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Vorwort

Die XVII Gemeinschaftstagung der Deutschen, Osterreichischen und
Schweizer Sektionen der European Association of Fish Pathologists (EAPF)
wurde vom 3. bis zum 9. Oktober im Hotel Au Parc in Fribourg (Freiburg im
Uechtland) durchgefiihrt. Die Tagung stand unter dem Motto «Fischgesund-
heit — eine Herausforderung fiir alle». Dieses Motto veranschaulicht, dass das
Erhalten einer guten Gesundheit bei Wassertieren von zentraler Bedeutung
ist, wobei hier der Ausdruck «Fisch» sehr weit gefasst werden muss, sind
doch in den Tagungsthemen nicht nur Fische, sondern auch Krebstiere ent-
halten. Immer wieder treten neue Krankheiten sowohl bei freilebenden als
auch bei unter menschlicher Obhut gehaltenen Wassertieren auf, was einer-
seits fiir die Wissenschaft andererseits aber auch fiir die Halter von solchen
Tieren eine Herausforderung bedeutet. Ohne die Zusammenarbeit von Wis-
senschaft, Medizin, Haltung und Naturbehorden ist eine erfolgreiche Losung
solcher Probleme kaum moglich. Dabei geht es aber nicht nur um neue Prob-
leme, sondern auch seit langem bekannte Krankheiten kdnnen immer wieder
eine Herausforderung darstellen, sei es, weil erfolgreiche Therapien fehlen
oder nicht mehr verfiigbar sind, sei es, weil Probleme wieder neu auftreten.
Dazu kommen immer wieder neue gesetzliche Vorgaben, die es zu beriick-
sichtigen gilt, sowie neu definierte Anspriiche beziiglich Tierhaltung und
Tierwohl. Mit dem breit gefiacherten thematischen Angebot versuchte die Ta-
gung, Einblicke in diese Herausforderungen zu geben. Dabei dienten nicht
nur Vortridge und Poster der Wissensvermittlung. Ebenso wichtig waren die
personlichen Kontakte, die einen regen Austausch unter den Teilnehmenden
ermoglichten.

Die Tagung begann mit einem abendlichen Begriissungs-Apero im Tagungs-
hotel. Am Mittwochmorgen wurde die Tagung offiziell mit einer Begriissung
durch die Organisatoren erdffnet. Anschliessend erfolgte eine Grussnote
durch Willy Eyer, stellvertretender Dienstchef des Amtes fiir Wald, Wild und
Fischerei als Vertreter des gastgebenden Kantons sowie durch Professor Da-
vid Spreng, Dekan der Vetsuisse Fakultit Bern. Der anschliessende wissen-
schaftliche Teil gliederte sich in die folgenden thematischen Blocke: Krank-
heiten — alte Bekannte und neue Probleme; Therapie im Wandel der Zeit;
Klimawandel, Umwelt und Fischgesundheit; Fish Welfare/Tierschutz und
freie Themen. Insgesamt wurden 42 Vortrage préasentiert. Ergéinzt wurde das
Programm durch 26 Poster, die wéhrend der ganzen Tagung einsehbar waren.
Die Themenvielfalt widerspiegelt das grosse Interessensspektrum der Teil-
nehmer und der EAFP.
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programm eine wichtige Rolle, erlaubt dieses doch einen personlichen Aus-
tausch der Teilnehmer. Am frithen Donnerstagabend waren die Tagungsteil-
nehmer eingeladen, an einer Fithrung durch den historischen Teil der Stadt in
einem Minizug teilzunehmen. Dank des guten Wetters prisentierte sich die
Stadt von ihrer vorteilhaftesten Seite. Im Anschluss an diese Fiihrung, folgte
der Gesellschaftsabend im Saal Grenette im Zentrum der Stadt. Hohepunkt
dieses Anlasses war die Verleihung der Prof. Wilhelm Schéperclaus Forder-
preise fiir junge Forscher. Alle Tagungsteilnehmer hatten unter den teilneh-
menden Beitrdgen ihre Wahl treffen konnen. Dirk Willem Kleingeld iibergab
den Preis fiir den besten Vortrag an Linda Tschirren (Stress im Fischhirn;
Autoren: Linda Tschirren, Constanze Pietsch, Andreas Seitz) und denjenigen
fiir das beste Poster an Julia Bauer (Untersuchungen zur Pathogenitét ver-
schiedener Vibrio spp. aus Kreislaufanlagen fiir tropische Riesengarnelen
(Litopenaeus vannamei), Autoren: Julia Bauer, Felix Teitge, Lisa Neffe, Mi-
kolaj Adamek, Arne Jung, Christina Peppler, Dieter Steinhagen, Verena

Stachowitz (1) sowie Herrn Oswald Fiirneisen (1) fiir die Stiftung der Preise
herzlich gedankt.

Am Samstag konnten Interessierte an einer Exkursion teilnehmen. Besichtigt
wurde zunéchst ein Fischlift an der Pérolles-Staumauer bei Fribourg. An-
schliessend stand ein Besuch einer Forellenfischzucht (Pisciculture de la Gru-
yere) auf dem Programm. Dass die Fahrt zur Fischzucht durch den Alpabzug
verldngert wurde, war zwar nicht vorgesehen worden, ergab aber einen netten
Eindruck iiber die lokalen Gebriauche. Auf der Fischzuchtanlage wurden die
Teilnehmenden mit einem feinen Apero durch den Besitzer Albert Bossy
empfangen. Thm sei hier ganz herzlich gedankt. Letzter Progammpunkt war
die Besichtigung der Schaukiserei von Gruyére, welche einen Eindruck tiber
die Herstellung des Greyerzerkidses vermittelte.

Ohne Unterstiitzung in verschiedenster Hinsicht widre die Tagung nicht
durchfiihrbar gewesen. Einerseits halfen zahlreiche Kolleginnen und Kolle-
gen bei der Planung und Durchfiihrung mit Rat und Tat mit. Andererseits
konnte das Organisationsteam auf finanzielle Unterstiitzung durch Sponsoren
zahlen. Auch die Betreiber des Tagungshotels erwiesen sich als den Wiin-
schen der Organsatoren gegeniiber sehr offen und flexibel. Fiir all diese Hilfe
und Unterstiitzung bedanken sich die Organisatoren ganz herzlich.

Thomas Wahli
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Vortrage: Krankheiten - Alte Bekannte und neue
Probleme



40 Jahre Diagnostik von Fischkrankheiten in der Schweiz

Thomas Wahli, Heike Schmidt-Posthaus, Beat von Siebenthal, Helmut Seg-
ner

Zentrum fiir Fisch- und Wildtiermedizin, Universitidt Bern, Lédnggassstrasse
122, 3012 Bern, Schweiz

Zusammenfassung

Die Nationale Untersuchungsstelle fiir Fischkrankheiten (NAFUS) wurde
1975 unter dem Druck der um sich greifenden Ulzerativen Dermalnekrose
(UDN) bei wilden Bachforellen und dem haufigen Auftreten der Viralen Ha-
morrhagischen Septikdmie (VHS) an der Vetsuisse Fakultit Bern etabliert.
Ab 1978 war die NAFUS vollstindig einsatzfahig. Die diagnostischen Daten
der NAFUS wurden von 1978 an in einer einheitlichen Form in einer Daten-
bank erfasst, was einen Uberblick iiber 40 Jahre Diagnostik erlaubt.

Von 1978 bis 2017 wurden iiber 16’200 Einsendungen von Fischen und
Krebsen aus privaten und staatlichen Fischzuchten, aus freien Gewissern,
Teichen sowie aus Aquarien registriert. Regenbogenforellen, die wichtigste
Zuchtfischart in der Schweiz, machten einen Anteil von 35% aus. 15% der
Fille betrafen Bachforellen, was den wichtigen Status dieser Art als einer der
bedeutendsten Wildfische der Schweiz reflektiert.

Bei der Haufigkeit von Diagnosen stehen Infektionen durch Parasiten an ers-
ter Stelle, gefolgt von bakteriellen Problemen. In weniger als 5% aller Fille
wurden Virusinfektionen diagnostiziert.

Die Entwicklung iiber die Jahre zeigt einen deutlichen Riickgang der VHS.
Demgegeniiber ist bei der in der Schweiz bisher anzeigepflichtigen Infektio-
sen Pankreasnekrose (IPN) kein klarer Trend erkennbar. Die Anzahl Fille
von Infektiser Hamatopoietischer Nekrose (IHN), einer auszurottenden Seu-
che wie VHS, blieb nach ihrem ersten Auftreten im Jahre 1993 gering. An-
dere virale Krankheiten, die iiber die Jahre neu in der Schweiz auftraten, wa-
ren Infektionen durch Koi Herpes Virus (KHV), Salmonid Alpha Virus
(SAV), Carp Edema Virus (CEV), Cyprinid Herpes Virus 2 und Perchrhab-
dovirus, alle in geringer Anzahl.

Unter den bakteriellen Krankheiten wurden Furunkulose, Bakterielle Nieren-
krankheit (BKD), und Rotmaulseuche (ERM) regelméssig nachgewiesen,
wobei die Anzahl Fille von Furunkulose tendenziell leicht abnahm. Im Ge-
gensatz dazu nahmen Probleme durch externe und systemische Flavobakteri-
eninfektionen stiandig zu.
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Bei den Parasiten stehen Probleme bedingt durch Ichthyobodo necator (Cos-
tiose) und Ichthyophthirius multifiliis (Weissplinktchenkrankheit) in Fisch-
zuchten und Aquarien sowie durch Tetracapsuloides bryosalmonae, dem Er-
reger der Proliferativen Nierenkrankheit (PKD), in Wildfischen im Vorder-
grund. Wihrend die Zahl der Weisspiinktchenkrankheiten stédndig abnahm,
ist bei Costiose und PKD kein Trend zu erkennen.

Summary

The National Fish Disease Laboratory (NAFUS) was established in 1975 at
the Vetsuisse Faculty in Berne due to the spread of ulcerative dermal necrosis
(UDN) in wild brown trout and the frequent occurrence of viral haemorrhagic
septicaemia (VHS). The NAFUS was fully operational in 1978. The diagnos-
tic data of the NAFUS from 1978 onwards were recorded in a database, which
allows an overview of 40 years of diagnostics.

From 1978 to 2017, more than 16,200 submissions of fish and crayfish from
private and governmental fish farms, from open waters, ponds and from
aquaria were registered. Rainbow trout, the most important farmed fish spe-
cies in Switzerland, accounted for 35% of the submissions. The 15% of
brown trout cases reflect the status of this species as an important wild fish
species in Switzerland.

The frequency of diagnoses is dominated by parasitic infections, followed by
bacterial problems. Virus infections were diagnosed in less than 5% of all
cases.

The development over the years shows a clear decrease in VHS. On the other
hand, no clear trend is discernible for infectious pancreatic necrosis (IPN),
which has so far been notifiable in Switzerland. The number of cases of in-
fectious haematopoietic necrosis (IHN), a disease to be eradicated as VHS,
remained low after its first occurrence in 1993. Other viral diseases emerging
in Switzerland over the years were infections with Koi Herpes Virus (KHV),
Salmonid Alpha Virus (SAV), Carp Edema Virus (CEV), Cyprinid Herpes
Virus 2 and Perchrhabdovirus, all in low numbers.

Among the bacterial diseases, furunculosis, bacterial kidney disease (BKD),
and red mouth disease (ERM) were regularly detected, with the number of
furuncolosis cases slightly decreasing over time. In contrast, problems caused
by external and systemic flavobacterial infections increased steadily.

Concerning parasite infections, problems caused by Ichthyobodo necator
(costiosis) and Ichthyophthirius multifiliis (white spot disease) in fish farms
and aquaria and by Tetracapsuloides bryosalmonae, the pathogen causing
proliferative kidney disease (PKD) in wild fish, are in the foreground. While
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the number of white spot disease outbreaks has steadily decreased, there is
no trend in costiosis and PKD.

Geschichtliches

Die Fischuntersuchungsstelle (NAFUS) wurde 1975 an der Abteilung fiir Ge-
fliigel-, Wild- und Fischkrankheiten am Institut fiir Veterindrbakteriologie
der Universitit Bern etabliert. Dies geschah unter dem Druck der bei wilden
Salmoniden um sich greifenden Ulzerativen Dermalnekrose (UDN) und der
hohen Anzahl Félle von Viraler Himorrhagischer Septikdmie (VHS). 1986
wechselte die Abteilung ans Institut fiir Pathologie. 1998 wurde der Geflii-
gelteil nach Ziirich ausgelagert und die Abteilung unter dem Namen Zentrum
fir Fisch- und Wildtiermedizin (FIWI) in seiner heutigen Form etabliert.
2014 erhielt das FIWT den Status eines eigenen Institutes. Das FIWI feierte
2018 sein 20-jéhriges Bestehen.

Methoden

Seit 1978 wurden alle Diagnostikfille einschliesslich Untersuchungsresultate
einheitlich in einer Datenbank erfasst. Beriicksichtigt wurden dabei immer
Fille, nicht Einzelfische, wobei ein Fall als Einsendung von Tieren
oder Material einer Fischart und einer Herkunft (Becken in einer Fischzucht,
Fluss, Aquarium) definiert wird. Die Daten von 1978 bis 1984 wurden dabei
restrospektiv eingetragen. Bis Ende 2017 sind iiber 16°000 Fille aufgenom-
men worden. Diese Datensammlung erlaubt Auswertungen nach verschiede-
nen Gesichtspunkten {iber eine Periode von 40 Jahren. Die nachfolgenden
Angaben basieren auf dieser Datensammlung.

Resultate und Diskussion

Die Hilfte (50%) aller Einsendungen stammte aus privaten Fischzuchten.
Weitere Herkunftsorte waren Siiss- und Salzwasser-Aquarien mit 20%, sowie
»Freie Gewdsser” und ,, Teiche* mit je 11%. Alle iibrigen Herkunftstypen la-
gen deutlich unter 10%. Das Artenspektrum der untersuchten Fische war sehr
breit, wobei die Anteile einzelner Arten sehr unterschiedlich verteilt waren.
Regenbogenforellen machten mit 35% den grossten Anteil aus, gefolgt von
Bachforellen mit tiber 16% und Siisswasserzierfischen mit iiber 13%. Regen-
bogenforellen sind in der Schweiz seit langem die wichtigste Zuchtfischart,
wihrend Bachforellen die héaufigste und aus Anglersicht wichtigste Art in
freien Gewdssern ist.

Bei den Diagnosen zeigte sich ein zahlenméssig sehr unterschiedliches Bild.
Bei tiber 40% aller Fille wurden Parasiten festgestellt. Bei knapp 28% aller
Einsendungen konnten Bakterien nachgewiesen werden, wéhrend bei ledig-
lich 4% der Einsendungen Viren diagnostiziert wurden. Bei 15% der Einsen-
dungen wurden Umwelt-bedingte Probleme gefunden. Zu beriicksichtigen ist
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bei dieser Zusammenstellung, dass der Nachweis eines Erregers nicht zwin-
gend bedeutet, dass es sich dabei um ein Problem handelt. So werden z.B.
héufig Parasiten in einem Befallsgrad nachgewiesen, der fiir die infizierten
Fische keine deutliche Beeintrachtigung bedeuted. Weiter gilt es zu beachten,
dass in sehr vielen Féllen Mehrfachinfektionen oder —probleme vorlagen, die
in den angegebenen Zahlen nicht beriicksichtigt werden.

Im Folgenden wird auf die Haufigkeit von Krankheiten bezogen auf die ent-
sprechende Gruppe (nicht bezogen auf die Gesamtanzahl der Einsendungen)
eingegangen.

Innerhalb der Virusinfektionen war die als auszurottend klassierte Virale Ha-
morrhagische Septikdmie (VHS), welche in erster Linie Salmoniden betrifft,
mit knapp 58% die mit Abstand héufigste virale Krankheit. Die als zu be-
kidmpfend eingestufte Infektiose Pankreasnekrose (IPN) machte einen Anteil
von gut 20% der Virusinfektionen aus. IPN verursacht in der Regel nur bei
jungen Salmoniden Probleme, wihrend das Virus bei élteren Tieren zwar
nachweisbar, aber ohne erkennbare Folgen fiir die betroffenen Tiere ist. Der
Anteil aller weiteren nachgewiesenen Viren an der Gesamtheit der Virus-
funde, insbesondere auch derjenige von Infektioser Himatopoietischer Nek-
rose (IHN), einer weiteren auszurottenden Fischseuche, lag unter 10%.

Bei den bakteriellen Problemen standen Infektionen durch Flavobakterien
(38%), insbesondere Infektionen der Kiemen (19%), im Vordergrund.
Flavobakterien stellen hauptsichlich ein Problem in Fischzuchten dar. Bak-
terielle Mischinfektionen waren mit einem Anteil von 19% vertreten, wobei
hier Tiere aller Herkunftstypen betroffen waren. Mykobakterien-Infektionen
machten 10% der bakteriell bedingten Infektionen aus. Diese Bakterien-
gruppe wurde fast ausschliesslich bei Zierfischen diagnostiziert. Andere als
problematisch angesehene Krankheiten wie Furunkulose (deromonas salmo-
nicida), Rotmaulseuche (Yersinia ruckeri) und Bakterielle Nierenkrankheit
(Renibacterium salmoninarum) lagen alle teils deutlich unter einem Anteil
von 8%.

Bei den Pilz-bedingten Diagnosen stach der Anteil von Saprolegnia sp. mit
einem Anteil von 55% hervor. Saprolegnia sp. wird hiufig als Erreger von
vorgeschwéchten Tieren erachtet. Allerdings gab es in der Schweiz iiber ei-
nen Zeitraum von mehreren Jahren ab 2009 Massensterben von Fischen in
Fliessgewdssern, die auf einen Saprolegnia parasitica Befall zuriickgefiihrt
worden waren. Bei den betroffenen Tieren war keine Vorschwichung gefun-
den worden. Bei 27% der Pilz-Diagnosen konnte der Erreger nicht ndher be-
stimmt werden. Der Anteil von Féllen mit einem Nachweis der neu zu Pilzen
zugeordneten Microspora machte gut 12% aus.
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Bei den parasitéren Erregern wurden am héufigsten Ziliaten (29%), Flagella-
ten (24%) und Monogenea (24%) gefunden. Der Anteil aller anderen Stimme
lag jeweils unterhalb von 5%. Die wichtigsten Vertreter der Ziliaten waren
Ichthyophthirius multifiliis, Trichodina sp. und Chilodonella sp.. Bei den Fla-
gellaten waren die héufigsten Vertreter Ichthyobodo necator und Spironu-
cleus sp., wahrend bei den Monogenea hauptichlich Gyrodactylus sp. und
Dactylogyrus sp. vertreten waren.

Unspezifische Kiemenschwellung war die mit Abstand héufigste Diagnose
bei den umweltbedingten Problemen (Anteil an umweltbedingten Problemen
37%). Sehr unterschiedliche Ursachen konnen zu Kiemenschwellung fiihren,
u.a. die Qualitdt des Wassers. Da das Bild der Verdnderung aber auch durch
Parasiten oder Bakterien hervorgerufen werden kann, ist nicht in jedem Fall
ausgeschlossen, dass nicht Erreger urséchlich waren, aber nicht mehr nach-
zuweisen waren. Andere Diagnosen wie Vergiftungen, Gasblasenkrankheit
oder Sauerstoffmangel machten alle weniger als 20% der Umweltbedingten
Probleme aus.

Nachfolgend wird auf die Entwicklung der Diagnosehdufigkeiten iiber den
Zeitraum 1978 bis 2017 eingegangen.

Bei den Virusinfektionen zeigte sich eine kontinuierliche Abnahme der Fille
von VHS (Fig. 1). Von einem Maximum von 35 Féllen im Jahr 1979 redu-
zierten sich die Fallzahlen auf unter 5 Félle pro Jahr ab 2013. Erkléren 1dsst
sich dieser Befund méglicherweise damit, dass die seit den spéten 1970-iger
Jahren durchgefiihrte Keulung von VHS-betroffenen Bestinden den ge-
wiinschten Effekt hatten. Bei Infektioser Hamorrhagischer Nekrose (IHN)
und IPN, zwei ebenfalls meldepflichtige Krankheiten in der Schweiz, war
dagegen kein klarer Trend erkennbar (Fig. 1). Die Verteilung iiber die Jahre
war gekennzeichnet durch eine stindige Zu- und Abnahme. Insbesondere bei
IPN konnte dies damit zusammenhéingen, dass die Infektion hiufig mit Im-
porten in die Anlagen gelangte.

Im Verlaufe der Beobachtungsperiode gab es zahlreiche Erstnachweise von
Viralen Krankheiten in der Schweiz. 1980 wurde erstmals die Friihlingsvira-
mie des Karpfens nachgewiesen. Mit drei weiteren Nachweisen bis Ende
2017 war diese Krankheit aber in der Schweiz unbedeutend, insbesondere
auch, weil Karpfenzucht hierzulande kaum eine Rolle spielt. 1993 wurde der
erste Fall von ITHN registriert. Diese Krankheit trat seither unregelmaissig,
aber immer nur in sehr geringen Fallzahlen auf, dies im Gegensatz zur 2003
erstmals diagnostizierten Cyprinid Herpesvirus 3 Infektion (Koi-Herpes Seu-
che oder KHV), welche seither regelméssig gefunden wurde. Betroffen wa-
ren fast ausschliesslich Koi aus Teichen. Weitere Neunachweise betrafen Koi
Sleepy Disease verursacht durch das Carp Edema Virus (2007 retrospektiv,
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seit 2016 regelméssig in Einzelfallen), Storherpesvirus (erstmals 2009 und
dann erneut in Einzelféllen 2010, 2013 und 2014), Cyprinid Herpesvirus 2
Infektion (2011 und 2017), Salmonid Alphavirus (2013 und 2014), und
Perchrhabdovirus Infektion (2013, 2017 und 2018).

Bei bakteriellen Infektionen zeigten sich nur bedingt Trends iiber die Zeit
(Fig. 2). So ging die Anzahl von Furunkulosefillen nach einem Maximum im
Jahr 1989 deutlich zuriick und pendelte sich auf weniger als 10 Fille pro Jahr
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Fig. 1: Entwicklung der Virusfille von 1978-2017.

ein. Sowohl bei der Bakteriellen Nierenkrankheit (BKD) als auch bei der Rot-
maulseuche waren Schwankungen {iber die Jahre zu verzeichnen, es gab aber
keinen klaren Trend. Etwas anders sieht das Bild bei den Flavobakterienin-
fektionen aus (Fig. 3). Nach Maximalwerten bei Kiemen- und Hautflavobak-
terieninfektionen in den Jahren 1988 respektive 1989 und anschliessendem
klarem Riickgang der Félle bis 2000 ist seit der Jahrtausendwende tendenziell
eine Zunahme der Fille zu verzeichnen. Dies trifft auch fiir die systemische
Flavobakteriose (RTFS) zu, welche 1992 erstmals nachgewiesen wurde. Al-
lerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Krankheit schon frither
Zuchtfische in der Schweiz betroffen hatte, aber noch nicht als RTFS erkannt
worden war. Eine Untersuchung von Flavobakterien hat gezeigt, dass die
Probleme in erster Linie durch Flavobacterium psychrophilum verursacht
worden waren, wihrend andere Flavobakterienarten in den Forellenanlagen
kaum eine Rolle spielten. 2003 wurde in einer Fischzucht erstmals in der
Schweiz Lactococcus garvieae nachgewiesen. Dieses Bakterium war vor al-
lem aus Siideuropéischen Landern als grosses Problem in Salmonidenzuchten
bekannt. Auch im ersten Schweizer Fall hatte der Krankheitsausbruch zur
Folge, dass die Anlage geschlossen werden musste. Das Bakterium wurde
seither bei Forellen nicht mehr nachgewiesen, dafiir 2010 bei Flussbarschen,
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wo allerdings keine Massenmortalitidten verursacht worden waren. Ein wei-
terer Erstnachweis betraf Francisella noatunensis subsp. orientalis im Jahr
2015. Betroffen waren Tilapien. Es blieb aber bei diesem Einzelnachweis.

Drei wichtige parasitire Infektionskrankheiten wurden hinsichtlich ihrer zeit-
lichen Entwicklung analysiert: Ichthyophthiriasis, Costiasis und Proliferative
Nierenkrankheit (PKD). Einzig bei Costiasis war ein leichter Trend zu einer
Abnahme der Fille gegen Ende der Beobachtungsperiode erkennbar. Bei der
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Fig. 2: Entwicklung der Félle mit bakteriellen Infektionen von 1978-2017.
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Fig. 3: Entwicklung der Fille mit Flavobakterien-Infektionen von 1978-2017.

Ichthyophthiriase und der PKD zeigten sich zwar deutliche Schwankungen
der Fallzahlen zwischen den Jahren, aber ein Trend fiir eine generelle Zu-
bzw. Abnahme der Fallzahlen war nicht ersichtlich. Wéhrend Ichthyophthi-
rius multifiliis und Ichthyobodo necator in Fischzuchten zu erheblichen Prob-
lemen fiihren kdnnen, ist der PKD-Erreger 7. bryosalmonae v.a. ein Problem
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bei freilebenden Salmoniden. In der Schweiz sind nur wenige Fischzuchten
mit PKD-Problemen konfrontiert. Bisher wurde PKD ausschliesslich in An-
lagen diagnostiziert, die mit Bachwasser betrieben werden. Ein hoher Anteil
der Schweizer Salmonidenzuchten nutzt aber Quell- oder Grundwasser. Dies
konnte erkldren, weshalb PKD fiir die Schweizer Salmonidenzucht ein gerin-
geres Problem darstellt als z.B. fiir Anlagen in England, wo diese Krankheit
sehr grosse Schiden verursacht.

Eine Zunahme der Fallzahlen war fiir Spironucleus sp. zu verzeichnen. Dieser
Erreger gilt bei Salmoniden als Schwicheparasit, der generell kaum Schiden
in Fischzuchten verursacht. Im Hinblick auf die Zunahme der Félle muss aber
die Rolle dieses Parasiten moglicherweise liberdacht werden.

Im Verlaufe der Beobachtungsperiode wurden auch vereinzelt neue parasi-
tire Erreger festgestellt. So wurden 2007 erstmals Amdben bei Forellen in
einer Fischzucht nachgewiesen. Weitere Fille traten von 2011-2013 und
2015 auf. Die Amobenart wurde bisher nicht bestimmt. Die Infektion fiihrte
zu erheblichen Problemen bei den betroffenen Fischpopulationen. Ebenfalls
erstmalig in der Schweiz nachgewiesen wurden Scuticociliaten. Bei den be-
troffenen Tieren handelte es sich um marine Zierfische aus Aquarien.

Die Auswertung der Daten zeigt, dass es in der Periode von 1978 bis 2017
immer wieder zum Auftreten von neuen Krankheiten kam. Interessant ist da-
bei, dass die neu aufgetretenen Krankheiten zuvor ausnahmslos schon in den
die Schweiz umgebenden Léndern diagnostiziert worden waren. Dies kdnnte
ein Hinweis darauf sein, dass Erreger mit importierten Fischen in die Schweiz
eingefiihrt werden. Eine wichtige Rolle spielt aber auch die Neu-Entwicklung
oder Etablierung von Methoden, welche es erlaubt, Erreger gezielter nachzu-
weisen. Damit konnte einerseits erreicht werden, dass Erreger bis auf Artni-
veau identifiziert werden konnen (z.B. Mykobakterien), aber auch, dass sie
iiberhaupt erst sicher diagnostizierbar werden (z.B. Scuticociliaten oder der
zu den Microspora gehorende Erreger Pseudoloma neurophilia).

Die vorgestellten Auswertungen zeigen den Wert der Datenbank fiir die Ver-
folgung von neuen Entwicklungen einerseits und weisen andererseits darauf
hin, wie interessant aber auch herausfordernd die diagnostische Tétigkeit sein
kann. Bei der Interpretation der Daten beziiglich Auftreten von Krankheiten
in der Schweiz ist zu beriicksichtigen, dass die vorgestellten Resultate aus-
schliesslich auf Material beruhen, das an die NAFUS eingesandt worden ist
und somit nicht zwingend die Realitdt wiedergibt. Trotzdem sind solche Da-
ten sehr wertvoll, um landesweit Entwicklungen verfolgen. Zudem sind sol-
che Langzeitreihen von Daten in dieser Art weltweit einzigartig.
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Untersuchung verschiedener Fischzelllinien zur Replikation von
Cypriniden Herpesvirus-3
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logie, Fraunhofer-Einrichtung fiir Marine Biotechnologie (EMB), Liibeck,
Deutschland; 4: Institut fiir Infektionsmedizin, Friedrich-Loeffler-Institut,
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Zusammenfassung

Der Ausbruch der Koi-Herpesinfektion, die durch die Infektion der Fische
mit dem Cypriniden Herpesvirus-3 (CyHV-3, auch Koi-Herpesvirus, KHV)
verursacht wird, beeintrachtigt Karpfenfarmer weltweit. Um die Viruserkran-
kung effektiv zu bekdmpfen, ist es notig, die Replikation des Virus néher zu
charakterisieren und ein besseres Verstandnis des Infektionsprozesses zu ge-
winnen. Dies ist mittels in vitro-Replikation in Zellkultur mdglich, die sich
allerdings oft als herausfordernd gestaltet. Eine effiziente Vermehrung von
Viruspartikeln in Zellkultur ist deshalb fiir solche Versuche Voraussetzung.

Das Ziel dieser Studie war es darum, Fischzelllinien zu identifizieren, die
hohe Titer an CyHV-3 generieren knnen. Um dieses Ziel zu erreichen, wur-
den acht verschiedene Fischzelllinien, darunter eine neu etablierte Linie
(Cyprinus carpio pin cells, CCApin, S. Rakers, Fraunhofer EMB), beziiglich
der CyHV-3-Replikation verglichen, um festzustellen, mit welchen Zelllinien
schon ohne Optimierungsmafnahmen hohe Titer erreicht werden kdnnen.
Dafiir wurde die Replikation von CyHV-3 in Dulbecco’s modified Eagle‘s
Medium (DMEM) mit 9 % fotalem Kélberserum (FKS) und Inkubation bei
25 °C untersucht. Nach Abbruch der Replikation wurde der Virustiter iiber
eine zellkulturbasierte Endverdiinnungsmethode (50 % tissue culture infec-
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tive dose assay, TCID50) ausgewertet. Fiir vier liberpriifte Zelllinien, darun-
ter die héaufig genutzten Common carp brain cells (CCB) und die neu etab-
lierte Zelllinie CCApin, wurden Virustiter > 1076 TCID50/mL detektiert.

Um mit letzterer Zelllinie zuverldssige Replikationsexperimente mit CyHV-
3 durchfiihren zu kénnen, musste sie zunéchst beziiglich ihres Kultivierungs-
verhaltens untersucht werden, um ein stabiles Wachstum der Zellen zur Nut-
zung in Experimenten sicherzustellen. Zuerst wurden verschiedene Zellkul-
turmedien (DMEM, Minimum Essential Medium Eagle und Leibovitz’s L-
15 Medium) getestet, um das schnellste Zellwachstum (umax) der Zellen und
die hochste erreichbare Zelldichte (in Zellen/cm”2) in dem Kultivierungssys-
tem zu bestimmen. Mit einer Aussaatzelldichte von ca. 8*10"3 Zellen/cm”2
und Inkubation bei 25 °C wurde in DMEM mit 15 % FKS- Gehalt das
schnellste Zellwachstum mit einer maximal erreichten Zelldichte (ca.
1,3*1075 Zellen/cm™2 10 Tage nach Aussaat) und die hdchste Wachstums-
rate (umax) von 0,56/Tag erzielt. Es wurde weiterhin getestet, in welchem
der Medien das Virus am besten repliziert wird. DMEM erwies sich als vor-
teilhaft fiir die Virusreplikation, es wurden Titer von bis zu 107 TCID50/mL
erreicht.

Diese Studie bietet wertvolle Erkenntnisse zur in vitro-Replikation des
CyHV-3 in CCApin-Zellen und in weiteren Zelllinien. Dennoch ist weitere
Forschung nétig, um die Replikation des Virus néher zu charakterisieren. Mit
der neu etablierten und nun gut beschriebenen Zelllinie CCApin entstehen
neue Moglichkeiten fiir solche Untersuchungen mit CyHV-3. Auflerdem koén-
nen die gewonnenen Ergebnisse auch genutzt werden, um Verbesserungen
zellkulturbasierter CyHV-3-Diagnostik und verschiedener Impfstoffkon-
zepte zu erreichen.

Diese Arbeit wird finanziell unterstiitzt vom Bundesministerium fiir Erndh-
rung und Landwirtschaft (BMEL) durch die Bundesanstalt fiir Landwirt-
schaft und Erndhrung (BLE), FKZ: 2815HS010.
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Hypnos trifft Thanatos: Infektionen von Karpfen mit dem Carp
Edema Virus und die Schlafkrankheit der Karpfen
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Tierdrztliche Hochschule Hannover, Institut fiir Parasitologie, Abtei-
lung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Biinteweg 17, 30559 Hanno-
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Zusammenfassung:

In Karpfen- und Koibestdnden sorgt ein Krankheitsgeschehen, das mit lethar-
gischem Verhalten der betroffenen Fische und 6dematdsen Verdnderungen
an Haut und Kiemen einhergeht, fiir Morbidit4t und zum Teil hohen Verlus-
ten. Die aufgrund des klinischen Bildes als ,,Koi Sleepy Disease* (KSD) be-
zeichnete Erkrankung wird vermutlich durch ein Pockenvirus hervorgerufen,
das aufgrund der bei den infizierten Fischen zu beobachtenden 6dematdsen
Verdnderungen der Kiemen als Carp Edema Virus (CEV) bezeichnet wird.

Pathophysiologische Untersuchungen ergaben, dass Koi mit KSD Sauer-
stoffmangel erlitten, diesen aber durch Anpassung des Stoffwechsels kom-
pensieren konnten. Schwerwiegender stellten sich der ebenfalls erlittene
Salzverlust und ein dramatischer Anstieg des Ammoniakspiegels im Blut
dar. Das komatose Verhalten klinisch erkrankter Koi konnte auf eine toxi-
sche Wirkung des Ammoniaks sowie auf die Hyponatridmie zuriickzufithren
sein. Dies wurde experimentell durch Aufsalzen des Wassers bestiétigt. Dann
blieben klinische Symptome aus, die Virusvermehrung war aber nicht beein-
trachtigt. Die Erforschung von CEV-Infektionen ermdglicht, komplexe Me-
chanismen von Entstehung und Entwicklung von Erkrankungen bei Fischen
zu untersuchen.

Summary:

A disease, which is accompanied with lethargic behaviour and edematic al-
terations of gills and skin, may cause morbidity and mortality in populations
of carp and ornamental koi. Because of the characteristic behaviour of af-
fected fish, the disease was named “Koi sleepy disease, KSD”. KSD is most
likely caused by an infection of affected fish with a poxvirus which is named
Carp Edema Virus (CEV) according to proliferative gill changes observed in
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infected fish.

Investigations into the pathophysiology of KSD affected fish revealed that
these fish experienced oxygen shortage, but this could be balanced by ad-
justments of the metabolism. More serious were a dramatic reduction of the
sodium level and a severe increase of the ammonium concentration, which
occurred in parallel in the blood of affected koi. The comatose state in KSD
affected koi could be related to toxic actions of the increased ammonia and
the reduced sodium levels. This assumption was supported by observation
during a CEV infection experiment with salt supplementation to the aquar-
ium water. Then clinical KSD was not observed in the CEV infected Koi kept
in salt supplemented water, even though CEV replication was not affected
by the salt supplementation. Investigations into CEV infection of carp enable
studying the complex interplay of host and pathogen during this branchial
disease in fish.

Seit den 1970-er Jahren wird in Japan ein Krankheitsgeschehen bei Koi beo-
bachtet, das mit dematdsen Veranderungen an Haut und Kiemen sowie mit
hohen Verlusten einhergeht. Betroffene Fische zeigen ein lethargisches Ver-
halten und liegen oft auf einer Korperseite wie schlafend auf dem Grund des
Teiches, was der Erkrankung den Trivialnamen ,,Koi Sleepy Disease (KSD)
einbrachte. In elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Kiemen be-
troffener Individuen wurden einem Pockenvirus dhnliche Viruspartikel nach-
gewiesen und in spéteren molekularbiologischen Untersuchungen konnte
eine Nukleotidsequenz identifiziert werden, die groBe Ahnlichkeit mit der
Nukleotidsequenz eines Gens aufweist, das ein fiir Pockenviren charakteris-
tisches Protein, das p4a Protein codiert. Das Virus wurde aufgrund der bei
infizierten Karpfen beobachten pathologischen Verdnderungen an den Kie-
men als Carp Edema Virus (CEV) bezeichnet. Im Jahr 2012 wurde diese
Nukleotidsequenz erstmals bei Speisekarpfen in Europa nachgewiesen, die
ebenfalls eine proliferative Kiemenerkrankung und fiir die KSD charakteris-
tische Verhaltensinderungen aufwiesen. In der Folge wurden gleiche Ge-
nomsequenzen in den Kiemen erkrankter Karpfen aus verschiedenen euro-
péischen Léndern nachgewiesen, so dass von einer weiten Verbreitung des
Virus und der KSD in Karpfenbestidnden in Europa ausgegangen werden
kann. Da klinische KSD vor allem im Friihjahr oder im Herbst bei kithlen
Wassertemperaturen auftritt, besteht die Vermutung, dass Infektionen mit
CEV und KSD fiir die seit langem in einigen Karpfenbestéinden beobachtete,
bisher unerklarliche Friihjahrssterblichkeit verantwortlich sein konnten. Die
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Analyse der bei verschiedenen Ausbriichen isolierten Nukleotidsequenzen
des Virus zeigte, dass in Europa zwei Varianten des Virus zu finden sind:
eine Variante, Viren der Genogruppe I, wurde in Karpfen gefunden und Vi-
ren der Genogruppe Ila fast ausschlieSlich in Koi. Auch Isolate aus Asien
(Japan, China, Indien, Korea) sind der Genogruppe Ila zuzuordnen. Deshalb
wird vermutet, dass Isolate der Genogruppe I fiir CEV aus Karpfen in Europa
charakteristisch ist und Isolate der Genogruppe Ila fiir Infektionen bei Koi
und Karpfen in Asien.

Viren beider Genogruppen wurden in Kiemenproben nachgewiesen, die {iber
mehrere Jahre und aus unterschiedlichen Regionen Deutschlands ge- sam-
melt wurden, wobei Koi mit CEV der Genogruppe Ila und Karpfen mit CEV
der

Abbildung 1: An Koi
Sleepy Disease erkrank-
ter Karpfen mit einer
Schwellung der Kiemen-
lamellen  (links) und
proliferativen Verdnde-
rung des Kiemengewebes
mit einer Auffiillung des
interlamelldren  Spaltes
mit proliferierenden und
nekrotisierenden Zellen
(rechtes Bild).

Genogruppe I infiziert waren. Infektionsversuche bestétigten, dass Viren aus
beiden Genogruppen bei infizierten Fischen Symptome der KSD und Todes-
félle hervorrufen konnen. Das Virus infiziert in erster Linie das Kiemenge-
webe von Fischen. Hier waren sehr hohe Viruslasten und eine hohe Virus-
vermehrung zu beobachten, wihrend in Darm, Gehirn, Haut, Herz, Leber,
Milz, Niere und Kopfniere keine Infektion oder nur eine geringe Viruslast
gemessen wurden.
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Abbildung 2: CEV Abundanz in

CEV DNA in KSD affected common carp
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Die Virulenz unterschiedlicher Virusisolate sowie die Empfanglichkeit ver-
schiedener Karpfenlinien fiir eine Infektion mit CEV wiesen erhebliche Un-
terschiede auf. CEV-Isolate der Genogruppe I fiihrten sowohl bei Koi als
auch bei einigen Karpfenherkiinften zu klinischer Erkrankung und zu Todes-
féllen, CEV-Isolate der Genogruppe Ila 16sten lediglich bei Koi eine klinisch
apparente Erkrankung aus. CEV-Isolate der Genogruppe Ila infizierten zwar
Karpfen verschiedener Herkiinfte, die Karpfen konnten aber die Infektion
eliminieren, ohne dass klinische Symptome erkennbar wurden. Zur Aufkla-
rung der Ursachen fiir die klinischen Symptome der KSD, insbesondere das
lethargische Verhalten betroffener Fische und das Liegen auf dem Grund des
Gewissers, wurden Koi und Karpfen mit CEV der Genogruppe Ila infiziert
und 3, 6 und 9 Tagen nach der Infektion wurden von infizierten und nicht
infizierten Fischen Blutproben entnommen.

CEVDNA Gl Abbildung 3: CEV-Abundanz in

1108 Kiemen von Karpfen und Koi nach
£ v 2 experimenteller Infektion mit CEV
g ::: % % X der Geno- gruppe Ila. Dargestellt ist
§ 1e0e die Anzahl CEV-spezifischer DNA-
g vao 9 § ] Kopien pro 250 ng isolierter DNA
g ¢ 3 von n= 6 Fischen. Koi: Koi-Karpfen,
S"ib‘::a SO E e @ AS: Amur-Schuppenqupfep. 6 unq

N TEEE 9 Tage nach der Infektion litten Koi

unter klinischer KSD.

Bereits 3 Tage nach der Infektion waren in den Kiemen infizierter Koi ca. 5

x 10° bis 1 x 10° Kopien CEV-spezifischer DNA nachweisbar und die Virus-

last stieg zum 6. Tag nach der Infektion auf bis zu 107 Kopien CEV spezifi-

scher DNA an. An diesem Tag wurden bei einigen Koi fiir KSD charakteris-

tische klinische Symptome beobachtet. Eine vergleichbare Viruslast und
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Krankheitssymptome der KSD wurden auch bei Koi am 9. Tag nach Infek-
tion festgestellt.

Aufgrund der bei erkrankten Fischen auftretenden proliferativen Kiemenver-
anderungen wurde vermutet, dass Koi mit klinischer KSD einen Sauerstoft-
mangel erlitten. In den Blutproben der klinisch erkrankten Koi wurde tat-
sdchlich ein im Vergleich zu nicht infizierten Koi und zu nicht erkrankten
Karpfen signifikant erniedrigter Sauerstoffgehalt gemessen. Eine Untersu-
chung der im Blutserum vorliegenden Metaboliten ergab eine signifikante
Abnahme von Metaboliten des Nucleotidstoffwechsels, was auf ein reduzier-
tes Wachstum der Fische unter Sauerstoffmangel schliefen ldsst. Des Weite-
ren wurde eine Abnahme der Metaboliten des Zitronensdure-Zyklus und eine
erhohte Konzentration von Glucose-6-phosphat, einem Metaboliten aus der
Glykogenolyse festgestellt, was darauf hindeutet, dass Koi mit klinischer
KSD unter Umgehung des von Sauerstoff abhédngigen Zitronenséurezyklus
vermehrt Energie aus dem Abbau von Glykogen gewinnen und so der gerin-
geren Verfiigbarkeit von Sauerstoff begegnen. Die weitere Untersuchung
von Blutparametern offenbarte bei an KSD erkrankten Koi signifikant er-
hohte Ammoniakspiegel im Blutplasma. Gleichzeitig zeigte ein erhohter
Spiegel von Ornithin und Harnstoff im Blutplasma eine gesteigerte Harn-
stoff-Synthese bei Koi mit KSD an. Ebenso wurden erhdhte Spiegel der Ami-
noséduren beta-Alanin, L-Cystein, L-Serin und L-Valin beobachtet.

Abbildung 4: Sauerstoffgehalte im

1004 = POz Blut von Karpfen und Koi nach Infek-
i o i = tion mit CEV. Koi am Tag 6 und 9
- %o nach der Infektion litten unter klini-
Ew% é é @ é scher KSD. Dargestellt sind Mess-
werte von n=6 Fischen. Koi: Koi-

= E ga + Karpfen, AS: Amur-Schuppenkarpfen.

Vergleichbare Reaktionen sind von Fischen bekannt, die zeitweilige Aus-
fliige an Land unternehmen und dabei kein Ammoniak iiber die Kiemen aus-
scheiden konnen. Diese Beobachtung ldsst somit vermuten, dass bei Koi mit
KSD die Ausscheidung von Ammoniak iiber die pathologisch verdnderten
Kiemen behindert ist und darauf die beobachteten Verdnderungen des Stoff-
wechsels zuriickzufiihren sind. Erh6hte Ammoniakspiegel konnen bei Wir-

24



beltieren Koma ausldsen, so dass die erhohten Ammoniakspiegel als Erkla-
rung fiir die Verhaltensdnderungen der Koi unter KSD dienen konnten.

o Abbildung 5: Ammoniak-
s " Spiegel im Blut von Karpfen
T e i und Koi nach Infektion mit
800 RN "1 CEV. Koi am Tag 6 und 9 nach
T 600 % der Infektion litten unter klini-
Ez . % scher KSD. Dargestellt sind
éé; a - Messwerte von n=6 Fischen.
200 L éyg Koi: Koi-Karpfen, AS: Amur-
0 —————— Schuppenkarpfen.
oo°(,°¢ ‘50\066
&
Abbildung 6: Natrium-Spie-
e HaeFE gel im Blut von Karpfen und
1s0] ——=——— . . Koi nach Infektion mit CEV.
B /. P Koi am Tag 6 und 9 nach der
- 1s 8 - » Infektion litten unter klinischer
éwo- = KSD. Dargestellt sind Mess-
E werte von n=6 Fischen. Koi:
a % Koi-Karpfen, AS: Amur-
. Schuppen- karpfen.
> 5 > Y X -3
& (e (:-‘o\ &
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Die Untersuchung des Blutplasmas offenbarte dariiber hinaus dramatisch ei-
nen erniedrigten Natriumspiegel und einen signifikant niedrigeren Calcium-
spiegel im Blut der an KSD erkrankten Koi. Der Natriumspiegel war von im
Mittel 140 mmol bei nicht infizierten Fischen auf unter 100 mmol bei Koi
mit KSD abgesunken, was als lebensbedrohende Stdrung des Salzhaushaltes
interpretiert werden kann. Gleichzeitig wurde bei den an KSD erkrankten
Koi eine Zunahme des Gehirngewichtes festgestellt, was auf das Eindringen
von Wasser in das Gehirn in Folge des gestorten Elektrolythaushaltes inter-
pretiert werden kann und zu den komatésen Verhaltensdnderungen beitragen
kann. Dass die Stérung des Salzhaushaltes fiir Koi mit KSD lebensbedrohend
ist, wurde in einem nachfolgenden Experiment deutlich. Entsprechend der
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Empfehlung von japanischen Fischpathologen an Koiziichter, deren Fische
von der KSD betroffen sind, dem Haltungswasser Kochsalz zuzusetzen, wur-
den Koi zunéchst mit CEV infiziert und dann wurde eine Gruppe dieser Fi-
sche in einem Becken gehalten, in dem dem Wasser 0,6 % NaCl zugesetzt
wurde. Wihrend Koi im Becken ohne Zusatz von Kochsalz im Verlauf von
6 Tagen eine klinische KSD entwickelten, traten bei den Koi im Becken mit
Kochsalz keine Krankheitssymptome auf. In den Kiemen der Koi aus beiden
Becken wurden 6 Tage nach der Infektion eine vergleichbar hohe Viruslast
gefunden — die Vermehrung des CEV blieb demnach vom Kochsalzzusatz
zum Wasser weitgehend unberiihrt. Der Sauerstoffgehalt im Blut der Fische
aus dem Becken mit Kochsalz entsprach dem Sauerstoffgehalt im Blut nicht
infizierter Koi, wihrend das Blut der Fische aus dem Becken ohne Kochsalz
eine geringere Sauerstoffkonzentration aufwies. Ebenso entsprachen der
Ammoniak-Gehalt und der Natriumspiegel im Blut der mit CEV infizierten
Koi aus dem Becken mit Kochsalzzusatz dem Spiegel der nicht infizierten
Kontrollfische, wihrend bei CEV infizierten Fischen aus dem Becken ohne
Kochsalzzusatz der Natriumspiegel signifikant abgesenkt und der Ammo-
niakspiegel deutlich erhdht waren.

Die Kiemen von Fischen stehen iiber eine gro3e Oberfldche in engem Kon-
takt mit dem umgebenden Wasser und sind deshalb der Ort von zahlreichen
Austauschprozessen zwischen Wasser und Blut. Neben den Aufgaben der
Respiration, dem Austausch von Sauerstoff und Kohlendioxid, erfolgt hier
und nicht in der Niere die Exkretion von Ammoniak aus dem Blut. AuBler-
dem spielen Kiemen in der Regulation des Salzhaushaltes eine wichtige
Rolle. Kiemen iibernehmen somit im Stoffwechsel der Fische neben der
Funktion als Atemorgan wichtige Aufgaben, die im Stoffwechsel von ter-
restrischen Tieren zu den Funktionen der Niere gehoren. Die Untersuchun-
gen an Koi mit KSD zeigen deutlich, dass eine Schadigung der Kiemen eine
weitreichende Beeintriachtigung der Homdoostase der betroffenen Fische ver-
ursacht. Dabei bewirkt, wie die Experimente mit dem Zusatz von Kochsalz
zum Haltungswasser zeigen, die Storung des Elektrolythaushaltes, die
stirkste Schiadigung des internen Milieus der Fische.
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Die Diagnostik des “carp edema virus (CEV)” in Deutschland

Bergmann, Sven M.

