLI-B 646 aVHS14C04 08.04.14-
31.03.16
10.03.14-

? -
ISAV 3H6F8/ BIO 337 (?) FLI-B 422 alSA14B24 9802 16
10C9F5
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Zusammenfassung

Im Rahmen einer Studienreihe zur klinischen Ophthalmologie an Wirtschafts- und Zier-
fischarten wurden zur Evaluierung bildgebender ophthalmologischer Untersuchungstech-
niken sowie zu Lehrzwecken zundchst mittels makroskopisch-anatomischer Techniken
physiologische sowie pathologische Zustande an den Augen verschiedener Wirtschafts-
sowie Zierfischarten dargestellt und in einem Cross-plattform (Macinthosh OS und PC) —
Online-Tutorial realisiert. Das Programm vermittelt detaillierte Kenntnisse zur Préparation
von Fischaugen, physiologischer und pathologischer Zustande und dient als Beurteilungs-
referenz fur Ergebnisse diagnostischer, bildgebender Techniken.

Studies on the presentation of physiological and pathological fish eye
findings by means of macroscopy, 2D and 3D sonography , optical co-
herence tomography (OCT ) and digital scanner ophthalmoscopy (OCT)

Summary

The present study focusses on macroscopical-anatomical investigations as a documenta-
tion of physiological and pathological conditions in fish eyes. Aim of the study was the es-
tablishment of a cross-plattform (Macintosh OS and PC) online tutorial. The tutorial gives
a broad review on post clinical preparation techniques in fish eyes, physiological and
pathological conditions with approx. 150 images and video clips and may serve as a refer-
ence base for evaluation of image based techniques such as x-ray, ultrasonography and op-
tical cohaerence tomography.

Text

Die klinische Ophthalmologie, bildgebende diagnostische Methoden sowie insbesondere
auch postklinische pathologisch-makroskopische Untersuchungsverfahren spielen am Au-
ge von Wirtschafts- und Zierfischen nicht nur klinisch aufgrund der Bedeutung eines voll
funktionsfahigen Visus sondern auch aufgrund der Tatsache, dass Augenkrankungen bei
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dieser Tiergruppe haufig Ausdruck von Systemerkrankungen darstellen, eine bedeutende
Rolle als ,,diagnotisches Fenster®.

Aufbauend auf einschldgigen ophthalmologischen Untersuchungstechniken wurden zur
Etablierung eines bildgebenden Untersuchungsganges und zur Erstellung von Referenz-
aufnahmen physiologische Zustande an den Augen von Koikarpfen (n = 75) sowie zum
Vergleich pathologische Zustdnde mittels 2-D, 3-D Ultrasonographie (Voluson i, GE
Healthcare, 22 MHz Schallkopf) sowie in B-Mode (MyLab™Sat VET, Esaote Inc., was-
serdichter 22-MHz-Schallkopf) untersucht. Mittels der hierbei etablierten Unterwasser-
technik konnten artefaktfrei axial-vertikal und axial horizontal die Sonoanatomie und
erstmals der retrobulbére Blutflul sowie Linsenaufhdngungsapparat dargestellt und fur
drei verschiedene FischgroRen statistisch evaluiert werden. Weiterhin wurden Referenzda-
ten flr die Korneadicke, Tiefe der vorderen Augenkammer, transversaler Durchmesser der
vorderen Augenkammer, des Filtrationswinkels, des Glaskdrper und der Bulbustiefe mit-
tels standardisierten Untersuchungsprotokolles erhoben werden. Hierbei konnten auch
fischspezifische Limitationen, sowie Ausldschungen durch die spharische und hochrefrak-
tare Fischaugenlinse dokumentiert werden.

Die optische Koh&renz-Tomographie (OCT) stellt eine hochsensitive interferometrische,
bildgebende Untersuchungstechnik dar, durch welche auf Basis von Laser-
Lichtreflexionen okulare Strukturen des vorderen und hinteren Fischaugensegmentes auf
quasi-histologischer Ebene am lebenden Tier dargestellt werden kénnen. Mittels dieser
von uns verwendeten Technik (Spectralis OCT Plus, Heidelberg Engeneering Inc., Ger-
many) konnen nichtinvasiv und kontaktfrei am Fischauge in 2D- und 3D-Schnitten im
routinemafigen Untersuchungsgang die Strukturen des vorderen und hinteren Augenseg-
mentes inkl. von GefaBmustern dargestellt werden.

Die gewonnenen Bildergebnisse wurden ergdnzend mittels digitaler Scanner-
Ophthalmoskopie (Scanning Digital Ophthalmoskope (SDO), Wild-Leitz/Schweiz) doku-
mentiert. Hierbei wird der Augenhintergrund streifenférmig gescannt und mittels an-
schlieendem Rendering ein Vollformatbild erzeugt. Diese Untersuchungstechnik erlaubt
es, durch sehr kleine Pupillendurchmesser von bis zu 3 — 4 mm Durchmesser im sichtba-
ren wie infrarotem Lichtspektrum nicht nur Stehbilder sondern auch Videoaufnahmen des
Fisch-Augenhintergrundes anzufertigen.

Mittels der etablierten bildgebenden Untersuchungstechniken und gewonnenen Referenz-
daten kdnnen kunftig ophthalmologische Befunde an Fischaugen im Rahmen routinemé-
Rier ophthalmologischer Untersuchungen besser bewertet werden.
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Zusammenfassung

Parasiten stellen in Europa noch immer eine 6konomische wie 6kologische Gefahr fir
Zucht- und Freilandpopulationen von Nutzfischen dar. Insbesondere der Befall mit Ekto-
parasiten kann eine Eintrittspforte flr Infektionen durch Viren, Bakterien und Pilzsporen
sein. Der allgegenwértige Therapienotstand durch eine Vielzahl rechtlicher und 6kologi-
scher Beschréankungen erschwert eine wirksame Bekdmpfung in der Praxis immens. Daher
sollte der Fokus vermehrt auf neuen Alternativen liegen, die sich die Infektionshiologie
und generelle Lebensweise der Erreger zunutze macht. Viele fur die Fischerei und Aqua-
kultur 6konomisch bedeutsame parasitare Erreger wie Protisten, Myxozoa, Helminthen
und Crustaceen sind zwingend auf eine hervorragend funktionierende Transmission im
Medium Wasser angewiesen. Parasitosen ausgel6st durch Organismen mit passiver und
aktiver Wirtsfindung oder chemischer Wirtserkennung bieten oft mehrere Angriffspunkte
fir eine Blockierung der Ubertragung. Dies ist eine bislang viel zu wenig beachtete, aber
veritable Alternative oder auch Erganzung zu dem oft kritischen und kostspieligen Einsatz
von Therapeutika und Chemikalien. Monoxene Erreger sind hierbei grundsatzlich von po-
lyxenen Formen zu unterscheiden, da deren Wirtsfindungsstrategien differieren. Parasiten,
wie jene aus der Gruppe der Myxozoa, Erreger einiger 6konomisch und 6kologisch sehr
bedeutsamer Erkrankungen von SiR3- wie Salzwasserfischen, sind ein Beispiel fir passive
Wirtsfinder, wohingegen Trematodencercarien, Fischlduse und Ciliaten oft durch physika-
lische Reize ausgeltst das Habitat der Wirtsfische aufsuchen und diese chemisch erken-
nen. Hier ergeben sich Mdglichkeiten verschiedene Transmissionsstadien anzureichern
oder aus dem Wasserkdrper zu entfernen. So kdnnen Daten und Erkenntnisse aus der Bio-
logie zu Transmission und Lebenszyklen der Parasitengruppen praktische Anwendung
finden. Die Mdglichkeiten hierzu werden bislang wenig genutzt und nur von wenigen
Wissenschaftlern praxisrelevant untersucht. Anhand von Beispielen zum Wissensstand
bezuglich der Transmissionsmechanismen der wirtschaftlich bedeutenden Erreger Icht-
hyophthirius multifiliis und Lepeophtheirus salmonis werden Mdglichkeiten zur Nutzung
der Transmissionsbiologie von Fischparasiten zur Entwicklung alternativer Bekampfungs-
strategien aufgezeigt. Der Beitrag soll als Ansporn zur Erforschung und Entwicklung neu-
artiger und praxistauglicher Ansétze zur alternativen Bekampfung von Parasitosen unter
Verwendung der Erregerbiologie verstanden werden.
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Possibilities for practical application of basic biology research
outcome in control of parasitic fish diseases

Summary

Various parasites still pose an economic and ecological threat to farmed and wild popula-
tions of fish in Europe. Particularly the infestation with ectoparasites serves as a portal of
entry for infections caused by viruses, bacteria and fungal spores. As treatment opportuni-
ties are often absent, there is a great need for novel (biological) control strategies in aqua-
culture and fisheries. Possible strategies for this may be e. g. the control or removal of in-
termediate hosts and their micro habitats, use of bio-signals for accumulation or disorien-
tation, the introduction of non-susceptible species or premature triggering of specific reac-
tions (e. g. by host recognition cues). In addition, knowledge about seasonality, tempera-
ture dependence and other parameters of the life cycles provide valuable starting points for
effective prevention and control. Further, alternative fish species or other suitable aquatic
organisms, that remove parasite stages by filtration or consumption may be one useful, bi-
ocompatible alternative to treatment methods illicit in the EU today.

Many parasitic pathogens such as protists, myxozoans, helminths and crustaceans are ul-
timately dependent on effective mechanisms to reach teleost hosts. Parasitic organisms
with passive and active host finding or chemical host recognition offer multiple targets for
transmission blocking since host finding is a bottleneck step in most parasitic life cycles.
The possibilities for this are still largely ignored and studies relevant to practice are con-
ducted by rather few researchers. Monoxenic pathogens are thus generally distinguished
from polyxenic forms, since their host finding strategies differ. Parasites, such as myxozo-
ans, agents of some economically and ecologically significant diseases of freshwater and
salt water fish, are an example of passive host finders, whereas trematode cercariae, fish
lice and ciliates often reach the habitat of the host following physical stimuli fish prior to
chemical recognition. This creates opportunities to enrich these transmission stages or re-
move them from the water body. While it is always important to exclude undesirable ef-
fects and to develop economically viable strategies, this approach receives far too little at-
tention to date, but may serve as veritable alternative and as complement to the often criti-
cal and costly use of drugs and chemicals. Thus, better insights from biology to transmis-
sion and life cycles of the specific parasites groups may lead to effective novel manage-
ment approaches for practical application. In this contribution, several possibilities for the
development of such alternative strategies are exemplarily discussed for some economi-
cally important parasitic pathogens, which utilize the scientific state of knowledge regard-
ing their transmission biology.

Einleitung

Die global wachsende Teichwirtschaft und Aquakultur von Fischen erzeugt zahlreiche
Okologische und 6konomische Probleme. Insbesondere durch Parasiten hervorgerufene
Krankheiten stellen hdufig ein Problem dar. Die Mdglichkeiten zur Behandlung und The-
rapie von Parasitosen sind jedoch eng begrenzt. Angesichts der Probleme mit KHV und
anderen viralen und bakteriellen Erregern wird deutlich, dass Parasiten Fische einerseits
schwéchen und zu Ausféllen fihren kdnnen, der Befall mit parasitéaren Erregern aber auch
Eintrittspforten flr zahlreiche weitere Pathogene 6ffnet. In der Teichwirtschaft herrschen
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lokal oft hohe Befallsdichten, wobei das Personal mitunter latente Infektionen Gbersieht.
Verluste treten insbesondere bei Jungfischen und Setzlingen zutage. Bei Ausbruch ist eine
erfolgreiche Behandlung meist schwierig und Vakzinierung ist i. d. R. keine Option. Die
Vektoren und der Eintrag von Erregern sind oft schwer kontrollierbar, Behandlung und
Verluste verursachen meist hohe Kosten.

Mdoglichkeiten zur alternativen Bekadmpfung

Es existieren prinzipiell zahlreiche Mdglichkeiten in den Zyklus fischinfizierender Parasi-
ten einzugreifen. Diese sind abhéangig von der jeweiligen Art und deren Wirtsfindeverhal-
ten und Infektionsbiologie. Generelle theoretische Ansatzpunkte zur Unterbrechung von
Parasitenzyklen abseits medikamentdser Therapie und Desinfektionsmanahmen sind
mannigfaltig. Sie reichen von der Vakzinierung und Immunstérkung tber die Verwendung
resistenter Stamme, Nutzung der Wirtspezifitat (Fehlwirte), der Anpassung der Haltungs-
bedingungen (Temperatur, Hygiene etc.), dem Verhindern der Vermehrung von Erregern,
der Reduktion vorhandener Zwischenwirte bis zur Entfernung von Transmissions- und
Entwicklungsstadien der Parasiten. Auch Wissen zu Saisonalitat, Temperaturabhangigkeit
und anderen Parametern der Lebenszyklen geben wertvolle Ansatzpunkte um effektive
Prophylaxe und Bekampfung zu betreiben.

Zumeist noch theoretische Ansdtze wie der Einsatz von Hyperparasiten, Repellents und
Lockstoffen (Push-Pull-Effekte) um die Transmission zu blockieren sind bislang in der
Praxis wenig etabliert. Denkbare alternative Strategien zum erfolgreichen Management
von Parasitosen konnten daher die Verwendung von Biosignalen zur Akkumulation oder
Desorientierung, oder das vorzeitige Ausldsen spezifischer Reaktionen darstellen, welche
in Folge die Transmission unterbinden oder die Zahl erfolgreich tbertragener Stadien ver-
ringern. Vergemeinschaftung verschiedener Fischarten oder der Einsatz geeigneter aquati-
scher Pradatoren, die Parasitenstadien durch Filtration oder aktiv konsumieren, das Aus-
nutzen der meist kurzen Lebensdauer / Infektitsitat der Stadien (oft abhangig von der
Temperatur) sind weitere nutzbare, dkologisch vertragliche Alternativen zu den vielen
heute in der EU unerlaubten Behandlungsmethoden. Im Folgenden soll der Fokus vor al-
lem auf den Ubertragungsmechanismen zweier wichtiger Erregerarten liegen.

Konkrete Beispiele

Als ein Beispiel bedeutsamer Fischparasiten muss der Ciliat Ichthyophthirius multifiliis
angeflhrt werden, welcher sicher den 6konomisch bedeutsamsten Parasiten in der Aqua-
kultur darstellt. Eine effektive Therapie ist nach wie vor ein groRes Problem fir Fisch-
ziichter, denn Malachitgriin / Dimetridazol-Verbote schwachten Bekdampfung drastisch
und neue Therapeutika (z. B. Bronopol) sind kaum effektiv gegen Trophonten im Gewebe.
Eine funktionierende Methode zur Vakzinierung existiert bislang nicht, denn der schnelle
Verlauf der Infektion und baldiger Verlust der protektiven Wirkung erschweren solche
Ansétze.

Der Wissensstand zu den Transmissionsmechanismen von I. multifiliis ist bereits weit
fortgeschritten. Das entscheidende Transmissionsstadium in dessen Zyklus ist der aktiv
schwimmende Theront. Bei seiner Wirtsfindung zeigt dieses Stadium mindestens elf ver-
schiedene Verhaltensmuster und bislang ist die Erkennung von vier unterschiedlichen
chemischen Signalen bekannt (Haas et al. 1998). Die wichtigsten Reaktionen sind der
Richtungswechsel (COD, wirbeltierspezifisch!) und die ,,Stop & Orientation“-Reaktion
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(Haas et al. 1999). Die Mikrohabitatselektion der Theronten basiert des Weiteren auf posi-
tiver Reaktion zu Licht und umfasst die Auslésung unspezifischer Schwimmbewegungen
bei Bewegung sowie Thigmotaxis an attraktiven Oberflachen. Es existiert jedoch keine
Attraktion Uber die Distanz, Geo- und Chemoorientierungsreaktionen finden nur im mm-
Bereich statt. Theronten zeigen Chemokinese bei angebotenem Fischblut, die Nahorientie-
rung wird durch Mucuskomponenten, v. a. Aminosauren ausgeldst. Das Verbleiben am
Wirt erfolgt aufgrund macromolekularer Glykokonjugate (> 30 kDa). In Versuchen konnte
Penetration in Agar mit Mucus und Serum nachgewiesen werden. Als in-vitro Penetrati-
onsstimuli werden grolmolekulare Fischserumkomponenten (Lom & Cerkasovova 1974)
und Polysaccharide angenommen. Das Auslésen energieaufwendiger Wirtsfindereaktio-
nen konnte das Absterben der Theronten, welches normalerweise nach ca. 90 h eintritt,
beschleunigen und in dem verkurzten Zeitraum durch Desorientierung kein echter Wirt er-
folgreich besiedelt werden.

Daraus resultieren Moglichkeiten zur Transmissionsunterbrechung, wobei die Inhibierung
der Wirtserkennung durch Reaktion auf Fischmucuskomponenten am erfolgverspre-
chendsten erscheint. Die Festhefte-Reaktion konnte beispielsweise durch Nutzung von
Substraten aus der Fischereiindustrie bzw. deren Nebenerzeugnissen erreicht werden. Das
Abfangen von Theronten durch Penetration in attraktive Matrices unter Nutzung der
Nahakkumulation ware eine weitere Option fur die praxisorientierte Entwicklung von Be-
kédmpfungs-Tools. Neben einer Hemmung der Therontenbildung ware auch dies eine veri-
table Mdglichkeit zur Transmissionsunterbrechung des Erregers. Ein weiterer interessanter
Ansatzpunkt kénnten ebenfalls die von diesem Parasiten offenbar verwendeten Endosym-
bionten sein (Sun et al. 2009), wie auch die mégliche Ausnutzung der Entleerung der sek-
retorischen Mucocysten im Zuge der Attachment-Reaktion. Die Stimuli hierfir sind je-
doch bislang nicht bekannt. Echte Abfang-,,Fallen* die auf Fernorientierung basieren sind
im Gegensatz zur Desorientierung im Nahbereich jedoch leider keine aussichtsreiche
Mdglichkeit.

Als zweites Beispiel 6konomisch auferst schadhafter Parasiten von Nutzfischen sind die
verschiedenen Arten von Seeldusen zu nennen, allen voran die Lachslaus Lepeophtheirus
salmonis. L. salmonis alleine verursacht iber 180 Mio $ Verluste pro Jahr und Resistenzen
gegen Therapeutika nehmen stetig zu (Denholm et al. 2002). Die Juvenilstadien wie auch
die Adulti zeigen ein komplexes Verhaltensmuster bei der Wirtsfindung und der anschlie-
Renden Erkennung und Wirtsinvasion (Mordue et al. 2009). Die Wirtsfindungs-Stimuli
zur Orientierung bestehen bei diesen Crustaceen aus chemischen und physikalischen Sig-
nalen. Durch Mechanorezeption (Hydrodynamik) wird das Anhefteverhalten (sog. ,,Circle
attacks®) initiiert, woraufhin das Ausschleudern des Frontalfilaments erfolgt (O Shea 05).
Lachslause zeigen zudem positive Lumitaxis, schwimmen zumeist nahe der Wasserober-
flache (1 - 4 m Tiefe) und reagieren stark auf ,,Lachs-konditioniertes Wasser. Bei diesen
Parasiten existiert demnach durchaus in gewissem Malle eine Fernorientierung inklusive
positiver Rheotaxis, beides aber v.a. im Zentimeter-Bereich. Die beteiligten chemischen
Stimuli sind weitgehend unbekannt, jedoch gelten Isophoron und 1-Octen-3-ol als natirli-
che Lokalisierungs-Signale die vom Salmonidenwirt abgesondert werden (Ingvarsdottir et
al. 2002). Es wird angenommen, dass Kairomone (Spezies-spezifische Stoffe) bei der
Transmission ebenfalls eine Rolle spielen. Klar ist des Weiteren, dass bei den Seeldusen
allgemein Pheromone des Weibchens Méannchen anlocken und als Repellents fiir andere
Weibchen dienen. Dieses Wissen zum Transmissionsverhalten und den dabei verwendeten
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Biosignalen kann fiir alternative Bekampfungsstrategien, beispielsweise der Entwicklung
von Abfangfallen und der Entwicklung von Repellent-MalRnahmen herangezogen werden.
Die von Fehlwirten abgeleitete Substanz 2-Aminoacetophenon kann z. B. nachweislich
zur Reduktion der Seelduse verwendet werden, da diese nicht suszeptible Fischarten mei-
den (Hastie et al. 2013). Da die Parasiten zusatzlich sehr empfindlich gegentiber dem
Salzgehalt sind konnte auch dies in MaRnahmen zur Reduktion der Abundanz einfliel3en.

Weitere Erreger

Erregerformen wie die Myxozoa verbreiten sich dagegen durch viele unbewegliche Stadi-
en und verlassen sich fast komplett auf chemische Wirtserkennung. Dies kann ebenfalls
zur Prophylaxe wichtiger parasitenbedingter Krankheiten genutzt werden. Es existieren
auch Fischparasiten mit direkter (Fisch zu Fisch) Transmission, was die Mdglichkeiten
zum Eingreifen in den Lebenszyklus stark einschriankt. Als Beispiel seien hier die ,,Haut-
wiirmer* der Gattung Gyrodactylus (Monogenea) genannt, welche als Adulti aktiv von
Fisch zu Fisch gelangen. Dennoch orientieren sich auch diese vermutlich an mechanischen
(Wasserturbulenzen) und chemischen Signalen, die eine Nahe zum Fisch signalisieren.
Letztendlich konnen derlei alternative (biologische) Bekampfungsstrategien aus der
Transmissionsbiologie zahlreicher weiterer Fischparasiten abgeleitet werden. Zur Wirts-
findung und —erkennung bei Fischegeln, Nematoden (Anguilliculoides), ,,Hauttriibern*
(Trichodina, Costia), parasitischen Krebsen (Ergasilus, Lernea), Trematoden (Dip-
lostomum, Sanguinicola), Cestoden (Acantocephalen usw.) und Microsporidia ist bislang
relativ wenig bekannt. Hier fehlt noch sehr viel grundsétzliches Wissen zu Transmissi-
onsmechanismen und Infektionsbhiologie der Parasiten um erfolgversprechende Strategien
zur Vermeidung der Ubertragung zu entwickeln.

Schlussfolgerung

Daher ist dringend mehr praxisorientierte Grundlagenforschung vonnéten, um die Biolo-
gie der Erreger zu verstehen und sie dann zur Bekdmpfung nutzen zu kénnen. Nétig sind
vor allem reproduzierbare Infektions-, Spezifitats- und Resistenzversuche, Verhaltensver-
suche zur Mikrohabitatselektion, Tests neuer Repellents (z. B. Pflanzenextrakte), Tests
von chemischen Fallen und Vorrichtungen zur mechanischen Entfernung von Transmissi-
onsstadien und nicht zuletzt die Erforschung der molekularen Mechanismen bei der Wirts-
findung und Wirtsspezifitdt um neue Managementstrategien, die auch Wirte und Vektoren
mit einschlieBen, zu entwickeln. Dies kénnte z. B. zur Herstellung effektiver und praxis-
tauglicher Transmissions-Blocker oder zur Entwicklung von gunstigen, leicht anwendba-
ren Substraten zur Wasserbehandlung (z. B. auf Basis von Reinsubstanzen, Blutmehl,
Schlachtabféllen, Fischmehl) fihren.

Dabei sind die Maglichkeiten technischer Losungen &uRerst vielfaltig. Sie reichen von der
manuellen Ausbringung von Stimuli(-trdgern) (z. B. wirksame Fettsduren, Aminosduren,
Pflanzenextrakte, Fischnebenprodukte etc.), deren Einsatz mittels Mikroverkapselung oder
als Additiva zu Futtermitteln, tiber die Verwendung von sog. ,,Slow-releasing Matrices
(SRMs)” oder Dispersern bzw. Perfusionseinheiten bis hin zu speziell entwickelten Fallen,
Reusen und Absaugvorrichtungen (z. B. in Kombination mit der Inaktivierung von Stadi-
en) oder einer kombinierten Ausbringung von Bioziden, Kddern, Dummys und Repellents.
Vielversprechend sind auBerdem Decoy-Kafige und Abfangteilbereiche (z. B. im Vorflu-
ter von Fischzuchten), Gerate zur punktuellen Agitation, Beleuchtung und Vergramung
sowie hiermit integrierte Abtotungsmoglichkeiten (Ultraschall, UV, Ultrafiltration usw.)
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und eine Vielzahl geeigneter baulicher MalRnahmen. Hierbei gilt es stets, unerwiinschte
Effekte auszuschlieBen und wirtschaftlich sinnvolle Strategien zu entwickeln.
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Zusammenfassung

Die Proliferative Nierenerkrankung (PKD) wird als “emerging disease” klassifiziert und
bedroht sowohl Salmoniden in Fischfarmen wie Wildpopulationen. Unter Laborbedingun-
gen bei einer konstanten Wassertemperatur von 18 °C kann PKD bei Regenbogenforellen
eine Sterblichkeit von bis zu 90 % hervorrufen. Im Freiland basieren alle z. Zt. zur Verfu-
gung stehenden Daten auf Elektroabfischungen. Dabei kénnen nur Daten zu PKD Pré-
valenz, Infektionsintensitat und Pathologie an Bachforellen erhoben werden. Inzidenz-
und Mortalitatsraten sowie Todesursachen kdnnen auf diese Weise nicht erfasst werden.
Das Ziel des hier vorgestellten Versuches war, Krankheitsinzidenz und Mortalitatsraten
bei Bachforellen unter Freilandbedingungen zu untersuchen. 85 Bachforellen-
Sommerlinge wurden in einem Kéfig in der Wutach, einem Grenzgewasser im Norden der
Schweiz, in der bereits friiher Tetracapsuloides bryosalmonae nachgewiesen wurde, ex-
poniert. Der Todeszeitpunkt gestorbener Tiere wurde dokumentiert und die Tiere auf die
Todesursache untersucht. Nach 2 ¥2 Monaten wurden die uberlebenden Fische euthana-
siert und ebenfalls morphologisch untersucht. Als Negativkontrolle dienten Bachforellen-
Sémmerlinge, die in der PKD-freien Fischzucht gehalten wurden, aus der auch die expo-
nierten Tiere stammten. Weiterhin wurden freilebende Fische ober- und unterhalb des Ka-
figs mittels Elektrofischfang entnommen und auf das Vorhandensein von PKD getestet,
um Vergleichsinformationen tber Krankheitspravalenz und —intensitat in der Wildpopula-
tion zu erhalten. Als Vergleich wurde ebenfalls ein Gewasser (Ehrenbach) integriert, in
dem keine PKD nachgewiesen worden war.

Die PKD-Inzidenz der im Kéfig gehaltenen Bachforellen (69 %) war vergleichbar mit der
Préavalenz bei freilebenden Bachforellen (80 bzw. 82 %) in demselben Gewaésser. Die
PKD bedingte Mortalitat der im Ké&fig gehaltenen Tiere betrug 15 %. Es waren keine wei-
teren Erkrankungen vorhanden, die fir die Mortalitat verantwortlich sein kénnten. Am
Ende des Versuches zeigten die gehélterten Tiere v.a. chronische und chronisch-aktive
Nierenverédnderungen. Dies deutet darauf hin, dass die Tiere die akute Infektion tberlebt
hatten und sich in der Regenerationsphase befanden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin,
dass die PKD bedingte Mortalitat in freilebenden Bachforellen niedriger ist als bisher an-
genommen. Zusétzliche, lokal wirksame Stressfaktoren bewirken moglicherweise im Frei-
land hohere Inzidenz- und Mortalitatsraten.
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Proliferative Kidney Disease in brown trout under
natural conditions - infection status, mortality and pathology

Summary

Proliferative kidney disease (PKD) is an emerging disease of salmonids in fish farms and
in wild populations. Under laboratory conditions at constant water temperature of 18 °C,
PKD can induce mortality up to 90 % in rainbow trout. In wild populations all data availa-
ble are based on samples from electrofishing. That way PKD prevalence, infection intensi-
ty and pathology can be investigated, but not incidence, mortality rates and cause of mor-
tality. Therefore, the aim of the present study was to investigate disease incidence and
mortality in brown trout under field conditions. 85 brown trout young-of-the-year were
exposed for 2 % months in a cage to river water in the Wutach, where PKD was already
found in earlier studies. Dead and moribund animals were investigated morphologically.
After 2 %2 months the surviving animals were euthanized and examined. As negative con-
trols, 10 fish were kept at the hatchery of origin. Furthermore, wild brown trout were sam-
pled by electrofishing above and below the cage in the Wutach and in a tributary (Ehren-
bach) and tested for PKD.

PKD incidence in brown trout in the cage was 69 %, comparable to the PKD prevalence in
wild brown trout (80 and 82 %) originating from the Wutach. In the cage, PKD associated
mortality was only 15 % and no other diseases were present which could be responsible
for mortality. Survivors showed mainly chronic or chronic active kidney lesions, which
indicates that animals were already in recovery stage. These results indicate that PKD re-
lated mortality in wild brown trout might be lower than presumed and that additional
stress factors might be necessary to induce higher disease incidence and mortality.

Literaturnachweis

Die Daten dieser Publikation stammen im Wesentlichen aus Schmidt-Posthaus et al., in
press.
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Zusammenfassung

Bei Sdugetieren gilt Niederfrequenz-Sonophorese (LFS) als eine der fortschrittlichsten
Technologien zur lokalen, transdermalen Darreichung von Wirkstoffen. Auf dieser Grund-
lage entstand die Idee, bei der Impfung von Fischen im Tauchbad die Aufnahme des Impf-
stoffs mit Hilfe von LFS zu optimieren.

Die Schallintensitat von 171 mW/cm2 bei einer Frequenz von 37 kHz reichte aus, um bei
Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) die Hautpermeabilitdt fir einen Bakterien-
impfstoff (inaktivierte Aeromonas salmonicida) zu erhdhen. Die Fische reagierten auf die
Behandlung jedoch mit unregelmaBigen, sprunghaften Schwimmbewegungen und Kie-
menblutungen. Eine geringere Schallintensitat von 105 mW/cm?2 veranderte die Hautper-
meabilitdt nicht, war allerdings ausreichend, um die Aufnahme des Impfstoffs in die Kie-
men zu steigern. Bei einer weiteren Reduzierung der Beschallungsintensitit auf etwa
60 mW/cm2 wurden nur geringe oder keine Nebenwirkungen beobachtet. Die Aufnahme
des Bakterienimpfstoffs in die Kiemen wahrend einer einminiitigen Badbehandlung war
allerdings immer noch um den Faktor 240 erhéht. Nach der Beschallung nahm die die
Durchlassigkeit der Kiemen fiir den Bakterienimpfstoff wieder ab und war nach zwei
Stunden statistisch nicht mehr von derjenigen der nicht behandelten Kontrolltieren zu un-
terscheiden. Daruber hinaus zeigte die Beschallung Adjuvans-ahnliche Effekte auf das
Immunsystem, was durch ein signifikant verringertes Albumin / Globulin-Verhéltnis im
Serum und eine gesteigerte Genexpression von IL 13, IL 8 und Immunglobulinen in den
Kiemen charakterisiert war. Gleichwohl konnte mittels Badimpfung (mit und ohne FFS)
bei Regenbogenforellen keine protektive Immunitidt gegen Aeromonas salmonicida sal-
monicida erzielt werden. Bei Karpfen jedoch, die gegen das Koi-Herpesvirus geimpft
wurden, erwies sich die ultraschallunterstitzte Badimpfung im Vergleich zur anderen
Verabreichungsformen als vielversprechend.

Niederfrequenter Ultraschall kann bei Fischen auch die Permeabilitdt der Epithelien fir
die verbreiteten Antibiotika Florfenicol, Oxytetracyclin und Flumequin erhéhen. Bei Re-
genborgenforellen, die erst mit Ultraschall behandelt und dann in einem Kurzzeitbad mit
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Antibiotika behandelt wurden, hatten h6here Konzentrationen des Wirkstoffes im Serum
und in der Leber. Somit konnte mit LFS die therapeutische Dosis von Antibiotika verrin-
gert und deren Austrag in die Umwelt verringert werden.

Modulation of gill permeability in fish by low-frequency ultrasound
Summary

Low frequency sonophoresis (LFS) has been recognized as one of the most advanced
technologies in the transdermal delivery of substances for focal skin applications in
mammals. Based on these findings, LFS has been suggested as a potential technology to
enhance the uptake of immersion vaccines in fish.

In the current study, an ultrasound intensity of 171 mW/cmz? at a frequency of 37 kHz was
found to be sufficient to increase the skin permeability of Rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) to an Aeromonas salmonicida bacterin, but caused erratic swimming and gill
hemorrhages in the fish. On the other hand, a lower intensity of 105 mW/cm?2 did not mod-
ify skin permeability, but significantly enhanced the bacterin uptake into the gills. Further
reduction of the sonication intensity to about 60 mW/cm2 caused little or no side effects,
but still increased the bacterin uptake into the gill tissue by factor 240 during a 1-min im-
mersion vaccination. After sonication, the permeability of the gills for the bacterin again
decreased, and two hours after treatment the amount of antigen that could be detected in
the gill was statistically similar to that of the untreated control fish. Furthermore, soni-
cation had an adjuvant effect on the immune response, characterized by a significantly de-
creased albumin / globulin ratio in the serum and enhanced expression of IL 1, IL 8 and
immunoglobulins in the gills. However, when the rainbow trout were experimentally in-
fected with A. salmonicida there was no difference in the level of protection between fish
receiving LFS-mediated immersion vaccination compared to those receiving a conven-
tional immersion vaccination. In contrast, LFS was shown to enhance the effectiveness of
immersion vaccination in Koi carp when the treated fish were experimentally infected
with koi herpes virus.

Low-frequency ultrasound can also increase the permeability of the fish epithelia to com-
monly used antibiotics Florfenicol, Oxytetracycline and Flumequine. Rainbow trout that
have been pre-treated with ultrasound and then exposed to antibiotics in bath treatments
showed higher concentrations of the antibiotics in their liver and blood than fish that were
treated without prior sonication. This suggests that the use of LFS could reduce the thera-
peutic dose of antibiotics required and consequently the amount entering the aquatic envi-
ronment.

Einfuhrung

Fur die Verabreichung von Vakzinen und anderen Substanzen, z. B. Antibiotika, stehen
bei Fischen im Wesentlichen drei Verfahren zur Verfligung: die intraperitoneale (i. p.) In-
jektion, die orale Applikation Gber das Futter und die Badbehandlung. Die intraperitoneale
Injektion ist das effizienteste dieser Verfahren, mit dem beste Ergebnisse bei der Impfung
erzielt werden (GUDDING et al. 1999). Es ist jedoch auch das zeit- und kostenintensivste
Verfahren, da die Fische betdubt und individuell behandelt werden missen (PLANT &
LAPATRA 2011). Die orale Applikation ist einfach anzuwenden und ohne Belastung fir
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die Fische. Problemtisch sind hier allerdings der Abbau des Wirkstoffes im Verdauungs-
trakt (JOOSTEN et al. 1997), und dass aufgrund der individuell unterschiedlichen Fut-
teraufnahme der Fische keine einheitliche Dosierung gewéhrleistet. Die Badbehandlung
bzw. Badimpfung hat den Vorteil, dass sie einfach durchzuftihren ist und alle Fische der-
selben Wirkstoffkonzentration ausgesetzt sind. Das Verfahren kann unabhangig von der
FischgroRe zur gleichzeitigen Behandlung einer groBen Anzahl von Fischen verwendet
werden. Nachteilig bei diesem Verfahren ist, dass hohe Wirkstoffmengen benétigt werden,
deren Aufnahme Uber die Epithelbarriere behindert wird und sich oftmals kein guter Im-
munschutz erzielen lasst (GUDDING et al. 1999).

In der vorliegenden Studie untersuchten wir, wie mit Niederfrequenz-Sonophorese (LFS),
einer modernen Technologie zur transdermalen Applikation von Substanzen bei Sdugetie-
ren (OGURA et al. 2008), die Applikation von Wirkstoffen bei der Badbehandlung von
Fischen verbessert werden kann. Erste Versuche dazu, wie mit LFS die Badimpfung von
Fischen verbessert werden kann, wurden vor etwas mehr als zehn Jahren durchgefiihrt
(ZHOU et al. 2002, FERNANDEZ-ALONSO et al. 2001). Trotz vielversprechender Er-
gebnisse wurde das Thema dann aber nicht weiter verfolgt. Bei unseren ersten Untersu-
chungen stellten wir fest, dass die Nebenwirkungen von niederfrequentem Ultraschall auf
den Fisch wahrscheinlich der Grund waren, warum die Methode nicht weiter untersucht
wurde. Daher definierten wir zundchst eine sichere Ultraschall-Intensitét, bei der keine
oder nur geringe Nebenwirkungen auftraten, und untersuchten dann, wie sich die Badimp-
fung und die Badbehandlung mit Antibiotika verbessern lasst.

Material und Methoden
et

Fur die Ultraschallbehandlung der Fische wurde ein ei-
gens hierzu konstruierten Ultraschallbad mit einem Vo-
lumen von 17 L verwendet (Abb. 1), dessen Seitenwan-
de mit jeweils 20 Schallwandlern ausgestattet waren.
Die Frequenz lag bei konstant 37 kHz, wahrend die In-
tensitat in einem Bereich von 26 bis 540 mW/cm? ein-
gestellt werden konnte. Die Beschallung erfolgte wie
von ZHOU et al. (2002) beschrieben gepulst mit finf
jeweils 30 s andauernden ,,on“- und ,,off*-Phasen. Alle
Versuche auler einem Impfversuch mit Karpfen
(~20 g) gegen KHV wurden mit Regenbogenforellen
(max. 70 g) durchgefiihrt.

N

Die Beurteilung der durch niederfrequenten Ultraschall
verursachten Nebenwirkungen erfolgte anhand makro-
skopischer Beobachtungen wéhrend und nach der Ultra-
schallbehandlung, histologischer Schnitte von Haut und
Kiemen und der Zusammensetzung des Blutserums
(pH, Na+, K+, Ca™, Mg*™, CI', anorganisches Phos-
phat, Protein und Albumin-Globulin-Verhéltnis). Abb. 1 Ultraschallbad mit

jungen Regenbogenfo-
rellen.
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Zur Quantifizierung der Aufnahme eines Bakterienimpfstoffes (formalininaktivierte Ae-
romonas salmonicida) in die Haut und Kiemen wurden Gewebeproben in 99,8 % Ethanol
fixiert und daraus die DNA extrahiert. Der quantitative Nachweis der DNA von A. salmo-
nicida erfolgte mit spezifischen Primern (SKUGOR et al. 2009) und einer quantitativen
PCR (gPCR). Die Identitdt des PCR-Produkts wurde mittels Sequenzierung uberpruft.
Anhand einer Standardreihe wurde aus den Ct-werten die Menge der in das Gewebe auf-
genommenen Bakterien bestimmt. Zur visuellen Prifung der Aufnahme von A. salmonici-
da in das Gewebe wurden histologische Schnitte mit monoklonalen Antikérpern gegen A.
salmonicida geférbt. Die Expression von Immungenen wie IL 8, IL 1, CD 4, CD 8, MHC
I, MHC II, IgM, IgT und IgD wurde mittels qPCR quantifiziert. Spezifische Antikorper
gegen A. salmoniocida im Serum wurden mit einem ELISA bestimmt.

Impfversuche mit Regenborgenforellen gegen Furunkulose (Aeromonas salmonicida sal-
monicida) und Karpfen gegen das KHV wurden vergleichend fur die Badimpfung mit und
ohne Vorbehandlung mit niederfrequentem Ultraschall (5 x 30 s, ~ 60 mW/cm?) und die
i. p. Injektion des Impfstoffes durchgefiihrt. Nach der Belastungsinfektion mit dem jewei-
ligen Erreger wurde die Uberlebensrate bestimmt, wobei moribunde Fische entnommen
und getotet wurden.

Zur Uberpriifung der Wirksamkeit von LFS zur Applikation der Antibiotika Flumequin,
Oxytetracyclin und Florfenicol bei einer Badbehandlung wurden die Fische zundchst wie
oben beschrieben mit niederfrequentem Ultraschall behandelt, dann ber 1 h in Antibioti-
ka-Losungen verschiedener Konzentrationen gebadet und 4 h spéter zur Organentnahme
getotet. Die Konzentration der Antibiotika UPLC / Q-TOF-MS bestimmt.

Ergebnisse und Diskussion
Nebenwirkungen

Anders als bei S&ugetieren, wo LFS als lokale Applikationsform auf der Haut angewendet
wird, muss aus praktischen Griinden bei Fischen das ganze Individuum im Tauchbad be-
handelt werden. Daher ist es unvermeidbar, dass auch empfindlichere Organe wie zum
Beispiel die Kiemen von der Behandlung betroffen sind. Niederfrequenter Ultraschall ei-
ner Intensitdt von 171 mW/cm? fuhrte bei Regenbogenforellen zu Nebenwirkungen wie
Blutungen der Kiemen, Exophthalmus und unregelméBigem Schwimmverhalten. Auch bei
einer Ultraschallintensitat von 105 mW/cm? zeigten die Fische noch ein unregelmaBiges
Schwimmverhalten, wahrend bei Intensitaten um 60 mW/cm? gelegentliche unkoordiniert
wirkende Bewegungen beobachtet werden konnten. Bei einer Ultraschallintensitat von
26 mW/cm? traten Uberhaupt keine sichtbaren Nebenwirkungen auf. Die histologische
Auswertung ergab keine Effekte der Ultraschallbehandlung auf die Haut, aber eine deutli-
che Schadigung der Kiemen von Fischen, die mit 105 mW/cm? behandelt wurden. Im Ge-
gensatz dazu verursachte die Ultraschall mit Intensitaten um 60 mW/cm? und darunter
keine solche Veranderungen und wurden als ,,sichere® Intensitaten fir die weiteren Unter-
suchungen definiert.

Permeabilitat von Haut und Kiemen

LFS mit einer Intensitat von 171 mW/cm? bewirkte eine erhdhte Aufnahme des Bakterien-
impfstoffes in die Haut und in die Kiemen. Intensitaten von 120 m\W/cm?und geringer er-
héhten zwar die Permeabilitit der Kiemen, aber nicht der Haut. LFS mit einer Intensitét
von 60 mW/cm? resultierte nach einem 1-min Impfbad in einer 240-mal hoheren Aufnah-
me des Bakterienimpfstoffes in die Kiemen als bei den nicht mit Ultraschall vorbehandel-
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ten Fischen. Damit konnte gezeigt werden, dass mit LFS einer geringen Intensitat bei ei-
ner Tauchbadimpfung die Aufnahme eines Bakterienimpfstoffes tiber die Kiemen signifi-
kant erhéht werden kann. Die mit niederfrequentem Ultraschall geringer Intensitét erziel-
bare Erhéhung der Permeabilitit der Kiemen von Fischen kann auch zur Applikation an-
derer Substanzen im Tauchbad genutzt werden. Fir die in der Aquakultur verwendeten
Antibiotika Oxytetracyclin, Flumequin und Florfenicol zeigte sich, dass deren Aufnahme
mit LFS deutlich erhoht werden kann. So l&sst sich zum Beispiel die therapeutische Dosis
von Oxytetracyclin bei einer Badbehandlung um Faktor 5 reduzieren und die durch Anti-
biotika verursachte Umweltbelastung verringern.

Die durch die Ultraschallbehandlung verursachte Permeabilitatsanderung der Kiemen ist
reversibel und war 2 h nach einer Behandlung mit 120 mW/cm? statistisch nicht mehr von
der unbehandelten Kontrolle zu unterschieden.

Effekte von LFS auf die naturliche und adaptive Immunantwort

Ultraschall einer Intensitat von 60 mW/cm? bewirkte bei Regenbogenforellen innerhalb
von 40 min nach der Behandlung eine signifikante Verringerung des Albumin-Globulin-
Verhaltnisses im Serum, was auf eine Entziindungsreaktion hinweist. Dementsprechend
konnte 6 h nach einer Badimpfung mit LFS eine Hochregulierung der Expression pro-
inflammatorischer Interleukine (IL 8, IL 1R) in den Kiemen nachgewiesen werden, und 35
Tage nach der Impfung war eine im Vergleich zu den i.p. oder konventionell im Tauchbad
geimpften Fischen eine Hochregulierung der Expression der Immunglobuline IgM, IgD
und IgT zu beobachten (Abb. 2). Dies weist darauf hin, dass niederfrequenter Ultraschall
bei Fischen als physikalisches Adjuvans wirken kann.

6 A Abb. 2:
:9 ¥ Expression von IgM, IgT und
g IgD in den Kiemen (GI) von
& B g D Regenbogenforellen 35 Tage
1 nach Impfung mit formali-
45 ninaktivierten A. salmonici-
] da, relativ zum Houskeeping-
34 Gen EF1. DIP = Badimp-

fung; DIP + LFS = Badimp-

*

Relative gene expression Log 2

‘ fung mit LFS; IP = i.p. Imp-
] [ fung. Sternchen zeigen signi-
y ) fikante Unterschiede zur
i ] { Kontrolle an (ANOVA, p >

0,05). Aus COBO et al.
(2015), mit Genehmigung

DIP ' DIP+LFS ' P von Elsevier.
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Impfversuche

LFS mit geringer Intensitat hat sowohl durch die verbesserte Impfstoffaufnahme als auch
Adjuvans-dhnliche Effekte das Potential, die Effektivitat der Tauchbadimpfung bei Fi-
schen ohne signifikante Nebenwirkungen zu verbessern. Um diese Hypothese zu tberpri-
fen, wurden Impfversuche mit Regenbogenforellen und Koi Karpfen durchgefiihrt. Bei
den gegen A. salmoncida salmonicida geimpften Regenbogenforellen zeigte sich nach der
Belastungsinfektion per Injektion, dass mit der Tauchbadimpfung mit oder ohne LFS, an-
ders als bei Impfung per Injektion, kein Impfschutz erzielt werden konnte. Dies kdnnte
damit erklart werden, dass mit der unnatirlichen Infektionsroute per Injektion die
Schleimhautbarriere der Kiemen umgangen wurde.

Bei den gegen das Koi Herpesvirus (KHV) geimpften Karpfen hingegen, bei denen die
Belastungsinfektion ber das Wasser erfolgte, erwies sich die Ultraschall-unterstiitzte
Tauchbadimpfung mit einer gegeniiber der Kontrolle um 55 % erhéhten Uberlebensrate
als das beste Impfverfahren (Abb. 3). Im Vergleich hierzu ergab sich mit der intraperi-
tonealen Impfung nur eine um 45 % erhohte Uberlebensrate, wéhrend mit der konventio-
nellen Tauchbadimpfung kein Impfschutz erzielt werden konnte. Der fur diese Orientie-
rungsstudie gewdhlte geringe Stichprobenumfang erlaubt allerdings keine statistische Ab-
sicherung der Ergebnisse.

Eine ausflhrlichere Darstellung des hier skizzierten Projektes findet sich bei COBO et al.
(2014, 2015).

Abb. 3:

Sterblichkeit von Karpfen
nach der Infektion mit dem
......... KHV in Abhangigkeit vom
Impfverfahren.

kumulative Mortalitst (%)

Tage nach der Belastungsinfektion

Schlussfolgerung

Die LFS mit einer geringen Intensitét ist ein vielversprechendes Verfahren, mit dem sich
bei der Badbehandlung von Fischen die Aufnahme verschiedener Substanzen steigern
lasst. Bei der Tauchbadimpfung von Fischen kann die gesteigerte Impfstoffaufnahme zu-
sammen mit der Wirkung von niederfrequentem Ultraschall als physikalisches Adjuvans
die Effektivitat einer Tauchbadimpfung verbessern. Neben der Applikation von Impfstof-
fen konnte das Verfahren auch bei der Badbehandlung mit Medikamenten und im For-
schungsbereich auch fiir experimentelle Infektionen mit bakteriellen Pathogenen einge-
setzt werden.

Forderhinweis: Das Kooperationsprojekt KF 255 9202 wurde Uber die AiF-Projekt GmbH
im Rahmen des Programms ZIM - Zentrales Innovationsprogramm Mittelstand vom Bun-
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desministerium fur Wirtschaft und Technologie aufgrund eines Beschlusses des Deutschen
Bundestages gefordert.
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Zusammenfassung

Vieles spricht dafur, dass ein Fischseuchenerreger in einer Aquakultur ein besonders
leichtes Spiel in Bezug auf die Entwicklung seiner Infektiositét (die Fahigkeit in Wirtsge-
webe einzudringen und zu replizieren) hat. Die Grinde hierfur sind in erster Linie in den
Praktiken der Fischhaltung und -zucht zu suchen. Versteht man diesen Zusammenhang im
Detail, lassen sich effiziente MaRnahmen zur Seuchenprévention und -bekampfung in der
Aquakultur einfacher etablieren.

Fish epidemics in aquaculture — a homemade threat?
Summary

There is a lot of evidence that an aquaculture provide a good place for optimizing infectiv-
ity (the ability to invade and replicate in a host tissue) by a pathogen. Reasons for this are
most likely based on practices of fish keeping and breeding. If there is sufficient
knowledge about this correlation, it will be easier to establish efficient measures to control
epidemics in aquacultures.

Unter natrlichen Umstanden, und langfristiger Betrachtung, entspricht die koevolutionare
Interaktion zwischen Wirt und Erreger einem ausbalancierten (gleichberechtigten) Wett-
risten. Dabei handelt es sich um einen wechselseitigen Anpassungsprozess. Wahrend der
Wirt kontinuierlich seine Immunfunktionen (Resistenzeigenschaften) optimiert, etabliert
der Erreger wiederum Strategien zur Umgehung der Immunabwehr (Infektiositat). Kommt
es allerdings zu einer chronischen Schwéachung des Anpassungspotentials der Wirtspopu-
lation, beziehungsweise langfristigen Steigerung des Anpassungspotentials der Erregerpo-
pulation, verschiebt sich das Gleichgewicht zugunsten des Erregers. Infolgedessen musste
man mit einer erhohten Infektiositit, und deshalb auch mit einer zunehmenden Morbiditét,
rechnen. Ausschlaggebend firr solch ein Ungleichgewicht sind insbesondere Umstande,
die einen raschen Anstieg der PopulationsgroRe des Erregers beginstigen. In anderen
Worten, dies betrifft alle Faktoren, welche zum einen fir eine starke Vermehrung des Er-
regers im Wirt, und zum anderen fiir eine rasante Ubertragung des Erregers innerhalb der
Wirtspopulation verantwortlich sind. Denn mit der Zunahme der PopulationsgroRe des Er-
regers, steigt gleichzeitig auch die Wahrscheinlichkeit, dass neue Erregervarianten mit ei-
ner optimierten Infektiositat auftreten. Inwieweit Praktiken in der Kultivierung von Fi-
schen die Erregervermehrung beginstigen, soll anhand folgender Aspekte erldutert wer-
den.
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1) Oftmals leidet der Fischbesatz einer Aquakultur unter einem geschwéachten Immunsys-
tem, wodurch die Entwicklung der Infektiositat des Erregers begunstigt ist. Heutzutage
weill man, dass eine chronische Stresssituation das Immunsystem eines Organismuses sig-
nifikant beeintréachtigen kann. Fische, welche unter standigem Stress leiden, sind deshalb
besonders anféllig fur Infektionskrankheiten (Tort et al., 2011). In der Natur sind Stresssi-
tuationen Uberwiegend von kurzer Dauer (zum Beispiel bei einem Revierkampf, bei einer
abrupten klimatischen Veranderung oder bei der Flucht vor einem Prédator), und wirken
sich unter Umstanden sogar stimulierend auf das Immunsystem aus. Hingegen kommen
chronische Stressfaktoren kaum vor. Langanhaltende Stresssituationen kommen insbeson-
dere in einer Aquakultur vor, da dort unnatiirliche Lebensbedingungen vorherrschen
(Waples et al., 2012). Daruber hinaus werden h&ufig nichtendemische Fischarten kulti-
viert, welche folglich einer in jeder Hinsicht vollig artfremden Umgebung ausgesetzt sind
(wie zum Beispiel die in Europa geziichtete Regenbogenforelle, Oncorhynchus mykiss).
Zusétzlich entspricht die Zuchtfischunterbringung oftmals nur den gesetzlichen Mindest-
anforderungen, welche auf maximierte Wirtschaftlichkeit der Betriebe abzielt, jedoch art-
spezifische Bedurfnisse kaum berucksichtigt. Zum Beispiel wird in der intensivbetriebe-
nen Aquakultur eine hohe Besatzdichte gefordert, die eine 6konomische Fischproduktion
garantieren soll. Dies kann allerdings zu einer sozialen Dauerbelastung fiir den Fischbe-
satz fuhren, und somit das Immunsystem der gesamten Population chronisch schwaéchen.
Tritt in ebensolch einem Besatz eine Infektion auf, steigt die Wahrscheinlichkeit, dass
auch resistente Wirtsvarianten aufgrund ihres geschwéchten Immunsystems erkranken.
Daher ist mit einer erhohten Morbiditat zu rechnen, und somit auch mit einer groReren Er-
regerpopulation im Fischbesatz.