Friedrich-Loeffler-Institut Insel Riems, Stidufer 10, 17493 Greifswald-Insel
Riems, Deutschland

Zusammenfassung

Seit 2013 verbreitete sich eine neue Erkrankung der Karpfen und Kois (Cyp-
rinus carpio L.), welche in einem Zusammenhang mit dem seit den 70-iger
Jahren in Japan diagnostizierten ,,carp edema virus (CEV)“ zu stehen scheint
und die ,.koi sleepy disease (KSD)“ auslost. Urspriinglich beim Karpfen
nachgewiesen, infizierte das CEV sehr schnell die Kois. Mit diesen wurde
das Virus offenbar weltweit verbreitet. Die klinischen Zeichen konnten teil-
weise nicht von der der Koi-Herpesvirus-Infektion (KHV-I) unterschieden
werden: starkes Abschleimen, spéter Sandpapierhaut und eingefallene Au-
gen. Gegenwirtig steht das CEV in Verdacht, auch mafigeblich fiir die ,,Friih-
jahrssterblichkeit der Karpfen verantwortlich zu sein.

Zur landeriibergreifenden Diagnostik dieser nicht anzeigepflichtigen, aber
dennoch schwerwiegenden Erkrankung der Karpfen und Kois, erwies es sich
als notwendig, das Verfahren fiir die Diagnostik des CEV zu standardisieren.
Dies sollte zur Vergleichbarkeit der gefundenen positiven Ergebnisse beitra-
gen. Zu diesem Zweck initiierten M. Adamek (TiHo Hannover) und Frau N.
Scuda (LGL Bayern) einen internen Laborvergleich zum Nachweis des CEV
aus 12 Proben. Den 10 Teilnehmern standen dabei die konventionelle PCR
und nested PCR mit der Sequenzanalyse der Fragmente als auch die qPCR
zur Verfiigung. Alle diese Verfahren waren im CEFAS in England entwickelt
worden, da sich die PCRs aus Japan immer weniger zum Nachweis des CEV
in Europa eigneten. Das Virus scheint sich, wie schon das KHV, an europé-
ische Umweltbedingungen auch genetisch angepasst zu haben.

Im Ergebnis der Uberpriifung konnte gezeigt werden, dass sich die CEV-
gqPCR sehr gut fiir die Beurteilung von Besténden als auch bei hohen und
mittleren Viruslasten bei Einzeltieren eignet. Fiir eine exakte Diagnostik des
Einzeltiers, speziell bei geringen Viruslasten in den Proben, kann die PCR
mit anschlieBender nested PCR empfohlen werden. Von Vorteil ist es dabei,
die Sequenzanalyse der Fragmente durchzufiihren, da mittlerweile mindes-
tens 3 genotypische Varianten des CEV in Europa bekannt sind.
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Zusammenfassung:

Die Schlafkrankheit der Koi, die sogenannte Koi Sleepy Disease (KSD), wird
durch Infektionen mit dem Carp Edema Virus (CEV) verursacht. In den Jahren
2015 und 2016 wurde eine epidemiologi- sche Studie zum Auftreten von CEV-
Infektionen bei Fischen in Deutsch- land durchgefiihrt. In 248 Proben konnten
CEV-Genomfragmente nachge- wiesen werden. Die meisten Nachweise, insge-
samt 179, erfolgten in Proben von Koi (Cyprinus carpio), in 61 Proben von
Karpfen (Cyprinus carpio) wurde das CEV-Genomfragment gefunden und in
jeweils 1-2 Proben von Flussbarschen (Perca fluviatilis), Graskarpfen
(Ctenopharyngodon idella), Hechten (Esox lucius), Kaulbarschen (Gymnoce-
phalus cernua) und Zandern (Sander lucioperca) wurde das CEV-Genomfrag-
ment in geringen Mengen (1.10E+00 — 1.19E+03) nachgewiesen. Die hochsten
Viruskonzentrationen waren in Proben von Koi (1.00E+00 — 4.82E+06) und von
Karpfen (1.00E+00 — 4.03E+06) vorhanden. Charakteristische Symptome fiir
eine KSD waren Enophthalmus, Anorexie, Kiemennekrose, Kiemenschwellung
und Lethargie. Am héufigsten wurde das CEV im Friihling und im Friih- sommer
nachgewiesen. In Koi traten Krankheitsausbriiche aufgrund einer CEV-Infektion
hauptsichlich bei Wassertemperaturen zwischen 17 und 18°C auf, wihrend die
Wassertemperaturen bei einem Krankheitsausbruch bei Karpfen in den meisten
Féllen zwischen 9 und 13°C lagen.

In 46,66 % der Proben von klinisch gesunden Kois und Karpfen aus Handelsbe-
trieben wurden CEV-Genomfrequenzen nachgewiesen. Auch in klinisch gesun-
den Koi und Karpfen anderer Herkunft wurden zum Teil CEV-Genfragmente
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gefunden, allerdings bezogen auf alle untersuchten Proben nur in 26,32% der
Proben. In infizierten Speisekarpfen wurden haufiger Krankheitssymptome und
hohere Mortalitétsraten beobachtet, als in infizierten Koi. Aufgrund der erhobe-
nen Projektergebnisse sollte eine kiinftige Meldepflicht der KSD weiterhin in
Erwigung gezogen werden.

Summary:

Koi Sleepy disease (KSD) is caused by infections with the Carp Edema Virus
(CEV). In 2015 and 2016, an epidemiological study on the occurrence of CEV
infections in fish was conducted in Germany. CEV genome fragments were de-
tected in 248 samples. In 179 from koi (Cyprinus carpio) and in 61 samples of
carp (Cyprinus carpio) CEV genome frag- ments were detected. Additionally in
1-2 samples of perch (Perca fluviatis), grass carp (Ctenopharyngodon idella),
pike (Esox lucius), ruff (Gymno- cephalus cernua) and zander (Sander lu-
cioperca), CEV genome fragments were detected in small amounts (1.10E + 00
- 1.19E + 03). The highest virus concentrations were found in samples of koi
(1.00E + 00 - 4.82E + 06) and carp (1.00E + 00 - 4.03E + 06). Typical symptoms
of KSD were enoph- thalmos, anorexia, gill necrosis, gill swelling and lethargy.
Most frequently, CEV was detected in spring and early summer. In koi, disease
outbreaks due to CEV infection occurred mainly at water temperatures between
17 and 18° C, while water temperatures in disease outbreaks in carp were in most
cases between 9 and 13° C.

In 46.66% of samples from clinically healthy koi and carp from wholesal- ers,
CEV genome fragments were detected. Also in clinically healthy koi and carp
of other origins, some CEV genome fragments were found, but only in 26.32%
of the samples. Infected carp showed more often signs of a disease and higher
mortality rates than infected koi. Based on the results of the project, it should be
considered whether positive PCR-results should be reported to the local veteri-
nary office.

Die Schlafkrankheit der Koi (,,Koi Sleepy Disease®, KSD) wurde erstmals 1974
bei Koi in Japan beschrieben. Bei den betroffenen Fischen wurden ddematdse
Verdnderungen der Haut und der Kiemen, ein lethargisches Verhalten, Kiemen-
schwellungen und —nekrosen, Enopthalmus und Hautldsionen beobachtet. Ursa-
che der Erkrankung ist ein Pockenvirus, das Carp Edema Virus (CEV). In den
letzten Jahren wurden CEV-Genomfragmente bei Koi und Karpfen aus verschie-
denen européischen und nicht-europdischen Landern nachgewiesen. Inzwischen
wird von einer weiten Verbreitung des Virus und der KSD in Karpfenbestdnden
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in Europa ausgegangen. Da die Erkrankung insbesondere bei kiihlen Wasser-
temperaturen im Friihjahr und im Herbst auftritt, besteht die Vermutung, dass
CEV-Infektionen fiir die in Karpfenbestéinden bisher unerklérliche Frithjahrs-
sterblichkeit verantwortlich sein kénnten. Die Analyse der bei verschiedenen
Ausbriichen isolierten Nukleotidsequenzen des Virus zeigte, dass mindestens
zwei Varianten des Virus zu finden sind. Der Genotyp I wird in Deutschland und
auch in anderen europdischen Léndern hauptsédchlich bei Karpfen nachgewiesen
und stellt demnach wahrscheinlich eine europiische Variante dar. Der Genotyp
I1a wird hauptséchlich in Koi in Europa aber auch in Karpfen und Koi aus Asien
nachgewiesen und stellt demnach vermutlich eine asiatische Variante des Virus
dar.

Insgesamt wurden 651 Proben, die aus allen Bundesldndern Deutschlands
stammten, untersucht. Die Proben stammten von Fischen aus privaten Teichhal-
tungen, Teichwirtschaften, sowie aus dem Einzel- und GroBhandel. Ein Nach-
weis von CEV-Genom-Sequenzen konnte in 248 Proben der untersuchten Pro-
ben erbracht werden. Insgesamt wurden 13 Fischspezies untersucht (Tabelle 1).

Tabelle 1: Untersuchte Fischspezies, Anzahl der positiv getesteten Fische und

Viruslasten im Kiemengewebe der positiv getesteten Fische.
Anzahl un- | Anzahl positiv
Fischspez- tersuchte getestete Viruslast
ies Fische Fische
Bitterling (Rhodeus sp.) 1 0
Wimpelkarpfen (Myxocyprinus asiati-| 2 0
cus)
Kapfen(Cyprinus carpio) 131 62 1,00E+00-4,03E+06
Rotfeder (Scardinius erythrophthalmus) 1 0
Kaulbarsch (Gymnocephalus cernua) 1 1 1,66E+01
Flussbarsch (Perca fluviatilis) 5 2 3,14E+00-1,06E+01
Goldfisch (Carassius auratus) 11 0
Graskarpfen (Ctenopharyngodon idella) 11 1 4,28E+00
Orfe (Leuciscus idus) 1 0
Koi (Cyprinus carpio) 480 179 1,00E+00- 4,82E+06
Hecht (Esox lucius) 3 2 1,10E+00-6,52E+01
Schleie (Tinca tinca) 3 0
Zander (Sander lucioperca) 1 1,19E+03

In sieben der untersuchten Fischspezies konnten CEV-Genomsegmente nachge-
wiesen werden, wobei die meisten Nachweise bei Koi und Karpfen erbracht wur-
den. In Einzelféllen konnten auch Genomsequenzen des CEV bei Fischspezies,
die zusammen mit Koi oder Karpfen gehalten worden waren, detektiert werden.
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Bei diesen Arten handelte es sich um Flussbarsche (Perca fluviatilis), Graskarp-
fen (Ctenopharyngodon idella), Hechte (Esox lucius), Kaulbarsche (Gymnoce-
phalus cernua) und Zander (Sander lucioperca). Hohe Viruslasten konnten nur
bei Koi (1.00E+00 — 4.82E+06) und Karpfen (1.00E+00 — 4.03E+06) gefunden
werden, wihrend bei den anderen Fischspezies das CEV-Genomfragment nur in
geringen Mengen (1.10E+00 — 1.19E+03) nachgewiesen werden konnte.

Charakteristische Symptome fiir eine KSD waren nach statistischer Analyse nur
Enophthalmus, Anorexie, Kiemennekrose, Kiemenschwellung und Lethargie.
Das Liegen am Grund, Exophthalmus, Hautverinderungen und Odeme konnten
nicht statistisch haufiger bei mit CEV infizierten Fischen nachgewiesen werden
als bei nicht infizierten Tieren.

Am hidufigsten wurde das CEV im Friihling und im Frithsommer, insbesondere
in den Monaten April bis Juli, nachgewiesen. In Koi traten Krankheitsausbriiche
aufgrund einer CEV-Infektion hauptsichlich bei Wassertemperaturen zwischen
17 und 18°C auf, wihrend die Wassertemperaturen bei einem Krankheitsaus-
bruch bei Karpfen in den meisten Féllen zwischen 9 und 13°C lagen.

Ein Nachweis von CEV Genomfragmenten war auch in Proben klinisch gesun-
der Fische moglich. In 46.66% aller untersuchten Proben von klinisch unauffil-
ligen Koi aus Bestinden von GroBhdndlern wurden CEV-Genomfragmente
nachgewiesen. Die Privalenz fiir CEV in allen untersuch- ten Proben von kli-
nisch gesunden Kois und Karpfen lag bei 26.32 %. Der Handel von Koi scheint
demnach eine Rolle in der Verbreitung durch den Verkauf symptomloser Virus-
trager zu spielen.

In infizierten Speisekarpfen wurden hiufiger Krankheitssymptome und hohere
Mortalitétsraten beobachtet, als in infizierten Koi.

Aufgrund der erhobenen Projektergebnisse sollte eine kiinftige Meldepflicht der
KSD weiterhin in Erwiigung gezogen werden.
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Erster bestitigter Nachweis des Salmonid Alphavirus in Oster-
reich und beim Eismeersaibling (Salvelinus alpinus)
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Zusammenfassung:

Die Schlafkrankheit der Salmoniden (sleeping disease, SD) wird durch das
Salmonid Alphavirus 2 (SAV 2) verursacht und wurde bisher bei in Frisch-
wasser gehaltenen Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) und Atlanti-
schem Lachs (Salmo salar) nachgewiesen. Wir berichten von dem ersten be-
stitigten Auftreten der SD bei Eismeersaiblingen (Salvelinus alpinus) in
Aquakultur und in Osterreich. Zur Untersuchung gelangten 12 Eismeersaib-
linge aus einem Bestand mit flir die Krankheit verddchtigem Verlauf und
Symptomen. Drei Monate nach Krankheitsausbruch und zum Zeitpunkt der
Untersuchungen hatte die kumulative Mortalitdt 18% erreicht. Die histopa-
thologische Untersuchung zeigte nekrotische Herde in der roten und weilen
Skelettmuskulatur, dem Herzmuskel und dem Pankreas. Verdnderungen in
der Niere waren moglicherweise die Folge einer eingeschrankten Herzfunk-
tion. Fiir die Zellkultur wurden die Zellreihen Epithelioma papillosum cyp-
rini (EPC), Bluegill fry (BF-2) und Chinook salmon embryo (CHSE-214)
verwendet. In CHSE-214 Zellen wurde wihrend der ersten Passagen ein cy-
topathogener Effekt (CPE) beobachtet, der jedoch in weiteren Subkulturen
nicht wiederholbar war. Die Untersuchung mittels real-time RT-PCR zum
Nachweis des nsP3 Gens des SAV war in 11 von 12 Proben positiv. Die
Amplifikation dieser Sequenz mittels konventioneller RT-PCR ermdglichte
eine Sequenzierung und die Erstellung eines phylogenetischen Baumes. Das
nachgewiesene Fragment konnte so dem Genotyp SAV2 zugeordnet werden

(2018) First confirmation of salmonid alphavirus infection in Arctic
char Salvelinus alpinus and in Austria. Dis Aquat Org 130:71-
76. https://doi.org/10.3354/da003265
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Zusammenfassung

Piscine-Orthoreoviren (PRVs) sind neu auftretende virale Pathogene, die bei
Salmoniden Durchblutungsstdrungen verursachen. PRV-1 ist die &tiologi-
sche Ursache der Heart and Skeletal Muscle Inflammation (HSMI) bei ge-
zlichtetem Atlantischen Lachs (Salmo salar). Die Erkrankung ist charakteri-
siert durch Epikarditis, Entziindung und Nekrose des Myokards, Myositis
und Nekrose des roten Skelettmuskels. Das kiirzlich entdeckte PRV-3 (auch
PRV-Om genannt) induziert eine HSMI-dhnliche Erkrankung bei Regenbo-
genforellen (Oncorhynchus mykiss). Zwei deutsche Zuchtbetriebe, die Atlan-
tischen Lachs bzw. Regenbogenforellen ziichten, erlebten im Jahr 2017 einen
Krankheitsausbruch mit einer kumulierten Mortalitit von 10% bzw. 20%.
Die wichtigsten klinischen Symptome bei den erkrankten Fischen waren Er-
schopfung und Lethargie. Die virologische Untersuchung ergab eine PRV-1-
Infektion bei den Atlantischen Lachsen und eine PRV-3-Infektion bei den
Regenbogenforellen. In weiteren Untersuchungen wurde auch Aeromonas
salmonicida in den inneren Geweben beider Spezies nachgewiesen. Wahrend
PRV-1 hochstwahrscheinlich der Ausloser der Erkrankung der Atlantischen
Lachse war, litt der GroBteil der Regenbogenforellen auch an einer systemi-
schen Infektion mit 4. salmonicida. Interessanterweise war das deutsche
PRV-3-Isolat genetisch enger mit einem chilenischen PRV-3-Isolat aus dem
Coho-Lachs (Oncorhynchus kisutch) verwandt als mit dem Isolat aus dem
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Erstnachweis von PRV-3 aus Regenbogenforellen in Norwegen. Die Ergeb-
nisse aus Deutschland bestétigen eine breite geografische Verbreitung beider
Viren und legen deren Ausbreitung durch den weltweiten Handel mit leben-
den Salmoniden nahe. Unsere Ergebnisse zeigen, dass Krankheiten, die durch
PRVs induziert werden, bei der Untersuchung von Mortalitdten in Salmo-
nidenbestdnden mitberiicksichtigt werden sollten
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Flavobacterium branchiophilum als sekundirer Erreger bei koi
sleepy disease

Adamek, Mikolaj* (1); Teitge, Felix (1); Jung-Schroers, Verena (1); He-
ling, Max (1); Gela, David (2); Piackova,

Veronika (2); Kocour, Martin (2); Steinhagen, Dieter (1)

1: Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Stiftung Tierérztli-
che Hochschule Hannover, Deutschland;
2: South Bohemian Research Center of Aquaculture and Biodiversity
of Hydrocenoses, Faculty of Fisheries and Protection of Waters, Uni-
versity of South Bohemia in Ceské Budgjovice, Czech Republic

Zusammenfassung

Die koi sleepy disease (KSD) verlduft oft todlich und fiihrt zu einer starken
Beeintrichtigung von Karpfen. Daher ist die KSD von zunehmender Bedeu-
tung fiir die globale Aquakultur. Trotz der Tatsache, dass das carp edema
virus (CEV) hochstwahrscheinlich der Erreger der KSD ist, scheint sich die
Krankheit héaufig als multifaktoriell zu prasentieren. Mehrere Parasiten und
Bakterienarten sind auf Kiemen, Haut oder in inneren Organen von Fischen,
die an klinischer KSD leiden, vorhanden. In dieser Studie haben wir eine
mogliche Interaktion von Flavobakterien und CEV-Infektionen in der Ent-
wicklung von klinischer KSD bei Karpfen mit einer proliferativen Kiemener-
krankung analysiert. Wir untersuchten ausgewihlte Feldproben aus Deutsch-
land und Ungarn und konnten das Vorhandensein von CEV- und Flavobak-
terien-Koinfektionen in einigen Proben feststellen. Um zu bestdtigen, dass
Flavobakterien als Koinfektionen bei CEV auftreten, wurden mehrere Infek-
tionsexperimente durchgefiihrt, in denen die Ubertragung beider Infektions-
erreger und die Dynamik der beiden Infektionen untersucht wurde. Wir ana-
lysierten, welche Flavobakterien-Arten von Fischen die von KSD-betroffe-
nen waren, isoliert / identifiziert werden konnten und schlossen daraus, dass
Flavobacterium branchiophilum ein mogliches Ko-Pathogen von CEV bei an
KSD erkrankten Fischen ist. Untersuchungen mit einer Antibiotikabehand-
lung von Karpfen und Studien an Fischen aus Karpfenstimmen mit unter-
schiedlicher Empfénglichkeit fir KSD ergaben, dass CEV der primére
Krankheitserreger zu sein scheint, der eine Schédigung der Kiemen von
Karpfen verursacht und dadurch anderen Pathogenen, einschlieBlich F. bran-
chiophilum, ermdglicht, Koinfektionen zu etablieren. Trotz der Tatsache,
dass eine Koinfektion von F. branchiophilum fir die Entwicklung des klini-
schen Bildes der KSD nicht erforderlich ist, konnte das Bakterium zu den
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pathologischen Verdnderungen beitragen, die wihrend des Ausbruchs dieser
Krankheit beobachtet wurden.
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Flavobakterien und Wasserhérte bei Koi (und anderen Siilwas-
serfischen?) - Beobachtungen aus der Praxis

Christine Lange, GieBen

Franziska Blakey, Biebertal
Sandra Lechleiter, Neuenbiirg

Fischcare Dr. Lechleiter, Fachtierarzt fiir Fische

Zusammenfassung

In der Gruppe der Flavobakterien finden sich einige wichtige Pathogene fiir
tropische Zierfische, Gartenteichfische und Speisefische. Die wichtigsten
Vertreter sind F. columnare, F. branchiophilum und F. psychrophilum. Es
gibt in der Literatur und in der Praxis Hinweise darauf, dass die Wasserhirte,
neben anderen Wasserparametern, dabei eine Rolle spielt, ob Flavobakerien
die Kiemengewebe infizieren konnen. Unter diesem Aspekt haben wir un-
sere Columnarisbefunde bei Koi der letzten Jahre ausgewertet und mit dem
Hartebereich der betroffenen Teiche in Korrelation gesetzt.

Abstract

Flavobacteria play an important role in gill diseases of ornamental fishes as
well as in fishes kept in aquaculture. There are indications in literature and
practice that the ability of Flavobacteria to attach to the gill filaments is
correlated to water hardness. Diagnosis of Flavobacter columnare is made
since 2014 by PCR. We detecetd our cases of F. columnare in Koi and cor-
related them to the hardness of the watersource of the affected koiponds.

F. columnare bei Koi

Typischerweise bricht die Kiemenerkrankung bei Wassertemperaturen zwi-
schen 18 und 24 °C aus. Daher sind die meisten Félle im Mai und Juni zu
beobachten. Temperaturschwankungen wie sie beim Transport auftreten,
und zu starke Fiitterung bei noch niedrigen Wassertemperaturen sind hiufig
am Krankheitsgeschehen beteiligt. Auch beobachten wir regelméiflig eine
(Sekundér-)Infektion durch Columnarisbakterien bei Virusinfektionen wie
durch das KHV oder CEV. Meist sind nur Einzeltiere betroffen, deren Kie-
men jedoch in sehr kurzer Zeit (wenige Stunden) ausgedehnte Nekrosen
aufweisen konnen.
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Therapeutisch verwenden wir Kochsalz, Chloramin T und andere Desinfek-
tionsmittel.

Diagnose durch PCR

Die Diagnose wird durch ein Labor vorgenommen, das an Kiemenbiopsien
neben dem KHV und CEV auch das F. columnare nachweisen kann. Ver-
wendet wird eine Standard-PCR mit einem Primerpaar, das das 16S rRNA-
Gen erkennt. Daraus resultiert ein knapp 1200 bp groBes Amplifikat, das nach
den Angaben des Labors F. columnare spezifisch ist.

Bild 1: Kiemenekrose durch F. columnare bei einem Koi.

F. columnare Nachweise in unserer Praxis in Siiddeutschland

Von 2014-2018 erhielten wir insgesamt 44x den Nachweis des Bakteriums,
dies aus Proben von erkrankten Kiemen mit Nekrosen aber auch aus Routi-
neuntersuchungen von gesund erscheinenden Koi im Handel. In 31 Féllen
wurde CEV und F. columnare zusammen in einer Probe gefunden, in 13 Fil-
len zusammen mit dem KHV. Zweimal wurden alle drei Erkrankungen in ei-
ner Kiemenprobe nachgewiesen. Von insgesamt 366 untersuchten Proben
wurden in 90 Proben (24,6%) F. columnare nachgewiesen.

Unser Tétigkeitsgebiet umfasst Regionen mit vollig unterschiedlicher Geolo-
gie, das Teichwasser kann sehr weich (< 5 °dH) bis sehr hart >14 °dH sein.
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Legt man die Karte der Columnaris-Nachweise iiber eine Karte mit den ver-
schiedenen Wasserhértebereichen, so ergibt sich ein Bild, das die Tendenz
von Columnarisausbriichen zu Teichen mit hédrterem Wasser zeigt.

44 Columnarisnachweise
Wasserharte

® Weich @ Mittel @ Hart

M Wasserharte °dH

Weich: 0-8,4; mittel: 8,5-14; hart: 14,1-40

x (DFISHCARE

F. columnare und Kalzium

Das Lehrbuch von E.J. Noga ,,Fish Disease® (2010), weist auf Seite 166 drauf
hin, dass der Mineralgehalt des Wassers wichtig ist fiir die Pathogenitit von
Flavobacterien und dass es in weichem Wasser weniger pathogen zu sein
scheint. (1)

Decostere et al. haben die Virulenz und Adhésionsfahigkeit von Flavobacte-
rien in Zusammenhang mit der Wassertemperatur und - qualitit untersucht.
Sie kommen zu dem Schluss, dass die Fahigkeit des Bakteriums, sich auf den
Kiemen von Karpfen anzusiedeln, groer wird, wenn Kalzium und Magne-
sium im Wasser vorhanden sind. (2)

Untersucht ist auch, dass Calzium von vielen Mikroorganismen bendtigt
wird, um sich auf biologischen Substrate ansiedeln, denn es hilft dabei, den
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elektrischen Widerstand zwischen den Zellen an den Membranen zu redu-
zieren. Polysaccharide wie Adhésin werden hierdurch unterstiitzt. (3)

Flavobakterien und Fischzucht

In meiner Zeit im FGD waren die Forellenzuchten mit hartem Wasser eben-
falls stirker und haufiger von Erkrankungen durch F. psychrophilum betrof-
fen. Auch gibt es Untersuchungen an amerikanischen Welsen, die eine Ab-
héngigkeit der Infektionsrate von der Wasserhirte zeigen. (4)

Zusammenfassend kann man sich nur wiinschen, dass iiber diese wich-
tige Gruppe von fischpathogengen Bakterien mehr Forschung betrieben
werden moge.

Bedanken mdochten wir uns bei Nele Lechleiter fiir die Auswertung und
Grafik und bei Prof. Horst Kaiser, Department of Ichthyology and Fisheries
Science, Rhodes University, South Africa fiir die fachliche Unterstiitzung
bei der Literaturrecherche.
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Fischtuberkulose in zwei Zoologischen Giirten — Pathologie und
beteiligte Mykobakterienspezies

Heike Schmidt-Posthaus!*, Cora Keller!, Thomas Jermann?, Regula Hir-
schi!, Bernd Schildger?, Roland Meier?, Christian Wenker?
Zentrum fiir Fisch- und Wildtiermedizin, Department fiir Infektiése Erkran-
kungen und Pathobiologie, Vetsuisse Fakultit, Universitit Bern, Bern,
Schweiz
2Zoo Basel, Binningerstrasse 40, Basel, Schweiz
3Tierpark Bern (Dihlholzli), Tierparkweg 1, Bern, Schweiz

Zusammenfassung

Die Fischtuberkulose ist eine chronische bakterielle Infektionskrankheit bei
Siiss- und Salzwasserfischen. Sie tritt weltweit auf und besitzt zoonotisches
Potential. Bisher wurden mehr als 20 Mycobacterium Spezies mit weitgehend
unbekannter Pathogenitdt beschrieben. M. marinum hat eine hohe Pathogeni-
tit und verursacht hdufig Zoonosen. In dieser Studie wurden 47 Fille der
letzten zehn Jahre mit nachgewiesener oder vermuteter Fischtuberkulose aus
zwei Zoologischen Gérten retrospektiv aufgearbeitet. PCR und Sequenzie-
rung der involvierten Mycobacterium spp. wurden durchgefiihrt und die Da-
ten mit klinischen und pathologischen Befunden verglichen. Die klinischen
Symptome waren bei allen Mycobacterium spp. Féllen vergleichbar, mit Aus-
nahme der Fille verursacht durch M. marinum, welche keine Hautldsionen
zeigten. Die histologischen Verdnderungen bei mit M. marinum infizierten
Fischen waren akuter und starker ausgeprigt als die durch andere Mycobac-
terium spp. verursachten Lésionen. Im Gegensatz zu den bisherigen Studien
war M. marinum der vorwiegende Keim bei den Siisswasserfischen. Bemer-
kenswert war die Entdeckung von M. holsaticum in einem Meereswassersys-
tem, dies ist somit die erste Publikation dieser Mycobacterium Spezies in Fi-
schen.

Summary

Fish tuberculosis is a lethal disease with zoonotic potential, found worldwide
in both fresh and marine fish. More than 20 strains of Mycobacterium spp.
are described in fish so far, often with unknown pathogenicity. However, M.
marinum is reported as one of the most pathogenic agents for fish and is in-
volved in zoonotic cases. We examined 47 different submissions from two
zoological gardens, where fish tuberculosis was diagnosed or previously sus-
pected during the last ten years. We collected PCR and sequencing data,
which were compared to previously collected clinical and pathology data.
The clinical signs caused by Mycobacterium spp. were similar in all cases,
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except for fish infected by M. marinum, which showed no skin lesions. In our
study material, lesions caused by M. marinum tended to be more acute and
severe compared to lesions caused by other Mycobacterium spp.. In contrast
to previous studies, we identified M. marinum as the predominant bacteria
present within freshwater fish. Interestingly, we detected M. holsaticum in
one of the seawater systems used in this project, being the first report of this
Mpycobacterium species in a fish.

Einleitung

Fischtuberkulose ist eine weltweit verbreitete Erkrankung bei verschiedenen
Fischspezies, ausgelost durch diverse Mycobacterium spp. (Gauthier & Rho-
des 2009, Lansdell et al. 1993). Der Krankheitsverlauf ist chronisch progres-
siv. Die Krankheitsanzeichen sind meist unspezifisch, wie Gewichtsverlust,
schlecht heilende Hautwunden, Skoliose, Farbverlust oder Exophthalmus
(Decostere et al. 2004). Die Mortalitétsrate ist meist gering. In den inneren
Organen und der Haut sind multiple Granulome kennzeichnend fiir die Infek-
tion (Gauthier et al. 2003). In der Histologie sind diese Granulome durch
Makrophageninfiltration, Fibrose und zentraler Nekrose gekennzeichnet
(Noga 2011). Mykobakterien sind sdurefeste aerobe Organismen und lassen
sich durch Spezialfiarbungen, wie Ziehl Neelsen, sichtbar machen (Ellis &
Zabrowarny 1993). Durch molekulare Techniken wurde es mdglich, die
Mycobacterium Spezies zu differenzieren. So konnten einzelne pathogene
Spezies identifiziert werden (Gauthier & Rhodes 2009, Mve-Obiang et al.
2003), darunter M. marinum als hochpathogener Stamm fiir Siiss- und Meer-
wasserfische (Gauthier & Rhodes 2009, Noga 2011, Roberts 2001, Snieszko
1978). Ausserdem hat M. marinum das Potenzial, andere Vertebraten zu in-
fizieren, u.a. den Menschen (Decostere et al. 2004, Johnson & Stout 2015,
Maslow et al. 2002). Die Pravalenz von Mycobacterium spp. in Europdischen
Aquarien wird zwischen 41,7% und 46,8 % beschrieben (Slany et al. 2014,
Zanoni et al. 2008), wihrend wenig iiber Fischtuberkulose in Wildfischpopu-
lationen bekannt ist (Heckert et al. 2001). Es ist schwierig, die Infektion im
Aquarium zu bekdmpfen, da 1. das Bakterium bis zu 2 Jahren in feuchter
Umgebung iiberleben kann, 2. die Infektion (ohne klinische Erkrankung)
schwierig zu detektieren ist (Beran et al. 2006) und 3. Desinfektionsmassnah-
men in einem laufenden System nicht praktikabel sind (Noga 2011). Zur Zeit
gibt es keine erfolgreichen Behandlungsmdglichkeiten gegen eine Mykobak-
terien Infektion bei Fischen.

In dieser Studie wurden diagnostizierte- oder Verdachtsfille von Mykobak-
teriosen aus zwei Schweizer Zoos (Zoo Basel, Tierpark Bern) ausgewihlt,
um die involvierten Mycobacterium spp. zu identifizieren. Folgende Fragen
sollten beantwortet werden: (i) welche Mycobacterium spp. sind involviert
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und (ii) gibt es klinische oder pathologische Unterschiede zwischen Fischen
infiziert mit M. marinum oder anderen Mykobakterien Spezies? Um diese
Fragen zu untersuchen, wurde histologisches Archivmaterial des Zentrums
fiir Fisch- und Wildtiermedizin (FIWT), Universitit Bern, Schweiz der letzten
zehn Jahre (2007-2016) untersucht.

Material und Methoden

Archivmaterial von 2007 bis 2016 von bestétigten oder Verdachtsfillen von
Fischtuberkulose aus dem Zoo Basel (30 Fille) und Tierpark Bern (17 Fille)
wurden ausgewihlt, basierend auf den Ergebnissen der Histologie. Um die
Bakterienspezies zu identifizieren, wurden 20 pm Schnitte des Paraffinmate-
rials hergestellt, deparaffinisiert, lysiert und die DNA mittels DNeasy tissue
Kit (QIAGEN, Hombrechtikon, Schweiz) extrahiert. Es wurde eine konven-
tionelle PCR durchgefiihrt und eine 200 bis 300 Basenpaare lange Sequenz
(abhéngig von der Mykobakterien Spezies) des 16S-23S spacer amplifiziert.
Die Primer Spl (5-ACC TCC TTT CTA AGG AGC ACC-3') und Sp2 (5'-
GAT GCT CGC AAC CAC TAT CCA-3") wurden verwendet (Roth et al.
2000). Als Positivkontrolle diente eine vorgingig bestitigte Sequenz aus
Guppies (M. marinum, 218 bp), als Negativkontrolle wurde destilliertes Was-
ser verwendet. Um die Spezifitit zu bestéitigen, wurden die PCR Produkte
gereinigt (WIZAR RD®SV Gel und PCR Clean-Up System, Promega AG,
Diibendorf, Schweiz) und zur Kontrolle des Molekulargewichtes auf 1,5 %
Agarosegel aufgetragen. Die Proben wurden anschliessend sequenziert
(Microsynth AG, Balgach, Schweiz) und die Ergebnisse mit der GenBank

Datenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) verglichen.

Die Histopathologie wurde in drei Gruppen eingeteilt: akute Makrophagen-
akkumulation mit Nekrose, jedoch ohne Granulombildung oder Fibrose),
chronisch (gut begrenzte Granulome mit zentraler Nekrose, umgeben von
Makrophagen und Fibroblasten) und chronisch-aktiv (beide Komponenten).
Die Schweregrad wurde von 0 (keine Verdnderungen) bis 6 (hochgradige
Veranderungen) eingeteilt. Die Verteilung wurde von fokal bis systemisch
klassiert. Zusétzlich wurden die Falle eingeteilt in (i) wahrscheinliche Todes-
ursache, (ii) mogliche Todesursache, (iii) Sekundarinfektion.

Fiir die Auswertung der klinischen Zeichen wurden folgende Kriterien ver-
wendet: Dyspnoe, Farbverdnderungen, Hautulzerationen, Apathie, Anorexie,
motorische Stérungen, andere Befunde. Zusitzlich wurde die Herkunft der
betroffenen Tiere dokumentiert, Siiss- oder Meerwasser, Kalt- oder Warm-
wassersysteme.
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Ergebnisse

47 Fille wurden ausgewihlt, 30 Félle aus dem Zoo Basel aus vier unter-
schiedlichen Wassersystemen (Kalt-/Warm-Siisswasser, Kalt-/'Warm-Meer-
wasser) und 17 Fille aus dem Tierpark Bern. Im Tierpark Bern wurde nur
zwischen Siiss- und Meerwasser unterschieden, da der Tierpark Bern nur
Warmwasseraquarien besitzt. Siebzehn Fille konnten als Fischtuberkulose
mittels PCR und Sequenzierung bestitigt werden. Von den bestitigten Fallen
aus dem Zoo Basel stammten 63% aus Warm-Siisswasseraquarien, wahrend
lediglich 25% aus Kalt-Meerwasser stammten (Figur 1).

Kalt-Meerwasser

Figur 1: Herkunft

der bestitigten
Fischtuberkulose
Fille aus dem Zoo
Warm-
. Basel
Stisswasser

Warm-
Meerwasser

Positive Resultate wurden weiter unterschieden in Infektionen verursacht
durch M. marinum und andere Mycobacterium spp.. 86% der M. marinum
wurden aus Siisswasserfischen isoliert. Hiufig wurden mehrere Mykobakte-
rien Spezies in einem Fisch bzw. in Fischen einer Einsendung identifiziert.
Infektionen, verursacht durch M. marinum, waren meist durch akute Lisio-
nen gekennzeichnete, lediglich ein Fall zeigte chronische Verdnderungen und
zweli Fille chronisch-aktive. Im Gegensatz dazu waren 30% der durch andere
Mycobacterium spp. verursachet Lasionen chronischer Natur (Figur 2). Ver-
anderungen ausgelost durch M. marinum waren immer hochgradig, wéihrend
die anderen Mycobacterium spp. weniger schwerwiegende Léasionen auslos-
ten (Figur 3).
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M. marinum Mycobacterium spp.

B

g

a = chrisch-aktiv - ® chronisch  ® akut

b = chrisch-aktiv = chronisch = akut

Figur 2: Art der Verdnderungen ausgeldst durch a. M. marinum oder b. andere
Mykobakterien Spezies; rot = akute Verdnderungen, griin = chronische Ver-
anderungen, blau = chronisch-aktive Verdnderungen

Insgesamt wurden elf klinische Vorberichte ausgewertet. Die vorherrschen-
den klinischen Symptome waren Apathie, Farbverdnderungen, Hautulzerati-
onen und Anorexie. Mit M. marinum infizierte Fische zeigten niemals Haut-
lasionen, die iibrigen Verdnderungen waren in allen Féllen vergleichbar. Drei
Bakterienspezies (M. marinum, M. ulcerans und M. chelonae) dominierten in
sieben von acht Fillen, bei denen Fischtuberkulose als Todesursache identi-
fiziert wurde.

In einem Silberflossenblatt (Monodactylus argenteus) aus einem Meerwas-
seraquarium wurde M. holsaticum isoliert. Dieser Fisch zeigte multiple
Hautulzerationen. In dem gleichen Tier wurde M. marinum nachgewiesen.

Diskussion

Nachdem Fischtuberkulose fiir lange Zeit mittels Morphologie, Kultur oder
biochemischen Tests diagnostiziert wurde (Decostere et al. 2004, Garcia-
Martos & Garcia-Agudo 2012), dominieren in den letzten Jahren die mole-
kularbiologischen Methoden. (Jacobs et al. 2009, Neonakis et al. 2008,
Pourahmad et al. 2009). Haufig stellt sich die Frage, inwieweit klinische
Symptome zur Diagnostik verwendet werden konnen. Diese Symptome sind
jedoch héufig unspezifisch und eine definitive Auswertung ist somit schwie-
rig. Apathie, Farbverdnderungen und Anorexie werden auch bei einer Reihe
anderer Erkrankungen beobachtet (Decostere et al. 2004, Dos Santos et al.
2002, Roth et al. 2000). Daneben werden in der Literatur unregelméssige
Hautulzerationen als typisches Bild der Fischtuberkulose beschrieben (De-
costere et al. 2004, Dos Santos et al. 2002, Gauthier & Rhodes 2009, Roth et
al. 2000). Diese Ulzerationen sind meist ein Zeichen eines chronischen
Krankheitsverlaufes und sind ein Ausscheidungsweg des Bakteriums. In un-
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serem Untersuchungsmaterial fanden sich lediglich in 30% der Fille ausge-
16st durch Mycobacterium spp. Hautulzerationen und in keiner der M. mari-
num Infektionen. M. marinum Infektionen verliefen meist systemisch und
waren durch akute Verdnderungen gekennzeichnet. M. marinum ist die Spe-
zies, die am haufigsten im Zusammenhang mit schwerwiegender Fischtuber-
kulose genannt wird (Dos Santos et al. 2002, Gauthier & Rhodes 2009, Noga
2011, Swaim et al. 2006). In unserem Untersuchungsmaterial war die Infek-
tion mit M. marinum ebenfalls mit hochgradigen akuten Verénderungen as-
soziiert. Bisher wurde M. marinum v.a. in Meerwasserfischen beschrieben
(Roth et al. 2000). Im Gegensatz dazu fanden sich 86% unserer M. marinum
Fille in Stisswasseraquarien.

Eine hier identifizierte Bakterienspezies, M. holsaticum, wurde bisher aus-
schliesslich bei Sdugern, v.a. beim Menschen, im Zusammenhang mit Lun-
gentuberkulose beschreiben, noch nie in einem Fisch (Thacker et al. 2013).
Die Bedeutung von M. holsaticum fiir das Krankheitsgeschehen in unserem
Fall oder die Bedeutung von Fischen als Reservoir bleibt jedoch unklar.
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Herausforderungen bei der Identifizierung von Vibrionen aus Kreis-
laufanlagen fiir tropische Riesengarnelen
(Litopenaeus vannamei) mit standarddiagnostischen Methoden
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Christina Peppler®, Dieter Steinhagen!, Verena Jung-Schroers!
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Zusammenfassung:

Vibrionen sind Bakterien, die ubiquitdr in Seewasser und als Normalflora auf
der Haut und im Intestinaltrakt bei tropischen Riesengarnelen vorkommen. Es
ist eine groBe Zahl von Arten aus unterschiedlichen Lebensrdumen und mit
grofen Unterschieden im Stoffwechsel bekannt. Einige Arten spielen zum ei-
nen eine grofe Rolle als Pathogene in Aquakultursystemen fiir Garnelen, zum
anderen kommen sie als Verursacher von Wundinfektionen und Durchfaller-
krankungen beim Menschen vor.

Entscheidend fiir den Nachweis von Vibrionen ist eine sichere Identifizie-
rungsmethode fiir solche moglicherweise pathogenen Arten. In dieser Studie
wurden verschiedene Methoden zur Identifizierung untersucht. Voraussetzung
fiir die Methoden ist die Eignung zum Einsatz als Standardmethode in diag-
nostischen Laboren. Molekularbiologisch wurden das 765 rRNA Gen mit zwei
verschiedenen Sequenzlidngen (V1-VS5, V1-V8) und das housekeeping Gen
PyrH sequenziert. Zusitzlich wurden eine biochemische Bestimmung und eine
massenspektrometrische Bestimmung mittels MALDI-TOF durchgefiihrt.

Bei den Untersuchungen von Vibrio-Isolaten aus Kreislaufanlagen und Refe-
renzstimmen mit den verschiedenen Identifizierungsmethoden, unterschieden
sich die Ergebnisse flir die meisten analysierten Isolate. Am sichersten konnten
die meisten Vibrio spp. anhand der Sequenzierung eines Fragments des 16S
rRNA Gens, das die variablen Regionen V1-V8 enthielt, identifiziert werden.
Jedoch zeigte die Verwendung der MALDI-TOF Massenspetrometrie Vorteile
in Schnelligkeit und bei der Identifizierung von pathogenen Spezies. Fiir meh-
rere spezifische Vibrio spp. ergaben sich Schwierigkeiten bei der Identifizie-
rung. Diese resultierten hauptséchlich aus fehlenden Eintrdgen von Sequenzen
in digitalen Datenbanken, einer geringen Menge vergleichbarer Isolate, die bis-
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her analysiert wurden, und hohen interspezifischen Ahnlichkeiten der bioche-
mischen Merkmale oder der Nucleotidsequenzen der jeweiligen Vibrio-Spe-
zies.

Summary:

Vibrios are ubiquitous bacteria in especially marine and brackish aquatic envi-
ronments. They are a part of the normal flora on shrimps” skin and in its digestive
tract. There is a great number species from different environments, which show
great differences in their metabolism. Some species play an important role as
pathogens in aquaculture of shrimps. Others are the cause of wound infections or
diarrhoea in humans.

For the detection of Vibrio sp. a reliable method of identification is necessary.
Especially, when a detection of those pathogenic species is desired. This study
compared different methods of identification, which are suitable for standard di-
agnostics in laboratories. As molecular biological method the 16S rRNA gene
with two different sequence lengths (V1-V5, V1-V8) and the housekeeping gene
pyrH were sequenced.

Additionally, a biochemical identification and an identification using mass spec-
trometry (MALDI-TOF) were conducted.

The investigations on the Vibrio isolates from RAS and type strains using the
different identification methods show divergent results for many of the isolates.
The 16S rRNA sequencing of the variable regions V1-V8 prooved to be the most
reliable method. Furthermore, using MALDI-TOF mass spectrometry fast and re-
liable results are possible, especially for pathogenic species. There were difficul-
ties in reliably identifying some specific Vibrio sp.. Possible reasons are missing
entries of sequences in the databases, a low number of comparable isolates, and
high interspecific similarities of biochemical characteristics or nucleotide se-
quences.

Einleitung

Vibrionen sind gramnegative, fakultativ anaerobe, gekriimmte Stibchen die
meist polar begeiflelt und beweglich sind. Sie kommen in See- und Brackwas-
ser ubiquitér vor und gehdren zur Normalflora der Koérperoberfliche und des
Magen-Darmtraktes der Garnelen. Die Garnelenproduktion in RAS in
Deutschland und Europa hat in den letzten Jahren zu genommen, sodass Un-
tersuchungen in diesem Bereich sinnvoll erscheinen. Im Zusammenhang mit
Vibrio-Infektionen sind oftmals hohe Mortalitdten beschrieben. Die wird durch
meist hohe Gesamtkeimzahlen im Haltungssystem begiinstigt, die durch hohe
Besatzdichten und hohe Fiitterungsraten entstehen.
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Warum ist die Identifizierung von Vibrio sp. in RAS wichtig?

Die Identifizierung einzelner Vibrio sp. ist wichtig, da es sowohl humanpatho-
gene Vibrionen (z.B. V. cholerae, V. fluvialis, V. parahaemolyticus, V. vulnifi-
cus) als auch fiir Garnelen pathogene Spezies (z.B. V. parahaemolyticus, V. har-
veyi, V. alginolyticus) gibt. Beim Menschen gehoren himorrhagische Enteritiden
oder Wundinfektionen zu moglichen Symptombildern. Auch Todesfille infolge
systemischer Infektionen sind beschrieben.

Bei Garnelen zeigt sich eine Infektion als Lasionen am Carapax, Infektionen der
Muskulatur oder auch systemische Infektionen (Vibriose). Oftmals sind hohe
Mortalitdten beschrieben.

Die Ziele dieser Studie betreffen sowohl die Tiergesundheit, als auch die Le-
bensmittelsicherheit. Im Vordergrund steht hierbei die schnelle und zuverlés-
sige Identifizierung von mdglichen human- bzw. garnelen- pathogenen Vibrio
sp., die in RAS vorkommen.

Material und Methoden
Proben
. Wasser, Biofilm der Garnelen-Oberfldche, Biofilm der Haltungsein-
richtung (82 Isolate und 11 Referenzstimme)
. 3 verschiedene RAS
> Versuchsanlage
> Kommerzielle Anlage vor Tierbesatz
> Kommerzielle Anlage mit akutem Verlustgeschehen
. Bakterienkulivierung (CSB Agar, CSB mit 2% NaCl, TCBS Agar)
. Identifizierung von Vibrio sp. mittels PCR (16S, 1420 bp)

Methoden zur Identifizierung
. 16S rRNA Gen Analyse (1420bp — V1-V8)
. 16S rRNA Gen Analyse (570bp — V5-V8)
. Analyse des Uridylat Kinase codierenden Gens PyrH
. Analyse der MSP- Spektren (BRUKER MALDI-TOF ,,microflex*)
*  biochemische Identifizierung
> API 20E (mit 2% NaCl im Medium), apiweb Datenbank
> API 20E und zusitzliche Tests - Identifizierungstabellen von BULLER N.
(2014)

> Online Datenbank (http://www.microrao.com/vibrio_ident.htm)
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Resultate

V1-v8

V5-V8

PyrH

MALDI-
TOF

API20E
apiweb

Buller
2014

Online
Datenbank

Ident >99% oder
Score Value >2,0/2,3

EZBioCloud

82,7

67

NCBI

70,7

30,7

80

66/13

19,5

Ubereinstimmung mit
Referenzmethode [%]

EZBioCloud

100

45,6

NCBI

DSM 2171
V. alginolyticus

DSM 10027

V. parahaemolyticus

19,5

16,7

53,9

38,1

1,9

28,8

5,6

DSM 19623
V. harveyi

DSM 10143
V. vulnificus

DSM 19283
V. fluvialis

DSM 17186
V. rotiferianus

DSM 17185
V. xuii

DSM 19270
V. campbelli

DSM 21205
V. pelagius

DSM 23055
V. owensii

DSM 19142
V. tubiashii

Abb.1: Uberblick der Identifizierungsergebnisse der untersuchten Referenzstimme;
griin = korrekte Identifizierung, rot = falsche Identifizierung, weiss = Methode nicht

angewendet.

Die Ergebnisse dieser Studie sind im ,,Journal of Fish Diseases® ver6ffent-
licht. Alle Ergebnisse, sowie die phylogenetischen Stammbéume kdnnen on-

line eingesehen werden:

The results of this study are published in the “Journal of Fish Diseases”. All

results and the phylogenetic trees can be viewed at online:
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Fischsterben durch Saprolegnia-Infektionen in der Schweiz: Was
steckt dahinter?

Damiana Ravasi', Sophie de Respinis', Mauro Tonolla', Thomas Wahli?
1) Laboratory of applied microbiology, University of Applied Sciences and
Arts of Southern Switzerland, Bellinzona, Schweiz
2) Zentrum fiir Fisch- und Wildtiermedizin, Universitit Bern, Bern, Schweiz

Zusammenfassung

In der Schweiz wurden seit 2009 vermehrt Sterben durch Saprolegnia sp. bei
mehreren Fischarten in verschiedenen Gewissern festgestellt. 85 Isolate wur-
den basierend auf der Sequenzierung der ITS ntDNA auf Art-Ebene identifi-
ziert. Es handelte sich vorwiegend um S. parasitica nebst einzelnen S. aust-
ralis (5x), S. delica (2x) und S. ferax (1x).

Um dem Bediirfnis nach einer Zeit- und Kosten-effektiven Nachweismethode
von Saprolegnia-Arten nachzukommen, wurden weitere Methoden getestet.
So konnte die Anwendung von MALDI-TOF MS fiir die Identifikation er-
folgreich etabliert werden, wies aber im Vergleich zur ITS Sequenzierung
Schwichen auf. Erfolgversprechend war der Einsatz einer raschen DNA-Ex-
traktion mit anschliessender neu entwickelter PCR fiir den Nachweis von Sa-
prolegnia ssp. bzw. S. parasitica. Diese Methode lédsst sich im Unterschied
zu MALDI-TOF MS nicht nur fiir reine Kulturen, sondern auch fiir Direkt-
kulturen ab infiziertem Wirtsgewebe anwenden.

Zur Beantwortung der Frage, ob es sich bei den die Massensterben verursa-
chenden Erreger um den immer gleichen Genotyp handelt, wurde ein neues
Multilocus Sequenz Typisierungs (MLST) Schema basierend auf 7 ,,Hous-
ekeeping-Genen“ entwickelt. Damit konnten 77 S. parasitica Isolate charak-
terisiert werden. Gefunden wurden dabei 10 unterschiedliche Diploide Se-
quenztypen (DSTs). Die Mehrheit der beriicksichtigen Isolate gehorten dem-
selben Genotyp, ndmlich DST3, an (53 %). Die entsprechenden Isolate
stammten sowohl von Fischen aus Fischzuchten wie auch aus freien Gewés-
sern aus der gesamten Schweiz sowie aus dem Doubs-System, in dem das
erste Massensterben im Jahre 2009 festgestellt worden war. Ein weiterer Ge-
notyp (DST7) zeigte ebenfalls eine Verbreitung iiber mehrere Gewéssersys-
teme der Schweiz hinweg. Demgegeniiber waren 8 weitere Genotypen auf
einzelne Gewdsser oder geografische Regionen beschrinkt.

Histologisch unterschieden sich die durch die verschiedenen Genotypen ver-
ursachten Verdnderungen nicht. Bei allen konnten sowohl oberfldchliche
Hautinfektionen als auch Hyphen bis in die Muskulatur gefunden werden.
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Einerseits zeigen die Resultate eine gewisse Diversitdt von S. parasitica in
der Schweiz. Andererseits konnte die weite Verbreitung eines einzelnen Ge-
notyps (DST3) aber auch auf die Ausbreitung einer klonalen Population hin-
weisen.

Summary

In Switzerland, an increase in episodes of Saprolegnia sp.-induced mass mor-
talities in different fish species and waterbodies has been observed since
2009. Eighty oomycete isolates could be retrieved and identified on species
level based on ITS nrDNA sequencing. The vast majority of isolates were S.
parasitica (77x), while only few other species were found: S. australis (5x),
S. delica (2x) und S. ferax (1x).

Sequencing is laborious and costly therefore more time- and cost effective
methods were evaluated. MALDI-TOF MS could successfully be established
for the identification of Saprolegnia species. However, there were still some
shortcomings when compared to ITS sequencing. Promising results could be
achieved with a rapid DNA extraction method followed by a PCR using
newly developed primers for Saprolegnia sp. and S. parasitica, respectively.
In contrast to MALDI-TOF MS, the PCR could be used for direct cultures
from fish.

To answer the question, whether all mortalities were related with one single
genotype of S. parasitica, a new scheme of multilocus sequence typing
(MLST) based on 7 housekeeping genes was established. This allowed to
characterize 77 S. parasitica isolates. Ten different diploid sequence types
(DST) were identified. The majority of all isolates (53%) belonged to DST3,
while other genotypes were clearly less frequent. DST3 isolates originated
from fish from farms and rivers all over Switzerland including the river
Doubs in France, where first mass mortalities had occurred in 2009. A further
genotype (DST7) was also present in more than one river system, while all
other genotypes were restricted to one river system or geographic area.

Histological analyses revealed no differences in pathological features related
to the various genotypes. In all types, both superficial skin infections as well
as invasion of muscular tissue was observed.

The results demonstrate a large diversity of S. parasitica populations on one
hand. However, the wide distribution of a single genotype (DST3) all over
Switzerland could also be indicative for the spread of a clonal population.

54



Einleitung

Im Sommer 2009 trat ein erstes Fischsterben im Schweizer Abschnitt des
Doubs im Kanton Jura auf. Betroffen waren Barben (Barbus barbus) und Alet
(Squalius cephalus). Das Sterben wiederholte sich im Friihling 2010, wobei
diesmal Aeschen (Thymallus thymallus), Bachforellen (Salmo trutta fario)
und einzelne Flussbarsche (Perca fluviatilis) gestorben waren. Im Winter
2011 folgte ein Massensterben von adulten Bachforellen. Als einzige wieder-
kehrende Diagnose wurde bei allen Fischarten eine Verpilzung festgestellt.
Ende 2013 und im Frithjahr 2014 wurden auch vermehrt verpilzte Fische in
anderen Gewissern festgestellt. Betroffen waren die Aare im Kanton Aargau,
die Areuse im Kanton Neuenburg, die Birs im Kanton Bern, der Rhein in den
Kantonen Aargau, Basel und Schaffhausen) sowie die Versoix im Kanton
Genf. 2015 war ein Grossteil der im Boden- und Untersee gefangenen Fel-
chen von Pilzen befallen. Auch siidlich der Alpen wurden immer wieder ver-
pilzte Salmoniden festgestellt. Am Institut fiir Lebensmitteluntersuchung,
Veterindrmedizin und Umwelt des Landes Kirnten untersuchte Isolate von
Pilzen der betroffenen Fische erwiesen sich fast ausschliesslich als Saproleg-
nia parasitica. Die Befunde warfen die Frage auf, ob es sich bei den befalle-
nen Fischen tatsdchlich fast immer um eine S. parasitica Infektion handelte,
und falls dies zutreffen sollte, ob es innerhalb dieser Erreger Unterschiede
gibt. Um diese Fragen zu beantworten wurde ein Projekt mit dem Ziel gestar-
tet, Methoden zu entwickeln, die es erlauben, a) Saprolegnia Arten zuverlas-
sig zu identifizieren und b) S. parasitica Isolate zu typisieren.

Material und Methoden

Fiir die Untersuchung standen 85 Isolate von 25 Stellen in der Schweiz und
3 Stellen in Frankreich von insgesamt 11 Fischarten zur Verfligung. Bei den
Stellen in der Schweiz handelte es sich einerseits um Fischzuchten und ande-
rerseits um Fliessgewisser und Seen.

Alle Isolate wurden so angeziichtet, dass Einzelsporen bzw. Anzuchten aus
Einzelsporen fiir Untersuchungen zur Verfiigung standen (Methodik siehe
Ravasi et al. 2018). Dasselbe Verfahren wurde auf Referenzstimme ange-
wendet, welche von der "Fungal Biodiversity Culture Collection" (CBS, The
Netherlands) wurden zu Vergleichszwecken weitere S. parasitica sowie an-
dere Saprolegnia-Arten bezogen. Dabei handelte es sich um S. australis, S.
declina, S. ferax und S. litoralis.

Fiir die Identifikation der Saprolegnia Art wurden verschiedene Methoden
ausgetestet. Zundchst wurden sédmtliche Isolate durch Sequenzierung der In-
ternal Transcribed Spacer (ITS) Region des Nukledren Ribosomalen DNA
(nrDNA) identifiziert (Diéguez-Uribeondo et al. 2007, Sandoval-Sierra et al.
2014). Als néachstes wurde die Anwendbarkeit von Matrix-Assisted Laser
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Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF
MS) evaluiert, wobei gemiss De Respinis et al (2013, 2014) vorgegangen
wurde. Zum Einsatz kam ein AXIMA Confidence Mass Spektrometer von
Shimadzu Biotech. Die Proteinmassenfingerprints wurden analysiert und um-
gewandelt, um ein Dendrogramm erstellen zu konnen. Fiir die Identifikation
musste zunéchst eine Datenbank mit den gewonnenen Isolaten sowie den Re-
ferenzstimmen erstellt werden.

Als weitere Methode wurde eine PCR fiir Saprolegnia sp. und S. parasitica
entwickelt. Ziel dabei war es, auf Sequenzierung und Sequenzanalysen ver-
zichten zu konnen. Zu diesem Zweck wurden Primer fiir ITS1 und ITS2 Re-
gionen ausgewdhlt (Saprolegnia spp.: forward 5’-CAA TTG AAA TAC
AAC TTT CAA CAG-3’ und reverse 5’-GCG ATT TGC TCT CTC TTT
GA-3; S. parasitica: forward 5’-GAT TGG GAT GGA GCA GAC TG-3’ and
reverse 5’-CCT TGT ACT TTG ACA ACA GAC-3’) und in silico mit den
Sequenzen der in der Studie genutzten Referenzarten sowie weiteren publi-
zierten Sequenzen von Oomycten verglichen, um die Spezifitit zu bestétigen.

Fiir die Typisierung der S. parasitica Isolate wurde ein Multilocus Sequence
Typing (MLST) Schema mit sieben "Housekeeping-Genen" entwickelt
(Ravasi et al. 2018). Fiir 4 der 7 Gen-Fragmente mussten neue Primer ent-
worfen werden, da diese Sequenzen bisher nicht fiir MLST Untersuchungen
eingesetzt worden waren. Jeder singuldren Variante der einbezogenen 7 Gene
wurde eine Nummer zugeordnet. Ebenso wurde mit jeder singulédren Kombi-
nation von Allelen bei den Diploiden Sequenztypen (DST) verfahren. Basie-
rend auf publizierten Methoden wurden Verwandschaftsgrade und mogliche
Klonale Komplexe erstellt. Isolate mit identischem DST vom selben Aus-
bruch und zur selben Zeit gewonnen, wurden als Replikate betrachtet und fiir
die weiteren Untersuchungen nicht einbezogen. So standen von den ur-
spriinglich 77 S. parasitica Isolaten nur noch 31 fiir die abschliessenden Ana-
lysen zur Verfiigung.

Resultate

Mit der ITS nrtDNA Sequenzierung konnten alle Isolate identifiziert werden
(Fig. 1). Von den insgesamt 85 Isolaten erwies sich die grosse Mehrzahl als
S. parasitica (90.6%), womit friihere Befunde bestitigt werden konnten. Bei
den weiteren gefundenen Arten handelte es sich um S. australis (6.5%), S.
delica (1.3%) und S. ferax (2.6%).
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Mit dieser Methode war es nicht moglich, Unterschiede innerhalb der S. pa-
rasitica Isolate zu ermitteln. Von insgesamt 16 Fischen waren mehrere Iso-

late angeziichtet worden. Nur in einem einzigen Fall wurden dabei zwei un-
terschiedliche Arten festgestellt.
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Figur 1. Phylogenetischer Baum basierend auf ITS nrDNA Sequenzen

von 85 Saprolegnia sp. Isolaten sowie Referenzstimmen (bezeichnet mit
SAP).

Die Analyse der MALDI-TOF MS Resultate zeigte eine gute Ubereinstim-
mung zwischen den vier Replikaten, welche pro Isolat gemacht worden wa-
ren (Fig. 2). Hingegen bildeten einerseits Isolate der verschiedenen Saproleg-

nia Arten im Dendrogramm keine eigenen Gruppen und andererseits fanden
sich Isolate einer Art in unterschiedlichen Gruppen.
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Figur 2: Cluster Analyse der MALDI-TOF MS Spektren von Sapro-
legnia spp. Isolaten der vorliegenden Studie und Referenzstimmen.

Die neu entwickelte PCR-Methoden erlaubten eine sichere Identifizierung
von Saprolegnia spp. und S. parasitica von Kulturen aus Einzelsporen, aber
auch von 2-3 Tage alten Kulturen direkt ab Fisch. Hingegen funktionierte die
Methode nicht mit Material, das direkt vom Fisch entnommen worden war.

Mit dem angewandten MLST-Schema konnte unter Beriicksichtigung von 7
"Housekeeping" Genen innerhalb der analysierten 31 Ausbriiche 10 DST
identifiziert werden. Der héufigste Typ (DST3) wurde bei 16 Ausbriichen
festgestellt, was 51.6% entspricht. Weitere mehrfach gefundene Typen hatten
Anteile von 9.7. 6.5 und 3.2%. Ein deutlicher Unterschied wurden zwischen
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den Schweizer Isolaten und den Referenzstimmen festgestellt. DST3 wurde
in allen vier Gewéssersystemen der Schweiz festgestellt, DST7 in drei Syste-
men, alle iibrigen DST's jeweils nur in einem System. Innerhalb der lokalen
Typen zeigte sich eine relativ hohe Diversitit.

DST's mit lediglich 1 bis 2 Unterschieden innerhalb der 7 Fragmente wurden
in einem Klonalen Komplex (CC) zusammengefasst. Innerhalb des Untersu-
chungsmaterials konnte so ein Komplex (CC-1) mit zwei DST (DST3 und
DST8) mit zusammen 17 Ausbriichen und ein zweiter Komplex mit zwei
DST (DST4 und DST11) mit zusammen 4 Ausbriichen gebildet werden. Die
restlichen DST's unterschieden sich in 5 bis 7 Loci und wurden daher als so-
genannte "Singletons"angesehen.

Die histopathologischen Befunde stimmten mit fritheren Beschreibungen von
Saprolegnia-Infektionen bei Fischen iiberein. Meist lag eine partielle bis voll-
stindig Erosion der Epidermis vor. Hyphen waren teils nur oberfléchlich zu
finden, teils aber auch in der Dermis, Subdermis oder der darunter liegenden
Muskulatur. Die histologischen Bilder waren nicht spezifisch fiir einen be-
stimmten DST-Typ, d.h. bei den meisten DSTs konnten sowohl oberflachli-
che als auch tiefgehende Infektionen festgestellt werden.

Diskussion und Folgerungen

Als haufigster Erreger von Oomyceten-Infektionen in der Schweiz wurde S.
parasitica ermittelt, wihrend andere Arten nur in Einzelfdllen vorkamen. Fiir
die Artbestimmung ist die neu entwickelte PCR fiir Saprolegnia spp. und S.
parasitica vielversprechend. Allerdings sind noch weitere Versuche notwen-
dig, um die Methode auch fiir die Bestimmung von Oomyceten direkt ab
Fisch einsetzen zu konnen. Mit kultiviertem Material ab Fisch funktioniert
die PCR aber zuverlidssig. Ein Vorteil gegeniiber MALDI-TOF MS besteht
darin, dass es fiir den Nachweis keine Reinkulturen braucht.

Die Artbestimmung mittels MALDI-TOF MS war noch nicht in allen Fillen
erfolgreich. Die abweichenden MALDI-TOF MS Resultate konnten auf eine
bakterielle Kontamination der Isolate zuriickzufiihren sein. Trotz Herstellung
von Kulturen aus Einzelsporen, war es nicht immer mdglich, Bakterien-freie
Isolate herzustellen. Die Bakterien in den Isolaten kdnnten zu unerwiinschten
Signalen gefiihrt haben.

MLST zeigte einerseits eine grosse Diversitét innerhalb der S. parasitica Po-
pulationen, andererseits wurde ein Genotyp in allen vier grossen Gewésser-
systemen der Schweiz festgestellt. Unklar ist, wie es zur Verbreitung dieser
Typen kam.
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Die Studie hatte auch einige Schwichen. So erfolgte die Probenahme nicht
zufallig, sondern hing von aktuellen Infektionsgeschehen ab. Dies kann dazu
fithren, dass die beriicksichtigten Isolate nicht zwingend représentativ fiir ei-
nen bestimmten Ort sind. Im weiteren war die Anzahl einbezogener Isolate
relativ gering. Dies hing nicht zuletzt damit zusammen, dass die Haufigkeit
von Massensterben wihrend der Projektphase deutlich zuriickgegangen war
und damit weniger Material gesammelt werden konnte. Trotz dieser Schwi-
chen war es aber moglich, Aussagen zur Verteilung von S. parasitica Geno-
typen in der Schweiz zu machen und eine gewisse Klonalitét festzustellen.
Zudem bietet die Studie eine gute Grundlage fiir weitergehende Abklarungen.
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Entwicklung und Testung eines Lebendimpstoffes gegen das Koi-
herpesvirus

Klafack, Sandro'; Schréder, Lars'; Jin, Yeonhwa!; Avarre, Jean-Christo-
phe?; Bergmann, Sven M.!
1: Friedrich-Loeffler-Institut, Deutschland
2) Institute of Evolutionary Sciences of Montpellier, Frankreich

Zusammenfassung

Das Koiherpesvirus (KHV) ist Erreger der einzigen anzeigepflichtigen Er-
krankung bei Karpfen bzw. Koi (Cyprinus carpio) in Deutschland. Grund fiir
die Anzeigepflicht sind die verheerenden Auswirkungen der Infektion mit
KHV (KHV-I) und der daraus resultierenden Erkrankung. In Folge eines
Ausbruches kann im schlimmsten Fall der ganze Bestand verenden, dies mit
teilweise schwerer Symptomatik. Sollten Tiere die Erkrankung iiberleben,
sind sie danach lebenslinglich Triger und Ubertriger der Herpesviren. In den
letzten Jahren war die deutsche Karpfen- und Koiwirtschaft immer wieder
schwer von dem Virus getroffen worden. Nicht nur, dass in den letzten Jahr-
zenten unzéhlige Kleinbetriebe oder familidr gefiihrte Karpfenzuchten wegen
KHYV schlieBen mussten, sondern auch der Zierfischhandel ist davon betrof-
fen. Allein von 2016 bis Juni 2018 wurden 104 Ausbriiche in Deutschland
gemeldet. Darunter ein groer KHV-Ausbruch in Niedersachsen, bei dem un-
zdhlige Tiere eines Zierfischhéndlers betroffen waren. Um diese Problematik
zu bekdmpfen oder weitest gehend einzuddmmen, ist es notwendig einen
Impfstoff, moglichst einen Lebendimpfstoff, zu erzeugen, welcher zumindest
die Bestidnde vor den hohen Verlusten schiitzt. Zudem bietet ein Impfstoff die
Moglichkeit eine Seuche lokal einzugrenzen. Wir werden hier Daten prisen-
tieren, welche die erfolgreiche Erzeugung eines natiirlich attenuierten KHV
zeigt. Dieser Impfstoff ist auch in der Lage als genetische Markervakzine zu
dienen. Zudem werden wir darlegen, inwieweit eine orale Verabreichung
dieses Impfviruses moglich ist.

62



Proteasen als alternative Desinfektionsmittel gegen Fischviren?

Becker, Anna Maria*!; Oberle, Martin?; Christian, Jiirgen®; Sven M,
Bergmann*
1 Lehrstuhl fiir Bioverfahrenstechnik, Friedrich-Alexander-Universitit Er-
langen-Niirnberg, Erlangen, Deutschland;
%) Bayerische Landesanstalt fiir Landwirtschaft, Institut fiir Fischerei,
Hochstadt/Aisch, Deutschland;
%) Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, Sach-
gebiet Virologie, Erlangen, Deutschland,;
4) Friedrich-Loeffler-Institut (FLI), Institut fiir Infektionsmedizin, Greifs-
wald-Insel Riems, Deutschland

Zusammenfassung

Fischzuchtanlagen sind ein Teil der traditionellen Landschaft in Deutschland
und stellen eine wichtige Quelle fiir hochwertigen Speisefisch dar. In den
Anlagen kann ein Ausbruch von Fischvirosen, wie z. B. die Koi- Herpesvi-
rus-Infektion (KHVI), die Virale Himorrhagische Septikdmie (VHS) oder
die Infektiose Hamatopoetische Nekrose (IHN) hohe Mortalitdten im Bestand
und dadurch schwerwiegende 6konomische Einbufien verursachen.

Auf der Suche nach neuen effizienten, umweltfreundlichen und preiswerten
Desinfektionsmitteln wurden im Rahmen dieser Arbeit Proteasen zur Inakti-
vierung der Viren untersucht, welche die oben genannten Krankheiten auslo-
sen: KHV, VHSV und IHNV. Um die Eignung kommerziell verfiigbarer, bi-
otechnologisch hergestellter Enzyme sowie einer nativen Protease fiir die be-
absichtigte Anwendung zu priifen, wurden drei unterschiedliche Proteasefor-
mulierungen einbezogen: Neutrase® aus Bacillus amyloliquefaciens (No-
vozymes, Losung mit 0,95 U/gFormulierung), Alcalase® aus Bacillus
licheniformis (Novozymes, Losung mit 2,59 U/gFormulierung) und Papain
aus Carica papaya (Roche, Losung mit 43 U/mgProtein und 16 mgPro-
tein/mLFormulierung). Zuerst wurden die Dosis-Wirkungs-Kurven der aus-
gesuchten Enzymprodukte mit den Zellkulturlinien, die zur Replikation der
drei Zielviren benutzt werden, bei verschiedenen Temperaturen aufgenom-
men und die jeweils mittlere effektive Konzentration - EC50 (48 h) - berech-
net. Danach wurden Inaktivierungsversuche mit den drei Viren und den drei
Proteasen bei 8 und 25 °C (24-h-Inkubation) durchgefiihrt, die Virustiter vor
und nach der Behandlung bestimmt und die Titerreduktion (TR =log10Titer-
Start — loglOTEnd) berechnet. AnschlieBend wurde die Aktivitdt der
Neutrase® und Alcalase® in Zellkulturmedium, Leitungswasser und Teich-
wasser iiber 14 bzw. 7 Tage mit Hilfe eines Enzymaktivitdtsassays gemessen
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sowie die Stabilitédt des Koi-Herpesvirus (KHV) in den genannten Fliissigkei-
ten gepriift.

Waihrend die einzelnen Proteasen &hnliche Auswirkung auf alle drei unter-
suchten Zelllinien zeigten, konnten deutliche Unterschiede zwischen den
EC50-Werten der respektiven Formulierungen beobachtet werden:
ngEnzymformulierung/mL bei Alcalase®, pgEnzymformulierung/mL bei
Neutrase® und mgEnzymprotein/mL bei Papain. Die hochsten Titerredukti-
onen wurden bei der Inkubation bei 25 °C von KHV, VHSV und IHNV mit
Neutrase® verzeichnet (bis 6,4), die Behandlung der Viren mit Enzymmen-
gen > der entsprechenden EC50- Werte fiihrte, bis auf Alcalase® und IHNV,
zur Inaktivierung der Viruspartikeln. Wihrend Neutrase® und Alcalase® im
Zellkulturmedium oder im Leitungswasser bis zu 14 Tage lang vergleichbare
Aktivitéten zeigten, sanken sie nach 5 Tagen im Teichwasser auf unter 40 %
der urspriinglichen Aktivitit. Zuletzt wurde auch die Stabilitdt des KHV in
den gleichen Wasserproben untersucht, wobei - wie erwartet - der Titer des
Virus im Teichwasser innerhalb von wenigen Tagen unter der Nachweis-
grenze des Assays lag.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Proteasen eine vielverspre-
chende Alternative zu den klassischen Desinfektionsmitteln darstellen kon-
nen. Nichtdestotrotz sind weitere Untersuchungen hinsichtlich Wahl des En-
zymprodukts fiir die Anwendung unter den gegebenen Bedingungen notwen-
dig.

Gefordert durch das Bundesministerium fiir Erndhrung und Landwirtschaft
aufgrund eines Beschlusses des Deutschen Bundestagen im Rahmen des
Bundesprogramms Okologischer Landbau und anderer Formen nachhaltiger
Wirtschatft.
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Entwicklung alternativer Bekdmpfungsstrategien gegen Ich-
thyophthirius multifiliis
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1) Tierdrztliche Hochschule Hannover, Abteilung Fischkrankheiten,
Deutschland;

2) Bayerische Landesanstalt fiir Landwirtschaft (LfL), Institut fiir Fischerei
(IFI), Deutschland;

%) Kallert & Loy GbR, Biologischer Dienst und Projektbiiro, Deutschland

Zusammenfassung

Infektionen mit dem Ziliaten Ichthyophthirius multifiliis stellen eine grofle
Gefahr fiir SiiBwasserfische dar. Infektionen konnen zu massiven Verlusten
gerade in der Forellenteichwirtschaft fithren. Eine Therapie, die frither z.B.
mittels Malchitgriinoxalat erfolgreich durchgefiihrt werden konnte, ist zur-
zeit nicht moglich, da wirksame Therapeutika fiir Fische, die der Lebensmit-
telgewinnung dienen, nicht zugelassen sind. Es herrscht demnach in
Deutschland ein Therapienotstand. Im Falle einer Infektion bei Speisefischen
kann zurzeit nur durch Umweltdesinfektion und ManagementmafBnahmen
versucht werden, den Infektionsdruck zu verringern. Neben den rechtlichen
Herausforderungen, die ein Einsatz von Bioziden mit sich bringt, ist auch die
Wirksamkeit dieser Desinfektionsmafinahmen héufig nicht zufriedenstellend
und die Mortalitdtsraten konnen im besten Fall nur reduziert werden.

Eine Herausforderung in der Bekdmpfung von 1. multifiliis liegt in dessen
komplexen Entwicklungszyklus. Die Trophonten, die adulten Stadien des
Parasiten, parasitieren in Epithelien der Fische und sind so vor &ufleren Ein-
fliissen geschiitzt. Die herangereiften Trophonten brechen aus den Epithelien
heraus, wobei sie einen Grofiteil ihrer schiadigenden Wirkung verursachen.
Im Weiteren verkapseln sich diese zu Zysten (Tomonten), in denen sich wie-
derum Teilungsstadien, die Tomiten, bilden. Am Ende der Entwicklung wer-
den die Tomiten aus den Zysten frei und befallen als Schwarmer (Theronten)
wieder den Fisch. Nur dieses Schwérmerstadium kann durch Malnahmen im
Haltungswasser und in der Umwelt beeinflusst werden. Fische entwickeln
nach tiberstandener Infektion mit /. multifiliis eine Immunitét, wobei es so-
wohl zu spezifischen als auch unspezifischen Immunreaktionen kommt.

Im Rahmen eines Projektes werden alternative Bekdmpfungsstrategien, die

auch in der Teichwirtschaft eingesetzt werden konnen, untersucht. Dabei

werden unter Beriicksichtigung der Transmissions- und Infektionsbiologie
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von 1. multifiliis im Wesentlichen drei Bekdmpfungsstrategien verfolgt und
auf ihre Praxistauglichkeit tiberpriift.

Durch das Herausfiltern der Schwérmer aus dem Haltungswasser durch Na-
nofiltration, soll der Entwicklungszyklus des Parasiten unterbrochen werden.
Zum anderen sollen Schwérmer im Haltungswasser abgelenkt oder abgefan-
gen werden und somit an verschiedenen Stellen im Entwicklungszyklus in
die Ubertragung eingegriffen werden. Hierzu werden Substanzen getestet,
die durch Auslésen des Wirtserkennungsverhaltens zum Abfangen und ei-
nem kiirzeren Uberleben der Schwirmer im Wasser fiihren. Zusitzlich wird
untersucht, ob die Schwérmer durch Anheftung an eine Matrix quantitativ
aus dem System entfernt werden kdnnen um den Infektionsdruck zu verrin-
gern. Weiterhin werden Fische mit verschiedenen Priparationen gegen 1.
multifiliis vakziniert. Zusétzlich wird getestet, ob mit Préparationen des Zili-
aten Tetrahymena eine Kreuzimmunitét ausgeldst werden kann.

Erste Ergebnisse zur Nanofiltration deuten darauf hin, dass die Anzahl der
Parasitenstadien im Wasser durch diese Mainahme reduziert werden kdnnen.
Zur Transmissionsunterbrechung konnten bereits Substanzen gefunden wer-
den, welche die Anheftung und Penetration der Schwiarmerstadien, sowie de-
ren Nahsuchverhalten auslosen. Diese Ansétze sollen nun optimiert und in
die Praxis iibertragen werden
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Biosicherheit in der Aquakultur - rechtliche Anforderungen an
Reinigung und Desinfektion

Dirk Willem Kleingeld
Niedersachsisches Landesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsi-
cherheit, Task-Force Veterindrwesen

Zusammenfassung

Aus veterindrrechtlichen Vorschriften ergeben sich fiir Betreiber von Aqua-
kulturbetrieben Verpflichtungen in Verbindung mit der Reinigung und Des-
infektion unter anderem der Haltungsumgebung, der Verarbeitungsraume
und des Personals. Auf Grundlage der Tierseuchen- bzw. Fischseuchenge-
setzgebung ist jeder Tierhalter verpflichtet, Biosicherheitsmanahmen vor-
zuhalten. Auch aus dem Tierschutzgesetz ergibt sich die Verpflichtung, eine
zutrdgliche Haltungsumgebung beispielsweise mittels Hygienisierung sicher-
zustellen. Lebensmittelrechtliche Vorschriften enthalten Hygienevorschrif-
ten, in denen auf Reinigung und Desinfektion und im Ubrigen auch auf die
mogliche nachteilige Beeinflussung von Lebensmitteln durch Biozidpro-
dukte hingewiesen wird.

Neben dem vorgenannten veterindrrechtlichen Bezug sind auch zahlreiche
arbeits- und umweltrechtliche Anforderungen zu beachten. Zu nennen ist das
Arbeitsschutzgesetz hinsichtlich Gefahren, die einerseits von Desinfektions-
mitteln und andererseits auch von Biostoffen ausgehen kdnnen, fiir die wie-
derum Reinigungs- und Desinfektionsmafinahmen von Bedeutung sind.

Die Biozid-Verordnung regelt den Verkauf und die Abgabe sowie die Ver-
wendung von Biozidprodukten, zu denen u. a. Desinfektionsmittel zur Hy-
giene im Veterindrbereich oder fiir den Lebens- und Futtermittelbereich ge-
horen. Nach geltendem Recht diirfen entsprechend der Produktart zu Desin-
fektionszwecken nur verkehrsféhige Biozidprodukte erworben und verwen-
det werden. Zur Feststellung der Verkehrsfahigkeit von Biozidprodukten
wird auf Herstellerinformationen und offentlich zugéngliche Datenbanken
verwiesen.

AbschlieBend wird darauf hingewiesen, dass die Wirksamkeit von Desinfek-
tionsmitteln unter anderem von der vorgeschalteten Reinigung und der Um-
gebungstemperatur abhéngig ist. Eine Hygienisierung im aquatischen Milieu
ist aufgrund der Beschaffenheit des Mediums Wasser immer eine besondere
Herausforderung.
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Summary

Veterinary regulations impose obligations on operators of aquaculture estab-
lishments in relation to cleaning and disinfection, e. g. the housing environ-
ment, processing facilities and staff. Based on the animal health resp. fish
diseases legislation, every livestock aquaculturist is required to provide bi-
osafety measures. The German Animal Welfare Act also stipulates the obli-
gation to ensure a beneficial housing environment, for example by means of
sanitation. Food safety regulations also contain hygiene requirements, which
refer to cleaning and disinfection and incidentally also to the possible adverse
influence of aquaculture products by biocidal substances.

In addition to the aforementioned veterinary reference, numerous labor and
environmental legal requirements must be taken into account. The German
Labor Protection Law should be mentioned with regard to hazards that can
arise on the one hand from disinfectants and on the other hand from bio-
materials, for which cleaning and disinfection measures are important.

The Biocidal Products Regulation regulates the sale, distribution and use of
biocidal products, including e.g. disinfectants for veterinary hygiene or food
and feed area. Under current legislation, only biocidal products may be pur-
chased and used for disinfection purposes regarding the product type which
are marketable. To determine the marketability of biocidal products, refer-
ence is made to manufacturer information and publicly accessible databases.

Finally, it should be noted that the effectiveness of disinfectants depends,
among other things, on the upstream cleaning and the temperature of the en-
vironment. Hygienisation of an aquatic environment is always a particular
challenge due to the nature of the medium of water.

1. Einfiihrung

Biosicherheit umfasst MaBnahmen zur Verhinderung der Ubertragung von
Krankheitserregern auf Tiere, Menschen und die Umwelt. Als Beispiele fiir
BiosicherheitsmaBinahmen sind Teich-, Becken-, Verarbeitungs- und Anla-
genhygiene, die Bildung epidemiologischer Einheiten, eine Einschrankung
des Besucherverkehrs, Zu- und Verkaufshygiene und auch SchutzmaBnah-
men gegen Pradatoren zu nennen.

Zweifelsohne konnen Reinigungs- und Desinfektionsmafinahmen das Risiko
der Ein- und Verschleppung von Krankheitserregern, beispielsweise iiber
Fischeier, Transportwasser, Gerite oder Personen, deutlich herabsetzen.

DesinfektionsmaBnahmen dienen der gezielten Keimreduktion, um eine
Ubertragung von Infektionskrankheiten zu verhindern. Sie kdnnen chemisch
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oder auch physikalisch (z. B. thermisch, UV) erfolgen. Sie sind sowohl im
Routinebetrieb als auch im Falle von Seuchen- bzw. Krankheitsgeschehen
anzuwenden.

Eine griindliche Reinigung von Arbeitsflichen, Gerdten, Raumen bzw. Hal-
tungseinheiten ist, insbesondere aufgrund moglicher ,,Eiweiifehler uner-
lasslich fiir die Wirksamkeit der nachfolgenden Desinfektion. Unter Reini-
gung wird eine mdglichst vollstindige Beseitigung von (organischem)
»Schmutz (Ausscheidungen, Schleim, Schuppen etc.) aus Haltungseinrich-
tungen, Rdumen und von Oberflachen verstanden.

2. Rechtliche Anforderungen

2.1 Tiergesundheitsrecht

GemiB §3 des Tiergesundheitsgesetzes (TierGesQ) ist jeder Tierhalter ver-
pflichtet, Biosicherheitsmaf3inahmen vorzuhalten. Dazu gehoren auch Reini-
gungs- und DesinfektionsmaBnahmen, die im Ubrigen auch im Zuge von
Seuchenereignissen angeordnet werden konnen. Die auf Grundlage des § 7
TierGesG erlassene Desinfektionsrichtlinie des Bundesministeriums fiir Er-
nihrung und Landwirtschaft (BMEL) umfasst Mittel und Verfahren, die bei
einer tierseuchenrechtlich vorgeschriebenen Desinfektion verwendet werden
diirfen.

Weitere Anforderungen an Biosicherheit sowie an Reinigung und Desinfek-
tion enthélt die Fischseuchenverordnung. So kénnen im Seuchenfall weiter-
gehende Reinigungs- und Desinfektionsmafinahmen angeordnet werden.
Dariiber hinaus ist eine Schlussdesinfektion Voraussetzung fiir die Authe-
bung einer Seuchenfeststellung. AuBerdem sind Transportbehédltnisse und
beim Transport verwendete Gerdte vor erneuter Benutzung zu reinigen und
desinfizieren.

2.2 Tierschutzrecht

Insbesondere aus der Haltungsnorm (§2) des Tierschutzgesetzes ergibt sich
die Verpflichtung fiir Aquakulturbetreiber eine zutrdgliche Haltungsumge-
bung, beispielsweise mittels Hygienisierung sicherzustellen.

2.3 Lebensmittelrecht

Das ,,EU-Hygienepaket®, die Lebensmittelhygiene-Verordnung und die Tie-
rische Lebensmittel-Hygieneverordnung enthalten Hygienevorschriften fiir
Lebensmittelunternehmer mit Anforderungen an die Reinigung und Desin-
fektion. Dariiber hinaus wird in den Vorschriften auch auf die mégliche nach-
teilige Beeinflussung von Lebensmitteln durch Biozidprodukte hingewiesen.
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2.4 Arbeitsschutzrecht
Gemil dem Arbeitsschutzgesetz haben Arbeitgeber Gefahrdungsbeurteilun-
gen durchzufiihren.

Eine (chemische) Gefdhrdung kann sich unter anderem durch Desinfektions-
mittel, z. B. Formaldehyd oder Peressigséure, ergeben. In dem Zusammen-
hang ist die Gefahrstoffverordnung zu beachten.

Eine Gefahrdung durch biologische Einwirkungen (,,Biostoffe*) kann fiir den
Bereich der Aquakultur nicht ausgeschlossen werden. Als Beispiele sind der
Fischbandwurm, die Fischtuberkulose oder auch bestimmte bewegliche Ae-
romonaden wie Aeromonas sobria zu nennen. Landwirtschaftliche Nutztier-
haltungen, d. h. auch Aquakulturbetriebe, sind Gegenstand des Anwendungs-
bereiches der Biostoffverordnung, die natiirlich auch Hinweise auf Reinigung
und Desinfektion enthélt. Mit Bezug auf die Biostoffverordnung sind auch
die Technischen Regeln fiir Biologische Arbeitsstoffen (TRBA) zu beachten.
Relevant fiir die Aquakultur bzw. Gesundheitsfiirsorge sind vor allem die
TRBA 230 ,,SchutzmaBinahmen bei Tétigkeiten mit biologischen Arbeitsstof-
fen in der Land- und Forstwirtschaft [...]“ und die TRBA 100 ,,Schutzmal-
nahmen bei Tétigkeiten mit biologischen Arbeitsstoffen in Laboratorien.

2.5 Umweltrecht

Die Verordnung (EU) Nr. 528/2012 (Biozid-Verordnung) regelt den Verkauf
und die Abgabe sowie die Verwendung von Biozidprodukten, zu denen u. a.
Desinfektionsmittel zur Hygiene im Veterindrbereich oder fiir den Lebens-
und Futtermittelbereich gehoren. Biozidprodukte sind Stoffe/Gemische, die
bestimmt sind, auf andere Art als durch bloe physikalische oder mechani-
sche Einwirkung Schadorganismen zu zerstoren, abzuschrecken, unschédlich
zu machen, ihre Wirkung zu verhindern oder sie in anderer Weise zu bekdmp-
fen.

Desinfektionsmittel miissen als Biozidprodukt verkehrsfahig sein, d. h. sie
miissen im Falle von Altwirkstoffen entweder gemeldet sein oder sich im
Entscheidungsverfahren befinden bzw. als Biozidprodukt zugelassen sein.
Als fiir die Aquakultur relevante Anwendungsbereiche (Produktarten) sind
Zu nennen:

- Produktart 3 ,,Hygiene im Veterindrbereich®

- Produktart 4 ,,Lebensmittel- und Futtermittelbereich*

- Produktart 21 ,,Antifouling-Produkte®

- Ggf. Produktart 2 ,,Desinfektionsmittel und Algenbekdmpfungsmittel, die
nicht fiir eine direkte Anwendung bei Menschen und Tieren bestimmt
sind*
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Fiir sogenannte ,,Altwirkstoffe, z. B. Chloramin T oder Formaldehyd, die
sich noch im Entscheidungsverfahren bzw. im Priifprogramm befinden, ist
auf Grundlage der Ubergangsvorschriften der Delegierten Verordnung (EU)
Nr. 1062/2014 ein Inverkehrbringen noch (Stand: Januar 2019) mdglich.
Nicht genehmigte Wirkstoffe diirfen ab dem Zeitpunkt der Entscheidung
noch 12 Monate vermarktet und 18 Monate verwendet werden.

Die Verkehrsfihigkeit eines Desinfektionsmittels wird durch eine N-Num-
mer (gemeldet / Entscheidungsverfahren) oder DE-Nummer (zugelassen) be-
stétigt. Das Zulassungsverfahren fiir Biozidprodukte ist zweistufig, d. h. zu-
néchst erfolgt die Wirkstoffgenehmigung und danach die Zulassung.

In Bezug auf den Umgang mit chemischen Desinfektionsmitteln wird auf die
Beachtung der Sicherheitsdatenblétter vor, wiahrend und nach der Anwen-
dung hingewiesen. In dem Zusammenhang sind auch beispielsweise Vor-
schriften des Wasserhaushaltsgesetzes und des Bundes-Bodenschutzgesetzes
zu beachten.

2.6 Arzneimittelrecht

Biozidprodukte gelten grundsétzlich nicht als Arzneimittel im Sinne des Arz-
neimittelgesetzes. Entscheidend in dem Zusammenhang ist der Verwen-
dungszweck, z. B. die Reduktion der Keimdichte ("Hygienisierung") im
Fischhaltungswasser.

3. Praktische Hinweise, Hilfsmittel

Hinsichtlich der Anwendung von Desinfektionsmitteln in der Aquakultur ste-
hen zahlreiche Verfahrensanweisungen, (behordliche) Merkblétter, Leitfaden
und Entscheidungshilfen zur Verfiigung.

Mit Bezug auf die Fischseuchenbekdmpfung sind in vorgenanntem Zusam-
menhang das Tierseuchenbekdmpfungshandbuch der Bund-Ladnder Task
Force Tierseuchenbekdmpfung und auch die Desinfektionsrichtlinie des
BMEL zu nennen. Aufgrund der Tatsache, dass bestimmte Angaben dieser
Richtlinie nicht kohédrent mit den biozidrechtlichen Vorschriften sind, wird
diese Richtlinie derzeit (Stand: Januar 2019) iiberarbeitet. Beispielsweise ist
die Anwendung von Natronlauge aus biozidrechtlicher Sicht nicht zugelas-
sen. Sollte der Einsatz von Natronlauge im Tierseuchenbekdmpfungsfall un-
erldsslich sein, kann die Anwendung im Einzelfall {iber das Bundesamt fiir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit beantragt werden. In Bezug
auf die erforderlichen Anwendungskonzentrationen wird auf die Hersteller-
informationen und auch auf die 6ffentlich zugéngliche Liste der DVG-ge-
priiften Desinfektionsmittel (www.desinfektion-dvg.de) hingewiesen. Aus
haftungsrechtlichen Griinden sind die Herstellerinformationen unbedingt zu
beachten.
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Mit Bezug auf das Chemikalien- bzw. Biozidrecht wird vor allem auf die In-
ternetportale ,,REACH-CLP-Biozid Helpdesk® (www.reach-clp-biozid-hel-
pdesk.de) und (www.baua.de) der Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz und Ar-
beitsmedizin hingewiesen. Diese Portale enthalten Informationen z. B. zur
Genehmigung oder Nichtgenehmigung von Wirkstoffen, weitere Informatio-
nen zur Biozid-Verordnung und Datenbanken zu gemeldeten Biozidproduk-
ten, Biozidprodukten im Entscheidungsverfahren und zu zugelassenen Bio-
zidprodukten. Mit Stand vom Januar 2019 wurden bisher lediglich 88 Bio-
zidprodukte zugelassen, davon jedoch keine fiir die Produktarten 3, 4 oder
21. In dem Zusammenhang ist jedoch zu erwéhnen, dass weiterhin viele Bi-
ozidprodukte auch in der Aquakultur verwendet werden kdnnen, da sie (,,Alt-
wirkstoffe*) entweder gemeldet sind oder sich im Priifverfahren befinden.
Wichtig jedoch ist der Hinweis, dass Desinfektionsmittel nur als Biozidpro-
dukt und nicht als Chemikalie verwendet werden diirfen. Da die vorgenann-
ten Datenbanken nicht tagesaktuell verdffentlicht werden, empfiehlt es sich
immer Informationen iiber die Verkehrsfiahigkeit mit Bezug auf den Anwen-
dungsbereich bei den Herstellern einzuholen.

Mit Blick auf die Umsetzung rechtlicher Anforderungen sind weiterhin das
Betriebsmanagement, Dokumentation, Schulungen und auch Arbeitsanwei-
sungen flir die Mitarbeiter wichtig. Eiwei3- und Kéltefehler sind unbedingt
zu vermeiden. Weitere Informationen zur Desinfektion in der Fischzucht ent-
hilt das Internetportal des LAVES (www.laves.niedersachsen.de)

4. Fazit

Aus mehreren Rechtsbereichen wie Tierseuchenrecht, Tierschutzrecht, Le-
bensmittelrecht und Arbeitsschutzrecht ergeben sich fiir Betreiber von Aqua-
kulturanlagen Verpflichtungen zur Durchfithrung von Reinigungs- und Des-
infektionsmafinahmen. Solche MalBnahmen sind auch im Sinne der ,,Guten
Fachlichen Aquakulturpraxis® unerlésslich.

Weitere Vorschriften schrinken jedoch die Wahl der Wirkstoffe bzw. der
Desinfektionsmittel und Verfahren ein bzw. enthalten Anforderungen beziig-
lich der Anwendung. Zu nennen sind in dem Zusammenhang umweltrechtli-
che, tierseuchenrechtliche und ggf. auch arbeitsschutzrechtliche Vorschrif-
ten. Fiir Tierhalter und Personen der Fischgesundheitsfiirsorge ist es wichtig
diese Vorschriften zu kennen.

Die Wahl des Desinfektionsverfahrens ist abhidngig von vielen Faktoren wie
der Anwendungsbereich, die Art der Zielorganismen, das Desinfektionsme-
dium und die Umgebungstemperatur. Im Bedarfsfall empfiehlt sich eine Ab-
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stimmung mit dem Hersteller oder im Seuchenereignis auch mit der zustin-
digen Behorde. Die Verkehrsfahigkeit von Biozidprodukten ist immer zu be-
achten.

Abschliefend ist anzumerken, dass die Hygienisierung im aquatischen Mi-
lieu aufgrund der Beschaffenheit des Mediums Wasser eine besondere Her-
ausforderung darstellt.

Zitierte Rechtsnormen
Tiergesundheitsgesetz in der Fassung der Bekanntmachung vom 21. No-
vember 2018 (BGBI. I S. 1938)

Fischseuchenverordnung vom 24. November 2008 (BGBL. I S. 2315), die
zuletzt durch Artikel 7 der Verordnung vom 3. Mai 2016 (BGBI. I S. 1057)
gedndert worden ist

Tierschutzgesetz in der Fassung der Bekanntmachung vom 18. Mai 2006
(BGBL. I S. 1206, 1313), das zuletzt durch Artikel 1 des Gesetzes vom 17.
Dezember 2018 (BGBI. 1 S. 2586) geédndert worden ist

Verordnung (EG) Nr. 852/2004 des Europidischen Parlaments und des Rates
vom 29. April 2004 iiber Lebensmittelhygiene; ABL. L 139 vom 30.4.2004,
S. 1-54

Verordnung (EG) Nr. 853/2004 des Europidischen Parlaments und des Rates
vom 29. April 2004 mit spezifischen Hygienevorschriften fiir Lebensmittel
tierischen Ursprungs; ABI. L 139 vom 30.4.2004, S. 55-205

Verordnung (EG) Nr. 854/2004 des Europidischen Parlaments und des Rates
vom 29. April 2004 mit besonderen Verfahrensvorschriften fiir die amtliche
Uberwachung von zum menschlichen Verzehr bestimmten Erzeugnissen tie-
rischen Ursprungs; ABL. L 139 vom 30.4.2004, S. 206-320

Lebensmittelhygiene-Verordnung in der Fassung der Bekanntmachung
vom 21. Juni 2016 (BGBI. I S. 1469), die durch Artikel 2 der Verordnung
vom 3. Januar 2018 (BGBI. I S. 99) gedndert worden ist

Tierische Lebensmittel-Hygieneverordnung in der Fassung der Bekannt-
machung vom 18. April 2018 (BGBI. I S. 480 (619))

Arbeitsschutzgesetz vom 7. August 1996 (BGBL. I S. 1246), das zuletzt
durch Artikel 427 der Verordnung vom 31. August 2015 (BGBI. I S. 1474)
gedndert worden ist

Gefahrstoffverordnung vom 26. November 2010 (BGBI. I S. 1643, 1644),
die zuletzt durch Artikel 148 des Gesetzes vom 29. Mirz 2017 (BGBI. I S.
626) gedndert worden ist
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Biostoffverordnung vom 15. Juli 2013 (BGBI. I S. 2514), die zuletzt durch
Artikel 146 des Gesetzes vom 29. Mérz 2017 (BGBI. I S. 626) geéndert wor-
den ist

Verordnung (EU) Nr. 528/2012 des Europidischen Parlaments und des Rates
vom 22. Mai 2012 iiber die Bereitstellung auf dem Markt und die Verwen-
dung von Biozidprodukten Text von Bedeutung fiir den EWR; ABL L 167
vom 27.6.2012, S. 1-123

Delegierte Verordnung (EU) Nr. 1062/2014 der Kommission vom 4. Au-
gust 2014 {iber das Arbeitsprogramm zur systematischen Priifung aller in Bi-
ozidprodukten enthaltenen alten Wirkstoffe gemél der Verordnung (EU) Nr.
528/2012 des Europdischen Parlaments und des Rates Text von Bedeutung
fir den EWR; ABI. L 294 vom 10.10.2014, S. 1-34

Wasserhaushaltsgesetz vom 31. Juli 2009 (BGBI. I S. 2585), das zuletzt
durch Artikel 2 des Gesetzes vom 4. Dezember 2018 (BGBI. I S. 2254) ge-
dndert worden ist

Bundes-Bodenschutzgesetz vom 17. Marz 1998 (BGBI. I S. 502), das zu-
letzt durch Artikel 3 Absatz 3 der Verordnung vom 27. September 2017
(BGBI. I S. 3465) geédndert worden ist

Arzneimittelgesetz in der Fassung der Bekanntmachung vom 12. Dezember
2005 (BGBI.IS. 3394), das zuletzt durch Artikel 1 des Gesetzes vom 18. Juli
2017 (BGBI. I S. 2757) geédndert worden ist

Literaturquellen konnen beim Autor angefordert werden

74



Antibiotikaresistenzen in von Zier- und Speisefischen isolierten
Bakterien zwischen 2005 und 2017

Verena Jung-Schroers'”, Arne Jung?, Julia Bauer!, Felix Teitge!, Dieter
Steinhagen!
! Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Stiftung Tierdrztliche
Hochschule Hannover, Deutschland
Klinik fiir Gefliigel, Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover,
Deutschland

Zusammenfassung

Alle Bakterien, die in den Jahren 2005 bis 2017 aus diagnostischen Proben
der Abteilung Fischkrankheiten der Tierédrztlichen Hochschule Hannover iso-
liert wurden, wurden auf Resistenzen gegen Antibiotika getestet. Insgesamt
wurde die Wirksamkeit von 19 antibiotisch wirksamen Substanzen gegen die
nachgewiesenen Bakterien getestet. Die Wirksamkeit der Substanzen wurde
mittels Agardiffusionstest ermittelt, der auf Blutagarplatten durchgefiihrt
wurde. Die Hemmhofdurchmesser wurden beurteilt und soweit moglich an-
hand der Vorgaben des CSLI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
ausgewertet. Abhidngig vom Durchmesser der Hemmhofe, wurden die Bakte-
rien als resistent (R), intermediér (I) oder sensibel (S) gegeniiber dem getes-
teten Wirkstoff eingestuft.