2) Oftmals werden Fische in Aquakulturen bei sehr hoher Besatzdichte gehalten, wodurch
die Entwicklung der Infektiositat des Erregers beglnstigt ist. Ungeachtet dessen, dass wie
bereits unter Punkt 1) geschildert, eine zu hohe Besatzdichte das Fischimmunsystem
schwaéchen kann, ist zudem mit einer hohen Rate der Erregeribertragung innerhalb des
Besatzes zu rechen (aufgrund einer erhdhten Kontaktrate; Lafferty et al., 2015). Dies wiir-
de wiederum zu einer hohen Morbiditat, und somit zu einer groRen Erregerpopulation,
fuhren.

3) Oftmals leiden Zuchtfische an einer schwachen genetischen Immunresistenz, wodurch
die Entwicklung der Infektiositat des Erregers begunstigt ist. Auf Kosten der intensiven
Zucht (insbesondere durch Inzuchtverpaarung) in Richtung maximierter Veranlagung be-
vorzugter Leistungsmerkmale (wie zum Beispiel der Wachstumsgeschwindigkeit, Gro-
Renwachstum und Férbung), leiden Zuchtfische h&ufig (aufgrund pleiotroper Effekte) un-
ter einer allgemein geschwachten genetischen Immunresistenz (Cieslak et al., 2011,
Bostock et al., 2010; Dunham, 2009). Daruber hinaus geht man von einem stark einge-
schrankten nattrlichen Selektionsdruck aus, der auf eine Zuchtfischspezies wirkt. Durch
die artifizielle Verpaarung (selektive Zucht), die praventive medikamentdse Behandlung,
und die sterilen Haltungsbedingungen in Aquakulturanlagen, ist der Effekt der natlrlichen
Auslese weitgehend ausgehebelt. Folglich kénnen pleiotrope und spontane Mutationen
(mit negativer Auswirkung auf das Immunsystem) in Zuchtfischlinien fortbestehen, ohne
der naturlichen Auslese zum Opfer zu fallen. Die Folge waére eine erhdhte Morbiditat, und
somit auch eine groRe Erregerpopulation im Fischbesatz.

4) Oftmals leiden Zuchtfischbestédnde an einer geringen Diversitat bezlglich ihres Im-
mungenpools, wodurch die Entwicklung der Infektiositat des Erregers begunstigt ist. Im
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Falle einer Wildfischpopulation geht man unter nattirlichen Bedingungen, von einer hohen
Diversitat bezuglich ihres Immungenpools aus. Wird die reproduktive Fitness einer sol-
chen Population durch ein Erreger geféhrdet, kann unmittelbar auf ein umfangreiches Al-
lelrepertoire zuruickgriffen werden. Dadurch bedarf es nicht erst vieler Generationen bis
die spontane Mutation mit dem erforderlichen Immunschutz entsteht. Darlber hinaus un-
terbindet eine in der Wirtspopulation hoch heterogene Verteilung an genetischen Immun-
resistenzen (das heif3t, dass sich einzelne Individuen in ihrer genetischen Immunresistenz
unterscheiden), dass sich Erreger mit maximaler Geschwindigkeit innerhalb dieser Popu-
lation ausbreiten kénnen. Demzufolge wird ein Erreger bei seiner Ausbreitung immer
wieder aufs Neue durch individuelle Resistenzeigenschaften herausgefordert. Im Gegen-
satz dazu, ist die Diversitat der Immungene in einem Zuchtfischbesatz eher gering (Wap-
les et al., 2012). Dies liegt insbesondere an der Vielzahl an Grindereffekten, die auf eine
Zuchtfischspezies seit ihrer Entstehung bis heute gewirkt haben (Wang et al. 2012). In der
Regel gehen Zuchtfischspezies aus einer relativ kleinen Griinderpopulation von Wildtieren
hervor (Domestikation). Darliber hinaus kam es im Laufe ihrer Ziichtungsgeschichte im-
mer wieder zur genetischen Verarmung ihres Immungenpools (insbesondere durch ihre
Aufspaltung in Zuchtlinien — selektive Zucht in Richtung individueller Leistungsmerkma-
le). Dementsprechend kann sich ein Erreger in so einem Besatz besonders leicht ausbrei-
ten (schneller Anstieg in der Morbiditat), weshalb man auch mit einer hohen Erregerpopu-
lation rechnen muss.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass sich Praktiken der Fischhaltung und -zucht
auf die Entwicklung der Infektiositét eines Fischseuchenerregers auswirken kann. Solange
die Fischproduktion nicht in einem geschlossenen Kreislaufsystem stattfindet, und somit
von Infektionen von aufRen bedroht ist, empfiehlt es sich chronische Stressfaktoren in der
Fischhaltung auf ein Minimum zu reduzieren. Dartiber hinaus bedarf es eines genetischen
Managements, sodass der Fischbesatz iber eine ausreichend genetischbedingte Immunre-
sistenz verflgt.
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Zusammenfassung

Die Bekampfung von Fischseuchen stellt eine besondere Herausforderung dar. Seit Gber
30 Jahren gibt es in Deutschland Bekdmpfungsvorschriften. Das geltende Recht wird je-
doch sehr kontrovers diskutiert. Ruickblickend sind, nach Durchfuhrung der vorgeschrie-
benen Bekampfungsmalinahmen, trotzdem viele Erfolge zu verzeichnen. Die Zahl der in
Bezug auf die Virale Hdmorrhagische Septikdmie (VHS) und die Infektiése Hamatopoeti-
sche Nekrose (IHN) in Deutschland als seuchenfrei erklarten Zonen und Kompartimente
ist deutlich angestiegen. Das gesamte Hoheitsgebiet Deutschlands gilt als frei von der In-
fektiosen Lachsandmie (ISA). Nach Umsetzung der Richtlinie 2006/88/EG ist auch in an-
deren EU-Mitgliedstaaten die Zahl der IHN- und VHS-freien Kompartimente und Zonen
gewachsen. Zudem wurden erstmals in der EU Gebiete zu Schutzgebieten erklart, die nun
als frei von der Koi-Herpesvirus-Infektion der Karpfen (KHV-I1) gelten.

Daten Uber Ausbriiche von Fischseuchen und -krankheiten und zur Epidemiologie werden
im Tierseuchen-Nachrichtensystem (TSN) amtlich erfasst. Seit 2014 werden auch der Of-
fentlichkeit nahere Informationen tber das Auftreten von anzeigepflichtigen Tierseuchen
zur Verfligung gestellt. Die Daten sind im TierSeuchenInformationsSystem (TSIS:
www.tsis.fli.ound.de) enthalten.

Den amtlich erhobenen Daten zur Inzidenz von Fischseuchen in Deutschland ist ein Ruck-
gang der VHS und IHN seit 1996 und der KHV-I seit 2007 zu entnehmen. Auch diese
Entwicklung darf als Erfolg der MaRnahmen zur Fischseuchenbekampfung gewertet wer-
den.

Bestandssanierungen nach Seuchenausbriichen haben sich ebenso wirtschaftlich rentiert.
Die gemaR Tiergesundheitsgesetz nunmehr bestehende Verpflichtung des Tierhalters, vor-
beugende Tiergesundheitsfiirsorge zu betreiben, wird sich positiv auf die Ziele der Fisch-
seuchenbekampfung auswirken. Prévention ist auch ein bedeutendes Element der Tier-
gesundheitsstrategie der Européischen Union. Fir eine Fortsetzung des eingeschlagenen
Weges sprechen nicht zuletzt Wettbewerbsgriinde. Der zukilnftige EU-Tiergesundheits-
rechtsakt wird sich auch auf die Fischseuchenbekdmpfung auswirken und zur Harmonisie-
rung des Vollzugs innerhalb der EU beitragen.
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30 years fish disease control in Germany
Summary

In Germany regulations on the control of certain fish diseases are in force for more than
30 years. Compared to the control of terrestrial animal diseases, the control of fish diseas-
es faces special epidemiological challenges. Moreover the pertinent legislation on fish dis-
ease control is currently subject of very controversial discussions in Germany.

In retrospect however, efforts of fish disease control measures can be confirmed. The
number of zones or compartments declared free of Viral Haemorrhagic Septicemia (VHS)
and Infectious Haematopoietic Necrosis (IHN) has increased significantly in Germany.
Moreover the whole territory of Germany is considered to be free of Infectious Salmon
Anaemia (ISA). In the course of the implementation of Directive 2006/88/EC, the number
of IHN and VHS-free compartments and zones has also increased in other EU Member
States. Regarding Koi Herpes Virus Disease (KHVD) first zones and compartments have
been declared free within the EU.

Statistical and epidemiological data on outbreaks of fish diseases are officially collected in
the German Animal Diseases Reporting System (TSN). Since 2014 information on the oc-
currence of notifiable animal diseases is available for the public in the Animal Disease In-
formation System (TSIS).

According to official surveys, the incidence of VHS and IHN is declining in Germany
since 1996. Also the KHV-I incidence has dropped significantly since 2007. Although the
incidence doesn't allow reliable statements regarding epidemiology, this development
must be considered as an effort inter alia due to fish disease control measures.

Eradication measures in the course of disease outbreaks turned out to be economically
profitable. The obligation that aquaculture operators have to conduct preventive measures
according to the German Animal Health Act will certainly have a positive impact regard-
ing the objectives of the fish disease control legislation. Prevention is also an important el-
ement of the Animal Health Strategy of the European Union. In the future, fish disease
control measures should be carried out consequently throughout the EU also for competi-
tive reasons.

The future EU Animal Health Law will have an impact on fish disease control. The regu-
lation will certainly contribute to the harmonization of fish disease control measures with-
in the EU.

Einleitung

Seit tber 30 Jahren wird die Bekdmpfung von Fischseuchen in Deutschland durch Rechts-
vorschriften geregelt. Diese Vorschriften werden jedoch aktuell sehr kontrovers diskutiert.
Insbesondere die ZweckmaRigkeit der Bestimmungen wird sowohl von einzelnen Perso-
nen als auch von Verbanden in Frage gestellt. Im Folgenden werden die ,,Meilensteine*
der Fischseuchenbekdmpfung in Deutschland, die aktuelle Rechtslage und die aus der
Durchfiihrung der Bestimmungen resultierenden Erfolge dargestellt.
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Chronologie der Meilensteine der Fischseuchenbekampfung

Mit der Umbenennung des ,,Viehseuchengesetzes* in ,, Tierseuchengesetz*“ (TierSG) im
Jahr 1980 wurde der Anwendungsbereich des Gesetzes um ,,SiiBwasserfische® erweitert,
wobei zundchst eine fischereiliche Nutzung der SuRwasserfische vorausgesetzt wurde.
Seit der Neufassung des TierSG im Jahr 2004 wurden auch Zierfische vom Anwendungs-
bereich dieser Vorschrift erfasst. Im Sinne des TierSG galten nicht nur Fische der Klasse
Chondrichthyes (Knorpelfische) und der Reihe Osteichthyes (Knochenfische) als Fische
sondern auch Neunaugen, ZehnfulRkrebse und Weichtiere.

Die Infektiose Hdmatopoetische Nekrose (IHN) ist bereits seit 1991 in der Verordnung
uber anzeigepflichtige Tierseuchen gelistet. Seit 1995 gilt auch die Virale Hdmorrhagische
Septikamie (VHS) als anzeigepflichtige Tierseuche. Die Anzeigepflicht fir die Anste-
ckende Blutarmut der Lachse - Infektidse Lachsandmie (ISA) - wurde im Jahr 1999 einge-
fiihrt. Die Koi-Herpesvirus-Infektion der Karpfen (KHV-I) ist seit 2005 als anzeigepflich-
tige Tierseuche gelistet. Schlie3lich wurde im Jahr 2008 die Anzeigepflicht fur die weite-
ren in der Richtlinie 2006/88/EG gelisteten exotischen und nicht exotischen Fischkrank-
heiten erlassen. Die ebenfalls im Jahr 2008 eingefuhrte Anzeigepflicht des Epizootischen
Ulzerativen Syndroms (EUS) ist 2013 erloschen.

Die Verordnung tber meldepflichtige Tierkrankheiten fiihrte seit 1983 die Fischkrankhei-
ten Frihjahrsviramie der Karpfen (SVC), Infektiose Pankreas Nekrose der Salmoniden
(IPN) und VHS auf. Seit 1995 ist die VHS nicht mehr melde- sondern anzeigepflichtig.
Die Meldepflicht der SVC ist im Jahr 2005, die der IPN im Jahr 2011 erloschen.

Die erste Spezialvorschrift zur Verhiitung von Fischseuchen, die Fischseuchen-
Schutzverordnung, wurde 1982 erlassen und beinhaltete unter anderem Regelungen zur
Erfassung von Anlagen und zur Untersuchung von Fischbestdnden. Sie enthielt primar
allgemeine Vorschriften, ohne auf bestimmte Fischseuchen einzugehen. Die im Jahr 1985
in Kraft getretene Forellen-Pankreas-Nekrose-Verordnung beinhaltete IPN-Schutzmal3-
regeln und fiihrte die Anzeigepflicht der IPN ein. Die Verordnung wurde jedoch bereits
zwei Jahre spater wieder aufgehoben. Mit der Richtlinie zur Anerkennung von Anlagen
oder Einrichtungen zur Zucht oder Haltung von StRwasserfischen als IPN-, VHS- oder
SVC-unverdachtig oder als IPN-, VHS- oder SVC-frei bestand fiir Fischhaltungsbetriebe
ab 1982 die Mdglichkeit, einen Seuchenfreiheitsstatus nach Durchfiihrung eines Untersu-
chungsprogramms zu erlangen.

Die Verordnung zum Schutz gegen SiRwasserfisch-Seuchen und zur Schaffung seuchen-
freier Fischhaltungsbetriebe und Gebiete (Fischseuchen-Verordnung) trat 1994 in Kraft.
Durch sie wurde erstmalig eine EU-Vorschrift, die Richtlinie 91/67/EWG, in nationales
Recht umgesetzt. Gleichzeitig traten die Fischseuchen-Schutzverordnung und die Richtli-
nie zur Anerkennung von Anlagen oder Einrichtungen zur Zucht oder Haltung von SuR-
wasserfischen als IPN-, VHS- oder SVC-unverdéchtig oder als IPN-, VHS- oder SVC-frei
auller Kraft. Wie die Fischseuchen-Schutzverordnung, enthielt auch die Fischseuchen-
Verordnung allgemeine Vorschriften, z. B. lber die Erfassung von Fischhaltungsbetrie-
ben, die Buchfiihrung oder die Untersuchung von Fischen. Darlber hinaus fiihrte die
Fischseuchen-Verordnung erstmals konkrete SchutzmafRregeln gegen die Fischseuchen
ISA, VHS und IHN sowie nach Bekanntmachung der Neufassung der Fischseuchen-
Verordnung im Jahr 1998 (Umsetzung der Richtlinie 95/70/EG), auch Schutzmalregeln
im Falle des Auftretens einer anormalen Mortalitat bei Muscheln und von bestimmten
Muschelkrankheiten auf. In weiteren Abschnitten der Fischseuchen-Verordnung wurde die
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Mdglichkeit der Zulassung von Fischhaltungsbetrieben und Gebieten als seuchenfrei im
Hinblick auf die VHS und / oder die IHN sowie das Verbringen von Fischen geregelt.

Mit der Richtlinie 2006/88/EG des Rates vom 24. Oktober 2006 mit Gesundheits- und
Hygienevorschriften fur Tiere in Aquakultur und Aquakulturerzeugnisse und zur Verhi-
tung und Bekédmpfung bestimmter Wassertierkrankheiten wurden verschiedene Richtli-
nien, betreffend die tierseuchenrechtlichen Vorschriften fur die Vermarktung von Tieren
und anderen Erzeugnissen der Aquakultur, zur Festlegung von MindestmalRnahmen der
Gemeinschaft zur Bekdmpfung bestimmter Fischseuchen sowie zur Festlegung von Min-
destmalinahmen der Gemeinschaft zur Bekampfung bestimmter Muschelkrankheiten auf-
gehoben und durch eine Richtlinie ersetzt. Die derzeit geltende Fischseuchenverordnung
vom 24. November 2008 (FischSeuchV) dient der Umsetzung der Richtlinie 2006/88/EG.
Sie loste die Fischseuchen-Verordnung im Jahr 2008 ab.

Im Jahr 2014 ersetzte das Tiergesundheitsgesetz (TierGesG) das TierSG. Im TierGesG
wird der Begriff ,,Fische* nochmals konkretisiert und an die Richtlinie 2006/88/EG ange-
passt. Fische im Sinne des TierGesG sind

a) Fische, einschliellich Neunaugen und Schleimaale,

b) Krebstiere (Crustaceae) und

c) Weichtiere (Molluska),

in allen Entwicklungsstadien jeweils einschlieBlich der Eier und des Spermas.

Ferner werden im TierGesG erstmals die allgemeinen Pflichten des Tierhalters definiert.
Demnach missen Aquakulturbetreiber BiosicherheitsmalRnahmen vorhalten, sich im Hin-
blick auf die Ubertragbarkeit anzeigepflichtiger Tierseuchen sachkundig machen und
Vorbereitungen zur Umsetzung von MaBnahmen zu treffen, die beim Ausbruch einer
Tierseuche durchzufiihren sind. Darlber hinaus fuhrt das TierGesG Entschadigungs-
hochstsétze fur Fische auf. Zierfische sind von einer etwaigen Entschadigung grundsétz-
lich jedoch ausgenommen.

In Tabelle 1 sind die ,,Meilensteine* der Fischseuchenbekdmpfung in Deutschland zusam-
mengefasst.
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Tab. 1: Rechtliche Meilensteine der Fischseuchenbekdmpfung in Deutschland
Jahr des Jahr des
Inkrafttre- | Vorschrift Aulerkraft-
tens tretens
1980 Das Tierseuchengesetz 16st das Viehseuchengesetz ab.

SuRwasserfische (Fische und Krebstiere) sind erstmals | 2014
Gegenstand des Geltungsbereichs
1982 Inkrafttreten der Fischseuchen-Schutzverordnung 1994
Richtlinie zur Anerkennung von Anlagen als IPN-,
VHS- oder SVC-unverdéchtig oder als IPN-, VHS- | 1994
oder SVC-frei
1983 Meldepflicht VHS 1995
Meldepflicht SVC 2005
1983 /1987 | Meldepflicht IPN 1985/2011
1985 Anzeigepflicht IPN 1987
Inkrafttreten der Forellen-Pankreas-Nekrose-
1987
Verordnung
1991 Anzeigepflicht IHN
1993 Tierseuchengesetz: Erweiterung der Definition ,,Siil3-
wasserfische um Weichtiere
1994 Die Fischseuchen-Verordnung Iost die Fischseuchen-
2008
Schutzverordnung ab
1995 Anzeigepflicht VHS
1999 Anzeigepflicht ISA
2004 Tierseuchengesetz: Zierfische erstmals Gegenstand
des Geltungsbereiches
2005 Anzeigepflicht KHV-I
2008 Die Fischseuchenverordnung l6st die Fischseuchen-
Verordnung ab
Anzeigepflicht EHN, drei Krebstierseuchen,
funf Weichtierseuchen
Anzeigepflicht EUS 2013
2014 Das Tiergesundheitsgesetz 0st das Tierseuchengesetz

ab

Aktuelle Rechtslage und ihre Umsetzung

Die FischSeuchV umfasst sieben Abschnitte. Der erste Abschnitt beinhaltet den Anwen-
dungsbereich und die Begriffsdefinitionen. Wildlebende Fische und Zierfische sind nicht
bzw. nur bedingt vom Anwendungsbereich der FischSeuchV betroffen.

Im zweiten Abschnitt wird die grundsatzliche Genehmigungspflicht fir Aquakulturbetrie-
be geregelt. Ausnahmen von der Genehmigungspflicht gibt es unter anderem fir Angeltei-
che und direktvermarkende Aquakulturbetriebe, die lediglich der Registrierung bedrfen.
Werden Fische jedoch zu Besatzzwecken abgegeben, wird immer einer genehmigungs-
pflichtigen Té&tigkeit nachgegangen.

Genehmigte Aquakulturbetriebe unterliegen einer Eigenkontrollverpflichtung. Diesbeziig-
liche Regelungen finden sich im Abschnitt 3 der FischSeuchV. Dieser Abschnitt enthalt
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auch Vorschriften zur Mitteilungspflicht bei erhéhter Sterblichkeitsrate und zur Buchfih-
rungspflicht der Betreiber genehmigter und registrierter Aquakulturbetriebe.

Die amtliche Uberwachung genehmigter Aquakulturbetriebe, die Erklarung von seuchen-
freien Schutzgebieten und Impfverbote sind im vierten Abschnitt der FischSeuchV gere-
gelt.

In Abschnitt 5 werden Vorschriften fur das Inverkehrbringen von Fischen, tber die Erfor-
derlichkeit von Tiergesundheitsbescheinigungen und tierseuchenrechtliche VVorgaben fur
den Transport von Fischen, die auch fir Zierfische gelten, dargelegt.

Abschnitt 6 enthalt die fir die Bekdmpfung von Fischseuchen zentralen Regelungen mit
besonderen SchutzmaBnahmen. Dabei wird zwischen dem Ausbruch und dem Verdacht
des Ausbruchs einer exotischen oder einer nicht exotischen Seuche differenziert. Nur im
Falle des Ausbruchs oder Ausbruchsverdachts einer exotischen Seuche sieht die Fisch-
SeuchV eine Anordnung der sofortigen Tétung und unschédlichen Beseitigung vor. Aus
der Toétungsanordnung resultiert eine Entschadigungsverpflichtung. Nach amtlicher Fest-
stellung des Ausbruchs oder des Ausbruchsverdachts einer nicht exotischen Seuche ist der
Tierhalter nach den geltenden Vorschriften der FischSeuchV unter anderem verpflichtet,
seuchenkranke und seuchenverdachtige Fische (Fische mit klinischen Symptomen) zu t6-
ten oder toten zu lassen. Fur den Tierverlust ergibt sich daraus keine Entschadigungsver-
pflichtung. Abschnitt 6 sieht ferner eine Bestandssperre, die Festlegung eines Sperr- und
Uberwachungsgebiets und die Durchfilhrung epidemiologischer Untersuchungen vor.
Weitere MalRnahmen, z. B. ein Betretungsverbot, konnen bei Bedarf angeordnet werden.

SchlieRlich werden in Abschnitt 7 Ordnungswidrigkeiten sowie Ubergangsbestimmungen
dargestellt. Dartiber hinaus enthalt die FischSeuchV zwei Anlagen (Liste der Seuchen und
Tiergesundheits- / Transportbescheinigung).

Vorrangiges Ziel der Bekampfungsmalinahmen ist das Erlangen einer moglichst flachen-
deckenden Seuchenfreiheit. Die Zahl der in Bezug auf die VHS und die IHN in Deutsch-
land als seuchenfrei erklarten Zonen und Kompartimente ist seit Inkrafttreten der Fisch-
SeuchV angestiegen (Tab. 2). Hervorzuheben ist in dem Zusammenhang insbesondere das
Bundesland Baden-Wirttemberg. Darlber hinaus gilt gemaR der Entscheidung
2009/177/EG das gesamte Hoheitsgebiet Deutschlands als frei von der ISA.

Trotz der deutlichen Zunahme der als seuchenfrei erklarten Kompartimente und Zonen
steht die Umsetzung der FischSeuchV vor immer neuen Herausforderungen. Dazu zéhit
insbesondere die luckenlose Genehmigung und Registrierung von Aquakulturbetrieben,
die sich vor allem bei ,,Hobbyhaltungen* und Nebenerwerbsbetrieben als sehr schwierig
gestaltet. Im Rahmen der Eigenkontrollverpflichtung wiederholt auftretende Fragen be-
treffen die Durchfiihrung der Risikoeinstufung, insbesondere wer diese durchfiihrt und
nach welcher Mal3gabe das Risikoniveau bestimmt wird. Daruber hinaus gibt es Uneinig-
keit hinsichtlich der Frage, welche Voraussetzungen ,,Qualifizierte Dienste* erfiillen miis-
sen. Ferner ist die Verhaltnismé&Rigkeit der vorgeschriebenen Kontrollen fiir die Produkti-
onsform ,,extensive Karpfenteichwirtschaft* zu hinterfragen. Nicht zuletzt aufgrund der im
Bereich der Tierseuchenbekdmpfung bestehenden Landerzustéandigkeit existieren hierzu-
lande unterschiedliche Standortvoraussetzungen.



30 Jahre Fischseuchenbekampfung in Deutschland 159

Tab. 2: Seuchenfreie Kompartimente und Zonen in Deutschland (Stand: Méarz 2015)

Bundesland: |BW [BY |HE [NI |[Nw |[SH [SN |SsT |TH
I. Seuchenfreie Zonen

VHS und IHN 11 1 1 1

VHS 2

IHN 3

I1. Seuchenfreie Kompartimente

VHS, IHN und KHV-I 1

VHS und IHN 81 11 4 4 8 1 8 6
VHS 1

IHN 1

WSD 1

Der sichere Nachweis der Seuchenfreiheit ist besonders im Falle der KHV-I weiterhin ein
Problem. Die Epidemiologie der Fischseuchen erfordert, vor allem aufgrund des Haltungs-
mediums Wasser, hohe Anspriiche. Epidemiologische Untersuchungen im Seuchenfall
werden durch das Fehlen einer praxistauglichen Identifizierungsmoglichkeit der einzelnen
Agquakulturtiere, die Schnittstelle ,,Nutz- und Zierfischhaltung* und durch die besonderen
Handelsformen der Zierfischhaltung und der Karpfenteichwirtschaft erschwert. Beein-
trachtigend wirkt auch die in der Regel nicht erforderliche Genehmigung oder Registrie-
rung von Zierfischhaltungen aus. Hinzu kommt die besondere hydrogeografische Lage
Deutschlands mit groRen und komplexen Wassereinzugsgebieten und unterschiedlichen
FlieRrichtungen.

80 - Fischseucheninzidenz

] Aus den Abbildungen 1 bis 3 geht
deutlich hervor, dass die jahrliche In-
zidenz der VHS, der IHN und der
KHV-I seit Beginn der Datenerfassung

"

] in der nationalen Tierseuchendaten-
‘ A ﬂ L Hﬂﬂﬂ bank TSN in Deutschland ricklaufig
TR T 0 VA A O O L ist. Die Darstellung der Inzidenz an-
1996 1999 2002 2005 2008 2011 2014 hand der TSN-Daten lasst jedoch keine
Abb.1: Jihrliche Inzidenz der VHS (nach TSN) abschlieRenden ?pldemlolqglschgn
Aussagen zu. Gemall der Richtlinie
82/894/EWG wird in der TSN-Meldung bei Ausbriichen nicht exotischer Fischseuchen in
nicht fur seuchenfrei erklarten Kompartimenten oder Zonen nicht zwischen Erst- und
Folgeausbriichen differenziert. Die Anzahl der tatsachlichen Seuchengeschehen kann

demnach deutlich geringer sein als die Angaben zur Inzidenz es wiedergeben.

Fur die VHS (Abb. 1) und die KHV-I (Abb. 3) ist die Inzidenz deutlich ricklaufig. Im Fal-
le der KHV-I ist dieser positive Trend sowohl fiir Kois als auch fir Nutzkarpfen zu be-
obachten. Fur die IHN (Abb. 2) kann im Durchschnitt zwar ebenfalls eine sinkende An-
zahl Neuerkrankungen festgestellt werden, der Riickgang ist im Vergleich mit der VHS
und KHV-I jedoch nicht so deutlich. Ein Grund daftr ist die sehr hohe Inzidenz fir die
IHN im Jahr 2014. Allerdings standen viele dieser IHN-Ausbriiche in epidemiologischer
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Verbindung zueinander, sodass die tat-
sachliche Zahl der Seuchengeschehen | 15 A
deutlich geringer war. Ein weiterer M M
Grund kann die ohnehin geringe Anzahl | 15 J48 miRim
an IHN-Ausbrichen in Deutschland sein,
wobei stumme Krankheitsverlaufe nicht

auszuschlieRen sind. Die tatsichliche | 2 7
jahrliche IHN-Inzidenz mag daher hoher
sein. 0 =

1996 1999 2002 2005 2008 2011 2014

Ein wichtiger Grund fir die positive Ent-

wicklung  der  Fischseucheninzidenz Apb. 2: Jahrliche Inzidenz der IHN (nach TSN)
scheint die konsequente Umsetzung der

Vorschriften tiber die Fischseuchenbek&mpfung und den Handel mit Fischen zu sein. Au-
Rerdem wurden die Tierhalter (auch Zierfischhalter) fur die relevanten Rechtsvorschriften
und Tierseuchenbekdmpfungsmalnahmen weitgehend sensibilisiert. Anderungen des

Betriebsmanagements, z. B. bei der Zu-

250 1 kaufshygiene, der Wahl der Fischarten
200 1 M ® Nutzkarpfen B Koi und/ oder der Produktionsform konnen
L auch aus der Umsetzung der Vorschriften

150 1 resultieren. Fir Niedersachsen kann in
100 - Bezug auf Salmonidenseuchen bestétigt
50 4 werden, dass sich ein ,,.Leben mit der
|| Seuche* nicht lohnt bzw. sich die Fisch-

o L seuchenbekampfung wirtschaftlich ren-
2007 2009 2011 2013 tiert. Leider haben Seuchenausbriiche

vereinzelt auch zu Betriebsaufgaben ge-
Abb. 3: Jahrliche Inzidenz der KHV-I (nach  f{hrt.

TSN) Nicht auszuschlieBen ist, dass Umwelt-

faktoren (,,Klimawandel*) oder Erregeranpassungen bzw. Resistenzentwicklungen zum
Ruckgang der Inzidenzen beigetragen haben. Ebenso ist eine etwaig gesteigerte Immunitét
in Betracht zu ziehen. Beispielsweise sind fir die IHN und fur die VHS zunehmend Aus-
briiche zu beobachten, die ohne klinische Symptome verlaufen.

Es wird auch angenommen, dass eine abnehmende Meldemoral der Tierhalter besteht und
demzufolge sinkende Untersuchungszahlen zu einem gewissen Rickgang der Fischseu-
cheninzidenz gefiihrt haben konnte. Allerdings kann anhand der amtlichen Meldungen be-
statigt werden, dass bei den fir den Zeitraum 2008 bis 2012 deutlich rucklaufigen KHV-I-
Inzidenzen eine Zunahme der Untersuchungszahlen vorlag.

Fazit

Die Bekampfung von Fischseuchen stellt im Vergleich mit der Bek&mpfung terrestrischer
Tierseuchen eine besondere Herausforderung dar. Die Griinde dafiir sind vielféltig. Bei-
spielsweise sieht die FischSeuchV keine Anordnung der Tétung im Falle nicht exotischer
Seuchen wie VHS, IHN oder KHV-I vor. Daraus resultiert, dass die kostenaufwandigen
Bestandssanierungen auf freiwilliger Basis erfolgen und die Zeitspanne bis zur endgiilti-
gen Leerung der epidemiologischen Einheit bzw. des Betriebs sehr grol} sein kann.

Weiterhin stellt der Verbleib des Haltungswassers ein grofRes Problem dar. Eine Ablauf-
wasseraufbereitung ist z. B. fur Forellenteichwirtschaften in praxi nicht mdglich. Die
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Tenazitat von Fischseuchenerregern kann aber auch im aquatischen Milieu sehr hoch sein.
Zudem kodnnen Fischseuchen ber das Medium Wasser leicht verschleppt werden. Das Ri-
siko der Verschleppung tber den Vorfluter ist jedoch von vielen Faktoren abhdngig, etwa
von der Wassertemperatur, der FlieRgeschwindigkeit und der GroRe des Gewassers und
dem Vorkommen empfanglicher Arten im Vorfluter.

Im Vergleich zur Bekdmpfung von Salmonidenseuchen ist die Bekampfung der KHV-I
mit weiteren Herausforderungen verbunden. Ein Grund dafir ist die fir Herpesviren typi-
sche Latenz und Persistenz des Erregers. Des Weiteren werden Karpfen in der Regel in
extensiven Teichwirtschaften unter Nutzung von groBen Wasserflachen produziert. Be-
stimmte Biosicherheitsmalinahmen wie Zugangsbeschrankung oder Teichiberspannung
bzw. Teicheinhausung sind in karpfenteichwirtschaftlichen Betrieben in der Regel nicht
durchfuhrbar. Hinzu kommen die bereits erwahnten diagnostischen Probleme beim Nach-
weis der KHV-I-Freiheit und ein breites potenzielles Vektorenspektrum. Erschwert wird
die Bekampfung der KHV-I durch die notwendige Beriicksichtigung des Zierfischhandels
und von Zierfischhaltungen im Zuge von Bekampfungsmalinahmen und der Schnittstelle
mit der Nutzkarpfenhaltung.

Dennoch haben sich Regelungen zum innergemeinschaftlichen Handel mit und zur Ein-,
Aus- und Durchfuhr von Aquakulturen bewahrt, wenngleich sie im Hinblick auf die Vor-
beugung der Verschleppung von Fischseuchenerregern keine vollstandige Sicherheit bie-
ten kénnen. So ist zum Beispiel das innergemeinschaftliche Verbringen von lebenden Fi-
schen weiterhin ohne eine TRACES-Notifizierung mdglich, sofern die Fische nicht weiter
gehalten werden oder nicht der Wiederaufstockung von Gewaéssern dienen. Dies trifft bei-
spielsweise auf die innergemeinschaftliche Verbringung lebender Fische zu, die im Be-
stimmungsbetrieb vor der Schlachtung lediglich gehéltert werden sollen. Eine konsequen-
tere Vorgehensweise wére winschenswert, da der Lebendfischhandel nach epidemiologi-
schen Erkenntnissen das groRte Risiko bei der Verschleppung von Fischseuchen darstellt.

Dennoch sind die Erfolge der Fischseuchenbekampfung durch die Umsetzung der Fisch-
SeuchV nicht von der Hand zu weisen. Die jéhrliche Fischseucheninzidenz ist deutlich
ricklaufig, die Zahl der fur seuchenfrei erklarten Kompartimente und Zonen nimmt nicht
nur in Deutschland, sondern auch in vielen anderen EU-Mitgliedstaaten zu. Daruber hin-
aus bietet das TierSeuchenInformationsSystem eine groRere Transparenz und ermdglicht
es inshesondere den Tierhaltern, sich Uber Seuchenausbriiche zeitnah zu informieren. Das
System tragt somit zur weiteren Sensibilisierung der Tierhalter bei.

Nicht zuletzt aufgrund der riickgangigen Anzahl neuer Seuchenfalle sollte der eingeschla-
gene Weg fortgesetzt werden. Es bedarf allerdings der starkeren Beriicksichtigung der mit-
teleuropéischen Aquakulturstruktur und der hiesigen hydrogeografischen Gegebenheiten.
Beispielsweise wire die Festlegung von ,,Eigenkontrollkompartimenten‘ fur Aquakultur-
betrieben in Betracht zu ziehen, die aus mehreren Teichketten (epidemiologische Einhei-
ten) bestehen, um den Eigenkontrollaufwand verh&ltnismaRig zu gestalten.

Von Relevanz ist auch die Schulung von Mitarbeitern der zustandigen Veterinarbehorden.
Tierhalter sind vor allem im Hinblick auf die Prévention weiterhin fortzubilden und zu
sensibilisieren. Dabei muss besonders auf die allgemeinen Pflichten der Tierhalter hinge-
wiesen werden.

Darlber hinaus bedarf es innerhalb der EU einer Harmonisierung und Optimierung diag-
nostischer Verfahren. Insbesondere der Bekdmpfung der KHV-I sollten vermehrt For-
schungstatigkeiten gewidmet werden, die eine Entwicklung geeigneter Impfstoffe zum
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Ziel haben. Nicht zuletzt ist der Schutz vor Wettbewerbsnachteilen innerhalb der EU von
besonderer Bedeutung. Die gegenseitige Angleichung der innerstaatlichen Rechtsvor-
schriften die auf EU-Recht basieren ist daher unerlésslich. Uber Férdermanahmen (z. B.
EFF/EMFF) kénnen im Ubrigen weitere Anreize fir die Fischseuchenbekampfung ge-
schaffen werden.

Fur eine effektive Fischseuchenbekampfung missen vor allem mit Blick auf die KHV-I
geeignete Rahmenbedingungen vorgehalten werden.

Ausblick

Mit dem Inkrafttreten des TierGesG im Mai 2014 wurden auch in Bezug auf die Fisch-
seuchenbekampfung wichtige Rahmenbedingungen geschaffen. Nach 8 3 TierGesG ist je-
der Tierhalter, auch Zierfischhalter, verpflichtet, BiosicherheitsmalRnahmen vorzuhalten,
sich hinsichtlich der Ubertragbarkeit anzeigepflichtiger Fischseuchen fortzubilden und
VorsorgemalBnahmen fiir den Fall des Ausbruchs anzeigepflichtiger Fischseuchen zu tref-
fen. Wie bereits erortert, sind bestimmte Biosicherheitsmanahmen fur extensiv bewirt-
schaftete Aquakulturbetriebe nur bedingt realisierbar. Wichtigste Biosicherheitsmalinahme
ist eine gute Zukaufshygiene. Dabei ist auf die Herkunft der Besatzfische zu achten. Diese
Malnahme ist bei jeder Produktionsform der Aquakultur durchfihrbar. Fortbildungsmal-
nahmen, die z. B. Uber die zustdndigen Referate der Landwirtschaftskammern oder (ber
die Landesfischereiverbande organisiert werden kdnnen, sollten vermehrt angeboten und
intensiv wahrgenommen werden. Zu den effizienten VVorsorgemalRhahmen gehdéren auch
die permanente Aktualisierung relevanter Kontaktdaten, etwa der kommunalen Veterinar-
behdrden und der Fischgesundheitsdienste sowie die Ausarbeitung von Verfahrensablau-
fen im Seuchenfall. Das TierGesG enthélt auBerdem Regelungen, die das Bundesministe-
rium, mit Zustimmung des Bundesrates, zum Erlass bestimmter Rechtsverordnungen er-
machtigt. Diese betreffen z. B. vorbeugende MaRnahmen und das Nahere zum Monito-
ring.

Der Tiergesundheitsrechtsakt der EU (Animal Health Law) befindet sich noch in der Stel-
lungnahmephase und wird friihestens ab 2018 anzuwenden sein. Mit dem Tiergesundheits-
rechtsakt werden die Vorschriften der Tierseuchenbekdmpfung bei terrestrischen, aquati-
schen und ,,anderen” Tieren in einer Verordnung gebiindelt. Die Richtlinie 2006/88/EG
wird mit dem Inkrafttreten dieser Verordnung abgel6st. Aufgrund des Verordnungscha-
rakters kann der Erlass dieses Rechtsakts einen wichtigen Beitrag zur Harmonisierung des
Vollzugs leisten. Allerdings sind die EU-Gesetzgebungsverfahren in Bezug auf die Aqua-
kultur immer noch sehr von den ,,salmonidenstarken® Mitgliedstaaten wie z. B. Danemark
oder GroRbritannien und von Norwegen gepragt. Eine starkere Beteiligung Deutschlands
im Verfahren wére wiinschenswert.

Literaturquellen kénnen bei den Verfassern angefordert werden.
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Landwirtschaft und Geologie, Referat Fischerei, Kénigswartha
“Bayerische Landesanstalt fiir Landwirtschaft, Institut fir Fischerei, Starnberg

Zusammenfassung

Die Koi-Herpes-Virusinfektion verlauft in den Karpfenteichwirtschaften Bayerns und
Sachsens sehr unterschiedlich. Die durch die Krankheit verursachten Verluste haben in
Sachsen erhebliche wirtschaftliche Auswirkungen, bleiben demgegeniiber aber in Bayern
eher gering. In diesem Beitrag werden erste Ergebnisse eines Mehrléanderprojekts darge-
stellt, in dem der Frage nachgegangen wurde, ob unterschiedliche Bewirtschaftungsme-
thoden eine wesentliche Ursache fir die unterschiedliche Auspragung der Seuche in bei-
den Landern sein kdnnen. Ausgewéhlte Gemeinsamkeiten und Unterschiede in den Be-
wirtschaftungsmethoden werden dargestellt und entsprechende Schlussfolgerungen gezo-
gen.

Studies on management practices in carp pond farming
in the context of KHV-I

Summary

The Koi Herpesvirus Disease takes course quite differently in the carp pond farms in Ba-
varia and Saxony. The losses caused by this disease caused significant negative economic
consequences in Saxony. On the other hand, rather low effects have been observed in Ba-
varia. In this paper, first results of a cross-regional project were presented, in which we
followed the question, whether different management practices possibly are responsible
for the different expression in both countries. Selected similarities and differences in the
management methods will be described and conclusions were drawn.

Einleitung

Die Koi-Herpesvirus-Infektion (KHV-I1) verlauft in den Karpfenteichwirtschaften Bayerns
und Sachsens unterschiedlich. Wahrend es in Sachsen in einzelnen Unternehmen und in
groRen Bestdnden zu teilweise erheblichen Mortalitdten bei Karpfen kam, traten kaum
akute Verluste in bayerischen Teichwirtschaftsbetrieben auf. In Sachsen gelingt regelmé-
Rig der Virusnachweis mittels PCR, in Bayern sind positive KHV-Nachweise eher die
Ausnahme. Andererseits geht man auf Grundlage eines Antikorper-Monitorings in Bayern
von einer flachendeckenden Verbreitung der Erkrankung in der Karpfenteichwirtschaft
des Landes aus (FENEIS et al. 2009).

In Sachsen werden seit Jahren Anstrengungen unternommen, die inzwischen fir einzelne
Betriebe existenzbedrohende Erkrankung zuriickzudrdngen. Nachdem das Séchsische
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Staatsministerium fiir Soziales und die S&chsische Tierseuchenkasse bereits im Jahr 2006
das ,,Gemeinsame Programm zur Prophylaxe und Bekdmpfung der Koi-Herpesvirus-
Infektion in sdchsischen Fischhaltungsbetrieben® erliefen, wurde im Jahr 2008 das Pro-
gramm des Freistaates Sachsen zur Tilgung der KHV-I geméal’ Artikel 32 der Verordnung
(EG) Nr. 1198/2006 (KHV-Tilgungsprogramm) als Seuchenbekampfungsprogramm nach
der RL 2006/88/EG (Aquakulturrichtlinie) von der EU-Kommission bestétigt. Eine Reihe
von Forschungsvorhaben befasste sich mit der Koi-Herpesvirose. Die Ergebnisse des Pro-
jekts ,,Direkter und indirekter Nachweis des Erregers der KHV-Infektion (KHV-I) bei akut
und latent infizierten Nutzkarpfen (Cyprinus carpio)* der Séchsischen Tierseuchenkasse
aus den Jahren 2006 — 2008 fiihrten zu einer Verbesserung der KHV-Diagnostik. Der Fra-
ge nach den Infektionswegen des KH-Virus, insbesondere seine Ausbreitung tber das
Wasser und Wildfische in der praktischen Teichwirtschaft wurde im Projekt ,,Untersu-
chung zu Infektionswegen der Koi-Herpesviruserkrankung von Karpfen und Untersu-
chungen zur Auswirkung von KHV-BekampfungsmaRnahmen auf Okonomie und Okolo-
gie nachgegangen (FULLNER et al. 2012). 2013 wurde schlieRlich ein Forschungspro-
jekt mit dem Titel ,,Vergleich der Eignung verschiedener Gebrauchskarpfenbestinde
(Cyprinus carpio L.) zur Teichaufzucht unter Verwendung des ,,Communal testings* und
Zuordnung von Herkiinften {iber Mikrosatellitenmarkeranalysen® begonnen, in welchem
u. a. der Frage nachgegangen werden soll, ob verschiedene europdische Karpfenherkiinfte
unterschiedlich resistent gegeniiber einer KHV-1sind (FULLNER et al. 2014).

Bisher ungekléart blieb, ob die unterschiedliche Auspragung der KHV-I in den bedeuten-
den Teichwirtschaften Bayerns und Sachsens maoglicherweise im Zusammenhang mit ei-
ner unterschiedlichen Bewirtschaftung der Karpfenteiche in Verbindung steht. Dieser Fra-
ge sollte in einem Gemeinschaftsprojekt in beiden Landern nachgegangen werden.

Ziel des Projekts war es, mogliche Einfliisse der Bewirtschaftung der Karpfenteiche in
beiden Landern auf die so unterschiedliche Auspréagung der Erkrankung und letztlich eine
weitere Mdglichkeit fur eine Verringerung der hohen Fischverluste durch die KHV-I in
Sachsen durch eine verénderte Bewirtschaftung zu finden. AulRerdem sollte die bayerische
Karpfenteichwirtschaft vor einem Anstieg der bisher ertraglichen Verluste durch die
KHV-1 geschitzt werden, falls sich die Bewirtschaftung als eine daflir wesentliche Ursa-
che herausstellen sollte. Aullerdem sollten wirtschaftliche Schaden durch erforderliche
tierseuchenrechtliche Bek&mpfungsmalinahmen in beiden Landern minimiert werden.

Erstmals waren aber einfach auch grundlegende und belastbare Daten zur Bewirtschaf-
tungspraxis der Karpfenteichwirtschaften Bayerns und Sachsens zu erwarten.

Methodik

Das Institut fiir Fischerei der Bayerischen Landesanstalt fur Landwirtschaft in Starnberg
und das Referats Fischerei des S&chsischen Landesamts fur Umwelt, Landwirtschaft und
Geologie in Kdnigswartha wurden von ihren zustdndigen Ministerien mit der Durchfih-
rung zweier identischer Forschungsvorhaben beauftragt. Beide Projekte wurden aus Mit-
teln des Europdischen Fischereifonds gemaR Verordnung (EG) 1198/2006 finanziert. Zur
Koordinierung der Aufgabenstellung, zur Projektbegleitung und zur Wertung der Ergeb-
nisse wurde eine projektbezogene Arbeitsgruppe gebildet, der neben beiden Landesein-
richtungen folgende Institutionen angehdren:

— Fischseuchenbekampfungsdienst Bayern

— Tierseuchenkasse Sachsen, Fischgesundheitsdienst
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— Landesfischereiverband Bayern e.V.

— Séchsischer Landesfischereiverband

— Verband der Deutschen Binnenfischerei e.V.

— Vertreter von Unternehmen der Karpfenteichwirtschaft

In beiden L&ndern erfolgten im Rahmen des Projekts Betriebsleiterbefragungen in regio-
nal und strukturell reprasentativen Praxisbetrieben der Karpfenteichwirtschaft mittels ein-
heitlichem Fragebogen (Tab. 1).

Tab. 1: Inhalt des Fragebogens

Betriebsstruktur | Teichvorbereitung | Produktionsver- Verlustgeschehen
fahren

Haupt- / Neben- Bodenbearbeitung | Erbritung mittlere Verluste

erwerb

Rechtsform Trockenlegung Zukauf von aktuelle Verluste
Satzfischen

Grindungsjahr Diingung Besatz Erfassung von

Wasserparametern

Mitarbeiterzahl Kalkung Futterung Verlustursachen

Alter und Flache Abfischung Gegenmalinahmen

der Teiche

Wasserversorgung Absatz

Eigentumsverhélt-

nisse

Schutzgebiete / Forderprogramme

In Bayern wurden Auskinfte von 88, in Sachsen von 55 Haupt- und Nebenerwerbsteich-
wirtschaften zu Betriebsstruktur, den angewandten Produktionsverfahren, den im Betrieb
ublichen BewirtschaftungsmalRnahmen und zur aktuellen Verlustsituation eingeholt.

Ergebnisse

Die grundsétzlich unterschiedlichen Strukturen der Karpfenteichwirtschaftsunternehmen
in Bayern und Sachsen waren bekannt, sollen hier jedoch noch einmal kurz dargestellt
werden. Wahrend die bayerische Karfpenteichwirtschaft durch eine Vielzahl von Neben-
erwerbsbetrieben charakterisiert ist, dominieren in Sachsen die groRen Haupterwerbsbe-
triebe (Tab. 2).



166

Untersuchungen zur Bewirtschaftungspraxis in der
Karpfenteichwirtschaft vor dem Hintergrund der KHV-I

Tab. 2: Grundsatzliche Daten zu Karpfenteichwirtschaft in Bayern und Sachsen

Haupterwerb

Bayern Sachsen
Teichflache (ha) 20.000 8.500
Speiskarpfenerzeugung | 6.400 2.226
2013 (1)
Anzahl Betriebe 8.460 179
Anzahl Betriebe im 40 48

Wichtigste Teichgebie-
te

Franken, Oberpfalz

Oberlausitz, Nordsachsen
(Region Torgau / Werms-
dorf)

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen zeigen, dass es interessanterweise bei der Be-
handlung der Teiche in beiden Landern in allen Altersstufen weniger grundlegende Unter-
schiede gibt als urspriinglich angenommen wurde. So sind die angewandten Bewirtschaf-
tungsmalRnahmen sowohl bei der K1-Erzeugung qualitativ wie auch quantitativ nahezu
deckungsgleich. Auch die Besatzdichten unterscheiden sich in allen Altersstufen kaum,

obwohl z. B. die Speisekarpfenzielgrélie erheblich voneinander abweicht (Tab. 3).

Tab. 3: Zusammenfassung der Daten zur Aufzucht einsémmeriger Karpfen

Bayern

Sachsen

Trockenlegung

nach Mdglichkeit

Vorstreckteiche 100 %
Brutstreckteiche nicht im-
mer ausreichend trocken

Bodenbearbeitung

Frésen, Grubber, Eggen,
Mulchgerate

Bei Befahrbarkeit Grubber,
Eggen

Grindungungsanbau

Getreide, Raps, Senf

48 % mit Senf, Hafer

Besatzdichte
Brutstreckteich

40.000 bis 50.000 Ky/ha

10.000 bis 60.000 Ky/ha

Organischer Diinger

Mist bis 3,5 t/ha
Gille bis 10 m3/ha
60 % der Betriebe ohne

Stallmist bis 5 t/ha
Jauche bis 10 m3/ha,
42 % der Betriebe ohne

Mineraldingung

Nur 2 Betriebe

keine

Futterung (Getreide)

Triticale, Weizen, Gerste
(Schrot) 2 - 3 x pro Woche

Weizen, Mais oder Lupine
(Schrot) 3 x pro Woche

Fltterung (Mischfutter)

7 x pro Woche

7 x pro Woche

Deutliche Unterschiede gibt es aber beispielsweise bei den Eigentumsverhéltnissen, der
Wasserversorgung oder dem Schutzstatus der Karpfenteiche. Wahrend in Bayern 42 % der

Teichflache Eigentum des Bewirtschafters sind, sind dies in Sachsen nur 11 % (Abb. 1).
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Bayern Sachsen

" | Gesamtflache Eigentum | Teilflache Eigentum/Pacht
- Gesamtflache Pacht

Abb. 1: Eigentumsverhéltnisse in den Karpfenteichwirtschaften Bayerns und Sachsens

Die Wasserversorgung sachsischer Teiche ist fur die Bewirtschaftung glinstiger. Wahrend
71 % der bayerischen Karpfenteiche Himmelsteiche sind, sind das in Sachsen nur 25 %
(Abb. 2).

In Sachsen liegen 91 % der Betriebe bzw. 73,5 % der Teiche in Naturschutzgebieten. Das
ist ein wesentlicher Unterschied zu Bayern, wo nur 34 % der Betriebe in Schutzgebieten
liegen. In Bayern nehmen 51 % der Betriebe am Kulturlandschaftsprogramm teil und un-
terliegen dort Bewirtschaftungsauflagen. Nur 13 % der bayerischen Betriebe haben ver-
tragliche Vereinbarungen mit dem Naturschutz geschlossen. Diese Fakten haben weitrei-
chende Auswirkungen auf die Bewirtschaftung. Insbesondere der regelmaRige Einsatz von
Branntkalk als Friihjahrskalkung auf den Teichboden oder wiederkehrende Wasserkal-
kung in der Produktionsperiode zahlt in Bayern zur Standardmethode der Wasserkonditio-
nierung und Teichhygiene, ist aber in Sachsen verboten oder durch freiwillige Vereinba-
rungen Uber den Vertragsnaturschutz beschrankt (Tab. 4).
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Abb. 2:  Wasserversorgung der Karpfenteichwirtschaften Bayerns und Sachsens

Tab. 4: Einsatz von Branntkalk in den Karpfenteichwirtschaftsbetrieben in Bayern und

Sachsen
Bayern Sachsen
Einsatzgebiete Wasserkonditionierung Desinfektion von Fischgru-
Néahrstoffmobilisierung ben und Nassstellen
Krankheitsprophylaxe Desinfektion nach tierdrztli-
cher Anordnung
Anzahl der Betriebe 9 % ohne 24 % ohne
52 % Wasserkalkung 27 % Fischgrubendesinfekti-
29 % Bodenkalkung on
19 % Boden- und Wasser- 13 % Desinfektion ganzer
kalkung Teich
9 % bis 100 kg/ha
16 % bis 500 kg/ha
5 % bis 1.000 kg/ha
Bodenkalkung Bei Kg.; und Ky.;-Teichen Meist mit Kalkmergel, selten
500 kg/ha als Friihjahrskal- | mit Branntkalk
kung
Wasserkalkung Weniger bei Ky.; und Ky.;- Nur als Desinfektionskal-
Teichen kung nach tierérztlicher In-
50 — 150 kg/ha, bei Kiemen- | dikation zuléssig
faule bis 300 kg/ha alle 3
Wochen

Auch die regelméRige Trockenlegung sachsischer Teiche tber Winter wird wegen Aufla-
gen bzw. Teilnahme an Agrarumweltprogrammen zunehmend vernachléssigt. Dartber
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hinaus gab es zumindest vor den akuten Ausbriichen der KHV-I in Sachsen einen intensiv
vernetzten Satzfischhandel zwischen den Betrieben. In Bayern ahneln die Satzfischwege
vielmehr einer EinbahnstralBe. Hier beliefern wenige spezialisierte Satzfischerzeuger eine
Vielzahl von ausschlieBlich Speisekarpfen erzeugenden Kleinbetrieben (Tab. 5).

Tab. 5: Handelswege fiir Satz- und Speisefische in den Karpfenteichwirtschaftsbetrieben
in Bayern und Sachsen

Absatz/Satzfischkauf Bayern Sachsen
GrofRhandel 32% 75-98 %
Einzelhandel <10 % <10 %
Gaststatten 32% <30 %
Anglervereine 33 % <10%
Bezug von Brut und von wenigen Laichfischbe- | Riickkehr zum Vollbetrieb
Satzfischen triecben mit eigener Bruterzeugung
Bezug von Karpfenbrut 58 % in Brutteichen alle Betriebe erbriiten wie-
Trend zu mehr Brut aus der im Brutteich, Tendenz
Bruthdusern hier zunehmend
nur 1 Betrieb mit Bruthaus

Der rege Satzfischhandel zwischen den séchsischen Karpfenteichwirtschaftsbetrieben ge-
hort seit den akuten KHV-Ausbriichen der Vergangenheit an. Hier erfolgte durch die Be-
triebe freiwillig oder wegen der veterindrrechtlichen Einschrankungen bereits eine Anpas-
sung der Bewirtschaftung an die neue Situation. Auch bei der Beschaffung von Karpfen-
brut geht man in Sachsen zunehmend ,,neue®, aber eigentlich uralte Wege. Um der, wenn
auch unwahrscheinlichen, Ubertragung des KH-Virus vom Laichfisch zur Brut zu begeg-
nen, sind viele der groReren Karpfenteichwirtschaftsbetriebe in Sachsen zur Bruterzeu-
gung im betriebseigenen Brutteich aus eigenen Laichfischen zurlickgekehrt.

Schlussfolgerungen

Die Untersuchungen im Gemeinschaftsprojekt ergaben, dass die Bewirtschaftung der
Karpfenteiche in Bayern und Sachsen sehr ahnlich erfolgt. Die Bewirtschaftung &hnelt
sich in vielen Details mehr als urspriinglich erwartet und entspricht vielfach der guten
fachlichen Praxis einschlégiger Lehrblcher.

Einige Unterschiede sprechen in Hinblick auf ihren Einfluss auf Verbreitung von bzw.
Prévention gegen KHV sogar fir die in Sachsen praktizierte Bewirtschaftung. So sind die
Besatzdichten in Sachsen im Allgemeinen niedriger, was ursachlich vor allem mit den un-
terschiedlichen Zielstiickmassen der Speisekarpfen zusammenhéngt, aber naturlich auch
der Kondition der Satzfische entgegen kommt. Die Teichvorbereitung der Vorstreck- und
Brutstreckteiche erfolgt in Sachsen konsequenter. Hier kommt der séchsischen Teichwirt-
schaft zugute, dass die Teichauswahl dort einfacher ist und der jeweils am besten geeigne-
te Teich fir die jeweilige Produktions- bzw. Altersstufe genutzt werden kann. S&chsische
Teiche sind dartber hinaus im Allgemeinen wassersicherer als ihre bayerischen Pendants.

Vielleicht sind jedoch die Unterschiede beim regelmaRigen vorbeugenden Branntkalkein-
satz in Bayern fur die KHV-Prévention von Bedeutung.
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Fur die rasche Verbreitung der KH-Viren in Sachsen durften dartber hinaus die grof3en
Teiche und Teichgebiete und ihre naturnahen Uferstrukturen selbst verantwortlich sein.
Bei akuten KHV-Ausbriichen mit noch lebenden, aber lethargisch an der Oberflache
schwimmenden Karpfen oder bereits frisch toten Fischen ist es in sachsischen Karpfen-
teichwirtschaften fir Pradatoren ungleich leichter als in Bayern, infektiése Fische zu er-
beuten und zu anderen Teichen zu transportieren. Akute Verlustgeschehen werden hier
wohl ohnehin in der Regel spater bemerkt. Fur den Teichwirt in einem grofRen Haupter-
werbsbetrieb in Sachsen ist es dartiber hinaus nahezu unmaglich, alle toten oder erkrank-
ten Fische aus einem groRen Teich mit einer ausgedehnten Gelegezone rasch und voll-
stdndig zu entnehmen, bevor Fuchs, Wildschwein, Waschbér, Kormoran, Reiher, WeiR-
storch, Fisch- oder Seeadler fiir deren ,,Weitertransport zum néchsten Teich sorgen. Die-
ser Fakt und die Tatsache, dass Kormoran und Reiher in bayerischen Teichwirtschaften
wesentlich einfacher und effektiver zu bekdmpfen sind, diirfte zumindest bei der Weiter-
verbreitung der Erkrankung in Sachsen eine wesentliche Rolle spielen.

Insgesamt konnen und dirften die beschriebenen Unterschiede bei der Teichbewirtschaf-
tung Einfluss auf die Auspragung der KHV-I in Bayern und Sachsen haben. Sie sind je-
doch keinesfalls die alleinige Ursache fur die bekannten gravierenden Unterschiede.
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Zusammenfassung

Die Epidemiologie in der Tierseuchenbekdmpfung beschréankt sich leider haufig allein auf
die Ausbruchsepidemiologie. Im Falle des Ausbruchs oder des Verdachts des Ausbruchs
einer anzeigepflichtigen Fischseuche fuhrt die zustdndige Veterindrbehdrde epidemiologi-
sche Untersuchungen durch, die sich insbesondere auf die Hochrisikoperiode (HRP), die
Infektionsquelle und schlieRlich auf Aquakulturbetriebe richteten, aus denen der Erreger
der Fischseuche eingeschleppt (Ursprungsbetriebe) oder in welche der Erreger der Fisch-
seuche weiterverschleppt worden sein kann (Kontaktbetriebe). Diese Ermittlungsziele de-
cken sich im Wesentlichen mit den Untersuchungszielen, die bei terrestrischen Tierseu-
chen bestehen. Sie haben ihren Ursprung in tierseuchenrechtlichen Vorschriften, die
warmblutige landwirtschaftliche Nutztiere betreffen. Dennoch oder gerade deswegen ste-
hen epidemiologische Untersuchungen in Fischbestanden vor besonderen Herausforde-
rungen in Bezug auf die Ermittlung der Hochrisikoperiode, die Eintrags- oder Infektions-
quelle und die Ursprungs- und Kontaktbestande (tracing back, tracing forward).

Epidemiology of fish diseases — a special challenge?
Summary

Unfortunately, the epidemiology in case of animal diseases is often limited to outbreak ep-
idemiology only. In the event of a confirmed or suspected outbreak of a notifiable fish
disease, the competent veterinary authority carries out an epidemiological outbreak inves-
tigation focused on the high-risk period (HRP), the source of infection and eventually on
aquaculture establishments from which the pathogen may have been introduced (estab-
lishments of origin) or in which the pathogen may have been contracted (epidemiological
linked establishments). The aims of these investigations are broadly in line with those of
terrestrial animal disease investigations and have their origin in the animal health rules
concerning warm-blooded animals kept for farming purposes. Despite or perhaps because
of this fact, tracing investigations in case of fish farms face special challenges regarding
the determination of the high-risk period, the source of introduction resp. infection and the
establishments of origin resp. epidemiological linked establishments (tracing back, tracing
forward).
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Einleitung

Im amtstierérztlichen Bereich wird das Gebiet ,,Epidemiologie der Tierkrankheiten* in der
Regel als die Durchfiihrung epidemiologischer Untersuchungen zur Eintragsursache eines
Erregers in eine Population und dessen mogliche Weiterverbreitung, also als klassische
Ausbruchsepidemiologie, verstanden. Das behdrdliche Handeln konzentriert sich deshalb,
nicht zuletzt auch bei den Fischseuchen, auf die Durchfiihrung von epidemiologischen
Untersuchungen durch die zustédndige Veterinarbehdrde im Falle des Ausbruchs oder des
Verdachts des Ausbruchs einer anzeigepflichtigen Seuche.

Wichtige Aufgaben sind dabei die Ermittlung der Hochrisikoperiode (HRP), der Infekti-
onsquelle und schlielilich die Identifizierung der Aquakulturbetriebe, aus denen der Erre-
ger der Fischseuche eingeschleppt (Ursprungsbetriebe) oder in welche der Erreger der
Fischseuche weiterverschleppt worden sein kann (Kontaktbetriebe). Diese Ermittlungszie-
le decken sich im Wesentlichen mit denen von terrestrischen Tierseuchen und haben ihren
Ursprung in tierseuchenrechtlichen Vorschriften betreffend warmblutige landwirtschaftli-
che Nutztiere.

Die Komplexitat der epidemiologischen Untersuchung von Tierseuchenausbriichen in
Aquakulturbetrieben l&sst sich in Form einer einzelnen Darstellung, wie dieser Beitrag,
nur verklrzt und exemplarisch darstellen. Es werden daher hier nur einzelne Aspekte der
Methodik epidemiologische Ausbruchsuntersuchungen bei Fischseuchen beleuchtet.

Allgemeine Problemstellung

Besonders geféhrliche Fischseuchen erfordern aufgrund der leichten rdumlichen Ausbrei-
tung in einem optisch dichteren Infektionsmedium ein sehr rasches behérdliches Handeln
auf der Grundlage gesicherter Daten. Dabei besteht nicht selten die Herausforderung, mit-
tels einer umfangreichen Lagedarstellung die epidemiologische Situation im betroffenen
Gebiet, national und international prézise zu beschreiben. Die in den letzten Jahren gestie-
genen Anforderungen an eine zeitnahe Berichterstattung sind nicht zuletzt Gradmesser der
Qualitat behordlichen Handelns geworden.

Inwieweit die Lage richtig eingeschatzt wird und die MalRnahmen adaquat ergriffen wer-
den héangt jedoch von dem Ermittlungsstand der epidemiologischen Situation ab. Daher
beurteilt der Adressatenkreis von Lageberichten die Effektivitdt der Seuchenbekamp-
fungsmaflnahmen nicht nur, wie schnell einige MalRnahmen ergriffen wurden, wie zum
Beispiel die Sperre des Betriebes, die Einrichtung von Restriktionszonen oder die Totung
von infizierten Tierbestdnden, sondern wie sich die Situation hinsichtlich der Eintragsur-
sache (tracing back) und den Weiterverbreitungsrisiken (tracing forward) darstellt.

Dem steht jedoch entgegen, dass epidemiologische Untersuchungen enorm personal- und
zeitaufwendig sind und Anwendungserfahrung voraussetzen. Sie missen aufgrund der er-
forderlichen Spezialkenntnisse und nicht zuletzt nach dem Tiergesundheitsgesetz (Tier-
GesG) durch approbierte Tierérzte der zustandigen Behdrde durchgefiihrt werden. Die zu-
standige Behorde richtet ihre Untersuchungen insbesondere auf den Zeitpunkt der Ein-
schleppung der Tierseuche, die Art, Ausbreitung und die Ursachen der Seuche. Die Zu-
stdndigkeit der Behorde leitet sich in der Bundesrepublik Deutschland aus den Lénderaus-
fuhrungsgesetzen zum TierGesG ab, in der Regel sind die Veterinarbehdrden, die auf der
Ebene der Landkreise und kreisfreien Stédte tatig sind, fur epidemiologische Ermittlungen
von Fischseuchen zustandig. Die Anordnungsbefugnis und damit die Zustandigkeit enden
jedoch in aller Regel an der jeweiligen Stadt- oder Landkreisgrenze. Gerade bei Ausbru-
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chen von Fischseuchen ist jedoch festzustellen, dass die Ermittlungen zum ,.tracing back*
und ,,tracing forward“ weit liber die Grenzen des Zusténdigkeitsbereiches hinausweisen.
Nicht selten sind dann andere Bundesléander, Mitgliedstaaten oder Drittlander in die Aus-
bruchsuntersuchungen einzubeziehen. Spétestens dann sind Veterinarbehdrden anderer
Bundeslénder, ggf. das Friederich-Loeffler-Institut (FLI) als Mitwirkungsbehérde und das
Bundesministerium fur Erndhrung und Landwirtschaft (BMEL), insbesondere bei Kontak-
ten in andere Mitgliedstaaten und Drittl&nder hinzuzuziehen. Fruhzeitig sollte Gber die
Einbindung weiterer Behorden und Unterstutzung durch spezialisierte epidemiologische
Dienste des Bundes oder anderer Lénder nachgedacht werden. In Deutschland steht dazu
unter anderem die Bund-L&nder-Expertengruppe der Bund-Lander-Task Force Tierseu-
chenbek&mpfung zur Verfugung. Erfahrungen aus Fischseuchenausbriichen der letzten
Jahre zeigen, dass durch die Mitwirkung weiterer Behtdrden auBBerhalb des Zustandigkeits-
bereiches, besonders bei internationaler Beteiligung, der zeitliche Horizont der Verfiigbar-
keit epidemiologischer Daten beeinflusst werden kann.

Ziele der epidemiologischen Ausbruchsuntersuchung

Das Unionsrecht und das nationale Recht gehen grundsatzlich von den gleichen Zielen der
epidemiologischen Ausbruchsuntersuchung von Fischseuchen aus. Die folgende Tabelle 1
gibt Uber einen auszugsweisen Uberblick der rechtlichen Ziele und damit tiber die anzu-
strebenden Ergebnisse Auskunft.

Tab. 1: Ziele der epidemiologischen Ausbruchsuntersuchung von Fischseuchen
Fischseuchenverordnung

Richtlinie 2006/88/EG des Rates * - E
vom 24. November 2008

Feststellung, ob Tiere die betreffenden
Zuchtbetriebe oder Weichtierzuchtgebiete
in der malgeblichen Zeitspanne vor der
Meldung des Verdachts [...] verlassen ha-
ben...

Zeitraum, in dem der Seuchenerreger
bereits im Aquakulturbetrieb gewesen
sein kann, bevor der Verdacht angezeigt
worden ist, (Infektionszeitraum). ..

Feststellung des mdglichen Ursprungs der
Kontamination und etwaiger Ubertr-
gungswege

die mogliche Eintragsquelle

Feststellung, ob andere Zuchtbetriebe infi-
ziert wurden

Ermittlung anderer Aquakulturbetriebe,
aus denen Fische aus Aquakultur in den
Aquakulturbetrieb, in dem der Verdacht
besteht, oder in die Fische aus Aquakul-
tur aus dem Aquakulturbetrieb, in dem
der Verdacht besteht, verbracht worden
sind.

* Bei exotischen Krankheiten oder nicht exotischen Krankheiten, bei denen Zonen od.
Kompartimente mit Gesundheitsstatus der Kategorie | oder 111 betroffen sind


http://www.nationalflaggen.de/flagge-deutschland.html
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Grundsatzliche Vorgehensweise
Vor dem Einsatz:

Nach Befundmitteilung durch das Labor und ggf. im Zusammenhang mit der amtlichen
Feststellung des Verdachtes oder des Ausbruchs einer Fischseuche beginnt die epidemio-
logische Untersuchung mit der Vorbereitung auf den Vor-Ort-Einsatz. Dazu werden die in
der Behorde verfligbaren spezifischen Daten zum Aquakulturbetrieb gesichtet, bewertet
und in einer ,,Fallakte* zusammengestellt. Hier sind beispielsweise die Daten zum Aqua-
kulturbetrieb in der Betriebsdatenbank (z. B. BALVI) und die geographische Lage, insbe-
sondere das Wassereinzugsgebiet mit ggf. Ober- und Unterliegern zu berucksichtigen. Et-
waige frihere Beanstandungen oder Feststellungen kdnnen wesentliche Hinweise Uber
Einschleppungs- und Weiterverbreitungsrisiken liefern.

Im relevanten Einschleppungszeitraum festgestellte Seuchenausbriiche in anderen Gebie-
ten, die mit dem Wassereinzugsgebiet des betroffenen Fischhaltungsbetriebes in Zusam-
menhang stehen konnten, sind ebenfalls zu sichten. Dabei sollte man sich auch tber die
internationale Tierseuchensituation (ADNS, OIE) informieren.

Eine Konsultation der rechtlichen Vorschriften, inklusive der Falldefinitionen und der
Standardliteratur zu Fischseuchen (Klinik, Pathologie, Ubertragung etc.) erweist sich vor
dem Einsatz als sehr hilfreich. In jedem Fall ist jedoch fur die Veterindrbehorden in der
Bundesrepublik die Gewinnung eines Uberblickes tber die erforderlichen MaRnahmen
und die epidemiologischen Untersuchungen im Tierseuchenbekampfungshandbuch
(TSBH) im Tierseuchennachrichtensystem (TSN) zu empfehlen. Das Kapitel Fischseu-
chen im speziellen Teil des TSBH weist einen hohen Bearbeitungsstand auf und gibt
wertvolle Informationen fiir den Ausbruchsfall, nicht nur in Bezug auf die Epidemiologie,
sondern beispielsweise auch hinsichtlich Probenahme, klinische Untersuchung, Diagnos-
tik, SperrmalRnahmen und Reinigung und Desinfektion.

Die Sichtung und Bewertung der dazugehorigen Laborbefunde sollte im Zusammenhang
mit etwaigen vorberichtlichen klinischen Erscheinungen und anderen Faktoren (z. B. Zu-
und Verkauf) erfolgen. Die verfiigbaren TRACES-Daten sollten im Rahmen der Mdglich-
keiten fiir die Aufdeckung von Einschleppungs- und Verbreitungswegen im Zusammen-
hang mit dem Handel bewertet werden. Meistens sind dazu spezifische Abfragen im
Datawarehouse und durch ClikView erforderlich.

Neben den tblichen Untersuchungsparametern der epidemiologischen Ausbruchsuntersu-
chung, wie beispielsweise klinische Symptome, pathologisch-anatomische Veranderun-
gen, Inkubationszeit, Eigenschaften des Erregers, Diagnosemdglichkeiten und Ubertra-
gungswege spielen bei Fischseuchen das Wirtsspektrum und die Umgebungsbedingungen
eine besondere Rolle. So ist in diesem Zusammenhang daran zu denken, wie verlasslich
die verwendeten Messinstrumente sind bzw. inwieweit eine Kalibrierung vorliegt. Gerade
das Wirtsspektrum kann bei bestimmten Fischseuchen mannigfaltig sein, sodass epide-
miologische Interaktionen zwischen Tieren in der Aquakultur und Wildfischen im Gewas-
sersystem schwierig zu beurteilen sind.

Der Vor-Ort-Einsatz:

Die eigentliche epidemiologische Untersuchung vor Ort beginnt klassischerweise mit der
Befragung des Tierhalters/ Betriebsleiters und anderer Personen des Betriebes, verbunden
mit einer eingehenden Begehung des gesamten Geldndes des Aquakulturbetriebes bzw.
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der Teichwirtschaft, ggf. auch der dazugehdrigen Betriebseinheiten (Schlachtstatten, Brut-
h&user etc.). Dabei ist es unerheblich, ob die Untersuchung mit der Befragung oder der
Begehung beginnt. Fur das Verstdndnis der Ablaufe erweist es sich hdufig als glnstiger,
vor der Befragung einen gewissen Uberblick tiber die ortlichen Gegebenheiten zu erlan-
gen. Grundsétzlich empfiehlt es sich, die Betriebsbegehung mit einer Foto- und ggf. Vi-
deodokumentation zu untermauern. Besonders im Zusammenhang mit der Dokumentation
von Klinischen und pathologisch-anatomischen Erscheinungen erweisen sich Video- und
Fotoaufnahmen als wertvoll.

Neben der Betriebsbesichtigung und epidemiologischen Befragung ist eine tiefgriindige
klinische Untersuchung aller Haltungsbereiche und aller Alters- und Nutzungsgruppen un-
erlasslich. Diese Beobachtungen sind im engen Kontext zu den verfligbaren Morbiditats-
und Mortalitatsdaten zu bewerten.

Bei der epidemiologischen Befragung sind die verfligbaren Betriebsdokumentationen zu
sammeln bzw. zu sichern (ggf. Anfertigen von Kopien oder Mitnahme zur Einsicht und
Prafung im Amt etc.). Ergeben sich epidemiologische Verbindungen zu anderen Aquakul-
turbetrieben, so sind Kontaktaufnahmen, Befragungen und Datenerhebungen dieser Kon-
taktbetriebe, insbesondere der Ober- oder Unterlieger unter strenger Beachtung seuchen-
hygienischer Kautelen erforderlich. Dabei sollte stets das Prinzip gelten, Angaben aus ei-
ner Informationsquelle durch erganzende Daten und Angaben anderer Informationsquellen
zu validieren. Dazu konnen beispielsweise auch die Angaben betreuender Tierdrzte und
Tiergesundheitsdienste dienen, da sie wesentlich die Befundlage aus der epidemiologi-
schen Befragung der Fischwirte fachlich ergédnzen konnen. Zur Validierung der Befra-
gungsdaten aus dem Aquakulturbetrieb sind auch die Angaben aus den ggf. beteiligten
Transport- und Handelsunternehmen, Futtermittelunternehmen, Tierische Nebenprodukt-
betriebe (VTN-Betriebe) oder sonstigen Personen, die im Zeitraum der Erregereinschlep-
pung Kontakt zum Betrieb hatten, wichtig.

Ein wesentliches Instrument, die gewonnenen epidemiologischen Daten und Infektionsab-
laufe zu verstehen und zu visualisieren, ist die Verwendung von kartographischen Infor-
mationen, beispielweise durch Betriebsskizzen, Lageskizzen, Flurkarten oder Luftbild-
bzw. Satellitenaufnahmen. So kénnen nicht nur die verschiedenen Betriebsabteilungen mit
den aktuellen Tierbestandsdaten, Mortalitdten und Morbiditatsdaten dargestellt, sondern
wesentliche Hinweise auf das Infektionsgeschehen gewonnen werden.

Der epidemiologische Untersuchungsbogen (Epi-Bogen):

Im Bereich der Fischseuchen gibt es zwar keine unionsrechtliche oder nationale Rechts-
vorschrift, die die Verwendung von standardisierten Fragebdgen im Rahmen der epidemi-
ologischen Ausbruchsuntersuchungen zwingend vorschreiben, dennoch zeigen die Erfah-
rungen mit Fischseuchenausbriichen, dass die Nutzung von epidemiologischen Untersu-
chungsbdgen sehr hilfreich sein und dartiber hinaus Zeit und Personal sparen kann. An
dieser Stelle sei noch mal auf das TSBH verwiesen, in dem ein detaillierter epidemiologi-
scher Erhebungsbogen fiir die Teichwirtschaft entwickelt wurde, der die epidemiologische
Untersuchung im Falle des Ausbruchs oder Verdachtes der Salmonidenseuchen Virale
Hamorrhagische Septikamie (VHS), Infektiose Hdmatopoetische Nekrose (IHN) und An-
steckende Blutarmut der Lachse (ISA) sowie die Koi-Herpesvirus-Infektion (KHV-I) bei
den Nutzcypriniden begleitet.
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Bei der Verwendung von epidemiologischen Fragebdgen sind jedoch einige Aspekte zu
beachten. So setzen diese Fragebdgen bestimmte fachliche VVorkenntnisse zur Klinik, Epi-
demiologie und Verbreitung von Fischseuchen voraus. Es ist daher sinnvoll, sich mit den
Befragungstechniken und den inhaltlichen Schwerpunkten bereits im Vorfeld, das heif3t in
der sogenannten seuchenfreien Zeit eingehend zu beschéftigen. Im Verdachts- oder Aus-
bruchsfall bleibt dafiir in der Regel nicht geniigend Zeit, sodass die die epidemiologische
Untersuchung durchfiihrende Person selbst iber den Inhalt des Fragebogens nicht orien-
tiert ist. Dies fuhrt unweigerlich zu Konfusionen und Akzeptanzproblemen im Interview
vor Ort und beeinflusst das Ergebnis der epidemiologischen Untersuchung nachteilig.
Nicht zuletzt konnen dadurch sogar wesentliche ,,epidemiologische Spuren® verwischt
werden. Der Interviewer sollte sich mit dem verwendeten Fragebogen identifizieren und
die strukturierte Befragung auch gegenliber dem Befragten vertreten. Anderenfalls sind
keine verwertbaren Angaben zu erhalten.

Die Struktur des epidemiologischen Untersuchungsbogens beinhaltet Abschnitte, die dem
Interviewer, das heillt der zustdndigen Behdrde amtlicherseits bekannt sind, zum Beispiel
Registrierungsnummer, Anschrift oder Schutzgebietsstatus. In der Befragung vor Ort ist
dabei zu beachten, dass diese Daten entweder vorausgesetzt werden oder bestétigend,
nicht jedoch erhebend erfragt werden, da sie sonst zu Irritationen beim Befragenden flh-
ren kénnen.

Auch eine strukturierte Befragung mittels Fragebogen sollte unbedingt vor Ort, keinesfalls
am Telefon oder postalisch erfolgen, da die epidemiologischen Ermittlungsbdgen aus-
schlieBlich fur ,,face-to-face-Interviews* entwickelt wurden. Weder bei einer Telefonbe-
fragung noch durch eine etwaige Versendung des ,,Epi-Bogens* konnen die Angaben aus-
reichend validiert werden. Die Datenvalidierung ist jedoch, wie bereits erwahnt, die ent-
scheidende Voraussetzung, die Ziele der Ausbruchsuntersuchung zu erreichen.

Schliel3lich sei darauf verwiesen, dass die Befragungen vor Ort in der Teichwirtschaft
bzw. dem Aquakulturbetrieb aus epidemiologischer Sicht eigentlich nur anamnestischen
Charakter haben, in der Regel nur den Beginn, nicht jedoch das Ende der epidemiologi-
schen Untersuchung darstellen. Die Vor-Ort-Befragung liefert als Teilaufgabe lediglich
die Ermittlungsansatze fiir die Untersuchungen in den Herkunfts- und Kontaktaktbestan-
den.

Epidemiologische Besonderheiten bei Fischseuchen

Fischseuchen weisen bei epidemiologischen Ausbruchsuntersuchungen im Vergleich zu
Tierseuchen bei terrestrischen Tieren eine Reihe von Besonderheiten auf. Einige dieser
Besonderheiten sind im Folgenden beschrieben:

Ermittlung der Hochrisikoperiode (HRP)

Der Zeitraum, in dem der Seuchenerreger bereits im Aquakulturbetrieb gewesen sein kann
bevor der Verdacht angezeigt worden ist, kann in Fischpopulationen wesentlich schwerer
geschétzt werden als bei terrestrischen Tierseuchen. Einer der Griinde dafur ist, dass Fi-
sche aufgrund ihres Immunsystems und ihres Anpassungsgrades an die Umwelt in der Re-
gel nicht mit seuchenspezifischer Klinik und pathologischer Anatomie reagieren. Hinzu
kommt, dass selbst die Einschleppung eines hochpathogenen Erregers nicht zwangslaufig
zu Kklinischen Auspragungen fiihren muss, sondern verschiedene Faktoren, wie beispiels-
weise Wassertemperatur und —qualitat oder natiirliche und kiinstliche Stressoren, Carrier-
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status, Alter der Tiere etc. eine Rolle spielen. Wesentlich haufiger als bei vielen Landtier-
seuchen werden Kklinisch inapparente aber infizierte Tiere in der HRP gehandelt.

Ermittlung der Eintrags- oder Infektionsquelle

Die eigentliche Infektionsquelle konnte bei epidemiologischen Untersuchungen von
Fischseuchenausbriichen in der Vergangenheit in vielen Féllen nicht ermittelt werden.
Selbst molekularepidemiologische Untersuchungen leisten hdufig keinen entscheidenden
Beitrag, da die Mutationsraten der Erreger sehr hoch sein kdnnen (z. B. bei Fischrhabdovi-
ren) oder Infektionen mit gleichzeitig verschiedenen Stdmmen erfolgen. Da Tierkenn-
zeichnungssysteme in der Aquakultur keine Anwendung finden, ist im Gegensatz zu
Landsdugetieren ein ,,tracing back* wenig Erfolg versprechend. Dennoch liefern grundlich
durchgefuhrte epidemiologische Ausbruchsuntersuchungen wertvolle Hinweise oder Indi-
zien, die zu sinnvollen Hypothesen fuhren, wie die Infektion in die betreffende Fischpopu-
lation eingeschleppt wurde bzw. welche Verbreitungswege stattgefunden haben.

Ermittlung der Ursprungs- und Kontaktbestande (tracing back, tracing on)

Die Ublichen Infektionswege bei Fischseuchen sind die Ein- und Weiterverschleppung
uber Zukaufe und Abgange sowie die wassergebundene Verbreitung. Obwohl man den
Eindruck gewinnen konnte, dass sich epidemiologische Untersuchungen in Gewassersys-
temen relativ leicht gestalten, sind die Erfahrungen dazu haufig erniichternd. Die Ubertra-
gung von Erregern tber Gerétschaften oder Transport- und Halterungsbecken, Transport-
wasser, Wildvdgel, ausgesetzte Zierfische etc. ist bei vielen Fischseuchen moglich. Diese
Infektionswege lassen sich jedoch retrospektiv auch nur selten in Erfahrung bringen.

Schlussfolgerungen

Epidemiologische Ausbruchsuntersuchungen bei Fischseuchen gestalten sich hdaufig
schwieriger als bei terrestrischen Tieren, dennoch sind diese Untersuchungen wesentlicher
Teil der Seuchenbekdmpfung, da nur durch eine fachgerechte epidemiologische Ermitt-
lungstatigkeit ein ausreichender Uberblick tber die epidemiologische Situation im Seu-
chengebiet und ber die Wirksamkeit der BekampfungsmalBnahmen gewonnen werden
kann. Epidemiologische Ausbruchsuntersuchungen setzen jedoch eine intensive und nach-
haltige Beschaftigung mit der Methodik und ausreichend Erfahrung in der Anwendung vo-
raus. Trainings- und FortbildungsmaBnahmen auf diesem Gebiet sind daher fur die zu-
stdndigen Behdrden unerlésslich.
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Zusammenfassung

Die Ichthyophtiriose ist die zentrale parasitdre Erkrankung bei Zierfischen weltweit. Sie
wird malgeblich durch Ichthyophtirius mutifiliis Fouquet 1876 verursacht, aber auch
Neoichthyophtirius schlotfeldtii gen. n. konnte sporadisch als Verursacher identifiziert
werden.

Sowohl die Vielfalt der klinischen Symptome und damit einhergehend der unterschiedli-
chen Verlaufsformen als auch das Therapieresistenzrisiko beim Einsatz von Malachitgriin
haben in den vergangenen 20 Jahren bei der Ichthyophtiriose massiv zugenommen.

Zur praktischen Anwendung in der professionellen Zierfischhaltung sind derzeit keine
vollwertigen Alternativsubstanzen zur Malachitgrin-Therapie verfuigbar. Lediglich durch
eine bedarfsangepasste Kombination mit Kupfersulfat kdnnen verbesserte Therapieerfolge
erreicht werden. Zwingend erforderlich ist das Langzeitbad mit taglicher Nachdosierung.

Daher kommt einer fruhzeitigen und eindeutigen Diagnose in Kombination mit einer dif-
ferenzierten, der jeweiligen klinischen Situation der betroffenen Fischpopulation ange-
passten, Malachitgriin-Therapie bei StiBwasserzierfischen eine entscheidende Stellung zu.
Bedingt durch zunehmend unterschiedliche Verlaufsformen und damit einhergehender
Zunahme an mdoglichen Differentialdiagnosen ist die mikroskopische Untersuchung von
Haut und / oder Kiemenabstrichpréparaten zwingend erforderlich. Perakute Verlaufsfor-
men erfordern moglichst mehrmals téglich adspektorische Kontrollen des Gesamtbestan-
des.

Unter der angepassten Therapie wird eine VVorgehensweise verstanden, bei der den spezi-
ellen dufReren und inneren Faktoren der zu behandelnden Population Rechnung getragen
wird. Hierzu gehoren: frihestmoglicher Therapiebeginn, variable Malachitgriindosierung,
ergebnisbasierte Behandlungsdauer und —frequenz, Temperaturerhéhung, Bellftungs- und
Wasserwechselintensivierung, Vermeidung von Zugluft, Filterreduktion, Anpassung
(i. d. R. Reduzierung) der Futterung; aber auch die Kennzeichnung betroffener Aquarien,
strikte Umgangsbeschrankung und die Desinfektion von Gebrauchsgegenstanden und
Aquarien sind wesentlicher Teil des ,,multifaktoriellen* Therapieansatzes .

Anhand der dargestellten strukturierten MalRnahmenkombinationen konnten langfristig
sowohl die absolute Fallzahl reduziert als auch die Qualitdt der Behandlungsergebnisse
deutlich und spurbar verbessert werden.
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Ichtyophtirius multifiliis: from mono-factorial to multifactorial therapy
in a big freshwater ornamental fish holding facility

Summary

Freshwater white spot disease is one of the most challenging diseases of freshwater orna-
mentals worldwide. It is primarily caused by Ichthyophtirius multifiliis Fouquet 1876.
However, on occasion Neoichthyophtirius schlotfeldtii gen n. could also be identified as
the cause.

During the last 20 years, not only has the diversity of clinical symptoms increased dramat-
ically in professional ornamental fish husbandry but also the number of possible pathways
of infection. At the same time the resistance against malachite green therapy has grown
rapidly.

Beside malachite green, actually there are no alternative medications available, being able
to improve the difficult situation under practical conditions. Only a combination of mala-
chite green with coppersulfate in an alkalinity dependant dosage is able to improve results
under certain conditions.

In general a long term bath treatment with daily dosages is compulsory.

Therefore a very early diagnosis is essential, combined with a strict and differenciated
malachite green therapy, which needs to be adapted to the fish population in question. Be-
cause of the increasing variety of symptoms and the different pathways of infection the
microscopic examination of skin and/or gill smears is required. Hyperacute pathways of
the infection require daily multiple inspections of the total fish holding facility.

The above discussed strict malachite green therapy needs to take into account all known
factors of the fish population under treatment. The differentiated or multifactorial therapy
furthermore requires extensive precautions and a series of actions steps, which include:
earliest possible start of therapy, species specific dosage of malachite green, results based
duration and frequency of therapy, increased water temperature, increased frequency of
water replacement, increase of aeration, cut off of filtration, reduction in air ventilation,
reduction of feeding, limited employee access, clear labeling of impacted tanks, tools and
equipment, immediate disinfection of any tools, equipment and tanks used.

By strictly adhering to these actions steps it was possible to drastically reduce the number
of occurrences as well as to decisively and permanently increase the treatment effective-
ness.
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Zusammenfassung

Koi (Cyprinus carpio) werden in der Schweiz als Haustiere immer beliebter. Koi kénnen
sehr zutraulich werden, kdnnen ein hohes Alter erreichen und haben teilweise auch einen
hohen 6konomischen Wert. Gezlichtet werden Koi hauptsachlich in Japan, von wo sie
dann weltweit exportiert werden. In der Schweiz gibt es ca. 2.000 — 3.000 Koihalter, wo-
von wir etwa 1.000 als Koi Hobbyisten bezeichnen. Diese Unterscheidung beruht auf der
Teichanlage und dem Fischbesatz. Koi Hobbyisten haben einen eigens fir Koi gebauten
Teich mit ausschlielich oder hauptsachlich Koi als Besatzfische; es wird spezielles Koi-
futter eingesetzt und die Wasserqualitat wird durch aufwendige Filteranlagen kontrolliert.
Koihalter hingegen haben einen eher biotopéhnlichen Teich mit verschiedenen Fischarten,
unter anderem auch Koi.

Internal neoplasms in koi in Switzerland
Summary

Koi (Cyprinus carpio) as a hobby is getting more and more popular in Switzerland. Koi
can become very tame and live for many years. Some have a high economical value. Koi
are bred mainly in Japan wherefrom they are exported worldwide. We estimate that there
are about 2,000 — 3,000 people keeping koi in Switzerland. For this study we differentiate
,koi keepers® who keep a variety of fish species including koi in biotope-style ponds and
,,koi hobbyists®, approximately 1,000 people, who usually keep exclusively koi in a spe-
cifically designed koi pond with advanced filter technology to control and optimize water
quality.

Ausgangslage

Es ist wichtig festzuhalten, dass es sich im Folgenden um Koi in unserem Praxisgebiet
handelt und die Resultate nicht auf andere Gebiete Ubertragbar sind. Seit ca. acht Jahren
fuhrt die fishdoc GmbH regelmaRige Gesundheits-checks an rund 600 Koiteichen durch.
Dabei fielen vermehrt Koi mit Tumoren in der Bauchhohle auf. Pro Jahr waren dies ca. 30
Falle. Klinisch présentierten sich diese Fische haufig im Spatsommer nach der Laichzeit
mit akut aufgetriebenem Abdomen. Ursachen oder Prédispositionen fiir dieses gehdufte
Auftreten von inneren Tumoren bei Koi waren uns nicht bekannt und auch keine prophy-
laktischen Malinahmen, Behandlungen und Methoden zur Friihdiagnose. Auch in der Lite-
ratur gab es keine Hinweise auf Untersuchungen auf Populationsebene beziglich Vor-



Bauchhdéhlentumore beim Koi und maégliche Risikofaktoren 181

kommen von inneren Tumoren bei Koi. Diese unbefriedigende Situation war Anlass zu
dieser Studie.

Ziele der Studie
1. Erfassung der Tumorhaufigkeit in der Koipopulation in unserem Praxisgebiet
2. Eruierung moglicher Risikofaktoren und Préadispositionen

3. Feststellung der Ursprungsorgane und der Verhaltensweisen der Tumore (gutartig ver-
sus bosartig)

4. Erfassung typischer Symptome fiir eine mdgliche Fritherkennung
Vorgehen

Zwischen 2008 und 2012 wurden 117 Koi mit Tumorverdacht am Zentrum fur Fisch- und
Wildtiermedizin in Bern pathologisch untersucht. Gewebeproben wurden entnommen, his-
tologisch als Neoplasie bestatigt und geméal WHO Kilassifikation (Bosman et al. 2010,
Kennedy et al. 2007, Meuten et al. 2007) eingeordnet. Diese Daten wurden im Rahmen
der vorliegenden Studie ausgewertet.

Weiter wollten wir versuchen, maoglichst viele Informationen (ber die Tumorsituation in
unserem Praxisgebiet zu erhalten. Dazu wurde ein online Fragebogen erstellt, dessen Link
an ca. 650 Kunden per Mail geschickt wurde.

Der Fragebogen bestand aus zwei Teilen: Der erste Teil des Fragebogens wurde von 375
Kunden ausgefullt und diente der Erfassung von allgemeinen und technischen Daten zum
Teich sowie Daten zu Teichbehandlungen, Medikation der Fische, Futter, etc. Dieser Teil
wurde sowohl von den ,,Kontrollen* (Koihalter ohne Tumorfalle) als auch von den ,,Fal-
len“ (Koihalter mit Tumorféllen) ausgefullt.

Der zweite Teil des Fragebogens richtete sich ausschlieBlich an die Falle, d.h. diejenigen
Koibesitzer, die mindestens einen an einem Tumor erkrankten Koi besalen. Dieser Teil
beinhaltete konkrete Fragen zum erkrankten Koi wie z. B. Herkunft, Farbe, Alter und Ge-
schlecht, individuelle Medikation etc. und wurde von 112 Kunden ausgefillt. Die Antwor-
ten wurden statistisch erfasst und mittels NCSS 2008 ausgewertet.

Auswertung der Histologie (n = 117)

Das Geschlechterverhéltnis der an Bauchhéhlentumoren erkrankten Koi war wie folgt:
e 50 % der inneren Tumore stammten von weiblichen Koi (n = 57)

e 25 9% von mannlichen Koi (n = 29)

o 22,5 % waren makroskopisch und histologisch nicht identifizierbar (n = 28)

e 2,5% von Zwittern (n = 3)

Herkunftsorgane der Tumore waren:

35 % aus dem Ovar, 22 % aus dem Hoden und 15 % aus der Leber. Die restlichen Tumore
hatten als Ursprungsorgan die Gonaden, Gewebe unbekannten Ursprungs, Eileiter, Ovo-
testis, Darm oder Niere.

Auswertung des Fragebogens (Falle: n = 112)

Von den 375 Kunden, die am Fragebogen teilnahmen, hatten 112 einen oder mehrere Koi
mit Tumoren.
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Die Anzahl Fische in dieser Studie belief sich auf ca. 9.300. Davon entwickelten 112 Koi
(1,2 %) einen Bauchhohlentumor zwischen 2008 bis 2012. Das sind pro Jahr 22,4 Tumor-
falle (0,24 % der Gesamtpopulation).

Im ersten Teil des Fragebogens (von Kontrollen und Fallen ausgefillt) wurden folgende
Punkte als statistisch signifikant errechnet:

e Das Teichvolumen: Unsere Resultate ergaben, dass Koi aus grofieren Teichen anfalli-
ger sind fir Bauchhohlentumore (Ott Knisel et al. in press). Ursache daftr konnte
sein, dass Koi Hobbyisten mit gréReren Teichen eher grofde, schnellwachsende und
damit auch teurere Fische haben. Dies wiederum konnte zu haufigeren Gesundheits-
checks durch den Tierarzt flihren und damit zu einer erhdhten Chance, dass ein Tumor
entdeckt bzw. diagnostiziert wird. Mdéglich ist auch, dass es in groReren Koiteichen
mehr Koi hat und damit das Risiko fur einen Tumor rein numerisch steigt.

e Die Frequenz des Teichwasserwechsels (TWW): in Teichen mit wochentlichem bzw.
monatlichem TWW war die Tumorhdufigkeit hoher als in Teichen in denen der TWW
weniger als 1 x/Monat durchgefuhrt wurde.

e Die Herkunft: Unsere Daten zeigen eine Anhaufung von Bauchhdhlentumoren in Koi
von einem bestimmten Ziichter in Japan. Dies kdnnte auf einen genetischen Hinter-
grund in der Tumorentwicklung hinweisen. Es kénnte aber auch sein, dass diese An-
haufung von Tumorféllen durch Abweichungen des Zichters in Haltung, Medikation
oder Umwelteinflussen zustande kommt.

e Medikation: Teiche, in welchen in den vergangenen 5 Jahren Praziquantel, Formalin /
Malachitgriin (FMG) oder Kaliumpermanganat eingesetzt wurden, zeigten eine grofie-
re Neigung zur Tumorentwicklung. Insbesondere fur Praziquantel ist in der Literatur
keine Pradisposition zu Tumorentwicklung beschrieben. Jedoch wurde Praziquantel in
den Jahren 2005 bis 2010 als Standard Entwurmungsmittel eingesetzt und viele Tei-
che, die wir betreuten, wurden behandelt. Somit kann es sich bei dieser Haufung der
Tumorentwicklung ebenfalls um einen Zufall handeln.

FMG ist ein Standardmittel gegen einzellige Parasiten und Verpilzungen in der Schweiz
(pers. Kommunikation). Koihandler in der Schweiz befolgen hdufig ein Standard Quaran-
tane Protokoll beim Import von Koi: FMG, oder ein &hnliches malachitgriinhaltiges Des-
infektionsmittel, wird nach Ankunft der Koi beim Handler routinemélig den Quaranta-
nebecken zugefiigt. Erst nach dieser Routinebehandlung werden die Koi mit Koi anderer
Herkunft gemischt.

Kaliumpermanganat ist ein oxidierendes Desinfektionsmittel und wird bei Koi insbeson-
dere zur Bekampfung von Trichodina sp. wie auch bei Haut- / Flossenentziindungen oder
kleineren Verletzungen eingesetzt (pers. Kommunikation).

Die Resultate des zweiten Teils des Fragebogens spiegeln die Daten der kranken Koi ohne
Vergleich zu den gesunden Koi (nur von den Fallen ausgefullt) wider.

Die folgenden drei Punkte zeigten statistisch relevante Ergebnisse (Ott Knusel et al. in
press):

e Alter: 62 % der an Tumoren erkrankten Koi waren zwischen drei- bis sechsjahrig. Da
Koi bis zu 40 Jahre alt werden kdnnen (fishbase.org), ist dieses junge Alter Uberra-
schend und weist eher auf eine genetische Komponente hin als auf Umwelteinfliisse.
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e Farbung: auf die Frage nach der Farbung der erkrankten Koi erhielten wir 92 Antwor-
ten:

= knapp 30 % (n = 26) wiesen die Farbung rot / weil auf (Kohaku)
*= knapp 20 % (n = 17) wiesen die Farbung rot / weiB / schwarz auf (Sanke, Showa).

Insgesamt wiesen also fast die Hélfte (43 von 92 Féllen) der betroffenen Koi die Farben
rot und weil’ auf. Auch dies kdnnte eher auf einen genetischen Hintergrund deuten.

Diese Farbvarianten sind jedoch auch die Farbungen der klassischen Koi und gehdren da-
mit zu den popularsten und teuersten Fischen in unserem Praxisgebiet. Ein weiterer Grund
konnte der hohere Grad an Inzucht innerhalb dieser z. T. relativ alten Blutlinien sein. Jin-
gere und weniger anspruchsvolle Farbvarianten wie z. B. die einfarbigen, metallischen
Koi sind deshalb eventuell weniger anfallig fir Tumore (Ott Knisel et al. in press).

e Kilinik

Das am haufigsten beobachtete Symptom bei Vorliegen eines Bauchhohlentumors war ein
aufgetriebenes Abdomen. Allerdings wurde dieses Symptom erst beobachtet, wenn der
Tumor schon in einem fortgeschrittenen Stadium war. Dies macht eine frihzeitige, rein
adspektorische Diagnose fiir den Besitzer und den Tierarzt sehr schwierig, v. a. da ein

aufgetriebenes Abdomen auch andere Ursachen haben kann, z. B. Laichverhalten, Verfet-
tung, Aszites oder verlagerte hintere Schwimmblase.

Fazit
Wir kénnen festhalten, dass in der vorliegenden Studie

e weibliche, rot-weilRe Koi zwischen 3 - 6 Jahren vermehrt Bauchhdhlentumore aufwie-
sen

e dass Koi von einem japanischen Zichter tiberproportional stark vertreten waren

e dass gewisse teichspezifische Eigenschaften und Medikamente einen Einfluss auf die
Tumorentstehung haben kénnen und

e dass Ursprungsorgane fiir Bauchhohlentumore v. a. Ovarien und Hoden waren (Ott
Knusel et al. in press, Ott Knusel et al. in prep).

Diese Daten treffen nur auf die Koipopulation unseres Praxisgebietes zu und sind deshalb
nicht unbedingt reprasentativ fur die Koipopulation in der Schweiz. Da es sich um eine
eher empirische Studie handelt, die sich groRtenteils auf Aussagen von Koihaltern stitzt
und das Tumorereignis unter Umstanden schon mehrere Jahre zurilicklag, sind die Resulta-
te als eine Ubersicht zu werten. Es braucht weitere, gezielte Untersuchungen und Frage-
stellungen, um unsere ersten Resultate zu bestatigen oder zu verwerfen.

Die Auswertungen der Histologie werden zu einem spéteren Zeitpunkt publiziert.
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Zusammenfassung

In den letzten Jahren werden Zierfische immer haufiger in der Kleintierpraxis vorgestellt.
Die Patientenbesitzer setzen neben speziellen Fachkenntnissen im Zierfischbereich neue
Diagnose- und Therapiemdglichkeiten bis hin zu operativen Eingriffen voraus.

In der Praxis werden regelméRig Koi mit abdominalen Veranderungen vorgestellt. In den
Praxisjahren 2012 und 2013 wurden insgesamt 26 Koikarpfen, im Alter zwischen vier und
elf Jahren untersucht. Neben einer ausfuhrlichen Anamnese wurde nach einer adspektori-
schen und palpatorischen Untersuchung auch eine sonographische Untersuchung durchge-
fihrt. Das verénderte Gewebe wurde, je nach Krankheitsstadium und Wunsch des Besit-
zers, intra operationem oder post mortem entfernt und pathohistologisch aufgearbeitet.
Auf diese Weise konnte die vorlaufig gestellte Diagnose verifiziert werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, dem praktischen Tierarzt die Sonographische Untersuchung als
eine nicht invasive Untersuchungsmethode am lebenden Tier zur Diagnosesicherung ab-
dominaler Veranderungen néher zu bringen.

Tumords bedingte abdominale Umfangsvermehrungen bei Koikarpfen wurden in dieser
Studie vermehrt bei weiblichen Tieren beobachtet. Lediglich bei zwei von 25 vorgestellten
Tieren konnte ein Ursprung aus mannlichem Testisgewebe nachgewiesen werden. Bei ei-
nem Tier konnte eine verlagerte Schwimmblase dargestellt werden.

Im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen konnte kein Hinweis auf eine Metastasie-
rung der Tumoren gefunden werden. Das schnelle Wachstum, das inhomogene Zellbild in
der Histologie und die extreme Umfangsvermehrung des Abdoms mit fir den erkrankten
Karpfen letalen Folgen, lassen aber auf einen malignen Charakter schlie3en.

Anhand der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Sonographie ein nitzli-
ches Verfahren zur Diagnosesicherung abdominaler Tumore beim Koikarpfen darstellt.
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Gonad tumors in koi carp (Cyprinus carpio):
Sonographic approach and histopathologic workup

Summary

In the last years an increasing number of ornamental fish are presented in veterinary prac-
tice. Not only expert knowledge, but also recent possibilities for diagnosis and therapy up
to surgical intervention are demanded by owners of ornamental fish.

Koi with abdominal masses are more and more presented in veterinary practice. In 2012
and 2013 a total of 26 koicarp between 4 and 11 years were examined. After detailed med-
ical history, observation and palpation, an ultrasonographical examination in the ab-
dominal region was conducted for further diagnosis. The mutated tissue was removed and
examined histologically after surgery or euthanasia for further diagnosis.

The present study was carried out to show that ultrasound in koi is a useful method to
come to diagnosis of abdominal swellings.

Abdominal swellings included in this study could be mainly seen in female koi carp. In 2
of 25 animals an origin out of testis tissue could be documented. A trans located swim
bladder was found in one koi.

There was no evidence for metastases in our study. However, the rapid growth, the inho-
mogeneous histological cell structure and the lethal outcome indicate a malignant charac-
ter of the tumors.

Sonographie bei Koi

Die sonographische Untersuchung beim Koi findet im Wasser statt. Nach einer ausfihrli-
chen Anamnese wird das Tier im Narkosebad immobilisiert. Unter Wasser wird der
Schallkopf bei der sonographischen Untersuchung senkrecht auf die zu untersuchende
Stelle positioniert. Da Wasser als Vorlaufstrecke dient, sollte sich die Schallsonde in ca.
3 — 8 cm Abstand zum Fischkorper befinden.

Verwendet wurde ein portables Ultraschallgerét der Firma Eickemeyer mit einer konvexen
Schallsonde. Die Eindringtiefe konnte je nach Bedarf zwischen 7,5 MHZ und 5,0 MHZ
variiert werden.

Im sonographischen Untersuchungsgang lieR sich bei der Betrachtung des entarteten Ge-
webes ein heterogener Rundherd, der meist multiple anechogene Gebiete enthielt, darstel-
len. Neben hyperechogenen (echoreichen) Strukturen lieBen sich hypoechogene (echoar-
me) und zum Teil gut abgekapselte anechogene (echofreie) Strukturen nachweisen. Im
Anschluss an die sonographische Untersuchung wurde das entartete Gewebe entweder in-
tra operationem oder post mortem entfernt und pathohistologisch aufgearbeitet. In der His-
tologie zeigten sich unterschiedliche Zelltypen, die den Keimstrangtumoren, epithelialen
Tumoren und Keimzelltumoren der Sdugetiere ahnelten. Bei einem der untersuchten Ge-
webe konnte eine Rundzelltumor &hnliche Struktur nachgewiesen werden.
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Vergleich Sonographie und Tumormorphologie

Quelle: fischcare

Die in der sonographischen Untersuchung vorgefundenen Strukturen lieRen sich nach der
Tumorentfernung post operationem oder post mortem bestétigen.