Die getesteten Bakterien wiesen am héufigsten Resistenzen gegeniiber
Amoxicillin, Ampicillin, Neomycin, Oxolinsdure und Tylosin auf. Insgesamt
nahmen die Resistenzen der Bakterien gegeniiber Antibiotika inner- halb der
letzten 13 Jahre ab und fiir die meisten antibiotisch wirksamen Substanzen
konnte eine Verbesserung der Wirksamkeit ermittelt werden. Nur fiir einzelne
Wirkstoffe, wie zum Beispiel Trimethoprim/Sulphonamid, erhdhte sich die
Anzahl der resistenten Bakterien. Unterschiede bestanden in der Wirksamkeit
der Antibiotika gegeniiber Bakterien, die von Fischen aus unterschiedlichen
Haltungseinrichtungen isoliert wurden. Insbesondere Bakterien, die von Zier-
fischen aus GroB3- oder Einzelhandelsbetrieben nachgewiesen wurden, wiesen
vermehrt Resistenzen gegen Antibiotika auf. Dagegen wurden die wenigsten
Resistenzen in Bakterien, die aus Speisefischen isoliert wurden, nachgewie-
sen, Unterschiede wurden ebenfalls in der Wirksamkeit der Antibiotika gegen
bestimmte Bakterienspezies ermittelt. Besonders Flavobakterien, einige Spe-
zies der motilen Aermonaden und Pseudomonaden wiesen hiufig Resisten-
zen gegen mehrere getestete Antibiotika auf.
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Summary

All bacteria isolated between 2005 and 2017 from diagnostic samples submit-
ted to the Fish Disease Research Unit of the University of Veterinary Medi-
cine Hannover were tested for antibiotic resistance. Overall, the efficacy of
19 antibiotic agents against the detected bacteria was tested. The effectiveness
of the substances was determined by agar diffusion test carried out on blood
agar plates. The diameter of the inhibition zone was assessed and evaluated
following the specifications of the CSLI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) as far as possible. Depending on the diameter of the inhibition
zones, the bacteria were classified as resistant (R), intermediate (I) or sensi-
tive (S) to the tested drug.

Most resistences were detected against amoxicillin, ampicillin, neomycin, ox-
olinic acid and tylosin. Overall, bacterial resistance to antibiotics has de-
creased over the last 13 years, and efficacy has improved for most antibiotics.
Only for individual active ingredients, such as trimethoprim / sulfonamide,
the number of resistant bacteria increased. Differences were seen in the effi-
cacy of the antibiotics against bacteria isolated from fish from different hus-
bandry facilities. In particular, bacteria isolated from ornamental fish from
wholesalers or retailers showed an increased resistance to antibiotics. In con-
trast, the lowest resistance levels were detected in bacteria isolated from food
fishes. Differences were also found in the efficacy of the antibiotics against
certain bacterial species. Especially flavobacteria, some species of the motile
aeromonadas and pseudomonas showed often resistance to several of the
tested antibiotics.

Resistenzen von Bakterien gegen Antibiotika stellen eine der grofiten Gefah-
ren fiir die Gesundheit von Menschen und Tieren dar. Antibiotikaresistenzen
konnen natiirlicherweise auftreten aber auch der Selektionsdruck, der durch
antibiotische Behandlungen auf die Bakterien ausgeldst wird, kann zur Ent-
stehung von Resistenzen beitragen. Dieser Prozess wird durch den Miss-
brauch von Antibiotika beschleunigt. Eine Verlangsamung des Prozesses ist
moglich durch die Vermeidung eines einseitigen Selektionsdrucks durch An-
tibiotika. Aus diesem Grund sollten gezielte Behandlungen nur im Bedarfs-
fall, nur ausreichend lange und mit einer ausreichend hochen Dosierung er-
folgen. Es ist bekannt, dass Resistenzen gegen Antibiotika auch in aus Fi-
schen isolierten Bakterien auftreten. Aus diesem Grund sollte vor einer anti-
biotischen Therapie von Fischen immer ein Antibiogramm der nachgewiese-
nen Bakterien angefertigt werden. Alle Bakterien, die in den Jahren 2005 bis
2017 aus diagnostischen Proben der Abteilung Fischkrankheiten der Tierarzt-
lichen Hochschule Hannover isoliert wurden, wurden auf Resistenzen gegen
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Antibiotika getestet. Insgesamt wurde die Wirksamkeit von 19 antibiotisch
wirksamen Substanzen gegen die nachgewiesenen Bakterien getestet, wobei
manche Substanzen durchgehend iiber 13 Jahre verwendet wurde, andere nur
fiir einen Zeitraum von zwei bis 12 Jahren. Die Wirksamkeit der Substanzen
wurde mittels Agardiffusionstest ermittelt, der auf Blutagarplatten durchge-
fiihrt wurde. Eingesetzt wurden Plittchen mit Amoxicillin (10 pg), Ampicil-
lin (10 pg) Chloramphenicol (30 pg), Chlortetracyclin (30 pg), Colistinsulfat
(50 pg), Doxycyclin (30 pg), Enrofloxacin (5 ug), Erythromycin (15 pg),
Florfenicol (30 pg), Flumequin (30 pg), Furazolidon (100 pg), Gentamicin
(10 pg), Kanamycin (30 pg), Neomycin (10 pg), Oxolinsdure (10 pg), Oxyte-
tracyclin (30 pg), Trime- thoprim/Sulfonamid (25 pg) Tulathromycin (30 pg)
oder Tylosin (30 pg) nach den Vorgaben des Herstellers. Die Hemm-
hofdurchmesser wurden beurteilt und soweit moglich anhand der Vorgaben
des CSLI (Clinical and Laboratory Standards Institute) ausgewertet. Abhén-
gig vom Durchmesser der Hemmhofe, wurden die Bakterien als resistent (R),
intermediér (I) oder sensibel (S) gegeniiber dem getesteten Wirkstoff einge-
stuft.

Die getesteten Bakterien wiesen am héufigsten Resistenzen gegeniiber
Amoxicillin, Ampicillin, Neomycin, Oxolinsdure und Tylosin auf. Als in den
meisten Féllen wirksam stellten sich Doxycyclin, Tulathromycin und Enro-
floxacin heraus. Insgesamt nahmen die Resistenzen der Bakterien ge- geniiber
Antibiotika innerhalb der letzten 13 Jahre von ca. 45% auf etwa 28% ab und
fiir die meisten antibiotisch wirksamen Substanzen konnte eine Verbesserung
der Wirksamkeit ermittelt werden. Nur fiir einzelne Wirkstoffe, wie zum Bei-
spiel Trimethoprim/Sulfonamid, erhdhte sich die Anzahl der resistenten Bak-
terien. Unterschiede bestanden in der Wirksamkeit der Antibiotika gegeniiber
Bakterien, die von Zierfischen und Speisefischen isoliert wurden. Mehr Re-
sistenzen traten hier bei den Bakterien, die von Zierfischen isoliert wurden,
auf und insbesondere die Wirkstoffe Enrofloxacin, Gentamicin, Chlortetra-
cyclin, Oxytetracyclin, Neomycin und Flumequine stellten sich als weniger
wirksam gegen die von Zierfischen isolierten Bakterien heraus. Auch bei
Bakterien, die von zu Speisezwecken gehaltenen Cypriniden und Salmoniden
stammten, wurden Unterschiede in der Wirksamkeit verschiedener Antibio-
tika festgestellt. Zwar traten bei Bakterien, die von Cypriniden und Salmoni-
den isoliert wurden in etwa gleich hiufig Resistenzen auf, jedoch wurden bei
Bakterien von Cypriniden mehr Resistenzen gegeniiber Colistinsulfat, Ka-
namycin und Neomycin beobachtet, wihrend Bakterien von Salmoniden hau-
figer Resistenzen gegen Erythromycin, Furazolidon, Trimetoprim/Sulfona-
mid und Oxolinsdure aufwiesen. Die Herkunft der Fische und insbesondere
die Haltungseinrichtungen spielte ebenfalls eine Rolle beim Auftreten von re-
sistenten Bakterien. Insbesondere Bakterien, die von Zierfischen aus Grof3-
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oder Einzelhandelsbetrieben nachgewiesen wurden, wiesen vermehrt Resis-
tenzen gegen Antibiotika auf. Dagegen wurden die wenigsten Resistenzen in
Bakterien, die aus Speisefischen isoliert wurden, nachgewiesen. Unter-
schiede wurden ebenfalls in derWirksamkeit der Antibiotika gegen be-
stimmte Bakterienspezies ermittelt. Besonders Flavobakterien, einige Spezies
der motilen Aermonaden und Pseudomonaden wiesen hiufig Resistenzen ge-
gen mehrere getestete Antibiotika auf.

Insgesamt scheint sich die Resistenzlage bei Bakterien, die von Fischen oder
aus der aquatischen Umwelt nachgewiesen werden, zu verbessern. Der leichte
Anstieg der Resistenzen von Bakterien gegeniiber Trimethoprim / Sulfona-
mid kann dadurch zustande kommen, dass Borgal® in Deutschland das ein-
zige zugelassene Antibiotikum fiir Fische (Forellen) ist und der Wirkstoff da-
her regelméaBiger als andere eingesetzt wird. In jedem Fall empfiehlt es sich
vor Antibiotikabehandlungen von Fischen ein Antibiogramm fiir die nachge-
wiesenen Bakterien durchzufiihren.
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Risikomanagement zur Minimierung von krankheitsbedingten
Verlusten in der Aquakultur neuer Fischarten — Identifizierung
von relevanten Pathogenen

M. Rupp'”, P-D. Sindilariu?, R. Kniisel}, B. von Siebenthal', H. Schmidt-
Posthaus!
1Zentrum fiir Fisch- und Wildtiermedizin Universitit Bern, Lénggassstrasse
122, 3012 Bern (Schweiz)
2Tropenhaus Frutigen, Tropenhausweg 1, 3714 Frutigen (Schweiz)
3ﬁshdoc GmbH, Schaubhus 1, 6026 Rain (Schweiz)

Zusammenfassung

Flussbarsch (Perca fluviatilis) und Zander (Sander lucioperca), zwei beliebte
Speisefischarten in der Schweiz, sind neue und vielversprechende Kandidaten
fiir die Speisefischproduktion. In den letzten Jahren wurden sie vermehrt in
Kreislaufanlagen bei warmen Wassertemperaturen aufgezogen, um den Bedarf
an Filet dieser Fischarten schnell und kosteneffizient zu decken. Um krankheits-
bedingte Verluste zu verringern, wurden im Zuge eines von der Innosuisse un-
terstiitzten Projektes Daten erhoben und ausgewertet. Das Ziel des Projektes ist
die Identifikation von relevanten Pathogenen, sowie die Etablierung von Metho-
den zur frithzeitigen Diagnose von Erkrankungen. Alle Ergebnisse werden in
einen Prophylaxe- und Behandlungskatalog einfliessen, mit dem Ziel, einerseits
die mortalititsbedingten Verluste zu verringern, andererseits die Produktion zu
steigern und das Tierwohl zu verbessern. Im Rahmen des Projektes wurden Ichz-
hyobodo sp. und Gyrodactylus sp. als relevante Parasiten identifiziert. Ein Aus-
bruch einer Infektion mit Aeromonas salmonicida sowie mehrere Félle einer
Perch Rhabdovi- rus Infektion wurden dokumentiert und diese Erreger ebenfalls
zu den relevanten Pathogenen gezihlt.

Summary

European perch (Perca fluviatilis) and pike perch (Sander lucioperca), both pop-
ular food fish species in Switzerland, are new and promising candidates for food
production. In the last years, they were mostly raised in warm water recirculating
aquaculture systems to cover the demand of fillets fast and cost-effectively. Dur-
ing the project supported by the Innosuisse, data were collected and evaluated to
reduce disease induced mortality. The aim of this project is to identify relevant
pathogens, and to establish methods to diag- nose diseases at an early stage. All
results will be incorporated in a prophylaxis and treatment catalogue with the
goal to reduce losses due to mortality, to increase production and to improve
animal welfare. In the context of the project, Ichthyobodo sp. and Gyrodactylus
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sp. were identified as rele- vant parasites. An outbreak of an deromonas salm-
onicida infection as well as several infections with Perch Rhabdovirus were rec-
orded and these agents were counted as relevant pathogens.

Das dreijahrige Projekt ist eine Kooperation zwischen der Nationalen Fischun-
tersuchungsstelle der Universitdt Bern, dem Tropenhaus Frutigen und der fish-
doc GmbH und startete im Februar 2017. Alle erfassten Daten und Proben stam-
men aus dem Tropenhaus Frutigen. Die Fischzucht des Tropenhauses umfasst
mehrere Kalt- und Warmwasser Kreislaufanlagen fiir die Produktion von Zan-
der, Flussbarsch, Aschen (Thymallus sp.) und Stor (Acipenser baerii, Acipenser
gueldenstaedtii). Zander und Flussbarsch werden als Fingerlinge von verschie-
denen Lieferanten zugekauft und zunéchst in eine Quarantine iberfiihrt. Die
Flussbarschfingerlinge haben bei Ankunft in der Quarantéine im Schnitt ein Ge-
wicht von mindestens 2g, die Zanderfingerlinge von mindestens 10g. Die Qua-
rantdneanlage besteht aus einer Aussen- Kreislaufanlage, die im Jahr 2017 total
142 m3 umfasste und in 2018 auf 222 m? erweitert wurde. Nach Ablauf der Qua-
rantéinezeit von mind. 14 Tagen werden die Fingerlinge in eine 3°500 m3 grosse
Innen- Kreislaufanlage iiberfiihrt. In dieser Anlage verbleiben sie bis zum Errei-
chen ihres Schlachtgewichtes, beim Zander > 800g und beim Flussbarsch ca.
200g. Vor der Schlachtung werden beide Fischarten zur Hélterung aus der Kreis-
laufanlage in eine Durchflussanlage iiberfiihrt. Dieser Produktionszyklus wurde
im Rahmen des Projektes zum jetzigen Zeitpunkt bereits zwei Jahre medizinisch
begleitet. An verschiedenen Zeitpunkten wurden sowohl erkrankte als auch ge-
sunde Fische beprobt. Erste Ergebnisse zeigen, dass folgende Pathogene eine
wichtige Rolle fiir die Fischgesundheit in der Produktion von Zander und Fluss-
barsch in Kreislaufanlagen darstellen.

Gyrodactylus sp., ein Vertreter der Hakensaugwiirmer, ist ein haufiger Parasit
bei wildlebenden und auch bei kultivierten Fischen. Bei einem geringen Befall
zeigen die Fische in der Regel keine Auffilligkeiten. Bei schlechten hygieni-
schen Bedingungen, Stress und/oder schlechter Wasserqualitét konnen sich Gy-
rodactylus sp. schnell vermehren. Kommt es zum Massenbefall zeigen die Fi-
sche eine erhohte Schleimproduktion, Hautrdtungen, Einblutung in die Haut und
hiufig auch Sekundirinfektionen. Besonders bei kleinen Fischen und hoher Pa-
rasitenlast kann es zu einer erhohten Mortalitdt kommen (Noga 2013). Mit Gy-
rodactylus sp. infizierte Zander oder Flussbarsche zeigen Hautreizungen und ein
unkontrolliertes Schwimmverhalten. Durch hiufiges Abstreifen an Beckenwén-
den oder auch an anderen Fischen kann es zu Hautverletzungen kommen, die
einen guten Nahrboden fiir Bakterien und Pilze darstellen und sich haufig sekun-
dér infizieren. Besonders bei den Zandern wurde wihrend einer Infektion mit
Gyrodactylus sp. eine erhohte Mortalitét festgestellt.
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Ichthyobodo sp., ein kleiner einzelliger Parasit auf Haut und Kiemen, ist bei
reinen Aquakulturfischen aus Kreislaufanlagen immer wieder nachweisbar.
Ichthyobodo sp. ist in der Lage, gesunde Larven und sogar Eier zu infizieren
und dort grossen Schaden anzurichten. Bei ausgewachsenen Fischen zeigt
sich eine Infektion hiufig als Begleiterscheinung von Stress. Gewebeirrita-
tion und -hyperplasie sowie eine gesteigerte Schleimproduktion sind einige
der Folgen einer Ichthyobodo sp. Infektion (Noga 2013). Stressige Situatio-
nen, wie Transporte und das notige Handling wéhrend der Produktionsab-
laufe, machen die Fische anfillig fiir Ichthyobodo sp.. Auf gestressten und
immunsupprimierten Fischen kann sich Ichthyobodo sp. durch Zweiteilung
rasant vermehren und ausbreiten. Durch Reizung der Haut und auch des Kie-
menepithels kann es vor allem bei kleinen Zandern und Flussbarschen zu
grossen Verlusten kommen.

Das Bakterium Aeromonas salmonicida erwies sich im Laufe des Projektes
von grosser Bedeutung bei krankheitsbedingten Verlusten von Flussbarschen.
A. salmonicida ist der Erreger der Furunkulose, einer Erkrankung, die vor al-
lem bei Salmoniden grossen wirtschaftlichen Schaden anrichtet.

Der Erreger wurde erstmals 2008 bei wildlebenden Flussbarschen, bei win-
terlichen Temperaturen von 6°C, Grad beschrieben (Skrodenyté- Arbaciaus-
kiené et al. 2010). 2018 wurde wihrend des Projektes im Rahmen der Abkla-
rung einer erhdhten Mortalitét bei Flussbarschen in der Warmwasser Kreis-
laufanlage, eine systemische Infektion mit 4. salmonicida nachgewiesen. Die
Wassertemperatur zum Zeitpunkt der Infektion betrug ca. 20°C. Die Erkran-
kung zeichnete sich durch eine erh6hte Mortalitét der infizierten Flussbarsche
von ca. 3% pro Woche aus. Betroffene Fische zeigten tiefe, bis in die Musku-
latur reichende Hautulzerationen. Histologisch waren Muskelfasernekrosen
sichtbar. Das Bakterium konnte in grosser Anzahl sowohl aus der Muskulatur
als auch aus der Niere von infizierten Fischen isoliert werden (Rupp et al.
2019). Der Nachweis von A. salmonici- da erfolgte durch Ausstrich von Or-
ganproben auf Columbia Blut Agar (BioMérieux, Geneva, Schweiz) und an-
schliessender Inkubation bei 22°C {iber 24 Stunden. Verdichtige Kolonien
wurden mittels microflex LT MALDI- TOF (Bruker Daltonics, Faellanden,
Schweiz) als 4. salmonicida identifi- ziert. Weitere Untersuchungen umfass-
ten zwei PCRs zum Nachweis der Gene exsD und traC, zweier Loci auf dem
Plasmid namens pA- sa5/pASvirA, welches auch das Typ 3 Sekretionssystem
(TTSS) von A. salmonicida beinhaltet (Emond- Rheault et al. 2015). Die Er-
gebnisse dieser PCRs zeigten, dass bei dem isolierten 4. salmonicida Stamm
die Gene des TTSS vorhanden waren. Das TTSS ist einer der wichtigsten
Pathogenitits- faktoren von A. salmonicida, es erlaubt dem Bakterium, seine
Toxine direkt in die Wirtszelle zu injizieren und ist somit essentiell fiir die
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Zytotoxizitét (Burr et al. 2005; Burr & Frey 2007; Burr et al. 2002). Auf dem
Plasmid pAsaS/pASvirA kann es bei hoheren Kultivierungstemperaturen von
>20°C zur Verbindung zweier Insertionssequenzen kommen, wodurch Teile
des Plasmides abgespaltet werden. Durch diese Abspaltung gehen die geneti-
schen Informationen des TTSS verloren, woraus ein apathogener 4. salmoni-
cida Stamm resultiert (Burr et al. 2003a; Daher et al. 2011; Struber et al. 2003,
Tanaka et al. 2013). Der aus der Warmwasser Kreislaufanlage isolierte A.
salmonicida Stamm zeigte eine Temperaturanpassung. Selbst bei einer Kul-
tivierungstemperatur von 28°C waren immer noch Kolonien vorhanden, die
das TTSS beinhalteten. Diese Anpassung eréffnet dem Bakterium eine breite
Palette an neuen Warmwasser-Wirten und konnte in Zukunft dazu fiihren,
dass A. salmonicida eine grossere wirtschaftliche Rolle bei Warm- wasseran-
lagen spielt (Rupp et al. 2019).

Neben Verlusten durch parasitire und bakterielle Infektionen spielten auch
Verluste durch Virusinfektionen eine grosse Rolle.

Das Perch Rhabdovirus (PRV) wurde erstmals 1980 (Dorson et al. 1984)
identifiziert. Die Erkrankung trat damals in Frankreich auf und verursachte
grossere Schiden in der Flussbarsch Aquakultur. Die betroffenen Fische zeig-
ten abnormale Schwimmbewegungen wie Kreisschwimmen, Lethargie und
Blutungen an den Flossenbasen (Bigarré et al. 2017). Wihrend des Projektes
gab es mehrere Ausbriiche von PRV sowohl bei den Flussbarschen als auch
bei den Zandern in der Warmwasser Kreislaufanlage. Infizierte Fische zeig-
ten das in der Literatur beschriebene Verhalten mit Kreis- schwimmen und
Lethargie. Die Blutungen an den Flossenbasen waren weder beim Zander
noch beim Flussbarsch ausgeprdgt. Die Fische waren nach Auftreten der
Symptome nicht mehr in der Lage, Futter aufzunehmen und viele starben
nach einigen Tagen auf Grund von Erschépfung. Der Nachweis von PRV er-
folgte mittels Zellkultur auf bluegill fry und epithelioma papulosum cyprinid
Zellen tiber einen Bebriitungszeitraum von 2 Wochen mit einmaliger Subkul-
tur nach einer Woche. Parallel zur Zellkultur erfolgte der Nachweis mittels
PCR nach Bigarré et al. 2017. Fiir beide Nachweismethoden wurde ZNS Ge-
webe infizierter Fische verwendet. Der Nachweis erfolgte jeweils noch wih-
rend der Quarantinephase und eine weitere Verbreitung des Virus auf der
Anlage konnte somit verhindert werden.

Fazit

Die Anforderungen an die Fischziichter und die Produktionssysteme steigen
zunehmend. Die Einfiihrung neuer Produktionsanlagen, wie zum Beispiel
Kreislaufanlagen, sowie neuen Fischarten, wie Zander und Flussbarsch, er-
fordern Anpassungen der Produktionsabldufe und des Gesundheitsmanage-
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ments. Neue oder angepasste Pathogene sollten konsequent iiberwacht wer-
den, um die Fischgesundheit, das Tierwohl und auch die Produktivitét zu ge-
wihrleisten und zu verbessern.
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Vortridge: Klimawandel, Umwelt und Fischgesundheit
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Climate Trout: Kombinierte Effekte von Klimawandel und Ma-
lacosporea-Infektionen auf wilde Bachforellenpopulationen

Waldner, Karoline*'; Auer, Stefan?; Bechter, Thomas?; Borgwardt, Flo-
rian%; Unfer, Giinther?; El-Matbouli, Mansour'

1) Veterinirmedizinische Universitit Wien, Wien, Osterreich
2) Universitit fiir Bodenkultur Wien, Wien, Osterreich

Zusammenfassung

Hintergrund: PKD (proliferative kidney disease) ist eine aufkommende pa-
rasitire Erkrankung, die Salmoniden sowohl in der Aquakultur als auch in
Freigewissern betrifft. AuBerlich fiihrt die Krankheit zu unspezifischen
Symptomen wie Dunkelférbung der Haut, Exophthalmus, Aszites sowie
Anémie. Charakteristische Verdnderungen der inneren Organe sind die Ver-
groferung von Niere und Milz. Steigende Wassertemperaturen, wie sie der
Klimawandel mit sich bringt, fithren zu einem schwerwiegenderen Verlauf
der PKD.

Projektziel: ClimateTrout ist ein vom Klima- und Energiefonds finanziertes
Projekt, dessen Ziel die Erforschung der Wechselwirkungen von Wassertem-
peraturen, der Verbreitung von Moostierchen und Bachforellen sowie dem
Auftreten der PKD ist. Die Ergebnisse zur Priavalenz der Krankheit und Aus-
priagung der klinischen Symptome werden auf einen Zusammenhang mit den
aufgezeichneten Temperaturen im Léngsverlauf der untersuchten Fliisse ge-
priift, um herauszufinden welche Wassertemperaturregime PKD-Ausbriiche
bei Bachforellen begiinstigen.

Material und Methoden: Im Sommer 2017 wurden zweimal Bachforellen aus
den Fliissen Kamp, Ybbs, Traun und Wulka entnommen. Diese wurden einer
patho-anatomischen Untersuchung unterzogen, in deren Rahmen Nieren-
und Milzgewebe entnommen und mittels PCR auf DNA des Erregers der
PKD untersucht wurde. In passend erscheinenden Habitaten wurde nach
Moostierchen gesucht. Des Weiteren wurde von Mai bis Oktober die Was-
sertemperatur im Langsverlauf der Fliisse aufgezeichnet. Die eigenen Mes-
sungen wurden durch Temperaturaufzeichnungen von Wasserkraftwerken
und hydrologischen Diensten der Lander erginzt.

Ergebnisse: Es konnten in allen vier Fliissen infizierte Bachforellen nachge-
wiesen werden; mit Pravalenzen von bis zu 100% in den wéarmeren, weiter
flussabwirts gelegenen Untersuchungsabschnitten. Die Tiere waren groften-
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teils klinisch unauffillig und somit Carrier der Krankheit, die den Entwick-
lungskreislauf des Parasiten am Leben erhalten. Moostierchenkolonien wur-
den in jedem Fluss gefunden. Die Suche vor Ort war langwierig und oft nicht
erfolgreich. Daher wurde ein auf Wasserproben basierender Nachweis von

Tetracapsuloides bryosalmonae, dem PKD Erreger, und des Moostierchens
Fredericella sultana gewéhlt.
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Temperatur und PKD abhiingige Variationen in Bachforellen in
Baden-Wiirttemberg?

Ros, Albert*; Timo, Basen; Jan, Baer; Alexander, Brinker

Fischereiforschungsstelle (FFS), Landwirtschaftliches Zentrum Baden-
Wiirttemberg (LAZBW), 88085 Langenargen, Deutschland

Zusammenfassung

Die Proliferative Nierenerkrankung (PKD) ist eine weit verbreitete parasitére
Erkrankung, die hauptsichlich bei Salmoniden auftritt. Sie verursacht Ané-
mie und kann zu erhohten Mortalititsraten fithren. Laborexperimente haben
gezeigt, dass Nierenerkrankungen mit zunehmender Wassertemperatur an-
steigen. Hinweise auf temperaturabhéngige Mortalitét Effekte bei parasitiren
Infektionen sind jedoch selten. Daten zum Aufkommen der Bachforelle
(Salmo trutta L.) sowie der Verbreitung des Parasiten in unterschiedlichen
Gewissern Baden-Wiirttembergs wurden nun in einer neuen Studie mit geo-
referenzierten Angaben gekoppelt. Sie zeigt, dass sowohl die Wassertempe-
ratur, als auch geologische Parameter eine hohe Vorhersagekraft fiir die Ver-
breitung der Parasiten und dem Grad der Nierenverédnderung bei Bachforel-
len in Baden-Wiirttemberg besitzen. Daten iiber einen ldngeren Zeitraum aus
einem Fluss deuten jedoch an, dass in naturnahen und thermisch nicht aufge-
heizten Gewissern langerfristig die Dichte an Bachforellen auch bei Auftre-
ten des Parasiten nicht abnimmt. Die PKD scheint unter diesen Umstdnden
keinen Einfluss auf die Populationsstruktur zu besitzen. In Gewésserab-
schnitten hingegen, die fiir Bachforellen ungiinstige Temperaturverlaufe auf-
zeigen (ldngerfristig im Sommer iiber 15°C) und in denen ebenfalls der Er-
reger angetroffen wird, zeigen die vorhandenen Populationsdaten grofBere
Schwankungen und tendenziell abnehmende Fischdichten.
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Bisher unbekannte Mykotoxine — Welche Gefahr geht von ihnen
aus ?

Constanze Pietsch!

1) Ziircher Fachhochschule fiir Angewandte Wissenschaften, Institut fiir
Umwelt und Natiirliche Ressourcen, Forschungsgruppe Fish Welfare, Cam-
pus Griiental, CH-8820 Widenswil

Zusammenfassung

Das Vorkommen von Pilzgiften (Mycotoxinen) in der Fischerndhrung in der
Aquakultur ist mittlerweile unbestritten. Jedoch sind mittlerweile etwa 400
unterschiedliche chemische Verbindungen beschrieben worden, die zu dieser
Gruppe gehdren, und die Liste ihrer mdglichen Metabolite wird ebenfalls je-
des Jahr durch die fortschreitende Forschung und Analytik immer lénger. Die
Forschung zu den biologischen Effekten dieser Substanzen hinkt dieser Ent-
wicklung leider hinterher. Insbesondere die Forschung zu den neu beschrie-
benen Myktoxinen (sogenannten «emerging mycotoxins») ist daher beson-
ders wichtig, um die Gefahr fiir Tiere moglichst gut abbilden zu kdnnen.
Dementsprechend wurden Untersuchungen mit dem Early Life Stage Test
mit Zebrabérblingsembryonen durchgefiihrt, die eine Reihe von toxischen
Wirkungen von Mykotoxinen auf die frithe Entwicklung von Fischen zeigen.

Summary

The occurrence of fungal toxins (mycotoxins) in diets for fish is not ques-
tioned any more. However, more than 400 different chemical compounds that
belong to the group of mycotoxins have been described so far. And the num-
ber of fungal metabolites that have been described increases continuously,
since research and analytical capacities are increasing. Nevertheless, the re-
search on the biological effects of these substances is not sufficient. Espe-
cially, research on newly emerging mycotoxins is important in order to iden-
tify a risk for animals as early as possible. Accordingly, the early life stage
test with zebrafish embryos was used to show a number of different toxic
effects of mycotoxins on the early development of fish.

Zum einen konnte gezeigt werden, dass Ochratoxin die frithe Entwicklung,
die Struktur des Herzens und die Schlupfrate von Zebrabérblingsembryonen
negativ beeinflusst (Tschirren et al., 2018). Dies ist auf die Bildung von re-
aktiven Sauerstoffspezies innerhalb von den Embryonen zuriickzufiihren,
welches auch der toxischen Wirkungsweise dieses Toxins in hoheren Wirbel-
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tieren entspricht. Weiterhin wurden mehrere Toxine aus der Gruppe der En-
niatine auf ihre Toxizitdt gegeniiber den Fischembryonen iiberpriift. Dabei
konnte gezeigt werden, dass insbesondere fiir Enniatin A eine deutliche To-
xizitdt fiir die Fischembryonen beobachtet werden. Jedoch konnten die bis-
herigen Untersuchungen noch keine klaren Hinweise auf die tatséchliche
Wirkungsweise von Enniatin A in den Fischen liefern. Weitere Untersuchun-
gen zu der Toxizitdt der erwédhnten Toxine in Fiitterungsexperimenten wer-
den daher nétig sein. Die bisher ermittelten jeweils toxisch wirksamen Kon-
zentrationen der Mykotoxine wurden mit den bisher bekannten Konzentrati-
onen in der Umwelt verglichen und somit abgeschétzt, ob ein tatsdchliches
Risiko fiir Fische in der Aquakultur erwartet werden kann. Dabei konnte ge-
schlussfolgert werden, dass Ochratoxin vor allem in der Lagerung entsteht
und fiir Fische giftige Konzentrationen innerhalb von wenigen Wochen der
Lagerung von Fischfutter auftreten konnen. Hingegen weisen die bisherigen
Erkenntnisse zu Enniatinen darauf hin, dass diese Mykotoxine héufig bereits
in bestimmten Rohstoffen fiir Futtermittel vorkommen, jedoch nicht so stabil
zu sein scheinen wihrend des Futtermittelherstellungsprozesses. Daher kann
vermutete werden, dass eine Intoxikation mit Enniatinen tiber das Fischfutter
eher unwahrscheinlich ist. Genauere Untersuchungen zu dem Vorkommen
und der Toxizitdt der Enniatine stehen jedoch noch aus.

Literatur
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Stress im Fischhirn

Linda Tschirren! und Constanze Pietsch!

1Ziircher Fachhochschule fiir Angewandte Wissenschaften, Institut fiir
Umwelt und Natiirliche Ressourcen, Arbeitsgruppe Fish Welfare,
Campus Griiental, CH-8820 Wédenswil

Zusammenfassung

Wihrend die Auswirkungen von Stress im Gehirn beim Menschen immer besser
beschrieben werden, sind die genetischen Folgen von akutem und chronischem
Dis- und Eustress im Fischhirn weitgehend unbekannt. Als zentrale Verarbei-
tungsstelle ist es jedoch wahrscheinlich, dass das Gehirn auch bei Fischen sich
unter Stress verdndert und im Gegenzug auch die Stresswahrnehmung beein-
flusst. Um dieses komplexe System zu verstehen, wurde an der Ziircher Fach-
hochschule fiir Angewandte Wissenschaften im Rahmen eines grosseren Pro-
jekts in einem ersten Schritt die Hirnaktivitét in 4 Hirnarealen bei Karpfen nach
einem akuten Stressor derjenigen von nicht gestressten Tieren gegeniibergestellt.
Mittels gPCR wurden die Expressionslevels von verschiedenen IEGs (immedi-
ate early genes) sowie weiteren be- kannten Stressgenen analysiert. Es zeigt sich,
dass nicht nur zwischen den Versuchsgruppen, sondern auch den verschiedenen
Hirnarealen Unterschiede bestehen. Dies hat weitreichende Folgen fiir die wei-
tere Forschung: der Strukturierung des Gehirns und der Funktion der einzelnen
Hirnareale muss bei der Suche nach genetischen Folgen von Stress Rechnung
getragen werden.

Summary

While the impact of stress on the human brain is subject of intense research, the
genetic effects of acute and chronic dis- and eustress in fish are still rarely ex-
plored. It is likely that also in fish the brain is altered by stress and that it in return
affects the fish’s perception of stress. In order to better understand this highly
complex system the Zurich University of Applied Sciences started a research pro-
ject by comparing the brain activity in 4 brain areas between acutely stressed and
unstressed carps. By using qPCR the expression levels of diverse genes such as
IEGs (immediate early genes) were quantified. First results indicate differences
not only between the treatment groups i.e. stressed vs. unstressed fish, but also
between brain areas. This reveals the importance of acknowledging the structur-
ing of the brain as well as the different functions of the brain regions when in-
vestigating the genetic effects of stress in the fish brain.
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Stress und Fischwohl
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Stress ist ein komplexes und schwer zu definierendes Thema, das seit einiger Zeit
an Relevanz gewinnt. Auch in der Aquakultur ist Stress, als Hauptgrund fiir re-
duziertes Tierwohl, ein wichtiger Aspekt der Industrie und der Forschung. Stress
ist jedoch nicht gleich Stress. Erstens ist ein gewisses Mass an Stress, gemaéss
dem Konzept der Allostasis (Sterling et al. 1988), dem Wohlergehen zutréglich.
Und zweitens ist nicht jeder Stress negativ, positiver Stress (Eustress) fordert das
Wohlbefinden (Korte et al. 2007).

Stress und Stressreaktionen
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Ein Grossteil der Stressoren wird als erstes vom Hirn verarbeitet, was das zent-
rale Nervensystem damit zu einem idealen Ort macht, um nach frithen Effekten
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von Stress zu suchen. Ein besseres Verstindnis der priméiren Stressantwort eroff-
net die Moglichkeit einen Indikator fiir Stress zu finden, der bisherige Messungen
des Tierwohls markant verbessern kdnnte.

Pilotversuch — Sampling

Um die Auswirkungen von Stress auf das Fischhirn besser zu verstehen wurde
in einem ersten Schritt die Expression von spezifischen Genen in 4 Hirnteilen
bei gestressten und ungestressten Karpfen verglichen. Die gestresste Versuchs-
gruppe wurde einer Luftexposition ausgesetzt um einen akuten Stress zu indi-
zieren.

Pilotversuch — Ergebnisse
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Erste Auswertungen der Daten zeigen einen deutlichen Unterschied in der
Expression von wichtigen Genen nicht nur zwischen den beiden Versuchs-
gruppen, sondern auch zwischen den 4 Hirnarealen. Dies zeigt, wie wichtig
es ist in Zukunft der Strukturierung des Fischhirns und der Funktion dieser
einzelnen Arealen Rechnung zu tragen, wenn es darum geht Effekte von
Stress zu untersuchen.
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Klassifizierung des Bewegungs-, Fiitterungs- und Sozialverhaltens von
Karpfen und Koi bei physiologischen Bedingungen und nach Beeinflus-
sung durch eine Infektion

Arndt Christian Hofmann! und Sven M. Bergmann1
in Kooperation mit den Firmen Promotool, Kénnecke Messtechnik, 3 FP
GmbH sowie der Humboldt Universitit zu Berlin

1 Friedrich-Loeffler-Institut Insel Riems, Stidufer 10, 17493 Greifs-
wald-Insel Riems, Deutschland

Nachdem 1914 auf der Taisho Ausstellung in Tokyo zum ersten Mal Koi der
Weltoffentlichkeit vorgestellt wurden, haben sich diese weltweit verbreitet
und sind als Luxustier zu einem Statussymbol der Reichen geworden. Nach
und nach entwickelte sich die Koi-Haltung zu einem weit verbreiteten
Hobby, auch in Europa. Gemeinsam mit dem Karpfen bilden beide zusam-
men einen groBen Markt mit groBem Wert und hohem Wachstumspotential.
Zusétzlich bietet der Nutz-Karpfen noch die Moglichkeit auf giinstiges und
hochwertiges tierisches Eiweif3, welches fiir eine stetig wachsende Weltbe-
volkerung, besonders in Entwicklungsldndern, immer wichtiger wird. Aus
diesen Griinden wire es sowohl fiir gewerbliche Produzenten als auch private
Halter von Interesse ein System auf den Markt zu bringen, welches bei auf-
kommenden Gefahren rechtzeitig warnt, damit priaventiv prophylaktisch ein-
gegriffen werden kann und Schiden erst gar nicht entstehen.

Mit den Ergebnissen des VITA Check Projektes (ProAnimalLife Network)
wird die Uberwachungsliicke zwischen normalen und veréindertem Verhalten
geschlossen. Wir mdchten ein Verfahren etablieren, welches in der Lage ist,
das Verhalten und die Bewegungen von Koi und Karpfen mithilfe von ka-
mera-basiertem Tracking zu iiberwachen.

Dazu haben wir einen Tierversuch in vier Becken mit jeweils 37 Fischen,
zweimal Karpfen und zweimal Koi, fiir einen Zeitraum von 18 Monaten ein-
gerichtet. Jeweils ein Karpfen- und Koibecken laufen seit Versuchsbeginn
mit konstant 20°C Wassertemperatur, wihrend die anderen beiden Becken
sich an den Jahreszeitlichen Temperaturschwankungen im Freiland orientie-
ren.
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In den ersten 12 Monaten des Versuches gibt es derzeit keine gewollte Ein-
flussnahme und es werden die physiologischen Daten und das Normalverhal-
ten detektiert. Im 13.ten Monat werden alle Fische mit KHV infiziert um eine
Noxe zu setzen und damit Stress zu induzieren. Hierdurch kann das verén-
derte Verhalten untersucht und Abweichungen vom Normalzustand festge-
stellt werden. Fiir den Versuch sind jeweils 25 der 37 Tiere pro Becken, die
iiber den gesamten Versuchszeitraum im Becken verbleiben, mit Visible
Elastomere Tags (VIE, Northwest Marine Technology) an der Basis von Rii-
cken- und Schwanzflosse und im Gelenkspalt zwischen Operculum und
Priaoperculum mit einem Dreifarbensystem (rot, gelb, orange, blau) farbig
markiert worden. Die gewéhlten Kennzeichnungsstellen haben sich als dieje-
nigen herausgestellt, bei welchen esden besten Kompromiss und die sinn-
vollste Kombination zwischen Sichtbarkeit, Applizierbarkeit, Tagloss-Rate
und Fischwohl gibt.
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Zusitzlich erhielten simtliche Fische des Versuchs einen RFID-Transponder,
welcher in die Bauchhdhle appliziert wurde, zur einfacheren Handhabung
und als zusétzliches Backup-Identifikationssystem der genauen Individualer-
kennung. Von den 12 Fischen, welche nur per RFID markiert wurden, wird
jeden Monat innerhalb der ersten 12 Monate jeweils ein Fisch letal entnom-
men, um eine Histologie von Kiemen und Haut, als auch ein Leukogramm
unter Normalbedingungen zu erstellen. Bei Versuchsende werden dann alle
verbleibenden Fische beprobt. Als dritte Identifikationshilfe wurden von al-
len Fischen Fotokladden erstellt, welche es ermoglichen Verdnderungen in
Férbung, Schuppenmuster, Form, Grofle und sonstigen Individuellen Eigen-
schaften festzuhalten und bei Bedarf diese mit dem aktuellen Zustand zu ver-
gleichen.
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Auf Grundlage eines 127 Tage laufenden Vorversuchs, in dessen Verlauf es
zu tiglichen Wasserbeprobungen, téglicher Beobachtung und einer 24/7 Auf-
zeichnung von Videodaten iiber 92 Tage kam, konnten erste native Verhal-
tensweisen festgestellt und Videomaterial durch unseren Projektpartner von
der Humboldt- Universitét Berlin digitalisiert werden. Diese Daten mdchten
wir nun im Versuch verifizieren, weitere Verhaltensweisen observieren und
schlussendlich alles weiter digitalisieren und automatisieren.
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Als pragnantestes Ergebnis des Vorversuchs konnte eine gesteigerte Aufent-
haltswahrscheinlichkeit in Ablauf- und Bodenndhe innerhalb des Ver-
suchsbecken beobachtet werden. Dort hielten sich die Fische fiir einen GroB-
teil der Tageszeit auf, wihrend groBe Teile des Beckens ungenutzt blieben.
Als moglicher Hinweis auf verdnderte, nicht-physiologische Zustdnde, aus-
gelost etwa durch Stress, aufkommende oder latente Infektionen, konnte dies
von Interesse sein.
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Zusammenfassung

Es besteht ein dringendes Bediirfnis nach wissenschaftlich gestiitzten Daten,
wie Haltungsbedingungen in Fischfarmen verbessert werden konnen. Die
Auswirkungen von Environmental Enrichment auf das Wohlbefinden und die
Gesundheit von Speisefischen konnen dabei als Forschungsfeld dienen. Ziel
dieser Studie ist, den Einfluss von visuellem Enrichment bei Regenbogenfo-
rellen (Oncorhynchus mykiss) unter Aquakulturbedingungen zu untersuchen.
Die visuelle Umwelt spielt eine Schliisselrolle in der neuroendokrinen Ent-
wicklung des Fisches, welche wiederum wichtig ist fiir Immunkompetenz
und Wohlbefinden. Um den Einfluss visueller Faktoren zu testen, werden
Fischtanks mit natiirlich aussehenden Oberfldchen ausgestattet und etablierte
Endpunkte zur Erfassung von akutem und chronischem Stress sowie der
Fischgesundheit untersucht.

Als Indikatoren von Fischstress werden Wassercortisol, Plasmacortisol und -
glucose gemessen, sowie das Differentialblutbild bestimmt. Der Flossenscha-
den-Index dient als weiterer Parameter. Mittels pathologischer Untersu-
chung, inklusive parasitologischer und bakteriologischer Verfahren, wird die
Fischgesundheit evaluiert. Wachstum und Konditions-Index der Fische, so-
wie die bakterielle Wasserbelastung der Tanks werden ebenfalls determiniert.
Komplementér zu den genannten Untersuchungen wird das Fischverhalten
mittels Videobeobachtungen beurteilt.

Falls die vorgeschlagenen Massnahmen positive Auswirkung auf die Fisch-
gesundheit zeigen, kdnnen diese leicht unter Praxisbedingungen angewendet
werden. Zudem konnen die Untersuchungen ggf. als Grundlage fiir gesetzli-
che Anpassungen der Haltungsbedingungen in Fischzuchten dienen.
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Summary

There is an urgent need for scientific data to inform if and how welfare con-
ditions can be improved in aquaculture facilities. The impact of environmen-
tal enrichment on welfare and health of farmed fish can serve as field of re-
search for that purpose. The aim of this study is to investigate the impact of
visual enrichment on the welfare and health status of rainbow trout (On-
corhynchus mykiss) under aquaculture conditions. Visual environment plays
a key role in neuroendocrine development of fish, which in turn regulates
important functions such as immunocompetence and welfare. To test the in-
fluence of visual enrichment, fish tanks were equipped with natural looking
surfaces, and established endpoints are evaluated to examine acute and
chronic stress as well as fish health parameters.

As indicators for fish stress water cortisol, plasma cortisol and glucose levels
as well as a differential blood cell count are determined. The fin damage in-
dex serves as additional parameter to quantify fish welfare. Fish health is
evaluated by necropsy, including parasitological and bacteriological exami-
nations. Growth rate, condition index and bacterial load of tank water are
determined as well. Complementary, fish behaviour is examined by video
observations.

If the proposed method shows positive effects on fish health, it could easily
be translated into commercial practice. Furthermore, the research could serve
as base for legislative adaptations of husbandry conditions in commercial fish
farms.

Einleitung

Die Erkenntnisse iiber die kognitiven Fahigkeiten von Fischen haben in den
letzten Jahrzenten stetig zugenommen. IThre Wahrnehmung kann oft mit der-
jenigen von anderen Vertebraten mithalten und die Evidenzlage indiziert,
dass zumindest einige Fischspezies empfindungsféhig sind (Segner, 2012).
In der Folge besteht ein wachsendes Bediirfnis von Konsumenten, Produzen-
ten, Interessengruppen und Behorden, die Haltungsbedingungen in Fisch-
zuchten zu verbessern. Ziel dieser Studie ist es, die Effekte eines visuellen
Enrichment auf das Wohlbefinden, die Gesundheit und die Leistung von Re-
genbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) — dem wichtigsten Nutzfisch in der
Schweiz — zu untersuchen. Damit soll eine Datengrundlage geschaffen wer-
den, die ggf. als Basis einer Uberarbeitung der Haltungsvorschriften von
Zuchtfischen dienen kann. Das verwendete Enrichment soll ausserdem leicht
in der Praxis anwendbar sein, um eine leichte Umstellung fiir Fischziichter
zu ermdglichen.

Strukturelles Enrichment kann sensorische und kognitive Stimulation férdern
(Allouche, 2002; Angermeier and Karr, 1984; Kihslinger and Nevitt, 2006;
Morice et al., 2013; Néslund and Johnsson, 2016; Salvanes et al., 2013;
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Wagner et al., 1995; Wagner et al., 1996). Andererseits steigt die Verlet-
zungsgefahr fiir die Fische und die Beckenhygiene und Praktikabilitéit konnen
darunter leiden (Néslund and Johnsson, 2016; Nguyen and Crocker, 2007).
In dieser Studie wird auf ein rein visuelles Enrichment zuriickgegriffen, um
Verletzungsgefahr und Hygieneprobleme zu minimieren, gleichzeitig aber
eine komplexe visuelle Umgebung beizubehalten. Eine komplexere Umwelt
stimuliert Zellproliferation und kann die kognitiven Féhigkeiten von Fischen
erhdhen (Salvanes et al., 2013). Regenbogenforellen haben ein ausgeprégtes
Sehvermdgen und ihr natiirliches Habitat ist im Gegensatz zu kiinstlichen
Zuchtanlagen voller visueller Stimuli (Blaxter, 1970). Auch zeigten Untersu-
chungen zu unterschiedlichen Tankfarben bereits signifikante Korrelationen
zwischen Wachstum, Stresslevel, Aggressionsverhalten und Leistung ver-
schiedener Fischspezies (Gaffney et al., 2016; Hoglund et al., 2002;
Karakatsouli et al., 2007; Luchiari and Pirhonen, 2008; McLean et al., 2008;
Rotllant et al., 2003; Ullmann et al., 2011; Volpato and Barreto, 2001).
Darauf aufbauend folgt unsere Arbeitshypothese: Durch die visuelle Imita-
tion einer natiirlichen Umgebung soll eine stimulierende sensorische Umwelt
geschaffen werden. Dadurch wird eine verbesserte und vermehrte sensori-
sche und kognitive Stimulation erreicht, die zu einer angepassten neuroendo-
krinen Entwicklung fiihrt. Dies soll das Heranwachsen krankheitsresistente-
rer Phianotypen mit einer hoheren Stresstoleranz ermdglichen und so zu ver-
bessertem Fischwohl fithren.

Methoden und Ergebnisse

Die beim Versuch verwendeten Regenbogenforellen stammen aus einer kom-
merziellen Fischzucht der Schweiz. Beim Einsetzen in die Becken wogen sie
im Durchschnitt 20.5 g. Beim Transfer in die Rezirkulationsanlage am FIWI
wurden sie gleichmissig auf acht Becken mit jeweils 1 m*® Wasser verteilt,
was in einer initialen Besatzdichte von 12 kg/m? resultierte. Sobald eine Be-
satzdichte von 30 kg/m3 erreicht war, wurde diese konstant beibehalten. Die
acht Becken wurden an Wand und Boden mittels Silikonkleber (CAF® 530,
Elkem Silicones Germany GmbH, Liibeck, Deutschland) mit bedrucktem 540
gm? PVC-Banner ausgekleidet, vier davon mit einem Motiv von Kiesboden
und grosseren Steinen an den Wénden (Abb. 1), und vier Kontrollbecken mit
einer griilnen Oberfldche.
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Abbildung 1:

Noch leeres Becken mit eingeklebter
Enrichment-Folie. Es werden unter-
schiedliche Motive fiir Boden und
Wand benutzt, um ein natiirliches
Flussbett zu simulieren.