Der Vergleich von Sonographie und Morphologie der beiden haufigsten Tumortypen
(Keimstrangtumore, epitheliale Tumore) konnte kaum Unterschiede aufzeigen. Bei beiden
Tumortypen konnten sonographisch heterogene Rundherde, die zahlreiche hypo- und an-
echogene Areale (Zysten) enthielten, dargestellt werden.

Vergleich Sonographie und Tumorhistologie
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Je nach Ursprung des Tumors aus den unterschiedlichen Zelltypen konnten in der Histolo-
gie 4 unterschiedliche Tumortypen aufgezeigt werden:

» - Keimstrangtumor

» - Epitheliale Tumore der Gonaden und der Leber
» - Keimzelltumore

» - Rundzelltumore

Im Ultraschall kénnen bereits zystische Strukturen, zelldichtere Strukturen und das Aus-
mall des Wachstums veranschaulicht werden. Es ist nicht mdglich den Tumortyp in der
sonographischen Untersuchung festzustellen. Anhand der sonographischen Untersuchung
ist daher nur bedingt ein Ruckschluss auf die Histologie maglich.

Fazit

Die Sonographie stellt ein nitzliches Verfahren zur Diagnosesicherung abdominaler
Strukturen beim Koikarpfen dar. Eine Differenzierung zwischen den einzelnen Tumorty-
pen ist allerdings sonographisch nicht méglich. Eine Klassifizierung in die unterschiedli-
chen Tumortypen kann erst in der pathohistologischen Untersuchung erfolgen.

Nahere Informationen bei der Verfasserin. Der Artikel wird anderweitig veroffent-
licht.
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Zusammenfassung

Die Haut schutzt gesunde Fische von eindringenden Pathogenen und physikalischen Stres-
soren aus der umgebenden Umwelt. Im Hautepithel wird eine parazellulare Undurchlds-
sigkeit durch Zell-Zell Kontraktproteine erreicht, die Desmosomen, Tight- und Adherend
Junctions ausbilden. Diese Strukturen kdnnen unter Infektion mit Pathogenen beeintréch-
tigt werden und so das Abwehrpotential der Haut herabsetzen.

Um die Expression der mRNA von Proteinen aus den Zell-Zell Verbindungen im Epithel
von Karpfen zu untersuchen, wurden ausgehend von ,,Expressed Sequence Tags (EST)*
Genfragmente dieser Proteine mittels PCR amplifiziert, kloniert und sequenziert. Die
mRNA Expression der Gene flir Claudin 7, 23, 30, des ,,Tight Junction Proteins 2B“,
Cadherin 1 und Desmocollin 2 konnte in der Haut von Karpfen gemessen werden, die mit
dem CyHV-3 Virus infiziert waren. Die Infektion war zuvor durch Einsetzen der Karpfen
in eine Virussuspension induziert worden. Des Weiteren wurde ein in vitro Modell fur
Karpfenhaut ausgehend von priméren Zellkulturen von Flossen und Schuppen entwickelt
und eingesetzt, um die Ergebnisse der in vivo-Untersuchungen zu tGberprifen. Zur Verbes-
serung des in vitro Modells wurden zudem Versuche zur Etablierung einer kontinuierlich
wachsenden Zelllinie von Haut-Epithelzellen von Karpfen unternommen.

Die Ergebnisse zeigen dass eine CyHV-3-Infektion sowohl Tight Junctions und Adherend
Junctions als auch Desmosomen beeintrachtigt, indem die Expression von Claudin 23, 30
und Desmocollin 2 abgesenkt wird. Diese Ergebnisse liefen sich durch den Einsatz von
priméren Zellkulturen von Flossen und Schuppen bestatigen. Eine neue Zelllinie lieR sich
hingegen nicht etablieren, weil in allen Kulturversuchen Epithelzellen von Fibroblasten
uberwachsen wurden. Trotzdem I&sst sich bestatigen, dass es bei Karpfen im Verlauf einer
CyHV-3 Infektion zu einem Umbau der Zell-Zell Verbindungen im Epithel der Haut
kommt. Dieses beeinflusst die Invasion des Virus in die Haut und somit die Ubertragungs-
rate des Virus von Fisch zu Fisch sowie die Empféanglichkeit infizierter Karpfen fir Se-
kundérinfektionen.
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Cell to cell contacts in skin epithelium during CyHV-3 infection
Summary

Healthy fish skin protects against invading pathogens and physical stresses from the sur-
rounding environment. Paracellular tightness of skin epithelium is provided by cell to cell
contact proteins forming desmosomes, tight and adherent junctions. During infection these
structures can be challenged, lowering skin defence potential.

In order to monitor the mMRNA expression of common carp cell contact proteins, frag-
ments of genes were amplified via PCRs based on expressed sequence tags (EST), cloned
and sequenced. The mRNA expression of genes encoding for claudins 7, 23, 30, tight
junction protein 2B, cadherin 1, desmocollin 2 was measured in carp skin during a Cypri-
nid herpesvirus 3 (CyHV-3) infection induced by immersion of fish into a virus suspen-
sion. Also, an in vitro model for carp skin based on fin and scale primary cell cultures was
developed and used to confirm the in vivo findings. Furthermore, an attempt to raise an ep-
ithelial cell line from carp skin was made in order to improve the in vitro model.

Results showed that a CyHV-3 infection influences adherent and tight junctions as well as
desmosomes by down-regulating the expression of claudins 23, 30, cadherin 1, and
desmocollin 2. These results were confirmed using the primary cell cultures from fin and
scale cells. A novel cell line, however, could not be used because in all cultivation at-
tempts, fibroblasts were overgrowing the epithelial cells. Nevertheless it can be confirmed
that CyHV-3 induces a remodelling of epithelial cell junctions. This can have an impact
on tissue penetration and fish to fish transmission of the virus as well as susceptibility to
secondary infections.
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Zusammenfassung

Virtuelle Patienten werden seit einigen Jahren im Medizinstudium als zusatzliche unter-
stiitzende Unterrichtsmaterialien eingesetzt. Sie wurden jedoch erst vor kurzem verwen-
det, um auch Studierende der Veterindrmedizin zu unterrichten und es sind uns keine
Fisch-basierten virtuellen Falle bekannt. Die Vorteile beim Einsatz von virtuellen Patien-
ten als Unterrichtshilfe bestehen darin, dass sie es den Studierenden ermdglichen, das in
Vorlesungen oder Seminaren erlernte theoretische Wissen in einen praktischen Kontext zu
ubertragen und so den Unterricht interessanter und mit einen grof3eren Anwendungsbezug
gestalten. AuRBerdem motiviert diese Art von Unterricht verstarkt zu individuellem Lernen
indem er den Studierenden erlaubt, die Falle dann zu bearbeiten, wann immer sie moch-
ten. In einer aktuellen Studie, in der virtuellen Patienten oder Falle im Unterricht von
Grundlagenfachern eingesetzt wurden, bearbeiteten mehr als 70 % der teilnehmenden Stu-
dierenden einen Fall aus dem Bereich Fischkrankheiten. Flr die Bearbeitung eines solchen
Falles bendtigten sie durchschnittlich 49,5 Minuten, mit einer Erfolgsquote von 66 % pro
Abfragekarte.

Das Fach Fischkrankheiten wird an der Tierédrztlichen Hochschule Hannover in einer
Pflicht-Veranstaltung und mehreren Wahlpflichtveranstaltungen unterrichtet. Die Pflicht-
veranstaltung besteht aus sechs einstiindigen Vorlesungen tber Fischkrankheiten und die
Wahlpflichtveranstaltungen aus weiteren Vorlesungen und Ubungen, die so unterschiedli-
che Themen wie Fischkrankheiten, Betriebsbesuche, Aquakultur, Fischbiologie und SuR-
wasserbiologie vermitteln. Aufgrund der grofRen Themenvielfalt und der begrenzten
Ubungszeit fur Studierende haben wir uns entschlossen, weitere drei virtuelle Patienten-
Félle zu erarbeiten und dadurch die bereits bestehenden Lehrveranstaltungen zu ergénzen.
Das Fall-basierte Multimedia Lern- und Autorensystem CASUS wurde zum Erstellen und
fur die Bereitstellung der Félle verwendet. Ein CASUS Fall besteht tblicherweise aus 15
Karten, die jeweils eine Einleitung, einen Mediafile, eine Frage, mdgliche Antworten und
einen Abschnitt mit Kommentaren enthalten. Der Benutzer kann die ndchste Karte erst
aufrufen, wenn die aktuelle Karte vollstandig bearbeitet wurde. Die neu erstellten Falle
behandeln Regenbogenforellen mit vergleichbaren klinischen Symptomen, die aber von
drei unterschiedlichen Krankheitsursachen hervorgerufen wurden: einer Infektion mit dem
Virus der viralen hamorrhagischen Septikdmie, durch Yersinia ruckeri sowie durch unzu-
reichende Umweltbedingungen.



192 Sind virtuelle Patienten fur den Unterricht
von Fischkrankheiten sinnvoll?

Die Arbeiten an den virtuellen Patienten werden durch die Gesellschaft der Freunde der
TiHo sowie durch die Européische Union (FOrderkennzeichen Nummer 2012-3126/001-
001) geférdert.

The use of virtual patients to teach fish diseases in veterinary medicine

Summary

Virtual patients have been used as a supplementary teaching aid to teach medical students
for several years. However, they have only recently been used to teach veterinary medi-
cine students, and there were no known fish based virtual patients in use. The advantage of
using virtual patients as a teaching aid is that they enable students to use the theoretical
knowledge they acquire in the lectures in a practical setting, thereby making the teaching
more interesting and relevant. Furthermore, this type of teaching encourages independent
learning and allows students to use the cases whenever they want to. In a current study us-
ing virtual patients and problems in basic sciences (vetVIP-Project) more than 70 % of in-
vited students processed a fish-related case. The average time spent on this case was 49.5
minutes, average success per card 66 %. The University of Veterinary Medicine in Han-
nover currently offers one compulsory and several non-compulsory courses in fish diseas-
es; a compulsory lecture course, consisting of 6, 1 hour lectures covering fish diseases and
several non-compulsory lectures and practical courses consisting of further tutorials cover-
ing a broad range of fish diseases, farm visits, aquaculture and freshwater ecology. There-
fore, due to the broad range of teaching and limited tutor-student time we decided to create
3 additional virtual patients to supplement the courses currently being offered. The case-
based, multimedia learning and authoring system CASUS was used for creation and dis-
tribution of the cases. A case contains typically 15 cards, each consisting of an introduc-
tion, media file, question and answer comment section, which the user can only proceed
once the current card is completed. These cases will focus on trout exhibiting similar
symptoms, however caused by three different factors, namely, viral haemorrhagic septi-
caemia virus, Yersinia ruckeri and environmental challenges.

This work was funded by the Gesellschaftder Freunde der TiHo and EU grant number
2012-3126/001-001
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Zusammenfassung

Virtuelle Patienten kénnen als zusatzliche Materialien im Unterricht eingesetzt werden,
weil sie es ermdglichen, die Relevanz des Stoffes aus der Vorlesung fur einen praktischen
Kontext zu vermitteln. Gegenwartig erhalten Studierende der Tiermedizin nur wenig prak-
tischen Unterricht im Bereich Fischkrankheiten. Deshalb wurden drei auf Fischkrankhei-
ten bezogene Fallbeispiele erstellt, um den Studierenden bei der Herangehensweise zu hel-
fen, wie Fischkrankheiten diagnostiziert und therapiert werden kdnnen. Die drei erstellten
Félle zeigen jeweils Fische mit &hnlichen Krankheitssymptomen, was die Studierenden
zum Stellen von Differentialdiagnosen anleiten soll. Zur Erstellung und fur die Bereitstel-
lung der Fallbeispiele wurde das Fall-basierte Multimedia Lern- und Autorensystem
CASUS verwendet. Ein Fallbeispiel enthélt Gblicherweise 15 Karten, jeweils mit Einlei-
tung, Mediafile, Fragen, eine Auswahl von Antworten und einen Bereich mit Kommenta-
ren, die der Benutzer erst weiterschalten kann, wenn die aktuelle Karte vollstandig bear-
beitet wurde. Der hier vorgestellte Fall: ,,Der Anruf eines Fischers beschreibt einen Aus-
bruch der viralen hdmorrhagischen Septikamie in einer Forellenteichwirtschaft. Weil die
gezeigten Symptome nicht eindeutig auf VHS schliel3en lassen, verfolgt der Fall eine sys-
tematische Herangehensweise, beginnend mit einem Gesprach mit dem Teichwirt, an-
schlieRender Analyse der Haltungsbedingungen und der Wasserparameter, dann das Ab-
klaren moglicher Infektionen mit Bakterien, Parasiten und Viren. Des Weiteren werden im
Fall praktische Informationen Gber den Ablauf eines Betriebsbesuches und das weitere
Vorgehen nach Diagnosestellung gegeben, sei es hinsichtlich einer Behandlung oder, wie
in diesem Fall, die Benachrichtigung der zustandigen Stellen tber den Verdacht des Auf-
tretens einer anzeigepflichtigen Erkrankung.

Die Arbeiten an den virtuellen Patienten werden durch die Gesellschaft der Freunde der
TiHo gefordert.

A Fisherman’s call: Virtual patient case study
Summary

Virtual patients can be used as a supplementary teaching aid, where they help to show the
relevance of what is taught in lectures in a practical setting. Currently, students have very
little practical training in fish diseases. Therefore, 3 fish based virtual patients were creat-
ed to help teach student how to handle, diagnose and eventually treat a disease. The three
cases produced all have similar symptoms, which will encourage the students to produce a
differential diagnosis. The case-based, multimedia learning and authoring system CASUS
was used for creation and distribution of the cases. A case contains typically 15 cards,
each consisting of an introduction, media file, question and answer comment section,
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which the user can only proceed once the current card is completed. The case presented
here, called ‘A Fisherman’s call’, described an outbreak of Viral haemorrhagic septicae-
mia (VHS) in a rainbow trout farm. As the symptoms presented aren’t conclusive for
VHS, the case follows a systematic pattern starting with an interview with the farmer, fol-
lowed by analysing the environment and water parameters, and then potential bacterial,
parasitic and finally viral infections. Additionally, the case gives practical information on
how to conduct a visit to a fish farm and also how to proceed once a diagnosis has been
confirmed, weather that be treatment, or in this case informing the responsible organisa-
tions that there is a suspicion of a notifiable disease.

This work in producing the virtual cases was funded by the Gesellschaftder Freunde der
TiHo.



Beeinflussung der intestinalen Mikroflora von Fischen 195
durch Fiitterung von B-Glukanen

Beeinflussung der intestinalen Mikroflora von Fischen
durch Fitterung von B-Glukanen

Verena Jung-Schroers', Mikolaj Adamek?, Sarah Harris', Dieter Steinhagen®

LAbteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung,
Tierdrztliche Hochschule Hannover, Bunteweg 17, 30559 Hannover

Zusammenfassung

B-Glukane werden als Immunmodulatoren in der Fischerndhrung eingesetzt, wobei ein po-
sitiver Effekt bisher allerdings nicht eindeutig bestatigt werden konnte. In dieser Studie
wurde der Effekt von oral tber das Futter verabreichten p-Glukanen auf die Zusammen-
setzung und die Diversitat der bakteriellen Mikroflora im Darm von Karpfen (Cyprinus
carpio) und Barben (Barbus schwanenfeldii) untersucht. Zusatzlich wurden bei Karpfen,
die mit oder ohne B-Glukane gefittert wurden, die Anderungen der intestinalen Mikroflora
nach Applikation von Aeromonas hydrophila untersucht. Die Karpfen erhielten Futter, das
mit 1% MacroGard®, einem kommerziell erhltlichen p-1,3/1,6-Glucan, angereichert war.
Die Kontrollgruppen erhielten Futter ohne B-Glukane. Eine Gruppe Barben erhielt Futter,
das mit 1% MacroGard®, angereichert war, eine zweite Gruppe Barben erhielt Futter, das
mit 0,1% MacroGard® angereichert war und die Kontrollgruppe erhielt Futter ohne p-
Glukane. Alle Fische wurden 14 Tage mit einer Futtermenge, die 1% ihres Korperge-
wichts entsprach, geflttert. Um die Auswirkungen einer Applikation von Bakterien zu un-
tersuchen, wurden Karpfen oral 10° koloniebildende Einheiten A. hydrophila in PBS oder
in PBS versetzt mit 1% MacroGard® verabreicht. ZwélIf Stunden bis 7 Tage nach Applika-
tion wurden Proben entnommen. Daflr wurden unterschiedliche Darmabschnitte mittels
klassischer bakteriologischer Methoden als auch mittels Denaturierender Gradienten Gel
Elektrophorese (DGGE) untersucht.

Bei Karpfen konnte eine signifikant erhdhte bakterielle Diversitat im Darm nach der Ft-
terung von MacroGard® festgestellt werden. Auch die Applikation von Aeromonaden in
den Darm fiihrte bei Karpfen, denen MacroGard® gefiittert worden war, zu einer geringe-
ren Anderung der Mikroflora im Vergleich zu Karpfen der Kontrollgruppe. Insgesamt
schien die Futterung von B-Glukanen bei Karpfen zu einer stabileren intestinalen Mikro-
flora zu fuhren, die dazu beitragen konnte die Ansiedlung eindringender pathogener Mik-
roorganismen zu verhindern. In Barben filhrte die Fiitterung von MacroGard® zu einer
Reduktion von fakultativ pathogenen Bakterien wie Vibrio spp. und Citrobacter spp. in
der Mikroflora und schien daher ebenfalls gesundheitsférdernd zu sein.



196 Beeinflussung der intestinalen Mikroflora von Fischen
durch Fiitterung von B-Glukanen

Feeding of p-Glucan influences the intestinal microflora
of carp (Cyprinus carpio)

Summary

B-glucan is an immunomodulant that is used in fish nutrition for health improvement.
However, the value of feeding B-glucan could not be verified till now. Therefore we ex-
amined the effect of dietary f-glucan on the bacterial community and diversity in the gut
of common carp (Cyprinus carpio). We also examined responses of the intestinal micro-
flora to an oral application of Aeromonas hydrophila in carp fed with or without B-glucan
supplementation.

Carp received feed supplemented with 1% MacroGard®, a commercially available p-
1,3/1,6-glucan, the control group received feed without R-glucan. All fish were fed for 14
days at 1% of their body weight per day. For oral application of A. hydrophila carp were
intubated with 10° colony forming units (CFU) of A. hydrophila in PBS, or with 10° CFU
of A. hydrophila in PBS containing 1% MacroGard. The control groups were intubated
with PBS containing 1% MacroGard or only with PBS. Samples were taken 12 hours to 7
days after application. Separated parts of the gut were analysed by classical microbiologi-
cal techniques as well as Denaturing Gradient Gel Electrophoresis.

We could detect a significantly higher bacterial diversity in the gut after feeding with
MacroGard. Our results suggest that feeding of B-glucan results in a more diverse and
therefore more stable intestinal community that could help to prevent the invasion and es-
tablishment of pathogenic microorganisms.
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Zusammenfassung

Proliferative Hautlasionen werden immer wieder bei geziichteten Salmoniden beobachtet.
Als Differentialdiagnosen werden meist Furunkulose, Red mark syndrome / cold water
strawberry disease und bakterielle Nierenkrankheit (BKD) in Betracht gezogen. Der vor-
liegende Fallbericht beschreibt jahrige Regenbogenforellen mit proliferativen Hautlésio-
nen, bei denen diese drei Krankheiten ausgeschlossen werden konnten und eine chroni-
sche, moglicherweise systemische Flavobakterieninfektion mit Pradilektionsstelle in der
Haut und Unterhaut am ehesten in Frage kommt.

Proliferative skin lesions due to chronic infections
with flavobacteria?

Summary

Proliferative skin lesions are not seldomly observed in farmed salmonids. The most com-
mon differential diagnoses are furunculosis, Red mark syndrome / cold water strawberry
disease and Bacterial Kidney Disease (BKD). The present case report describes one year
old rainbow trout with proliferative skin lesions where these three diagnoses could be ex-
cluded and a chronic, possibly systemic, infection with flavobacteria with dermis and hy-
podermis as predilection sites was suspected.

Anamnese

Im Februar 2013 wurden jahrige Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) aus einem
grossen kommerziellen, durch Quellwasser gespiesenen Aquakulturbetrieb an der nationa-
len Fischuntersuchungsstelle (NAFUS) vorgestellt. Der Vorbericht lautete: ,,beidseitiger
Exophthalmus, multiple beulenférmige Hautveranderungen, jedoch ohne erhéhte Mortali-
tat. Die Fische wiesen einen sehr guten Nahrzustand auf und waren 21 bis 25 Zentimeter
lang mit einem durchschnittlichen Gewicht von ungeféahr 150 Gramm.

Klinische Untersuchung

Bei der klinischen Untersuchung fielen multiple, ein bis zwei Zentimeter grof3e, prolifera-
tive, z. T. ulzerierte Lasionen auf den Flanken der Fische und hochgradige Augenverande-
rungen in Form eines deutlichen ein- oder beidseitigen Exophthalmus, Korneatriilbung und
Blutungen in der vorderen Augenkammer auf. Die tbrigen Organe erwiesen sich als weit-
gehend unauffallig.



198  Proliferative Hautl&sionen, ausgeldst durch chronische Flavobakterien-Infektionen?

Bei der mikroskopischen Untersuchung von Haut-, Kiemen- und Darmabstrich konnte nur
ein leichtgradiger Befall der Haut mit Gyrodactylus sp. nachgewiesen werden.

Differentialdiagnosen

Aufgrund der klinischen Symptome wurde eine Liste der moglichen Differentialdiagnosen
erstellt. Drei Haupt-Differentialdiagnosen hoben sich hervor:

e Furunkulose (Erreger: Aeromonas salmonicida): Im Zusammenhang mit Furunkulose
treten beulenférmigen Hautveranderungen auf.

e Red mark syndrome / cold water strawberry disease: Obwohl die Hautldsionen makro-
skopisch nicht das typische Erscheinungsbild von Red mark syndrome zeigten (Oidt-
mann et al. 2013), blieb diese Krankheit unbekannter Atiologie eine der Hauptdiffe-
rentialdiagnosen. Cold water strawberry disease wurde bereits mehrmals in dieser
Fischzucht diagnostiziert.

e Bakterielle Nierenkrankheit BKD (Erreger: Renibacterium salmoniarum): Hautveran-
derungen gehoren nicht zum typischsten Bild dieser Erkrankung, kommen jedoch in
chronischen Fallen vor. Dieses Bakterium wurde bereits friher in Regenbogenforellen
aus dem betroffenen Betrieb nachgewiesen, jedoch ohne Hautverédnderungen.

Plan und Methoden

Um diese Verdachtsdiagnosen zu untersuchen, wurden die betroffenen Forellen bakterio-
logisch und histologisch untersucht. Auf Wunsch des Fischzlchters wurde ebenfalls eine
virologische Untersuchung eingeleitet.

Bakteriologie:

Proben von drei Tieren aus Milz, Niere, Leber, Augen und Haut wurden entnommen. Fir
die Hautuntersuchung wurden die Hautl&ésionen mit einem sterilen Skalpell er6ffnet und
die Probe aus den tiefen Verdnderungen entnommen. Die Proben wurden auf Blutplatten
(Bio Merieux, Lausanne, Schweiz) und Bromthymolblau-Lactose-Agar Platten (Fey 1978)
ausgestrichen und bei 22 °C fir 72 Stunden inkubiert. Bei Anwesenheit von blauen Bakte-
rienkolonien auf den Bromthymolblau-Lactose-Agar Platten wurde ein Agglutinationstest
fiir Aeromonas salmonicida durchgefiihrt (Kaninchen-anti- A. salmonicida subsp. salmo-
nicida-spezifisches Antiserum). Die Proben aus den tiefen Hautveranderungen wurden zu-
séatzlich auf einem Spezial-Agar fir Flavobakterien (Anacker und Ordal 1959) fur funf
Tage bei 15 °C kultiviert. Alle Platten wurden taglich auf Bakterienwachstum kontrolliert.
Flavobakterien wurden lichtmikroskopisch im Ausstrich identifiziert.

Virologie:

Proben aus Niere, Milz, Herz, Pylorusanhéngen und Gehirn von funf Fischen wurden ge-
poolt und fir zwei Mal sieben Tage auf BF-2 (bluegill fry) und EPC (epithelioma papulo-
sum cyprini) Zellen bei 15 °C inkubiert (OIE 2014).
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Histologie und Immunhistochemie:

Die betroffenen Hautstellen wurden in 10 %-gepuffertem Formaldehyd waéhrend 24 Stun-
den fixiert. Das fixierte Material wurde in Paraffin eingebettet und es wurden Schnitte von
4 um Dicke angefertigt. Die Schnitte wurden daraufhin mit Haematoxylin-Eosin (H&E)
gefarbt. Zur Untersuchung auf Renibakterium salmoninarum wurde eine Immunhistoche-
mie mit dem Anti-Renibacterium salmoninarum monoklonalem Antikoérper der Firma
Aguatic Diagnostics Ltd durchgefihrt.

Resultate

Bakteriologie:

Auf den Blutplatten und den Bromthymolblau-Lactose-Agar Platten wurden vereinzelten
Kolonien (Mischflora) bei allen Organen festgestellt. Bei allen Organen wuchsen einzelne
dieser Kolonien auf dem Bromthymolblau-Lactose-Agar blau. Der Agglutinationstest fur
Aeromonas salmonicida dieser Kolonien lieferte allerdings ein negatives Resultat. Auf
dem Spezial-Agar fur Flavobakterien wurde ein starkes Wachstum von gelben Kolonien
beobachtet. Unter Lichtmikroskopie wurden die Kolonien als Flavobakterien identifiziert.

Virologie:
In der Zellkultur wurde kein zytopathischer Effekt (CPE) beobachtet. Die Resultate der vi-
rologischen Untersuchung sind somit als negativ zu betrachten.

Histologie:

Die histologische Untersuchung zeigte eine eitrig-granulomatdse, hochgradige, multifoka-
le Dermatitis und Myositis mit Flavobakterien auf der Hautoberflache (Abb. 1 bis 3). Die
Resultate der Immunhistochemie fir BKD waren negativ.

Abb. 1:

Epidermis zum Teil erhalten, zum Teil ul-
zeriert. Starke Erweiterung der Dermis
durch Odem und Infiltration mit Entziin-
dungszellen, massive Erweiterung der da-
runter liegenden Muskulatur durch Infilt-
ration mit Entziindungszellen.
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. Abb. 2:

Massive Erweiterung der Muskulatur
durch Infiltration von Makrophagen,
Lymphozyten und weniger neutrophilen
Granulozyten mit ausgedehnten Nekrose-
herden in diesen Bereichen sowie hoch-
gradige Muskelfaserdegeneration (Ver-
lust der Querstreifung, Hypereosinophilie
& Fragmentierung der Muskelfasern).

Abb. 3:

Epidermis ulzeriert und ersetzt durch nek-
rotisches Material. Vorhandensein von
Flavobakterien an der Oberflache der
Veranderungen.

Diskussion

Bei den bakteriologischen Untersuchungen konnte kein Aeromonas salmonicida nachge-
wiesen werden und die histologischen Verdnderungen wiesen nicht auf Furunkulose, cold
water strawberry disease oder BKD hin. Somit konnten die drei Hauptdifferentialdiagno-
sen ausgeschlossen werden.

Es wurden jedoch Flavobakterien in den oberflachlichen und tiefen Hautveranderungen
sowohl histologisch wie bakteriologisch nachgewiesen. Hautulzerationen weisen gehauft
Flavobakterien als Sekundarinfektionen auf, da der natiirliche Schutz der Haut beeintrach-
tigt ist (Barnes und Brown 2011). Im vorliegenden Fall konnten jedoch auch aus tieferen
Hautarealen Flavobakterien in Reinkultur nachgewiesen werden. Dies deutet eher auf
Flavobakterien als Primarpathogene hin. Somit ergab sich der Verdacht, dass die prolifera-
tiven Hautverédnderungen durch eine chronische, moglicherweise systemische Flavobakte-
rieninfektion mit Pradilektionsstelle in der Haut und Unterhaut hervorgerufen wurden.

Auler Wasserdesinfektion mit Wasserstoffperoxid wurde bei dem Aquakulturbetrieb kei-
ne weitere therapeutische MaRnahme getroffen. Die Hautverédnderungen verschwanden
progressiv und traten nicht erneut auf.
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Zusammenfassung

Es wird ein Verfahren zur Wassereinsparung vorgestellt, bei dem das Prozesswasser in
verschiedenen Systemen fiir die Aufzucht unterschiedlicher aquatischer Organismen ein-
gesetzt wird. Zuerst wird das Grundwasser in einer Kaltwasser-(Teil)kreislaufanlage fur
die Produktion von Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) genutzt. Das ablaufende
Wasser wird anschlieend bei Bedarf in den Vorratstank einer (Warmwasser) Kreislaufan-
lage flr die Zanderproduktion (Sander lucioperca) geleitet. Das Ablaufwasser durchfliest
nach einer mechanischen Reinigung in Absetzbecken eine Pflanzenklaranlage und steht
dann noch flr die extensive Produktion von Edelkrebsen (Astacus astacus) in einem uber-
spannten Grabensystem zu Verfiigung. Dort werden letzte Nahrstoffe aus dem Wasser
eliminiert, so dass es letztlich vollstandig gereinigt in ein Oberflichengewésser geleitet
werden kann. Mit der Mehrfachnutzung in hintereinander geschalteten Aufzuchtsystemen
konnen grolRe Wassermengen eingespart werden, jedoch ist daflir ein angepasstes Ma-
nagement erforderlich. Dies gilt insbesondere fur die Durchfuhrung seuchenprophylakti-
scher Malinahmen.

Water management and hygiene tasks
in adjunctive aquaculture systems

Summary

A water saving procedure is presented in which the water is used in different systems pro-
ducing different aquaculture organisms. In the first production facility the water is used in
an open rainbow trout recirculating aquaculture system (Oncorhynchus mykiss). Proximate
the water is moved to a storage tank and after disinfection it is used in a pikeperch-warm
water RAS (Sander lucioperca). The process water is mechanically rinsed and cleared in a
constructed wetland and is finally used for the extensive production of noble crayfish
(Astacus astacus). In these ponds the last nutrients are eliminated from the water. This
cleared production water can be discharged in surface waters. With this kind of multipur-
pose use, high volumes of water can be saved. An adopted management of the water use
and a special hygiene regime is essential.
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Einleitung

Wasserrechtliche Genehmigungen zur Entnahme von Oberflichenwasser werden in
Deutschland héchstens noch mit sehr strengen Umweltauflagen erteilt. Daher kann zu-
kinftig auf die wachsende Nachfrage nach regional erzeugten Fischprodukten vorwiegend
mit einer Intensivierung der Produktion reagiert werden. Die technische Entwicklung in
der Forellenteichwirtschaft, aber insbesondere auch die steigende Anzahl Kreislaufanlagen
in den letzten Jahren zeugen von diesem Trend (Bramick 2014). Aber auch in intensiven
Aufzuchtsystemen besteht vielfach die Maéglichkeit, die Wasserressourcen noch effektiver
zu nutzen. Ein innovatives Verfahren zur Wassereinsparung wird derzeit vom Institut fur
Fischerei der Landesforschungsanstalt MV am Standort Hohen Wangelin erprobt. Dabei
wird das Prozesswasser in verschiedenen Aquakulturanlagen fir die Aufzucht unter-
schiedlicher aquatischer Organismen eingesetzt.

Betrieb der Produktionssysteme

Aus zwei Tiefbrunnen (45 und 60 m) wird das Grundwasser zuerst in eine eingehauste
Kaltwasser-(Teil)kreislaufanlage gepumpt (Abb. 1). Das Frischwasser wird vor der Einlei-
tung durch einen Enteisenungsfilter geleitet und mit Schwefelséure konditioniert (pH 7).
Die Anlage besteht aus vier FlieRkandlen mit einem Produktionsvolumen von insgesamt
350 m®. Mit dem Filtersystem belauft sich das Gesamtvolumen der Anlage auf ca. 600 m°.
Die Wasserreinigung umfasst einen Trommelsiebfilter und zwei Bewegtbettfilter, in denen
das Wasser biologisch aufbereitet wird. Zusatzlich wird das Wasser im Bypass Uber eine
Kaskade geleitet, um das CO, zu entfernen. Bevor es wieder in die FlieRBkanale gelangt,
wird das Wasser iber ein Anreicherungssystem (Jet — System) geleitet und mit Sauerstoff
auf eine 140 %ige Sattigung angereichert (Jennerich und Schulz 2013). Durch die tagliche
Wassertauschrate von ca. 40 % (3 I/s) schwankt die Wassertemperatur saisonunabhéngig
nur gering zwischen 12 und 14 °C. Die Nitratkonzentration im Wasser betragt max.
150 mg/l (NH4" < 1 mg/l; NO,” < 2mg/l). Die Anlage wird vornehmlich fir die Mast von
Regenbogenforellen (Zielgewicht: 400 g) genutzt. Die Satzfische werden dafir aus-
schlie3lich von einem seuchenfrei anerkannten Zuchtbetrieb bezogen. Der Besatz erfolgt
im zweimonatigen Turnus mit 15 g schweren Setzlingen, die Produktionsdauer betragt
zehn Monate. Auf diese Weise werden mit einem standing stock von 25t jahrlich max.
80 t Regenbogenforellen erzeugt.

Kaskade
Absetzhecken

FlieRkanale

FlieRkanile Hilterung

Abb. 1: Grundriss der Kaltwasser (Teil)kreislaufanlage
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Das ablaufende Wasser wird anschlielend bei Bedarf mit Ozon desinfiziert. Die Ozonie-
rung wird Uber das Redoxpotential des Wassers gesteuert. Erst bei einem Redoxpotential
von +450mV wird das Wasser in den Vorratstank (360 m®) einer Warmwasser-
Kreislaufanlage geleitet (Abb. 2). Dort wird es auf 20 °C erwarmt und das Restozon ent-
fernt. Die Anlage verfugt tUber elf separate Kreislaufsysteme fir die Reproduktion, Anfiit-
terung und Aufzucht von Zandern (Sander lucioperca). Alle Kreislaufe sind den physiolo-
gischen Anspriichen des Zanders entsprechend ausgestattet und an die Wachstumskriterien
vom Ei bis zu einer GroRe von bis zu 2 kg angepasst. Das Gesamtvolumen betragt ca.
390 m®, davon kann ein Haltungsvolumen von etwa 205 m® fir die Produktion genutzt
werden. Drei Kihlzellen wurden mit Kreislaufsystemen ausgestattet. In ihnen werden ver-
schiedene Jahreszeiten simuliert, um die Zander auRersaisonal zu reproduzieren. Die Ge-
lege werden in einen Erbritungskreislauf Gberfiihrt, in dem die Larven nach etwa 90°TG
schlupfen. Fur die Anfutterung werden die Larven in ein anderes Modul tberfihrt. Wah-
rend der weiteren Aufzucht werden die Zander zuerst in zwei Vorstreck-, und Aufzucht-
modulen gehalten, bevor sie in zwei Mastsystemen bis zur SpeisefischgréRe aufgezogen
werden. Nachwuchslaicher und Laichfische werden bei geringer Besatzdichte in einem ei-
genen Kreislauf auf die Reproduktion vorbereitet. Wahrend der Aufzucht wird auf die
Einhaltung der optimalen Haltungsparameter in jeder Produktionsphase geachtet (Tempe-
ratur, pH, Sauerstoff, N-Verbindungen). Samtliche Kreislaufsysteme sind mit einer eige-
nen mechanischen Wasserreinigung (Trommelsiebfilter), einer biologischen Wasseraufbe-
reitung (Bewegtbett-Filter) und einer Wasserentkeimung (UV) ausgestattet. Alle Becken,
sowie Pumpen, Geblase, UV-Anlagen, pH- und Drucksonden sind an ein computerge-
stitztes Steuerungs- und Meldesystem angeschlossen. Dariber hinaus verfiigen die beiden
Mastmodule tber Denitrifikationsreaktoren, durch die weitere wesentliche Wassereinspa-
rungen moglich sind (> 50 %). Durch den Einsatz der Denitrifikationsreaktoren belduft
sich die Wassertauschrate der gesamten Anlage insgesamt auf < 8 %/d (0,25 I/s). Um die
Ubertragung von Krankheiten zu verhindern erfolgt kein Besatz von auBen. Zusatzlich
wird jeder Kreislauf als seuchenbiologische Einheit betrachtet (Schmidt und Kihn 2013).
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Abb. 2:  Grundriss der Warmwasser-Kreislaufanlage

Das Ablaufwasser durchfliest nach einer mechanischen Reinigung in Absetzbecken einen
Pflanzenklarteich (ca. 200 m®) und steht im Anschluss fiir die extensive Produktion von
Edelkrebsen (Astacus astacus) in einem Grabensystem zu Verfligung (Abb. 3). Die ge-
samte Anlage ist eingezdunt und Uberspannt, um ein Eindringen von Pré&datoren oder
Ubertragern der Krebspest zu verhindern. In den Krebsteichen werden letzte Nahrstoffe
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aus dem Wasser eliminiert, so dass es letztlich vollstandig gereinigt in ein Oberflachen-
gewasser geleitet werden kann (Tab. 1).

Abb.3:
Ablaut aa  Grundriss der Pflanzenklaranlage
PHA und der Krebsteiche

tl &iric

Wasserserteilung
AN A A

A A

Umgehung
Krebsteiche Ablaur

Tab. 1: Mittlere Konzentrationen geloster N-Verbindungen im Jahr 2013

mg/l Brunnen Ablauf Einlauf Ablauf in
Kaltwasseranlage PKA Oberflachen-
gewasser
Ammonium 0,7 £0,64 0,4+0,04 1,0+0,79 0,3+0,35
Nitrit 0,1 £0,06 0,3+0,05 05+0,12 0,2+0,07
Nitrat 11,7 £503 59,2 +11,90 33,6 +1811 98+722

Schlussfolgerung

Die Mehrfachnutzung in hintereinander geschalteten Aufzuchtsystemen erlaubt eine effi-
ziente Nutzung der Wasserressourcen. Dariiber hinaus fiihrt die Dingung der Krebsteiche
zu einer wesentlichen Ertragssteigerung. Das Wasser kann danach mit gleicher Qualitét
in die Umwelt zurtickgefiihrt werden. Mit dem erwarmten Ablaufwasser lasst sich zudem
die Vegetationsperiode in den Teichen verlangern, jedoch ist bei adulten Krebsen auf eine
ausreichende Winterruhe zu achten. Die Aufrechterhaltung der Hygiene zwischen den
Systemen ist technisch und finanziell aufwendig. Zuerst ist darauf zu achten, dass keine
Krankheitserreger durch Satzfische in das System gebracht werden. Dies gilt insbesondere
fir den Erreger der Krebspest (Aphanomyces astaci). Daher werden Satzforellen aus-
schlieRlich aus brunnen- oder quellwassergespeisten Zuchtbetrieben bezogen. Dennoch
kann damit der Eintrag von anderen Pathogenen nicht immer verhindert werden. Aus die-
sem Grund muss das Wasser wirkungsvoll desinfiziert werden, bevor es zu den sensiblen
Zandern gelangt. Die Ozonierung auf ein Redoxpotential von > +450 mV erweist sich im
Langzeitbetrieb als sichere Barriere gegeniiber Pathogenen (Bakterien, Protozoen). Die
Kosten flr dieses Verfahren belduft sich in Abhdngigkeit der Wassereigenschaften (orga-
nische Belastung) auf ca. 0,1 €/m>. Weitere wesentliche Wassermengen lassen sich durch
die Reinigung des Anlagenwassers in einer Denitrifikationsanlage einsparen (Miiller-
Belecke et al. 2013). Der tagliche Frischwasserbedarf der Mastmodule der Zanderanlage
wurde damit um 75 % und die Nitratfracht des Anlagenwassers auf < 100mg/l gesenkt.



206 Wassermanagement und HygienemaRnahmen
in hintereinander geschalteten Aquakultursystemen

Literatur
BRAMICK U. (2014): Jahresbericht der deutschen Binnenfischerei 2013: 52 S.

JENNERICH H.J., SCHULZ S. (2013): Uberpriifung von stiBwassergespeisten Kaltwas-
serkreislaufen fur die Entwicklung der Aquakultur in Mecklenburg-VVorpommern. Mittei-
lungen der Landesforschungsanstalt fiir Landwirtschaft und Fischerei Heft 51: Beitrage
zur Fischerei: 56-69.

MULLER-BELECKE A., ZIENERT S., THURMER C., KAUFHOLD S., SPRANGER
U. (2013): Entwicklung eines innovativen Denitrifikationsreaktors und seine Leistungs-
prifung in einer geschlossenen Kreislaufanlage zur Zanderaufzucht. Fischer und Teichwirt
02/2013: 46-50.

SCHMIDT G., KUHN C. (2013): Aufbau und Entwicklung einer Zander-Aquakultur
(Sander lucioperca) in Mecklenburg-Vorpommern. Mitteilungen der Landesforschungs-
anstalt fur Landwirtschaft und Fischerei MV, Beitrage zur Fischerei Heft 51: 90-103.



Kaiserschnitt-OP bei einem Schwarzspitzenriffhai 207

Kaiserschnitt-OP bei einem Schwarzspitzenriffhai

Verena Jung-Schroers, John Hellmann, Marie Agethen, Dieter Steinhagen

Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung,
Tierérztliche Hochschule Hannover, Biinteweg 17, 30559 Hannover

Zusammenfassung

Bei einem Schwarzspitzenriffhaiweibchen (Carcharhinus melanopterus) aus einem Grof-
aquarium stoppte die Geburt nachdem die Schwanzflossen der ersten beiden Jungtiere be-
reits aus dem Geburtskanal herausschauten. In einem Quarantdnebecken wurde der Hai
mittels MS222 uber das Wasser anésthesiert und anschlieend oberhalb der Wasserober-
flache auf einer Vakuummatratze platziert. Durch einen flexiblen Schlauch wurde das Tier
mit narkosemittelhaltigem Wasser (ber die Kiemen beatmet. Da eine Entwicklung der
Jungtiere tber den naturlichen Geburtsweg nicht méglich war, wurde die Leibeshohle er-
offnet. Aus dem rechten und dem linken Uterus konnten jeweils zwei bereits verstorbene
Jungtiere entwickelt werden. Die Jungtiere aus dem linken Uterus waren deutlich groRer
und der Uterus selbst war stark gerétet, dinnwandig und wies bereits nekrotische Areale
auf. Alle Jungtiere schienen bereits vor einiger Zeit verstorben zu sein und wiesen nekroti-
sche Veranderungen auf. Der Uterus wurde mit einer fortlaufenden Naht verschlossen und
die Haut wurde mit Einzelheften vernaht. Anschlieend wurde der Hai in ein Quaranté-
nebecken umgesetzt. Dort wachte er nach einer langeren Nachschlafphase, in der er beat-
met wurde, auf und begann nach etwa eineinhalb Stunden wieder selbststdndig zu
schwimmen. Wéhrend der nachsten Tage wurde der Hai immer schwacher und legte sich
immer héaufiger auf den Boden des Beckens, so dass das Tier zwei Tage nach der Operati-
on euthanasiert werden musste. Eine mikrobiologische Untersuchung zeigte, dass der Hai
trotz antibiotischer Behandlung an einer Septikamie litt.

Bei Haien in Gefangenschaft kann die Erndhrung der Muttertiere zu einer Uberversorgung
der Jungtiere und dadurch zu einem héheren Geburtsgewicht fuhrte. Die beiden Jungtiere,
die zuerst in den Geburtskanal eingetreten waren, hatten aufgrund ihrer GroRe nicht auf
natrlichem Weg geboren werden kdnnen. Tréachtigkeiten bei Haien in Gefangenschaft
stellen daher Pfleger und Tierérzte vor die Aufgabe, die Erndhrung der Tiere genau im
Blick zu halten und bei ersten Anzeichen von Geburtsstérungen einzugreifen.

Sectio caesarea in a blacktip reef shark
Summary

In a pregnant blacktip reef shark (Carcharhinus melanopterus) from a public aquarium
birth stopped, when the tail fins of two pups were already seen hanging out of the birth
canal. The shark was anaesthetized in a quarantine tank by putting tricain (MS222) to the
water. Then the shark was transferred to a vacuum mattress, which was placed directly
above the tank. Through a flexible tube water containing tricain was flushed through the
mouth and gills of the fish to maintain anesthesia. The pups could not be developed
through the natural way and therefore the body cavity was cut open. In total four pups,
which were already dead, could be removed from the uterus. The pups from the left part of
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the uterus were much heavier than the pups from the right uterus part. The uterus itself
was heavily reddened, very thin walled and showed already necrotic areas. All pups
seemed to be dead since some time and also showed necrotic alterations. The uterus was
closed with a continuous suture. Both, the uterus and the skin were sutured with absorba-
ble material. Afterwards the shark was removed to a quarantine tank without anesthetics
and was given artificial respiration. After some time it woke up and after around 90
minutes the shark started to swim independently. During the following days the shark got
weaker and was often lying on the ground of the tank. Therefore, two days post operation
we had to euthanize the fish. A bacteriological examination resulted in a severe septice-
mia, although the shark was treated with antibiotics.

In pregnant sharks in captivity an overfeeding of the mother can lead to a high weight gain
of the pups. The two pups, which were already seen hanging out of the birth canal, were
too big to be born the normal way. If sharks in public aquaria are pregnant the staff and
the veterinarians therefore have to be aware of the challenges. They have to control the
feeding of the fish and they have to act immediately in case of dystocia.
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Zusammenfassung

Motile Aeromonaden kommen ubiquitar in Fischhaltungsgewéssern vor und gelten als fa-
kultative Pathogene. Inshesondere aus Hautulzerationen werden diese Bakterien regelma-
Rig nachgewiesen. Es sind Unterschiede in der Pathogenitdt von motilen Aeromonaden
beschrieben worden, die zumindest teilweise mit der Spezies zu korrelieren scheinen. In
vielen Untersuchungslaboren werden bakteriologische Untersuchungen nach wie vor mit-
tels klassischen kulturellen Methoden und anschliefender biochemischer Bestimmung
durchgefuhrt. Diese Identifizierungsmethode scheint allerdings fir motile Aeromonaden
keine ausreichend genaue Spezieszuordnung zuzulassen. Daher wurden in dieser Studie
verschiedene Alternativmethoden zur Identifizierung von motilen Aeromonaden unter-
sucht. Es wurden insgesamt 38 Isolate motiler Aeromonaden, darunter 25 Referenzstam-
me der Deutschen Stammsammlung sowie 13 weitere, bereits ndher charakterisierte Isola-
te eingesetzt. Alle Isolate wurden mittels MALDI-Tof bestimmt. Zusatzlich wurde das
Fettsduremuster der Bakterien mittels Gaschromatographie analysiert. Mittels PCR wurde
sowohl ein Abschnitt des 16S rRNA Gens als auch ein Abschnitt des Gyrase B Gens ana-
lysiert. Die PCR Produkte wurden sequenziert und die Sequenzen wurden mit bekannten
Sequenzen abgeglichen. Insgesamt erschien die exakte Identifizierung motiler Aeromona-
den mittels der meisten angewandten Methoden nicht flr alle Isolate méglich zu sein. Die
genaueste Bestimmung der Spezies konnte durch die Analyse des Gyrase B Gens und
durch MALDI-TOF Analyse erreicht werden. Diese Untersuchungsmethoden erscheinen
daher in der Routinediagnostik, wenn eine exakte Speziesbestimmung motiler Aeromona-
den erreicht werden soll, die Methoden der Wahl zu sein.

Is a differentiation of motile Aeromonas spp.
In routine diagnostics possible?

Summary

Motile Aeromonads are ubiquitous bacteria in water from fish holding units and are acting
as facultative fish pathogens. Especially in ulcerations of the skin, these bacteria can be
detected very often. Differences in the pathogenicity of motile aeromonads are described
which often seem to be correlated with the species. In many diagnostic laboratories the
identification of motile aeromonads is still performed by classical cultural techniques and
biochemical differentiation. This method is supposed to be not very accurate for the iden-
tification of different species of motile aeromonads.
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In this study we tested alternative identification methods for motile aeromonads. In total
38 isolates were analyzed, consisting of 25 reference strains from the German biological
ressource center (DSMZ) and 13 field isolates which had been characterized previously.
All of the isolates were analyzed by using MALDI-TOF. Additionally the composition of
fatty acids was examined by gas chromatography. By molecular techniques (PCR) we ana-
lysed a fragment of the 16SrRNA-gene as well as a fragment of the gyrase-B-gene. PCR
products were sequenced and compared to sequences from data bases.

In conclusion it was not possible to identify all tested aeromonads correctly with one of
the used methods. The most accurate data we got by using sequencing of the gyrase-B-
gene and by using MALDI-TOF analysis. These methods seem to be the best possibility in
routine diagnostic, if a determination of the species is needed.
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Zusammenfassung

2013 fand im Niederésterreichischen Waldviertel eine Fischseucheniibung statt. Ubungs-
annahme war der Ausbruch einer Koi Herpesvirus-Infektion (KHV-I1) in einer Karpfen-
teichwirtschaft. Beteiligt waren neben der Abteilung Veterindrangelegenheiten und Le-
bensmittelkontrolle des Amtes der NO Landesregierung und der Bezirkshauptmannschaft
Zwettl, die Osterreichische Tierarztekammer — Landesstelle Niederésterreich und das Os-
terreichische Bundesheer sowie Fachreferenten. Verbesserungsmafnahmen in Bezug auf
die Koordination des Referenzlabors sowie Einweisung der Assistenzkrafte des OBH sind
wesentliche Erkenntnisse dieser ersten realen Umsetzung des nationale Leitfadens zur Be-
kampfung der KHV-I in Osterreich.

Report on the Lower Austrian animal disease control
exercise 2013 ""Outbreak"" of koi herpesvirus disease (CyHV-3)
in a carp pond

Abstract

In November 2013, the exercise course of a suspected koi herpesvirus (CyHV-3) outbreak
in Austria, County of Lower Austria, was investigated by a National Emergency Disease
Control Task Force organized by Lower Austrian Animal Health Service, Austrian Veter-
inarian Chamber and Austrian Army Force, Military command of Lower Austria immedi-
ately following a request for assistance by the Government of Lower Austria. The Task
Force gained support from Veterinary University (VetmeduniVienna).

The Task Force findings revealed the involvement of an infectious agent, an analogy with
KHYV outbreaks, its introduction through fish movement. A number of actions taken by the
Government included temporary restrictions, through a Veterianrian Circular, on the
movement of koi and common carps, intensive information dissemination, emergency no-
tification to the Ministry of health, and early warning to neighbouring counties. Austrian
Army Force immediately responded by providing an emergency technical assistance pro-
ject to respond to the carp disease epizootic. Recognizing the significance of and necessity
for: (a) enhancing regional cooperation; (b) improving awareness of emerging disease epi-
zootics and improving diagnostic capabilities at both national and regional levels; (c) pro-
active reporting of serious disease outbreaks as a mechanism for early warning; (d) de-
tailed documentation of outbreak scenarios; (e) emergency preparedness;(f) empowering
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farmers to manage disease and other risks; and (g) strong national commitment from con-
cerned authorities were some of the important lessons learned in this disease outbreak
training.

Learned Lessons in managing the fictive KHV outbreak as well as lessons from desinfec-
tion carp ponds in National reserve areas will hopefully assist us in improving prepared-
ness and responses to similar events when they occur in the future.

Einleitung

Die anhaltend hohen wirtschaftlichen Verluste durch Koi Herpesvirus-Infektionen (KHV-
I) in angrenzenden EU-Nachbarldndern wie auch der vereinzelte Nachweis einer KHV-
Virose in niederosterreichischen Zierkarpfenhaltungen fiihrten zu der gemeinsamen Uber-
legung von NO Fischgesundheitsdienst, der Niederdsterreichischen Veterinarverwaltung
und dem NO Teichwirteverband, die BekdmpfungsmaRnahmen einer KHV-1 im Rahmen
einer Tierseucheniibung zu erproben. Man war sich einig, dass eine betriebswirtschaftlich
erfolgreiche Karpfenteichwirtschaft in (N-)O nur maoglich sei, wenn es geldnge, eine
KHV-I rasch und effizient zuriickzudrangen. In einer vorbereitenden Ubung 2011 wurden
seitens des Osterreichischen Bundesheeres (OBH) verschiedene Techniken zur Ausbrin-
gung von Branntkalk als Desinfektionsmittel erarbeitet. Dabei waren zusétzlich zu den
Bestimmungen des Tierseuchengesetzes auch jene von Natura 2000 zu berticksichtigen,
welche innerhalb der Europdischen Union nach den Mal3gaben der Richtlinie 92/43/EWG
gelten. Wahrend der Ubungsvorbereitungen stellte sich bald heraus, dass eine flachende-
ckende Abschlussdesinfektion nur mittels Unterstiitzung des OBH mdglich ist. Neben der
Ausbringung des Desinfektionsmittels mittels Zille auf einem abgesenkten Teich und dem
Uberspannen mittels Seilzugsystems und Ausbringung via Transportgondel hat sich die
Desinfektion aus der Luft als kostengiinstigste und effizienteste Methode abgezeichnet.
Somit erfolgte 2012 die Entscheidung, diese im Rahmen einer Ubung real durchzufiihren.