Abbildung 2:

Fische in vier Becken werden mit zwei
verschiedenen fluoreszierenden Pig-
menten markiert. Beim Transfer wer-
den jeweils zwei Becken davon zusam-
mengelegt und auf den Herkunftsbe-
trieb transferiert. Die Fische aus den ib-
rigen vier Becken bleiben weiterhin in

ihrer bisherigen Umgebung.

Nach einer Eingewohnungszeit wurden in dreiwochigem Abstand sieben Pro-
bennahmen durchgefiihrt. Danach werden die Fische aus vier Becken in zwei
massgefertigte Késten in die Durchflussanlage des Herkunftsbetriebs zuriick-
transferiert. Dazu werden Forellen eines Beckens mit Enrichment mit denje-
nigen eines Kontrollbeckens zusammengelegt — einmal in einen Kasten mit
Enrichment und einmal in einen Kontrollkasten (Abb. 2). Vor dem Transport
werden die Fische mit fluoreszierendem Pigment markiert (Siebenthal et al.,
2017), um bei den folgenden Probennahmen zwischen den jeweiligen Ur-
sprungsbecken unterscheiden zu konnen (Abb. 2). Die nicht transferierten Fi-
sche werden hingegen nicht markiert und weiterhin in ihren Becken am FIWI
gehalten. Nach dem Transfer werden im Abstand von vier Wochen sechs wei-
tere Probennahmen am FIWI und auf der Fischzucht vorgenommen.
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Bei den Probennahmen wurden zehn Fische pro Becken entnommen, Fisch-
stress und Fischgesundheit wurden evaluiert. Weiterhin wurden jeweils Was-
serproben entnommen, Cortisol extrahiert und mittels Radioimmunoassay
dessen Gehalt gemessen (Ellis et al., 2013). Aus weiteren Wasserproben
wurde der Bakteriengehalt im Beckenwasser bestimmt (3M™ Petrifilm™
Aerobic Count Plate, 3M, St. Paul, USA).

Bei den Beprobungen werden die Forellen mit einer gepufferten Ethyl 3-ami-
nobenzoate Methanesulfonat Losung euthanasiert (MS 222®, Argent Chemi-
cal Laboratories, Redmont, USA). Anschliessend werden Lénge und Gewicht
gemessen sowie der Konditionsfaktor berechnet. Die Flossen werden nach
dem makroskopischen Schliissel nach Hoyle et al. (2007) beurteilt.

Mittels heparinisierter (Liquemin®, Drossapharm AG, Basel, Schweiz) Ka-
niilen wird an der V. cauda Blut entnommen, um die Blutglucose mittels Glu-
cometer zu bestimmen (Accu-Chek® Aviva, Roche Diabetes Care AG, Rot-
kreuz, Schweiz). Zudem wird ein Blutausstrich angefertigt, um ein Differen-
tialblutbild auszulesen. Der Rest des gewonnenen Blutes wird zentrifugiert,
das Plasma eingefroren, um spéter mittels Radioimmunoassay den Blutcor-
tisolwert bestimmen zu kénnen. Hautabstriche, Kiemen und Darminhalt wer-
den lichtmikroskopisch auf Parasiten untersucht. Von jedem Fisch werden
Proben aus Leber, Milz und Niere auf Blutagarplatten (Biomerieux SA, Genf,
Schweiz) und auf mit 0.5% Sucrose supplementierten Bromthymolblau-Lac-
tose-Agarplatten (Merck, Darmstadt, Deutschland) bei 22°C fiir 48 h inku-
biert und das Bakterienwachstum ausgewertet. Zudem werden Proben der
Kiemen und Milz, sowie von etwaigen Hautldsionen auf Spezial-Agarplatten
— die das Wachstum von Flavobakterien begiinstigen (Anacker and Ordal,
1959) — bei 15°C fiir 5 Tage inkubiert.

Ergénzend zu obigen Untersuchungen wird regelmissig das Verhalten der
Fische vor und nach dem Fiittern gefilmt und ausgewertet.

Der Versuch lduft noch bis Juli 2019 und bisherige Ergebnisse stehen noch
zur Auswertung aus.

Diskussion

Durch das Verbringen von Fischen aus Becken mit Enrichment und solchen
aus Becken ohne Enrichment in ein neues Becken kann festgestellt werden,
ob es beziiglich Anpassung an eine neue Umgebung Unterschiede zwischen
den zwei Gruppen gibt.

Plasmacortisol ist als Indikator von Stress in Fischen (und anderen Vertebra-
ten) etabliert. Als Antwort auf akuten Stress synthetisieren interrenale Zellen
Cortisol, welches in den Blutkreislauf gelangt (Fabbri and Moon, 2016;
Martinez-Porchas et al., 2009; Mommsen et al., 1999; Pickering, 1992). Auch
existiert eine nicht-invasive Methode, den Cortisolgehalt im Beckenwasser
von Fischzuchtanlagen zu messen (Ellis et al., 2004). Es stellt sich jedoch die
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Frage, ob die Messung in einer Rezirkulationsanlage — auch mit Aktivkohle-
filter — zuverldssige Ergebnisse liefern kann. Aus diesem Grunde werden
beide Methoden vergleichend angewendet.

Plasmaglucose gilt ebenfalls als Indikator von Stress. Akuter Stress fiihrt
durch die Ausschiittung von Katecholaminen zu Glykogenolyse und erhoht
so den Gehalt an Glucose im Blutplasma (Fabbri and Moon, 2016).

Ein weiterer wichtiger Indikator des Fischwohls ist die Gesundheit, da Stress
und damit verbundene erhdhte Cortisolwerte in einer reduzierten Immun-
funktion und damit einer erhdhten Anfilligkeit fiir Infektionskrankheiten re-
sultieren (Pickering and Pottinger, 1985; Segner et al., 2012).
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Zusammenfassung

Fischmehl und Fischél sind weiterhin wesentliche Fischfutterbestandteile. Es
werden jedoch immer mehr Versuche unternommen, nachhaltigere Futtermit-
tel zu produzieren. Im Rahmen studentischer Arbeiten der ZHAW wurden
zwei mikroalgenhaltige Futtermittel (Iso/Nanno und Nanno/Porph), sowie ein
Kontrollfutter entwickelt, welche in einem neunwochigen Fiitterungsexperi-
ment mit juvenilen Tilapias (Oreochromis niloticus) verwendet wurden. Dabei
wurde die Futtermittelperformance untersucht, sowie der Gesundheitszustand
der Fische anhand histopathologischer Methoden erhoben. Die mikroalgenhal-
tigen Futtermittel beeinflussten die Fischgesundheit positiv, ebenso wuchsen
die Fische signifikant besser (p < 0.05) als diejenigen, die das Kontrollfutter
erhielten. Durch die Mikroalgenzugabe war auch eine Substitution von Fisch-
mehl und Fischdl in den Futtermitteln moglich. Die verwendeten Mikroalgen
scheinen insgesamt gut fiir die Fischfutterherstellung geeignet zu sein und
konnen durch ihren Zusatz zu einer Qualitétssteigerung beitragen.

Summary

Today, fishmeal and fish oil still are essential fish feed ingredients. However,
more and more attempts are being made to produce more sustainable diets.
Within a student project at the ZHAW, two microalgae-containing diets
(Iso/Nanno and Nanno/Porph) as well as a control diet were developed. In a
nine-week feeding trial, these experimental diets were fed to juvenile Nile ti-
lapia (Oreochromis niloticus). During the experiment, the physical condition
of fish was determined by histopathological methods and the growth perfor-
mance of fish was examined, respectively. The microalgae-containing feeds
had a positive impact on fish health and the fish grew significantly better (p <
0.05) than those receiving the control feed. The addition of microalgae also
allowed the substitution of fishmeal and fish oil in these diets. Overall, the
microalgae used in the feeding trial seem to be well suited for fish feed pro-
duction and their addition can contribute to an increase in diet quality.
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Noch immer ist Fischmehl ein wesentlicher Bestandteil von Aquakultur-
Futtermitteln. Aufgrund der ansteigenden Nachfrage und Kosten werden je-
doch immer mehr Versuche unternommen, um das Fischmehl in diesen Fut-
termitteln zu ersetzen (Lim & Webster, 2006). Verschiedene Versuche,
Fischmehl und Fischél durch Landpflanzen zu ersetzen, waren jedoch nicht
zufriedenstellend, da sie eine andere Néhrstoffzusammensetzung hatten und
deshalb den Bedarf der Fische an Nahrstoffen nur teilweise decken konnten
(Lim et al., 2011; Wocher, 2010). Mehrfach ungesiittigte Fettsduren sind da-
bei einer der wichtigsten, aber auch gleichzeitig einer der schwierigsten zu
ersetzenden Inhaltsstoffe von Fischmehl und Fischdl, denn sie sind von
grosser Bedeutung fiir das Wachstum und die Entwicklung von Fischen
(Sargent et al., 1999). Gemiss Obach (2012) miissen bei Alternativen fiir
Fischmehl und Fischdl gleichzeitig die Fischgesundheit, sowie die Produk-
tionsleistung in Aquakulturen aufrechterhalten werden. Ebenso ist dabei
eine addquate Erndhrung essentiell fiir die Krankheitspravention (Trichet,
2010). Verschiedene Mikroalgen produzieren unter anderem die gewiinsch-
ten Fettsduren und wiren dadurch als potentielle Fischfutterzusétze geeig-
net.

Im Rahmen studentischer Arbeiten der ZHAW wurden aus den Mikroalgen
Isochrysis sp., Nannochloropsis gaditana und Porphyridium sordidum zwei
verschiedene Versuchsfutter hergestellt, um damit den Gehalt an Fischmehl
und Fischol im Futter zu reduzieren und sogleich auch den Bedarf an essen-
tiellen Fettsduren (DHA, EPA und ARA) zu decken. Ebenso wurde ein
Kontrollfutter ohne Mikroalgenanteil formuliert. Alle drei Futtermittel wur-
den so formuliert, dass sie isoproteisch, isolipidisch und isoenergetisch wa-
ren. Die beiden mikroalgenhaltigen Futtermittel enthielten dabei je 4 %
Mikroalgenanteile, Iso/Nanno mit 2 % Isochrysis sp. und 2 % N. gaditana
Anteil, Nanno/Porph mit 2 % N. gaditana und 2 % P. sordidum Anteil.

Diese drei Futtermittel wurden danach in einem neunwochigen Fiitterungs-
experiment mit juvenilen Tilapias (Oreochromis niloticus) verwendet, um
die Futtermittelperformance, sowie den Einfluss einer Mikroalgenfiitte-
rung auf die Gesundheit der Fische zu untersuchen.

Die Futtermittelperformance wurde anhand diverser Parameter erhoben.
Unter anderem durch die Berechnung der Spezifischen Wachstumsrate
(SWR), der Aufnahme des Fischgewichts, sowie der Messung der Standard-
lange. Der Gesundheitszustand der Fische wurde anhand einer histopatholo-
gischen Leber- und Milzbewertung, sowie der Berechnung von zwei orga-
nosomatischen Indizes erhoben. Bei der Leber wurden dabei Verdnderun-
gen gegeniiber dem Normalzustand, mit der Methode von Zodrow et al.
(2004) gedndert nach Pietsch et al. (2014), untersucht. Bei der Milz wurde
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der prozentuale Anteil von Makrophagen-Aggregaten (MAs) am Milzge-
webe anhand der open-source Software ImageJ quantifiziert.

Es zeigte sich, dass die Fische, die mikroalgenhaltige Futtermittel erhielten,
am Ende des Experiments ein signifikant (p < 0.05) hoheres Durchschnitts-
gewicht, eine signifikant hdhere SWR, sowie eine signifikant héhere Stan-
dardldnge aufwiesen als diejenigen, die das Kontrollfutter erhielten. Bei der
histopathologischen Leberbewertung wurden keine signifikanten Unter-
schiede zwischen allen drei Futtermitteln festgestellt. Ein Grossteil der un-
tersuchten Fische wiesen missige bis starke Leberverdnderungen bezogen
auf den Normalzustand auf. Der haufigste Grund dafiir war eine Leberzell-
verfettung. Die histopathologische Bewertung der Milz zeigte, dass die Fi-
sche unter dem Iso/Nanno Futter signifikant kleinere Flachenanteile der
MAs im Milzgewebe aufwiesen, als Fische die das Nanno/Porph oder Kon-
trollfutter erhielten. Dies konnte eine mogliche Entlastung der himatopoe-
tischen und lymphatischen Funktion der Milz durch Isochrysis sp. und N.
gaditana bedeuten, was zugleich einen positiven Effekt auf das Immunsys-
tem dieser Fische zur Folge hitte. Der Hepatosomatische Index (HSI), wie
auch der Splenosomatische Index (SSI) lagen bei allen untersuchten Fi-
schen, verglichen mit Referenzwerten dhnlicher Studien, unabhingig vom
Futtermittel, erhoht vor. Der erhohte HSI, sowie die Leberzellverfettung
kénnten auf einen Energieiiberschuss aufgrund konstanter Uberfiitterung
zuriickzufiihren sein. Fiir den erhohten SSI wire Stress als mogliche Ursa-
che denkbar. Zu beiden Thesen wiren dennoch weitere Untersuchungen né-
tig. Schlussendlich war durch die Mikroalgenzugabe eine maximale Substi-
tution von 4.8 % Fischmehl und 4.9 % Fischol in den jeweiligen Futtermit-
teln moglich.

Insgesamt erzielten die mikroalgenhaltigen Futtermittel einen positiven Ein-
fluss auf das Wachstum und die Gesundheit der Fische. Die verwendeten
Mikroalgen scheinen deshalb gut als Fischfutterzusatz geeignet zu sein und
konnen zu einer Qualititssteigerung beitragen.
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Tierschutzgerechtes Betiuben und Téten von Riesengarnelen Li-
topenaeus vannamei (Boone, 1931) — Vergleich von Hypothermie
und Elektrobetiubung

Samek, Chris; Becker, Darius; Hetz, Stefan Karl*
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Philippstrasse 13, 10115 Berlin, Deutschland

Zusammenfassung

Tropische dekapode Krebse vom ,Garnelentyp® werden zunehmend in
Warmwasseraquakulturbetrieben bei Temperaturen um 27°C zur Schlacht-
reife herangezogen, um mdéglichst frische Tiere fiir die Gastronomie anbieten
zu konnen. Dies fiihrt zu einem Konflikt der Interessen von Verbrauchern
und dem Tierschutz. Nach geltendem Recht diirfen Krustentiere durch Ver-
bringen in stark kochendes Wasser getotet werden. Eine Betdubung/Totung
durch die Einwirkung elektrischen Stroms ist ebenfalls erlaubt. Das Aufbe-
wahren lebender Krebstiere auf Eis ist verboten.

Fiir einen Vergleich der Anwendung elektrischen Stromes (Elektrobetiu-
bung bzw. Toétung) sowie Hypothermie (Eiswasser) zur Betdaubung/Tdtung
von Litopenaeus vannamei wurden verschiedene sensorische und vegetative
Parameter sowie Verhaltensparameter auf elektrische, chemische und ther-
mische Behandlungen in festen Zeitabstdnden an einzelnen Tieren unter-
sucht.

Die Ergebnisse zeigen, dass beide Methoden zur Betdubung und Totung ge-
eignet sind. Eine Hypothermie fiihrt bei L. vannamei schon unter 12°C zu
abgeschwichten Reaktionen auf Lichtreize, die sich in verldngerten Reakti-
onszeiten und Reaktionsamplitude abgenommener Elektroretinogramme du-
Berten. Aversive Reaktionen waren bei der Abkiihlung nicht erkennbar. Un-
ter 10°C waren zudem keine Reaktionen auf mechanische und elektrische
Stimulationen messbar. Vegetative Parameter wie Herzschlag und Scaphog-
nathitbewegungen setzen unterhalb dieser Temperaturen dauerhaft aus. Eine
Abkiihlung auf mindestens 8°C oder darunter fiihrt zur Betdubung und nach
wenigen Minuten zum Tod der Tiere. Die Abkiihlung kann in Eiswasser in-
nerhalb von 60 bis 90 Sekunden erreicht werden, wie an toten Tieren mit
Temperatursonden an verschiedenen Stellen im Korper gemessen werden
konnte.
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Eine computergesteuerte, in Intervallen von 10 Sekunden erfolgte Elektrobe-
tdubung einzelner Garnelen in genau definierten Betdubungskammern mit
Wechselstrom bei 27°C fiihrte nach einer Applikationsdauer von nur 20 Se-
kunden zu einer schnellen Betdubung und dem Aussetzen von Herzschlag
und Atmung fiir mehr als 10 Minuten. Bereits beim zweiten oder dritten Be-
tdubungsintervall reagierten die Garnelen nicht mehr aversiv mit Kontrakti-
onen des Abdomens was auf eine tiefe Betdubung hinweist. Hohere Betdu-
bungsdosen flihrten zu lingerer Betdubung und zum Tod der Tiere.

Wir schlieBen aus unseren Untersuchungen, dass beide Betdubungs- bzw.
Totungsverfahren, Hypothermiebehandlung und Elektrobetdubung oder de-
ren Kombination fiir eine tierschutzgerechte Tétung von L. vannamei geeig-
net sind. Die Vorteile einer unter Laborbedingungen schneller erfolgten
Elektrobetdaubung bzw. -tétung wird in der Praxis durch die Nachteile der
schwerer einzustellenden Betdubungsfeldstirke und die im Betrieb mit Salz-
wasser komplexeren Anforderungen an die elektrische Betriebssicherheit re-
lativiert. Der Alternative, das Eintauchen der Garnelen in ein Eiswasserbad
mit geniligend groBer Kiihlkapazitit, stellt eine einfach und sicher zu verwen-
dende Methode dar. Bei der korrekten Verwendung eines Eiswasser-Eis-Ge-
misches ist die Wirkung auf die Tiere zuverldssig und gleichméBig. Durch
den Verbleib in Eiswasser wird ein ungewolltes Aufwachen der Tiere ver-
hindert. Bis zur Entwicklung modifizierter Elektrobetdubungsgerite fiir tro-
pische Garnelen weist nach Meinung der Autoren die Betiubung/Totung
durch Hypothermie Vorteile in der Handhabung und Wirkung auf und sollte
derzeit einer Elektrobetdubung vorgezogen werden.

Projekt gefordert mit Mitteln der Europdischen Union und des Freistaates
Bayern aus dem Européischen Meeres-und Fischereifonds (EMFF)
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Zusammenfassung

Mit der stetigen Zunahme der Fischproduktion in Aquakulturanlagen geht
eine angeregte Offentliche und wissenschaftliche Debatte zum Thema Tier-
wohl in der Aquakultur einher. Jedoch stellt sich die Auseinandersetzung mit
dem Thema Tierwohl als schwierig dar, da die einzelnen Akteure sehr unter-
schiedlich an das Thema Tierwohl herangehen und eine feste Definition des
,,Tierwohls® fehlt. Oftmals werden einzelne Teilbereiche durch die unter-
schiedlichsten Akteure betrachtet, die zwar im ,,Gesamtkomplex Tierwohl*
ihre Berechtigung haben, aber keine umfassende Bedeutung haben. Es fehlen
bisher Werkzeuge, die eine einfache, nicht invasive oder an Laborkapazititen
gebundene, umfassende Bewertung des Tierwohls fiir die praktische Anwen-
dung ermoglichen.

Ziel des Vorhabens ist es, fiir Fischhalter, Behérden und andere Gremien ei-
nen einfach und ohne groflen technischen bzw. zeitlichen Aufwand zu be-
stimmenden Tierwohlindex fiir Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss)
in der Aquakultur zu erarbeiten. Die Basis bildet dabei das ,,Salmon Welfare
Index Model (SWIM)“ (Stien et al. 2013). Die verwendeten Tierwohlindika-
toren des Modells sollen auf einfach ermittelbaren Parametern wie dem &u-
Beren Zustand und dem Verhalten der Tiere bzw. des gesamten Bestandes,
sowie ihrer biologischen und physikalischen Umwelt basieren.

Der Erstentwurf des Modells wird in intensiven Diskussionen mit anerkann-
ten Experten aus Praxis, Forschung und Veterinirmedizin optimiert und an-
schliefend in Praxisbetrieben und der hauseigenen Versuchsanlage verifi-
ziert. Die Anpassung des Modells fiir die Regenbogenforelle soll fiir eine
Haltung in klassischen Durchflussanlagen als aktuell in Deutschland héufigs-
ter Haltungsform und zusétzlich auch fiir Kreislaufanlagen erfolgen. Der Ti-
erwohlindex ist dabei so angelegt, dass er anhand von zukiinftigen Erkennt-
nissen aus Praxis und Forschung vergleichsweise einfach angepasst und ge-
gebenenfalls auch erweitert werden kann.
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Ein erster Entwurf dieses Tierwohlindexes fiir Regenbogenforellen wird
vorgestellt.
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Fische und Fiitterungsstress — ein molekularbiologischer Ansatz

Seibel, Henrike*!; Schulz, Carsten?

1) Christian-Albrechts-Universitit Kiel, Institut fiir Tierzucht
und Tierhaltung;
2) Gesellschaft fiir Marine Aquakultur, Deutschland

Zusammenfassung

Stressempfindlichkeit ist als eine verminderte Anpassungsfihigkeit des
Organismus an physische und psychische Belastungen zu definieren und
wird in akuten und chronischen Stress unterteilt.

Eine Ursache fiir chronischen Stress ist eine inaddquate Erndhrung. So
kommt es beispielsweise durch den Einsatz von zu viel Sojaprotein in der
Erndhrung von Salmoniden durch enthaltene antinutritive Inhaltsstoffe zu
Durchfallerkrankungen. Wir haben in einem ein-faktoriellen Fiitterungsver-
such mit drei unterschiedlich hohen Raten, bei denen Fischmehl (50 % in der
Diit) gegen Sojaprotein im Futtermittel ausgetauscht wurde (33%, 66%,
100%) die mRNA Expression von verschiedensten potentiellen Stressmar-
kern im Blut von Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) untersucht.
Viele Stressforschungen beziehen sich auf die Untersuchung von Organen,
wozu die Tétung des Tieres unabdingbar ist.

Bei Stressuntersuchungen im Aquakulturbereich wurden oftmals Standard-
parameter wie sie von Sédugetieren bekannt sind (bspw. TNFa, IL1{, ILS,
HSP70) als Parameter herangezogen, ohne scheinbar tatséchlich die Art des
Stressors zu beriicksichtigen. In diesem Versuch hat sich deutlich gezeigt,
dass molekulare Stressmarker spezifisch flir unterschiedliche Stressarten sein
miissen und dass z.B. klassische Hitzestressmarker bei Fiitterungsstress nicht
beeinflusst sind. Signifikante Unterschiede zwischen der 33% und 100%
Soja- Austauschgruppe fanden sich bei ENPP3, MPO, NCCRP1, NOS2,
SAA, TLR20, TLR3 und UCP. Hiermit wurden Parameter beschrieben, die
sich eher am Ende der chronischen Stresskaskade finden und auch durch ent-
standene Darmentziindungen mit getriggert wurden.

Es ist bekannt, dass Stressereignisse im Organismus kaskadenartig ablaufen.
Ubergeordnete Molekiile beeinflussen andere nachgestellte fordernd oder
hemmend.

Nun sollte untersucht werden, ob in diesem chronischen Stadium aus densel-
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ben bereits untersuchten Blutproben des Fiitterungsversuchs derartige allge-
meine, libergeordnete Stressparameter gefunden werden konnen. Diese
konnten dann anzeigen, dass Stress iiberhaupt vorliegt, bevor Untersuchun-
gen zu spezifischen Stressmarkern weitere Hinweise auf die Art des Stressors
geben.

Getestet wurde die mRNA Expression von insgesamt 48 Inhibitoren und Fak-
toren des Inflammasoms, Komplements, Transkriptionsaktivatoren und ei-
nige Rezeptorgene.
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Evaluation von Betdubung und Schlachtung und den damit in
Zusammenhang stehenden Tétigkeiten fiir Karpfen (Cyprinus
carpio) und Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss)

Verena Jung-Schroers'”, Karina Retter!, John Hellmann?, Dieter Stein-
hagen!

! Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Stiftung Tierérztliche
Hochschule Hannover, Deutschland
2Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-
Westfalen, Abteilung 2 Naturschutz, Landschaftspflege und Fische-
reidko- logie, Fachbereich 26 Fischereiokologie

Zusammenfassung

Es wurden Empfehlungen fiir Aquakulturbetriebe zur tierschutzgerechten Be-
tdubung und Schlachtung von Regenbogenforellen und Karpfen und der da-
mit verbundenen Tétigkeiten erarbeitet. Fiir die Erarbeitung wurden 24 Fisch-
haltungsbetriebe in Deutschland besucht und Prozesse der Betdubung und
Schlachtung insgesamt 22-mal fiir Regenbogenforellen und 17-mal fiir Karp-
fen evaluiert.

Um die Belastungen zu minimieren, wird empfohlen, in den Betédubungsbe-
cken regelméfige Wasserwechsel durchzufiihren. Transporte sollten so kurz
wie moglich gehalten werden. Regenbogenforellen kdnnen mittels Kopf-
schlag oder elektrischen Strom sicher betdubt werden. Bei Karpfen erreicht
man eine sichere Betdubung durch eine Kombination der elektrischen Durch-
stromung mit einem anschlieBenden Kopfschlag. Die Leitfahigkeit des Was-
sers sollte fiir eine Elektrobetaubung zwischen 600 und 1000 pS/cm liegen
und die Dauer der Durchstrémung sollte mindestens 2 Minuten, bei Karpfen
besser 5 Minuten betragen. Eine sofortige Kontrolle des Betdubungserfolgs
sollte unmittelbar nach der Betdubung fiir jeden Fisch anhand des Augen-
drehreflexes und des Atemreflexes erfolgen. Nicht ausreichend betéubte Fi-
sche sollten sofort per Kopfschlag nachbetdubt werden. Unmittelbar im An-
schluss sollte der Blutentzug durch einen beidseitigen Kiemen- schnitt oder
das Ausnehmen inklusive des Herzens erfolgen. Falls moglich, empfiehlt es
sich bei Karpfen zusitzlich das Riickenmark direkt hinter dem Gehirn zu
durchtrennen.

Summary
Recommendations have been prepared for aquaculture operations for animal
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welfare stunning and slaughter of rainbow trout and carp and related activi-
ties. For the preparation, 24 fish farms in Germany were visited and processes
of stunning and slaughter were evaluated 22 times for rainbow trout and 17
times for carp. In order to minimize stress, it is recommended to perform reg-
ular water changes in the anesthetic covers. Transports should be kept as short
as possible. Rainbow trout can be stunned safely by head-blowing or electric
current. With carp one achieves a safe stunning by a combination of the elec-
tric flow with a subsequent head stroke. The conductivity of the water should
be between 600 and 1000 uS / cm for an electric stunning and the duration of
the flow should be at least 2 minutes, for carps it is better 5 minutes. An im-
mediate control of stunning should be done immediately after anesthesia for
each fish using the eye-twist reflex and respiratory re- flex. Not sufficiently
anesthetized fish should be immediately re-stunned by a head stroke. Imme-
diately following the blood withdrawal should be done by a bilateral gill-cut
or the excretion including the heart. If possible, it is also advisable in carp to
cut through the spinal cord directly behind the brain.

Um Fische wihrend des Betdubens und Schlachtens vor vermeidbaren Belas-
tungen zu bewahren, sollten alle mit der Schlachtung verkniipften Arbeits-
schritte, wie die Halterung, das Sortieren, der Transport zum Schlachtraum
sowie die Betdubung und Schlachtung moglichst schonend erfolgen. In dem
durch das Bundesministerium fir Landwirtschaft geforderten Pro- jektes
,Verbesserung des Tierschutzes bei Betdubung und Schlachtung von Regen-
bogenforellen und Karpfen in Fischzuchten mit unterschiedlichen Vermark-
tungsstrategien wurden Empfehlungen flir Aquakulturbetriebe zur tier-
schutzgerechten Betdubung und Schlachtung von Regenbogenforellen und
Karpfen und der damit verbundenen Tétigkeiten erarbeitet. Fiir die Erarbei-
tung dieser Empfehlungen wurden 24 Fischhaltungsbetriebe in Deutschland
besucht und Prozesse der Betdubung und Schlachtung von Regenbogenforel-
len und Karpfen evaluiert.

In den Hélterungsbecken fielen dabei teilweise geringgradig verdnderte Was-
serwerte auf. Dies fiihrte zu den Empfehlungen die Fische nicht ldnger als
ndtig bzw. erforderlich in den Hélterungsbecken zu halten sowie fiir eine ge-
eignete Wasserqualitit zu sorgen. Dies erreicht man zum Beispiel durch Be-
liftung; Kontrolle der Wasserparameter (z.B. Ammonium / Ammoniak, Sau-
erstoffgehalt) und regelméBige Wasserwechsel. Grofle Temperaturunter-
schiede sollten vermieden werden. Das Handling der Fische sollte auf das
notwendige Maf3 beschrankt werden, um diese vor Schleimhautverletzungen
zu schiitzen und die Stressbelastung zu reduzieren.
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Beim Sortieren sollten die Fische soweit wie moglich im Wasser belassen
werden und schonend umgesetzt werden. Beim Transport von der Hélterung
zur Betéubung sollten die Fische ebenfalls nach Mdglichkeit im Wasser be-
lassen werden und der Aufenthalt an der Luft oder in flachem Wasser sollte
so kurz wie mdglich sein. Eine ausreichende Sauerstoffversorgung muss da-
bei immer gewéhrleistet sein.

Im Betdubungsbecken sollten regelmiBige Wasserwechsel stattfinden. Diese
sollten mindestens einmal tdglich und bei Betdubung vieler Fische auch zwi-
schendurch durchgefiihrt werden. Das Wasser im Betdubungsbecken muss
alle Fische und insbesondere deren Kopfe komplett bedecken. Jede Betédu-
bungsmethode muss einen Wahrnehmungsverlust bei Fischen erzielen, der
bis zum Eintritt des Todes durch Schlachtung anhilt. Ein Wahrnehmungsver-
lust ist am Ausbleiben von Atemreflex und Augendrehreflex erkennbar. So-
wohl Kopfschlag als auch Elektrobetaubung fithren bei korrekter Durchfiih-
rung zum Ausbleiben dieser Reflexe. Beide Methoden sind zuldssig und ge-
eignet. Eine Kombination aus Elektrobetdubung und Kopfschlag fiithrt am si-
chersten zum Ausbleiben dieser Reflexe bis zum Eintritt des Todes.

Bei einer Elektrobetdubung erfolgt die Betdubung aufgrund der Durchstro-
mung des Gehirns mit elektrischem Strom. Bei ausreichend hohen Stromdich-
ten werden Bereiche des Gehirns so beeinflusst, dass keine Wahrnehmung
mehr mdglich ist. Die Stromdichte wird beeinflusst von der angelegten Span-
nung und der Leitfahigkeit des durchstromten Objekts (Wasser, Fisch usw.).
Eine Elektrobetdubung kann im Wasserbad oder ,,trocken‘ erfolgen. Der Be-
tdubungszustand hélt abhdngig von der Dauer der Durchstrdomung unter-
schiedlich lange an und beeinflusst so die Zeit fiir die Schlachtung. Im Betrieb
wird die Wirksamkeit der Elektrobetdubung beeinflusst durch die angelegte
Spannung, die maximale Stromstéirke, die Anordnung der Elektroden, die
GrofBe und Form des Betdubungsbeckens, die Leitfahigkeit des Wassers und
die Dauer der elektrischen Durchstromung.

Die elektrische Leitfdhigkeit gibt an, wie gut Elektrizitit durch ein Material
flieBen kann. Sie wird Mikrosiemens pro Zentimeter [uS/cm] gemessen. Der
elektrische Strom wird im Wasser von geldsten lonen, vorwiegend Salzen,
transportiert. Die Leitfdhigkeit steigt mit zunehmender Ionenkonzentration
und steigender Temperatur. Liegt die Leitfahigkeit im Wasser zwischen 600
und 1000 pS/cm, reicht der Ladungstransport bzw. Strom in der Regel aus,
um Fische zu betduben. Bei einer Leitfdhigkeit unter 600 puS/cm, ist der Strom
im Wasser sehr gering. Dadurch ist auch der Ladungstransport im Fisch ge-
ring und reicht oft nicht aus, um diesen zu betduben. Ist die Leitfdhigkeit im
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Wasser grofer als 1000 pS/cm, so ist der Ladungstransport bzw. Strom im
Wasser deutlich besser als im Fisch. Im Fisch findet demnach ein geringerer
Ladungstransport statt, so dass der Strom in groflen Teilen um den Fisch
herum fliet. Eine Betdubung ist daher moglicherweise nicht gegeben. Die
Empfehlung ist daher, die Leitfahigkeit im Wasser des Betdubungsbeckens
zwischen 600 und 1000 pS/cm einzustellen. Die elektrische Leitfahigkeit
kann bei Bedarf durch Zugabe von Kochsalz erhoht oder durch Verdiinnen
mit Wasser niedrigerer Leitfahigkeit vermindert werden. Die Kontrolle der
Hohe der elektrischen Leitfahigkeit ist dabei immer erforderlich.

Die Elektrobetdubung wird weiterhin beeinflusst durch das elektrische Feld
und die Stromdichte im Wasser und im Fisch. Zwischen den Elektroden ent-
steht ein elektrisches Feld, das an den elektrischen Ladungen zieht und damit
den Stromfluss verursacht. Richtung und Stérke des elektrischen Feldes sind
abhingig von der Anordnung der Elektroden des Betdubungsgerites und der
angelegten Spannung. Die Stromdichte ist abhéngig von der Leitfahigkeit des
Wassers und der Stirke des elektrischen Feldes. Die Stérke des Feldes sollte
im Becken moglichst homogen sein, damit das Gehirn des Fisches nicht zu-
féllig in einem Gebiet geringer Feldstirke liegt. Das Ziel ist demnach ein
moglichst homogenes elektrisches Feld und eine ausreichende Stromdichte
im Gehirn des Fisches zu erreichen. Hierfiir ist die Form der Elektroden rele-
vant. Die in der Regel an zwei gegeniiberliegenden Seiten des Betdubungsbe-
ckens angebrachten Plattenelektroden erzeugen ein homogenes elektrisches
Feld. Dabei miissen die Elektrodenplatten die gesamte Beckenseite ausfiillen
und vollstdndig mit Wasser bedeckt sein. Die Betdubung groflerer Fischmen-
gen gleichzeitig ist moglich. Beim Einsatz von Stabelektroden ist die Ausbil-
dung eines homogenen elektrischen Feldes abhéngig von der Form und der
Grofle des verwendeten Behéltnisses. Geeignet sind i.d.R. nur runde oder
ovale Behiltnisse mit relativ kleinem Durchmesser. Optimal ist es, wenn der
Abstand von der Behélterwand zu einer Elektrode nicht grofer ist als der Ab-
stand der beiden Elektroden zueinander. Aus diesen Griinden eignen sich Sta-
belektroden nur zur gleichzeitigen Betidubung kleinerer Fischmengen.

Sowohl die Betdubung im Wasserbad als auch die Betidubung ,,trocken* kann
— bei korrekter Durchfithrung — zu einer erfolgreichen Betdubung der Fische
fithren.

Die Einwirkung des Stroms soll sofort zu einer Betdubung der Fische fiihren.
Die Dauer der Durchstromung beeinflusst jedoch die Dauer der Wahrneh-
mungslosigkeit bzw. die Dauer des Erloschens der Reflexe (= Zeitraum fiir
die Schlachtung). Bei Regenbogenforellen stellte sich eine Durchstréomungs-
dauer von 2 Minuten als am geeignetsten heraus, wiahrend Karpfen 5 Minuten
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durchstromt werden sollten. Nach jeder Elektrobetdubung muss eine Kon-
trolle des Betdubungserfolges erfolgen. Die Betdubung mittels Kopfschlag
erfolgt durch einen Schlag auf den Schidel iiber dem Gehirn, wodurch eine
Gehirnerschiitterung verursacht wird. Bei ausreichender Intensitdt des
Schlags auf die richtige Stelle kommt es zur sofortigen Wahrnehmungslosig-
keit. Bei nicht korrekter Durchfiihrung kann der Kopfschlag jedoch zu Ver-
letzungen nicht betéubter Fische fithren. Werden Fische per Kopfschlag be-
tdubt, so muss dem Durchfiihrenden die Lage des Gehirns bekannt sein. Diese
Betidubungsart eignet sich eher zur Betdubung kleinerer Mengen Fisch; an-
sonsten wire ein Wechsel der Person nach einer bestimmten Fischanzahl
bzw. die Durchfithrung mit mehreren Personen zu empfehlen. Auch im An-
schluss an den Kopfschlag muss eine Kontrolle des Betdubungserfolges statt-
finden.

Wird eine Kombination aus Elektrobetdubung und Kopfschlag durchgefiihrt,
so muss zunéchst elektrisch betdubt werden und im Anschluss daran ein
Kopfschlag erfolgen. Der Kopfschlag sollte moglichst unmittelbar im An-
schluss an die Elektrobetdubung durchgefiihrt werden. Die Kombination fiihrt
zu einem lédnger andauernden Zustand der Wahrnehmungslosigkeit. Dabei
dient der Kopfschlag nach der Elektrobetdubung nicht zur erneuten Betéu-
bung (Fische sind bereits betdubt), sondern zur Verlédngerung der Zeitspanne
der Empfindungslosigkeit. Das Ziel ist, dass kein Fisch zwischen Betdubung
und Eintritt des Todes durch Schlachtung ,,erwacht*.

Eine Kontrolle des Betdubungserfolges muss nach jedem Betdubungsver-
fahren sofort im Anschluss an die Betdubung erfolgen. Aussagekriftig zur
Kontrolle des Betidubungserfolges sind der Augendrehreflex und Kiemen-
deckelbewegungen (Atemreflex). Sind Augendrehreflex und/oder Kiemen-
deckelbewegungen erkennbar, so ist der Fisch nicht betdubt. In einem sol-
chen Fall sollte sofort per Kopfschlag nachbetédubt werden. Es sollte keine
weitere Elektrobetdubung durchgefiihrt werden. Ein Kopfschlaginstrument
muss daher immer griftbereit sein.

Die Totung und Schlachtung muss wihrend der Phase des Wahrnehmungs-
verlustes stattfinden, und sollte deshalb so schnell wie moglich, im Idealfall
unmittelbar im Anschluss an die Betdubung erfolgen. Geeignete Methoden
zum Blutentzug sind der Kiemenschnitt (Kiemenrundschnitt), bei dem beid-
seits die groBen Arterien er6ffnet werden oder das Ausweiden inklusive des
Herzens. Bei Karpfen ist zudem zu empfehlen, nach dem Blutentzug das
Riickenmark direkt hinter dem Gehirn zu durchtrennen.
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Genetische Erfolgskontrolle der Seeforellenbesatzpraktik im
Ziirichsee
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Zusammenfassung

In der Schweiz werden viele Fischpopulationen durch Besatzmassnahmen
kiinstlich bewirtschaftet. Der Erfolg solcher Besatzmassnahmen ist jedoch
nicht immer gewihrleistet und unter Umstdnden kdnnen sogar negative Ein-
fliisse auf verbleibende natiirliche Populationen damit einhergehen. Daher
wird der Besatzerfolg heutzutage vermehrt untersucht, oftmals anhand gene-
tischer Methodik, die auch in vergangenen Studien schon den Misserfolg von
Besatzmassnahmen bei verschiedenen Fischarten aufzeigen konnte. Im Rah-
men studentischer Arbeiten an der Ziircher Hochschule fiir Angewandte Wis-
senschaften (ZHAW) wird solch eine genetische Erfolgskontrolle des Seefo-
rellenbesatzprogrammes im Ziirichsee fiir die kantonale Fischereiverwaltung
des Kantons Ziirich durchgefiihrt.

Summary

Many fish populations in Switzerland are supplemented through stocking.
However, the success of stocking often remains unclear and negative effects
of stocking on remnant natural populations is possible. Thus, success control
of stocking becomes more and more common and is often evaluated by ge-
netic methodology, which repeatedly showed failure of artificial stocking ac-
tions in the past. Several student theses at the Ziirich University of Applied
Sciences (ZHAW) in Wadenswil will conduct such a genetic success control
of the stocking of lacustrine trout in Lake Ziirich for the office for fisheries of
Canton Ziirich.

Projektskizze

Der Ziirichsee ist ein typischer Alpenrandsee, der durch den Riickzug des

Rhein-Linth-Gletschers nach der letzten Eiszeit geformt wurde. Nach starker

Eutrophierung im letzten Jahrhundert haben gezielte Massnahmen dagegen

Erfolg gezeigt und der See kann heute wieder als mesotroph bezeichnet wer-

den (BAFU, 2016). Im Ziirichsee leben zahlreiche Fischarten, von welchen
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die Forelle (Salmo trutta) im Fokus dieser Studie steht. Sie ist im Ziirichsee
als potamodrome Lebensform zu finden. Obwohl vielfach als eigene Art be-
schrieben, stellt sie nach aktuellem wissenschaftlichem Stand nur eine wan-
dernde Lebensform der Bachforelle dar (Kottelat & Freyhof, 2007), welche
ihrerseits in den Ziirichseezufliissen auch als residente Lebensform zu finden
ist. Aufgrund von Laichwanderungen in diese Zufliisse ist die Seeforelle auf
intakte und durchgéngige Gewdssersysteme angewiesen, welche die notigen
okomorphologischen Bedingungen einer natiirlichen Reproduktion aufweisen
konnen. Leider kdnnen dem viele Zufliisse des Ziirichsees nicht mehr gerecht
werden und die Seeforelle hat eine stark beeintriachtigte natiirliche Reproduk-
tion. Als Gegenmassnahme wird der Seeforellenbestand im Ziirichsee seit
langer Zeit mittels kiinstlicher Besatzmassnahmen gefordert. Die Fischerei-
und Jagdverwaltung des Kantons Ziirich verfolgt dafiir zwei Ansétze. Einer-
seits werden jedes Jahr wihrend der Laichzeit Wildfinge aus bekannten Auf-
stiegsgewdssern gefangen und kiinstlich gestreift. Die daraus gewonnenen
Briitlinge werden zur Sicherstellung der genetischen Integritét wieder in die
gleichen Zufliisse besetzt. Andererseits wird parallel dazu ein Muttertier-
stamm aus ehemaligen Wildfdngen gehalten, mit dessen Brut primér Biche
mit nicht funktionierendem Aufstieg besetzt werden, die quasi als Aufzucht-
biache gesehen werden konnen. Gleichzeitig wird das Besatzmaterial der
Wildfinge in den Aufstiegsgewédssern mit Briitlingen aus dem Muttertier-
stamm erginzt. Die Briitlinge werden im Friihjahr vor der ersten Futterauf-
nahme eingesetzt, so kann ein unnatiirliches Fressverhalten aus der Fisch-
zucht verhindert werden. Durch den Besatz erhohte Jungfischdichten sollen
den Druck zur Emmigration in den See erhohen. Ob diese Muttertierstamm-
Sommerlinge in den Zufliissen auch konkurrenzfahig sind, ist bisher unbe-
kannt. Die Fischerei- und Jagdverwaltung Ziirich hat uns deshalb den Auftrag
gegeben, den Erfolg dieses Muttertierstamm-Besatzes im Rahmen studenti-
scher Arbeiten an der Ziircher Hochschule fiir Angewandte Wissenschaften
(ZHAW) in Wiadenswil mittels molekularbiologischer Methodik zu iiberprii-
fen. Als genetische Marker zur Untersuchung solcher Verwandtschaftsanaly-
sen werden haufig Mikrosatelliten verwendet. Dabei handelt es sich um hoch-
repetitive, nicht-codierende DNA-Sequenzen, deren vergleichsweise hohe
Mutationsrate Abstammungs- und Populationsanalysen iiber biologisch sehr
kurze Zeitspannen ermoglicht. Mikrosatelliten haben sich in diversen Studien
an unterschiedlichen Fischarten in der Schweiz als erfolgreiche genetische
Marker bewéhrt. (Vonlanthen & Hefti, 2016; Vonlanthen, Kreienbiihl &
Schmid, 2017; Klafiger, Vonlanthen & Salzburger, 2014, Behrmann-Godel,
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2015). Zum Beispiel wurde im Kanton Aargau aus daraus gewonnenen Er-
kenntnissen das Besatzmanagement der Aschen und Forellen stark angepasst
bzw. teilweise ganz eingestellt. Wir werden in unserem Projekt SOmmerlinge,
wilde residente und wandernde Forellen und auch Tiere aus dem Muttertier-
stamm der kantonalen Fischzuchtanlage anhand 20 Mikrosatelliten-Marker
genotypisieren, um Verwandtschaftsmuster und genetische Differenzierun-
gen zwischen verschiedenen Populationen zu analysieren.
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Innovative Methoden zur Wasserqualititsverbesserung in Kreis-
laufanlagen

Regazzoni, Luca*

Ziircher Hochschule fiir angewandte Wissenschaften (ZHAW) Wéadenswil,
Schweiz

Zusammenfassung
Der korrekte Betrieb einer Fischzucht-Kreislaufanlagen (KLA) ist ausschlag-
gebend fiir die Gesundheit und die Haltungsbedingungen der Fische.

Typischerweise wird die Art und Weise der Wasserautbereitung einer KLA —
abhéngig vom Rezirkulierungs- und Intensivierungsgrad — durch eine Art
Kaskadeneffekt bestimmt: als erster Schritt von einer Durchflussanlage zur
KLA, wird Sauerstoff der limitierende Faktor fiir die Besatzdichte sein. Wird
die Rezirkulierung weiter erhoht, entsteht eine Anreicherung von Ammonium
im Anlagenwasser, welche durch die Implementierung einer Nitrifikations-
stufe bekdmpft werden kann. Es wird Ammonium zu Nitrat abgebaut, welches
sich wiederum im Anlagenwasser anreichert. An der Nitratkonzentration im
Anlagenwasser richtet sich somit der notige Wasseraustausch in der KLA.

Das fiir die Fische relativ unbedenkliche Nitrat wird, um einen finanziellen
Vorteil zu gewinnen, bei moglichst hoher Konzentration im Anlagenwasser
beibehalten. Dadurch kann der Wasserverbrauch und damit einhergehend der
Wiérme- und Salzverbrauch verringert werden. Eine hohe Nitratkonzentration
im Anlagenwasser hemmt jedoch die Nitrifikationsreaktion und fiihrt somit
zu héheren Ammonium- und Nitrit- Konzentrationen.

Um das Nitrat im Anlagenwasser zu entfernen, kann eine zusétzliche Denitri-
fikationsstufe implementiert werden. Darin wird Nitrat zu Luftstickstoff (N»)
abgebaut. Dadurch kann der Stickstoff nicht nur umgewandelt, sondern effek-
tiv aus dem System entfernt werden. Des Weiteren kann der Einsatz von pH-
Kontrollmittel reduziert werden.

Jedoch ist die Denitrifikation in einer KLLA nach wie vor schwierig einzuset-
zen, da oftmals ndtige Grundkenntnisse fehlen und ein fehlerhafter Betrieb
bei den Fischen zu signifikanter Appetitverminderung bis hin zum Totalaus-
fall fihren kann. Zudem ist der Einsatz einer externen Kohlenstoffquelle (z.B.
Methanol) kostenintensiv und verlangt die Einhaltung der geltenden Sicher-
heitsregelungen (z.B. brand- und explosionssicherer Lagerungsraum). Aus
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diesen Griinden ist es fiir bereits bestehende Betriebe oftmals nicht moglich
nachtréglich eine Denitrifikationsstufe einzubauen.

An der ZHAW Widenswil wird an einer Technologie geforscht, welche den
internen Schlamm (z.B. eingedicktes Riickspiilwasser vom Trommelfilter) als
Kohlenstoffquelle fiir die Denitrifikation nutzbar macht. Die Technologie ist
vielversprechend: zusétzlich zu den bestehenden Vorteilen einer klassischen
Denitrifikationsstufe soll es mdglich sein zu einem grossen Prozentsatz auf
externe Kohlenstoffquellen verzichten zu kénnen, wéhrend im gleichen Zuge
die betrieblichen Kosten und Risiken minimiert werden kdnnen.

Eine weitere vielversprechende Technologie, die zurzeit an der ZHAW Wi-
denswil erforscht wird, besteht in einer kombinierten Phosphatausfallung mit
pH-Kontrolle einer KLA. Es wurden bereits vielversprechende Resultate ge-
wonnen, die zeigen, dass mit der Technologie ein grosser Teil des Phosphats
aus dem Anlagenwasser entfernt werden kann. Es soll moglich sein die Tech-
nologie direkt im Kreislauf der Fischzucht anzuwenden, und nicht, wie bis
anhin, nur im Dead-End-Verfahren.
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Molecular characterization of CD4 homologue in brown trout
(Salmo trutta)

Ashfaq, Hassan*; Hatem, Soliman; El-Matbouli, Mansour

University of Veterinary Medicine, Vienna, Austria

Abstract

Brown trout (Salmo trutta) belong to the order Sa/moniformes, and are classed
with the family Salmonidae. Currently, brown trout exhibits a worldwide dis-
tribution, as they have been introduced far outside of their native range.
Brown trout is being used by wildlife and forest agencies as an indicator and
monitor species for pollution.

Immune system plays vital role in fish such as protection against pathogens,
to control outbreaks, response to vaccination and maintaining the sovereignty
of health in fish. It consists of innate and adaptive immune system; humoral
and cell-mediated machinery. Cell-mediated immunity is governed by T-
lymphocyte. T-cells are further divided into cytotoxic T-lymphocytes (CTLs)
and T-helper (Th) cells based on their function. Cluster of differentiation 4
(CD4) is a transmembrane glycoprotein co-receptor of the T-helper cells that
interact with major histocompatibility complex class II antigen. CD4 gene is
expressed not only by Th cells but also by B- cells; macrophages and granu-
locytes. Two different CD4 genes (CD4-1 & CD4-2) were already identified
in different fish species. Moreover, two subtypes (a and b) of CD4-2 were
recognized. However, there is scarcity of information regarding the CD4
genes in brown trout. The present study aims to identify CD4 genes and un-
derstand their role in the various immune responses in brown trout.

During this endeavour, spleen tissue was sampled from brown trout in
RNAlater and subjected to RNA extraction. After transcription of RNA into
cDNA different primer sets targeting conserved regions of fish CD4 different
genes were used to amplify brown trout CD4 gene(s). Two different CD4
genes (895 bp & 1052 bp) were amplified. The BLAST search analysis of
these sequences revealed 96 % & 92 % identity with 99 % & 92 % Query
cover for Atlantic salmon, and rainbow trout CD4, respectively. Rapid ampli-
fication of the cDNA ends (RACE) was conducted to get the whole sequence
to accurately characterizing these two genes. The amino acid analysis of these
genes demonstrated Lck associated motifs, signaling motif in the cytoplasmic
tail and both genes encode for two putative Ig-like extracellular domains
which are characteristics for CD4 gene. The basal expression level of each
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gene will be investigated in brown trout tissues (thymus, spleen, head kidney,
gills, and gut). Moreover, the expression level of these two genes in response
to viral hemorrhagic septicemia infection will be investigated.

The results of this study will throw lights on the brown trout T- cell immune
responses and similarity or difference within its own family.
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Das Gegenteil von gut ist gut gemeint - ,,Gut* desinfiziert in den
Tod

Teitge, Felix*; Jung-Schroers, Verena; Bauer, Julia; Adamek, Mikolaj;
Steinhagen, Dieter

Tierdrztliche Hochschule Hannover, Deutschland

Zusammenfassung

Die Mikroflora in Fischhaltungssystemen spielt eine entscheidende Rolle fiir
die Gesundheit gehaltener Fische. In den letzten Jahren wurde die Theorie
iiber die Bedeutung mikrobiell gereiften Wassers von verschiedenen Autoren
aufgegriffen. Dabei spielt die Tragfdhigkeit eines Systems, also die Anzahl
Bakterien, die iiber einen langen Zeitraum in einem System aufrechterhalten
werden konnen, eine entscheidende Rolle. Bakterien konnen eine k-Selekti-
onsstrategie oder eine r-Selektionsstrategie bevorzugen. K-Selektion findet
hauptsichlich in Gemeinschaften statt, die nahe der Tragfdhigkeit eines Sys-
tems sind, wihrend bei instabilen Umweltbedingungen schnell wachsende
Bakterien mit r-Selektionsstrategie iiberwiegen. In rezirkulierenden Kreis-
laufanlagen kann dieser Umstand genutzt werden, indem durch die Schaffung
stabiler Verhéltnisse und die Besetzung aller moglichen Nischen des Systems
mit nicht-opportunistischen Bakterien mit k- Selektionsstrategie die Prolife-
ration opportunistischer und damit potentiell pathogener Bakterien mit r-Se-
lektionsstrategie verhindert wird. Das mikrobiell gereifte Wasser wird so
durch nicht-opportunistische Bakterien kolonisiert, was Fische vor bakteriel-
len Erkrankungen schiitzen kann. Ein hoher Anteil opportunistischer und sich
schnell entwickelnder, heterotropher Bakterien hat also hdufig negative Aus-
wirkungen auf die Tiergesundheit und Leistung.

In der Praxis wird nach wie vor héufig versucht, die Gesamtzahl der Bakterien
zu reduzieren. Ziel solcher MaBnahmen soll eine Verbesserung der Fischge-
sundheit sein. Insbesondere auch zur Bekdmpfung von Ektoparasiten wird
verstirkt auf Wasserhygienisierungsmafinahmen gesetzt. Dass im Fall einer
akuten Infektion MaBnahmen ergriffen werden miissen, ist unbestritten. In
Anbetracht der Erkenntnisse zu den Vorteilen eines stabilen Mikrobioms ist
jedoch der breite und vor allem praventive Einsatz von Hygienisierungsmaf-
nahmen kritisch zu hinterfragen.

In vier geschlossenen Kreislaufsystemen wurden die Auswirkungen von UV-
Licht, Ozon und verschiedenen Konzentrationen von Peressigsdure auf die
bakterielle Mikroflora im System untersucht.
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Die Ergebnisse zeigten, dass der Einsatz jeder Wasserhygienisierungsmaf-
nahme zu einer Beeinflussung der Mikroflora im System fiihrte. Peressigsdure
fiihrte bereits in Konzentrationen von 1 mg/l zu einem starken Anstieg der
Gesamtkeimzahl. Die Diversitdt der Bakterien im System nahm zeitgleich ab
und eine Selektion hin zu wenigen Spezies sich schnell vermehrender hete-
rotropher Bakterien wurde beobachtet.

Durch Wasserhygienisierungsmaf3nahmen kann die Gesamtkeimzahl in ei-
nem System nicht sicher gesenkt werden. Es findet vielmehr eine Selektion
auf Bakterien mit r-Selektionsstrategie statt. Durch die Destabilisierung der
Mikroflora besteht ein erhdhtes Risiko fiir die gehaltenen Fische an bakteriel-
len Infektionen durch opportunistische Erreger zu erkranken.

Ahnliche Beobachtungen wie in den beschriebenen Laborversuchen konnten
auch in anderen Haltungssystemen beobachtet werden. Dabei war das ge-
wihlte Mittel zur Wasserhygienisierung nicht entscheidend. Bei allen Ent-
scheidungen zu Therapie und Hygienisierung sollte der Einfluss auf die Mik-
roflora bedacht werden. Das gilt insbesondere fiir den prophylaktischen Ein-
satz, bei dem die Gefahr durch die Destabilisierung der Mikroflora besonders
beriicksichtigt werden sollte.

133



Rekombinante Zytokine als molekulare Adjuvantien fiir
Fischimpfstoffe

Yamaguchi, Takuya'; Karger, Axell'; Keller, Markus'; Dijkstra, Johannes
Martinus?; Fischer, Uwe*!

1) Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit, Friedrich-Loeffler-
Institut, Deutschland;
?) Fujita Health University, Aichi, Japan

Zusammenfassung

Vakzinen werden zur Verbesserung ihrer Wirksamkeit mit Adjuvantien for-
muliert. Insbesondere bei parenteral zu applizierenden Fischimpfstoffen kom-
men Oladjuvantien zum Einsatz, die jedoch wegen ihrer Nebenwirkungen aus
Sicht des Tier- und Verbraucherschutzes an Akzeptanz verlieren. Dem Im-
munschutz vor Infektionskrankheiten liegen in Abhéngigkeit von der Erreger-
art ganz bestimmte Abwehrmechanismen zugrunde. Wéhrend bei den meisten
bakteriellen Fischseuchen der Immunschutz mit der Bildung von Antikérpern
korreliert, scheinen bei viralen Erkrankungen zellvermittelte Immunmecha-
nismen im Vordergrund zu stehen. Viren replizieren ausschlieflich intrazel-
lulér, weshalb das Immunsystem Mechanismen entwickelt hat, im Zuge derer
virusinfizierte Zellen frithzeitig durch zytotoxische Zellen lysiert werden und
somit als Replikationsorte verloren gehen.

In unserem Projekt haben wir uns deshalb die Aufgabe gestellt, solche zell-
vermittelten Immunmechanismen zu stimulieren und zwar durch gezielten
Eingriff in die Signaltransduktion zytotoxischer Zellen.

Hierzu wurden zunéchst in einem Séugerexpressionssystem verschiedene re-
kombinante Zytokine aus der IL-2- Familie hergestellt. Diese Zytokine sind
dafiir bekannt, bei Sdugern natiirliche Killer-(NK)-Zellen als Vertreter der an-
geborenen Abwehr sowie zytotoxische T-Zellen als Vertreter der spezifischen
Abwehr zu induzieren. Insbesondere auf das zu dieser Familie zdhlende IL-
15 haben wir aufgrund seiner Rolle bei der Etablierung des immunologischen
Gedichtnisses zytotoxischer T-Zellen unser besonderes Augenmerk gerichtet.
IL-15 wird bei Sdugern bereits kurz nach seiner Synthese intrazellulér an eine
Untereinheit seines Rezeptors (IL-15R) gebunden, was seine Stabilitdt und
Wirksamkeit erhoht. Das entsprechende Dimer liegt dann membranstindig o-
der in 16slicher Form vor. Deshalb wurden neben einzelnen Interleukinen und
Rezeptoren auch entsprechende Heterodimere (IL-15/sIL-15R) hergestellt.

134



Anhand von in vitro-Studien mit durchflusszytometrisch sortierten Forellen-
zellen wurde zunichst deren Fahigkeit zur Phosphorylierung der den entspre-
chenden Interleukinrezeptoren nachgeschalteten Molekiilen (hier STATS) in
der Signaltransduktionskaskade getestet. Hierbei konnten die Daten aus der
Saugerliteratur weitgehend bestétigt werden.

In Sdugerzellexpressionssystemen lassen sich jedoch nur geringe Mengen re-
kombinanter Zytokine generieren, weswegen eine der néchsten Herausforde-
rungen darin bestand, gro3ere Mengen hochreiner Zytokine und entsprechen-
der Heterodimere mit sIL-15R1 herzustellen. Um nicht das Risiko einer in-
korrekten Glykosylierung und Faltung bakterieller Expressionsprodukte ein-
zugehen, wurde ein bakulovirales Expressionssystem gewahlt. Auch bakulo-
viral generierte Zytokine und Zytokin/Rezeptor-Heterodimere waren in der
Lage, eine Phosphorylierung von STATS5 zu induzieren und wurden deshalb
weiterfithrend zur in vitro-Stimulierung zytotoxischer Zellen eingesetzt. Un-
ter diesem Zytokinstimulus konnte eine erhdhte zytotoxische Aktivitit von
Forellenleukozyten gegeniiber Mausmastozytomzellen als spezifischen Tar-
gets von NK-Zellen festgestellt werden, insbesondere von IL-15/sIL-15R-He-
terodimeren.

Diese Ergebnisse zeigen das Potential der von uns hergestellten Zytokine als
molekulare Adjuvantien insbesondere filir solche Fischimpfstoffe, bei denen
die Wirksamkeit auf der Induktion zellvermittelter Immunmechanismen be-
ruht.

Um diese Aussage zu untermauern, fokussieren zukiinftige Experimente auf
die stimulierende Wirkung von rekombinanten Zytokinen auf zytotoxische T-
Zellen, insbesondere bei viralen Infektionen der Forelle.
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EU-Tiergesundheitsrechtsakt - welche Herausforderungen stehen
uns ab 2021 bevor?

Dirk Willem Kleingeld
Niedersdchsisches Landesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsi-
cherheit, Task-Force Veterindrwesen

Zusammenfassung

Mit dem EU-Tiergesundheitsrechtsakt (Verordnung (EU) 2016/429 - Animal
Health Law/AHL), der ab dem 21. April 2021 in allen ihren Teilen fiir alle
EU-Mitgliedstaaten unmittelbar rechtsverbindlich ist, wird die Bekdmpfung
von Tierseuchen, die bei Land- und Wassertieren auftreten kénnen, in einer
Verordnung geregelt.

Die kiinftigen BekdmpfungsmafBnahmen werden sich nach den Risiken, die
mit den gelisteten Tierseuchen verbunden sind, richten. Die Tierseuchen wer-
den im Teil I der Verordnung in fiinf Kategorien unterteilt: Kategorie A ,,un-
mittelbare Tilgung®, Kategorie B ,,obligate Tilgung*, Kategorie C ,,optionale
Tilgung®, Kategorie D ,,Handelsrelevanz“ und Kategorie E ,,Uberwachung*.

Die Koi-Herpesvirus-Infektion wird ab 2021 lediglich der Uberwachung un-
terliegen, wihrend die weiteren gelisteten Wassertierkrankheiten entweder
obligat oder optional getilgt werden. Auflerdem sieht das AHL in Bezug auf
den Gesundheitsstatus keine Beibehaltung der gemél Richtlinie 2006/88/EG
vorgesehenen Kategorie III (keine Infektion bekannt), fiir aktiv iiberwachte
Kompartimente vor. Eine Beibehaltung des Status ,,Kategorie 111 im Wege
eines delegierten Rechtsakts wird aus deutscher Sicht beflirwortet.

Die EU-Kommission hat mit dem AHL die Befugnis erhalten, Durchfiih-
rungs- und delegierte Rechtsakte (ohne Gesetzescharakter) zwecks einheitli-
cher bzw. weitergehender Regelung zu erlassen. Einige dieser Rechtsakte
miissen bis April 2019 erlassen sein. Erst danach konnen konkrete Aussagen
iiber kiinftige Auswirkungen des AHL fiir die Aquakultur getroffen werden.

Summary

The Animal Health Law (AHL, Regulation (EU) 2016/429), which will be-
come legally binding in its entirety for all EU Member States as from 21 April
2021, contains regulations regarding the control of both terrestrial and aquatic
animal diseases.

The future control measures will be based on the risks associated with listed
animal diseases. In Part I of the Regulation animal diseases are divided into
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five categories: Category A "immediate eradication", Category B "compul-
sory eradication", Category C "optional eradication", Category D "trade rele-
vance" and Category E "surveillance".

Koi herpesvirus infection will only be subject to surveillance from 2021 on-
wards, while the other listed aquatic diseases will be either compulsory or
optional eradicated. In addition, the AHL does not foresee, in terms of health
status, the maintenance of the category III (known as infection) provided for
in Directive 2006/88/EC for actively monitored compartments. Maintaining
this category III status by means of a delegated act is supported from the Ger-
man point of view.

With the AHL, the EU Commission has been empowered to adopt implement-
ing and delegated acts (non-legislative) for the purpose of uniform or more
far-reaching regulation. Some of these acts must be adopted by April 2019.
Only after this time concrete statements can be made on the future impact of
the AHL on aquaculture

1. Einfiihrung

Die Verordnung (EU) 2016/429 (EU-Tiergesundheitsrechtsakt - Animal
Health Law/AHL) ist am 20. April 2016 in Kraft getreten, jedoch erst ab dem
21. April 2021 anzuwenden. Mit Wirkung ab dem 21. April 2021 wird die
"Aquakulturrichtlinie" (Richtlinie 2006/88/EG) aufgehoben.

Mit dem AHL, der ab 2021 in allen ihren Teilen fiir alle EU-Mitgliedstaaten
unmittelbar rechtsverbindlich ist, wird die Bekdmpfung von Tierseuchen, die
bei Landtieren, Wassertieren oder sonstigen Tieren auftreten konnen, in einer
Verordnung geregelt. Wassertiere im Sinne des AHL umfassen neben Fischen
(einschlieBlich Neunaugen und Schleimaale) auch wasserbewohnende
Weich- und Krebstiere.

Die wesentlichsten Elemente der Tierseuchenbekdmpfung in der EU wurden
zwischen 1988 und 1995 zu einem Zeitpunkt etabliert, wo die EU deutlich
weniger Mitgliedstaaten umfasste. Das derzeitige EU-Tierseuchenrecht ist
duferst komplex mit ca. 50 Richtlinien und Verordnungen und weiteren meh-
rere Hundert weitere Rechtsnormen (Entscheidungen, Beschliisse). Aufler-
dem gibt es neue Herausforderungen, wie das Auftreten von neu auftretenden
(,,emerging®) Seuchen unter Umsténden in Verbindung mit dem Klimawan-
del.

Die Verordnung dient daher unter anderem der Schaffung eines einzigen
transparenten Rechtsrahmens, der Herstellung einer Konsistenz mit anderen
Rechtsbereichen wie Tierschutz und Lebensmittelsicherheit, der Stirkung des
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Tiergesundheitsniveaus und der EU-weiten Harmonisierung des Tierseuchen-
bekdmpfungsrechts.

Die kiinftigen BekdmpfungsmaB3nahmen sollen sich nach den Risiken, die mit
den gelisteten Tierseuchen einhergehen kdnnen, richten.

2. AHL - Ubersicht
Das AHL umfasst insgesamt 283 Artikel und fiinf Anhénge. Die Verordnung
gliedert sich in neun Teile:

- Teil I: Allgemeine Bestimmungen

- Teil 1I: Meldung von Seuchen und Berichterstattung dariiber, Uberwa-
chung, Tilgungsprogramme, Status ,,seuchenfrei*

- Teil III: Bewusstsein fiir Seuchen, Handlungsbereitschaft und Bekdmpfung

- Teil IV: Registrierung, Zulassung, Riickverfolgbarkeit und Verbringungen;
Titel II: Bestimmungen fiir Wassertiere und deren Erzeugnisse

- Teil V: Eingang in die Union und Ausfuhr

- Teil VI: Verbringung / Einfuhr von Heimtieren zu nicht kommerziellen
Zwecken

- Teil VII: SofortmaBBnahmen (Verbringung / Einfuhr)

- Teil VIII-IX: Gemeinsame Bestimmungen; Ubergangs- und Schlussbe-
stimmungen

Hinsichtlich der Definitionen ist neu, dass Krebs- oder Weichtiere nur dann
als Wassertiere im Sinne des AHL gelten, wenn sie wasserbewohnend sind
(Art. 4 Nr. 3). AuBBerdem definiert sich ein Betrieb kiinftig als jedes Betriebs-
gelinde bzw. jede Raumlichkeit, Struktur oder im Fall der Freilandhaltung
jede Umgebung oder jeder Ort, in der bzw. an dem voriibergehend oder dau-
erhaft Tiere gehalten werden. Ausgenommen davon sind jedoch Haushalte, in
denen Heimtiere gehalten werden sowie Tierarztpraxen oder Tierkliniken
(Art. 4 Nr. 27).

Die seuchenspezifischen Bestimmungen zur Pravention und Bekdmpfung der
Verordnung betreffen neben MKS, KSP, ASP, HPAI und AHS auch die im
Anhang II aufgefiihrten Seuchen. Dort sind auch alle Wassertierseuchen auf-
gefiihrt, die derzeit im Anhang IV Teil II der Richtlinie 2006/88/EG gelistet
sind.
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Die gelisteten Tierseuchen werden mit der Verordnung in fiinf Kategorien
unterteilt (Art. 9):

- Kategorie A ,,unmittelbare Tilgung*
- Kategorie B ,,obligate Tilgung*

- Kategorie C ,,optionale Tilgung*

- Kategorie D ,,Handelsrelevanz*

- Kategorie E ,,Uberwachung*.

Tierseuchen der Kategorien A, B oder C sind auch den Kategorien D und E
zuzuordnen. Die Zuordnung der Wassertierseuchen erfolgt auf Grundlage der
Durchfiihrungsverordnung (EU) 2018/1882 (s. unter 3.).

Teil I umfasst ferner Regelungen unter anderem zur Sachkunde der Tierhalter
und Zusténdigkeiten von Tierdrzten und Angehdrigen der mit der Gesundheit
von Wassertieren befassten Berufe.

Mit Teil IT wird insbesondere die Anzeigepflicht, die Durchfithrung der Uber-
wachung bzw. Tilgung und die Erlangung und Erhalt des Seuchenfreiheits-
status geregelt. Gesundheitskontrollen haben risikoorientiert zu erfolgen und
dienen der moglichen Feststellung gelisteter und neu auftretender Seuchen.
Die Uberwachung durch die zustindige Behérde zielt auf die Kontrolle der
Eigenkontrolle ab. Die Haufigkeit dieser Kontrollen wird nicht vorgegeben.
Weitergehende bzw. vereinheitlichende Regelungen zur Uberwachung, zu
Tilgungsprogrammen und zur Seuchenfreiheit werden iiber delegierte bzw.
Durchfiihrungsrechtakte erfolgen (s. unter 3.).

Mit Teil III des AHL wird das Bewusstsein fiir Seuchen, die Handlungsbe-
reitschaft und die Seuchenbekédmpfung geregelt. Dazu gehort die Erstellung
von Notfallpldnen. Seuchenspezifische Maflnahmen, z. B. die Bekdmpfung
von Kategorie A+D+E- oder Kategorie C+D+E-Wassertierseuchen, werden
iber delegierte Rechtsakte erarbeitet (s. unter 3.).

Teil IV Titel II umfasst insgesamt 53 Artikel, die nur fiir Wassertiere und fiir
Tiere, die Seuchen auf Wassertiere iibertragen konnen, gelten. Im Kapitel 1
wird die Registrierungspflicht fiir alle Aquakulturbetriebe (auch fiir den Zoo-
fachhandel) geregelt. Ausnahmen konnen iiber Durchfithrungs-Rechtsakte er-
lassen werden. Auerdem besteht eine grundsétzliche Zulassungspflicht fiir
Aquakulturbetriebe, von der jedoch Angelteiche, Direktvermarkter und ge-
schlossene Einrichtungen fiir Zierwassertiere ausgenommen werden kdnnen.
In weiteren Kapiteln wird unter anderem das Verbringen von Wassertieren
innerhalb der Union wie auch mogliche nationale Malnahmen im Falle von
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nicht gelisteten Seuchen (z. B. IPN, SVC, SAV) geregelt. Weitergehende Re-
gelungen zum Teil IV erfolgen ebenso iiber delegierte Rechtsakte (s. unter
3).

Teil V umfasst Anforderungen an die Einfuhr von lebenden Tieren und Er-
zeugnissen. Teil VI befasst sich mit dem Verbringen und der Einfuhr von
Heimtieren zu nichtkommerziellen Zwecken und Teil VII mit Sofortmafinah-
men. Die Teile VIIT und IX enthalten prozedurale Regelungen und die Uber-
gangs- und Schlussbestimmungen.

3. Durchfiihrungs- und delegierte Rechtsakte

Mit dem AHL erhidlt die EU-Kommission (KOM) die Befugnis sowohl
Durchfiihrungsrechtsakte als auch delegierte Rechtsakte zu erlassen. Obwohl
diese Rechtsakte keinen formalen Gesetzescharakter haben, konnen sie weit-
gehende Regelungen enthalten.

Durchfiihrungsrechtsakte werden erlassen, wenn einheitliche Bedingungen
fiir die Umsetzung von Vorschriften notwendig sind. Dazu muss KOM vorher
einen Ausschuss konsultieren, in dem alle Mitgliedstaaten vertreten sind.

Delegierte Rechtsakte enthalten weitergehende Regelungen, die jedoch die
wesentlichen Inhalte des Basisrechtsakts nicht verdndern diirfen. Die von
KOM vorbereiteten delegierten Rechtsakte werden nach Konsultation von
Expertengruppen, in denen alle Mitgliedstaaten vertreten sind, verabschiedet.
Es erfolgt im Rahmen dieser Expertensitzungen in Briissel jedoch lediglich
eine Konsultation der Mitgliedstaaten und keine Abstimmung {iber strittige
Inhalte. Nachdem KOM den Rechtsakt verabschiedet hat, haben EU-Parla-
ment und Rat zwei Monate Zeit um Einwénde zu erheben.

Mit der delegierten Verordnung (EU) 2018/1629 wurde - wie erwartet - das
Epizootische Ulzerative Syndrom (EUS) im Anhang II als gelistete Seuche
geldscht.

GemiB der Durchfiihrungsverordnung (EU) 2018/1882 werden die EHN, In-
fektionen mit M. mackini und P. marinus, das Taura-Syndrom (TS) und die
Yellowhead Disease (YHD) als Kategorie A+D+E-Seuche kategorisiert.
Wihrend diese Einstufung fiir die EHN, das TS und die YHD noch nachvoll-
ziehbar ist, ist sie fiir die Weichtierseuchen weiterhin zu hinterfragen. Im Rah-
men der Expertensitzungen zu den delegierten Rechtsakten zu Teil III des
AHL wurde seitens vieler Mitgliedstaaten wiederholt darauf hingewiesen,
dass eine Tilgung von Weichtierseuchen in natiirlichen Weichtierzuchtgebie-
ten in der Regel nicht moglich ist. VHS, IHN, ISA (HPR-del), Infektionen mit
B. exitiosa, B. ostreae und M. refringens und WSD (Infektion mit WSSV)
werden in die Kategorie C+D+E eingestuft. Die KHV-I wird als E-Seuche
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kategorisiert und wird somit ab April 2012 lediglich iiberwacht. Deutschland
hat sich mit seiner Empfehlung der C+D+E-Kategorisierung fir KHV-I nicht
durchsetzen kdnnen, obwohl Erfolge der KHV-I-Bekdampfung nicht von der
Hand zu weisen sind. Nicht nachvollziehbar ist, dass mit Ausnahme von Un-
garn weitere mittel- und osteuropdische MS eine C+D+E-Kategorisierung
nicht unterstiitzen. Unter Bezugnahme auf die o. g. Hinweise muss auch hier
weiterhin die C+D+E-Listung der Weichtierseuchen hinterfragt werden.

Die Durchfiihrungsverordnung (EU) 2018/1882 enthilt unter ,,Gelistete Ar-
ten“ auch eine Auflistung ,,Arten* (empfangliche Arten) und ,,Vektorarten®.
Fiir KHV-I werden erstmals Vektorarten (Goldfisch, Graskarpfen) gelistet.
Auch bei den anderen Wassertierseuchen erfolgten Ergdnzungen. So gelten in
Bezug auf die VHS der Amerikanische Saibling ab April 2021 als empféng-
liche und der Bachsaibling als Vektorart. Die vorgenommenen Ergéinzungen
sind aus hiesiger Sicht noch nicht vollstdndig und entsprechen nicht grund-
sdtzlich dem wissenschaftlichen Kenntnisstand.

Weitere delegierte Rechtsakte befinden sich (Stand: Januar 2019) noch im
Konsultationsstadium. Dazu gehoren die delegierten Rechtsakte zu Teil II des
AHL (Uberwachung, Tilgung, Seuchenfreiheit), zu Teil 11T (Bekimpfung Ka-
tegorie A+D+E-Seuchen), zu Teil IV (Registrierung und Zulassung von Be-
trieben, Verbringung) und Teil V (Einfuhr). Einige delegierte Rechtsakte
miissen jedoch bis April 2019 verabschiedet werden. Die Diskussionen im
Rahmen der von KOM einberufenen Expertensitzungen in Briissel zeigen je-
doch ein sehr uneinheitliches Meinungsbild zwischen den Mitgliedstaaten
und KOM und auch zwischen den Mitgliedstaaten untereinander. An den Be-
ratungen nehmen im Ubrigen auch die EFTA-Mitgliedstaaten Norwegen und
die Schweiz teil.

Deutschland und auch weitere Mitgliedstaaten kritisieren den mdglichen
kiinftigen Umgang mit Aquakulturbetrieben, die zwar nicht als infiziert gel-
ten, jedoch den Status ,,seuchenfrei aus hydro-geografischen, betrieblichen
und / oder wirtschaftlichen Griinden nicht erreichen kdnnen. Das AHL sieht
fiir Mitgliedstaaten, Zonen oder Kompartimenten grundsétzlich nur drei Ge-
sundheitskategorien vor: ,,seuchenfrei®, ,, Tilgung zur Erlangung der Seuchen-
freiheit” und ,,nicht seuchenfrei oder Gegenstand einer Tilgung*. Demnach
wiirden Betriebe, die nach derzeitiger Rechtslage als Kategorie I1I-Betriebe
(keine Infektion bekannt, aktive Uberwachung) gelten, kiinftig mit Betrieben
der Kategorie V (infiziert) in einer Kategorie zusammengefasst. Auch weil
sich die bisherige Kategorisierung hierzulande durchaus bewéhrt hat und eine
Zusammenfiihrung der Kategorien III und V dem Ziel des AHL (Seuchenbe-
kdmpfung und -vorbeugung) widerspricht, haben sich viele Mitgliedstaaten
fiir eine Beibehaltung der bestehenden Abgrenzung der Kategorien Il und V
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ausgesprochen. Zusitzliche Sicherheiten, z. B. eine risikoorientierte und ge-
zielte Uberwachung (Probenahmen) zugelassener Aquakulturbetriebe, kén-
nen Bedenken von Mitgliedstaaten wie Dédnemark oder Spanien unter Um-
stinden ausrdaumen. Ob, z. B. iiber einen delegierten Rechtsakt, der Status
,,Keine Infektion bekannt* zur Abgrenzung von ,,infiziert” erhalten werden
kann, war zum Redaktionsschluss noch nicht bekannt.

4. Fazit und Ausblick

Ein wichtiges Ziel des AHL ist sicherlich, den Anteil der seuchenfreien Aqua-
kulturbetriebe deutlich zu vergroBern. Mit Blick auf die Ausgangssituation in
Deutschland und in anderen mitteleuropdischen Léndern ist jedoch festzustel-
len, dass der weitaus grofte Teil der Betriebe als Kategorie I1I-Betriebe (keine
Infektion bekannt) eingestuft ist. Der Anteil tatsédchlich infizierte Betriebe ist
jedoch sehr gering. Aufgrund der hierzulande héufig kleinbauerlichen Be-
triebsstruktur, der hydro-geografischen Gegebenheiten, der rechtliche Ein-
schrankungen (Wasserrahmenrichtlinie) und der wirtschaftlichen Perspekti-
ven ist es fraglich, ob viele Aquakulturbetriebe den Schritt ,, Tilgung* zwecks
Erlangung des Seuchenfreiheitsstatus machen werden oder konnen. Eine Bei-
behaltung der bisherigen Abgrenzung zwischen infizierten Betrieben und Be-
trieben, fiir die keine Infektion bekannt ist, ist aus fachlicher Sicht fiir die Ge-
sunderhaltung der Wassertiere und zur Vermeidung eines Wettbewerbsvor-
teils fiir seuchenfreie Mitgliedstaaten unerlésslich.

Der Schutz des Seuchenfreiheitsstatus und gleichzeitig des Binnenmarkts
scheint fiir KOM absolute Prioritét zu haben. Die bisherigen Expertenkonsul-
tationen zu den zu erlassenden delegierten Rechtsakten in Verbindung mit
dem AHL belegen die uneinheitlichen Auffassungen der Mitgliedstaaten und
KOM. In dem Zusammenhang ist jedoch festzustellen, dass die Aquakultur-
wirtschaft beispielsweise in Danemark nicht mit der Aquakulturwirtschaft in
anderen Mitgliedstaaten wie Deutschland vergleichbar ist. Zurecht muss die
Frage gestellt werden, ob der kiinftige Rechtsrahmen mit Blick auf die Seu-
chenfreiheit sich nur fiir die ,,industrieméfBige Aquakulturwirtschaft und
nicht fir die kleinbauerliche, aus sozio-kultureller Sicht schiitzenswerte
Teichwirtschaft eignet.

Die fortgefiihrte Listung von Weichtierseuchen in den Kategorien ,,A+D+E*
und ,,C+D+E* ist fachlich nicht nachvollziehbar. Im Zuge der Umsetzung der
Richtlinie 2006/88/EG hat sich eindeutig herausgestellt, dass diese Seuchen
in natiirlichen Weichtierzuchtgebieten nicht getilgt werden konnen. Eine Han-
delsrelevanz mit Drittlindern bzgl. Besatztiere (,,Muschelsaat®) ist nur be-
dingt gegeben. In dem Zusammenhang kann die Entscheidung der Herabstu-
fung der KHV-I iiberhaupt nicht nachvollzogen werden, da Erfolge der auf
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Grundlage der Richtlinie 2006/88/EG erlassenen Seuchenbekdmpfungsmal-
nahmen durchaus belegbar sind.

Welche Herausforderungen ab 2021 tatséchlich auf die Aquakulturwirtschaft
und die Uberwachungsbehdrden zukommen werden und ob es auf nationaler
Ebene weitergehender Regelungen bedarf, wird sich erst nach Erlass aller de-
legierten und Durchfiihrungsrechtsakte zum AHL herausstellen. Ein (behord-
licher) Mehraufwand lésst sich jetzt aber schon vermuten. Daher muss das
Erreichen der AHL-Ziele ,, Transparenz, biirokratische Verschlankung und
Vereinfachung von Vorschriften* grundsétzlich in Frage gestellt werden.
Zitierte Rechtsnormen (chronologisch)

Richtlinie 2006/88/EG des Rates vom 24. Oktober 2006 mit Gesundheits-
und Hygienevorschriften fiir Tiere in Aquakultur und Aquakulturerzeugnisse
und zur Verhiitung und Bekdmpfung bestimmter Wassertierkrankheiten; ABI.
L 328 vom 24.11.2006, S. 14-56

Verordnung (EU) 2016/429 des Europdischen Parlaments und des Rates
vom 9. Mirz 2016 zu Tierseuchen und zur Anderung und Aufhebung einiger
Rechtsakte im Bereich der Tiergesundheit (,, Tiergesundheitsrecht™); ABIL. L
84 vom 31.03.2016, S. 1-208

Delegierte Verordnung (EU) 2018/1629 der Kommission vom 25. Juli 2018
zur Anderung der Liste der Seuchen in Anhang II der Verordnung (EU)
2016/429 des Européischen Parlaments und des Rates zu Tierseuchen und zur
Anderung und Aufhebung einiger Rechtsakte im Bereich der Tiergesundheit
(,, Tiergesundheitsrecht); ABI. L 272 vom 31.10.2018, S. 11-15

Durchfiihrungsverordnung (EU) 2018/1882 der Kommission vom 3. De-
zember 2018 iiber die Anwendung bestimmter Bestimmungen zur Seuchen-
pravention und -bekdmpfung auf Kategorien gelisteter Seuchen und zur Er-
stellung einer Liste von Arten und Artengruppen, die ein erhebliches Risiko
fiir die Ausbreitung dieser gelisteten Seuchen darstellen; Abl. L 308 vom
04.12.2018, S. 21-29

Literaturquellen konnen beim Autor angefordert werden

143



Antivirale Wirkungen von 25 Hydroxycholesterin in Fischzellen

Adamek, Mikolaj*'; Davies, Jonathan?; Beck, Alexander?; Jordan, Lisa Ka-
tharina®; Becker, Anna Maria®; Matras, Marek*; Reichert, Michal*; Way,
Keith’; Zou, Jun®; Steinhagen, Dieter!

1) Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Stiftung Tierérztliche
Hochschule Hannover, Deutschland;
2) School of Life Sciences, Keele University, UK;
3) Lehrstuhl fiir Bioverfahrenstechnik, Friedrich-Alexander-Universitit Er-
langen-Niirnberg, Deutschland;
4) Laboratory of Fish Diseases, National Veterinary Research Institute,
Poland;
3) Centre for Environment, Fisheries and Aquaculture Science, UK;
6) National Pathogen Collection Center of Aquatic Animals, College of Fis-
heries and Life Science, Shanghai Ocean University, China

Zusammenfassung

Cholesterin ist essentiell fiir den Aufbau und die Aufrechterhaltung von Zell-
membranen, ist der Hauptbestandteil von ,,Lipid Rafts* in den Zellmembra-
nen und moduliert dadurch die Membranfluiditét. Deshalb ist Cholesterin fiir
mehrere Schritte im viralen Replikationszyklus von entscheidender Bedeu-
tung, insbesondere fiir behiillte Viren. In Saugetierzellen fithren Virusinfekti-
onen zur Induktion des Oxysterols 25 Hydroxycholesterol (25HC), ein 16sli-
cher antiviraler Faktor, der durch Aktivierung des Enzyms Cholesterin-25-
Hydrolase (CH25H) aus Cholesterin erzeugt wird. Die Beteiligung von
CH25H an Immunreaktionen wurde bei Fischen bisher kaum untersucht. Da-
her wurden in unserer Studie mutmaBliche Gene, die fiir CH25H kodieren,
identifiziert und von Karpfen und Regenbogenforellen kloniert. AuBerdem
wurde eine HPLC-MS-Methode zur Messung der Konzentration von Oxys-
terolen in Fischzellen etabliert. Unsere in vitro Ergebnisse zeigen, dass die
Aktivierung von CH25H eine antivirale Reaktion gegen ein sehr breites
Spektrum von Viren sowohl in Karpfen- als auch in Regenbogenforellenzel-
len darstellt. Dariiber hinaus wird die ch25h-Expression bei Karpfen auch in
vivo wihrend Virusinfektionen moduliert. HPLC-MS-Analysen zeigten, dass
selbst Fibroblastenzellen 25HC und seinen Metaboliten 7a, 25diHC produzie-
ren konnen. Fiir 25SHC konnte eine antivirale Aktivitit nachgewiesen werden.
Es blockierte den Eintritt von cyprinid herpesvirus 3 (CyHV-3), aber nicht
von spring viremia of carp virus (SVCV) und common carp paramyxovirus
(CCPV) in KFC-Zellen sowie den Eintritt des viral haemorrhagic septicaemia
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virus (VHSV) und des infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) in RTG-2-
Zellen. Die Stimulation von RTG-2-Zellen mit rekombinantem IFN Typ I von
Regenbogenforellen lieferte weitere Beweise dafiir, dass trotz der Tatsache,
dass die auf CH25H basierende antivirale Reaktion mit der Typ-I-IFN-Ant-
wort korreliert ist; sie nicht von IFN- Typ I abhéngt. Interessanterweise be-
gegnet CyHV-3 seine Verwundbarkeit durch 2SHC damit, dass die ch25h-
Genexpression in Karpfenfibroblasten wihrend einer CyHV-3-Infektion her-
unterreguliert wird.
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MALDI-TOF MS Identifizierung von bakteriellen Erregern

Marcel Erhard! & Falk Wortberg?

' RIPAC-LABOR GmbH, Am Miihlenberg 11, 14476 Potsdam-Golm
2 Tierdrztliche Praxis fiir Fische, Friedensweg 5, 57462 Olpe

Zusammenfassung

Die MALDI-TOF MS Methode hat sich in den letzten 10 Jahren in den meis-
ten mikrobiologischen Laboren robust etabliert. Die Methode zur Identifizie-
rung der Bakterien und Pilze ist jedoch nur so gut, wie die verwendete Daten-
bank. Die kommerziellen Systeme mit ihren Datenbanken sind hauptséchlich
auf klinische Diagnostik mit Erregern von Mensch, Schwein, Rind und Wirt-
schaftsgefliigel ausgerichtet. Fiir die Identifizierung von Fischpathogenen
muss deshalb grofitenteils selbst eine Referenzdatenbank erstellt und die Me-
thode validiert werden. Das RIPAC-LABOR baut seit einigen Jahren diese
Referenzdatenbank auf und kann somit viele bekannte und neue Spezies iden-
tifizieren bzw. unterscheiden. Diese eindeutige Identifizierung ist fiir den
ndchsten Schritt der Herstellung eines bestandsspezifischen Impfstoffes wich-
tig. Neben den klassischen Spezies von Aeromonas und Yersinia, konnten so
viele weitere Referenzspektren von Aliivibrio, Carnobacterium, Cedecea,
Chryseobacterium, Citrobacter, Deefgea, Flavobacterium, Hafnia, lodobac-
ter, Listonella, Morganella, Edwardsiella, Photobacterium, Plesiomonas,
Pseudomonas, Shewanella und Vibrio in der Datenbank angelegt werden. Die
Herausforderung besteht in der Handhabung der vielen neuen und noch unbe-
kannten Spezies. Viele Sequenzierungen mittels 16S rRNA zeigen keine ver-
wertbaren Homologien mit mehr als 98-99% Ubereinstimmung zu bekannten
Spezies. Der Vortrag zeigt anhand einiger Beispiele aus unserer Routine sol-
che interessanten und teilweise unerwarteten Identifizierungsergebnisse.

Summary

The MALDI-TOF MS method was established robustly in most microbiolog-
ical laboratories over the last 10 years. However, the method for identifying
bacteria and fungi is only as good as the used database. The commercial ref-
erence database is mainly focused on clinical diagnostics with pathogens from
humans, pigs, cattle and poultry. For the identification of fish pathogens, a
reference database has to be established and validated. The RIPAC-LABOR
has been building this reference database for several years and is able to iden-
tify and distinguish known and new species. This exact identification is im-
portant for the next step in the production of the autogenous vaccines. Besides
the classic species of Aeromonas und Yersinia, additional other reference
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spectra of Aliivibrio, Carnobacterium, Cedecea, Chryseobacterium,
Citrobacter, Deefgea, Flavobacterium, Hafnia, lodobacter, Listonella, Mor-
ganella, Edwardsiella, Photobacterium, Plesiomonas, Pseudomonas, She-
wanella und Vibrio were established in the reference database. The handling
of many new and still unknown species is the aim of the work. Unfortunately,
many sequencing results of 16S rRNA shows no similarities with more than
98-99% homology to known species.

MALDI-TOF MS Methode

Bei der MALDI-TOF MS Technologie (Matrix Assisted Laser Desorption/lo-
nization Time-Of-Flight - Mass Spectrometry) wird von den einzelnen Bak-
terien ein unverwechselbares Proteinspektrum aufgenommen, an dem es je-
derzeit identifiziert werden kann. In der Regel erfolgt die Analyse und Pro-
benvorbereitung von Agar-Platten. Dabei werden ~10° bis 107 Zellen auf den
MALDI-Probentrager iibertragen und mit der Matrix gemischt. Die Matrix
extrahiert die Molekiile der Zelle und beim Verdampfen des Losungsmittels
bilden sich Matrix-CoKristalle mit den Biomolekiilen der Zellen. Bei der lo-
nisation durch einen Laserbeschuss im Gerit, werden dann viele Biomolekiile
grofitenteils intakt in die Gasphase iiberfiihrt und teilweise geladen. Im an-
schliefenden Beschleunigungsprozef3 werden die positiv geladen Molekiile
(meist Proteine) in Abhingigkeit ihrer Masse unterschiedlich beschleunigt.
Nach einer freien Driftstrecke treffen die Ionen dann zeitverzdgert auf den
Detektor. Uber eine Kalibrierung kann den Flutzeiten dann Massen zugeord-
net werden. So erhdlt man das sog. Massenspektrum der Zellen. Samtliche
Gerite- und Matrixparameter sind dabei so gewihlt, dass hauptsichlich die
kleineren Proteine zwischen 3.000 und 20.000 Da der Zelle detektiert werden.
Das Massenspektrum wird dann automatisch gegen eine Referenzdatenbank
mit bekannten Spezies verglichen. Liegt eine ausreichende Ubereistimmung
der Proteinmuster vor, kann die Spezies identifiziert werden.

Ist ein Spektrum fiir die Datenbank unbekannt, kann der Stamm mittels 16S
rRNA sequenziert und identifiziert werden. Bei einer eindeutigen Zuordnung
zu einer validen Spezies wird in der Regel die Spezies mit den neuen Massen-
spektren als neue Referenz in die MALDI-TOF MS Datenbank eingepflegt.
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Abbildung 1: MALDI-TOF Massenspektren von 2 unterschiedlichen Bakte-
rien

Identifizierung pathogener Spezies bei Fischen

Die verfiigbaren kommerziellen Referenzdatenbanken enthalten kaum fisch-
pathogene Spezies. Deshalb wurde in unserem Labor begonnen, fischrelevate
Spezies in der Referenzdatenbank zu hinterlegen. Dabei konzentrierten wir
uns auf frische Neuisolate (siche Auflistung oben) von Salmoniden. Als Bei-
spiel sei hier Deefgea (siche Abbildung 2) gezeigt. Neben bekannten, validen
Spezies werden meist neue, unbekannte Isolate gefunden, deren 16S rRNA
Sequenz keiner bekannten Spezies zugeordnet werden kann. Diese Referenz-
spektren konnen ebenso mit "Arbeitsnamen" in der Referenzdatenbank hin-
terlegt werden.

L e e I e ) — . Erghbnisse der
2 16S rRNA Sequenzierung
160478111 Deefgea
DI6047B111 Decigea
D160478111 Desioea 99,0% Identitat zu
01604781111 Deefgea D. rivuli
D16-0478-1-1-1 Deefges

D160904312 Deeiges
G0 312 Deeigea 97,7% Identitét zu
it Do D. chitinilytica
D16-0904-3-1-2 Deefgea

160504312 Deeigea

mrﬂ?»ca Deefgea

chtiniytica Deeigea 99,7% ldentitét zu
chiinkytica Deefgea D. chitinilytica
chetiniytica Deefgea

LMG 24817T chaniytica Deeigea

Abbildung 2: Clusteranalyse von MALDI-TOF Massenspektren von unter-
schiedlichen Deefgea-Isolaten mit ihren 16S rRNA Sequenzhomologin.
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Die meisten unbekannten Isolate werden im Bereich der Gattung Flavobac-
terium gefunden. So haben wir derzeitig in unserer Datenbank ~20 potentiell
unterschiedliche, unbekannte Spezies.

Trennung und Identifizierung von eng-verwandten Spezies

Beim Aufbau der MALDI-TOF MS Referenzdatenbank zeigte sich, dass oft
valide Spezies sehr eng mit einander verwandt sind. Als Beispiel sei hier die
Gruppe von Aeromonas salmonicida/bestiarum und deren eng-verwandte
Spezies zu nennen. Laut 16S rRNA Datenbank (LPSN, EzBioCloud's) haben
folgende Spezies eine signifikante Sequenzhomologie mit >99,0% zu Aero-
monas bestiarum ATCC 51108T:

100,0% H. piscium (A. salmonicida subsp. achromogenes) CIP 106116T
100,0% Aeromonas piscicola LMG 24783T (2010 fish disease)
100,0% Aeromonas salmonicida subsp. masoucida NBRC 13784T
100,0% Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes NCIMB 1110T
100,0% Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica

99,86% Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658T
99,59% Aeromonas molluscorum (2004 bivalve molluscs)

99,59% Aeromonas salmonicida subsp. smithia CCM 4103T

99,52% Aeromonas aquatica (2015 waters associated with blooms)
99,52% Aeromonas rivuli DSM 22539T (2011 karst water rivulet)
99,48% Aeromonas encheleia LMG 16331T (1995 European eels)
99,39% Aeromonas popoffii CIP 105493T (1997 drinking water plants)

Durch diese enge Verwandtschaft ist eine eindeutige Bestimmung der Spezies
mit MALDI-TOF MS und der 16S rRNA Sequenzierung schwierig. Die Tren-
nung oder Identifizierung muss deshalb hier durch zusétzliche Tests mittels
Biochemie, Spezialmedien und PCR's erfolgen.

MALDI-TOF MS Typisierung von Yersinia ruckeri Biotypen

In Einzelfillen gelingt mit der MALDI-TOF MS eine Typisierung von Bak-
terienspezies. So kann anhand einer spezifischen Masse (Peak m/z = 9325,
siche Abbildung 2) in einem zweiten Schritt der Biotyp 1 nachgewiesen wer-
den. Die Referenzbestimmung erfolgte nach Romalde et al. 1993.
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Abbildung 3: MALDI-TOF MS Massenspektren von 4 unterschiedlichen Yer-
sinia ruckeri Isolaten mit der Zuordnung der Biotypen.
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Reference for valid species: LPSN — list of prokaryotic names with standing
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strains

Romalde JL, MagariNos B, Barja JL, Toranzo AE (1993); Antigenic and Mo-
lecular Characterization of Yersinia ruckeri Proposal for a New Intraspe-
cies Classification; Systematic and Applied Microbiology; 16, 411-419
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Effekt von Tylodelphys clavata auf Sehvermogen und Beuteaus-
wahl bei experimentell infizierten Flussbarschen

Jenny C. Vivas Muiloz, David Bierbach, Sabine Hilt, Klaus Knopf
Leibniz-Institut fiir Gewédsserdkologie und Binnenfischerei, Miig-
gelseedamm 301, 12587 Berlin

Zusammenfassung

Augenparasiten konnen das Sehvermdgen ihrer Wirte negativ beeinflussen.
Wir untersuchten mit parasitenfrei aufgezogenen Flussbarschen, ob sich eine
experimentelle Infektion mit Tylodelphys clavata auf das Sehvermdgen und
die Beuteauswahl der Fische auswirkt. Den Flussbarschen wurden bei zwei
Lichtintensitéten (6 lux und 600 lux) Wasserasseln und Dahnien gleichzeitig
angeboten, die Reaktionsdistanz gegeniiber den Beutetieren gemessen und der
relative Anteil der konsumierten Beuteart bestimmt.

Es zeigte sich, dass die Reaktionsdistanz der Flussbarsche von der Infektion
mit 7. clavata und von der Beuteart, aber nicht von den von uns untersuchten
Lichtintensitéiten abhdngt. Bei der hoheren Lichtintensitét hatte 7. clavata ei-
nen negativen Effekt auf den Wettbewerb der Flussbarsche um Wasserasseln.
Die Zusammensetzung des Beutespektrums der Versuchsfische wurde in un-
serem Versuch jedoch nicht durch die Infektion mit 7. clavata beeinflusst.

Summary

Eye parasites can negatively affect the eyesight of their hosts. We investi-
gated with parasite-free raised perch, whether an experimental infection with
Tylodelphys clavata affects the eyesight and prey selection of fish. At two light
intensities (6 lux and 600 lux), perch were offered water lice and Daphnia sim-
ultaneously, the reaction distance to the prey items was meas- ured and the
relative proportion of the prey species consumed was determined.

It was found that the reaction distance of perch depends on the infection with
T. clavata and on the prey species, but not on the light intensities we studied.
At the higher light intensity T clavata had a negative effect on the competition
of perch for water lice. However, in our experiment, the composition of the
prey spectrum of the fish was not influenced by infection with T clavata.
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Einleitung

In einer fritheren Studie (Vivas Muiiz et al. 2017) konnten wir zeigen, dass bei
natiirlich infizierten Flussbarschen die Reaktionsdistanz gegeniiber Wasseras-
seln als Beutetiere negativ mit der Anzahl der Metazerkarien von Tylodelphys
clavata in den Augen korreliert, und dass geringer infizierte Fische im Wett-
bewerb um eine limitierte Ressource den stérker infizierten Fischen iiberlegen
sind. Bei diesem Experiment blieb es aber offen, ob beobachtete Verhaltens-
dnderungen Ursache oder Folge einer Infektion sind.