In der Zeit von 24.10. — 04.11.2013 fand im Bezirk Zwettl die niederdsterreichische Fisch-
seucheniuibung 2013 statt. Beteiligt waren neben der Abteilung flir VVeterindrangelegenhei-
ten und Lebensmittelkontrolle des Amtes der NO Landesregierung und der Bezirkshaupt-
mannschaft Zwettl die Osterreichische Tierarztekammer — Landesstelle Niederdsterreich
und das Osterreichische Bundesheer sowie Fachreferenten. Geiibt wurde der Ablauf des
Ausbruches einer Koi-Herpesvirus-Infektion in einem Karpfenteich. Den Abschluss der
Ubung bildete eine Fortbildungsveranstaltung am 04.11.2013 mit einer Vortragsreihe am
Vormittag und einem praktischen Ubungsteil am Nachmittag.

Atiologie

Die KHV-I, umgangssprachlich Koiseuche, ist eine hoch ansteckende Viruskrankheit, die
Nutzkarpfen und Buntkarpfen (Koi) geféhrdet.

Der Erreger wird als ,,Cyprines Herpesvirus 3 (CyHV-3)* oder Koi-Herpesvirus bezeich-
net und gehort zur Familie der Herpesviridae.
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Ubertragung und Tenazitat

Eingeschleppt wird der Erreger vor allem durch infizierte, scheinbar gesunde Karpfen
(Carrier). Infizierte Fische im Vorfluter sind als Ansteckungsquelle fur Aquakulturbestén-
de anzusehen. Die Ubertragung erfolgt horizontal von Fisch zu Fisch, lber das Wasser,
fischfressende Wildtiere und kontaminierte Gerate der Aquakultur.

Virus wird tber Urin, Kot, Haut- und Kiemenschleim ausgeschieden, die Infektion erfolgt
bevorzugt peroral. Uber die Blutbahn gelangt das Virus in Nieren, Milz und Kiemen wo es
zur Vermehrung kommt.

Das CyHV-3 ist gegen alle in der Aquakultur gebrdauchlichen Desinfektionsmittel emp-
findlich. AuRerdem wird das Virus durch UV-Strahlung und Temperaturen > 50 °C fir ei-
ne Minute inaktiviert.

Pathogenese und Pathologie

Abgesehen von den Verénderungen die bei der klinischen Untersuchung am lebenden
Fisch auffallen, konnen vereinzelt petechiale Blutungen in Leber und Niere sowie Aszites
auftreten. Histologisch kdnnen folgende Veranderungen beobachtet werden:

e Kiemen: Hyperplasie, Hypertrophie und Nekrose des Epithels, Verschmelzungen der
Sekundarlamellen

e Nieren: an KHV erkrankte Fische zeigen eine interstitielle Nephritis mit Nekrosen des
hamatopoetischen Nierengewebes. Auch Nekrosen und Synzytien der Tubulusepithel-
zellen kdnnen nachgewiesen werden

e Leber und Pankreas: teilweise massive Lymphozyteninfiltration
e Milz und Darmschleimhaut: fokale Nekrosen
Gesetzliche Grundlagen

In Osterreich ist die KHV-I gemiBR Aquakultur-Seuchenverordnung (BGBI. 1. Nr.
315/2009 i. d. g. F.) anzeigepflichtig nach dem Tierseuchengesetz. Die Bekd&mpfungsmag-
nahmen sind in der Aquakultur-Seuchenverordnung (AQK-SeuchenVO) festgelegt.

Der Vollzug erfolgt in Form der mittelbaren Bundesverwaltung. Die Leiterin der Abtei-
lung fur Tierschutz, Tierseuchen- und Zoonosenbekédmpfung ist fir die Koordination aller
Krisenzentren verantwortlich. Unter ihrer Leitung und in ihrer Dienststelle ist ein standi-
ges nationales Krisenzentrum eingerichtet. Im Falle des Auftretens einer Tierseuche wer-
den in den betroffenen Bundesléandern lokale Krisenzentren eingerichtet und die betroffe-
ne(n) Bezirksverwaltungsbehdrde(n) bilden die Krisenzentren vor Ort.

Assistenz des Osterreichischen Bundesheeres

Personal und Ausristungen zur Reinigung und Desinfektion konnen vom Bundesheer zur
Seuchenbekampfung im Rahmen von Assistenzleistungen angefordert werden. Die Anfor-
derung hat durch die zustandige Behorde (Gemeinde, Bezirkshauptmannschaft oder Amt
der Landesregierung) an die Landeswarnzentrale zu erfolgen. Das behdrdlich angeordnete
Desinfektionsmittel wird dabei dem OBH zur Verfiigung gestellt.
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,,Fallbericht” KHV-Ausbruch im Waldviertel, NO

Als Ubungsteich wurde ein Karpfenteich im Bezirk Zwettl ausgewahlt (Gesundheitsstatus
Il — Risikoniveau gering gemélR AQK-SeuchenVO). Die TeichgroRe betragt ca. 3,5 Hek-
tar, der Teich wird im Fruhjahr mit Maranen und Karpfen besetzt und im Herbst abgelas-
sen. Der Teich hat einen unbewirtschafteten, (und soweit bekannt) fischfreien Oberlieger
und keinen Unterlieger. Die Entwésserung erfolgt Uber einen Bach in den Stausee Otten-
stein. Die Abflussstrecke umfasst etwa funf Kilometer.

Ubungsannahme: Am  24.10.2013
wurden plotzliche Mortalitdt von
>5% und moribunder Fischbestand
>50 %, sowie Schleimhaut- und
Kiemenldsionen an allen erkrankten
bzw. verendeten Fischen festgestellt.
Der Seuchenverdacht wurde vom
Teichwirt an den zustéandigen Betreu-
ungstierarzt und von diesem an die
zustandige Amtstierdrztin gemeldet.
Daraufhin wurden unverzuglich die
Abteilung fir Veterindrangelegenhei-
ten und Lebensmittelkontrolle im Amt
der NO Landesregierung und das
Abb.1: Probenahme potentiell infektiosen Ge- ~ Bundesministerium fir Gesundheit
webes (ZNS) Uber das Vorliegen des Seuchenver-
dachts informiert. Uber den Teich
wurde die vorlaufige Sperre verhangt und noch am selben Tag von der Amtstierédrztin
Fischproben entnommen und an das nationale Referenzlabor fiir Fischkrankheiten an der
Veterindrmedizinischen Universitdt Wien eingesendet. Die Untersuchung der Proben
ergab den Nachweis des CyHV-3 und der Ausbruch der Seuche wurde am 25.10.2013 be-
stétigt. Die Fischhaltung wurde zum verseuchten Betrieb erklart (Gesundheitsstatus Kate-
gorie V) und gesperrt. Im Folgenden wurden Schutz- und Uberwachungszone nach epi-
demiologischen Uberlegungen unter fachlicher Beiziehung der taskforce Aquakultur ein-
gerichtet. Die in der ndheren Umgebung gelegenen, zum selben Betrieb gehtérenden Tei-
che wurden ebenso wie der Oberlieger und das Abflussgewasser als Schutzzone definiert.
Die Uberwachungszone umfasste ein von mehreren Teichwirtschaften gemeinsam genutz-
tes Wassereinzugsgebiet. In der Schutz- bzw. Uberwachungszone wurden die gesetzlich
vorgeschriebenen Inspektionen der registrierten und genehmigten Fischhaltungen auf das
Vorliegen der KHV-I durchgefihrt.

Um die Wiedereinstufung in Kategorie Ill zu erreichen, muss ein betroffener Teich nach
Entfernung der Tiere gereinigt und desinfiziert werden. Der Ubungsteich war zum
Ubungszeitpunkt bereits abgefischt und abgelassen. Nach Vorbild des Fischgesundheits-
dienstes der S&chsischen Tierseuchenkasse wurde die Teichdesinfektion mit dem Hub-
schrauber durchgefihrt. Als Desinfektionsmittel wurde Steinmehl (als Ersatz fir den nor-
malerweise verwendeten Branntkalk) verwendet. Ein Hubschrauber des Osterreichischen
Bundesheeres brachte das Streugut mit einem Streukubel Gber dem Teich aus.
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Erkenntnisse

Verbesserungsmaflnahmen in Bezug auf die Koordination des Referenzlabors sowie Ein-
weisung der Assistenzkrafte des OBH sind wesentliche Erkenntnisse dieser ersten realen
Umsetzung des nationale Leitfadens zur Bekampfung der KHV-I in Osterreich gemaR
88 17 bis 21 und 25 bis 28 der Aquakultur-Seuchenverordnung BGBI 11 2009/315. Diese
Erkenntnisse wurden allen mitwirkenden Kraften sowie dem Bundesministerium fir Ge-
sundheit zur Kenntnis gebracht.

Literatur
Bei den Verfassern.
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Zusammenfassung

Unabhéngig voneinander und im Abstand von zwei Jahren wurden aus einem Karpfenver-
lustgeschehen in Sachsen und aus einem importierten Koi Viren isoliert, die sich in fol-
genden Eigenschaften ahneln. Beide Isolate sind RNA-Viren, die in Karpfenzelllinien an-
ziichtbar und unbestéandig gegeniiber Chloroform sind. Sie zeigen keine Aktivitdten im
Hé&madsorptions-, Hdmagglutinations- und im Reverse Transkriptase-Assay und sind elek-
tronenmikroskopisch nicht zu unterscheiden.

Diese Gemeinsamkeiten lassen den Schluss zu, dass es sich um identische Viren handelt.

Elektronenmikroskopisch ahneln sich die beiden Isolate mit bereits bekannten Virustaxen
wie Orthomyxo-, Paramyxo- und Arenavirus. Wegen der groen Unterschiede in der Ult-
rastruktur und in der Morphogenese lassen sich die Isolate diesen Virustaxen nicht zuord-
nen.

Eine endglltige taxonomische Einordnung dieser Isolate war auch nach Sequenzierung
mittels ,,Next Generation Sequencing® nicht méglich.

In Infektionsversuchen mit SPF-Karpfen wurde keine Mortalitat induziert.

Mit dem monoklonalen Antikdrper aLE 8 wurde im Serumneutralitatstest (SNT) nachge-
wiesen, dass die Karpfen auf die Infektion mit einer humoralen Immunantwort reagierten.
Untersuchungen von Feldseren zeigten, dass das Virus offensichtlich in deutschen Karp-
fenbestanden subklinisch verbreitet ist.

Die Wechselwirkung von LE mit KHV oder anderer nicht infektioser Noxen wurde bisher
nicht untersucht.

Further characterization of the "'Leipziger carp isolate"
Summary

Independently of each other and with a time-lag of two years, viruses were isolated in im-
ported Koi carps during carp loss events in Saxony, Germany. Both isolated viruses
showed similarities in the following characteristics: They are RNA-viruses which can be
cultivated using carp cell lines and they were susceptible to chloroform. They can neither
be distinguished using electron microscopy nor do they show any activity in hemadsorp-
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tion, haemagglutination or transcriptase assays. Based on these similarities it can be con-
cluded that these isolates represent the same type of virus.

Both virus isolates showed morphological similarities (electron microscopy) to already
known virus taxa such as Orthomyxo-, Paramyxo- and Arenaviruses. However, due to dif-
ferences in the ultrastructure and the morphogenesis, the isolates cannot be assigned to
any of these taxa. Even using sequencing techniques (‘'next generation sequencing’), it was
not possible to finally assign the isolates to any taxonomic group.

No mortality was induced by the virus in infection trials with specific pathogen free (spf)
carps. The carps showed a humoral immune response which was detected in serum neu-
tralization assays with aLE 8 monoclonal antibodies. Analyses of carp sera sampled in the
field showed that the virus appears to be subclinically prevalent in German carp stocks.

Interactions between LE and KHV or other, non-infectious noxa have not been examined
yet.

Vergleich Isolat LE (2000) und Isolat (2002)

Tab.1: Vergleich der Isolate DF 21/00 und DF 26/02 hinsichtlich ihrer Herkunft und

Anamnese

Leipziger Isolat (LE) 2000 LE aus Koi (LE-K) 2002

Einsender: LUA Leipzig (2000)
Bezeichnet als Leipziger Isolat (DF
21/00), isoliert aus Karpfen eines Krank-
heitsgeschehen in einem sdchsischen
Karpfenbestand; alle Altersgruppen er-
krankt; endet mit einer Mortalitatsrate
von 80 %.

Einsender: LUA Stendal (2002) — unbe-
kanntes Virusisolat (DF 26/02),

aus einem kranken Koi, der aus Belgien
nach Sachsen-Anhalt importiert wurde

Krankheitssymptome: Krankheitssymptome:

Kiemennekrose, Schleimverlust, Rétung
der Haut mit Hautablésung, geschwollene
Milz, Niere und gerdteter Darm

Kiemennekrose, ausgeprégte Petechien in
den Kiemen und in der Haut, gelbliche
Herde in der Leber, Niere und in der Milz

Die Isolate DF 21/00 und DF 26/02 sind beides umhillte RNA-Viren. Sie sind in der
Struktur und ihren Eigenschaften (in Karpfenzelllinien anziichtbar; unbestandig gegentber
Chloroform; keine Aktivitdaten im Hamadsorptions-, Hamagglutinations- und im Reverse
Transkriptase-Assay) identisch.

Elektronenmikroskopisch sind sie nicht zu unterscheiden.

Die Isolate wurden in einem zeitlichen Abstand von zwei Jahren aus Karpfen unterschied-
licher Herkunft isoliert.
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Ultrastruktureller Vergleich des ,Leipziger Isolats mit bereits etablierten RNA-

Virusspezies

Tab. 2:
Virusspezies

Ultrastruktureller Vergleich des ,, Leipziger Isolats “ mit bereits etablierten RNA-

ISAV NDV LCMV
DEZ1{00 -Re 26/02 Orthomyxovirus Paramyxovirus Arenavirus
@ Virus im Negativkontrast 100-350 nm 80-120 nm 150-300 nm 150-350 nm
@ Virus 100-120 nm 100-130 nm
im Ultradiinnschnitt L L Filament quer Filament quer LR
Nuldgolapside i akkumuliert akkumuliert akkumuliert akkumuliert
Zytoplasma
Reifun Budding an der Budding an der Budding an der Budding an der
g Plasmamembran Plasmamembran Plasmamembran Plasmamembran
Virusstruktur S i % ” i =
wahrend der’ Reffung pleomorph/spharisch filamentos filamentos pleomorph/spharisch
Ribosomen in Virionen vermutlich nein nein ja
@ Nukleokapsid 2 g ; S
i Negativkontrast 28-32 nm (helikal) 10 nm (fadig, Lit.) 18 nm (helikal) 3-4 nm (fadig, Lit.)
@ Nukleokapsid ’ e . :
im Ultradiinnschnitt 28-32 nm (helikal) 10-12 nm (fadig) 18 nm (helikal) nicht darstellbar
Lange der Spikes 8-10 nm 8-10 nm 12-16 nm 8-10 nm

Legende: ISAV = Virus der infektiosen Anamie der Lachse; NDV = Newcastle Disease
Virus; LCMV = Lymphocytic Choriomeningitis Virus; DF = Diagnostisches
Zentrum, Fische

Wie in der Tabelle 2 ersichtlich, ahneln sich die beiden Isolate LE und LE-K mit bereits
bekannten Virustaxen wie Orthomyxo-, Paramyxo- und Arenavirus. Wegen der elektro-
nenmikroskopisch festgestellten groRen Unterschiede in der Ultrastruktur und in der Mor-
phogenese lassen sich die beiden Isolate keiner der zum Vergleich genutzten Virustaxen
zuordnen.

Ergebnis der Sequenzierung mittels ,,Next Generation Sequencing*

Um eine taxonomische Einordnung der Virusisolate vornehmen zu kénnen, wurden die
Genomsequenzen der Isolate LE und LE-K wurden mittels Next Generation Sequencing
bestimmt. Beide Genome umfassen 16.854 Basen und stimmen zu 99,8 % Uberein. Die
Abbildung 1 zeigt schematisch das LE-Genom mit den vorhergesagten Genen. Die flr
3_ORF4 abgeleitete Aminosauresequenz hat die groRte Ahnlichkeit zur RNA-abhangigen
RNA-Polymerase der Paramyxoviren. Alle anderen vorhergesagten Proteine zeigen keine
signifikanten Ahnlichkeiten zu bekannten Proteinen.
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Abb. 1: Schematische Darstellung des LE- und LE-K Genoms

Mit der Sequenzierung mittels ,,Next Generation Sequencing“ konnte die taxonomische
Einordnung der Isolate DF 21/00 und DF 26/02 nicht geklart werden.

Infektionsversuche

Zur naheren Charakterisierung der infektidsen und virulenten Eigenschaften des ,,Leipzi-
ger Isolat™ (LE) wurden am FLI Infektionsversuche durchgefiihrt. Die durchgefiihrten In-
fektionsversuche sind in der Tabelle 3 zusammenfassend dargestellt.

Tab. 3: Ubersicht tiber die durchgefiihrten Infektionsversuche

TV- | Isolat Infekti- | Klinik Pathologie LE- | Reisolie-
Nr. onsart SNT- | rung
Titer
TV LE Bad, i. p. | keine 0.b.B. nu. | n.u.
02/02 | (DF
21/00)

TV LE Bad, i. p. | reduzierte Fut- | 0.b.B. 0-1:6 | negativ
02/13 | (DF ip. t%r%“fg“i‘h[j“e 1.8- | mitCCB-
21/00) ZI : 1:16 | ZK:

’ " vereinzelt
P§e7ud§>faz_es aus Mils
ai.ap.t und Leber
TV LE Bad, i. p. | vereinzelt Niere: n.u. |nu.
05/13 | (DF Pge;dg’_faigs | | muttifokale
21/00) ab ©. DS 15, Einzelzellne-
p-1. krosen im ha-
matopoeti-
schen Gewebe;
sonst 0. b. B.

Legende: i. p. = intraperitoneal; o. b. B. = ohne besonderen Befund; n. u. = nicht unter-
sucht; CCB-ZK = Common Carp Brain-Zellkultur

In diesen Versuchen wurden Kois mit einer Stlickmasse von 30— 50g und 5— 10 g
schwere SPF-Karpfen Gber Bad und i. p. mit dem LE und einem Reisolat vom LE infiziert
und bei 20 - 24 °C gehalten. Die infizierten Karpfen zeigten zundchst keine klinischen
Symptome. Ab dem 5. bis 15. Tag nach Infektion wurden eine verminderte Futteraufnah-
me und die Ausscheidung von Pseudofézes festgestellt. Die Ausscheidung von Pseudofa-
zes war bei den badinfizierten Karpfen starker ausgeprégt, als bei den i. p. infizierten Fi-
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schen. Das Virus wurde nur bei i. p. infizierten Fischen aus der Leber und der Milz reiso-
liert.

Mittels Elektronenmikroskopie und mit dem indirekten Immunfluoreszenztest, unter Ver-
wendung eines am FLI hergestellten polyklonalen Antiserums (aLE 8), wurde das Reisolat
eindeutig als LE identifiziert.

Bei der histologischen Untersuchung der am 21. d p. i. entnommenen Organproben wur-
den multifokal auftretende Einzelzellnekrosen im h&matopoetischen Gewebe der Nieren
festgestellt. Im Serum der i. p. infizierten Fische wurden neutralisierende Antikorper ge-
gen das LE-Virus nachgewiesen. Die Titer waren nach i. p.-Infektion héher als nach der
Badinfektion.

Seropréavalenz von LE-AK

Bei den in jingster Zeit durchgefiihrten Untersuchungen konnten in Karpfenseren aus
Sachsen-Anhalt, Brandenburg, Sachsen und Bayern neutralisierende Antikorper gegen das
LE festgestellt werden (s. Tab. 4). Die untersuchten Bestande hatten keine erhthten Ver-
luste.

Tab. 4: Nachweis von Antikdrper gegen LE in Feldseren von Karpfen

Proben Titer

Bundesstaat Anzahl dav_o_n
positiv

Sachsen Anhalt 10 10 1:16 - >1:144
Brandenburg 10 6 1:6 ->1:144
Sachsen 10 10 1:16 - 1:128

10 10 1:6 ->1:144
Bayern 10 5 1:6 ->1:144

12 1 1:16

10 0 negativ

10 0 negativ
Mecklenburg-Vorpommern 10 0 negativ
Thiringen 7 0 negativ
Baden-Wirttemberg 14 0 negativ

Die in Karpfenbestdnden von Sachsen-Anhalt, Sachsen, Brandenburg und Bayern festge-
stellte Seroprévalenz von LE-spezifischen Antikdrpern in Feldseren aus Karpfenbestanden
ohne Kklinische Manifestation bestétigt zum einem die Ergebnisse der Infektionsversuche
und zeigen, dass das LE-Virus in den einheimischen Karpfenbestdanden subklinisch ver-
breitet ist.
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Zusammenfassung der Ergebnisse

e Das Leipziger Isolat (DF 21/00) und das Isolat aus dem Koi (DF 26/02) sind identi-
sche, umhillte RNA-Viren.

e Eine taxonomische Eingliederung dieser Isolate ist bisher nicht méglich.

e Mit dem LE und LE-Kaoi sind Karpfen i. p. und tber Bad zu infizieren. Die Infektion
induziert neutralisierende Antikorper.

e Als monokausales Agens lGsen sie keine klinisch relevanten Erkrankungen und nur ge-
ringfligige pathologisch-morphologische Veranderungen aus.

e Mit der CCB-Zellkultur war nur bei den i. p. infizierten Karpfen eine Reisolierung des
LE aus Milz und Leber maoglich.

e Die Seroprdvalenz von Antikorpern gegen das LE zeigt, dass das Virus in Karpfenbe-
stdnden mehrerer Bundeslander verbreitet ist.

e Das LE und das LE-Koi wurden 2000 und 2002 wahrscheinlich aus einem KHV-
bedingten Verlustgeschehen isoliert. Die Karpfen zeigten Symptome einer KHV-
Infektion.

e Die in den Feldseren festgestellte Seroprdvalenz von LE-spezifischen Antikorpern
lasst den Schluss zu, dass das LE-Virus in den einheimischen Karpfenbestdnden sub-
Klinisch verbreitet ist.

e Die Wechselwirkung von LE mit KHV oder anderer nicht infektioser Noxen wurde
bisher nicht untersucht.

Literatur

GRANZOQOW H. et al. (2014). Isolation and partial characterization of a novel virus from
different carp species suffering gill necrosis — ultrastructure and morphogenesis. Journal
of Fish Diseases 37: 559-569
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Zusammenfassung

Kreislaufanlagen (RAS) spielen in der intensiven Aquakultur eine wichtige Rolle. Das
Wasser in den Fischbecken von Kreislaufanlagen kann sehr hohe Frachten unterschiedli-
cher Bakterien enthalten, von denen einige Arten als fakultative Fischpathogene fungieren
konnen. Mit einem Membran-Denitrifikationsreaktor kann die Stressbelastung fir Fische
in Kreislaufanlagen hervorgerufen durch schlechte Wasserqualitdt und hohe Bakterien-
fracht verringert werden. Die eigentliche Aufgabe des Reaktors ist die Entfernung von
Nitrat, von Bakterien und Mikropartikeln (ein Substrat fur Bakterien) aus dem Prozess-
wasser durch Nanofiltration.

Zur Bestimmung der Bakterienfracht in Kreislaufanlagen wurden quantitative PCR Ver-
fahren basierend auf der SybrGreen Technologie entwickelt. Diese Methode wurde zur
Bestimmung des Bakteriengehaltes im Wasser und auf der Schleimhaut von Fischen ver-
wendet sowie zur Analyse der Prévalenz von Bakterien aus bestimmten Bakteriengenera.
Fur die PCR wurden Primer auf der Basis der DNA- Sequenz des 16S rDNA codierenden
Gens von Bakterien entworfen, die zum einen erlauben, die Gesamtzahl der Bakterien zu
bestimmen, aber auch den Anteil an Bakterien aus den Gattungen Aeromononas,
Flavobacterium, Streptococcus, Vibrio und Pseudomonas. Fir die Untersuchungen wurde
DNA aus dem Prozesswasser und aus Kiemenproben von Fischen aus zwei unterschiedli-
chen Kreislaufanlagen isoliert: I- ein System ausgestattet mit einem Membran-
Denitrifikationsreaktor und I1- ein System ohne Membran-Denitrifikationsreaktor.

Alle neu etablierten gPCR Verfahren wiesen eine Effizienz der DNA-Vermehrung im ak-
zeptablen Bereich von 90 bis 110 % auf. Die Verfahren ergaben verlassliche quantitative
Werte fiir die Bakteriengehalte im Wasser. Die meisten quantitativen PCRs ergaben klare
Hinweise darauf, dass der Deninitrifikationsreaktor die Bakterienlast im Beckenwasser
und auf den Kiemen von Fischen aus den Becken reduzierte. Diese Daten, zusammen mit
Messungen des Cortisolspiegels im Wasser und im Blutplasma zeigten eine Reduzierung
des Stressspiegels der Fische im Becken mit dem Membran-Denitrifikationsreaktor.

Die Arbeiten an dem Projekt wurden von der Deutschen Bundesstiftung Umwelt gefor-
dert.
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Development of gPCR for quantification of bacteria genera
in recirculating aquaculture systems (RAS)

Summary

Recirculating aquaculture systems (RAS) are utilised in the fast developing area of inten-
sive aquaculture. Fish holding tanks of RAS can bear high numbers of bacteria, some of
which could be facultative pathogens for fish. A membrane denitrification reactor can be
used to reduce potential stress caused by poor water conditions and increased bacteria
loads. The main tasks of the reactor are the removal of nitrate and of bacteria and particles
(the substrate for bacteria) from water within the system by nanofiltration.

SybrGreen based qPCR assays were developed to monitor the prevalence of cells from se-
lected bacterial genera which ubiquitously inhabit tanks and mucosal tissues of fish. Pri-
mers were designed based on the 16S rDNA gene sequence to quantify the total amount
bacteria and number of bacteria from the genera Aeromonas, Flavobacterium, Strep-
toccous, Vibrio and Pseudomonas. DNA was isolated from tank water and from gill swabs
from common carp from two recirculating systems: | — a system equipped with the mem-
brane denitrification reactor and Il — a control system without the reactor.

All the gPCRs developed had an efficiency within the acceptable range of 90 to 110 %.
Assays produced highly accurate and quantitative bacteria counts. Most of the gPCRs
gave a clear indication that the denitrifing reactor decreased the bacterial load in the tank
water and on the gills of carp from the system. These data, combined with water and blood
plasma cortisol measurements, show that the denitrification reactor decreased the stress
levels of the fish.

This project was financially supported by the Deutsche Bundesstiftung Umwelt.
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Zusammenfassung

Das Anguillide Herpesvirus 1 (AngHV-1) kann bei Européischen Aalen eine schwere Er-
krankung verursachen. Die Symptome sind unter anderem Hamorrhagien in Haut, Flossen
und Leber, Geschwirbildung in der Haut und Kiemennekrosen. Die Mortalitatsrate liegt
oft unterhalb von 10 %. Das AngHV-1 kann persistierende oder latente Infektionen aus-
bilden, die mit in der Routine eingesetzte Methode der Zellkultur schwierig zu diagnosti-
zieren sind. Uber eine langere Zeit wurde deshalb in der Diagnostik eine Endpunkt-PCR
zum Nachweis viraler DNA benutzt; aber diese Methode weist ebenfalls eine einge-
schrankte Sensitivitat auf. Da im Rahmen von BesatzmalRnahmen vermehrt Aale in natiir-
liche Gewasser eingesetzt werden, wurde eine schnelle und verlassliche Methode zum
Nachweis auch geringer Viruslasten benétigt.

Deshalb wurde auf der Basis der TagMan Technologie eine quantitative PCR entwickelt,
spezifisch fur den offenen Leserahmen (ORF) 109 des AngHV-1. Die Quantifizierung der
PCRprodukte anhand eines rekombinanten Plasmids ergab (fiir den Konzentrationsbereich
von 10" bis 10" Kopien) eine Amplifikationsgerade mit der Gleichung y = -3,2824x +
37,32 mit einer Korrelation von Rz = 0,9988 und einer Effizienz von 101,7 %. Die Nach-
weisgrenze dieser Methode liegt unter zehn Viruskopien und sie ist in der Lage, auch nur
eine Kopie des Virusgenoms in der Probe nachzuweisen.

Seit 2012 wird diese Methode in der Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung der
Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover routinemafig eingesetzt und im Jahr 2014
wurde sie auch vom Fischseuchenbekdampfungsdienst, Landesbetrieb Hessisches Lan-
deslabor eingefihrt. Die meisten der bisher untersuchten Proben ergaben ein negatives Er-
gebnis; lediglich ein Aal, der tot zur Untersuchung eingeschickt wurde, wies eine hohe Vi-
ruslast von 2,14 x 10 Kopien auf. Die Untersuchung von 105 archivierten Aalproben aus
deutschen Seen mit dieser Methode ergab bei 40 Proben einen positiven Befund mit Vi-
ruslasten von 1 bis 1,86 x 10> Genomkopien (Mittelwert von 4,73 x 10°, Median 8,14).
Die Ergebnisse zeigen, dass das neue quantitative PCR-Verfahren eine schnelle und sensi-
tive Diagnose einer AngHV-1 Infektion bei europdischen Aalen ermdglicht.
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Development and evaluation of TagMan gPCR for detection of
Anguillid herpesvirus 1 (AngHV-1) DNA in European eel

Summary

Anguillid herpesvirus 1 (AngHV-1) can cause serious disease in European eels. Symptoms
include skin, fin and liver haemorrhages, skin ulceration and gill necrosis however mortal-
ity is often below 10 %. AngHV-1 can also cause persistent or latent infections which are
difficult to diagnose by the routinely used method of cell culturing. For a long time end
point PCR was used for detection of viral DNA however this has a rather limited sensitivi-
ty. As an increasing number of eels are released to natural waters in restitution programs, a
fast and reliable method for detection of even small numbers of viral particles was needed.

Therefore a probe based gPCR was developed specific to the AngHV-1 ORF109 se-
quence. Recombinant plasmid based quantification (ranging from 10* to 10’ copies) gives
the amplification curve y = -3.2824 x + 37.32 with a correlation of R2= 0.9988 and
101.7 % efficiency. The reliable detection limit of this assay is lower than 10 copies and it
is capable of detecting onlyl copy of the viral genome.

Since 2012 this method has been used at the Fish Disease Research Unit for routine diag-
nostics and in 2014 it was also introduced at the Fischseuchenbekdampfungsdienst,
Landesbetrieb Hessisches Landeslabor. Most of the diagnostic samples were tested nega-
tive, with only one dead individual brought for diagnostics showing a very high virus load
(2.14 x 10). When 105 archived eel samples from German lakes were tested, the assay
indicated 40 of the samples were AngHV-1 positive with a viral load ranging from 1 to
1.86 x 10°(mean virus load of 4.73 x 10" and a median of 8.14). The results show that the
new gPCR assay is a fast and sensitive method for diagnosing AngHV-1 infections in Eu-
ropean eels.

Introduction

Anguillid herpesvirus 1 (AngHV-1) can cause serious disease in European eels. Symptoms
include skin, fin and liver haemorrhages, skin ulceration and gill necrosis however mortal-
ity is often below 10% (DAVIDSE et al., 1999). Similarly to other alloherpesviruses
AngHV-1 can also cause persistent or latent infections which are difficult to diagnose by
the routinely used method of cell culturing (VAN NIEUWSTADT et al., 2001). For a long
time only end point PCR was used for detection of viral DNA however this has a rather
limited sensitivity (RIJSSEWIJK et al., 2005). As an increasing number of eels are released
to natural waters in restitution programs, a fast and reliable method for detection of even
small numbers of viral particles was needed. Therefore a TagMan gPCR was developed
and evaluated for rapid and sensitive detection of Anguillid herpesvirus 1 (AngHV-1)
DNA in European eel.
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Material and Methods

DNA was isolated from 25 mg of frozen tissue pools (gills, liver, kidney, spleen) after
mechanic lyses in a QlAgen Tissuelyser Il (Qiagen, Germany) with the QIAamp DNA
Mini Kit (Qiagen, Germany).

gPCR was developed to quantitatively amplify a fragment of the AngHV-1 ORF109
(GenBank ID: NC_013668) using AHV1_0109 gF1 and AHV1_0109 gR1 primers and
the AHV1_ 0109 gP1 probe (Table 1). The gPCR reaction mix contained 1 x master mix
(Maxima Probe qPCR Mastemix, Thermo Fisher Scientific, Germany), 300 nM of the
forward primer, 900 nM of the reverse primer, 200 nM of the fluorescent probe and 5 pl of
template DNA. The gPCR was performed on a Stratagene Mx 3005P thermocycler (Ag-
ilent, USA). The gPCR profile included an initial denaturation step at 95 °C for 10 min,
followed by 40 cycles of 95 °C for 30 s, 60 °C for 30 s.

A recombinant DNA plasmid based standard was used for accurate quantification of
AngHV-1 virus genome copies. The plasmid was obtained by ligatation of PCR products
(amplified with the primers AHV1_ORF109 F1 and AHV1 ORF109_R1; Table 1) into
the pGEM-T Easy vector (Promega, USA). Plasmids were propagated in JM109 compe-
tent E. coli bacteria (Promega, USA) and isolated with the GeneJET™ Plasmid Miniprep
Kit (Thermo Fisher Scientific, Germany). A standard curve from 10" to 10" of gene copies
was prepared and used for quantification of the virus genome copy numbers from each
sample.

Tab. 1. Primers and probe sequences used in this work. Primers and probe marked with
‘O’ were used in gPCR, primers marked with ‘P’ were used for the amplification
of gene fragment for the plasmid based quantification

Primer/probe 5°-3" Sequence Use
AHV1_ORF109 F1 CTTTGGGGACGCCGAGGA P
AHV1_ORF109_R1 GAGCAGGTTCACGGACAA P
AHV1_0109 gF1 GCGATTGACGGTGATGTTG Q
AHV1 0109 gR1 ACCTTGCCTCTGGTTTGGAG Q
AHV1_ 0109 gP1 [FAM]-TGTGAGCTACGTGCGA-[BHQ1] Q

Results and conclusion

Recombinant plasmid based quantification (ranging from 10" to 10" copies) gave the am-
plification curve y = -3.2824 x + 37.32 with a correlation of Rz = 0.9988 and 101.7 % effi-
ciency (Fig. 1). The reliable detection limit of this assay was lower than 10 copies and it
was capable of detecting onlyl copy of the viral genome.
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Standard curve AngHV-1 qPCR

Fig. 1:
Standard curve from 101 to
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Since 2012 this method has been used at the Fish Disease Research Unit in Hannover for
routine diagnostics and in 2014 it was also introduced at the Fischseuchenbekédmp-
fungsdienst, Landesbetrieb Hessisches Landeslabor in Gisses. Most of the diagnostic sam-
ples were tested negative, with only one dead individual brought for diagnostics showing a
very high virus load (2.14 x 107) (Tab. 2).

When 105 archived eel samples from German lakes were tested, the assay indicated 40 of
the samples were AngHV-1 positive with a viral load ranging from 1 to 1.86 x 10°(mean
virus load of 4.73 x 10* and a median of 8.14) (Fig. 2).

Tab. 2: Number of samples evaluated for presence of AngHV-1 DNA in Hannover

and Giessen
Year Hannover Giessen
Positive Negative Positive Negative
2012 0 1 - -
2013 6 3 - -
2014 0 2 0 3

The results show that the qPCR assay is a fast and sensitive method for diagnosing
AngHV-1 infections in European eels. Use of the gPCR revealed a significant prevalence
of AngHV-1 positive samples both in routine diagnostics and archival samples. The in-
formation on virus load provided by the gPCR helps to evaluate whether a fish is acutely
or latently infected and therefore helps to track outbreaks based on the field samples.
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AngHV-1 load in Hannover diagnostic samples
Fig. 2 (A) AngHV-1 load per 0.8 mg of
u Negative tissue in the diagnostic samples evaluated
W <10 coples in Hannover. (B) AngHV-1 load per 0.8
_lso‘?m" mg of tissue in the disgnostic samples
evaluated in GielRen. (C) AngHV-1 load

# 1000-10000

o0 per 0.8 mg of tissue in archival samples
from German lakes.
A
, C
AngHV-1 load in GleBen diagnostic samples
AngHV-1 load In archival samples
» Negative 4 11 o Negative
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7 8 1000-10000
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Zusammenfassung

Red Mark Syndrom (RMS) ist eine chronisch verlaufende Hauterkrankung bei Regenbo-
genforellen in Aquakultur. Die Atiologie ist bisher nicht geklart. Nachfolgend wird das
Auftreten von RMS in einer baden-wirttembergischen Fischzucht beschrieben. Die einge-
sandten Fische wurden pathologisch-anatomisch, parasitologisch, bakteriologisch, histolo-
gisch, elektronenmikroskopisch und mittels real-time PCR (auf Chlamydiaceae) unter-
sucht. Es fanden sich fir RMS typische makroskopische und histologische Lasionen der
Haut. Eine orale Behandlung mit Oxytetracyclin fiihrte zu einer Abheilung der Lasionen.

A case study of Red Mark Syndrome in a fish farm in Baden-
Wirttemberg

Summary

Red Mark Syndrome (RMS) is a chronic skin disease in rainbow trout raised in aquacul-
ture systems. The etiology is still unknown. In the following the occurrence of RMS in a
fish farm in Baden-Wdrttemberg is described. The fishes were examined by pathological-
anatomical, parasitological, bacteriological and electron-microscopical techniques as well
as by using real-time PCR (for Chlamydiaceae). The typical skin lesions of RMS were de-
tected macroscopically and histologically. Oral treatment with oxytetracycline induced
healing of the lesions.

Einleitung

Red Mark Syndrom oder Cold Water Strawberry Disease ist eine chronisch verlaufende
Hauterkrankung unbekannter Atiologie bei Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) in
Aquakultur (Ferguson et al., 2006). Die Erkrankung wurde erstmals 2003 in Schottland
beschrieben und trat anschlieBend in England und nachfolgend in anderen europdischen
Landern auf (Verner-Jeffreys et al., 2008; Schmidt-Posthaus et al., 2009; Galeotti et al.,
2011). Epidemiologische Daten sowie die hohe Ubertragung und die Besserung der Symp-
tome bei antibiotischer Behandlung lassen vermuten, dass RMS durch ein infektitses A-
gens mit langer Latenzzeit verursacht wird (Verner-Jeffreys et al., 2008). Untersuchungen
haben gezeigt, dass Flavobacterium psychrophilum und/oder Rickettsien-ahnliche Orga-
nismen moglicherweise atiologisch an der Erkrankung beteiligt sind (Ferguson et al.,
2006; Verner-Jeffreys et al., 2008; Mettselaar et al., 2010). RMS tritt bei Wassertempera-
turen < 15 °C auf (Ferguson et al., 2006; Verner-Jeffreys et al., 2008). Betroffen sind Fo-
rellen ab einer Grolie von ca. 100 Gramm. Erkrankte Fische zeigen ein ungestortes Allge-
meinbefinden (Ferguson et al., 2006). Die Morbiditat ist hoch, wéhrend eine geringe Mor-
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talitdt beobachtet wird (Ferguson et al., 2006). Die L&sionen fuhren zu einer schlechteren
Vermarktung der Fische und somit zu hohen wirtschaftlichen Einbuf3en (Mettselaar et al.,
2010). Nachfolgend wird das Auftreten von RMS bei Regenbogenforellen in einer baden-
wirttembergischen Fischzucht beschrieben.

Material und Methoden

Im Januar 2013 wurden in einer baden-wirttembergischen Fischzucht bei zehn Prozent
der Regenbogen-Speiseforellen Hautlasionen festgestellt. Die erkrankten Fische stammten
aus dem Bachwasserteil der Anlage. Dieser Anlagenteil besteht aus 25 parallel geschalte-
ten Betonteichen. Die Jahresproduktion der Anlage betrégt ca. 80 t. Es werden Regenbo-
genforellen (Oncorhynchus mykiss) und Seeforellen (Salmo trutta f. lacustris) erbritet und
zu Satz- oder Speisefischen herangezogen und abgegeben. Insgesamt waren vier Betonbe-
cken betroffen. Die Hautverdnderungen waren bereits seit ca. vier Wochen vorhanden. Die
Fische wurden pathologisch-anatomisch, parasitologisch, bakteriologisch, histologisch,
elektronenmikroskopisch und mittels real-time PCR (auf Chlamydiaceae) untersucht.

Ergebnisse

Die Fische waren in einem guten Erndhrungszustand. Sie wiesen an den Seiten lokalisier-
te, teils erhabene, teils erosive bis ulzerative, verdickte Hautareale auf. Histologisch fand
sich eine hochgradige, lympho-histiozytare Entziindung der Dermis, Subkutis und des an-
grenzenden Muskelgewebes. AuBerdem waren Schuppenverluste und Ulzerationen/ Ero-
sionen der Haut feststellbar. Parasitologische, bakteriologische und elektronenmikroskopi-
sche Untersuchungen verliefen ohne besonderen Befund. Molekularbiologisch zeigte sich
in der rtPCR ein schwaches Signal, welches auf DNA von Chlamydien hinweisen kann.
Eine Sequenzierung verlief jedoch ohne Ergebnis.

Diskussion

Die klinischen und histologischen Befunde sprechen fir das RMS. Eine orale Behandlung
mit Oxytetracyclin fihrte zu einer Abheilung der L&sionen. Ohne Behandlung war der
Heilungsprozess deutlich verzogert. Seit dem Erstausbruch konnte RMS weitere sechs
Male (bei Regenbogenforellen tiber 100 g) in dieser Fischzucht beobachtet werden. Eine
Erregereinschleppung kommt moglicherweise durch den Zukauf der Eier in Betracht, da
die betroffene Charge abweichend vom bisherigen Einkauf aus einer slovenischen Fisch-
zucht stammte. Des Weiteren kann ein Erregereintrag Uber das Bachwasser (weitere
Fischzucht bachaufwarts) nicht ausgeschlossen werden. RMS wurde bei Wildfischen bis-
her nicht beschrieben, so dass eine Ubertragung der Erreger (iber das Bachwasser auf
Wildfische vermutlich von geringer klinischer Relevanz ist. Differentialdiagnostisch mus-
sen z. B. Warm Water Strawberry Disease, Parasitosen, Furunkulose und Kaltwasser-
krankheit ausgeschlossen werden.
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Zusammenfassung

Im Untersuchungszeitraum von 1998 — 2013 wurden die Schwimmblasen von rund 1.470
Aalen aus dem Starnberger See nach Entwicklungsstadien des Nematoden Anguillicoloi-
des crassus untersucht. Der Anteil befallener Aale lag im Jahr 1998 bei 91 %, im Jahr
2006 bei 61 % und 2013 bei 87 %. Der Anteil verschwarteter Schwimmblasen lag 1998
bei 17 % und steigerte sich in den Folgejahren auf 100 %, da die Sché&den in der
Schwimmblasenwand nicht ausheilen. Ein laufender Neubefall mit jungen Parasiten fiihrt
zu immer neuen Verletzungen, die durch Bindegewebe ersetzt werden.

Der Riickgang der Verschwartungen in den Jahren 2012 und 2013 (55 %) wird auf die seit
2009 wieder aufgenommenen BesatzmalRnahmen mit Glasaalen zuriickgefihrt. Je ver-
schwarteter die Schwimmblasenwénde waren, desto mehr Schwimmblasenwirmer konn-
ten in ihrem Innenraum nachgewiesen werden. Es ist sehr unwahrscheinlich, dass stark
mit Anguillicoloides crassus befallene Aale in der Lage sind auf dem Weg zum Laichge-
biet den Atlantik zu Gberqueren.

Investigation of eels from Lake Starnberg infested by a
parasitic nematode (Anguillicoloides crassus)

Summary

1,470 swimbladders of yellow European eels from Lake Starnberg caught from 1998 to
2013 were analysed relating to their infection with the nematode Anguillicoloides crassus.
The infestation rate by the nematodes was 91 % in 1998 and 87 % in 2013. The part of
callosities in eel-swimbladders was 17 % in 1998 and increased in the following years to
100 % because damages in the tissue of swimbladders do not heal. Ongoing new infec-
tions with the parasit lead to new injuries, which were substituted by connective tissue.

The decrease of the callosities in 2012 and 2013 (55 %) is attributed to stocking with
young eels which have been reestablished since 2009. The more callosities in swimblad-
ders, the more nematodes were found in theire content. It is very unlikely that by Anguil-
licolo-ides crassus heavy infected European eels will be able to cross the Atlantic on the
way to their spawning grounds.
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Einleitung

Der Schwimmblasenwurm Anguillicoloides crassus wurde vermutlich durch Satzaale und
lebende Speiseaale Anfang der achtziger Jahre des 20. Jahrhunderts aus dem ostasiati-
schen Raum nach Europa eingeschleppt. Der Nematode beféllt die Schwimmblase der Aa-
le, wo er sich nach Eindringen in das Gewebe vom Inhalt der Blutgefél3e ernéhrt. Der Aal
ersetzt das zerstorte Schwimmblasengewebe durch Bindegewebe. Durch die offensichtli-
che ,,Verschwartung* verliert die Schwimmblase ihre Elastizitét.

Im Rahmen eines deutschlandweiten Monitoringprogramms des Johann Heinrich von
Thinen-Instituts, Bundesforschungsinstitut fur Landliche Rdume, Wald und Fischerei,
wird der Anteil der mit Schwimmblasenwirmern befallenen Aale ermittelt. In Bayern tra-
gen die Untersuchungen zum Befallstatus der Aale im Starnberger See dazu bei.

Methode

Im Untersuchungszeitraum von 1998 — 2013 wurden die Schwimmblasen von 1.470 Aalen
aus dem Starnberger See nach Entwicklungsstadien von Anguillicoloides crassus unter-
sucht. Die Stichproben stammten aus Trappnetzfangen von Berufsfischern des Starnberger
Sees jeweils von September bis Oktober.

Ergebnis

Wahrend der Anteil befallener Aale in den langjahrigen Referenzstrecken im Jahr 1998
bei 91 % lag, waren es im Jahr 2006 61 %, 2012 81 % und 2013 87 %. (Abb. 1). Der An-
teil verschwarteter Schwimmblasen lag 1998 bei 17 % und steigerte sich in den Folgejah-
ren auf 100 %, da die Sché&den in der Schwimmblasenwand nicht ausheilen, sondern ein
laufender Neubefall mit jungen Parasiten zu immer neuen Verletzungen flhrt, die durch
Bindegewebe ersetzt werden. In den Jahren 2012 und 2013 lag er mit 55 % deutlich gerin-
ger als in den Jahren zuvor. Dieser Riickgang ist méglicherweise auf die seit 2009 wieder
aufgenommenen BesatzmaRnahmen mit Glasaalen zurlickzufiihren. In Folge dessen wur-
den ab 2012 auch nennenswert Schwimmblasen jlingerer Satzfische untersucht, die sich
noch nicht so lange mit dem Parasiten auseinandergesetzt haben und deshalb geringere
Schéaden an der Schwimmblase aufwiesen.
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Abb. 1: Anteil befallener Aale (blaue Saulen) und Anteil verschwarteter Schwimm
blasen (rote Kurve) unabhangig vom Grad der Verschwartung (n = 1470)

Die mittlere Befallsstarke war 1994 mit zwolf Wirmern je Schwimmblase am groften,
schwankte in den Folgejahren zwischen flinf und neun Parasiten und lag 2013 bei sechs
Wirmern. Der stérkste Einzelbefall mit 81 Wirmern (Abb. 2) zeigte sich 2009 bei einem
Aal mit einer Lange von ca. 40 cm.

Abb. 2:  Verschwartete Aalschwimmblase mit 71 adulten und
zehn praadulten Nematoden
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Je verschwarteter die Schwimmblasenwande waren, desto mehr Nematoden konnten in
deren Innenraum nachgewiesen werden. Dies zeigte sich 1998 — 2001 (blaue Saulen) und
2009 — 2011 (rote Séulen). Letztere jedoch auf einem niedrigeren Niveau (Abb. 3)
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Abb. 3: Mittlere Anzahl an Schwimmblasenwirmern befallener Aale der Jahre 1998 —
2001 (blaue Saulen n = 248) und 2009 — 2011 (rote Saulen n = 330) in Abhéan-
gigkeit von der Verschwartung der Schwimmblasenwand (Hartmann-Index: 1 =
nicht verschwartet, 2 = leicht verschwartet, 3 = verschwartet (Inhalt der
Schwimmblase reduziert), 4 = stark verschwartet (Inhalt stark entziindet), 5 =
sehr stark verschwartet (Inhalt ohne Gasflllung)

Diskussion

Da die Lebensdauer des Schwimmblasenwurms nur einige Monate bis maximal ein Jahr
betragt, stellt sich ein Gleichgewicht zwischen Neuinfektionen und dem Tod alter Parasi-
ten ein (Hartmann, 1993). Dies zeigt sich in der Abnahme der mittleren Befallsstarke von
zwoOIf Wiurmern/ Schwimmblase (1998) auf sechs Wirmer / Schwimmblase (2013).
Hartmann (1993) findet drei Jahre nach Erstbefall von Aalen aus dem Pluf3see in Schles-
wig-Holstein eine ahnlich hohe Infektionsrate wie anfangs im Starnberger See beobachtet
wurde. Scheinert (2005) stellte im Rahmen eines bayernweiten Monitoring-Programms
zum Aalherpes Virus (AHV), einen Uberwiegend geringgradigen (1 — 5 Ind./Fisch) bis
hochgradigen Befall (> 10 Ind./Fisch) mit Anguillicoloides crassus fest.

Primérer Schadeffekt durch Anguillicoloides sind strukturelle Verédnderungen an der
Schwimmblase der befallenen Tiere. Wahrend der Parasit nach maximal einem Jahr ab-
stirbt, zeigt die Schwimmblase des Wirts bereits erste Verdnderungen, die bei weiterem
Neubefall zu einer kontinuierlich zunehmenden Verschwartung der Schimmblasenwand
fuhren (Hartmann, 1993). Daraufhin erfolgt die Reparatur der Fralspuren durch Einlage-
rung von Bindegewebe. Hierbei soll nach Auffassung von Hartmann (1993) das Eindrin-
gen neuer Parasiten behindert werden. Er stellte an Aalen aus der Elbe mit zunehmender
Verschwartung der Schwimmblase einen Riickgang der Parasitenzahl fest. Dieser Zu-
sammenhang konnte am Starnberger See nicht belegt werden. Vielmehr war dort mit zu-
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nehmender Verschwartung der Schwimmblase eine geringfiigig h6here Befallsstarke zu
finden (Abb. 3). Vergleicht man Schwimmblasen mit der gleichen Schadigung (Hart-
mann-Index) aus beiden Gewassern, so zeigt sich bei den Elbaalen eine dreifach hdhere
Befallsstarke als bei den Tieren des Starnberger Sees. Mdglicherweise hat dort die groere
Anzahl an Wiirmern zu einer heftigeren Gewebereaktion beim Wirtsfisch gefuhrt.

Die Verschwartung der Schwimmblase hat in jedem Fall eine funktionelle Beeintrachti-
gung des Auftrieborgans zur Folge. Anhand von Schwimmversuchen konnte Sprengel und
Luchtenberg (1991) eine Verringerung der Schwimmleistungen an Aalen mit Anguillico-
loides nachweisen. Eine erfolgreiche Laichwanderung in die Karibik erscheint mit einer
durch Narbengewebe verharteten Schwimmblase sehr fraglich zu sein. Neben zahlreichen
anderen Einflussfaktoren hat der Aalparasit Anguillicoloides crassus mit grof3er Wahr-
scheinlichkeit zu dem starken Riickgang der Aalpopulation in Europa beigetragen.
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Zusammenfassung

Es wurde erstmals untersucht, ob sich in einer Kreislaufanlage die Bestimmung der Cor-
tisolkonzentration im Wasser als nicht-invasive Methode zur Bestimmung des Stressstatus
von Zandern eignet. Hierzu wurden nach dem Sortieren und Umsetzen von Speisefisch-
anwartern in einen frisch befullten Halterkreislauf Plasmaproben von den Fischen und
Wasserproben aus dem Kreislauf (Besatz 28,6 kg/m3) genommen. Im Wasser war nach
dem Besatz ein starker und im Vergleich zum Plasma der Fische zeitlich verzogerter An-
stieg der Cortisolkonzentration zu beobachten, die 1,5 Stunden nach dem Stressereignis
ihren hochsten Wert erreichte. Wahrend die Cortisolkonzentration im Plasma der Fische
bereits neun Stunden nach dem Stressereignis wieder auf dem Niveau des Basiswertes
war, dauerte es 28 Stunden bis sich die Cortisolkonzentration im Anlagenwasser wieder
auf ein niedriges Niveau einstellte. Die Ergebnisse zeigen, dass die Bestimmung der Cor-
tisolkonzentration aus dem Anlagenwasser unter den Bedingungen einer Kreislaufanlage
eine geeignete nicht-invasive Methode zur Messung einer akuten Stressantwort bei Zan-
dern darstellt.

Non-invasive measurement of acute stress in pikeperch
(Sander lucioperca): plasma cortisol vs. cortisol in water

Summary

For the first time it was examined whether the determination of the cortisol concentration
in the water can be used as a reliable non-invasive tool to assess the stress level in pike-
perch reared in recirculating aquaculture systems. For this purpose, plasma samples from
pikeperch and water samples were taken from a recirculating system that had freshly been
stocked with food fish candidates after sorting (stocking 28.5 kg/m3). After stocking, the
cortisol concentration increased strongly in the water, but with a time delay compared to
the fish plasma, and reached the highest value 1.5 hours after the stressful event. While the
plasma cortisol concentration in the fish already returned to base levels within 9 hours, it
took 28 hours until the water cortisol concentration stabilized at a low level. The results
show that in recirculating aquaculture systems the determination of cortisol concentration
from the water is a suitable non-invasive method for measuring the primary stress re-
sponse of pikeperch.
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Einfuhrung

Cortisol ist das Hauptcorticosteroid bei Knochenfischen. Die Konzentration des Stress-
hormons im Plasma steigt als Reaktion auf Stresssituationen stark an und es wird daher
verbreitet zur Indikation von Stress eingesetzt. Es ist bekannt, dass Cortisol proportional
zur Konzentration von freiem Cortisol im Blut ins Wasser abgegeben wird. Daher kann
die Cortisolkonzentration im Wasser, eine ausreichend hohe Besatzdichte vorausgesetzt,
als nicht-invasive Methode zur Bestimmung des Stressstatus bei Fischen verwendet wer-
den (z. B. RUANE & KOMEN 2003, ELLIS et al. 2004, SCOTT & ELLIS 2007,
FANOURAKI et al. 2008, BRUNING et al. 2014). Mit der vorliegenden Studie sollte un-
tersucht werden, ob es mdglich ist die Erholung von Zandern von durch Handling verur-
sachtem Stress nicht-invasiv anhand der Messung von Cortisol im Wasser zu verfolgen.

Material und Methoden

Die Untersuchung wurde mit Speisefischanwartern (> 500 g) aus einer mit 37 kg/m? be-
setzten Kreislaufanlage durchgefihrt, die fir den Verkauf sortiert und in einen frisch be-
flllten Halterkreislauf mit vier Becken bei einer Besatzdichte von 28,5 kg/m?3 gesetzt wur-
den. Uber einen Zeitraum von 48 Stunden wurden die Tiere fiir den Speisefischmarkt ge-
schlachtet. Dabei wurden EDTA-Plasmaproben von den Fischen und Wasserproben aus
dem Zu- und Ablauf der Fischbecken genommen.

Zur Bestimmung der Basiswerte vor dem Handling wurden das Wasser (2 x 1 L) und vier
Fische aus dem urspriinglichen Becken beprobt. Das Sortieren und Umsetzen der Fische
dauerte etwa 90 Minuten. AnschlieBend wurden jeweils acht Fische (zwei aus jedem Be-
cken) zu den sieben Zeitpunkten lber 32 h beprobt. Wasserproben (2 x 1 L) wurden zu 17
Zeitpunkten (ber 55 h aus dem Zu- und Ablauf der Fischbecken genommen.

Die Extraktion des Cortisols aus 1 L Wasser erfolgte mittels Festphasenextraktion (OASIS
HLB Plus, Waters, Saint-Quentin En Yvelines Cedex, France) wie bei BRUNING et al.
(2014) beschrieben, jedoch mit einer Pumprate von 10 ml/min. Die Cortisolkonzentratio-
nen in den Extrakten und im Plasma wurden mit einem ELISA (IBL International, Ham-
burg) bestimmt. Zur Kompensation der durch die Entnahme von Fischen abnehmenden
Besatzdichte wurde der Wert der Cortisolkonzentration im Wasser durch die Besatzdichte
des jeweiligen Zeitpunktes dividiert.

Ergebnisse und Diskussion

Die Cortisolkonzentration im Plasma zeigte den typischen Verlauf einer akuten Stressant-
wort. Nach einem schnellen Anstieg auf Gber 1000 ng/ml nahm die Cortisolkonzentration
schon nach der ersten Probennahme (1 h nach dem Umsetzen) wieder ab und lag nach
9,5 h wieder im Bereich des Ruhewerts. Die genaue Lage und Hohe der maximalen Cor-
tisolkonzentration l&sst sich mit den vorhandenen Daten nicht bestimmen, da sich das
Handling der Fische iber 90 Minuten erstreckte und die ersten Plasmaproben erst eine
Stunde nach dessen Abschluss genommen wurde. Der Verlauf der Cortisolkonzentration
im Wasser folgte zeitverzégert dem Verlauf der Cortisolkonzentration im Plasma. Sie er-
reichte ihr Maximum (108 ng/L im Beckenauslauf) 1,5 h nach dem Einsetzen der Fische
und nahm dann im Vergleich zur Cortisolkonzentration im Plasma relativ langsam tber
einen Zeitraum von 28 h ab (Abb. 1).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Cortisol von den Zandern in gut messbarer Menge ins Was-
ser abgegeben wurde und dort den Verlauf der Cortisolantwort im Fisch sehr gut abbildet.
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Die zeitliche Verzégerung zwischen dem Verlauf der Cortisolkonzentration im Plasma
und im Serum kann mit der notwendigen Zeit zur Abgabe des Stresshormons und dessen
Akkumulation im Wasser erklart werden. Die Zeitpunkte der maximalen Cortisolkonzent-
ration im Wasser lagen allerdings bei anderen Fischarten wie dem Wolfsbarsch, der Re-
genbogenforelle und dem Atlantischen Lachs erst vier Stunden nach dem Stressereignis
(FANOURAKI et al. 2008, ELLIS et al. 2004, ELLIS et al. 2007), was ein Hinweis darauf
ist, dass die Sekretionsrate von Cortisol ins Wasser von der Fischart und auch der Wasser-
temperatur abhangig sein konnte.

Die Beobachtung, dass die Cortisolkonzentration im Zulauf zu den Haltungsbecken immer
geringer war als in deren Auslauf zeigt, dass das im Wasser geldste Cortisol im Filtersys-
tem (Siebtrommelfilter, Biofilter, UV) teilweise eliminiert bzw. abgebaut wird. Zusatzlich
kam es durch den Betrieb des Siebtrommelfilters Gber den Tag verteilt zu einem Was-
seraustausch von etwa 7 % und damit zu einem Austrag von Cortisol aus dem System.
Trotz dieser kaum exakt quantifizierbaren Verluste zeigen die Ergebnisse dieser Studie,
dass sich die Messung der Cortisolkonzentration im Wasser auch unter den Bedingungen
einer Kreislaufanlage zur Verfolgung einer akuten Stressantwort der Fische eignet.
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Abb. 1: Zeitlicher Verlauf der Cortisolkonzentration im Kreislaufwasser (Zu- und Ab-
laufwasser der Fischbecken) und im Blutplasma von Zandern vor und nach dem
Sortieren und Umsetzen (Handling).
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Zusammenfassung

Um im Rahmen von Fang-Wiederfang-Studien Besatzfische sicher von wildlebenden Po-
pulationen abzugrenzen, ist es notwendig, die Tiere zu markieren. Kriterien flir geeignete
Markierungsmethoden sind Vertraglichkeit, Haltbarkeit, leichte Erkennbarkeit auch von
Laien sowie nicht zuletzt der Preis. Neben (Teil-)Amputationen von Flossen werden h&u-
fig externe Marken und Farbmarkierungen eingesetzt.

Im Rahmen eines Artenhilfsprojektes flr den Sterlet in der Oberen Donau sollten die Be-
satztiere durch subkutane Injektion eines Zweikomponenten-Elastomerfarbstoffs markiert
werden. Hierzu wurden zundchst in einer Vorstudie Vertraglichkeit und Haltbarkeit des
Elastomers an 20 Fischen Uberprift.

Der Farbstoff wurde der besseren Sichtbarkeit wegen an der hellen Bauchseite der Sterlets
injiziert. Wahrend des 95-t4gigen Beobachtungszeitraumes blieb die Markierung gut
sichtbar, auBerlich waren keine Anzeichen fir eine Unvertraglichkeit zu erkennen. Histo-
logische Untersuchungen im darauffolgenden Jahr (rund 9 Monate nach der Markierung)
zeigten allerdings bei einigen Tieren entzindliche Reaktionen im Gewebe um das Elasto-
mer, die zum Teil auch duferlich sichtbar waren. Ursache hierfur war vermutlich Reibung
an der Injektionsstelle wéahrend der langen Haltungsperiode. Fir zukilinftige Markierungs-
vorhaben sollten daher andere Injektionsorte gewahlt werden, beispielsweise an der Basis
der Riickenflosse.

Subcutaneous Injection of Visible Implant Elastomer in Sterlet
(Acipenser ruthenus) — Examinations on Compatibility and Retention

Summary

Within the scope of mark-recapture studies, tagging stocked fish is necessary to distin-
guish them from wild populations. Criteria for suitable tagging methods are biocompati-
bility, retention, detectability (also by non-professionals), and costs. Frequently used
methods of marking are fin clipping, external tags and injections of dye.

As part of a conservation project for the sterlet in the Upper Danube, the fish had to be
marked prior to release by subcutaneous injection of a two-component elastomer dye.
Therefore, biocompatibility and retention of the elastomer were examined during a pilot
study including 20 test fish.
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For better recognition, the dye was injected at the sterlets® abdomen, which is less pig-
mented. During the observation period of 95 days, the tag was clearly detectable, no signs
of incompatibility were found. However, histological examination carried 9 months after
tagging revealed inflammatory reactions in the surrounding tissue. In some fish, these re-
actions were visible on the skin. The probable reason for this effect was abrasion during
the the raising period after treatment. It is concluded, that other positions for injection
should be evaluated, e. g. the base of the dorsal fin.
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Zusammenfassung

Die nach Tierschutzschlachtverordnung (TierSchlV) zugelassenen Betdubungsmethoden
sind bei Afrikanischen Welsen aufgrund der Schédelanatomie nur unzureichend wirksam.
Aufgrund dessen wurde als Alternative die Wirksamkeit zweier Schussapparate zur Penet-
ration der Schadeldecke getestet. Im Falle des Kleintierschussapparates mit Federzug
konnte nur bei kleinen Welsen (<900 g) eine Durchdringung des Schédeldach erreicht
werden. Zudem wurde aufgrund des geringen Bolzendurchmessers das Gehirnareal in ei-
nigen Fallen nicht ausreichend zerstért. Demgegenuber wurde nach Anwendung des ex-
plosionsgesteuerten Bolzenschussgerats fir Ziegen und Schafe bei allen Welsen eine zu-
verlassige Betaubung erreicht, das Schadeldach wurde auch bei groflen Welsen (1,8 kg)
durchschlagen und das Gehirnareal zerstort. Da hierzu jedoch eine Fixierung der Fische
und eine genaue Positionierung des Geréts unabdingbar sind, ist das Verfahren zwar sehr
wirksam, es ware in der Praxis jedoch aufwendig umzusetzen.

Investigation in slaughtering African catfish in accordance
to animal protection — contribution to the discussion
of the “Tierschutzschlachtverordnung”

Summary

The legal stunning methods following German “Tierschutzschlachtverordnung” are insuf-
ficient for African catfish, which is due to its cranium anatomy. The effectiveness of two
captive bolt pistols was investigated as alternative method. The smaller device with a
spring balancer only penetrated the cranium in smaller individuals (< 900 g). Furthermore,
the brain could not be destroyed adequately, caused by the small diameter of the bolt. In
contrast, the application of the explosive-operated device led to an effective stunning in all
sizes of catfish. The cranium was completely penetrated even in the biggest individuals
(1.8 kg), their brain was effectively damaged. However, the application of bold pistols for
stunning African catfish needs an accurate fixation of every single fish, because the pistol
must be in the correct position above the brain. This makes the practical use time consum-
ing and cost intensive.
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Einleitung

Fische sind unmittelbar vor dem Schlachten oder Toten nach Tierschutzschlachtverord-
nung (TierSchlV) zu betduben. Bei Afrikanischen Welsen (Clarias gariepinus) gelten die
zugelassenen Betdubungsmethoden als nicht anwendbar, da sie nicht oder nur unzu-
reichend wirksam sind. Daflr ist die anatomische Beschaffenheit des Schadels der Welse
verantwortlich (Abb. 1 und 2). Es besteht die Notwendigkeit zur Entwicklung einer alter-
nativen Betdubungsmethode.

Abb. 1: Schadelskelett von Clarias ga- Abb. 2:  Schadelskelett von Clarias ga-
riepinus (oben) riepinus (unten)

Neben der Erprobung bisher nicht zugelassener Methoden, wie zum Beispiel die Hypo-
thermie, gelten Methoden zur Penetration der Schadeldecke grundsétzlich als vielverspre-
chende Alternative.

Material und Methoden

Abb. 3: Bolzenschussgeréat

In der vorliegenden Untersuchung wurden C. gariepinus (0,8 - 1,8 kg) mit handelstbli-
chen Schussapparaten betdubt. Die Untersuchungen wurden an Schadeln frisch geschlach-
teter Welse sowie an noch lebenden Tieren durchgefiihrt. Vor der Anwendung wurde die
Ansatzstelle fur die Gerate lokalisiert. Ziel war die exakte Penetration des Gehirns. Nach
Fixation wurde auf dem massiven Schadeldach (ber dem Gehirn ein Betdubungsschuss
gesetzt. Die Ausfiihrung erfolgte einerseits mit einem Kleintier-Schussapparat mit Feder-
bolzen (@ 6 mm), anderseits mit einem explosionsgesteuerten Bolzenschussgerét flr Zie-
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gen und Schafe (Kaliber 9 x 17) (Abb. 3). Fir Anwendung der Schussapparates lag im
Rahmen eines Tierversuchsvorhabens eine Genehmigung des Niedersachsischen Landes-
amtes fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, Oldenburg (AZ 33.9-42402-04-
12/0812) vor.

Ergebnisse

Direkt nach der Anwendung kam es im Falle des Kleintier-Schussapparates mit Federzug
zu kurzzeitiger Starrereaktion, tetanischer Verkrampfung der Lateral-muskulatur sowie in
einigen Fallen zum Schwanzschlagen. Das Durchschlagen des Schadeldachs gelang ledig-
lich bei kleineren Welsen, die Schlagkraft reichte bei Fischen Gber etwa 900 g nicht aus.
Zudem flhrte der geringe Bolzendurchmesser in vielen Féllen nicht zu einer ausreichen-
den Zerstérung des Gehirnareals.

Demgegenuber zeigten die Welse nach Anwendung des fiir Schafe und Ziegen konzipier-
ten Bolzenschussgerates unmittelbar nach dem Schuss eine relaxierte Korperhaltung und
keinen Muskeltonus in der Korpermuskulatur oder in den Barteln. Das massive Schadel-
dach wurde glatt durchschlagen, das Gehirnareal war zuverldssig penetriert. Die hohe
Durchschlagskraft und das grofiere Schussloch flihrten zu einer unmittelbaren und zuver-
lassigen Betaubung (Abb. 5).

Abb. 5:  Afrikanischer Wels mit Schussloch und kompletter Zerstérung
des Gehirnareals

Diskussion

Die Erprobung handelstiblicher Bolzenschussgerate ergab, dass mithilfe dieser Technik
eine zuverlassige Betdubung Afrikanischer Welse grundsatzlich moglich ist.

Es wurde allerdings festgestellt, dass das fur Kaninchen vorgesehenes Bolzenschussgerét
mit Federzug allenfalls fiir kleinere Welse einsetzbar ist, da fur groRere Tiere keine ausrei-
chende Durchschlagskraft besteht. Da auch bei kleineren Welsen haufig noch Bewegun-
gen auftraten, wird dieses Gerat als nicht geeignet beurteilt.

Dagegen erwies sich das fir Ziegen und Schafe konzipierte, explosionsgesteuerte Bolzen-
schussgerat mit einer Ladung fir Kleintiere auch bei groReren Welsen (1 - 1,8 kg) als ge-
eignet. Die Fische zeigten hier eine sofortige relaxierte Kérperhaltung und waren zuver-
lassig betaubt.

Beim praktischen Einsatz von Schussapparaten sind die Fixierung der einzelnen Welse
sowie die korrekte Platzierung Uber dem Gehirn besonders wichtig. Das Gehirn ist im
Schédel der Welse relativ weit caudal, etwa auf der Hohe der Kiemendeckel lokalisiert.
Das Verfahren ist daher arbeitswirtschaftlich aufwandig und kostenintensiv.
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Zusammmenfassung

Mit Hilfe einer neuartigen, nicht invasiven Methode zur Messung des wichtigsten
Stressparameters Cortisol im Haltungswasser wurde der zeitliche Verlauf der Stressreakti-
on von Regenbogenforellen im Anschluss an eine praxisiibliche Managementmalinahme
nachvollzogen. Dabei wurden die untersuchten Fische (Stiickmasse: 5,2 g) mittels Kescher
aus einem Rundbecken (Volumen: 3,08 m?) abgefischt, gewogen (Gesamtmasse: 56,9 kg)
und in ein gleichartiges Becken umgesetzt. Die Analyse der am Beckenablauf genomme-
nen Wasserproben zeigte, dass die Cortisolabgaberate innerhalb der ersten halben Stunde
nach dem Zuruicksetzen mit 4,81 ng/(g*h) deutlich erhéht war. Im Anschluss sank die Ab-
gaberate jedoch schnell wieder ab, lag dabei nach 2 Stunden deutlich unter 1 ng/(g*h) und
verblieb in der Folge auf einem konstant niedrigen Niveau. Somit hat die durchgefuhrte
BewirtschaftungsmalRnahme nur kurzzeitig zu einer Stressbelastung gefiihrt. Der Versuch
hat gezeigt, dass die Messung von Cortisol in Haltungswasser eine praxisfahige Methode
zur Beurteilung der Belastung von Fischen ist und damit auch einen Beitrag in der Diskus-
sion um die Einschétzung des Tierwohls in der Aquakultur liefern kann.

Investigation of reactions of aquaculture species on acute stress
evoked by commonly used husbandry actions

Summary

A novel, non-invasive method for measuring the most important stress parameter cortisol
in fish holding water was use for determination of the time course of the stress reaction in
rainbow trout exposed to a common husbandry action. Therefore the fish (average weight:
5.2 g) of one circular tank (volume: 3.08 m3) were netted, weighted (total weight: 56.9 kQg)
and put back to a tank with the same characteristics. The analysis of the water samples in-
dicated, that the cortisol release rate clearly increased to 4.81 ng/(g*h) during the first 30
minutes after transferring the fish. Afterwards the release rate quickly decreased and
reached values below 1 ng/(g*h) two hours post stress application. In the aftermath the re-
lease rate remained constantly low. Hence the conducted husbandry action led only to a
short term stress pressure. The experiment demonstrated, that the measurement of cortisol
in fish holding water is an implemental method for evaluation of strains of fish and can
contribute to the assessment of animal welfare in aquaculture.
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Einleitung

Bisher fehlt es bei Aquakulturfischen an umfassenden Kenntnissen zum Verlauf und zur
Starke physiologischer Reaktionen auf Umwelteinflisse unter Praxisbedingungen. Auch
bei Einhaltung der guten fachlichen Praxis in der Fischzucht treten unvermeidliche Beun-
ruhigungen der Fische z. B. beim Abfischen oder Sortieren auf. Mit Hilfe einer neuartigen,
nicht invasiven Methode zur Messung des wichtigsten Stressparameters Cortisol im Hal-
tungswasser ist es moglich, verschiedene Belastungen, ohne zusatzliche Beeinflussung der
Fische, auch Uber einen langeren Zeitraum zu verfolgen. Dadurch kénnen bestehende Er-
kenntnisse der Stressforschung (z. B. Wedekind & Schreckenbach 2003), die auf invasi-
ven Verfahren (Blutentnahme) beruhen, bestatigt und ausgebaut werden. Zusammen mit
anderen Parametern sollen die Ergebnisse zur belastbaren Beurteilung des Tierwohls in
der Fischhaltung dienen.

In einem ersten Versuch sollte der zeitliche Verlauf und die Stérke der Stressreaktion ei-
nes Bestands von Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) anhand der Cortisolabgabe
ins Haltungswasser nach einer praxisiiblichen ManagementmaBnahme untersucht werden.

Material und Methoden

Die untersuchten Regenbogenforellen (mittlere Stlickmasse = 5,2 g) wurden mit einer
Dichte von 18,6 kg/m3 in einem handelstblichen Rundbecken (Volumen: 3,08 m3) im
Durchlauf (Durchflussmenge: 1,18 I/s) bei einer Temperatur von 10,7 °C gehalten.

Als Praxismalinahme wurde ein Abfischen mittels Kescher mit anschlieRendem Wiegen
und Umsetzen in ein benachbartes Becken mit gleichen Eigenschaften durchgefuhrt. Die
Probenahme im Beckenablauf erfolgte vor Beginn des Abfischens im Herkunftsbecken
(Ruhewert) und Uber einen Zeitraum von zehn Stunden nach Besatz im Zielbecken.

Die Proben wurden in Glasflaschen bei -20 °C eingefroren. Zur quantitativen Bestimmung
des Cortisolgehalts wurde im Labor zundchst eine Festphasenextraktion zur Aufkonzentra-
tion des Cortisols (Ruane & Komen 2003, Ellis et al. 2004) durchgefiihrt. AnschlieRend
wurde das Cortisol mit Methanol eluiert (Ruane & Komen 2003) und die Menge mittels
ELISA bestimmt. Die Berechnung der Abgaberate aus der Wasserkonzentration erfolgte
nach Gleichungen von Adams & Breck (1990) und Ellis et al. (2004).

Ergebnisse

Vor dem Beginn des Abfischens wurde ein Cortisolgehalt von 13,1 ng/l gemessen. Durch
die Beunruhigung kam es zu einer Stressreaktion. Dabei stieg der Cortisolgehalt im Was-
ser eine halbe Stunde nachdem alle Fische umgesetzt wurden auf ein Maximum von
41,5 ng/l und verblieb fur weitere 30 Minuten auf diesem Niveau. Danach fiel der Cor-
tisolgehalt schnell ab, lag nach drei Stunden unter dem Ruhewert des Ausgangsbeckens
und blieb in der Folge konstant zwischen 6,1 und 11,1 ng/l (Abb. 1).
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Abb. 1: Verlauf der Stressreaktion nach dem Umsetzen. Zum Zeitpunkt
h = 0 befanden sich alle Fische im Zielbecken. Das Quadrat bei
h = -0,5 stellt den vor dem Umsetzen gemessenen Ausgangswert
(Ruhewert) dar.

Die berechnete Cortisolabgaberate ist in den ersten 30 Minuten nach dem Umsetzen mit
4,81 ng/(g*h) am groRten. Fur die folgende halbe Stunde liegt sie bei nur noch
2,94 ng/(g*h). Im Intervall von ein bis zwei Stunden nach dem Umsetzen féllt die Rate
weiter auf 1,01 ng/(g*h) und bewegt sich in der Folgezeit zwischen 0,43 und
0,85 ng/(g*h) (Abb. 2).
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Abb. 2:  Verlauf der Cortisolabgaberate nach dem Umsetzen. Die Werte
wurden in der Mitte des jeweiligen Zeitintervalls
(0-0,5-1-2-3-4-6-8-10 h) eingezeichnet.

Diskussion

Der Versuch hat gezeigt, dass es bei der Bewirtschaftungsmafnahme kurzzeitig zu einer
deutlichen Belastung der Fische kommt, diese jedoch nicht von langer Dauer ist. Im Ver-
gleich zu einem Experiment von Ellis et al. (2004) zum Stressverlauf nach 90 Sekunden
Luftexposition ergaben sich jedoch Unterschiede im Verlauf und der Hohe der Cortisol-
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ausscheidung. Die Maxima der Wasserkonzentration und Abgaberate wurden im vorge-
stellten Versuch friihzeitiger erreicht. Da die Wassercortisolkonzentration von Durch-
flussmenge und Besatzdichte abhangt, ist fur einen Vergleich jedoch nur die Abgaberate
aussagekraftig. Dabei lag die Abgaberate mit 4,80 ng/(g*h) im vorgestellten Versuch
viermal so hoch wie bei Ellis et al. (2004) und zeigte somit eine ausgepragte Stressreakti-
on innerhalb der ersten halben Stunde an. Die Differenz zum Versuch von Ellis et al.
(2004) konnte in der unterschiedlichen Versuchsdurchfiihrung (Art des Stressors) begrin-
det sein. In der vorliegenden Untersuchung waren zudem die Ruhewerte mit 0,4 -
0,8 ng/(g*h) hoher als die Literatur-Vergleichswerte (< 0,1 ng/(g*h)). Daraus wird gefol-
gert, dass die Fischgroe bzw. das Entwicklungsstadium der Versuchsfische ein wesentli-
cher Faktor fir die Cortisolabgabe ist.

Mit der angewendeten Messmethode konnte die Stressreaktion von Forellen nach Belas-
tung sehr gut nachvollzogen und dargestellt werden. Zudem ergaben sich Ubereinstim-
mungen im Verlauf der Stressreaktion mit friheren Messungen der Cortisolkonzentration
im Fischblut bzw. -serum (z. B. Pickering et al. 1991). Nach den vorliegenden Ergebnis-
sen konnen auch unter Praxisbedingungen aussagekraftige Untersuchungen zur Belastung
durchgefuhrt werden, die die Auswirkungen von Managementmalinahmen ohne versuchs-
bedingte Handhabung der Fische ermdglichen. Zudem konnen auch sehr kleine, juvenile
Tiere in verschiedenen Haltungsbedingungen untersucht werden.

Im Ergebnis des Versuchs kann festgestellt werden, dass mit der Messung des wichtigsten
Stressindikators Cortisol im Wasser eine praxisfahige Methode zur Beurteilung der Belas-
tung von Fischen zur Verfligung steht. Es ist damit moglich einen Beitrag zur Beurteilung
des Tierwohls in verschiedenen Haltungsformen in der Aquakultur zu leisten.
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Zusammenfassung

Die Beobachtungen bei der Aufzucht Afrikanischer Welse unter vergleichbaren Bedin-
gungen in einer Kreislaufanlage zeigten, dass bei gleicher genetischer Herkunft, Ftterung
und Schlachtalter erhebliche Unterschiede zwischen verschiedenen Mastdurchgangen be-
stehen konnen. Akuter Stress durch L&rm fihrte in diesem Fallbeispiel zu einer deutlichen
Verénderung des Fischverhaltens. Dariiber hinaus kam es zu einer stark verfrihten Ge-
schlechtsreife mit negativen Auswirkungen auf die &uf3ere Produktqualitat. Aus den Ver-
suchsergebnissen wird abgeleitet, dass neben den lblichen Aquakultur-Haltungsfaktoren
auch andere, exogenen Faktoren das Tierwohl, das Verhalten und die Qualitéat der aufge-
zogenen Fische maligeblich beeinflussen kénnen.

“Premature ripening* in fish —
Stress induced acceleration of gonad development

Summary

In different fattening periods of African catfish, grown in a recirculation system, a wide
range of yield parameters was observed. In a series of experiments, this was found even
under the same technical conditions and management practice. In a case, acute acoustic
stressors appearently induced a considerable shift in fish behavior, e. g. massive excite-
ment. In the longer term, the sexual maturation was found to be ahead of time in stressed
fish, leading to an impaired product quality. The results show, that besides well-known
factors (e. g. environmental conditions) fish welfare, behavior, and development might be
affected by further, exogenous environmental factors.

Einleitung

Bei der Erzeugung von Speisefischen ist eine verfriihte Gonadenentwicklung uner-
winscht, da die Geschlechtsorgane in der Regel nicht verwertet werden kénnen und zum
Schlachtrest gezahlt werden. Insbesondere bei intensiven Aufzuchtverfahren ist gelegent-
lich eine verfriihte Gonadenreifung festzustellen. Haufig sind bei den weiblichen Fischen
die Ovarien besonders weit entwickelt. Dazu wird ein Fallbeispiel dargestellt.
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Material und Methoden

In einem Forschungsprojekt wurden Afrikanische Welse (Clarias gariepinus) im halb-
technischen Mal3stab einer Versuchsanlage (Univ. Gottingen) und in verschiedenen Anla-
gen aufgezogen. Im Projekt wurden insgesamt 27 Parameter zur Wachstumsleistung, Kor-
perform, geweblicher Korperzusammensetzung und chemisch-physikalischer sowie senso-
rischer Fleischqualitat erfasst und Unterschiede zwischen den genetischen Gruppen, dem
Geschlecht und dem Schlachtalter der Fische festgestellt (Wedekind 1991). Auf der Basis
dieser Daten wurde eine Auswertung von zwei Mastdurchgéngen der gleichen Clarias-
Herkunft durchgefuhrt. Die Durchgénge wurden hinsichtlich Fltterung (Futterart und Fut-
terungs-intensitat), Mastdauer und Sortierung gleich behandelt.

Ergebnisse

In den beiden Mastdurchgéngen wurde nach der Abfischung ein starker Unterschied in der
geweblichen Kdérperzusammensetzung der Fische festgestellt. Bereits makroskopisch fiel
insbesondere bei den Rogenern eine weit vorangeschrittene Ausbildung der Ovarien auf
(Abb. 1). Auch die mannlichen Welse zeigten eine starke Auspragung der Hoden.

Abb. 1:
Clarias-Rogener mit weit entwi-
ckelten Ovarien

Die erhaltenen Schlachtdaten bestétigen, dass bei den Welsen aus Durchgang 1 die Aus-
bildung der Geschlechtsorgane wesentlich weiter vorangeschritten war, als bei den gleich
alten Fischen aus Durchgang 2. Dieser Effekt war insbesondere bei den weiblichen Wel-
sen signifikant (Tab. 1). Die Ovarien und Eier der Rogener in Durchgang 1 waren so weit
herangereift, dass die Fische direkt aus der Mastanlage zur Zucht verwendet werden konn-
ten.

Tab. 1: Korperzusammensetzung weiblicher Clarias gariepinus aus zwei Mast-
durchgéangen (950-1100 g Stlickmasse)

Innereien (%) 19,3 11,8
Gonaden (%) 16,2 6,3

Bauchfett (%) 0,3 2,4
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Diskussion

Da beide Mastdurchgénge in der gleichen Praxisanlage bei vergleichbarem Management
aufgezogen wurden, liegt der Schluss nahe, dass ein Umwelteffekt fur die Ergebnisse ver-
antwortlich ist. Es wirkte ein starker duBerer Stressfaktor auf die Fische des Durchgangs 1
ein:

Es erfolgten nahezu téglich (werktags) Tieffllige durch Disenjets der Bundeswehr. Durch-
schnittlich dreimal am Tag wurde die Anlage durch massiven Fluglarm beeintrachtigt.
Diese Schallbelastung flihrte regelméRig zu einer massiven Panikreaktion in den hochbe-
setzten Fischbecken (bis 300 kg/m®), was gelegentlich auch ein Erbrechen des Futters zur
Folge hatte. Im Durchgang 1 ergab sich dadurch und durch die starke Unruhe im Bestand
eine schlechte Wachstumsleistung sowie eine ungunstige Futterverwertung.

Bei Durchgang 2 bestand keine Tiefflug-Situation. Diese Fische entwickelten sich normal,
d. h. es wurde eine wesentlich bessere Futteraufnahme und —verwertung als bei Durch-
gang 1 verzeichnet, die Ausschlachtung war héher und die Gonadenentwicklung war ge-
ring.
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Zusammenfassung

Es wird ein selbstreinigender Inertgas-Denitrifiaktionsreaktor vorgestellt, der seit zwei
Jahren in einem groBtechnischen MaRstab in einer Zander-Kreislaufanlage (100 m®) getes-
tet wird. Der Reaktor lauft wartungsarm und reagiert trage auf veranderte Bedingungen.
Damit konnte der tagliche Frischwasserbedarf um 75 % und die Nitratfracht des Anla-
genwassers auf < 100 mg/l gesenkt werden. Im Mittel wurden 87 % des Nitrats eliminiert.
Daneben verbesserten sich die Futteraufnahme, die Wachstumsleistung und die Kondition
der Zander.

Practical application of a denitrification reactor
In a recirculation system

Summary

A self-cleaning Denitrification system was tested in a recirculation system for pikeperch
grow-out (100 m®). The reactor runs with low-maintenance and shows only small reac-
tions on temporary environmental changes. Daily freshwater demand was reduced to 25 %
and NOj™ - concentration decreased < 100 mg/l. In average 87 % of NO3z™ was eliminated.
Additionally feed uptake, growth and condition of pikeperch were improved.

Einleitung

In Deutschland ist die etablierte Fischproduktion in Teichen und Durchflussanlagen auf
bereits bestehende Standorte beschrénkt, in der Regel kdnnen bisher ungenutzte Wasser-
quellen nicht mehr herangezogen werden. Aus diesem Grund gibt es seit Jahren Bestre-
bungen, hochpreisige Fischarten standortunabhéngig in Kreislaufanlagen zu erzeugen.
Dabei stellen die zunehmende Intensivierung der Fischzucht und die gleichzeitige Redu-
zierung ihrer Emissionen eine grof’e Herausforderung dar. Durch die Entwicklung von
leistungsstarken Biofiltern fiir die Nitrifikation konnten bereits erhebliche Wassermengen
eingespart werden, dennoch miissen heutzutage in geschlossenen Kreislaufanlagen taglich
5— 15 % des rezirkulierenden Wassers durch Frischwasser ausgetauscht werden, um das
gel6ste Nitrat unter einem toxischen Gehalt zu halten. Dies flhrt einerseits zu einem ho-
hen Wasserbedarf und Entsorgungskosten, andererseits zu gesteigerten Energiekosten flr
die Aufbereitung des Frischwassers. Sinnvoll erscheint daher eine weitere biologische
Filtration zur Reduzierung der Nitratfracht. Unter anaeroben Bedingungen wird Nitrat von
Bakterien zu elementarem Stickstoff (N;) reduziert, der dann gasférmig aus dem Wasser
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entweicht. Denitrifizierende Bakterien sind sessil und Gberwiegend fakultativ anaerob. Ihr
Temperaturoptimum liegt zwischen 20 und 35 °C, der optimale pH Wert zwischen 7 und
8. Der bei der Nitratreduktion freiwerdende Sauerstoff dient der Oxidation einer Kohlen-
stoffquelle (Nitratatmung). Als Kohlenstoffquellen kommen anorganische (autotrophe
Denitrifikation) oder organische Kohlenstoffquellen (heterotrophe Denitrifikation) zum
Einsatz. Die heterotrophen Bakterien bendtigen eine organische Kohlenstoffquelle zur
oxidativen Energiegewinnung. Zundchst wird unter Energieaufwand die organische Koh-
lenstoffquelle gespalten und die entstehenden energiereichen Produkte (Elektronen, Was-
serstoff) werden dann mit dem Sauerstoff des Nitrats oxidiert. 3 NOs + 4 H* +5C > 2
N, +2 H,O +5 CO, Das Kreislaufwasser weist meist nur eine schwache organische Be-
lastung auf, was die Zudosierung einer Kohlenstoffquelle erfordert. Als Kohlenstoffquelle
kommen alle leicht abbaubaren organischen Flissigkeiten in Betracht, die moglichst kei-
nen Stickstoff enthalten. Bewahrt hat sich die Beigabe von Methanol, das mit dem Nitrat
von den Bakterien zu elementarem Stickstoff, Wasser und Kohlendioxid umgewandelt
wird. 6 NO3g" + 5 CH30H > 3 N, + 5 C0, + 7 H,0 + 6 OH". Fur den optimalen Betrieb der
Denitrifikationsstufe geben Kone und Behrens (1981) ein optimales C/N/P Verhéltnis von
1,5/1/0,2 an.

Verfahren auf Basis von denitrifizierenden Belebtschl&ammen werden seit den 1970er Jah-
ren fur den Einsatz in KLA getestet (Meske 1976; Otte und Rosenthal 1979). Diese Ver-
fahren bedurfen konstruktiv vergleichsweise aufwendiger Mechanismen zur Schlammab-
trennung und Ruckfiuhrung. lhre Anwendung in Kreislaufanlagen wird hierdurch er-
schwert. Auch am Einsatz von Denitrifikationsreaktoren fur intensive Aquakultursysteme
auf Basis von getauchten Festbettfiltern wird bereits seit den 1970er Jahren gearbeitet
(Balderston und Sieburth 1976). Zur Vermeidung von Verschlammung und von Zonen mit
stark reduktiven Verhaltnissen (H,S-Bildung) erfordert die geringe hydraulische Belas-
tung der Festbettsysteme aber intensive Rickspulungen, die wiederum eine Umkehrung zu
aeroben Bedingungen nach sich ziehen und den anoxischen Denitrifikationsprozess zeit-
weise unterbrechen.

Methode

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde unter der wissenschaftlichen Anleitung des In-
stituts fur Binnenfischerei e. V. Potsdam-Sacrow (IfB) ein Selbstreinigender Inertgas De-
nitrifikations-Reaktor (SID) von der Firma Kunststoff-Spranger GmbH (Plauen) entwi-
ckelt (Muller-Belecke et al. 2013). Dieser ist gasdicht verschlossen und arbeitet nach dem
Prinzip eines Bewegtbettfilters. Fir die erforderliche Durchmischung der Fullkoérper wird
der von den Bakterien reduzierte elementare Stickstoff aufgefangen und mit einem Gebl&-
se zurtickgefiihrt. Die Durchmischung kann permanent oder in Intervallen erfolgen. Als
leicht abbaubare Kohlenstoffquelle wird den Bakterien Methanol zu Verfugung gestellt,
das Uber eine Dosiereinrichtung in den Reaktor gegeben wird. Das System wird mittels
Messung des Redoxpotentials gesteuert. Ein positives Redoxpotential weist auf oxidieren-
de Bedingungen hin, ein negatives dagegen auf reduzierende Bedingungen. Das ablaufen-
de Wasser flielit Uber den Trommelsiebfilter und den Bewegtbettfilter wieder in den
Kreislauf zurlick. Die Erprobung eines grofdtechnischen Malistabs erfolgt seit zwei Jahren
in einem Kreislauf der Warmwasser-Pilotanlage des Instituts fiir Fischerei (Rostock). In
ihm erfolgt die Aufzucht von Zandern von 0,3 bis 1,5 kg bei praxisublichen Besatzdichten
bis zu max. 85 kg/m® (Schmidt und Kiihn 2013). Der Kreislauf besteht aus 10 Rundbecken
(4 5 m®) und verfugt Uber ein Gesamtvolumen von 95 m®. Der SID-Reaktor verfigt tber
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ein Volumen von 5 m® und ist zu 1,2 m® mit Filllkorpern angefiillt (PE, 800 m%m®, Dichte
> 1). Der Reaktor wird aus dem Zulaufwasser der Becken gespeist. Die Durchflussmenge
kann stufenlos geregelt werden. Das Wasser durchflie3t zuerst ein Mischrohr, in das auch
das Methanol dosiert wird. Damit ist eine gute Durchmischung des Wasserkdrpers ge-
waéhrleistet. Anschliefend durchstromt es vom Boden kommend die Fillkorper, bevor es
nach einer theoretischen Verweildauer von flinr bis acht Stunden den Reaktor verlésst. Die
Bestimmung der Konzentrationen von Ammonium, Nitrit und Nitrat erfolgt im zweitagi-
gen Rhythmus. Wassertemperatur und pH-Wert des Kreislaufs werden téglich protoko-
liert, genau wie die Methanol- und Durchflussmenge und das Redoxpotential des SID-
Reaktors.

Abb. 1: Kreislauf, Denitrifikationsreaktor und Fullkérperschittung

Ergebnisse
Inbetriebnahme

Zu Beginn wurde eine theoretische Verweildauer von 5 h eingestellt, jedoch konnte Uber
Wochen keine Abbauleistung festgestellt werden. Auch sank der Sauerstoffgehalt nur un-
wesentlich ab. Besser geeignet erwies sich eine lange Verweildauer (> 12 h) bei geringer
Zugabe von Methanol wahrend der Einlaufphase (0,1 I/h). Als nach 14 Tagen das Re-
doxpotential auf <0 mV und der Sauerstoffgehalt auf < 0,1 mg/l absanken, wurde die
Verweildauer innerhalb von 14 Tagen auf 6 — 8 h reduziert, bis sich das Redoxpotential
bei ca. -120 mV und die Nitrat-Abbaurate > 70 % stabilisierten. Zur Risikominimierung
wurde das ablaufende Wasser erst nach Erreichen dieser Parameter in den Kreislauf zu-
rickgefihrt.

Zirkulation des Fullkorperbettes

Die Zirkulation des Fiillkorperbettes mit Inertgas verhindert ein ,,Zuwachsen® des Reak-
tors und garantiert eine gleichmé&Rige Versorgung der denitrifizierenden Bakterien mit
Né&hrstoffen. Umfangreiche Reinigungsarbeiten kénnen so vermieden werden. Die Zirku-
lation fuhrt aber zum Austrag von Biomasse. Daher ist eine Einleitung des ablaufenden
Wassers in eine mechanische Reinigung erforderlich. Die Zirkulation erfolgt im zehn-
mindtigen Intervall fur drei Minuten. Im Vergleich zur permanenten Beliiftung erwies sich
die Intervall-Bellftung bei gleicher Abbauleistung als material- und kostenschonend.

Abbauleistung

Der Einsatz des SID-Reaktors fiihrt zu einer konstanten Reduzierung der Nitratfracht im
Anlagenwasser. Bei einer reduzierten Abbauleistung wird die Verweildauer verlangert,
auf die das denitrifizierende Filterbett innerhalb von 24 h mit einer Aktivitatssteigerung
reagiert. AnschlieBend wird die Durchflussmenge wieder tber mehrere Tage bis zum
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Ausgangswert erhoht. Insgesamt reagiert der Reaktor relativ trdge auf Veranderungen.
Kurzzeitige Ausfille der Methanolzufuhr, das Eindringen von Sauerstoff oder auch Ande-
rungen der Futtermengen konnen vom Reaktor ohne wesentlichen Leistungsabfall kom-
pensiert werden. Bei einer mittleren Verweildauer von 7,6 h wurde im Jahr 2013 eine
durchschnittliche Nitrat-Abbaurate von 87 % erreicht.
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Abb. 2:  Anteil des gel6sten Nitrats im Zulauf- und Ablaufwasser des SID-Reaktors im
Jahr 2013

Aufgrund der hohen Leistung des flr die Nitrifikation verantwortlichen Bewegtbettfilters
werden die N-Stoffwechselendprodukte der Fische nahezu vollstdndig zu Nitrat abgebaut,
nur geringe Mengen an Ammonium und Nitrit sind im Kreislaufwasser nachweisbar
(Tab. 1). Im SID-Reaktor sinkt die Menge an geléstem Ammonium und Nitrat ab, dage-
gen steigt der Nitritgehalt an. Wahrend der Ammoniumgehalt im SID-Reaktor im Betrieb
sehr konstant bleibt, variieren die Mengen an Nitrit und Nitrat starker bei Verdnderung der
Futtermenge oder der Verweildauer des Wassers.

Tab. 1: mittlere Gehalte der N-Verbindungen im Kreislauf und am Auslauf des SID-
Reaktors (2013)

N-Verbindungen Kreislauf Reaktor

NH4" 0,3+0,15 0,1+0,10

NO, 0,1+0,10 0,5+0,88

NO; 97,9+47,29 13,2 + 26,65
Wasserbedarf

Vor der Inbetriebnahme des Denitrifikationsreaktors betrug der tagliche Frischwasserbe-
darf des Kreislaufs 15 % des Anlagenvolumens (14,5 m®d). 75 % davon wurden aus den
Becken abgeleitet, 25 % ging als Spulwasser im Trommelsiebfilter verloren. Damit wurde
die Nitratkonzentration im Kreislaufwasser <400 mg/l gehalten. Mit Inbetriebnahme des
Denitrifikationsreaktors konnte der tagliche Wasserverbrauch um 75 % auf 3,5 m*/d ge-
senkt werden (100 % Spulwasser). Der Nitratgehalt im Kreislaufwasser reduzierte sich auf
<100 mg/l.
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Fischqualitat

Die Reduzierung der Nitratfracht fuhrt zu einer erhohten Futteraufnahme und einer ver-
besserten Wachstumsleistung und Kondition. Insgesamt erscheinen die Fische robuster
gegeniiber Stérungen und Sortierarbeiten. Allerdings erfordert die erhdhte Keimbelastung
des Wassers Uber den SID-Reaktor-Auslauf ein konsequentes Hygienemanagement mit
regelmaRiger Hygienisierung des Kreislaufwassers. Des Weiteren ist darauf zu achten,
dass kein Methanol aus dem Filtersystem in die Aufzuchtbecken gelangt, da es hier zu
Kiemenirritationen kommen kann. Gleiches gilt fir die Biomasse aus dem SID-Reaktor.
Ein Nebeneffekt des SID-Reaktors ist eventuell die Verbesserung der geschmacklichen
Eigenschaften der Filets. Erste sensorische Priifungen weisen auf einen Zusammenhang
zwischen dem Einsatz des Denitrifikationsreaktors und der Vermeidung von off-flavor
hin. Eine Aushalterung der Speisezander ist damit ggf. nicht mehr notwendig.

Schlussfolgerungen

System lduft seit zwei Jahren wartungsarm und konstant. Es reagiert trage auf verénderte
Bedingungen und bedarf somit keiner aufwandigen Regeltechnik. Die permanente Mes-
sung des Redoxpotentials erleichtert die Steuerung des Reaktors, ist aber nicht zwingend
erforderlich, sofern der Betrieb Uber die regelméliige Messung des Sauerstoff- und Nitrat-
gehalts begleitet wird. Eine Nitratabbaurate von nahe 100 % kann erreicht werden, jedoch
birgt die damit einhergehende weitere Absenkung des Redoxpotenzials die Gefahr der
Entstehung von fischtoxischem Schwefelwasserstoff. Flr den sicheren Betrieb empfiehlt
sich daher eine Restkonzentration an Nitrat im Reaktorablauf zu belassen und ein minima-
les Redoxpotential von 300 - 400 mV nicht zu unterschreiten. Hierdurch l&sst sich die Bil-
dung von Schwefelwasserstoff verhindern (Van der Hoeck et al. 1988; Lee et al. 2000).
Durch die Zirkulation des Filterbetts wird ein GbermaRiger Bewuchs der Fullkérper ver-
hindert, sodass umfangreiche Wartungsarbeiten im Reaktor ausbleiben. Allerdings ist auf
eine regelmalige Reinigung der Rohrleitungen zu achten. Neben dem betrachtlichen Ein-
sparpotential beim Wasserverbrauch ergibt sich eine Kostenersparnis durch einen verrin-
gerten Energiebedarf flr die Erwarmung von Frischwasser. Weitere Kosten kénnen durch
Einsparungen bei der Wasserkonditionierung reduziert werden. Die sonst tbliche Puffe-
rung des Wassers mit Natriumhydrogencarbonat (Bicarbonat) ist nahezu tberflissig, da
beim Denitrifikationsprozess basisch wirkende Hydroxidionen (OH-) frei werden, die die
aus der Nitrifikation freigesetzten Protonen (H+) neutralisieren und so einem Absinken
des pH-Wertes entgegenwirken.
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Zusammenfassung

Bei der vorliegenden Untersuchung wurden Ostseeschnépel in Erdteichen und einer Kreis-
laufanlage bis zur SpeisefischgrofRe aufgezogen. Dies erwies sich insbesondere unter den
Intensiv-Bedingungen als problematisch. Im Anschluss wurde die Zusammensetzung des
Schlachtkdrpers, die chemische Zusammensetzung der Filets Uberpruft und eine sensori-
sche Beurteilung vorgenommen. Die Untersuchung ergab einen deutlichen Geschlechts-
dimorphismus hinsichtlich GroRe und Schlachtkdrperausbeute. Die Fische beider Auf-
zuchtgruppen waren von hoher ernahrungsphysiologischer Qualitét.

Quiality of baltic whitefish raised in two different aquaculture systems
Summary

Juvenile Baltic Whitefish were raised in two different aquaculture systems to a marketable
size (> 300 g). Experiments revealed, that grow-out under intensive conditions was more
complicated compared to earthern ponds. This result related to insufficient rearing condi-
tions and pathogens. Growth and slaughter yield depended on sex, and a high nutritive
quality for human consumption was observed in both groups

Einleitung

Der Ostseeschndpel (Coregonus maraena) hat eine Verbreitung tber das Ostseeeinzugs-
gebiet hinaus bis in die suddstliche Nordsee und kommt auch als stationare Form in ver-
schiedenen Seen vor. Er verschwand in Mecklenburg-Vorpommern zum Ende des Jahr-
hunderts fast ganzlich aus dem Blickfeld der Fischerei. Grund waren die rapide gesunke-
nen Fange, die Anfang der 1990er Jahre kaum noch funf Tonnen betrugen. In den folgen-
den Jahren kam es durch Stltzprogramme zu einer signifikanten Steigerung der lokalen
Besténde in den Kustenregionen. Dadurch wuchsen auch wieder der Bekanntheitsgrad und
die Nachfrage. Da der zunehmende Bedarf durch das nach wie vor recht begrenzte natrli-
che Aufkommen allein nicht gesichert werden kann und eine ganzjahrige Versorgung mit
frischen Schnépeln aus Wildbestanden nicht mdglich ist, gibt es seit einigen Jahren ein
komplexes Programm in Mecklenburg-Vorpommern, diese Art in der Aquakultur zu etab-
lieren (Jansen et al. 2008). Die Arbeiten werden durch das Institut flr Fischerei unter Ein-
beziehung von geeigneten Praxispartnern in einer kombinierten Teich- und Rinnenanlage,
in einer Silo - Durchflussanlage und in einem Kaltwasserkreislauf durchgefihrt (Jansen et
al. 2008, Jennerich & Schulz 2013, Arndt et al. 2013). Fir die erfolgreiche Etablierung des
Ostseeschndpels auf dem regionalen Speisefischmarkt sind neben einer artgerechten Auf-
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zucht insbesondere die Produkteigenschaften und der Genusswert von zentraler Bedeu-
tung. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Methoden fiir die Aufzucht von Ostsee-
schnépeln getestet und die Qualitat der Produkte gepruft.

Methode

Einjahrige Satzfische, die zuvor unter kontrollierten Bedingungen in Teichen bis zu einem
mittleren Stlickgewicht von 40 g aufgezogen worden waren, wurden in quellwasserge-
speisten Erdteichen sowie in einer Kaltwasserkreislaufanlage (KLA) aufgezogen. Die Erd-
teiche verfiigten iiber ein Wasservolumen von 600 - 1.200 m® und konnten ber Jet - Sys-
teme zusatzlich konstant mit Sauerstoff versorgt werden. Die Fische wurden mit Trocken-
futter mit einer Kérnung von 2,5 bis 6 mm gefiittert (Rohprotein 47 %, Rohfett 14 %). Die
Kaltwasserkreislaufanlage wurde in einem landwirtschaftlichen Gebdude errichtet und
verfugt tiber FlieRkanale mit einem Produktionsvolumen von 350 m®. Die Anlage umfasst
eine zentrale Wasseraufbereitung mit einem Trommelsiebfilter und einen Bewegtbettfilter.
Die Ftterung erfolgt mittels zentraler Automatik, mit der das Futter auf einer Lange von
zehn Metern verteilt wird. Wahrend der Aufzucht der Schnépel wurde eine Wassertempe-
ratur zwischen 11 und 13 °C ermittelt, die mittlere Konzentrationen an Nitrat betrugen
50 mg/l, Nitrit 1,6 mg/l und Ammonium 0,5 mg/l. Die anfangliche Besatzdichte betrug
15,2 kg/m®. Im weiteren Verlauf wurden maximale Besatzdichten von 41 kg/m?® erreicht.
Nach einer Eingewdhnungszeit von zwei Tagen wurde mit der Futterung eines Forellen-
futtermittels (2 mm; Rohprotein: 42 %, Rohfett: 30 %) begonnen. Die Futterungsintensitat
wurde innerhalb von einem Monat auf 1,6 %/d gesteigert, musste dann aber wahrend der
weiteren Aufzucht auf < 1 %/d reduziert werden. Uber die gesamte Aufzuchtdauer von ei-
nem Jahr ergab sich eine Fltterungsintensitat von 0,86 %/d. Die Abfischung der Schnépel
erfolgte bei einer mittleren Stlickmasse von 228 g. Fir die Untersuchungen zur Produkt-
qualitdt wurde daher auf Vorwiichser zuriickgegriffen. Mit Erreichen einer Speisefisch-
grofle von > 300 g wurden die Fische (ber sieben Tage in Frischwasser gehaltert. Dann
wurden die Fische betdubt, getdtet und die Schlachtkorperausbeute bestimmt. Dafur wur-
den zuerst Lange und Masse der Schndpel erfasst, bevor die Leibeshohle gedffnet, das Ge-
schlecht bestimmt und die Massen von Innereien und Gonaden ermittelt wurden. Die
Kiemen wurden mittels Rundschnitt entfernt und ebenfalls gewogen. Anschlieend wurde
die Schlachtkdrperzusammensetzung bestimmt und die Filets (ohne Haut) hinsichtlich ih-
rer Nahrstoffzusammensetzung und sensorischen Eigenschaften untersucht.