Die Reaktionsdistanz eines Fisches gegeniiber einem Beutetier wird als Maf}
fiir dessen Sehfdhigkeit verwendet (Vinyard and O’Brien 1976). Die Effekte
von Augenparasiten konnen weitreichende Auswirkungen auf die Okologie ei-
nes visuellen Jagers wie dem Flussbarsch haben (Bergman 1988; Diehl 1988).
Beispielsweise miissen infizierte Fische moglicherweise mehr Zeit aufwenden,
um einen dhnlichen Erfolg bei der Nahrungssuche zu erzielen wie nicht oder
geringer infizierte Artgenossen. Diese Anderung des Zeitbudgets kann das
Prédationsrisiko erhohen (Crowden und Broom 1980). Des Weiteren kénnen
infizierte Fische ihre Nahrungspréferenzen dndern, um die verringerte Wettbe-
werbsfahigkeit zu kompensieren (Milinski 1984; Barber and Huntingford
1995).

Zur Uberpriifung, ob ein kausaler Zusammenhangs zwischen der Infektion mit
T. clavata und der Reaktionsdistanz gegeniiber einem Beutetier besteht, ver-
wendeten wir in dem hier beschriebenen Versuch im Labor aufgezogene und
experimentell infizierte Fische. Ein moglicher Einfluss der Infektion mit 7.
clavata auf die Priferenz fiir einen Beutetyp wurde untersucht, indem den Fi-
schen gleichzeitig Asellus aquaticus und Daphnia magna angeboten wurden.
Da auch die Umweltbedingungen die visuelle Leistung von Fischen und deren
Interaktion mit ihrer Beute beeinflussen konnen (Sandstrom 1999), stellten wir
die Hypothese auf, dass sich der negative Einfluss von T. clavata auf die Seh-
fahigkeit der Fische bei verringerter Lichtintensitét verstarkt. Um dies zu iiber-
priifen, wurden die Beobachtungen bei zwei Lichtintensitdten durchgefiihrt.

Material und Methoden

Flussbarsche wurden ab dem Eistadium parasitenfrei im Labor aufgezogen
und im Alter von acht Monaten durch Exposition gegeniiber jeweils 300 Zer-
karien mit 7. clavata infiziert. Die Zerkarien stammten aus natiirlich infizier-
ten Schnecken der Gattung Radix und wurden nach Faltynkova et al. (2007)
and Mikes (2001) bestimmt. Am Ende des Experiments wurden die Fische
getotet und die Augen untersucht. Es zeigte sich, dass die Versuchsfische mit
167 + 31 Metazerkarien infiziert waren. Neun Monate nach der
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Infektion wurden die infizierten Fische und nicht infizierte Kontrollfische
markiert (Visible Implant Elastomer, VIE, Northwest Marine Technology,
Shaw Island, WA, USA). Die Verhaltensbeobachtungen erfolgten dann zehn
Monate nach der Infektion in Glasaquarien (100 x 40 x 50 cm, Was- serstand
45 cm). Zu diesem Zeitpunkt der hatten die Fische eine Linge von 13 bis 16
cm. Eine LED-Beleuchtung (5500 K) wurde auf eine Beleuchtungsstdrke von
600 1x (hohe Lichtintensitit) und 6 Ix (geringe Lichtintensitét) eingestellt; die
Beleuchtungsdauer war 12 h mit einer Auf- und Abdimmphase von 0,5 h.

Die Flussbarsche wurden in Gruppen von jeweils zwei infizierten und zwei
nicht infizierten Tieren beobachtet. Die Fische wurden so ausgewihlt, dass sie
innerhalb einer Gruppe dieselbe Grofle hatten (GroBendifferenz inner- halb
einer Gruppe max. 2 mm). Nach einer Eingewdhnungszeitzeit von einer Wo-
che wurden die Fische 24 h lang nicht gefiittert. Dann wurden ihnen 30 A4.
aquaticus (Lénge 5 — 8 mm) und 40 D. magna angeboten. Da- mit sich die
Wasserasseln nicht nur entlang der schwarzen Silikonndhte des Aquariums
aufthielten und fiir die Fische nicht zu einfach erkennbar waren, wurden
schwarze Steinchen (2 — 4 mm) gleichmiBig auf der Bodenfldche des Aqua-
riums verteilt.

Das Beutesuchverhalten der Flussbarsche wurde iiber 45 min mit zwei Ka-
meras aufgezeichnet (Sony o 7S, Sony, Tokyo, Japan; Objektiv: ZEISS Batis
2/25, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany), die vor und iiber dem Aquarium
positioniert waren. Jede Kamera war mit einem Rekorder mit Monitor (Sho-
gun inferno, Atomos Global Pty Ltd, Port Melbourne, Australia) verbunden,
was die Kamerakontrolle und Beobachtung von auflerhalb des Versuchsauf-
baus ermdglichte.

Anhand der aufgenommenen Filme wurde die Reaktionsdistanz der Fische
bestimmt. Als Reaktionsdistanz wurde die Strecke zwischen Schnauze des
Fisches und dem Beutetier zu dem Zeitpunkt definiert, wenn sich der Fisch
gegeniiber dem Beutetier ausrichtet und beschleunigt. Die mittlere Reakti-
onsdistanz eines Fisches gegeniiber 4. aquaticus und D. magna wurde aus
den jeweils ersten 20 Attacken eines Fisches berechnet. Die Erfolgsrate be-
rechnete sich als Quotient der Attacken, bei denen ein Beutetier aufgenom-
men wurde und den insgesamt beobachten Attacken. Zusammenhénge zwi-
schen Infektionstatus, Lichtintensitit und Reaktionsdistanz bzw. Er- folgsrate
wurde mit einem linearen gemischten Modell (LMM) analysiert. Die mogli-
che Priferenz gegeniiber einer der beiden Beutetierarten in Abhédngigkeit von
der Infektion mit T clavata und der Lichtintensitét wurde anhand des Anteils
an A. aquaticus an den insgesamt konsumierten Beutetieren mit einem
Kruskal-Wallis Test analysiert.
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Ergebnisse und Diskussion

Die Metazerkarien von 7. clavata leben im Glaskorper des Auges. Es ist gut
vorstellbar, dass sie das Sehvermogen ihres Wirtes beeintrdchtigen, wenn sie
sich im Strahlengag des Auges bewegen (Stumbo und Poulin 2016).

Weiterhin ist bekannt, dass sich die Metazerkarien besonders im Bereich der
Ligamente befinden, die fiir die Fokussierung wichtig sind (Kennedy 2001;
Khorramshahi et al. 2008). Auch hier ist eine funktionelle Beeintrachtigung
des Auges denkbar. Fiir einen visuellen Rauber wie dem Flussbarsch kann eine
eingeschrinkte Sehfdhigkeit weitreichende Konsequenzen haben.

Unabhéngig von der Lichtintensitét war die Reaktionsdistanz infizierter Fluss-
barsche gegeniiber beiden Beutetieren geringer als die der nicht infizierten
Kontrollfische (in beiden Fallen p < 0,001; Abb. 1). Ebenfalls unabhingig von
der Lichtintensitit war die Erfolgsrate der Attacken gegeniiber

A. aquaticus bei den infizierten Fischen reduziert (p = 0,021; Abb. 2). Somit
konnten wir experimentell einen kausalen Zusammenhang zwischen einer In-
fektion mit 7. clavata und der Reaktionsdistanz sowie dem Erfolg der Nah-
rungssuche nachweisen und die Ergebnisse des vorangegangenen Versuches
mit natiirlich infizierten Flussbarschen (Vivas Muiiz et al. 2017) bestitigen.

Die Hypothese, dass eine Verringerung der Lichtintensitdt den negativen Ein-
fluss von 7. clavata auf die Reaktionsdistanz der Fische verstirkt, wurde mit
unserem Experiment nicht bestétigt. Normalerweise reduziert sich die Reakti-
onsdistanz visuell jagender Raubtiere, wenn die Lichtintensitét einen bestimm-
ten Schwellenwert unterschreitet (Vinyard und O’Brien 1976). Fiir den Fluss-
barsch wurde gezeigt, dass sich der Jagderfolg bei 0,02 Ix auf 60% reduziert
(Bergman 1988), und die Reaktionsdistanz des nahe verwandten amerikani-
schen Perca flavescens nimmt stark ab, wenn die Lichtintensitat unter 2 Ix fallt
(Richmond et al. 2004). Daher ist anzunehmen, dass unsere geringste Beleuch-
tungsstirke von 6 1x, die durch die Leistungsfahigkeit der Kamera vorgegeben
wurde, nicht niedrig genug war, um einen signifikanten zusétzlichen Effekt auf
die Reaktionsdistanz oder die Erfolgsrate der Fluss- barsche zu bewirken.

Generell bestand die Tendenz, dass infizierte Fische weniger der verfiigbaren
Beute konsumierten als nicht infizierte Fische (Abb. 3). Die Anzahl der von
den nicht infizierten Fischen gefressenen A. aquaticus war unabhéngig von der
Lichtintensitét. Die infizierten Fische konsumierten bei der hohen Lichtinten-
sitdt hingegen signifikant weniger A. aquaticus als ihre nicht infizierten Art-
genossen (p = 0,002). Dieser Unterschied bei der geringen Lichtintensitét je-
doch nicht zu beobachten.
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Abb. 1: Reaktionsdistanz mit 7. clavata infizierter (hellgrau) und nicht infi-
zierter (dunkelgrau) juvenile Flussbarsche gegeniiber (A) A. aquaticus und (B)
D. magna bei hoher (600 Lux) und geringer (6 Lux) Lichtintensitat.
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Abb 2: Anteil erfolgreicher Attacken mit 7. clavata infizierter (hellgrau)
und nicht infizierter (dunkelgrau) juveniler Flussbarsche auf A. aquaticus
bei hoher (600 Lux) und geringer (6 Lux) Lichtintensitat.
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Abb 3: Konsum von (A) 4. aquaticus und (B) D. magna durch mit T. clavata
infizierte (hellgrau) und nicht infizierte (dunkelgrau) juvenile Flussbarsche bei
hoher (600 Lux) und geringer (6 Lux) Lichtintensitat (Mittelwert + SD).

Die offensichtliche Kompensation der durch die Infektion mit 7. clavata ver-
ringerte Wettbewerbsfahigkeit kann damit erklédrt werden, dass sich die Akti-
vitit von 4. aquaticus bei geringer Lichtintensitit erhoht und die Beute so
leichter von den Fischen wahrgenommen werden kann.

Ein dhnliches Bild ergab sich fiir die Konsumption von D. magna, doch hier
ergaben sich keine signifikanten Zusammenhéange mit der Lichtintensitit oder
dem Infektionsstatus. Dies konnte damit zusammenhéngen, dass infizierte Fi-
sche ihre eingeschrénkte Sehféhigkeit zumindest teilweise durch Informatio-
nen von nicht infizierten Artgenossen ausgleichen konnen. Einer der Vorteile,
in einer Gruppe zu leben, ist es, dass Nahrungsquellen besser aufgespiirt wer-
den konnen (Pitcher and Parrish 1993), und fiir den Flussbarsch wurde gezeigt,
dass er in der Gruppe einen hoheren Fangerfolg hat (Eklov 1992). Diese Stra-
tegie diirfte vor allem dann rentabel sein, wenn die Beutetiere in Gruppen auf-
treten, so wie dies bei D. magna in unserem Experiment der Fall war.

Die meisten Fische zeigten bei unserem Versuch eine Priferenz fiir eine der
beiden Beutetierarten. Bei geringer Lichtintensitdt konsumierte ein Drittel
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der Fische tiberwiegend 4. aquaticus und ein weiteres Drittel iiberwiegend

D. magna (jeweils > 80% aller konsumierten Tiere). Ein &hnliches Muster
wurde bei hoher Lichtintensitét beobachtet, wobei 70% der Fische die glei-
che Beutepriferenz wie bei der geringen Lichtintensitdt zeigten. Die Beute-
priferenz der Fische stand jedoch in keinem Zusammenhang mit der Infek-
tion mit 7. clavata. Dennoch ist es gut moglich, dass T clavata die Rolle sei-
nes Wirtes im Nahrungsnetz beeinflusst. Unsere Ergebnisse lassen vermuten,
dass infizierte Fische wegen ihres geringeren Fangerfolgs mehr Zeit fiir die
Nahrungssuche aufwenden miissen, wodurch sich ihr Pradationsrisiko erhoht.
Es ist eine interessante Frage fiir weitere Studien, ob infizierte Fische als Aus-
gleich eine verringerte Konkurrenzfahigkeit ihre Risikobereitschaft bei der
Nahrungssuche verdndern.
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Schlechte Lagerung — Schlechte Fischfutter?

Constanze Pietsch'

1Ziircher Fachhochschule fiir Angewandte Wissenschaften, Institut fiir
Umwelt und Natiirliche Ressourcen, Forschungsgruppe Fish Welfare,
Campus Griiental, CH-8820 Wédenswil

Zusammenfassung

Eine optimale Lagerung von Fischfutter ist nicht einfach fiir viele Fischzucht-
betriebe. Was qualitativ mit einem kommerziellen Fischfutter passieren kann,
das iiber 30 Tage bestimmten Lagerungsbedingungen ausgesetzt wurde, zeigt
diese Studie.

Summary

Optimal storage of fish feeds is a challenge for many fish farmers. What may
happen to a commercial fish feed under different storage conditions, is shown
in this study.

Ausgewihlt wurde ein kommerzielles Forellenfutter mit einem Rohprotein-
gehalt von 40.6% und einem Rohfettgehalt von 29.3 % bestehend vor allem
aus Fischmehl, Weizenbestandteilen und Fischdl. Fiir den Versuch wurden
jeweils gleiche Mengen des Futters (3.5 kg) eingewogen und in 10 L Behélter
gefiillt. Fiir 30 Tage wurden nun tiefe Temperaturen (6-10 °C) mit hohen und
niedrigen Feuchtigkeiten in den Behiltern eingestellt und ebenfalls hohe
Temperaturen (25-35 °C) mit den hohen und niedrigen Feuchtigkeiten kom-
biniert mit jeweils 3 Replikaten fiir jeden Ansatz. Dabei wurde eine erhdhte
Feuchtigkeit (70-80 % relative Luftfeuchtigkeit) durch Wasserzugabe zu den
Behiltern erreicht und eine niedrigere Feuchtigkeit (20-30 % relative Luft-
feuchtigkeit) durch Hinzufiigen von Silicagel in einer Aluminiumschale in
den Behiltern ermdglicht. Die Behilter wurden iiber den Versuchszeitraum
versiegelt. Die unterschiedlichen Temperaturregimes wurden durch die Um-
gebungstemperaturen in verschiedenen Rdumen mdoglich. Die Feuchtigkeits-
und Temperaturwerte wurden iiber den gesamten Versuchszeitraum kontinu-
ierlich iiber Logger in den Behiltern aufgezeichnet.
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Nach 30 Tagen wurden die Feuchtegehalte der Futtermittel in den Behéltern
untersucht. Diese zeigten einen Feuchtigkeitsgehalt von 7-9 % in den trocken
gelagerten Futtermitteln, wéhrend die feucht gelagerten Futtermittel Feuchte-
gehalte zwischen 18 und 20 % aufzeigten. Weiterhin wurden die Mycotoxin-
gehalte und die Néhrwerte der Futtermittel analysiert. Bei den Mykotoxinen
wurden folgende Substanzen durch ein externes Labor untersucht: Aflatoxin
B1, B2, G1 und G2, T2 and HT2 Toxin, Zearalenone (ZEN), Deoxynivalenol
(DON), Fumonisine (FB1 und FB2) und Ochratoxin A (OTA). Wihrend die
Néhrwerte der verschieden behandelten Futtermittel nur geringe Verdnderun-
gen iiber die Versuchsperiode zeigten, zeigten sich deutliche Unterschiede in
den OTA Konzentrationen in den behandelten Futtermitteln. Insbesondere in
der warmen und feuchten Lagerung zeigten sich hohe OTA Konzentrationen
(im Mittel 171 pg/kg). Fiir diese kann angenommen werden, dass sie fiir Fi-
sche in der Aquakultur ein gesundheitliches Risiko darstellen. Fiir die tibrigen
untersuchten Mycotoxine zeigt sich kein Risiko fiir Fische. Das Ausmass des
Pilzwachstums auf Fischfuttermitteln wird aber essentiell durch deren Roh-
stoffzusammensetzung beeinflusst und ein mehr pflanzliches Futtermittel
hitte vermutlich eine héhere Toxinbildung zur Folge. Schlussendlich zeigt
diese Studie, dass vor allem die Feuchtigkeit und die Temperatur wahrend der
Lagerung die Mycotoxinbildung im Futter selbst iiber einen recht kurzen Zeit-
raum von 30 Tagen deutlich erhéhen kdnnen. Es wird weiterhin erwartet, dass
eine langere Lagerung auch zu stirkerer Toxinbildung fithren wiirde.

160



Eine umfangreichere Version dieser Arbeit in englischer Sprache ist hier pu-
bliziert: Pietsch, C.; Miiller, G.; Mourabit, S.; Carnal, S.; Bandara, K. Occur-
rence of Fungi and Fungal Toxins in Fish Feed during Storage. Toxins 2020,
12, 171. https://doi.org/10.3390/toxins 12030171
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Krankheit durch Abwasser? Untersuchung des Abwassereinflus-
ses auf eine Parasiteninfektion bei Wildfischen

Christyn Bailey!, Aurélie Rubin!, Nicole Strepparava!, Helmut Segner!,
Jean-Francois Rubin*?, Thomas Wahli?

1) Zentrum fiir Fisch- und Wildtiermedizin, Departement fiir Infektions-
krankheiten und Pathobiologie, Universitit Bern, Langgassstrasse 122,
3001 Bern, Schweiz
2) Maison de la Riviére, Chemin du Boiron 2, 1131 Tolochenaz, Schweiz
%) HEPIA, Rue de la Prairie 4, 1202 Genf, Schweiz

Zusammenfassung

Ockosysteme werden durch verschiedenste Faktoren beeinflusst. In aquati-
schen Systemen sind Abwisser aus Klidranlagen ein potentieller Risikofaktor
fiir die Fauna. Solche Abwisser kdnnen einerseits zur Eutrophierung beitra-
gen, andererseits konnen nicht abgebaute Stoffe anthropogenen Ursprungs
aquatische Lebewesen direkt oder indirekt beeintrachtigen. Beides, Eutro-
phierung und Exposition an die Umwelt belastende Substanzen kénnen einen
Einfluss auf die Dynamik von Wirt-Parasit-Beziehungen ausiiben. Diese
Moglichkeit sollte am Beispiel der Proliferativen Nierenkrankheit von Forel-
len, verursacht durch den Parasiten Tetracapsuloides bryosalmoae, untersucht
werden. PKD wird in der Schweiz als Mitursache fiir eine seit Jahren beste-
hende Verminderung der Bachforellenpopulationen betrachtet.

Im vorliegenden Projekt wurde das PKD-Geschehen in Bachforellen-S6m-
merlingen an zwei Stellen desselben Gewissers iiber mehrere Monate hinweg
untersucht. Die beiden Stellen lagen 400 Meter auseinander. Struktur und
Temperaturbedingungen unterschieden sich nicht. Aber unterhalb der oberen
Stelle entwisserte eine Kldranlage in den Bach. Zwar wurden alle gesetzli-
chen Einleitungsvorgaben eingehalten, trotzdem konnte mit einer standardi-
sierten Messmethode ein kleiner Unterschied in der Gewéssergiite gemessen
werden. Untersucht wurde die Hypothese, dass die Empfindlichkeit der Fo-
rellen fiir PKD in Bezug auf Pravalenz und Krankheitsgeschehen an der Ab-
wasser-beeinflussten Stelle grosser ist. Folgende Parameter wurden gemes-
sen: Priavalenz, Infektionsintensitét, Gesundheitszustand (Auspragung patho-
logischer Verinderungen) und geschiitzte Uberlebensrate.

Zu verschiedenen Zeitpunkten konnten Unterschiede bei allen gemessenen
Parametern zwischen den beiden Stellen nachgewiesen werden, was auf einen
klaren Effekt des Abwassers hinwies. Allerdings war es basierend auf diesen
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Untersuchungen nicht méglich, zu ermitteln, ob das Abwasser einen direkten
Einfluss auf den Fisch bzw. dessen Féhigkeit mit dem Parasiten umzugehen,
hatte, oder ob der Einfluss indirekt war, z.B. durch eine hohere Dichte von
Bryozoen und damit mehr Parasiten im Gewdsser.

Mit diesem Projekt konnte gezeigt werden, dass bereits eine geringgradig ver-
ringerte Gewissergiite Konsequenzen fiir die darin lebenden Tierpopulatio-
nen haben kann.

Summary

Ecosystems are exposed to and influenced by a vast variety of factors. An
important factor in aquatic ecosystems is represented by effluents of waste
water treatment plants (WWTP). On one hand, effluents can contribute to eu-
trophication of water bodies, on the other hand, they can contain contaminants
which may influence aquatic life directly or indirectly. Both, eutrophication
and exposure to contaminants can affect the dynamics of host-pathogen rela-
tionships. Considering this we explored the effect of WWTP effluents on a
host parasite model represented by the brown trout as fish host and the myxo-
zoan Tetracapsuloides bryosalmonae as the parasite. Infection of fish results
in the Proliferative Kidney Disease (PKD), a condition suspected to contribute
to the decrease in brown trout catches seen since many years in Switzerland.

Young of the year brown trout were investigated at two sites of the same river
over a period of several months. The two sites with similar ecology with re-
gards to structure and water temperature were located 400 m apart. Between
the sites there was the discharge of a WWTP resulting in a slight degradation
of the water quality as measured by a standardized system using the compo-
sition of macrozoobenthos. The hypothesis that fish exposed to the treated
waste water show greater susceptibility to 7. bryosalmonae infection in terms
of prevalence and disease outcome was tested. Susceptibility was assessed by
infection prevalence, infection intensity, degree of kidney alterations and es-
timated survival of fish.

At different time points significant differences in measured parameters be-
tween the two sites could be demonstrated, indicative for an effect of the
treated water on the host parasite system. However, the results did not allow
to determine whether the differences were due to an altered capability of the
fish host to handle the infection or due to increased growth of bryozoans, the
invertebrate host of the parasite, resulting in increased amounts of parasite
spores in the water and thus a higher infection pressure.

With this project it could be shown that even a slight degradation of the water
quality may affect the health status of aquatic animals inhabiting the respec-
tive water body.
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Einleitung

Zahlreiche Faktoren konnen die Habitate aquatischer Lebewesen beeinflus-
sen. Dieser Einfluss kann direkt sein, indem beispielsweise die Voraussetzun-
gen fiir ein erfolgreiches Laichgeschéft durch Verdichtung der Gewéssersohle
verhindert wird oder indirekt, in dem hShere Wassertemperaturen zu einer
stirkeren Vermehrung von Pathogenen und damit zu einem héheren Druck
auf empfiangliche Arten fiihren. In der Schweiz wird seit Jahren ein massiver
Riickgang der Fénge von einheimischen Bachforellen festgestellt. Als mogli-
che Ursachen wird ein direkter Einfluss erhdhter Wassertemperaturen auf den
Fisch diskutiert aber auch ein Einfluss von Infektionskrankheiten wird in Be-
tracht gezogen. Im Vordergrund steht dabei die Proliferative Nierenkrankheit
(PKD), verursacht durch den zum Stamm der Myxozoa gehorenden Parasiten
Tetracapsuloides bryosalmonae. Wiahrend ein Einfluss der Wassertemperatur
auf die PKD mehrfach nachgewiesen wurde, sind andere Faktoren weniger
gut untersucht worden. Dazu gehdrt unter anderem der Einfluss von Abwas-
ser. Dieses kann durch Eutrophierung und eingetragene Schadstoffe direkt auf
Fische wirken oder einen indirekten Einfluss durch eine Verdnderung der
Wirt-Pathogen Beziehung haben. Im hier beschriebenen Projekt gingen wir
der Frage nach, ob geklartes Abwasser einen Einfluss auf die PKD bei unter
Feldbedingungen exponierten Bachforellen ausiiben kann. Die Hypothese
war dabei, dass Fische, die Abwasser ausgesetzt sind, eine hohere Empfang-
lichkeit flir den Parasiten ausgedriickt durch eine héhere Privalenz und damit
einhergehend schwerwiegendere Krankheitsanzeichen aufweisen, als im glei-
chen System gehaltene aber nicht dem Abwasser ausgesetzte Tiere.

Material und Methoden

Als Testgebiet wurde ein Bach im Kanton Waadt, der Boiron de Morges, mit
bekanntem 7. bryosalmonae Vorkommen ausgewéhlt. Die Teststrecke um-
fasste eine Lange von 400 m. Die Gewéssermorphologie war innerhalb dieser
Strecke einheitlich. Der einzige Unterschied bestand darin, dass in der Mitte
der Strecke eine Abwasser-Reinigungsanlage (ARA) in den Bach entwis-
serte. Es gab keine weiteren Zufliisse. Die Wasserqualitidt wurde mit dem in
der Schweiz gebriauchlichen Macrozoobenthos-Index (IBCH-Index) am obe-
ren und unteren Ende der Versuchsstrecke bestimmt. Die Werte lagen mit 14
oberhalb und 12 unterhalb des Einlaufes nur geringfiigig auseinander, wobei
die Skala von 0 (= sehr schlecht) bis 20 (= sehr gut) reicht (Stucki 2010). Die
Wassertemperatur wurde mit Loggern ober- und unterhalb der Teststrecke re-
gelmissig gemessen. Im Juli erfolgte eine Elektroabfischung im gesamten
Gewisser, bei dem alle gefangenen Bachforellen-Sommerlinge mit PIT-Tags
markiert wurden. Von Juni bis Oktober wurden monatlich je 25 Sommerlinge
am oberen und unteren Ende der 400 Meter Strecke fiir die Untersuchung auf
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PKD entnommen. Die Tiere wurden euthansiert und gewogen. Die Infekti-
onsintensitit wurde sowohl mit qPCR als auch mit Histologie von Nierenma-
terial ermittelt. Der Grad der Nierenveranderung (Proliferation und Fibrosie-
rung) wurde anhand von Nierenschnittpdparaten mit einem Bewertungs-
schema von 0-6 bestimmt. Ebenfalls ermittelt wurde die Uberlebensrate der
Fische mittels Elektroabfischung des Gesamtgewdssers, Identifikation der Fi-
sche anhand der PIT-Tags und der Suche nach unbewegten PIT-Tags im Ge-
wisser. Bei Letzteren wurde davon ausgegangen, dass sie von gestorbenen
Tieren stammten. Mit den Befunden der qPCR der Einzelfische konnte die
Préavalenz der beprobten Fischgruppen errechnet werden.

Die Resultate der Stellen oberhalb und unterhalb des Kliranlageneinlaufes
wurden verglichen und Unterschiede statistisch bewertet.

Resultate

Der Temperaturverlauf ober- und unterhalb des ARA-Einlaufes war einheit-
lich und es zeigten sich kaum Unterschiede in den mittleren Tagestempera-
turwerten der beiden Stellen (< 1°C).

Bei den einzelnen gemessenen Parametern der Fische zeigten sich Unter-
schiede. Die Fische der Stelle oberhalb des ARA-Einflusses waren schwerer
als die Tiere unterhalb des Einlaufes, wobei die Unterschiede im Juni, August
und September signifikant ausfielen.

Die Infektionsintensitéit war bei allen Beprobungsdaten unterhalb des ARA-
Einlaufes hoher als oberhalb (Fig. 1). Der Unterschied war aber nur bei der
August-Probenahme sowie bei der Beriicksichtigung aller Probenahmen sig-
nifikant. Dasselbe Bild zeigte sich beziiglich der Pravalenz. Auch hier waren
die Werte der unterhalb des ARA-Einlaufes gefangenen Gruppen immer ho-
her (Fig. 1). Signifikant war der Unterschied aber auch nur, wenn alle Probe-
nahmen beriicksichtigt wurden.

Der Proliferationsgrad der Nieren von Forellen, die unterhalb des ARA-Aus-
laufes gefangen worden waren, erwies sich immer als héher als derjenige von
Tieren von oberhalb des Auslaufes. Bei den ersten drei Probenahmen waren
auch mehr Tiere mit Verdnderungen unterhalb als oberhalb gefangen worden.
Einzig bei der Probenahme im Oktober war das Verhiltnis umgekehrt.
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Figur 1. Vergleich der T. bryosalmonae -Intensitét in der Niere von Bachforellen,
die oberhalb und unterhalb eines ARA-Einlaufes entnommen worden waren
(Score 0-6). Zahlen tiber Balken représentieren die Pravalenz.
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Figur 2. Vergleich des Proliferationsgrades von mit 7. bryosalmonae infizierten
Nieren von Bachforellen, die oberhalb und unterhalb eines ARA-Einlaufes gefan-
gen worden waren. Zahlen liber Balken représentieren den Anteil von Tieren mit
Veranderungen.
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Beim Fibrosierungsgrad zeigte sich ein dhnliches Bild, wie bei der Prolifera-
tion, wobei erste Fibrosierungen erst ab August zu erkennen waren (Fig. 3).
Im August und September war der Grad bei Fischen von oberhalb des ARA-
Einlaufes geringer, bei der letzten Probenahme im Oktober fanden sich dage-
gen stirkere Fibrosierungen in den Nieren von Fischen der Stelle oberhalb des
Einlaufes. Ausser im September waren aber immer mehr Fische von unterhalb
des Einlaufes von Fibrosierungen betroffen.

Fibrosierungsgrad Niere

65

3 69

0.5

Juli August September Oktober Total

W Oberhalb mUnterhalb

Figur 3. Vergleich der Fibrosierungsintensitit in Nieren von mit 7. bryosalmonae
infizierten Bachforellen von oberhalb und unterhalb eines ARA-Einlaufes. Zahlen
tiber Balken représentieren den Anteil von Tieren mit Fibrosierung .

Unterschiede zeigten sich auch in der Uberlebensrate. Diese wurde basierend
auf dem Wiederfang von markierten Fischen ermittelt. Der prozentuale Anteil
wiedergefangener Forellen war an der Stelle oberhalb des ARA-Einlaufes
grosser als unterhalb. Demgegeniiber wurden im Bachbett unterhalb des
ARA-Auslaufes ein hoherer Anteil von PIT-Tags bezogen auf die urspriing-
lich an dieser Stelle markierter Fische gefunden als oberhalb, was auf eine
hohere Mortalitdt hinweist. Schliesslich war auch der Anteil abgewanderter
Fische an der unteren Probestelle grosser als an der oberen (Fig. 4).

Diskussion und Folgerungen
Die Resultate der durchgefiihrten Studie weisen auf einen Einfluss von ge-
klartem Abwasser auf die PKD bei Bachforellen hin. Das durchschnittliche
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Fischgewicht der Fische von oberhalb des ARA-Zuflusses war zu jedem Zeit-
punkt grosser als unterhalb. Da der Nierenproliferationsgrad an dieser Stelle
aber regelmaissig geringer war, kann ausgeschlossen werden, dass der Ge-
wichtsunterschied durch den Proliferationsgrad der Niere und einer damit zu-
sammenhédngenden Gewichtszunahme verursacht wurde.

Populationsentwicklung

Prozent
8

Oberhalb Unterhalb

m Uberlebende ® Mortalitit B Abgewandert

Figur 4. Entwicklung der Population von Bachforellen Sommerlingen ober- und
unterhalb eines ARA-Einlaufes anhand von Wiederfang / Wiederauffinden von
PIT-Tags.

Auch die Mehrzahl der weiteren gemessenen Parameter (Infektionsintensitit,
Proliferationsgrad, Privalenz, Mortalitdt) war in Bachforellensémmerlingen
von oberhalb des ARA-Einlaufes geringer als unterhalb. Einzig der Fibrosie-
rungsgrad war nicht zu jedem Zeitpunkt geringer bei Fischen von oberhalb
des Einlaufes. Fibrosierung tritt bei der Regeneration eines Organes auf. Ein
hoherer Grad konnte somit bedeuten, dass die Regeneration stirker voran-
schreitet, was wiederum darauf hinweist, dass der Gesamtzustand der Forellen
von oberhalb des ARA-Einflusses besser war. Dies wird auch durch die ho-
here Privalenz, die hohere Mortalitét und die hohere Abwanderungsrate von
Fischen an der Kldrwasser — exponierten Stelle unterstitzt.

Mit den durchgefiihrten Untersuchungen konnte allerdings der Mechanismus,
der zu einer beeintriachtigten Gesundheit der Abwasser-ausgesetzten Fische
fiihrte, nicht ermittelt werden. Moglich wire ein Einfluss von Was-serinhalts-
stoffen, welche die Fische empfinglicher fiir einen Parasitenbefall machen,
was zu den hoheren Privalenzen und Parasitenmengen gefiihrt haben konnte.
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Andererseits kann nicht ausgeschlossen werden, dass Wasserinhaltsstoffe das
Wachstum von Bryozoen, dem Wirbellosen-Wirt von 7. bryosalmonae, ge-
fordert haben, was indirekt zu einer grosseren Parasitenmenge im Gewésser
und damit zu einem hdheren Infektionsdruck gefiihrt haben konnte. Beide
Mechanismen kommen als Ursache fiir die gefundenen Unterschiede in
Frage.

Unter Beriicksichtigung der kaum vorhandenen Temperaturunterschiede zwi-
schen den beiden Probestellen, bleibt als mogliche Ursache fiir die festgestell-
ten Unterschiede die Wasserqualitit. Trotzdem kann die eingangs aufgestellte
Hypothese nicht abschliessend bestétigt oder verworfen werden. Aber ein
Einfluss von geklartem Abwasser liess sich mit der Studie nachweisen, was
die okologische Relevanz von Abwasserzuleitungen in Gewdsser unter-
streicht. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass die durch den Makrozoobenthos-
Index gemessene Qualitétsunterschied des Wassers nur gering war und dass
sdmtliche Messwerte unterhalb der von der Schweizer Gesetzgebung vorge-
gebenen Grenzwerte lagen.

Mit Laborexperimenten soll in einem nichsten Schritt der Einfluss von ge-
klartem Abwasser auf die PKD bei Forellen unter kontrollierten Bedingungen
getestet werden. Mit der Exposition von Fischen an eine definierte Parasiten-
menge kann ausgeschlossen werden, dass die Dichte der Erreger eine Rolle
spielt und somit ein Einfluss auf die Empfianglichkeit bestimmt werden.
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Tierirztliche Betreuung von Fischen und anderen aquatischen
Tieren in GroBlaquarien
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Zusammenfassung:

Die tierdrztliche Betreuung von Fischen und anderen aquatischen Tieren, die
in einem Groflaquarium gehalten werden, stellt eine besondere Herausforde-
rung fiir den betreuenden Tierarzt dar.

Der Tierarzt hat es mit einer sehr groen Vielzahl an unterschiedlichen Spe-
zies zu tun. Diese stammen in der Regel aus verschiedenen geographischen
und klimatischen Regionen und aus Siif3-, Brack- und Meerwasser. Kennt-
nisse {iber das physiologische Verhalten und das Erscheinungsbild dieser di-
versen Arten sind essentiell. Dabei muss nicht nur das jeweilige Einzeltier,
sondern die Gruppe an Tieren, die zusammengehalten werden, betrachtet und
beurteilt werden. Die fiir die Haltung der jeweiligen Arten optimalen Wasser-
parameter miissen ebenfalls bekannt sein.

Essentiell ist es, auf eine Quaranténehaltung von Neuzugéngen hinzuwirken.
Diagnostische MaBnahmen an Tieren in Schaubecken sind hdufig nur mit gro-
Berem personellem und technischem Aufwand durchzufiihren, da insbeson-
dere grof3e Tiere nur schwer gefangen werden konnen. Die Untersuchungen
miissen in der Regel vor Ort durchgefiihrt werden, da ein Transport aus dem
GroBaquarium hinaus in den seltensten Fillen moglich ist. Miissen medika-
mentdse Behandlungen durchgefiihrt werden, so muss bekannt sein, ob alle
Spezies, die behandelt werden sollen, das zu verabreichende Medikament
iiberhaupt und auch in der notwendigen Dosierung vertragen. Zudem muss
abgewogen werden, ob eine Behandlung im Schaubecken erfolgen kann, oder
ob die betroffenen Tiere in ein Quarantinebecken umgesetzt werden miissen.
Da in GroBaquarien immer auch der Besucherverkehr bedacht werden muss,
konnen Behandlungen, die das Aussehen des Beckens veréndern, in der Regel
nur in Quarantine durchgefiihrt werden. Besondere Herausforderungen stel-
len hiufig Elasmobranchier dar, da diese Tiere oft empfindlicher als Kno-
chenfische reagieren und mit besonderer Vorsicht behandelt werden miissen.
Insgesamt ist es zu empfehlen, alle MaBBnahmen und Behandlungen sowie
Vertraglichkeit und Unvertraglichkeiten zu dokumentieren, um Erfahrungs-
werte zu sammeln.
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Summary

Working as a veterinarian in a large scale aquarium with fish and other aquatic
animals can be a challenge. The veterinarian has to deal with a very large
variety of different species. These are usually from different geographic and
climatic regions and from fresh, brackish and sea water. Knowledge of the
physiological behavior and appearance of these diverse species is essential.
Not only the individual animal, but the group of animals that are kept together,
must be considered and assessed. The optimal water parameters for each spe-
cies kept must also be known.

Quarantine is essential for new animals in the aquarium. Examinations of fish
in the public aquaria can often be carried out only with greater human and
technical effort, especially as large animals are very difficult to catch in some
cases. All examinations usually have to be carried out on site, since transport
from the large scale aquarium is rarely possible. If medical treatments have to
be carried out, it must be known whether all the species to be treated tolerate
the drug to be administered at all and in the required dosage. In addition, con-
sideration must be given to whether treatment can be carried out in the public
aquaria or whether the affected animals must be transferred to a quarantine
tank. Since large aquariums always have to consider public traffic, treatments
that change the appearance of the tank water can usually only be carried out
in quarantine. Treatments of elasmobranchs are a particular challenge because
these animals are often more sensitive than bony fish and must be treated with
extra care. Overall, it is recommended to document all examination results
and treatments as well as tolerability and intolerances in order to gain more
experience in the field.

Die tierdrztliche Betreuung von Fischen und anderen aquatischen Tieren, die
in einem GroBaquarium gehalten werden, stellt eine besondere Herausforde-
rung fiir den betreuenden Tierarzt dar.

Anders als bei der Betreuung von Teichwirtschaften, Aquakulturanlagen oder
auch privaten Fischhaltungen, hat der Tierarzt es nicht mit einer bis wenigen
gehaltenen Fischspezies, sondern mit einer sehr groflen Vielzahl an unter-
schiedlichen Spezies zu tun. Diese stammen in der Regel aus verschiedenen
geographischen und klimatischen Regionen und aus Sii3-, Brack- und Meer-
wasser. Hinzu kommen ebenfalls hidufig gehaltene weitere Tiere, wie Amphi-
bien, Krustazeen, Mollusken, Stein- und Weichkorallen, Anemonen und wei-
tere. Kenntnisse iiber das physiologische Verhalten und das Erscheinungsbild
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dieser diversen Arten sind essentiell. Dabei muss nicht nur das jeweilige Ein-
zeltier, sondern die Gruppe an Tieren, die zusammengehalten werden, be-
trachtet und beurteilt werden. Es ist nicht nur die Zusammensetzung der ver-
schiedenen Spezies entscheidend, sondern hdufig auch die Anzahl und Ge-
schlechterverteilung der Individuen innerhalb einer Spezies. Probleme kon-
nen mit sehr durchsetzungsféhigen Fischspezies auftreten. Andere Spezies da-
gegen sind besonders stressanfillig. Insbesondere fiir diese Tiere ist es wich-
tig den Besatz im Becken nach Moglichkeit konstant zu halten. Stress kann
insbesondere auch bei starkem Besucherverkehr auftreten und sollte bedacht
werden. Die besonders anfalligen Tiere kdnnen sehr gut als ,,Indikatortiere*
zur Einschétzung des Parasitenbefalls in einem Becken untersucht werden.
Nicht nur Zusammensetzung der Fischarten untereinander muss passen, son-
dern auch die der sonstigen gehaltenen Tiere. So sind beispielsweise bei grii-
nen Meeresschildkroten zwei ménnliche geschlechtsreife Tiere nur schwer
gemeinsam zu halten. Zudem kann man beobachten, dass bestimmte Fisch-
spezies mit Anemonen / Korallen nicht zu Recht zu kommen scheinen. Die
fiir die Haltung der jeweiligen Arten optimalen Wasserparameter miissen
ebenfalls bekannt sein. Hinzu kommt, dass in GroBaquarien ein stetiger Pub-
likumsverkehr herrscht und dass der optische Eindruck der einzelnen Schaub-
ecken zu jeder Zeit optimal sein sollte. Dies spielt insbesondere auch in Zu-
sammenhang mit Behandlungen mit wasserfairbenden Medikamenten eine
Rolle.

Essentiell ist es, auf eine Quaranténehaltung von Neuzugéngen hinzuwirken.
Wahrend der Quarantinezeit sollten die Tiere untersucht werden um, wenn
ndtig, vor dem Einsetzten in ein Schaubecken behandelt werden.

Diagnostische Mafinahmen an Tieren in Schaubecken sind hiufig nur mit gro-
Berem personellem und technischem Aufwand durchzufiihren, da insbeson-
dere grofle Tiere nur schwer gefangen werden kénnen. Zudem muss bedacht
werden, dass jeder Eingriff, wie das Fangen, das Transportieren und eventuell
die Haltung in einem Quaranténebecken, mit Stress fiir das betroffene Tier
verbunden ist und es muss abgewogen werden, ob die zu erwartenden Er-
kenntnisse diese Belastung gerechtfertigt. Die Untersuchungen miissen in der
Regel vor Ort durchgefiihrt werden, da ein Transport aus dem GroBaquarium
hinaus in den seltensten Féllen moglich ist. Eine mobile Ausstattung ist daher
genauso entscheidend wie Flexibilitdt und Improvisationswillen.

Miissen medikamentdse Behandlungen durchgefiihrt werden, so muss be-
kannt sein, ob alle Spezies, die behandelt werden sollen, das zu verabrei-
chende Medikament iiberhaupt und auch in der notwendigen Dosierung ver-
tragen. Im Zweifelsfall sollten Probebehandlungen weniger Tiere vorweg
durchgefiihrt werden. Zudem muss abgewogen werden, ob eine Behandlung
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im Schaubecken erfolgen kann, oder ob die betroffenen Tiere in ein Quaran-
tanebecken umgesetzt werden miissen. Da in GroBaquarien immer auch der
Besucherverkehr bedacht werden muss, konnen Behandlungen, die das Aus-
sehen des Beckens verdndern, in der Regel nur in Quarantine durchgefiihrt
werden.

Besondere Herausforderungen stellen hiufig Elasmobranchier dar, da diese
Tiere oft empfindlicher als Knochenfische reagieren und mit besonderer Vor-
sicht behandelt werden miissen. Ebenso herausfordernd ist die Beurteilung
von Untersuchungsergebnissen, wie zum Beispiel Blutwerten, von sehr selten
in Aquarien anzutreffende Arten. Hierfiir bietet es sich an bei Neuzugingen
Blut abzunehmen, um Referenzwerte des jeweiligen Tieres zu haben, die im
Krankheitsfall zum Vergleich herangezogen werden konnen.

Ziel ist bei der Betreuung von GroBaquarien die Vermeidung von Krank-
heitsausbriichen. Daher sollte der Zukauf nur aus bekannten Quellen erfol-
gen, eine strikte Quarantine im Aquarium oder bereits im Herkunftsbetrieb
sollte eingehalten werden und Untersuchungen in Quarantéine und ggf. Be-
handlungen sollten bei Bedarf durchgefiihrt werden. Der Stress durch Besu-
cher sollte so gut es geht reduziert werden, indem zum Beispiel keine wieder-
holten Abendveranstaltungen an mehreren aufeinanderfolgenden Tagen an-
geboten werden und keine Anderungen der Gruppenstruktur in der Ferienzeit
vorgenommen werden. Allgemeine HygienemaBnahmen, bedarfsgerechte
Fiitterung (soweit bekannt) und eine so gut wie mdglich artgerechte Haltung
sollten immer bedacht werden.

Insgesamt ist es zu empfehlen, alle Mafinahmen und Behandlungen sowie
Vertraglichkeit und Unvertraglichkeiten zu dokumentieren, um Erfahrungs-
werte zu sammeln.
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Weiterbildung zum Diplomate of Aquatic Animal Health — Eine
Konkurrenz fiir den deutschen Fachtierarzttitel?

Jung-Schroers, Verena*; Steinhagen, Dieter

Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Stiftung Tierdrztliche Hoch-
schule Hannover, Deutschland

Zusammenfassung

Der Dachverband fiir die Spezialisierung von Tierdrzten in verschiedenen
Fachbereichen auf europiischer Ebene ist das European Board of Veterinary
Specialisation (EBVS). Das EBVS besteht aus 26 verschiedenen Colleges, die
insgesamt 35 unterschiedliche Bereiche der Veterindrmedizin abdecken. In-
nerhalb Europas sind mehr als 3.300 Tierdrzte als European Veterinary Spe-
cialist™, also als européische Fachtierérzte, aktiv.

Einige Colleges sind bereits seit vielen Jahren etabliert und genieflen europa-
weit ein hohes Ansehen, wie zum Beispiel das European College of Veteri-
nary Pathologists, das bereits seit 1995 besteht. Erst vor wenigen Jahren, im
Jahre 2014, wurde das European College of Aquatic Animal Health (ECAAH)
gegriindet. Das Ziel des ECAAH besteht darin, zur Erhaltung und Verbesse-
rung der Qualitét der tierdrztlichen Ausbildung und der Versorgung mit spe-
zialisierten Tierdrzten fiir die Gesundheit von in Gefangenschaft gehaltenen
oder wildlebenden Fischen und anderen im Wasser lebenden Tieren (Aus-
nahme: Sdugetiere, Vogeln, Reptilien) in ganz Europa beizutragen.

Ublicherweise werden in den ersten fiinf Jahren nach Collegegriindung geeig-
nete Tierdrzte nach Vorlage diverser Nachweise, wie unter anderem einer
mindestens 10-jahrigen Téatigkeit in und mindestens zehn hochrangigen Pub-
likationen auf dem entsprechenden Gebiet und dem Nachweis internationaler
Kooperationen als De-Facto-Diplomates, also als européische Fachtierdrzte,
zugelassen. Diese sollen innerhalb der ersten flinf Jahre das College aufbauen
und insbesondere Training-Zentren und assoziierte Satelliten- Zentren griin-
den, in denen zukiinftig eine Weiterbildung von Tierdrzten in Form einer Re-
sidency zum Diplomate durchgefiihrt werden kann. Fiir das ECAAH wird
diese 5-jahrige Frist im Jahr 2019 ablaufen. Bisher wurden 27 European Ve-
terinary Specialists for Aquatic Animal Health aus insgesamt 9 verschiedenen
europdischen Liandern als De-Facto-Diplomates anerkannt.

Im Herbst 2018 sollen insgesamt vier Training-Zentren und mehrere Satelli-
ten-Zentren, die bereits festgelegt wurden, anerkannt werden, so dass ab Ende
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2018 eine Weiterbildung auf européischer Ebene erfolgen kann. In Deutsch-
land soll die Abteilung Fischkrankheiten der Tierédrztlichen Hochschule Han-
nover als Training-Zentrum anerkannt werden. Die Weiterbildung im Rah-
men des ECAAH beinhaltet die diagnostische Arbeit sowie Forschungsttig-
keiten im jeweiligen Training-Zentrum ebenso wie Aufenthalte in den asso-
ziierten Satelliten- Zentren, die in der Regel auf spezifische Teilbereiche, wie
zum Bespiel Muschelkrankheiten, spezialisiert sind. Teil der Weiterbildung
sind demnach nicht nur Erkrankungen von in Deutschland gehaltenen oder
bedeutenden Fischspezies, sondern auch Krankheiten von aquatischen Tieren,
die in anderen europédischen Landern eine grofle Bedeutung haben. Die Wei-
terbildung soll demnach auf europdischer Ebene erfolgen und die Diplomates
des ECAAH sollen in der Lage sein, auch in anderen européischen Lindern
hochqualifizierte Diagnostik fiir Fische und andere aquatische Tiere anbieten
zu konnen. Dies unterscheidet die Weiterbildung von der Weiterbildung zum
deutschen Fachtierarzt, bei dem in der Regel die in Deutschland gehaltenen
Fische und der diagnostische Aspekt im Vordergrund stehen. Eine direkte
Konkurrenz der beiden Weiterbildungsformate ist daher aufgrund der unter-
schiedlichen Schwerpunktsetzung nicht zu befiirchten und es ist sogar anzu-
nehmen, dass sich beide Weiterbildungsformen gegenseitig ergdnzen kdnnen.
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Charakterisierung bakterieller Infektionen in Schweizer Nutz- und
Zierfischen: eine retrospektive Studie von 2000 bis 2017

G. Delalay ', J. Berezowski?, N. Diserens® und H. Schmidt-Posthaus'

1Y Zentrum fiir Fisch- und Wildtiermedizin, Universitit Bern, Schweiz
2) Veterinary Public Health Institut, Universitit Bern, Schweiz
%) Koipraxis GmbH, Ulmiz, Schweiz

Zusammenfassung

Aquakultur ist einer der am stirksten wachsenden Landwirtschaftszweige
weltweit mit einem hohen dkonomischen Wert. Bakterielle Infektionen sind
wichtige Risikofaktoren, die sowohl die Aquakultur wie auch Zierfische ge-
fahrden kénnen. Einige Bakterienspezies sowie Aquakulturformen sind be-
kannt als potentielle Risikoquelle, aber bis heute liegt keine umfassende Stu-
die vor, die bakterielle Infektionen in der Schweizer Aquakultur und im Zier-
fischbereich untersucht hat. In der vorliegenden Studie wurden 1448 Bakte-
rienisolate aus 1134 Einsendungen von Nutz- und Zierfischen untersucht, die
im Zeitraum 2000 bis 2017 an das Zentrum fiir Fisch- und Wildtiermedizin
gesendet wurden. Die Herkunft der Einsendungen und die zeitliche Entwick-
lung wurden dokumentiert. Bei Nutzfischen zeigte sich ein Einfluss des
Farmtyps mit 6x mehr Nachweisen bakterieller Infektionen in Fischfarmen
mit Biosuisse Label verglichen zu konventionellen Fischfarmen. Flavobac-
teriaceae, Aeromonas salmonicida und Yersinia ruckeri wurden am haufigs-
ten in Nutzfischen diagnostiziert, wahrend motile Aeromonaden und Vibrio
spp- am héufigsten aus Zierfischen isoliert wurden. Ein Grossteil der Fisch-
farmen entwissert direkt in Oberflichengewdsser. Weitere Forschung ist no-
tig, um Risikofaktoren und die Gefahr des Eintrags bakterieller Erreger und
auch Antibiotikaresistenzen in freie Gewésser besser einschitzen zu kdnnen.