Ergebnis

Bei beiden Verfahren erreichten die Tiere am Ende des zweiten Produktionsjahrs die Spei-
sefischgroRe von ca. 300 g, wobei bei beiden Aufzuchtmethoden ein heterogenes Wachs-
tum festgestellt wurde. Unabhéngig vom Aufzuchtverfahren reagierten die Ostseeschnépel
sensibel auf Stérungen und notwendiges Handling. Wéhrend sich die Teichaufzucht Giber
weite Strecken als unproblematisch erwies, gestaltete sich die Aufzucht in der KLA un-
gleich schwieriger: Zu Boden gesunkenes Futter wurde kaum aufgenommen. Wahrend der
spateren Aufzucht verringerte sich die Futteraufnahme stark, und das Wachstum der
Schnépel lieR deutlich nach. Letztendlich erwiesen sich die Fische als nicht ausreichend
robust gegenliber den Aufzuchtbedingungen. Durch mechanische Verletzungen kam es zu
Verlusten. Daneben kam es zu weiteren Ausfallen durch erregerbedingte Krankheiten (Pa-
rasiten, Bakterien).
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Tab. 1: Mittlere Leistungsparameter und Schlachtkérperzusammensetzung der beiden
Gruppen.

Kreislaufanlage Teichwirtschaft

n=30 n =50
Stiickmasse (g) 339,2 + 87,532 365,8 + 71,52°
Totallange (cm) 34,9 +2,39° 341+165°
Korpulenzfaktor 0,8+0,12° 0,9+0,10°
Kiemen (g) 43+150° 6,3+ 2,082
Innereien () 23,6 +11,74° 22,8+6,73°
Gonaden (g) 19,9 +33,68° 23,9+20,34°
Schlachtkdrper (g) 291,5+79,07° 312,8 + 55,34 °
Kiemen (%) 1,4+0,37° 1,7 +0,47°
Innereien (%) 6,8+2,02° 6,4+1,46°
1GSI (%) 5,7 +9,47° 6,2+4,45°
Schlachtkarper (%) 86,0+7,95° 85,7+3,95°
Geschlechterverhaltnis 171783 58142
312 (%)

'Gonadosomatischer Index
Unterschiedliche Buchstaben in einer Reihe bedeuten einen signifikanten Unterschied
(p<0.05)

Die Fische der Teichaufzucht verfugten ber ein signifikant hoheres Stiickgewicht, aber
um eine etwas geringere mittlere Totallange (Tab. 1). Dies bedingt die deutlich hohere
Korpulenz der teichgezogenen Schnépel. Der Schlachtkdrperanteil war bei beiden Grup-
pen mit fast 86 % nahezu identisch, auch beim Anteil der Innereien am Gesamtgewicht
konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Unterschiede ergaben sich
beim Anteil der Gonaden am Gesamtgewicht (GSI). Bei allen Fischen war eine Zuord-
nung der Geschlechter mdglich. Wahrend aber die Kreislaufanlagen - Fische nur in Ein-
zelfallen Gonaden ausgebildet hatten, war die Entwicklung bei den Teichfischen wesent-
lich weiter vorangeschritten. Die Gegentlberstellung der Geschlechter weist auf erhebliche
Unterschiede hin (Tab. 2). Rogener waren in beiden Aufzuchtformen deutlich besser ge-
wachsen und korpulenter als die Milchner. Wahrend die Anteile der Kiemen und der Inne-
reien am Gesamtgewicht bei beiden Gruppen und Geschlechtern nahezu konstant war,
wirkte sich die Gonadenentwicklung stark auf die Schlachtkérperausbeute aus. Durch die
nur geringe Gonadenmasse der Milchner aus der Kreislaufaufzucht ergab sich die hochste
Schlachtkdrperausbeute mit tiber 91 % (GSI 0,3 %). Auch die Milchner aus der Teichwirt-
schaft wiesen mit 88,5 % eine deutlich hdhere Schlachtkdrperausbeute als die Rogener mit
82,2 % auf.
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Tab. 2: Leistungsparameter und Schlachtkdrperzusammensetzung der beiden Gruppen,
getrennt nach Geschlechtern.

Kreislaufanlage Teichwirtschaft

Geschlecht 3 (n=5) Q (n=25) 3 (n=29) Q (n=21)
Stickmasse (g) | 3050 + 56,03 | 347,0 + 91,77 | 3454 + 54,82 | 394,0 + 83,02
Totallange (cm) | 34,7+151% [349+256% |338+1,38% |345+1,93°
Korpulenzfaktor | 0,7+0,07% |0,8+0,12° |0,9+0,08° 1,0+0,11¢
Kiemen (%) 15+033% |15+039% |18+054° |16+031°
Innereien (%) 6,7+1,23° 6,8+2,16° 6,2+1,53° 6,4+1,84°
1GSI (%) 0,3+0,052 6,8 +10,06° |3,6+0,88° 9,8+4,84°
(Scr)mlachtk('jrper 915+146° [849+828° [885+1687 |822+361°
%

'Gonadosomatischer Index
Unterschiedliche Buchstaben in einer Reihe bedeuten einen signifikanten Unterschied
(p <0.05)

Fir die Ermittlung der chemischen Zusammensetzung des essbaren Anteils (Filet) wurden
am MRI etablierte Verfahren zur Bestimmung der Grundzusammensetzung (Wasser-,
Fett- Protein- und Aschegehalt) und des Fettsaurespektrums eingesetzt (Karl et al. 2013).
Eine Ubersicht der Nahrstoffzusammensetzung der Filets (ohne Haut) gibt Tabelle 3. Wie
zu erwarten, waren Rohprotein- und Aschegehalt bei beiden Gruppen nahezu identisch. Im
Filet der Schnépel aus der Kreislaufanlage wurde ein mittlerer Anteil von 5,5 % Rohfett
bestimmt. Bei den Fischen aus der Teichwirtschaft waren die Gehalte im Mittel um 1 %
hoher. Auffallend war die grofRe Bandbreite zwischen den niedrigsten und hochsten Wer-
ten, die unabhangig von der Aufzucht sehr dhnlich ist.

Tab. 3: Grundzusammensetzung (Filet ohne Haut) der beiden Aufzuchtgruppen.

Kreislaufanlage Teichwirtschaft

n=10

n=10

Wasser (%)

74,2 £2,1 (69,9 - 77,6)

72,9+ 1,1 (71,6 - 74,3)

Rohprotein (%)

19,9 + 0,6 (19,0 - 20,7)

20,4 +0,5 (19,8 - 21,2)

Asche (%) 1,2+0,1(1,0-1,3) 1,3+0,1(1,2-1,4)

Rohfett (%) 55+2,0 (3,4 - 10,3) 6,5+ 1,6 (4,3 - 8,3)

Ein wichtiges Qualitatskriterium ist der Anteil der essentiellen Fettsduren im Fischfilet.
Als einzige wesentliche Quelle fiir die mehrfach ungeséttigten n - 3 Fettsauren, Eicosapen-
taensdure (EPA) und Docosahexaensdure (DHA), kommt Fisch eine herausragende Be-
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deutung bei der menschlichen Ernahrung zu. Obwohl vornehmlich Meeresfische diese
Fettsauren in hohen Gehalten aufweisen, kénnen auch StlRwasserfische beachtliche Men-
gen enthalten. Wahrend die gesattigten Fettsauren nur knapp tber 20 % des Gesamtfettge-
halts ausmachten, verfligten beide Gruppen Uber hohe Gehalte an n - 3 Fettsduren. Mit
uber 25 % galt dies besonders flr die im Kreislauf aufgezogenen Fische. Dagegen wurde
in den teichgezogenen Schnépeln ein héherer Anteil an n - 6 Fettsauren, hauptséchlich Li-
nolsdure, ermittelt. Die hohe Qualitét des Fettes im Filet beider Gruppen zeigt, dass fir die
Aufzucht hochwertige Futtermittel verwendet wurden, die Uber einen hohen Anteil an es-
sentiellen Fettsauren verfiigten. Mit Gehalten zwischen 0,7 und 1,99 > EPA + DHA in
100 g Filet sind die untersuchten Schndpel eine wertvolle Quelle fur diese fischspezifi-
schen Fettsauren. Die Werte sind vergleichbar mit denen von Regenbogenforellen, die
zwischen 0,5 und 1,5 g/100 g liegen. Die von der Deutschen Gesellschaft fir Erndhrung
(DGE) empfohlene praventive Zufuhrmenge betragt > 0,3 g pro Tag. Damit reicht ein
Speiseschnépel aus, um den wochentlichen Bedarf an n - 3 Fettséduren zu decken.

Tab. 4: Ubersicht ber die Fettsaurezusammensetzung der Filets beider Gruppen (in %,
bestimmt als Fettsduremethylester, n = 10).

Kreislaufanlage Teichwirtschaft

Linolsdure (18:2n6c) 7,4+0,54 10,8 + 0,55
Arachidonséure (20:4n6) 0,8 £ 0,09 08+111
a-Linolenséure (18:3n3) 2,2+0,13 6,9+0,73
EPA (20:5n3) 6,0 + 0,48 3,4+0,20
DHA (22:6n3) 13,5+ 1,22 74+1,26
> n-3 Fettsauren 25,2 19,6

> n-6 Fettsauren 8,3 12,8

> gesittigte Fettsduren 22,0+ 0,44 22,4 +0,90
> MUFA* 40,2 + 0,97 414+121
> PUFA? 33,5+1,38 32,4+ 1,62

leinfach ungesattigte FS, 2mehrfach ungeséttigte FS

Die Fische beider Gruppen verfugten tber einen reinen und angenehmen Geruch und Ge-
schmack. Die Textur der Filets wurde bei beiden Gruppen dhnlich wahrgenommen und
von noch saftig bis trocken in verschiedenen Auspragungen beschrieben. Die personliche
Einschatzung durch die Priifer ergab flr die Schnépel aus der Teichanlage eine sehr gute
Bewertung (mehrheitlich mit 1 = sehr gut), wéhrend die Filets der Fische aus der Kreis-
laufanlage gut bewertet wurden (zwischen 1 und 3 = befriedigend).

Schlussfolgerung

Mittlerweile stehen fiir alle Phasen der Schnépelaufzucht angepasste Verfahren zur Verfi-
gung. Damit besteht fur geeignete Fischereibetriebe die Chance, ihre Produktpalette um
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eine regionale, hochpreisige Fischart zu erweitern. Im Vergleich zur Teichaufzucht gestal-
tete sich die Aufzucht in der Kreislaufanlage wesentlich problematischer. Ohne die Ver-
sorgung mit vitalen und parasitenfreien Satzfischen aus kontrollierter Aufzucht ist eine
Produktion unter Intensivbedingungen nicht erfolgversprechend. Abgesehen davon rea-
gierten die Ostseeschnédpel weitaus weniger robust auf die Haltungsbedingungen in der
Kreislaufanlage als andere Salmoniden. Auch lag die Wassertemperatur mit ca. 12 °C un-
terhalb des Optimalbereiches von 15— 18 °C fur die Aufzucht von Coregonen (Siika-
vuopio et al. 2012a). Unabh&ngig vom Aufzuchtsystem ergaben sich gravierende Proble-
me bei der Sortierung, Abfischung und Halterung. Im Gegensatz zu anderen Untersuchun-
gen (Siikavuopio et al. 2012b), bei denen keine geschlechtsspezifischen Unterschiede
festgestellt werden konnten, verfligten die weiblichen Schndpel in beiden Gruppen tber
ein deutlich besseres Wachstum, jedoch war die Gonadenentwicklung weit fortgeschritten.
Fur eine optimale Produktion sollte daher zukiinftig neben der Wachstumsleistung und der
Fitness auch die Spatreife der Fische als wichtiges Zuchtziel gelten. Eine andere Mdglich-
keit stellt die Aufzucht unter kiinstlichen Dauerlicht dar (Siikavuopio et al. 2012b).

Die Analyse der Filets und die Bewertungen bei der sensorischen Prufung zeigen, dass die
erzeugten Schndpel in beiden Aquakultursystemen von hoher erndhrungsphysiologischer
Qualitat und gutem Geschmack waren. Bei beiden Aufzuchtverfahren reichte eine sieben-
tagige Ausnlchterung aus, um eventuelle Geschmacksbeeintrachtigungen auszuschlieRen.
Bei den Prufern ergab sich eine geringfligige sensorische Bevorzugung der Textur der
teichgezogenen Fische. Grund dafiir dirfte der hohere Fettgehalt sein, der aber auch in-
nerhalb der Gruppen erheblich schwankte. Fur eine erfolgreiche Vermarktung ist deshalb
zukunftig ein gleichmaRiger Fettanteil anzustreben, da die sensorischen Eigenschaften
durch ihn maRgeblich mitbestimmt werden. Insgesamt zeigen die Untersuchungen, dass
der Ostseeschnédpel aus Adquakultur das Potential hat, zukunftig in Mecklenburg-
VVorpommern ein begehrter Speisefisch mit regionaler Herkunft zu werden.
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Zusammenfassung

Fische aus dem Gartenteich in einem perakuten Notfall werden in der tierérztlichen Zier-
fischpraxis daufBerst selten vorgestellt. Dennoch kommen diese Falle vor und der Besitzer
erwartet dann eine sofortige, fachgerechte Therapie seines Fisches, zu welchem er in aller
Regel eine enge emotionale Bindung entwickelt hat. In der Fahrpraxis wurde ein Koi
(Cyprinus carpio) aus einem privaten Gartenteich mit einer durch eine Erdkréte (Bufo
bufo) verlegten Maulhohle vorgestellt, welche er etwa zwei Stunden zuvor aufgenommen
hatte. Der Koi lag apathisch auf dem Boden des Teiches und zeigte atypische Kiemende-
ckelbewegungen. Zur Relaxierung seiner Muskulatur wurde fir das weitere VVorgehen eine
flache Narkose eingeleitet. Die wehrhafte Erdkrote, welche fast die komplette Maulhohle
ausfullte und sich mit den Vorderbeinen hinter den Kiemenbdgen beidseitig verhakt hatte,
konnte nur mit grofRer Mihe vorsichtig und digital nach etwa finf Minuten aus dem Maul
des Koi entfernt werden. Nach dem Eingriff erholte sich der Koi nur sehr langsam von den
Folgen seines Fremdkorpers, welche vor allem das Allgemeinbefinden und die Kieme be-
trafen. Drei Wochen spater fral das Tier immer noch verhalten. Die Kiemen zeigten sich
als leicht geschwollen und verschleimt. Ebenso wiesen sie an einigen Stellen (bereits ab-
geheilte) Defekte auf. Sechs Wochen nach der Entfernung des Anuren konnten keine ab-
weichenden Befunde im Algemeinbefinden und Verhalten mehr erhoben werden. Durch
Erdkroten verlegte Maulhohlen stellen fir den betroffenen Koi immer einen lebensbedroh-
lichen Zustand dar und bedirfen neben der sofortigen Therapie immer einer intensiven
Nachsorge.

A frog in the throat as an emergency - an oral obstruction in a koi carp
(Cyprinus carpio) by a common toad (Bufo bufo)

Summary

Ornamental fish in a peracute emergency are presented in veterinary practice, rarely. In
our veterinary practice a koi carp in a private garden pond was shown who had an almost
obstructed mouth by a common toad (Bufo bufo) fed about two hours before. While exam-
ination apathetic koi carp lay on the ground of the pond and showed atypical movements
of its opercula. For muscle relaxation koi was anaesthetized. It lasted some five minutes to
remove the toad under digital control because forelegs of the toad got caught by the bran-
chial arches. Koi carp recovered from its foreign body very slowly. Three weeks after re-
placement koi carp did not feed well. Swollen gills were covered with increased mucus
and showed some (healed) defects. Another three weeks later general condition and be-
haviour were without any findings. Koi with an obstructed mouth by a toad are always in a
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life-threatening situation and need immediate medical help as well as intensive post-
operative treatment.

Einleitung

Piscine Notfallpatienten aufgrund perakuter Genese werden in der tierdrztlichen Zierfisch-
praxis weitaus seltener vorgestellt als Hausséugetiere mit derartigen Indikationen in der
Kleintiersprechstunde. Dies liegt zum einen daran, dass die Tiere nicht in direktem Kon-
takt zum Besitzer leben und sich somit zu grofRen Teilen des Tages seiner Beobachtung
entziehen. Zum anderen konnen traumatisch bedingte Notfalle im Lebensraum Wasser
weitestgehend ausgeschlossen werden. Zudem ist Uber ursdchliche, innere und plétzlich
auftretende piscine Erkrankungen wenig bekannt. Auch denkbare Notfalle wie z. B. durch
fischfressende V6gel oder durch Herausspringen aus dem System oder z. B. infolge einer
plotzlichen Verschlechterung der Wasserqualitat werden eher selten in der tierérztlichen
Zierfischpraxis vorgestellt, weil die notwendige erste Hilfe durch den Besitzer meist schon
zu spat kommt.

Als vermeintliche Notfalle hingegen werden vom Besitzer Fische vorgestellt, die schon
uber einen langeren Zeitraum eine Erkrankung aufweisen, welche aber erst bei deutlich
sichtbarer Symptomatik in einem (zu) spaten Stadium vorgestellt werden. Insofern sind
die vorgestellten Notfalle fast ausnahmslos keine wirklichen Notfélle aufgrund von per-
akut einwirkendem Geschehen, sondern stellen in aller Regel nur das Endstadium in ei-
nem langeren Geschehen dar.

Fallbeschreibung

Das vorgestellte Tier wurde in einem Gartenteich von 30.000 Litern zusammen mit weite-
ren Artgenossen gehalten. Das Wasser wurde neben einem regelméfRigen Teilwasserwech-
sel Uber einen kommerziell erhéltlichen Filter mechanisch und biologisch aufgearbeitet.
Die Wasserwerte des Stickstoffkreislaufes, der pH-Wert sowie die Karbonatharte wurden
regelmassig Uberprift, die Tiere abwechslungsreich gefittert. Die Wassertemperatur be-
trug 14 °C.

Fiar die weitere Untersuchung wurde der Koi in einem separaten Bassin mit insgesamt
75 mg/ Liter Wasser Tricainmesilat (MS222, Fa. Pharmag, Norwegen) sediert. Anschlie-
Rend wurde der Koi vorsichtig aus dem Becken gehoben und fiir den Eingriff auf feuchte
Handtlcher gebracht. Aus dem Maul des Koi traten die Hinterbeine des Anuren hervor
(siene Abb. 1). Diese bewegten sich auf Druck leicht, sodass davon ausgegangen werden
muBte, dass das Anasthetikum den Anuren im Vergleich zum Koi nur oberflachlich beein-
flusst hatte. Der Anure lies sich aufgrund der hinter den Kiemenbdgen eingehakten Vor-
derbeine zunéchst nicht ohne weiteres retrograd entfernen. Die wehrhafte Erdkréte konnte
nur mit groBer Miihe vorsichtig und digital nach etwa finf Minuten aus dem Maul des Koi
entfernt werden. In den entnommenen Haut- und Kiemenabstrichen des Koi konnten keine
Ektoparasiten festgestellt werden. Nach der Entfernung des Anuren wurde der Koi in Er-
mangelung eines Quaranténebeckens in den Teich zurilickgesetzt.
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Abb.:  (a) Koi in leichter Narkose, kurz vor der Entfernung der Erdkrote
(b) narkotisierter Koi und sedierte Erdkréte direkt nach dem Eingriff

Erdkroten produzieren Hautgifte

Die Erdkrote ist ein in Mitteleuropa haufig vorkommender Froschlurch aus der Familie
der Kroten (Bufonidae). Mannchen werden etwa bis zu 7 cm, Weibchen bis zu 12 cm lang
und gelangen insbesondere auf lhren Paarungswanderungen im Frihjahr in die Gartentei-
che. An der Hinterseite des Kopfes produzieren zwei dunkle, bohnenférmige Driisen gifti-
ge Hautsekrete zur Abwehr von Feinden. Die Hautsekrete enthalten insbesondere Bufadi-
enolide, die eine Mischung verschiedener Steroide darstellen, in der Wirkung Digitalisto-
xin dhneln und vor allem positiv inotrop und bradycard wirken. Ebenso sind Bufotenine
enthalten, die blutdrucksteigernd sind und die motorischen Zentren in Gehirn und Ri-
ckenmark lahmen. Das Bufotenin selbst ist ein mit dem Serotonin verwandtes Alkaloid,
welches Bluthochdruck, Tachykardie und (beim Menschen) halluzinogene Wirkungen
auslost. Weiterhin sind (Nor-)Adrenalin und Dopamin und Epinin in den Hautsekreten
enthalten. Die Gifte wirken vor allem dann, wenn sie in den Blutkreislauf gelangen.

Verlauf

Nach dem Eingriff erholte sich der Koi nur sehr langsam von den Folgen seines Fremd-
korpers, welche vor allem das Allgemeinbefinden und die Kieme betrafen. Es dauerte ins-
gesamt sechs Wochen, bis keine abweichenden Befunde im Algemeinbefinden und Ver-
halten mehr erhoben werden konnten.

Die Erdkrote hingegen zeigte bereits zehn Minuten nach dem Eingriff keine abweichenden
Befunde im Verhalten mehr. Das Allgemeinbefinden war ebenfalls ungestort. Die
Schleimhaut war intakt.

Durch die Verlegung der Maulhohle des Koi und den engen Kontakt der Hautsekrete der
Krote zu den Kiemen, welche zudem mechanisch irritiert wurden und somit scheinbar ein
leichteres Eindringen der Hautsekretbestandteile ermdglicht haben, ist der perakute Ein-
tritt und der lange Verlauf der Genesung zu erklaren.

Die Verlegung der Maulhohle schrankte zunachst die Atmung ein und flihrte zu einer
Sauerstoffunterversorgung sowie Defiziten in der Ammoniumausscheidung. Zudem
schienen die giftigen Hautsekrete lokal und generalisiert die Symptomatik in der Auspra-
gung verstarkt und die verzogerte Genesung maRgeblich bedingt zu haben.
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Zusammenfassung

Die Wiederansiedlung von ausgestorbenen, ehemals heimischen Fischarten, stellt uns vor
grol3e Herausforderungen. Seit 1988 wird in NRW der Versuch unternommen, den atlanti-
schen Lachs im Rheinsystem wieder anzusiedeln und langfristig sich selbst tragende Be-
stdnde zu etablieren. Neben einigen Schlisselparametern, die unmittelbar als Erfolgsfakto-
ren beeinflusst werden kdnnen, gibt es eine Reihe von weiteren Faktoren, deren Auswir-
kungen auf den Erfolg der Wiederansiedlung nur schwer abschatzbar sind. Hierzu zéhlt
unter anderem der Einfluss von Parasiten, Krankheiten und Pradatoren, sowohl in der ma-
rinen als auch in der SuRwasserlebensphase. In den FlieRgewéssern NRW's wird durch
unterschiedliche Monitoringuntersuchungen der Erfolg der Wiederansiedlung Uberpruft.
Hierdurch ergibt sich die Mdoglichkeit die unterschiedlichen Altersstadien, vornehmlich
Smolts (ins Meer abwandernde, meist zweijéhrige Lachse) und die laichreifen Rickkehrer
stichprobenartig auf Parasiten, Krankheiten und Pradationseinfliisse zu untersuchen. Die
Smolts weisen bei ihrer Abwanderung zum Teil hohe Befallsraten (bis zu 100 %) und ho-
he Befallsintensitaten mit Fischegeln (Cystobranchus respirans & Piscicola geometra)
auf. Die adulten Ruckkehrer sind regelméiig mit Heringswirmern (Anisakis spec.) parasi-
tiert (Befallsrate 98,6 %, Befallsintensitat max. 87 Stk.). Daneben werden Kratzer und
Bandwirmer gefunden. Lachsléduse (Caligus spec.) konnten bisher nur im Maassystem
(Rur) bei Roermond vereinzelt nachgewiesen werden. Durch Markierungsexperimente
und Bissspurenuntersuchungen konnten einige Pradatoren identifiziert werden (u. a. Kor-
moran, Hecht, Seehund). An bakteriellen Infektionskrankheiten konnte bisher nur die Fu-
runkulose der Salmoniden in Zusammenhang mit Saprolegniasis diagnostiziert werden.
Virologische Untersuchungen der adulten Rickkehrer auf ISA, VHS, IHN, IPN sowie auf
Pancreas / Sleeping Disease verliefen allesamt negativ.
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New findings on parasitosis, diseases and predation in the
Atlantic salmon (Salmo salar) within the resettlement program
in North Rhine-Westphalia

Summary

The resettlement of extinct, previously domestic fish species is a difficult challenge. Since
1988, there are efforts to reintroduce the Atlantic salmon (Salmo salar) into the River
Rhine system and to establish and maintain a stable population. Besides some key parame-
ters that seem to directly influence the success of this project, there are several other po-
tentially influential factors that are difficult to evaluate, such as the influence of parasites,
diseases and predators, both during the marine and the freshwater phase of the fish.The
success of the resettlement project is closely monitored in the rivers of North Rhine-
Westphalia. Samples of different age classes of salmon, especially smolts (i.e. two-year
old individuals that migrate into the sea) and fertile returnees, are regularly screened for
parasites, diseases and signs of predation. Smolts have been found to be strongly affected
by parasites (up to 100 %) with high intensities of infestation by leeches (Cystobranchus
respirans & Piscicola geometra). We found up to 75 leeches per individual. Adult return-
ees are frequently parasitized by the parasitic nematode Anisakis spec. Here, a parasitisa-
tion rate of 98.6 % and an infestation intensity of up to 87 nematodes per individual have
been found. Moreover, we found tapeworms and acanthochephalans. Sea lice (Caligus
spec.) could so far only be detected in low densities in the Maas river system (Rur) near
Roermond. Some predators, such as cormorants, pikes and seals, could be identified by
tracking experiments and the investigation of bite marks. The so far only diagnosed bacte-
rial infection disease was furunculosis combined with saprolegniasis. Investigations on vi-
ral infections such as ISA, VHS, IHN, IPN and pancreas/ sleeping disease of adult return-
ees were negative.

Parasitosen
1. Fischegelbefall bei Lachssmolts

Seit dem Jahr 2000 werden im NRW-Siegsystem Untersuchungen zum Abwanderverhal-
ten von Smolts gemacht. Hierbei weisen die abwandernden Smolts eine zum Teil sehr ho-
he Befallsintensitat mit Fischegeln (Cystobranchus respirans & Piscicola geometra) auf.
Die Egel sitzen vornehmlich an den Flossenbasen. Die Flossenbasen sowie die Flossen
selbst weisen hdufig zusatzlich starke Verpilzungen auf, welche vermutlich Folge des
starken Parasitenbefalls sind. Die Befallsraten schwanken zwischen 25 % und 100 %. Die
stark befallenen Fische zeugten von einem schlechten Vitalzustand. Es muss davon ausge-
gangen werden, dass stark parasitierte Fische auf ihrer weiteren Abwanderung einer hohen
Mortalitat unterliegen.
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Abb. 1: Lachssmolts mit starkem Fischegelbefall aus dem Siegsystem in NRW.
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Abb. 2: Die linke Grafik zeigt die Befallsrate und die rechte die mittlere Befallsintensitéat
[n Egel/Fisch] (x Standardabweichung) von Lachssmolts mit Fischegeln inner-
halb des Untersuchungszeitraums vom 06.04. bis 25.05.2009. Insgesamt wurden
381 Smolts auf Egelbefall kontrolliert. Bei der Auswertung wurden wild-reared
Smolts (n = 321) und hatchery-reared (besetzte) Smolts (n = 60) getrennt be-
trachtet, da die Besatzfische eine wesentlich kiirzere Verweildauer im Fluss-
System hatten (Daten aus: LIMNOPLAN (2009): Smoltmonitoring mit Hilfe ei-
ner rotary-screw-trap an der Sieg, im Auftrag des LANUV NRW).
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2. Anisakisbefall adulter Lachse

Marine Fadenwiirmer der Gattung Anisakis (,,Heringswiirmer) sind im Atlantik weit ver-
breitet. Fische werden als Zwischenwirte parasitiert. Atlantische Lachse aus Europa wei-
sen dabei einen hoheren Befall auf als die Lachse Nordamerikas (BEVERLEY-BURTON
et al. 1978). BRISTON et al. (1991) untersuchten 155 Lachse aus Norwegen und stellten
eine Prévalenzrate von 64,5 % sowie im Durchschnitt sieben Larven pro Fisch fest. Inner-
halb der Wiedereinblrgerung des Lachses in NRW wurden 2003 insgesamt 22 Lachse aus
der Sieg auf den Befall mit Anisakis untersucht (LEHMANN 2003). Die Pravalenzrate lag
hier bei 86,4 % und es wurden vier bis zehn Wurmlarven je Fisch festgestellt. In den Jah-
ren 2012 und 2013 wurden insgesamt 135 Lachsriickkehrer aus dem nordrhein-
westfalischen Siegsystem auf die Parasitierung mit Anisakis untersucht. Die Prévalenzrate
lag bei 98,5 % und war damit sehr hoch. Auch wurden hohere Befallsintensitaten der
Lachse festgestellt als in den Untersuchungen aus 2003. Insgesamt wurden 1836 Anisakis-
larven gezahlt. Die durchschnittliche Befallsrate lag bei 13,6 Larven/Fisch (Min = O;
Max = 87). Zusétzlich wurde die Lage der Parasiten festgehalten. Alle Parasiten wurden in
der Leibeshohle auf folgenden Organen gefunden: Pylorusschlauche / Magen (n = 1.420),
Leber (n = 205), Darm (n = 98), Milz (n = 94) und im Afterbereich (n = 19).

Es fallt auf, dass die Parasitierung der Lachse mit Anisakis im Verlauf der Jahre zuge-
nommen hat. Vergleicht man die Befunde der Jahre 2012 und 2013 miteinander, wird die-
ser Trend bestétigt (MANN-Whitney-U Test: p = 0.001, U = -3.192). Die Befallsintensitat
mannlicher und weiblicher adulter Lachse aus den Jahren 2012 und 2013 ist in Abbil-
dung 3 dargestellt.
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Abb. 3: Befallsintensitat adulter Lachse mit dem Fadenwurm Anisakis aus den Jahren
2012 und 2013. Die Boxen zeigen die 25- bis 75 % Verteilung der Messergebnis-
se mit Median, Minima, Maxima und Ausreif3ern.
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Krankheiten und weitere Beobachtungen

Das LANUV NRW unterhélt im Fachbereich Fischereidkologie in Albaum eine SulRwas-
ser-Elternfischhaltung fur atlantische Lachse. Jedes Jahr wird der Genpool mit bis zu 60
Lachs-Paaren (Aufsteiger) aus dem Siegsystem aufgefrischt. Diese Wildfische werden se-
pariert von der StRwasserelternfischhaltung in einer Quaranténestation bis zur Laichreife
gehalten. Zu Anfangen des Wanderfischprogramms kam es vereinzelt zu erhéhten Verlus-
ten durch den Ausbruch von Furunkulose mit einhergehender Saprolegniasis. In den
Folgejahren wurde die Verlustrate durch Praventivbehandlungen mittels Vakzinierung
(Furovac, i. m.) bzw. antibiotische Behandlung (Florfenicol, i. p.) deutlich reduziert. Seit
fiinf Jahren wird auch auf diese Behandlung verzichtet. Durch Anderung im Handling der
Fische (Stressreduzierung) tritt Furunkulose praktisch nicht mehr auf.

Die Geschlechtsprodukte (Eier, Ovarialfliissigkeit, Sperma) aller Wildfische werden nach
dem Abstreifen auf die relevanten Virosen ISA, IHN, VHS und IPN mittels Zellkulturen
(EPC & SHK-1) untersucht. Bis heute sind alle untersuchten Proben virusfrei.

Stoffwechselbedingte Umstellungen im Zuge der Smoltifizierungsphase gehen einher mit
ansteigender Verpilzung der Fische. Durch das Vorschalten von UV-Filteranlagen konnte
der Keimzahlgehalt des Wassers deutlich gesenkt werden. In Folge dessen wurden Verpil-
zungen und bakterielle Sekundarinfektionen und damit die Verlustrate der Smolts deutlich
herabgesetzt.

Jedes Jahr werden in Albaum bis zu 1 Mio. Lachseier befruchtet. In der Saison 2010 /
2011 verlief die Befruchtung der Wildlachseier sehr schlecht (Befruchtungsrate < 50 %;
weitere 50 % Sterblichkeit im friihen Embryonalstadium / Augenpunktstadium, s. Abb 4.
rechts). Diese Beobachtung wurde auch an anderen Lachsbruthdusern, die mit Elternfi-
schen aus dem Rheinsystem arbeiten, gemacht. Ebenso berichteten weitere Fischzuchtan-
stalten Uber schlechte Vermehrungsraten bei wildgefangenen Saiblingen und Seeforellen
aus Talsperren in NRW in dieser Saison.

Die Geschlechtsprodukte der Wildlachse wurden auf verschiedene biochemische Parame-
ter hin untersucht (Nitrit, pH, Protein, Glucose, Keton, Urobilinogen, Bilirubin, Laktat,
Leukozyten, Spermatocrit, Harn u. a.). Des Weiteren wurden Gonaden, Muskel- und Le-
berproben auf Dioxine und PCB’s untersucht. Es konnte jedoch abschlieRend kein Faktor
identifiziert werden, der das schlechte Befruchtungsergebnis eindeutig erklaren konnte. Im
Sperma der Lachse wurden haufig Verunreinigungen (Eiter / Bakterien, Blut, Galle, Urin,
s. Abb. unten links) gefunden und das Sperma hatte haufig eine wassrige Konsistenz. Die
Beobachtung, dass an verschiedenen Fischzuchtstandorten ahnliche Befruchtungsergeb-
nisse unterschiedlicher Salmonidenarten vorlagen, lasst die Vermutung auf ein Reifeprob-
lem der Gonaden aufgrund vorherrschender abiotischer Faktoren zu.
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Abb. 4: Das linke und das mittlere Bild zeigen unterschiedlich gefarbte und verunreinig-
te Spermaproben von adulten Lachsen aus der Sieg im Jahr 2011. Das rechte
Bild zeigt befruchtete Lachseier aus der gleichen Saison. Ein Teil der Eier hat
sich normal entwickelt, der Grof3teil der Eier ist im Embryonalstadium verstor-
ben (Eier mit kleinen Augenpunkten).

Pradation

Die Pradation auf die unterschiedlichen Altersstadien der Lachse, sowohl in der StiBwas-
serlebensphase, als auch im marinen Milieu, sind mannigfaltig. Diese zu quantifizieren ist
jedoch sehr aufwendig bzw. in den meisten Fallen gar nicht méglich. Die hier dargestell-
ten Bilder zeigen exemplarisch Untersuchungsbefunde, die hauptséchlich aus Markie-
rungsexperimenten mit Lachsen stammen.

Abb. 5: Das linke Bild zeigt eine Magenkontrolle von Hechten innerhalb einer Markie-
rungsstudie zum Abwanderverhalten von Lachssmolts an einer Wasserkraftanla-
ge im Siegsystem. Das rechte Bild zeigt eine Bissverletzung eines adulten Lach-
ses durch eine Robbe / Seehund. Dieser Lachs wurde in einer Kontrollstation in
der Sieg wahrend des Laichaufstieges nachgewiesen.
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Abb. 6: Nachsuche von Transpondern (NEDAP Trail System) in Kormorankolonien in
Zusammenarbeit mit Kollegen aus den Niederanden. Die Transponder (rechts
unten) wurden fir Abwanderuntersuchungen bei Lachssmolts und Aalen einge-
setzt. Anhand der Registriernummern der Transponder lassen sich die Fischar-
ten samt ihrer biometrischen Daten zum Aussatzzeitpunkt sowie der Aussatzort
riickverfolgen.
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Zusammenfassung

Der Europaische Aal (Anguilla anguilla) erfahrt seit den 1980ern einen dramatischen Be-
standsriickgang. Fir den Aufbau und Erhalt vitaler Gelbaalbestdnde werden gesunde Be-
satzfische benétigt. Zudem ist es dringend erforderlich den Gesundheitszustand der im
Freiland von NRW lebenden Tiere regelmalig zu Uberprifen, um somit einschatzen zu
kénnen, wie viele der Tiere fit genug sind fir die Laichwanderung in die Sargassosee. In
dieser Arbeit wird vorwiegend auf Ergebnisse aus Untersuchungen der Jahre 2003 - 2005
eingegangen. Der Fokus liegt auf viralen, bakteriellen und parasitaren Erkrankungen so-
wie der Akkumulation von Umweltschadstoffen. Aktuell wurden im Rahmen eines EFF-
Projektes zur Umsetzung der EG-Aalverordnung und der deutschen Aalbewirtschaftungs-
plane (Laufzeit 2012 - 2015) bisher 329 Tiere (Besatzaale aus Aquakulturanlagen sowie
Gelb- und Blankaale aus verschiedenen FlieRgewassern und Talsperren NRW's sowie
dem Dortmund-Ems-Kanal) untersucht. Diese Ergebnisse werden mit Abschluss des Pro-
jektes Ende 2015 vorliegen.

Results on the health status of European eel in natural waters
of North Rhine-Westphalia

Summary

Since the 1980s the european eel (Anguilla anguilla) is affected by a dramatic population
decline. In order to establish and retain vital populations of yellow eels, it is necessary to
stock healthy fish. Moreover, it is important to survey the health conditions of fish inhabit-
ing North Rhine-Westphalia’s water systems to stay informed about the current health
conditions and be able to estimate how many fish are fit enough to migrate back to their
spawning ground, the Saragossa sea. The here reported results mainly base on studies
conducted between 2003 and 2005. The studies focus on viral, bacterial and parasitic dis-
eases as well as on the accumulation of environmental pollutants. In a currently running
EFF-project that was designed to implement the ,,national eel managemant plans* and the
German eel management plans (project term 2012 - 2015) 329 individuals have so far
been inspected. The inspected individuals were stocked eels from aquaculture farming as
well as yellow eels and silver eels from rivers and dams in NRW and from the Dortmund-
Ems-channel. Results will be available with completion of the project by the end of 2015.
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Bestandserhebungen in FlieRgewassern NRW’s in den Jahren 1977 - 2004 ergaben, dass
insbesondere Aale von unter 30 cm Kdorperlange nicht mehr h&ufig nachweisbar waren.
Die Befischungsergebnisse belegen, dass im Jahr 2004 im nordrheinwestfélischen Rhein-
abschnitt nur noch 1,6 % der ehemaligen Dichte an Aalen vorgefunden wurde (Steinmann
2004). Untersuchungen an Gelbaalen aus dem Rhein und der Mosel in den Jahren 2003-
2005 haben gezeigt, dass diese Aale hohe Belastungen durch PCBs und Dioxine aufwie-
sen (Lehmann et al. 2005). Eine Auswertung von Rickstandsdaten (hauptséchlich
PCDD/PCDFs und PCBs) von Wildaalen aus NRW erfolgte in 2014 mit dem Fazit: ,,Pol-
lution levels from North Rhine-Westfalia are declining with regard to some contaminants
but are still very high“(Guhl et al. Environmental Sciences Europe 2014, 26:26, Abb. 1).
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Abb. 1: ,, Dioxin- | Furan- und dI-PCB-Konzen-trationen in nordrhein-west-falischen
Aalen von 13 Messstellen. Die Boxen zeigen die 25- bis 75 % Verteilung der
Messergebnisse mit Median, Minima, Maxima und Ausreiflern (o = Abstand
1,5 bis 3-fache Boxlange, * = Abstand > 3fache Boxlidnge). “ (Guhl unverdif-
fentlicht; siehe hierzu auch Guhl et al. 2014).

Der Aal ist aufgrund seiner langen Entwicklung zur Geschlechtsreife und einer langjahri-
gen, bodenorientierten SliRwasserphase einer permanenten Belastung von anthropogenen
Schadstoffen ausgesetzt. Zudem speichert sein Korper in dem stark entwickelten Fettge-
webe in besonderem Male toxische Stoffe. Mit beginnender Gonadenreifung und Abwan-
derung ins Meer stellen die Aale die Nahrungsaufnahme ein und ihre Energie muss aus
dem Fettgewebe mobilisiert werden, wobei die im Fischkorper bis dahin mehr oder weni-
ger ,,ruhenden® toxischen Riickstdnde freigesetzt werden und ihre Toxizitdt im Fischorga-
nismus entwickeln. Eine weitere Gefahr besteht darin, dass die hohen organischen Rick-
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stdnde (PCDD/PCDFs, PBDEs) als sog. Xenoostrogene ebenfalls zu schweren Fertilitéts-
storungen fuhren konnten. Hierlber liegen bei den Aalen aus NRW noch keine Untersu-
chungen vor. Bei Rheinbrassen wurden diesbezlglich bereits negative Auswirkungen
festgestellt (Lehmann et al. 2000). Inwieweit die hohen Riickstandswerte bei den Aalen
NRWs auch den Ausbruch von Infektionskrankheiten und Parasitosen fordern, ist noch
nicht untersucht. Es wird anhand der bereits erwahnten Auswertung der Aalriickstandsda-
ten aus NRW durch Guhl et al. (2014) zu tberprifen sein, ob sich nachtréaglich eine statis-
tisch abgesicherte Korrelation zwischen den ermittelten Krankheitsbefunden und den je-
weiligen Rickstandsbelastungen der Aale herstellen lasst.

In den Jahren 2003 bis 2005 wurde der Krankheitsstatus der Aale aus NRW untersucht
(Virologie, Bakteriologie, Parasitologie, Hamatologie, DNA-Strangbriiche, Auftreten von
Mikronuclei in den Erythrocyten). Dies geschah im Rahmen eines gemeinsamen Projektes
zwischen NRW, Rheinland-Pfalz und den Niederlanden an Gelb- und Blankaalen aus der
Mosel und dem Rhein.

AR TR B Abb. 2:
—— : : Oberes Bild
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akuten HVA-
Infektion mit
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den gedffne-
ten Aal mit
blutigem
Exsudat.

Zur Virologie

Im Jahr 2005 wurde erstmals die HVA (AngHV-1; Abb. 2) fir NRW nachgewiesen
(Lehmann et al. 2005). Insgesamt wurden 153 Gelb- bzw. Blankaale mittels RTG-2- und
EK-1- Zellkulturen und / oder PCR in den Jahren 2004 und 2005 untersucht. Die HVA-
Befallsrate der Aale lag bei ca. 25 %. Bei Besatzaalen (26 Fische, 17 bis 20 cm Korper-
lange) lag der positive Virusnachweis bei ca. 40 %. In Bayern wurde die hochste Infekti-
onsrate von 90 % im Sommer 2004 im Starnberger See festgestellt (Leuner et al. 2013).
Welche Bedeutung klinisch nicht in Erscheinung tretende latente HV A-Infektionen flr die
abwandernden Aale haben, muss weiterhin genau geklart werden. Nach van Beurden et al.
(2012) wird das Auftreten klinischer Symptome bei einer vorliegenden latenten HVA-
Infektion meistens durch zusétzliche Einwirkung von Stressoren hervorgerufen. Ein akuter
HVA-Ausbruch bei latent infizierten Aalen ist somit insbesondere wahrend ihrer Abwan-
derung zur Sargasso-See zu erwarten, da durch zunehmenden Stress und das Erreichen
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wéarmeren Wassers die Virusinfektion begunstigt werden durfte (Lehmann et al. 2005; Ha-
enen et al. 2010).

Weitere virale Infekte (EVE und EVEX) waren in dem Zeitraum von 2003 bis 2005 von
keiner Bedeutung. Die Ergebnisse aus den Jahren 2012 - 2014 zeigen bisher ebenfalls kei-
ne neuen Virusnachweise. In anderen Untersuchungen aus dem Jahr 2011 (Bergmann et
al. 2011) werden neue Viren beim Europdischen Aal beschrieben. Diese konnten in NRW
bisher noch nicht nachgewiesen werden.

Zur Bakteriologie

Bakterielle Erkrankungen sind nicht nur bei Aalen aus der Aquakultur, sondern ebenfalls
bei Wildaalen haufig (Lehmann et al. 2007). Bei Wildaalen ist es oftmals schwierig zu
entscheiden, ob es sich um eine primére oder sekundare Infektion handelt. Haufig liegen
auch Mischinfektionen vor. Die Isolierung und insbesondere die anschlieende Differen-
zierung der Bakterien, die beim Wildaal auftreten kdnnen, sind schwierig. Oftmals findet
man bereits mikroskopisch auf Haut, Kiemen und / oder in den inneren Organen und Blut-
ausstrichen Bakterien, die auch auf verschiedenen N&hrbdden nicht wachsen, oder aber in
der biochemischen Bestimmung nach kultureller Anzucht nicht sicher zu identifizieren
sind.

Zu den Parasitosen

Auf die Vielzahl der in den Untersuchungen erfassten Ekto- und Endoparasiten soll hier
nicht eingegangen werden, zumal die meisten Parasiten nach unseren Erfahrungen bei
Wildaalen eher eine untergeordnete Rolle spielen. Ein Uberblick (iber die Aalparasiten in
NRW ist in der Publikation von Lehmann et al. (2007) und Rohde et al. 2010 gegeben.

Unser hauptséchliches Augenmerk liegt seit vielen Jahren auf dem Befall der Aal-
schwimmblasen mit dem Nematoden Anguillicoloides crassus. Die neuesten Untersu-
chungen aus den Jahren 2009 - 2014 sind in Abbildung 3 dargestellt. Bei einem Vergleich
mit dlteren Daten zeigte sich, dass sich die Befallsraten kaum verandert haben.

Befallsrate von Anguillicoloides crassus 2009 bis 2014
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Abb. 3;: Befallsrate von Aalen mit dem Schwimmblasenwurm A. crassus
aus Gewassern NRW's aus den Jahren 2009-2014

Ein weiterer relevanter Parasit ist der Blutflagellat Trypanosoma granulosum. Durch die
Anwendung einer speziellen Untersuchungsmethode (Mikroskopie des sog.* buffy coats*
uber dem zentrifugierten Blut im Leucokritréhrchen) konnte bei den untersuchten Rhein-
aalen eine Befallsrate des Blutes von ca. 90 % ermittelt werden (Abb.4 & Lehmann et al.
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2007). Weitergehende Untersuchungen zur Bedeutung dieses Einzellers fur den Aal sind
dringend notwendig. Die hohe Pravalenz (prozentuale Befallsrate) ist ungewdohnlich, da an
den Aalen nur duBerst selten Egel (Hirudinea), die als die Vektoren der Trypanosomen bei
Fischen gelten, gefunden wurden.

Abb. 4:

Das Bild zeigt ein typisches Leu-
kokritrohrchen mit zentrifugiertem
Blut. In der oberen Schicht des
Leukokrit (,, buffy coat*) sind in
sehr hohem Prozentsatz die
Trypanoplasmen zu finden. Das
Laukoknt | bufly coal > kleine Bild rechts oben zeigt die
Aufnahme eines solchen Trypano-
soma granulosum.

Erythrazyten Hamatoknt

Ausblick: Im Rahmen eines EFF-Projektes zur Umsetzung der EG-Aalverordnung und der
deutschen Aalbewirtschaftungsplane (Laufzeit 2012 - 2015) werden die Untersuchungen
zum Gesundheitszustand verschiedener Altersstufen des Aals weiter fortgefiihrt. Eine In-
tensivierung der Untersuchungen soll auch beziiglich der Auswertung von Aal-Blutbildern
erfolgen (siehe hierzu Haenen et al. 2010). Ein weiteres Anliegen besteht in der Etablie-
rung eines ,,Patho-Indexes* zur Vereinheitlichung und Vergleichbarkeit unserer Untersu-
chungsergebnisse mit den jeweiligen anderen Fischerei- bzw. Veterindrinstituten, die sich
mit dem Aal-Gesundheitsstatus beschéaftigen.

Im Rahmen dieses EFF-Projektes wurden bisher 329 Tiere (Besatzaale aus Aquakulturan-
lagen sowie Gelb- und Blankaale aus verschiedenen FlieBgewassern und Talsperren
NRWs sowie dem Dortmund-Ems-Kanal) untersucht. Nach Abschluss des Projektes soll
ein moglichst genauer Uberblick tiber den Gesundheitszustand der im Freiland von NRW
lebenden Aale gegeben werden. Es soll eingeschatzt werden kdnnen wie viele der in NRW
lebenden Aale gesundheitlich Giberhaupt in der Lage sind sich erfolgreich zu reproduzieren
und die Sargassosee zu erreichen. Zudem soll geklart werden in welchen Gewaéssern
NRWs besonders belastete Aale leben um hier eventuell Malinahmen ergreifen zu kénnen.
Mit Abschluss des Projektes in 2015 werden die Untersuchungsergebnisse in Berichtsform
vorliegen und mit den Ergebnissen aus den Vorjahren verglichen.
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Zusammenfassung

Die Teiche in der bayerischen Karpfenteichwirtschaft haben meist keinen standigen Zu-
fluss, sondern sind hintereinandergeschaltet und erhalten ihr Wasser jeweils vom dartiber
liegenden Teich. Aufgrund der Wasserknappheit bzw. der Lage in Teichketten werden nur
45 % der Teichflache jahrlich trockengelegt. Die durchschnittliche Dauer betragt drei Mo-
nate. 91 % der Betriebe bringen Kalk aus (davon 71 % ins Wasser (davon 19 % ins Was-
ser und auf den Boden); 29 % nur auf den Boden). Bei der Bodenkalkung wird meist nur
die Abfischgrube und nicht der gesamte Teichboden gekalkt. Es wird beinahe ausschliel3-
lich Branntkalk verwendet. Ein grof3er Teil der Betriebe erzeugt neben Speisefischen auch
Satzfische. In vielen Féllen muss daher kein Bezug von Fischen aus anderen Regionen er-
folgen. Die durchschnittliche Besatzdichte betragt bei der Erzeugung von zweisémmeri-
gen Karpfen (Kz) nur 3000 Ki/ha und bei der Erzeugung von K3 nur 600 Ky/ha. Das Ver-
lustgeschehen ist gegenuber der Zeit vor etwa zwanzig Jahren deutlich erhoht. Die Verlus-
te werden jedoch vor allem dem Kormoran und anderen Prédatoren zugeschrieben. Das
Koi Herpesvirus (KHV) wird in der vorliegenden Befragung als Verlustursache kaum ge-
nannt und spielt offensichtlich in der bayerischen Teichwirtschaft - trotz der Lage in
Teichketten, der oft fehlenden Mdglichkeit zum Trockenlegen und der kaum praktizierten
Teichbodendesinfektion - keine wichtige Rolle.

Surveys of pond care measures relevant to the health
of fish stocks in Bavarian carp farming

Summary

Most of the Bavarian carp, ponds do not have a continous water supply. In chain-like ar-
rangements they get their water from the next pond above. Due to the scarcity of water re-
spectively to the position in the chain of ponds only 45 % of the pond area will be drained
annually for 3.0 month in average. 91 % of the farms deploy lime (71 % into water -
thereof 19 % into water as well on the ground, 29 % only on the ground). Regarded to lim-
ing the soil usually only the harvesting area is treated instead of the entire pond bottom. It
is used almost exclusively quicklime. Lots of the farms produce also fingerlings beside
market-sized fish for consumption. Therefore it is often not necessary to obtain fingerlings
for stocking from other regions. The average stocking density for production of two years
old carp (K3) is only 3000 Ki/ha, regarding to production of Ksit is only 600 Ky/ha. Fish-
losses are much higher compared to 20 years ago, mainly attributed to the Cormorant and
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other predators. In the present survey the koi-herpesvirus (KHV) is rarely mentioned as a
reason and obviously do not play an important rolein Bavarian fish farming — despite the
chain-like arrangements of ponds, the often lacking possibility to dry up the pond bottoms
and the hardly practiced disinfection of pond bottoms.

Einleitung

Die KHV-Infektionen weisen in den Karpfenteichwirtschaftsbetrieben verschiedener Bun-
deslander sehr unterschiedliche Verlaufe auf. Bisher ist unbekannt, worin die Ursachen fur
diese Erscheinung liegen. Ziel der Untersuchung ist die Erfassung von Daten zur Bewirt-
schaftung, mit welchen moglicherweise Zusammenhénge zwischen der teichwirtschaftli-
chen Praxis in bayerischen Betrieben und der Epidemiologie der KHV-Infektion erkl&rt
werden konnen.

Material und Methoden

Es wurden 88 Karpfenteichwirtschaftsbetriebe in Oberbayern, Niederbayern, Oberpfalz,
Oberfranken, Mittelfranken, Unterfranken und Schwaben befragt. Neben der Erfassung
von allgemeinen Betriebsdaten wurden Zahlen zur Bewirtschaftung (Wasserversorgung,
Teilnahme am Vertragsnaturschutzprogramm oder Kulturlandschaftsprogramm, Erzeu-
gung von verschiedenen Altersklassen und Fischarten, durchschnittliche Besatzdichten,
Trockenlegen, Kalkung, Diingung, Bodenbearbeitung, Verlusthohe, Verlustursachen) er-
fragt. Die Befragungen fanden in den Jahren 2012 — 2013 statt.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Feldstudie zeigen, dass innerhalb Bayerns groRRe regional- und be-
triebsspezifische Unterschiede bestehen. 71 % der Betriebe haben iberwiegend Himmels-
teiche, die keinen standigen Zufluss haben. (Abb. 1) Diese liegen haufig in Teichketten,
was eine erhohte Gefahr der Ausbreitung von Fischseuchen mit sich bringt.

7% Abb. 1:
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Aufgrund der Wasserknappheit bzw. der Lage in Teichketten werden 55 % der Teichfla-
che sofort nach dem Ablassen wieder bespannt, 45 % der Teichflache werden jahrlich tro-
ckengelegt. Wenn trockengelegt werden kann, betrégt die durchschnittliche Dauer des
Trockenlegens 2,8 — 3,4 Monate (Tab. 1).

Tab. 1: Anteil der Teichflache nach Produktionsstufen, die sofort nach dem Abfischen
bespannt werden (% der Teichflache) sowie durchschnittliche Dauer des Tro-
ckenlegens (in Monaten)

Ko-Ky Ko-Ki1 Ky-K; Ki-Ky Kr-K;z Kiz-Ks Summe

100 %

28,2

0,9

2,1 55,0 %

1,8 2,6 19,4

2,9 2,8 3,4 3,4 2,9 2,8

Eine Bodenbearbeitung wird in den tberwiegenden Féllen nicht durchgefuhrt. 9 % der Be-
triebe bringen keinen Kalk aus In Abbildung 2 ist die Zahl der Betriebe dargestellt, die
Kalkungen in den einzelnen Produktionsstufen durchfiihren.
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Abb. 2: Betriebe [n], die Kalkungen in den jeweiligen Produktionsstufen durchfiihren

In 71 % der Betriebe wird Wasserkalkung durchgefihrt. Zusétzlich zur Wasserkalkung
wird in 19 % der Betriebe auch eine Bodenkalkung durchgefiihrt. 29 % machen aus-
schlieRlich Bodenkalkung (Abb. 3).

29% Wasserkalkung

52%

» Wasserkalkung
und
Bodenkalkung

m Bodenkalkung

19%

Abb. 3: Angaben der Betriebe zur Praxis der Kalkung

Eine flachendeckende Bodendesinfektion mit Branntkalk unterbleibt in der Praxis jedoch
in der Regel. Meist wird nur die Abfischgrube und nicht der gesamte Teichboden gekalkt.
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Es wird beinahe ausschlieflich Branntkalk verwendet. Kalkmergel wird nur in 5% der
Betriebe ausgebracht.

Ein groRer Teil der Betriebe erzeugt neben Speisefischen auch Satzfische (Ko.1: 37 %; K, -
Ki: 31 %; K; - Ky: 89 %). In vielen Féllen muss daher kein Bezug von Fischen aus ande-
ren Regionen erfolgen. Die durchschnittliche Besatzdichte betrégt bei der Erzeugung von
Kz nur 3000 Ki/ha und bei der Erzeugung von Ks nur 600 Ky/ha (Tab. 2). Dies rihrt zum
Teil auch daher, dass 51 % der Betriebe zumindest mit Teilflaichen am Kulturlandschafts-
programm teilnehmen.

Tab. 2: Aus den Befragungsergebnissen berechnete Mittelwerte sowie Minima und Ma-
xima der Besatzdichte [St./ha] in den verschiedenen Produktionsstufen

Ko-1 Kv1 Ki-2 Ko

313 400 90.900 33.000 3.000 600

- 25.000 5.700 5.300 140 110
- 1.000.000 267.000 90.000 10.400 1.500

Das Verlustgeschehen ist im Vergleich zu den Angaben in der Fachliteratur und nach Ex-
pertenbefragung gegenuber der Zeit vor etwa zwanzig Jahren deutlich erhéht und betrégt
bei der Erzeugung von Vorstreckbrut (K,) 58 %, bei der Erzeugung von K1 55 % (K,-K,)
bzw. 39 % (K,-Ky), bei der Erzeugung von K, 28,5 % und bei der Erzeugung von Kj
16 %.(Abb. 4).
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Die Verluste werden jedoch vor allem dem Kormoran und anderen Pradatoren zugeschrie-
ben. Das KH-Virus wird in der vorliegenden Befragung als Verlustursache kaum genannt
und spielt offensichtlich in der bayerischen Teichwirtschaft - trotz der Lage in Teichket-
ten, der oft fehlenden Mdglichkeit zum Trockenlegen und der kaum praktizierenden
Teichbodendesinfektion - keine wichtige Rolle.

(Die Untersuchung wurde mit Mitteln aus dem Européischen Fischereifonds gefordert.)
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Zusammenfassung

Virusinfektionen kdnnen zu hohen Morbiditaten und Mortalitaten in Fischbestanden fih-
ren und durch weltweiten Handel mit Fischen besteht eine groRe Gefahr der Ausbreitung
solcher Infektionen. Das Carp edema virus (CEV), ein Pockenvirus (Poxviridae), ist der
Erreger der “Schlafkrankheit der Koi” (“Koi Sleepy Disease”, KSD). Die Erkrankung ist
seit den 1970er Jahren bekannt, wobei Krankheitsausbriiche lange Zeit nur aus Japan be-
schrieben wurden.

Im Friihling 2014 konnte zum ersten Mal ein klinischer Ausbruch der KSD aufgrund einer
Infektion mit einem Carp Edema Virus (CEV) bei Koi in Deutschland nachgewiesen wer-
den. Dabei wurde Virus-DNA mittels einer von Oyamatsu et al. (1997) entwickelten PCR
nachgewiesen. Durch Sequenzierung der erhaltenen 547 Basenpaare langen PCR Produk-
tes konnte der Nachweis bestatigt werden. Zur Verbesserung der Diagnostik wurde ein
Protokoll fur eine quantitative Real Time PCR zur Detektion von CEV-like Virus entwi-
ckelt. Diese PCR kann zum Nachweis von Infektionen im Rahmen von Uberwachungs-
programmen angepasst werden. Eine Plasmid-basierte Quantifizierung von 10 bis 10
Kopien ergab eine Amplifikationskurve von y = -3,515 x + 39,601 mit einer Korrelation
von R2= 0,9987 und einer Effizienz von 92,5 %. Das verléssliche Detektionslimit der
gPCR liegt bei weniger als zehn Kopien, wobei eine Viruslast von einer Kopie nicht im-
mer nachgewiesen werden kann. Insgesamt weist jedoch die qPCR eine deutlich hohere
Sensitivitat auf als die Endpunkt-PCR und stellt demnach eine signifikante Verbesserung
in der Diagnostik der Schlafkrankheit der Koi dar. Bei der Untersuchung von 39 Kiemen-
material von Koi konnte bei zehn Fischen eine Infektion mit CEV nachgewiesen werden.
Die Viruslast lag bei diesen Koi zwischen 1,5 Kopien bis hin zu 2 046 000 Kopien, wobei
durchschnittlich 39,5 Kopien pro 250 ng isolierter DNA nachgewiesen werden konnten.

Diese Ergebnisse belegen, dass das CEV Virus in deutschen Koi-Populationen vorhanden
ist. Uberwachungsbehorden und Fischgesundheitsdienste sollten sich der Gefahr der Aus-
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breitung dieser Virusinfektion in Europa bewusst sein, da die Schlafkrankheit der Koi
moglicherweise ahnliche 6konomische Konsequenzen wie Infektionen mit dem Koi Her-
pesvirus haben kann.

Carp Edema Virus (CEV) associated mortality of koi carp in Germany
Summary

Diseases associated with viral infections can induce high morbidity and mortality in fish
with global trade causing a great potential for their spread. Carp edema virus (CEV), a pox
virus has been known to cause “koi sleepy disease” infections since the 1970’s however
for a long time this was limited to Japan.

In spring 2014, a clinical outbreak of KSD due to an infection with carp edema virus
(CEV) was diagnosed in koi for the first time in Germany. The viral DNA was detected by
PCR designed by Oyamatsu et al. (1997) which gave a 547 bp long product. KSD was
confirmed by sequencing of PCR products. To help avoid transmission to common carp, a
gPCR protocol for detection of CEV-like virus was developed and is being adopted by
carp disease surveillance programs. Plasmid based quantification from 10’ to 10" copies
gave amplification curve y = -3.515 x + 39.601 with correlation Rz = 0.9987 and efficien-
cy of 92.5 %. The reliable detection limit of this gPCR is lower than 10 copies however 1
copy of the viral genome is not always detectable. gPCR gives significant advantage over
end point PCR having a noticeably higher sensitivity. Screening of 39 gill samples from
koi confirmed that 10 fish were infected. Viral load ranged from 1.5 to 2 046 000 copies
with a median of 39.5 copies per 250 ng of isolated DNA.

These results confirm the presence of the CEV virus in German koi populations. Fish
health services should be aware about the spreading of KSD in Europe. This emerging
disease might have similar economic consequences as the koi herpesvirus disease.
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Zusammenfassung

Ein in Deutschland stark wachsender Sektor der Aquakultur sind Kreislaufanlagen, die
haufig im Anschluss an Biogasanlagen betrieben werden. Afrikanische Welse (Clarias ga-
riepinus) sind eine besonders geeignete tropische Fischart fir dieses Verfahren. Flr eine
kontinuierliche, jahreszeitlich unabhéngige Satzfischerzeugung ist es erforderlich die Ro-
gener mit Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) zu stimulieren. Dieses kann mit ge-
trockneten Hypophysen, oder auch mit kinstlich hergestellten GhnRH—Analoga erfolgen.
In der vorliegenden Untersuchung wurden Karpfenhypophysen und das GnRH-Analog
Ovopel hinsichtlich der Effektivitat der Behandlungen sowie den Auswirkungen auf die
Eier und Larven beurteilt.

Comparison of artificial reproduction of African catfish
with pituitary glands and a GnRH-analogue

Summary

The most rapid growing branch of aquaculture in Germany is the production in recircula-
tion systems, which are connected to biogas plants, frequently. African catfish (Clarias
gariepinus) appears to be a very suitable tropical species for this type of production. To be
able to generate a continuous, seasonally independent production of stocking material, it is
necessary to practice artificial reproduction. In this method, female spawners have to be
stimulated by application of Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH), which can be
done with either dried pituitary glands or with synthetic GnRH-analogues. In the present
study, Carp pituitary glands and the GnRH-analogue Ovopel were assessed in regard to
the efficiency of the treatment. Moreover, the effects on eggs and larvae were investigated.

Einleitung

In den letzten Jahren ist die Zahl der Kreislaufanlagen in Deutschland gestiegen. Dies hat
diverse Ursachen: Zum einen haben Kreislaufanlagen einen geringen Wasserverbrauch
und eine damit einhergehende weitgehende Standortunabhdngigkeit. Zum anderen besteht
die Mdglichkeit, ungenutzte Gebdude zu nutzen. Vor allem ist dieser Anstieg aber auf die
wirtschaftliche Forderung von Biogasanlagen zurtickzufiihren. Durch die Forderung sind
deutschlandweit Tausende Biogasanlagen errichtet worden, die neben Strom eine betracht-
liche Menge an Abwéarme produzieren. Anfangs blieb diese Abwérme h&ufig ungenutzt,
nach einer Gesetzesanderung im Erneuerbare-Energien-Gesetz (EEG), 2012, anderte sich
dies jedoch. Fortan erhielten nur noch jene Biogasanlagen volle Subventionen, die min-
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destens 60 % der produzierten Abwarme nutzten. Diese Abwérme eignet sich hervorra-
gend zur Beheizung von Kreislaufanlagen, in denen tropische Fischarten wie z. B. der Af-
rikanische Wels (Clarias gariepinus) gemastet werden. Diese Fischart ist fur eine Mast in
Warmwasser-Kreislaufanlagen pradestiniert, da sie geringe Anspriiche an die Wasserqua-
litat stellt, unabhéngig von geldstem Sauerstoff im Wasser ist, hohe Besatzdichten vertragt
und eine hohe Widerstandfahigkeit gegenliber Krankheiten besitzt. Ein weiterer Vorteil
des Afrikanischen Welses ist, dass die Vermehrung ganzjédhrig mdéglich ist und vom
Fischwirt selbst durchgefiihrt werden kann (Abb. 1). Durch die Vermehrung und Aufzucht
der Fischlarven in der eigenen Mastanlage kénnte die Gewinnmarge erhdht werden und
somit die Wirtschaftlichkeit einer Kreislauf-Mastanlage gesteigert werden. Da jedoch der
Vermehrungsdrang der Welse in Gefangenschaft ausbleibt, ist fur die Vermehrung die
Gabe von Hormonen notwendig. Das hierfiir benétigte Hormon, Gonadotropin-Releasing-
Hormon (GnRH), welches die Ovulation der Tiere auslost, kann in Form von Hypophysen
(zumeist von Cyprinus carpio), oder einem kunstlich hergestellten GnRH-Analog verab-
reicht werden. Durch die gleichzeitige Hypophysierung mehrerer Tiere kann der Schlupf-
zeitpunkt der Larven synchronisiert werden. Dies ist bei vielen Fischarten, wie auch bei
Clarias gariepinus notwendig, da sich die Lebensanspriiche der Larven schnell andern
und die Larven zu Kannibalismus neigen.

In der gangigen Praxis wurden bei der kinstlichen Vermehrung meist Hypophysen ver-
wendet. Hypophysenextrakte sind als Arzneimittel im Sinne des Arzneimittelgesetzes zu
betrachten und dlrfen unter unmittelbarer fachlicher Verantwortung des behandelnden
Tierarztes hergestellt werden (Brauer 2014).

Fir die Einleitung der Ovulation kdnnen auch GnRH-Analog wie Ovopel eingesetzt wer-
den. Ovopel ist in Ungarn fiir Zierfische zugelassen, allerdings nicht fur Lebensmittel lie-
fernde Tiere. Aus diesem Grund durfen Laichfische nach der Behandlung nicht als Le-
bensmittel in VVerkehr gebracht werden.

Eigene Untersuchungen

Wihrend die Verwendung von Hypohphysen zur kinstlichen Vermehrung bei Afrikani-
schen Welsen vielfach erprobt und beschrieben wurde, fehlen bisher Erfahrungen zur
Verwendung zuldssiger synthetischer Préaparate fiir diese Fischart. Diese sollten in einer
Versuchsreihe gesammelt werden.

Abb. 1:

Manuelles Abstreifen eines betaubten
Clarias Rogeners (trockene Methode)
(Wedekind 1991)
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Material und Methoden

In der Warmwasser Versuchsanlage der IFI-Starnberg wurden in der durchgefihrten Stu-
die 14 laichreife Clarias-Rogener eingesetzt. Sieben Tiere erhielten eine Behandlung mit
Ovopel, sieben Weitere eine Behandlung mit Karpfenhypophysen. AnschlieRend wurden
die reifen Rogener abgestreift und der Rogen befruchtet. Aus dem Gesamten befruchteten
Rogen eines jeden Rogeners, wurden funf technische Replikate mit jeweils ca. 680 Eiern
erstellt. Diese wurden in Petrischalen gegeben und anschlielend in einer Klimakammer
erbriitet. Es wurde die Schlupfrate, die Uberlebensrate, der Anteil an Missbildungen finf
bzw. 30 Stunden nach dem Schlupf, sowie die relative Effektivitat beider Behandlungen
erfasst. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-Wilcoxon-Tests ermittelt.

Ergebnisse

Die Ergebnisse zeigten, dass die relative Effektivitat (Eiabgabe) bei jenen Tieren, welche
mit Ovopel behandelt wurden signifikant hoher war als bei jenen Tieren, die mit Hypo-
physen behandelten wurden. Larven von Tieren welche mit Hypophysen behandelt wur-
den zeigten flinf Stunden nach dem Schlupf eine signifikant hohere Missbildungsrate. Die
Missbildungsrate hat sich in der Kontrolle, 30 Stunden nach dem Schlupf, zwar noch er-
héht, jedoch nicht mehr signifikant. Die Uberlebensrate jener Tiere, die eine Ovopel Be-
handlung erhielten war hoher als die, der mit Hypophysen behandelten Tiere. Dieses Er-
gebnis war jedoch nicht signifikant.

Schlussfolgerungen

Es ist festzustellen, dass die Verwendung eines synthetischen GnRH-Analogs in dieser
Studie besser Erfolge erzielte als die verwendeten Hypophysen. Dies lag an der hohen Va-
rianz innerhalb der mit Hypophysen behandelten Tiere. Eine Erklarung kénnte in der nicht
standardisierten, ungleichmaRigen Hormonmenge im nattirlichen Gewebe sein.

Demgegenuber erwiesen sich die Ergebnisse bei der Verwendung des GnRH-Analogs
Ovopel als tendenziell besser und insbesondere gleichmaRiger. Der Grund dafir kdnnte in
der standardisierten Wirkstoffkonzentration in diesem synthetischen Praparat liegen. Im
Hinblick auf die Auswirkungen auf die Laichfische und die Nachzucht erwies sich dieses
Préparat als gut geeignet fur Afrikanische Welse.
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Zusammenfassung

Herz-Kreislauf-Medikamente zdhlen zu den am weitesten verbreiteten Pharmazeutika in
der Humanmedizin (Jjemba et al., 2008). Ihre hdufige Anwendung hat eine Anreicherung
in Oberflachengewassern zur Folge (Khetan and Collins, 2007), doch die Auswirkungen
auf aquatische Lebewesen, z. B. auf Fische, sind groBtenteils unklar (Fent et al., 2006).

In dieser Studie wurden Akut- und Langzeiteffekte von Herz-Kreislauf Medikamenten aus
der Gruppe der Kalziumkanalblocker (Verapamil und Diltiazem) sowie eines Vertreters
der B-Blocker (Atenolol) auf Karpfen (Cyprinus carpio) und Regenbogenforelle (On-
corhynchus mykiss) untersucht. Die Versuche folgten den Richtlinien der OECD (OECD
1992, 1998, 2012) und waren in Einklang mit den Tierschutzvorlagen der Tschechischen
Republik.

Karpfenembryos und Larven, die flr drei Tage 1 — 10 mg/l Verapamil ausgesetzt wurden,
zeigten eine Reduktion der Herzrate, sowie Wirbelsdulenverkrimmung, Intestinalédeme
und Herzmuskelodeme. In einer Langzeitstudie von 31 Tagen loste bereits die Konzentra-
tion von 46.3 pg/l Verapamil Wirbelsaulenverkrimmung, Intestinalédeme und Herzmus-
kelodeme aus. Dagegen zeigten umweltrelevante Konzentrationen dieses Stoffes
(0.463 pg/l) keine Effekte auf die getesteten Parameter (Steinbach et al., 2013).

Bei juvenilen Regenbogenforellen, die fur 42 Tage Diltiazem in einer Konzentration von
30 pg/l ausgesetzt waren, kam es zu histopathologischen Veranderungen des Herzens (Ge-
falkerweiterungen und Entzindungen), der Leber (Blutstau und eine Vakuolisierung der
Leberzellen) und der Niere (Tubulonephrose und Tubuloneogenese). Die histopathologi-
schen Veranderungen des Blutkreislaufsystems kénnen durch eine Blockade der Kalzium-
kanéle erklart werden, wobei die anderen Verédnderungen maoglicherweise durch die Meta-
bolisierung und Exkretion von Diltiazem verursacht wurden. Umweltrelevante Konzentra-
tionen (0.03 pg/l) beeintrachtigten die Aktivitat von antioxidativen Enzymen der Leber
und Kieme und fiihrten zu einer Peroxidation der Lipide in den Kiemen. Diltiazem koénnte
die Aktivitat von antioxidativen Enzymen von freilebenden Fischen beeintrachtigen und
so diese empfanglicher flr oxidativen Stress machen.
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In juvenilen Regenbogenforellen, die 42 Tage einer Konzentration von 1000 pg/l Atenolol
ausgesetzt waren, wurden histopathologische Verdnderungen des Herzkreislaufsystems
festgestellt (degenerative Verédnderungen der Herzkranzgefalie sowie eine Entziindungsre-
aktion im Perikard). Bei Fischen, die umweltrelevanten Konzentrationen von Atenolol
(1 pg/l) ausgesetzt waren, wurde eine reduzierte Laktatkonzentration im Blutplasma ge-
messen. Daher ware auch eine Beeintrachtigung der Energiebalance in Fischen, welche in
Oberflachengewassern Atenolol ausgesetzt sind, denkbar (Steinbach et al., 2014).

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass Atenolol und Diltiazem in umweltrelevanten
Konzentrationen Effekte auf die exponierten Fische hatten, wahrend dies jedoch nicht fir
Verapamil zutraf. Alle getesteten Medikamente hatten Auswirkungen auf das Herz- Kreis-
laufsystem der exponierten Fische.

Effects of environmentally relevant cardiovascular pharmaceuticals
on carp (Cyprinus carpio) and rainbow trout (Oncorhynchus mykiss);
acute and long-term studies

Summary

Cardiovascular pharmaceuticals are among the most prescribed drugs in human medicine
(Jjemba et al., 2008). As a consequence of their wide use together with their incomplete
elimination in the wastewater treatment plants, cardiovascular pharmaceuticals are traced
in surface waters (Khetan and Collins, 2007). Nevertheless, their effect on the inhabitants
of aquatic environment, e.g. fish, is not well documented and therefore their hazard poten-
tial is not clear (Fent et al., 2006).

The objectives of this study were to determine the acute and long term effects of selected
representatives of cardiovascular pharmaceuticals belonging to the group of the calcium
channel blockers (verapamil and diltiazem) and B-blocker (atenolol) on carp (Cyprinus
carpio) and rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). The experiments followed the OECD
guidelines (OECD, 1992; 1998; 2012) and were in accordance with the regulations of the
animal welfare in the Czech Republic.

In a short term embryo — larval test, carp were exposed for 3 days to verapamil in concen-
trations ranging from 1 to 10 mg/l. The exposure to verapamil caused a reduced heart rate
and developmental malformations, such as malformations of the spine and oedema on the
pericardium and intestine. In a 31 days lasting study, verapamil at the concentration of
46.3 g/l led to deformations of the spine, intestinal and pericardial oedema in the exposed
fish. At the environmentally relevant level (0.463 pg/l), verapamil did not affect the ex-
posed fish at any of the studied endpoints (hatching time, developmental and morphologi-
cal parameters) (Steinbach et al., 2013).

The long term exposure (42 days) of juvenile rainbow trout to diltiazem at the concentra-
tion of 30 pg/l caused histopathological alterations in the heart (inflammation, degenera-
tion and rupture of pericardial blood vessels), liver (sinusoidal congestion and vacuolisa-
tion in hepatocytes) and kidney (tubulonephrosis and tubuloneogenesis). Changes in the
cardiovascular system were probably caused by a blockade of the Ca-channels and can be
considered to be similar to those observed in the human body. Other alterations were
might have been caused by the metabolism and excretion of diltiazem. Moreover, at an
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environmental level (0.03 pg/l), diltiazem affected the activity of antioxidant enzymes in
liver and gills and caused lipid peroxidation in the gills. This indicates a potential of dilti-
azem for causing oxidative stress in fish.

Juvenile rainbow trout that were exposed for 42 days to atenolol at a concentration of
1000 pg/l presented histopathological alterations in the cardiovascular system such as de-
generative changes in the pericardial blood vessels and an inflammatory reaction in the
pericardium. These changes might be attributed to a blockade of p-receptors, as described
for the human body. At an environmentally relevant level (1 pg/l), atenolol-exposed rain-
bow trout presented reduced lactate content in the blood plasma (Steinbach et al., 2014)
which indicated that atenolol affected energy balance in fish (Steinbach et al., 2014).

In summary, all tested pharmaceuticals had an effect on the cardiovascular system and
other indices in fish. However, only atenolol and diltiazem affected the exposed fish at
environmentally relevant concentrations.
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Zusammenfassung

Heutzutage finden tausende von Pharmazeutika und Korperpflegeprodukte fur den tagli-
chen Gebrauch, in der Behandlung von Krankheiten, der Korperpflege sowie der Tierhal-
tung eine weitverbreitete Anwendung. Als Folgeerscheinung des starken Gebrauchens
dieser Substanzen ergibt sich eine Grundbelastung der Gewasser. Im besonderem ergibt
sich aus dieser Problematik, dass Fische permanent einer Spurenkonzentration dieser Xe-
nobiotika ausgesetzt werden. Doch deren okotoxikologischen Effekte auf die Bewohner
der Gewasser, im besonderen Fische, sind noch nicht ausreichend erforscht. Daher wurden
fir eine in vivo und in vitro Testreihe sechs Vertreter dieser Xenobiotika ausgewahlt
(Atenolol, Clotrimazol, Diltiazem, Verapamil, Sucralose und PBSA (2-phenylbenzimida-
zole-5-sulfonic acid). Die zur Auswahl fiihrenden Kriterien waren deren starker Gebrauch
und die Verbreitung im aquatischen Okosystem (Wasser und Fischblutplasmakonzentrati-
on). Die Untersuchung der in vivo Effekte wurde an verschieden Fischzellkulturen RTG,
EPC und FHM getestet. Uber den NR Test konnte eine Bewertung der akuten Zelltoxizitat
stattfinden. Die ermittelten LOEC aller getesteten Stoffe waren eine GréfRenordnungen
uber dem im Wasser oder Fischblutplasma zu findenden Konzentrationen. Im Gegensatz
dazu, stehen die Ergebnisse der in vivo Versuchsreinen mit Regenbogenforellen (On-
corhynchus mykiss). Weitere Forschung sollte die Effekte von polaren Xenobiotika in den
Mittelpunk stellen.

The effect of environmentally relevant concentration of selected PPCPs
in vivo - on fish and in vitro — on fish cell lines

Summary

Nowadays, there are several thousands of pharmaceuticals and personal care products
(PPCPs) for human and veterinary use. Although most of PPCPs are present in water at
trace concentrations, there is a concern that they can have possible adverse effects on sen-
sitive non-target organisms constantly exposed in the aquatic environment. Six tested
PPCPs were selected based on relevant ecotoxicological criteria. Results of surface water
analysisand fish steady state plasma concentration modelwere considered for selection of
relevant PPCPs and tested concentrations. The effects of diltiazem, clotrimazol, sucralose,
atenolol, 2-phenylbenzimidazole-5-sulfonic acid (PBSA) and verapamil were tested in vi-
vo and in vitro on fish and fish cell lines respectively. The toxicity was evaluated in vitro
by NR test using RTG, EPC and FHM stable fish cell lines. LOEC of all tested PPCPs for
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selected cell lines was higher than environmentally relevant concentration in surface water
or in fish plasma. However, adverse effects in fish were found even for environmentally
relevant concentration tested in vivo on rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Further re-
search is needed to reveal toxic effects of emerging polar contaminants in aquatic organ-
isms.

Method

The samples of SW (surface water) were collected in river Zivnypotok 3 km downstream
the WWTP (wastewater treatment plant) of Prachatice (Czech Rep.). Furthermore, sam-
ples of WW (waste water) were collected in the influent and effluent of WWTP of Ceske
Budejovice (Czech Rep.) over a 24 hour period time. The analyses were performed by
two-dimensional liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC/LC-
MS/MS) (Golovko et al., 2013; Grabicova et al., 2013b).

Firstly, environmentally relevant concentrations (ERC) of pure active substances were
used for testing in vitro.3 permanent cell lines were used: RTG-2 (rainbow trout gonad),
EPC (epithelioma papulosum cyprini) and FHM (fat head minnow). The tests were made
in microtiter plates using NR-assay method (Ahne, Halder 1991), utilizing the ability of
undamaged cellular lysosomes to uptake neutral red (NR). Cell lines were exposed to the
tested substance for 20 hours. LOEC (low effect concentration) and 20hEC50 (the con-
centration which killed 50 % cells in 20 h, therefore decreased absorbance 50 % against
control) was determined. 20hLC50 was determined by probit analyses.

Environmentally relevant concentrations (ERC) of pure active substances were also used
for testing in vivo.Semi-static tests of chronic toxicity (21 and / or 42 days) on juvenile
fish rainbow trout (O. mykiss) were used in fresh water aquaria. Multiple biomarkers
were measured in tested fish: morphological indices, haematological parameters, biochem-
ical analyses, antioxidant responses, CYP450 activities, histological examination. Only a
brief summary of significant effects are presented.

Results

1. Verapamil is a calcium channel blocker and is used in the treatment of angina pectoris
and arterial hypertension.

Environmental concentration in water: SW CZ (Czech republic): 0.001— 0.007 pg.I™*
(Grabicova et al., 2013b); WW: 0.05 — 0.068 pg.I"* (Khan, 2002); 0.51 — 3.10 pg.I™ (Trau-
tewein et al., 2008) WW CZ: effluent 0.019 pg.I™ (Golovko et al., 2013)

In vitro: no negative effects until concentrations of mg.I™

In vivo: tested conc. 0.5 (ERC); 27 and 270 pg.I" / 21 and 42 days. In concentration
0.5 pg.I" no changes. The concentration 27 and 270 pg.I™ affected fish health status —
changes in morphological, haematological and biochemical parameters and antioxidant
indicies (Li et al., 2011), but no effect on CYP450-mediated reactions (Burkina et al.,
2012).

2. Diltiazem is a calcium channel blocker and is used for the treatment of angina pectoris
and hypertension.
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Environmental concentration in water: SW: 0.004 pg.I* (Kasprzyk-Hordern et al., 2009),
SW CZ: 0.002 ug.I™ (Grabicova et al., 2013b), WW: 0.267 and 0.357 pg.I™* (Kasprzyk-
Hordern et al., 2009), WW CZ: effluent 0.014 pg.I™ (Golovko et al., 2013).

In vitro: no negative effects until concentrations of mg.I™.

In vivo: Steinbach et al. (2014) reported an affected activity of the antioxidant enzymes in
liver and gills in rainbow trouts that were exposed for 42 days to diltiazem at the ERC.
Furthermore, histopathological alterations in the heart, liver and kidney were observed af-
ter 42 days of exposure to diltiazem at the concentration of 30 pg.I™*

3. Atenolol is a second generation of beta blockers and is used in the treatment of angina
pectoris, hypertension, myocardial infarction, and tachycardia.

Environmental concentration in water: SW: 0.063 and 0.053 pg.I"* (Kasprzyk-Hordern et
al., 2009), SW CZ: 0.02-0.17 pg.I™ (Grabicova et al., 2013b), WW: 2.870 — 2.123 pg.I*
(Kasprzyk-Hordern et al., 2009), WW CZ: effluent 0.998 pg.I" (Golovko et al., 2013).

In vitro: no negative effects until concentrations of mg.1™.

In vivo: tested concentration (ERC), 10 and 1000 pg.I™ / 21 and 42 days. In the concentra-
tion 1 pg.I™ / 21 days: tplasma lactate. In the concentration 10 and 1000 pg.I™ / 21 days:
|haemoglobin and |GLU Inn the concentration 1000 ug.I™ / 42 days : histological changes
in liver and heart, affected haematocrite, plasma lactate and CAT in liver, In conclusion
atenolol induce physiological stress in fish (Steinbach, 2014).

4. Clotrimazole is a member of the group of imidazole and is used for antifungal treat-
ment.

Environmental concentration in water: Estuaries: 0.022 pg.I™ (www.coastalwiki.org)

In vitro: no negative effects until concentrations of mg.I™.
In vivo: tested concentration 0.01 (ERC); 1 and 10 pg.I™"/ 21 and 42 days.

In the concentration 10 pg.I™: changes in morphological, histological (kidney + testis). In
the concentration 1 pg.I™: changes in biochemical parameters: antioxidant and CYP450
enzymes acvivity (Burkina et al., 2014).

5. Sucralose is an artificial low/no calorie sweetener and is used in the treatment of obesi-
ty as well as in dietary guidelines.

Environmental concentration in water: Source water of DWTPs (drinking water treat-
ment plants): 0.44 pg.I* (Mawhinney et al., 2011), Influent in STPs (sewage treatment
plants): 1.0 pg.I™ (Scheuerer et al., 2009).

In vitro: no negative effects until concentrations of mg.I™.

In vivo: our future test.
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6. PBSA (2-phenylbenzimidazole-5-sulfonic acid) is a UV filter also called sunscreen.

Environmental concentration in water: SW: 13 pg.I™ (Grabicova et al., 2013a), 2.7 pg.I*
(Balmer et al., 2005; Poiger et al., 2004), SW CZ: 0.028 — 0.12 pg.I"* (Grabicova et al.,
2013b), WW CZ: effluent 0,539 pg I"* (Golovko et al., 2013).

In vitro: no negative effects until concentrations of mg.1™.

In vivo: tested conc. 10 (ERC) and 1000 pg.I™/ 21 and 42 days, after 21 days in both test-
ed concentrations: 1 activity of some P450 cytochromes + metabolic stress: 1GLU, TP,
CK, LAC (Grabicova et al., 2013a).

Conclusions

Environmentally relevant concentrations of 6 tested PPCPs did not induce any negative ef-
fect in in vitro acute toxicity test (NR bioassay) with permanent fish cell lines. In vitro
negative effects were not observed until concentrations of mg.I™*. However in vivo chronic
toxicity tests showed negative effect on fish even at environmentally relevant concentra-

tions (ug. I™).
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Zusammenfassung

Durch eine unsachgeméle Entsorgung kdnnen Kunststoffe in die aquatische Umwelt ge-
langen. Dabei ist es besonders kritisch, dass dieser Plastikabfall nicht verrottet, sondern
durch mechanische, chemische oder biologische Einflisse in immer kleinere Einzelteile
zerféallt. Kunststoffpartikel kleiner als 5 mm werden dabei als Mikroplastik bezeichnet.
Zudem sind industriell hergestellte Mikroplastikpartikel in vielen kosmetischen Produkten
und Reinigungsmitteln enthalten und werden moglicherweise lber den Abwasserpfad in
die Gewasser eingetragen. In den Gewassern kann aufgrund der geringen Groflie Mikro-
plastik von Gewasserorganismen aufgenommen werden und sich in der Nahrungskette an-
reichern.

Bisher konzentrierten sich die meisten Untersuchungen auf die Mikroplastikbelastung ma-
riner Gewassersysteme und die Auswirkungen auf Meerestiere. Aktuelle Studien weisen
allerdings auch auf eine Belastung von limnischen Gewassern hin. Derzeit untersucht das
Bayerische Landesamt fur Umwelt (LfU) in Kooperation mit der Universitat Bayreuth in
einem aktuellen Forschungsprojekt Eintragspfade, Vorkommen und Verteilung von Mik-
roplastikpartikeln in bayerischen Gewéssern sowie mogliche Auswirkungen auf aquati-
sche Organismen.

Microplastics in aguatic ecosystem
Summary

Plastics may enter the aquatic environment by improper disposal. It is particularly critical
that this plastic waste doesn’t decompose but rather degrades by mechanical, chemical or
biological influences to smaller fragments. Plastic particles smaller than 5 mm are called
microplastics. In addition industrially produced microplastic particles are present in many
cosmetic products and detergents and can potentially be released via wastewater into sur-
face waters. Due to their small size microplastics can be ingested by aquatic organisms
and can accumulate in the food chain. Most studies so far have focused almost exclusively
on marine ecosystems and investigated the effects of microplastics in marine species.
However, recent studies demonstrated that microplastics exist in freshwater ecosystems.
Within the frame of a current research project the LfU in cooperation with the University
of Bayreuth carries out investigations on source, occurrence and distribution of micro-
plastic particles in Bavarian waters and also on potential effects on aquatic organisms.
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Vorkommen und mdégliche Auswirkungen von Mikroplastik auf den Organismus

Kunststoffe sind aufgrund ihrer flexiblen Materialeigenschaften und vielfaltigen Einsatz-
moglichkeiten ein wichtiger Bestandteil unseres Alltags. Im Jahr 2012 betrug die weltwei-
te Produktion rund 288 Millionen Tonnen und weiterhin werden steigende Produktionsra-
ten prognostiziert (1). Durch eine unsachgemélRe Entsorgung gelangt ein Teil dieser
Kunststoffe in unsere Umwelt. Aufgrund der als sehr hoch eingeschétzten Zerfallsrate
bleibt dieser Plastikabfall dort vorrausichtlich tiber mehrere hundert Jahre bestehen. Dabei
ist es besonders kritisch, dass Kunststoffe nicht verrotten, sondern durch mechanische,
chemische oder biologische Einfliisse in immer kleinere Einzelteile, sogenanntes Mikro-
plastik zerfallen (sekundares Mikroplastik). Als Mikroplastik werden allgemein in der Li-
teratur Plastikpartikel kleiner als 5 mm bezeichnet, wobei zwischen grof3en (large micro-
plastic particles, L-MPP; 5 — 1 mm) und kleinen Mikroplastikpartikeln (small microplastic
particles, S-MPP; 1 mm — 1 um) unterschieden wird. Industriell hergestellte Mikroplastik-
partikel (primares Mikroplastik) sind ferner in einer Vielzahl von Reinigungsmitteln und
kosmetischen Produkten wie z. B. Hautpeelings enthalten (2). Zudem konnen sich Mikro-
plastikpartikel in Form von Kunststofffasern bei Waschvorgéngen aus der Kleidung lésen
(3).

Fur marine Okosysteme ist die hohe Belastung mit Plastik bereits seit lingerem bekannt
und gut dokumentiert. 70 bis 80 % des im marinen Bereich vorzufindenden Abfalls, von
dem Plastik den Hauptanteil ausmacht, sind Schéatzungen zu Folge terrestrischen Ur-
sprungs (4). Anzunehmen ist dabei, dass dieser durch Flisse in die Ozeane gelangt (4, 5).
Aktuell sind wissenschaftlich basierte Aussagen zum Vorkommen von Plastik im limni-
schen Bereich jedoch nur bedingt méglich. In einigen wenigen Studien konnte dennoch
bereits Mikroplastik z. B. in deutschen Flussen (6), Schweizer Seen (7, 8) und dem Gar-
dasee (9) nachgewiesen werden.

Aufgrund der geringen GroRRe der Mikroplastikpartikel kénnen sie von unterschiedlichen
Organismen wie z.B. Zooplankton, Muscheln oder Fischen aufgenommen werden (10).
Dabei sind zum einen durch Mikroplastik selbst mechanische Schadigungen an Kiemen
und Magen-Darm-Trakt anzunehmen. Zum anderen besteht das Risiko, dass sich die Mik-
roplastikpartikel in den Organismen und demzufolge auch innerhalb der Nahrungskette
anreichern (9, 11, 12). In der Umwelt wurde die Aufnahme von Mikroplastik beispiels-
weise bereits fur den Kaiserhummer (Nephrops sp.) (13), den Griindling (Gobio gobio)
(14) sowie fur Miesmuscheln (Mytilus edulis) und pazifische Felsenaustern (Crassostera
gigas) (15) beschrieben. Die mogliche Ubertragung von Mikroplastik innerhalb der Nah-
rungskette konnte bis jetzt nur in Laborstudien nachgewiesen werden (10, 12, 13). Nach
einer oralen Aufnahme der Mikroplastikpartikel besteht die Mdglichkeit der Darmpassage
mit anschlieBender Ausscheidung (11) oder der Anreicherung im Verdauungstrakt sowie
des Eintritts Uber die Darmbarriere in das Gewebe (6, 13, 16). In ersten Studien wurde ei-
ne Aufnahme von Mikroplastik Gber Kiemen und Magen-Darm-Trakt, sowie histopatho-
logische Veranderungen im Gewebe fiir Miesmuscheln beschrieben (17, 18). Ebenfalls
wird als Folge einer Ingestition von Mikroplastik eine Blockierung des Verdauungstraktes
mit Hinderung der Futterpassage vermutet (19). Zudem kann bei Tieren durch die Auf-
nahme von Mikroplastik eventuell der Zustand einer Pseudo-Sattigung mit der Folge einer
reduzierten Futteraufnahme entstehen (20, 21).

Des Weiteren werden Kunststoffe, um ihnen besondere Eigenschaften zu verleihen, oft-
mals mit Zusatzstoffen wie zum Beispiel Weichmachern (Bisphenol A, Phthalate) oder
Flammschutzmitteln versetzt (22). Fur einige dieser Zusatzstoffe sind toxische oder hor-
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moné&hnliche Wirkungen nachgewiesen (23). Bei einer oralen Aufnahme von mit Zusatz-
stoffen versetzten Kunststoffen wird demnach vermutet, dass sie im Organismus entspre-
chende Wirkungen entfalten kénnen. Ein weiteres Gefahrdungspotential geht moglicher-
weise von an Mikroplastikpartikeln gebundenen chemischen Substanzen aus (22). Diese
hydrophoben Stoffe akkumulieren an der Oberflache der Mikroplastikpartikel und kénnen
demzufolge von aquatischen Organismen in erhdhter Konzentration aufgenommen werden
und bei diesen schadliche Wirkungen entfalten (24). AulRerdem kann die Oberflache von
Mikroplastikpartikeln im aquatischen Milieu von Biofilmen besiedelt werden (25), sodass
Mikroplastik moglicherweise als Vektor fur invasive Arten und Pathogene fungieren kann
(26).

Forschungsprojekt: Mikroplastik

Um Eintragspfade, Vorkommen und Verteilung von Mikroplastik in bayerischen Gewas-
sern sowie mogliche Auswirkungen auf aquatische Lebewesen zu ermitteln, wurde 2014
vom Bayerischen Staatsministerium fur Umwelt und Verbraucherschutz ein Forschungs-
projekt initiiert. Dieses wird vom LfU in Kooperation mit der Universitit Bayreuth durch-
gefinhrt.

In einem ersten Schritt sollen die Nachweisverfahren zur sicheren und schnellen Identifi-
zierung und Quantifizierung von Mikroplastik optimiert werden. Des Weiteren werden
qualitative und quantitative Analysen von Mikroplastik in Umweltproben zur Ermittlung
der Belastung bayerischer Oberflachengewdsser mit Mikroplastik durchgefuhrt. Dazu
werden ausgewahlte bayerische Seen und Flisse, gereinigte Abwaésser, Klarschlamm so-
wie Fische und Muscheln im Freiland hinsichtlich des Vorkommens von Mikroplastik un-
tersucht. Ferner werden am LfU Laborstudien zu mdoglichen Auswirkungen von Mikro-
plastikpartikeln auf Fische durchgefuhrt. Hier stehen insbesondere die Aufnahme und
maogliche Anreicherung im Organismus sowie pathologische Veranderungen des Gastroin-
testinaltraktes im Focus.

Weitere Informationen zum Thema Mikroplastik sind auf der Internetseite des LfU unter
http://www.Ifu.bayern.de/analytik stoffe/mikroplastik/index.htm abrufbar.
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Zusammenfassung

Nach einem Ausbruch der Viralen Hamorrhagischen Septikdmie (VHS) stellt sich die Fra-
ge nach einer wirkungsvollen Desinfektion von Teichbéden. In vorliegendem Versuch
wurde der Einfluss der Temperatur auf die Tenazitat von VHS-Viren auf Sandbdden un-
tersucht. Es zeigte sich eine deutlich langere Haltbarkeit des VHS-Virus bei den Tempera-
turen 4 °C und 10 °C als bei den wéarmeren Temperaturen 20 °C und 28 °C. Eine 100 %-
ige Desinfektion war bei 28 °C nach einem Tag, bei 20 °C nach sieben Tagen erreicht. Bei
Temperaturen von 4 °C war nach sieben Tagen noch hochinfektiéses Virusvorkommen
vorhanden.

Disinfection of pond soils - Influence of temperature
on the tenacity of VHS virus

Summary

After the outbreak of the viral haemorrhagic septicemia (VHS) the question arises for an
effective disinfection of the soils of ponds. In the present experiment the influence of tem-
perature on the tenacity of VHS-virus on sandy soils was investigated. There was a signifi-
cantly longer tenacity of the VHS-virus at temperatures of 4 °C and 10 °C compared to
temperatures of 20 °C and 28 °C. After one day a 100°% disinfection rate has been
achieved at 28 °C, after seven days at 20 °C. At temperatures of 4 °C even after seven
days highly infectious virus was still present.

Einleitung

Die Virale Hamorrhagische Septikdmie (VHS) ist nach dem Tierseuchenrecht anzeige-
pflichtig und kann zu hohen Mortalitaten bei Forellen fiihren. Nach einem Krankheitsaus-
bruch stellt sich die Frage nach einer geeigneten Desinfektion von Bdden in abgelassenen
Erdteichen und der Tenazitat des Virus unter naturlichen Bedingungen.
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Material und Methoden

Das VHS-Virus wurde mit einem Titer von 10° KIDso/ml auf sandigen Béden ausgebracht
und verschiedenen Temperaturen (4 °C, 10 °C, 20 °C und 28 °C) ausgesetzt. Dabei wur-
den zu Beginn sowie nach einem Tag, drei und sieben Tagen Proben genommen, die an-
schlieRend in der Zellkultur auf vermehrungsféhiges Virus untersucht wurden.

Ergebnisse und Diskussion

Es zeigte sich eine deutlich langere Haltbarkeit des VHS-Virus bei den Temperaturen 4 °C
und 10 °C als bei den wéarmeren Temperaturen 20 °C und 28 °C (siehe Abbildung). Bei
28 °C war bereits nach einem Tag und bei 20 °C nach sieben Tagen auf den Bdden kein
vermehrungsfahiges Virus mehr nachweisbar. Bei Temperaturen von 4 °C waren nach
sieben Tagen noch 10 % der Viren (entspricht 10° KIDso/ml) und bei 10 °C nach sieben
Tagen noch etwa 0,1 % der Viren (entspricht 10%® KIDso/ml) vorhanden. Auch bei letzte-
rem Wert handelt es sich jedoch immer noch um ein hochinfektiéses Virusvorkommen. Es
ist anhand dieser Befunde zu befiirchten, dass bei Temperaturen von 4 — 10 °C feuchte
Teichbdden auch eine Woche nach dem Ablassen der Teiche noch infektidses VHS-Virus
enthalten und eine Quelle fiir einen erneuten Krankheitsausbruch darstellen kénnen.

(Diese Untersuchung wurde durch das Bundesministerium fir Erndhrung, Landwirtschaft
und Verbraucherschutz (BMELV) geférdert.)
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Abb. 1 Einfluss verschiedener Temperaturen auf die Tenazitat des VHS-Virus in Sand-
boden 2.1 (LUFA Speyer). Darstellung der Virustiter in der Probe am Versuchs-
tag 0, 1, 3, und 7. (KID 50 %: Kulturinfektiose Dosis fir 50 % der Reagenten)
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Zusammenfassung

Versuche mit Fischen, die auf natlirlichem Wege mit Ichthyophthirius multifiliis befallen
waren, zeigten, dass Chlorophyllin in Verbindung mit Bestrahlung zu einer hoch signifi-
kanten Reduktion der auf der Fischhaut sitzenden Trophonten fuhrt. Bereits eine dem
Wasser zugesetzte Chlorophyllinkonzentration von 2 pg/mL mit einer kombinierten drei-
stiindigen Bestrahlung unter einem Sonnensimulator fiihrte zu einem Befallsriickgang von
50 — 60 %. In den Kontrollgruppen war hingegen eine Zunahme des Ichthyhophthirius-
Befalls um bis zu 150 % zu verzeichnen.

Reduction of the trophonts on fishes, which are infested with
Ichthyophthirius multifiliis, with the use of chlorophyllin

Summary

Experiments with fish, which were naturally infected by Ichthyophthirius multifiliis,
showed, that chlorophyllin in combination with an illumination by a sun simulator reduced
the number of trophonts on the skin of the fish with high significance. Already a concen-
tration of 2 ug/mL of chlorophyllin, solved in water and a three hour illumination under
the sun simulator is sufficient to reduce the infestation by 50 % to 60 %, while the control
showed an increase up to 150 %.

Einleitung

Viele Fischparasiten, allen voran der Ciliat Ichthyophthirius multifiliis, ist ubiquitar ver-
breitet und stellt vor allem in der Aquakultur ein groRes Problem dar. Er flihrt zu hoher
Morbiditat und Mortalitat bei Nutzfischen. Im Rahmen dieses Projektes wurde die Wirk-
samkeit der photodynamischen Eigenschaft von Chlorophyllin gegen Ichthyophthirius
multifiliis bei Karpfen untersucht.
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Material und Methoden

Sechs Becken (200 I) wurden mit je zehn zweijahrigen Spiegelkarpfen besetzt, die einen
mittelgradigen Ichthyophthirius multifiliis — Befall aufwiesen. Der Befall an Trophonten
wurde vor dem Besatz und nach den Behandlungen nach Fotografie einer Seite der Karp-
fen am Bildschirm ausgezahlt. Uber den Becken wurde ein Sonnensimulator angebracht.
Pro Experiment wurden drei Becken mit Chlorophyllin (2 pug/mL) sowie drei Becken als
unbehandelte Kontrolle herangezogen. Nach einer sechsstiindigen Inkubation in Dunkel-
heit wurde die eine Halfte der Ansétze fir drei Stunden der Strahlung ausgesetzt, die ande-
re Halfte der Ansétze verblieb im Dunkeln. Nach dieser dreistlindigen Bestrahlung bzw.
weiteren Dunkelphase wurde der Parasitenbefall erneut erfasst und dokumentiert und die
Tiere wurden in Halterungsbecken mit einem kontinuierlichen Durchfluss umgesetzt. Zu
den Zeitpunkten 48 und 148 Stunden nach Versuchsbeginn wurde der Parasitenbefall aller
Fische erneut erfasst.

Ergebnisse

Die Wirkung der Zugabe von Chlorophyllin bei einer zeitgleichen Bestrahlung zeigt Ab-
bildung 2. Bei der Zugabe von 2 pg/mL Chlorophyllin in Kombination mit einer Bestrah-
lung von drei Stunden war ein Rlckgang des Befalls der Fische mit Trophonten auf
44,2 % des Anfangsbefalles zu verzeichnen. Der Befall war nachhaltig reduziert. 48 Stun-
den nach Versuchsbeginn betrug der Befall 44,3 % und lag nach 144 Stunden noch bei nur
50,2 % des Ausgangsbefalles.
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Abb. 1: Entwicklung des Befalls von Abb. 2: Entwicklung des Befalls von
Karpfen mit Ichthyophthirius multifiliis Karpfen mit Ichthyophthirius multifiliis
(in % des Anfangsbefalles) ohne Zugabe (in % des Anfangsbefalles) bei Zugabe
von Chlorophyllin bei anschlieRender von 2 pg/ml Chlorophyllin und anschlie-
dreistiindiger Exposition unter dem Render dreistiindiger Exposition unter
Sonnensimulator (Honle Lampe) dem Sonnensimulator (Honle Lampe)

In allen anderen Variationen (ohne Chlorophyllin mit Bestrahlung (Abb. 1), ohne Chloro-
phyllin ohne Bestrahlung (Abb. 3), mit Chlorophyllin ohne Bestrahlung (Abb. 4) war kei-
ne nachhaltige Reduktion der Trophonten zu erzielen. Bei den Varianten ohne Bestrahlung
(Abb. 3, Abb. 4) war nach 48 h bzw. 144 h eine deutliche Erh6hung an Trophonten um bis
zu 150 % festzustellen.
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Abb. 3: Entwicklung des Befalls von Abb. 4: Entwicklung des Befalls von
Karpfen mit Ichthyophthirius multifiliis Karpfen mit Ichthyophthirius multifiliis
(in % des Anfangsbefalles) ohne Zugabe (in % des Anfangsbefalles) bei Zugabe
von Chlorophyllin und ohne Exposition von 2 pg/ml Chlorophyllin ohne anschlie-

unter dem Sonnensimulator (Honle Lampe) Rende Exposition unter dem Sonnensimu-

lator (Honle Lampe)

Zusammenfassung

Versuche mit Fischen, die auf natiirlichem Wege mit Ichthyophthirius multifiliis befallen
waren, zeigten, dass Chlorophyllin in Verbindung mit Bestrahlung zu einer hoch signifi-
kanten Reduktion der am Fisch sitzenden Trophonten flhrt. Bereits eine dem Wasser zu-
gesetzte Chlorophyllinkonzentration von 2 pg/mL mit einer kombinierten dreistiindigen
Bestrahlung unter einem Sonnensimulator fuhrte zu einem Befallsriickgang von 50 —
60 %. In den Kontrollgruppen war hingegen eine Zunahme des Ichthyhophthirius-Befalls

um bis zu 150 % zu verzeichnen.

(Diese Untersuchung wurde durch das Bundesministerium fur Ernahrung, Landwirtschaft

und Verbraucherschutz (BMELV) gefordert.)
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