Summary

Aquaculture is a rapidly growing field of food production of high economic
importance. Bacterial infections are an important threat to aquaculture growth
and also a common problem in ornamental fish. Some pathogenic agents and
aquaculture production types are reported to be associated with increased dis-
ease. However, a comprehensive description of bacterial pathogens causing
disease in Swiss aquaculture and ornamental pet fish is still missing. In this
study we describe 1448 bacterial isolations originating from 1134 diagnostic
laboratory submissions from farmed and ornamental fish in Switzerland for
the period from 2000 to 2017. Bacterial isolations in fish submitted from or-
ganic farms were approximately six times more frequent than in conventional
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fish farms. Flavobacteriaceae, acromonads and Yersinia ruckeri were the
most common isolates from aquaculture, and motile acromonads and Vibrio
spp. were most often isolated from ornamental fish. Further research is
needed to better characterize risk factors for bacterial infections in both aq-
uaculture and aquarium fish in Switzerland.

Einfiihrung

Mit dem Wachsen der Aquakultur wird Fischzucht in der Schweiz immer
wichtiger (Food & Agriculture Organization of the United Nation 2012).
Aber auch in Zoos, Aquarien und als Heimtiere nimmt die Anzahl Fische
immer weiter zu. Bakteriell bedingte Infektionen spielen eine wichtige Rolle
in der Aquakultur, einerseits aus 6konomischen Griinden (Lafferty et al.
2015), anderseits aus Tierschutzgriinden (Ellis et al. 2012). In der Schweiz
konzentriert sich die Aquakultur auf Salmoniden, v.a. Regenbogenforellen.
Flavobacteriaceae, Aeromonaden und Yersinia ruckeri sind bekannte Patho-
gene in der Salmoniden-Aquakultur (Austin & Austin 2016). Motile Aero-
monaden und Vibrio spp. wurden am héufigsten mit Zierfischerkrankungen
in Verbindung gebracht (Austin and Austin 2016). In dieser Studie wurden
bakterielle Infektionen in Zucht- und Zierfischen charakterisiert und mogli-
che Risikofaktoren identifiziert.

Methoden

Als Grundlage fiir diese Studie dienten Einsendungen an das Zentrum fiir
Fisch- und Wildtiermedizin, bei denen eine bakterielle Infektion als Krank-
heitsursache identifiziert wurde. Der Datensatz umfasste 1448 Bakterien-iso-
lationen aus 1134 Einsendungen. Diese Daten wurden auf 19 Variable unter-
sucht, z.B. Besitzer, Postleitzahl, Fischspezies, Alter, Jahreszeit, Bakterien-
spezies, endgiiltige Diagnose, etc. Aus einer fritheren Studie wurden Daten
iiber Aquakulturtyp, Bodenbeschaffenheit, Wasserquelle, Entwésserung und
Produktionsvolumen ergénzt (Diserens et al. 2013). Die Untersuchungsperi-
ode umfasste 18 Jahre, von 2000 bis 2017.

Resultate

54 % der Einsendungen stammten von Zuchtfischen, 23 % von Aquarienfi-
schen, 22 % von Teichfischen. Die meisten Fischfarmen, die Speisefische
produzieren, arbeiteten mit Tanks oder Langsrinnen (77 %) und Teichen (50
%). 90 % (44 Fischzuchten) der Fischzuchten sind konventionelle Farmen,
von denen 56.8 % aller Einsendungen (256 Einsendungen) stammten. 10 %
(5 Zuchten) der Fischzuchten besitzen ein zertifiziertes Biolabel. 195 (43.2
%) der Einsendungen stammten aus diesen Biofarmen.

Von diesen stammten jedoch 95 Einsendungen aus einer Farm. 87 % der
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Fischzuchten entwéssern direkt in Oberflachengewisser. 41 % der identifi-
zierten Bakterien gehorten zu den Flavobacteriaceae, 34 % Aeromonas spp.,
v.a. bewegliche Aeromonaden, lediglich 22 % der Aeromonaden wurden als
A. salmonicida, der Erreger der Furunkulose identifiziert. Fische, die zu Spei-
sezwecken gehalten werden, zeigten v.a. Infektionen mit Flavobacteriaceae,
Aeromonaden, inkl. 4. salmonicida, und Y. ruckeri. Zierfische waren vor-
nehmlich mit beweglichen Aeromonaden und Vibrio spp. infiziert.
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Figur 1: Verteilung der Fischspezies im Untersuchungsgut, Angabe in %.

Regenbogenforellen stellten die am meisten reprisentierte Spezies dar, ge-
folgt von Koi Karpfen.
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Diskussion

Fische von Farmen mit Biostandard zeigten 6x mehr bakterielle Infektionen
als Fische aus konventionellen Fischzuchten. Eine mdgliche Erklarung hier-
fiir sind strukturelle Verdnderungen in den Fischbecken, z.B. natiirliche Bo-
denbeschaffenheit mit Steinen und Versteckmdglichkeiten, die als Umge-
bungsaufwertung in der Biofischzucht vorhanden sind. Diese Strukturen kon-
nen die Hygiene beeintrachtigen, wodurch bakterielle Infektionen begiinstigt
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werden konnen (Baynes and Howell 1993). Die meisten Fischfarmen entwis-
sern ihr Abwasser direkt in Oberflichengewésser, ohne vorgéngige Behand-
lung. Flavobacterium spp., motile Aeromonaden, A. salmonicida und Y. ru-
ckeri wurden am hiufigsten aus Aquakulturanlagen isoliert. Diese Bakterien
sind jedoch auch pathogen fiir viele Wildfische (Apablaza et al. 2013). Somit
besteht die Gefahr der Ubertragung zwischen Zucht- und Wildfischen (Har-
vell et al. 1999).
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Diagnostische Methoden zur Identifizierung und Differenzierung
von Shewanella spp.

Jung-Schroers, Verena*'; Jung, Arne?; Ryll, Martin?; Bauer, Julia'; Teitge,
Felix!; Steinhagen, Dieter!

1) Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Stiftung Tierérztliche
Hochschule Hannover, Deutschland;
%) Klinik fiir Gefliigel, Stiftung Tierérztliche Hochschule Hannover,
Deutschland

Zusammenfassung

Shewanella spp. sind Gram-negative, stibchenférmige, bewegliche Bakte-
rien, die im aquatischen Milieu und sowohl im Sii3- als auch im Meerwasser,
weit verbreitet sind. Die Bakterien sind Bestandteil der physiologischen Mik-
roflora von Fischen aus geméafBigten Klimazonen, kommen aber auch als Ver-
derbniserreger in Fischprodukten vor.

Sowohl von klinisch gesunden Fischen als auch von Fischen mit Hautulzera-
tionen konnen Shewanella spp. regelmifig isoliert werden, was ihre mogli-
che Bedeutung als fakultative Fischpathogene unterstreicht.

74 Isolate von Shewanella spp., die von Hautulzerationen von Fischen, von
der Haut klinisch gesunder Fische, aus dem Darm gesunder Fische und aus
Wasserproben isoliert wurden, wurden néher untersucht. Zur Speziesidenti-
fizierung wurden klassische biochemische Untersuchungen durchgefiihrt, ein
Fragment des 16S rRNA Gens wurde amplifiziert und sequenziert und die
Isolate wurden mittels MALDI-TOF MS und dem Sherlock Microbial Iden-
tification System (MIS), durch das eine Identifizierung aufgrund der Zusam-
mensetzung der Fettsdureethylester vorgenommen wird, untersucht. Zusétz-
lich wurde die phylogenetische Verwandtschaft der Isolate sowie deren Zy-
totoxizitét in vitro und Resistenzen gegeniiber Antibiotika untersucht. Als am
besten geeignetste Methode zur Speziesidentifizierung stellte sich die Se-
quenzierung eines Fragments des 16S rRNA Gens heraus. Mittels dieser Me-
thode konnten sechs verschiedene Spezies identifiziert werden, ndmlich S.
algae (1 Isolat), S. baltica (9 Isolate), S. oneidensis (41 Isolate), S. putrefa-
ciens (3 Isolate), S. seohaensis (7 Isolate) und S. xiamenensis (13 Isolate).
Alle analysierten Sequenzen wiesen mindestens eine 98,5%ige Ahnlichkeit
zu Referenzsequenzen aus der Datenbank auf. Sowohl von erkrankten Fi-
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schen, als auch von klinisch gesunden Fischen und aus der aquatischen Um-
welt konnten unterschiedliche Spezies Shewanella sp. isoliert werden. Das
zeigt, dass Shewanella spp. im aquatischen Milieu weit verbreitet vorkom-
men und sekundére Pathogene fiir Fische darstellen konnen. Die Pathogenitit
von Shewanella spp., ermittelt anhand der Zytotoxizitit in vitro, scheint dabei
offensichtlich nicht abhédngig von der spezifischen Spezies zu sein, sondern
vom jeweiligen Isolat. Viele Isolate von Shewanella spp. wiesen multiple Re-
sistenzen gegeniiber verschiedenen antibiotisch wirksamen Substanzen auf,
insbesondere Isolate, die von Fischen aus dem Handel isoliert wurden. Aus
diesem Grund ist es empfehlenswert in der Routinediagnostik alle isolierten
Shewanella spp. auf das Auftreten von Resistenzen gegeniiber Antibiotika zu
testen.
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Diagnostische Methoden zur Identifizierung von Aeromonas spp.
und Untersuchungen zur Pathogenitit, Zytotoxizitit und Adhé-
sion an Fischmukus

Jung-Schroers, Verena*!; Jung, Arne?; Ryll, Martin?; Bauer, Julia'; Teitge,
Felix!; Steinhagen, Dieter!

1) Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Stiftung Tierérztliche
Hochschule Hannover, Deutschland;
2) Klinik fiir Gefliigel, Stiftung Tierérztliche Hochschule Hannover,
Deutschland

Zusammenfassung

Die Gattung Aeromonas, die zur Klasse der Gammaproteobacteria und zur
Familie Aderomonadaceae gehort, wird gebildet aus Gram-negativen, nicht
Sporen bildenden, stdbchenformigen, fakultativ anaeroben Bakterien. Aero-
monaden sind ubiquitir in der Umwelt zu finden, insbesondere in aquati-
schem Milieu, und stellen obligatorische oder fakultativ pathogene Krank-
heitserreger von Menschen und Tieren dar. Aeromonas salmonicida, die ein-
zige unbewegliche Spezies innerhalb der Gattung und der Erreger der Furun-
kulose bei Salmoniden, ist obligat pathogen fiir Fische, wéhrend die beweg-
lichen Aeromonaden als fakultativ pathogene Krankheitserreger von Fischen,
Amphibien und anderen im Wasser lebenden Tieren und auch des Menschen
bekannt sind.

Es wurden 44 bereits charakterisierte Aeromonas spp. untersucht. Zur Identi-
fizierung wurden biochemische Tests, 16S rRNA Sequenzierung, Sequenzie-
rung des gyrB Gens, das fiir die B-Untereinheit der DNA Gyrase codiert,
MALDI-TOF MS und das Sherlock Microbial Identification System (MIS),
mit dem die Zusammensetzung der Fettsdureethylester bestimmt wird, ver-
glichen. Zudem wurden die phylogenetische Verwandtschaft der Isolate so-
wie das Vorhandensein von Pathogenitétsfaktoren, ihre Zytotoxizitét in vitro,
ihre Adhésion an Fischmukus und Resistenzen gegeniiber Antibiotika getes-
tet.

Am geeignetsten zur Identifizierung der Spezies stellte sich die Messung mit-
tels MALDI-TOF MS und die Sequenzierung des gyrB Gens dar. Die meisten
Pathogenitétsfaktoren wurden in Isolaten von A. dharkensis, A. hydrophila
und 4. salmonicida nachgewiesen und insbesondere Isolate von 4. dharken-
sis und A. hydrophila zeigten eine groBe zytotoxische Aktivitdt. Allerdings
schien die Pathogenitit von Aeromonaden nicht generell abhéngig von der
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Spezies, sondern vielmehr abhéngig vom jeweiligen Isolat zu sein. Viele Iso-
late von Aeromonas spp. wiesen multiple Resistenzen gegeniiber antibiotisch
wirksamen Substanzen auf. Dieses Ergebnis muss aufgrund der ubiquitiren
Natur dieser Bakterien und des Vorkommens verschiedener Pathogenitéts-
faktoren als kritisch bewertet werden.

Die Anfertigung eines Antibiogramms sollte daher eine Standarduntersu-
chung sein, bevor Fische mittels Antibiotika behandelt werden, um die Ent-
wicklung resistenter Isolate zu verringern und um sicherzustellen, dass eine
wirksame antibiotische Substanz gegen die nachgewiesenen Bakterien ein-
gesetzt wird.
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Infectious Spleen and Kidney Necrosis Virus (ISKNV) in Zierfi-
schen in Deutschland

Jung-Schroers, Verena*; Adamek, Mikolaj; Bauer, Julia; Teitge, Felix;
Steinhagen, Dieter

Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Stiftung Tierérztliche Hoch-
schule Hannover, Deutschland

Zusammenfassung

Megalocytiviren gehdren zur Familie der Iridoviridae und kdnnen in drei
Subgruppen unterteilt werden: Infectious Spleen and Kidney Necrosis virus
(ISKNV), Red Sea Bream Iridovirus und Turbot Reddish Body Iridovirus.

Infektionen mit diesen Viren kdnnen systemische Infektionen und hohe Ver-
luste in diversen Meerwasser- und SiiBwasserfischspezies verursachen. Be-
troffen sind Fische aus Aquakulturanlagen und Zierfische. In Deutschland
wurden 2014 erstmals Infektionen mit ISKNV in Zierfischen, genauer in
Platys und Skalaren, durch die Autoren dieser Arbeit beschrieben. Die infi-
zierten Fische waren anorektisch und lethargisch und wiesen Kiemenschwel-
lungen und Hautverdnderungen auf. Die Mortalitétsrate betrug bis zu 100%.
Histologisch konnten hochgradige Verdnderungen in fast allen inneren Orga-
nen nachgewiesen werden. Insbesondere in Milz, Leber und Niere zeigten
sich Nekrosen und eine grofle Anzahl hypertrophischer, in der HE-Féarbung
intensiv pink gefdarbte Zellen, die diffus verteilt im Gewebe vorkamen.

Seit Mérz 2016 bendtigen Héandler, die Fische nach Australien exportieren
mochten, eine Bescheinigung iiber die Untersuchung und die Freiheit ihrer
Fische von ISKNV. Aus diesem Grund wurde an der Abteilung Fischkrank-
heiten der Tierdrztlichen Hochschule Hannover die Untersuchung mittels
PCR auf ISKNV in die Routinediagnostik aufgenommen. Zwischen Anfang
2016 und Mitte 2018 wurden insgesamt Proben von 455 Fischen auf ISKNV
untersucht. Dabei wurden Gewebe von 31 verschiedenen Fischspezies aus 9
unterschiedlichen Familien sowohl aus Sii3- als auch aus Meerwasser unter-
sucht. Bei allen untersuchten Fischspezies handelte es sich um Arten aus tro-
pischen oder subtropischen Regionen. Die Siilwasserfischarten stammten
urspriinglich aus Nordamerika, Mittelamerika, Siidamerika, Siidostasien,
und Ostafrika. In acht der untersuchten Fische wurden ISKNV-Genomfrag-
mente nachgewiesen. Ein Apistogramma nijesseni, ein Symphysodon sp.,
zwel Betta splendens, zwei Colisa lalia, ein Xiphophorus hellerii und ein
Xiphophorus maculatus wurden positiv auf ISKNV getestet. In keiner der
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fiinf untersuchten Fischspezies aus dem Meerwasser und in keinem der 412
getesteten Buntbarsche aus Ostafrika konnte ISKNV nachgewiesen werden.
Bis heute gibt es keine beschriebenen Nachweise von ISKNV in ostafrikani-
schen Cichliden und es ist nicht bekannt, ob diese Fische empfanglich fiir das
Virus sind. Insgesamt ist es aufgrund der teilweise sehr progressiven Ver-
laufsform einer ISKNV-Infektion verbunden mit teils sehr hohen Mortali-
tatsraten zu empfehlen, Neuzugénge von Zierfischen zunéchst separat in
Quarantine zu halten und vor dem Weiterverkauf auf eine Infektion mit IS-
KNV zu testen
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Apoptose, Geisterzellen oder doch Einzeller?

Seibel, Henrike*
Gesellschaft fiir Marine Aquakultur, Deutschland

Zusammenfassung

Im Rahmen einer Studie wurden 4 um dicke, histologische Schnittpréiparate
von in Paraffin eingebetteten Darmabschnitten von juvenilen Regenbogenfo-
rellen (Oncorhynchus mykiss) Forellen angefertigt und Himatoxylin und Eo-
sin gefarbt.

Wihrend der Beurteilung der Enterozyten fielen vermehrt kreisrunde Struk-
turen mit einem deutlich eosinophilen Zytoplasma und ein bis zwei, selten
auch fragmentiert erscheinenden, basophilen Kernbestandteilen, welche
meist randstidndig zu finden waren, auf. Die Strukturen waren immer von ei-
nem optisch leeren Hof, kreisformig umgeben. Teilweise schienen Zellteilun-
gen vorzuliegen.

Mittels PAS und Giemsa lieen sich die Strukturen nicht anférben und das
Auftreten korrespondierte nicht mit einer Entziindungsreaktion, einer ver-
stiarkten Ausbildung von Vakuolen in Enterozyten oder anderen augenfilli-
gen pathologisch-histologischen Auffilligkeiten. Es fiel jedoch auf, dass sie
hiufiger im Darmepithel von Fischen, welche mit einem vermehrten Anteil
von Sojabohnenmehl in der Futterration gefiittert wurden, auftraten.

Um was konnte es sich handeln? Fiir apoptotische Zellen erscheinen sie zu
homogen in ihrem gesamten Erscheinungsbild und es ist fraglich, warum sich
ein optisch leerer Raum gebildet hat. Auch bei Geisterzellen sind Kern und
Zytoplasmadetails in der Regel nicht mehr nachvollziehbar. Diese stellen sich
hier jedoch sehr deutlich dar. Einzeller hétten sich jedoch mittels Giemsa an-
farben lassen sollen.
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Immunreaktionen auf carp edema virus Infektion bei Karpfen -
ein Modell fiir eine Inmunsuppression?

Adamek, Mikolaj*!; Teitge, Felix'; Jung-Schroers, Verena'; Piackova, Ve-
ronika?; Gela, David?; Kocour, Martin?; Steinhagen, Dieter!

1) Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Stiftung Tierérztliche
Hochschule Hannover, Deutschland;
2) South Bohemian Research Center of Aquaculture and Biodiversity of Hy-
drocenoses, Faculty of Fisheries and Protection of Waters, University of
South Bohemia in Ceské Budg&jovice, Czech Republic

Zusammenfassung

Viren mit groBBeren Genomen neigen dazu, mehrere immunmodulatorische
Proteine zu kodieren, die sich entwickelten, um eine erfolgreiche Replikation
und Ubertragung dieser Viren sicherzustellen. Pockenviren sind Viren aus
einer der Familien, die am haufigsten dafiir bekannt sind, Immunantworten
auszuweichen. Sie sind in der Lage, den Beginn der Apoptose, die Produktion
von Interferonen, von inflammatorischen Zytokinen und die Aktivitidt von
zytotoxischen T-Lymphozyten, von B-Lymphozyten und von natiirlichen
Killerzellen zu modulieren. Fische sind nur fiir eine begrenzte Anzahl von
Pockenviren empfanglich, wobei das carp edema virus (CEV) und das salmon
gill poxvirus (SGPV) in einem gewissen Ausmall untersucht werden. Die
Etablierung eines Infektionsmodells mit CEV-resistenten und empfanglichen
Karpfenstimmen ermoglichte uns erstmals die Untersuchung der Immunant-
wort von Fischen auf fischpathogene Pockenviren. Die Sterblichkeit von Koi
kann innerhalb von zwei Wochen nach einer Infektion mit CEV 100 % errei-
chen, wihrend bei Amur Wildkarpfen (AS) keine Anzeichen einer klinischen
Erkrankung bemerkt werden konnen. Wihrend des Hohepunkts einer klini-
schen KSD (Tage 6 und 9 nach der Infektion) konnte bei Koi die Entwicklung
einer schweren Leukopenie und einer Granulozytose festgestellt werden. Bei
KSD-resistenten AS blieben dagegen die Ergebnisse der differentiellen Zah-
lung von Blutzellen stabil. Dies fiihrte zu der Frage, wie die Haupt-Immun-
antworten in diesen beiden Fischgruppen wihrend einer CEV-Infektion re-
guliert werden. Wir haben die mRNA-Expression ausgewéhlter immunolo-
gischer Markergene in Kiemen (dem Zielgewebe fiir das Virus) und Niere
(eines der wichtigsten immunologischen Gewebe von Fischen, aber mit einer
sehr begrenzten CEV-Infektion) gemessen. Im Allgemeinen konnte eine
Hochregulierung von pro-inflammatorischen und eine Herunterregulierung
von mehreren anderen Immun-Reaktionen beobachtet werden. Das Ausmaf}
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der Verdnderungen war in den Kiemen héher als in der Niere. Die mRNA-
Spiegel von il1b waren extrem erhoht (iiber 200-fach), wihrend die Expres-
sionsniveaus der Gene cd4, tcr a2, casp8-9, igm 2-14-fach herunterreguliert
waren. Fiir andere Gene: mpo und cd8 blieb die Expression weitgehend un-
verdndert. Interessanterweise reagierten die KSD-resistenten Fische nicht auf
die Infektion in irgendeiner nachweisbaren Weise und nur eine Inos-Hochre-
gulation wurde bemerkt. Diese ersten Ergebnisse konnten darauf hindeuten,
dass die klinische Entwicklung der KSD von einer Unterdriickung der T- und
B-Zell-Antworten begleitet wird, die eine Ursache fiir die Entwicklung von
Sekundérinfektionen sein konnte
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Evaluierung neuer Virusinfektionsmodelle fiir Zebrafische

Adamek, Mikolaj*!; Rakus, Krzysztof?; Podlasz, Piotr®; Mojzesz, Miriam?;
Way, Keith?*; Steinhagen, Dieter!

1) Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Stiftung Tierérztliche
Hochschule Hannover, Deutschland
2) Department of Evolutionary Immunology, Institute of Zoology and Bio-
medical Research, Jagiellonian University, Poland
3) Department of Pathophysiology, Forensic Veterinary and Administration,
Faculty of Veterinary Medicine, University of Warmia and Mazury, Poland
) Centre for Environment, Fisheries and Aquaculture Science, UK

Zusammenfassung

Der Zebrafisch (Danio rerio) gehort zu den Cypriniden, der gleichen Familie
wie die drei besten Zuchtfische in der globalen Aquakultur: Silberkarpfen
(Hypophthalmichthys molitrix), Graskarpfen (Ctenopharyngodon idella) und
Karpfen (Cyprinus carpio). Die Produktion der karpfenartigen Fische er-
reichte 2015 15,3 Mio. Tonnen, was 20 % der weltweiten Aquakulturproduk-
tion ausmacht. Mit dem bedeutenden biotechnologischen Fortschritt in der
Genetik wird der Zebrafisch zu einem interessanten Modell fiir die Untersu-
chung von Immunantworten auf Infektionserreger, die bei anderen Cyprini-
den Krankheiten verursachen. Auf der Suche nach neuen viralen Modellen,
die im Zebrafisch erforscht werden konnten, testeten wir ZF4- und SJD1-
Zellen auf ihre Anfiélligkeit fiir verschiedene Viren einschlieBlich der cyp-
rinid herpesvirus 1 and 3 (CyHV-1 und CyHV-3), chum salmon reovirus
(CSV), common carp iridovirus (CCIV) und common carp paramyxovirus
(CCPV). Als Positivkontrollen wurden das viral haemorrhagic septicaemia
virus (VHSV), infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) und spring vi-
remia of carp virus (SVCV) verwendet. Die Viren CSV, CCIV, aber nicht
CCP waren in der Lage, in ZF4- und SJD1-Zellen zu replizieren. Interessan-
terweise waren auch CyHV-1 und CyHV-3 in der Lage zu replizieren, je-
doch war die Virus-mRNA auf einem sehr niedrigen Niveau und es konnte
kein zytopathischer Effekt festgestellt werden, was nur eine teilweise Kom-
patibilitéit dieser Viren mit den Zellen nahelegt. Typ-I- Interferon-Antworten
wurden fiir ausgewédhlte Virusmodelle gemessen. ZF4-Zellen embryonalen
Ursprungs zeigten sehr schwache Typ-I-IFN-Antworten auf alle Virusinfek-
tionen, wihrend SJD1-Zellen (Fibroblasten von erwachsenen Fischen) eine
erhohte Typ [-IFN-Antwort gegeniiber CSV, jedoch nicht gegeniiber CyHV-
1 und CyHV-3 zeigten. Dies konnte darauf hindeuten, dass ZF4-Zellen fiir
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die Uberwachung von antiviralen Antworten nur eingeschrinkt geeignet
sind. Weiterhin scheint es, dass CyHV-1- und CyHV-3-Infektionen in SJID1-
Zellen auf einem sehr niedrigen Niveau verbleiben, das in den Zellen nur
schwer zu detektieren ist. Basierend auf den In- vitro-Ergebnissen wahlten
wir CyHV-3, CCIV und CSV fiir in vivo Untersuchungen aus und erste Er-
gebnisse aus den Infektionsexperimenten mit adulten Zebrafischen werden
vorgestellt.
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Kiemenentziindungen beim Huchen (Hucho hucho) mit assozi-
ierten Epitheliocystis-Strukturen im Kiemenepithel

Steinbauer, Peter®; Kappe, Eva

Tiergesundheitsdienst Bayern e.V., Senator-Gerauer-Strasse 23, 85586
Poing, Deutschland

Zusammenfassung

Der auch als Donaulachs bezeichnete Huchen ist ein natiirlich im Donauein-
zugsgebiet vorkommender rauberischer Vertreter der Salmoniden, der in der
roten Liste als stark gefdhrdet aufgefiihrt ist. Neben einigen wenigen natiirli-
chen Reproduktionsgebieten wird der Bestand durch BesatzmaBBnahmen mit
in Teichwirtschaften aufgezogenen Tieren gestiitzt.

Seit 2014 wurde bei Untersuchungen des bayerischen Fischgesundheitsdiens-
tes an erkrankten Huchen unterschiedlicher Altersklassen in 4 Féllen ein
Krankheitsbild mit deutlichen klinischen und pathologisch-anatomischen
Kiemensymptomen vorgestellt. Bei der histologischen Untersuchung der
Kiemen waren Epithelhyperplasien mit teilweiser Verschmelzung der Sekun-
dérlamellen, nekrotisierende Kiemenentziindungen sowie charakteristische,
basophile Einschliisse im Kiemenepithel nachweisbar.

Weiterfiihrende molekularbiologische Untersuchungen mittels PCR bei 2 be-
troffenen Huchen-Besténden im Jahr 2018 ergaben neben dem Nachweis von
Epitheliocystis-Strukturen einen positiven Nachweis von Candidatus Bran-
chiomonas cysticola sowie in einem der beiden Fille zusitzlich von Candi-
datus Clavoclamydia salmonicola. Die ursdchlichen Erreger fiir Epithelio-
cystis-Erkrankungen der Salmoniden werden nach jiingsten Erkenntnissen
den B-Proteobacteria zugeordnet. Die genannten Erreger werden in Norwe-
gen und Schottland mit multifaktoriellen Kiemenerkrankungen beim Atlan-
tischen Lachs (Salmo salar) in Verbindung gebracht.
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Ist das common carp paramyxovirus nur ein sekundirer Erreger
bei Fischen, die von koi sleepy disease betroffen sind?

Adamek, Mikolaj*'; Kleingeld, Dirk W.%; Teitge, Felix'; Bergmann, Sven
M.3; Steinhagen, Dieter!

1) Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Stiftung Tierérztliche
Hochschule Hannover, Deutschland
2) Task-Force Veterinirwesen, Niedersichsisches Landesamt fiir Ver-
braucherschutz und Lebensmittelsicherheit, Hannover, Deutschland
%) Institut fiir Infektionsmedizin, Friedrich-Loeffler-Institut Bundesfor-
schungsinstitut fiir Tiergesundheit, Greifswald-Insel Riems, Deutsch-
land

Zusammenfassung

In den letzten 20 Jahren wurden in Deutschland, Belgien und Grof3britannien
mehrere common carp paramyxovirus (CCPV) Isolate von Karpfen mit Kie-
men-Nekrose erhalten. Uber dieses Virus und seine Verbreitung in der Um-
welt ist noch sehr wenig bekannt. Mitte 2016 wurde ein Diagnoseverfahren
in der Diagnostikabteilung an der Abteilung Fischkrankheiten und Fischhal-
tung der Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover eingefiihrt, das die
Sammlung von diagnostischen Proben in RNAlater und das Screening auf
das Vorhandensein von RNA,die spezifisch fiir ein nicht weiter klassifizier-
tes mutmalBlich common carp paramyxovirus beinhaltete. Das Virus war ei-
nige Jahre zuvor vom Friedrich-Loeffler-Institut in Deutschland isoliert wor-
den. In insgesamt 43 Proben, die 2016 mittels einer Endpunkt-RT-PCR ge-
screent wurden, waren sechs positiv fiir die RNA des CCPV. Ein zusétzlicher
Satz von 40 Proben, die in den Jahren 2009-2015 gesammelt worden waren,
wurden gescreent und als negativ befundet. Die sechs CCPV-positiven Fi-
sche stammten aus vier unabhingigen Fillen. In zwei Féllen wurden Proben
von Koi gesammelt, die dhnliche Symptome wie koi sleepy disease aufwie-
sen, und es wurde bestétigt, dass diese Fische moderate Viruslasten des carp
edema virus (CEV) trugen (von 1,13E + 02 bis 4,70E + 04 Kopien). In den
beiden anderen Fillen zeigte eine begrenzte Anzahl von Individuen aus
Karpfenzuchten unspezifische klinische Anzeichen und beherbergte auch
Koinfektionen mit Parasiten. Geringe Verluste (unter 10%) wurden gemel-
det. Diese Fische waren negativ fiir CEV. Mit der Verwendung der PCR fiir
CCPV haben wir auch bestitigt, dass es sich bei den archivierten Virusisola-
ten 1551 und 1609, die Ende 1990 von Fischen isoliert worden waren, die an
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Kiemen-Nekrose litten, um das gleiche Virus handelte. Diese beiden Isolate
wachsen in aktuellen Fibroblasten-Zelllinien (CCB, KF-1, KFC), die aus
Karpfen gewonnen werden, sehr gut. Mit den aktuell vorliegenden Ergebnis-
sen ist es schwierig, die epidemiologische Bedeutung oder eine wirtschaftli-
che Auswirkung des common carp paramyxovirus auf Karpfenpopulationen
zu beurteilen. Das gleichzeitige Vorkommen des common carp paramyxovi-
rus und CEV kann hypothetisch zu der Situation fiihren, in der das common
carp paramyxovirus von Fischen isoliert wird, die mit beiden Viren infiziert
waren, weil CEV in keiner der gegenwirtig verfiigbaren Zelllinien repliziert.
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Erste Nachweise des carp edema virus in Ungarn, Litauen, Kroa-
tien und Serbien bestiitigen eine sehr weite Verbreitung des Vi-
rus in Karpfenbestinden in Europa

Adamek, Mikolaj*!'; Baska, Ferenc?; Nienius, Darius®; Radosavljevic, Vla-
dimir*; Zm¢&i¢, Snjezana’; Brni¢, Dragan®; Orai¢, Drazen®;
Steinhagen, Dieter!

1) Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Stiftung Tierérztliche
Hochschule Hannover, Deutschland
2) Department of Pathology, University of Veterinary Medicine Buda-
pest, Hungary
%) National Food and Veterinary Risk Assessment Institute Vilnius,
Lithuania
#) Scientific Institute of Veterinary Medicine of Serbia, Belgrade, Serbia
%) Laboratory for Fish Pathology, Croatian Veterinary Institute, Zagreb,
Croatia

Zusammenfassung

Die durch eine Infektion mit dem carp edema virus (CEV) verursachte koi
sleepy disease (KSD) wird von einigen als eine aufkommende Viruserkran-
kung in bestimmten Regionen der Welt angesehen. Vor allem in Europa
wurde das Virus lange Zeit nicht nachgewiesen und ist erst in den letzten
Jahren, nach seiner Entdeckung in Grofbritannien, in den Fokus der Diag-
nostiklabore geriickt. Wir vermuten jedoch, dass sowohl das Virus als auch
die Krankheit in der europidischen Karpfen - Aquakultur linger existierten
und nur aufgrund einer Reihe von bestimmten Griinden, wie einer weniger
dramatischen klinischen Présentation, der Jahreszeit des Auftretens, einiger
Ahnlichkeiten mit der koi hepesvirus disease (KHVD ) oder einer Intoxika-
tion mit Ammoniak, sowie der fehlenden Féhigkeit, das Virus durch Zellkul-
tur nachzuweisen, wurde es nicht festgestellt. Ein Ergebnis, das diese Hypo-
these stiitzen konnte, wére eine breite geographische Verteilung des Virus
sowohl in den hauptsidchlichen karpfenproduzierenden Léndern (z. B. Un-
garn) als auch in Landern mit begrenzter Karpfenproduktion, wie Litauen,
Serbien oder Kroatien. Daher wurden in diesen Lédndern in den Jahren 2015-
2018 Proben gesammelt und auf das Vorhandensein von CEV untersucht.
Die Privalenz von CEV war in Ungarn mit 76% am hdchsten (13 CEV-po-
sitive Nachweise an 17 untersuchten Standorten), wihrend in Litauen die
Privalenz bei 30% lag (mit 6 CEV-positiven Stellen von 20 untersuchten
Stichproben). In Kroatien wurde eine Priavalenz von 14% festgestellt, wobei
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6 von 44 Standorte CEV-positiv waren. In Serbien wurden Fische mit ein-
deutigen Anzeichen einer klinischen KSD von nur zwei Betrieben beprobt
und beide Standorte wurden als CEV-positiv bestétigt. Die Unterschiede in
der Priavalenz waren hochstwahrscheinlich auf die Probenahme und den
Zweck der Probenerhebung zuriickzufiihren - in Ungarn und Serbien kon-
zentrierte sich die Probenahme auf klinisch befallene Fische im Herbst-Win-
ter-Frithling, wenn das Auftreten der KSD wahrscheinlicher ist, wéhrend in
Litauen und Kroatien Proben im Friihling-Sommer gesammelt wurden. Phy-
logenetische Analysen zeigten, dass einige Virusisolate an geografisch ver-
wandten Orten verteilt sind, z. B. konnte das gleiche Virus in benachbarten
Regionen von Ungarn, Kroatien und Serbien gefunden werden. Unsere Er-
gebnisse zusammen mit Ergebnissen epidemiologischer Studien in Deutsch-
land zeigen, dass CEV (vor allem aus Genogruppe I) in der europidischen
Karpfenpopulation weit verbreitet ist. Daher sollte KSD bei der Untersu-
chung von Krankheitsausbriichen bei Karpfen bei Temperaturen unterhalb
des Optimums fiir KHVD in ganz Europa in Betracht gezogen werden.
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Neue Zelllinien zum Nachweis von Viren in Karpfen

Felten, Martin*'; Adamek, Mikolaj'; Rakers, Sebastian?; Gebert, Marina?;
Steinhagen, Dieter!

1 Tierirztliche Hochschule Hannover, Deutschland
2) Fraunhofer EMBL, Liibeck, Deutschland

Zusammenfassung

Die Isolierung von Koi Herpes Virus und anderen karpfenpathogenen Viren,
wie dem Carp Edema Virus (CEV) und einem karpfenpathogenen Paramyxo-
virus aus infizierten Fischen gestaltet sich nach wie vor problematisch. Des-
halb wurde die Eignung verschiedener Zelllinien zur Replikation und Re-Iso-
lation fiir unterschiedliche Virusarten diskutiert, wobei sich besonders die
Frage nach Unterschieden zwischen den verwendeten Zelltypen stellt. Sehr
hiufig handelt es sich bei den fiir die in vitro Anzucht von Viren verwendeten
Zelllinien um Fibroblasten, wahrend das Koi Herpes Virus in vivo oft in
epitheloiden Zellen nachgewiesen wird, womit sich die Frage stellt, ob die
schwierige Anzucht und die geringen Re-Isolationsraten mit dem Zelltyp zu-
sammenhéngen kdnnten.

Das Carp Edema Virus wurde bislang noch nicht erfolgreich auf Zellkultur
kultiviert und repliziert. Bei in vivo Infektionen von Karpfen zeigte sich, dass
das Virus vor allem Kiemenepithelzellen infiziert. Damit stellt sich auch hier
die Frage, ob die Probleme bei der Kultivierung durch den verwendeten Zell-
typ bedingt sind.

Zu diesem Zweck wurden neuentwickelte Zellkulturen vom Fraunhofer Insti-
tut in Liibeck bezogen und auf ihre Empfénglichkeit fiir Koi Herpes Virus,
Carp Edema Virus und einem karpfenpathogenen Paramyxovirus gepriift.
Weiterhin wurde mit Hilfe verschiedener molekularer Marker der Zelltyp der
Zelllinien charakterisiert. Dariiber hinaus wurde die zellulédre Immunantwort
unter Infektion mit den genannten Viren untersucht. Des Weiteren wurde die
als Referenzzelllinie verwendete und bereits etablierte CCB-Zellkultur in Ab-
hingigkeit von der Passage, auf ihre Eignung zur Replikation der genannten
Viren untersucht.

Insgesamt ergab die Auswertung der Ergebnisse, dass zwischen den Zellli-
nien deutliche Unterschiede in der Empfanglichkeit fiir die untersuchten Vi-
ren existieren. Leider gelang auf keiner der untersuchten Zelllinien die er-
folgreiche Replikation von CEV. Die Betrachtung der Zellkontaktmarker
ergab ein virus- und zelllinienspezifisches Bild aus signifikanten Aufwarts-
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bzw. Abwirtsregulationen der Expression der Gene, die fiir diese Zellkon-
taktproteine codieren relativ zur Kontrollgruppe. Die Analyse der Immunan-
twort ergab zelllinieniibergreifend den deutlichsten Anstieg von Interferon I
bei einer Infektion von Zellen mit dem Paramyxovirus. Die beste Virusrep-
likation des Paramyxovirus erfolgte auf CCB-Zellen, wihrend die besten
KHV- Replikationsergebnisse auf den neu entwickelten ccAcer und ccApin
Zellen erzielt wurden. Bei der Untersuchung der unterschiedlichen CCB-
Passagen in Bezug auf ihre Féhigkeit, die Replikation von Viren zu ermdgli-
chen, wurden erhebliche Unterschiede deutlich, sowohl zwischen den Passa-
gen als auch zwischen KHV und dem Paramyxovirus.
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Flavobakterien in der Fischhaltung, Vorkommen, Diagnostik und
Bedeutung

Julia Bauer'*, Verena Jung-Schroers!, Felix Teitge', Dieter Steinhagen'

1) Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Stiftung Tierérztliche Hoch-
schule Hannover, Hannover, Deutschland

Zusammenfassung:

Flavobakterien kommen ubiquitér in aquatischen Lebensrdumen vor und werden
regelméBig in Fischhaltungen, wie Teichen, Kreislaufanlagen und Aquarien
nachgewiesen. Trotz ihres ubiquitdren Auftretens sind einige Flavobakterien fiir
Fische potentiell pathogen. Bei Flavobakterien handelt es sich um gramnegative,
stdbchenférmige oder filamentdse Bakterien, die eine Lange von 5-10 pm auf-
weisen. Es gibt bewegliche und unbewegliche Spezies. Das Wachstumsopti-
mum dieser Bakterien liegt im Bereich 25 — 35°C, jedoch gibt es auch psychro-
tolerante und psychrophile Spezies (z.B. F. psychrophilum), die auch bei kalten
Temperaturen gutes Wachstum zeigen (Buller, 2014). In der Abteilung Fisch-
krankheiten der Tierdrztlichen Hochschule Hannover werden alle diagnosti-
schen Proben, die mikrobiologisch untersucht werden, auch speziell auf
Flavobakterien untersucht. Da diese Bakterien auf Blut- und TSB-Agar nicht
sicher kultiviert werden kdnnen, erfolgt eine gesonderte Anzucht auf einem Spe-
zialndhrboden, dem Anaker-Ordal-Agar. Es gibt noch weitere Selektivniahbo-
den, die zur Kultivierung von Flavobakterien verwendet werden kdnnen, (Shieh-
, Schaedler- oder Cytophaga- Agar). Eine Infektion mit F. psychrophilum, dem
Erreger der ,,Kaltwasserkrankheit* oder des ,,Rainbow Trout Fry Syndrome*
tritt bei kélteren Wassertemperaturen um 6 bis 15°C auf. Haufig betroffen sind
Forellen, insbesondere Briitlinge, aber auch andere Fischspezies, wie Karpfen,
Schleien oder Aale konnen erkranken. Typische Symptome sind die einer syste-
mischen bakteriellen Infektion mit Dunkelfarbung, reduziertem Allgemeinbe-
finden und Exophthalmus. Auflerdem treten haufig eine Andmie und eine stark
vergroferte Milz auf. Infektionen mit Flavobacterium columnare, einem weite-
ren Vertreter mit pathogenem Potential fiir Fische, kommen héufig bei wérme-
ren Wassertemperaturen vor, jedoch konnen auch Kaltwasserfische, wie Forel-
len betroffen sein. Der Erreger gilt als Ausloser der bakteriellen Kiemenschwel-
lung (Bacterial Gill Disease, BGD). Im Warmwasserbereich 16st F. columnare
hiufig Flossenschidden und systemische bakterielle Infektionen aus.
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Summary:

Flavobacteria are ubiquitous bacteria in aquatic environments and are regularly
isolated from fish aquaculture (e.g. ponds), recirculating systems or aquaria.
Still, some species are potentially pathogenic for fish. Falvobacteria are rod-
shaped or filamentous bacteria with a length of 5-10um. There are motile and
non-motile species. The growth optimum of flavobacteria is between 25 and
35°C. Still, there are psychrophilic and psychrotolerant species (e.g. F. psy-
chrophilum), which show good growth at low temperatures (Buller, 2014). In
the Fish Disease Research Unit of the University of Veterinary Medicine in Han-
nover, microbiological, diagnostic samples are always examined for flavobacte-
ria, additionally. As these bacteria do not grow on standard agar plates (CSB,
TSB), the anaker-ordal agar is being used, additionally. There are a number of
different agars that can be used for the cultivation of flavobacteria (shieh-,
schaedler-, cytophaga-agar). Infections with F. psychrophilum tend to occur dur-
ing cold temperatures between 6 — 15 °C. This species is the causative bacteria
for “cold water disease” and the “rainbow trout fry syndrome”. Many fish spe-
cies can be affected, like trout, carp, tench or eel, still trout are affected more
often, especially its fry. The typical symptoms are the symptoms of a bacterial
infection with dark colouring of the skin, reduced general condition and exoph-
thalmos. Furthermore, there is often anaemia and an enlarged spleen in affected
animals. Infections with F. columnare mostly occur during warm temperatures.
Still cold-water species, like trout can be affected as well. F. columnare is the
causative bacteria of the “bacterial gill disease®. In warm water temperatures, it
often causes fin erosion and systemic bacterial infections.

In der Abteilung Fischkrankheiten der Tierdrztlichen Hochschule Hannover
werden alle diagnostischen Proben, die mikrobiologisch untersucht werden,
auch auf Flavobakterien untersucht. Da diese Bakterien auf Blutagar und auf
TSB-Agar nicht sicher kultiviert werden konnen, erfolgt eine gesonderte An-
zucht auf einem Spezialndhrboden, dem Anaker-Ordal-Agar (Abb. 1).

Abb. 1: Flavobacterium psychrophilum: A und B: Wachstum auf Anaker-Ordal-Agar; C: Gramfar-
bung.
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Die Bebriitung der Nahrboden erfolgt jeweils bei der entsprechenden Wasser-
temperatur im Haltungssystem der Fische (idR. bei 15°C oder bei 25°C) fiir min-
destens 4 Tage. Die Speziesbestimmung erfolgt im Anschluss mittels 16S rRNA
Sequenzierung. Zusitzlich wird von jedem Isolat ein Antibiogramm erstellt.

Aus diagnostischen Proben (Organe, Kieme, Hautwunden) wurden in den Jah-
ren 2016 bis 2018 verschiedene Spezies von Flavobakterien nachgewiesen. Ver-
schiedene Spezies konnten dabei von unterschiedlichen Fischspezies isoliert

werden (Abb. 2 und 3).
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Unsere Untersuchungen zeigen, dass Flavobakterien-Isolate in vielen Proben er-
krankter Fische nachgewiesen werden konnen, haufig auch Spezies, die als po-
tentiell pathogen eingestuft werden kénnen, wie F. psychrophilum oder F. co-
lumnare. Hierbei konnte eine deutliche Haufung der Nachweise von F. psychro-
philum in den Wintermonaten, oder bei kalten Wassertemperaturen, und eine
Héufung von Nachweisen von F. columnare wiahrend der Sommermonate bzw.
von Fischen, die in warmem Wasser gehalten wurden, festgestellt werden. Viele
der nachgewiesenen Isolate weisen Resistenzen gegen mehrere antibiotische
Wirkstoffe auf (Abb.4). Aufgrund ihres pathogenen Potentials und der vermehrt
auftretenden Resistenz gegeniiber antibiotischen Wirkstoffen, ist eine spezielle
Flavobakterien- Diagnostik sowohl fiir Proben von Zierfischen als auch fiir Pro-
ben von Speisefischen empfehlenswert, um gezielte und tierschonende Behand-
lungen durchfiihren zu kénnen.

Zusammenfassung:

RegelmiBige Nachweise von Flavobakterien in Verbindung mit Verlustgesche-
hen und Erkrankungen, auch Nachweise von pathogenen Flavobakterien sowohl
aus frischen Organproben, aber auch aus eingesandten Tupferproben waren
moglich.

Haufig waren Nachweise von pathogenen Spezies (v.a. F. psychrophilum) und
anderen Spezies mit teilweise schlechter Resistenzlage (Trimethoprim/Sulfona-
mid oder Neomycin). Pathogene Spezies zeigten eine bessere Resistenzlage. Die
Flavobakterien- Diagnostik sollte immer Teil einer mikrobiologischen Untersu-
chung sein und die Resistenzlage muss beobachtet werden, v.a. in Bezug auf
Trimethoprim/Sulfonamid, da Borgal® das einzige in Deutschland fiir Fische
(Forellenbriitlinge) zugelassene Antibiotikum ist.

Referenzen:
Buller, N. B., 2014. Bacteria and fungi from fish and other aquatic animals: a
practical identification manual: Cabi, Oxfordshire/ Boston.
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In vitro Studien zur Empfinglichkeit verschiedener Forellenpo-
pulationen gegeniiber dem Virus der Viralen Himorrhagischen
Septikimie der Forellen (VHS) und Yersinia ruckeri

Julia Bauer'”, Jakob Gihrken?, Mikolaj Adamek', Stephan Wessels?,
Verena Jung- Schroers!, Dieter Steinhagen!

! Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Stiftung Tierérztliche
Hochschule Hannover, Hannover, Deutschland
2 Georg-August-Universitit Gottingen, Fakultit flir Agrarwissen-
schaften, Gottingen, Deutschland

Zusammenfassung:

In der Evolution von Fischpopulationen sind genetische Anpassungen an
neue Umweltbedingungen, wie an eine verdnderte Nahrung, entscheidend.
Insbesondere fiir Fische, die in Aquakulturanlagen gehalten werden, kann es
zu plétzlichen Anderungen in der Rationsgestaltung durch die Gabe von Fer-
tigfuttermitteln kommen. Da es in der Vergangenheit durch eine intensive
Nutzung der marinen Fischbestéinde zu einer damit verbundenen Uberfi-
schung gekommen ist, ist das Angebot an Fischmehl begrenzt und es wird
verstirkt an der Substitution des Fischfutters mit Bestandteilen auf pflanzli-
cher Basis auch in der Fiitterung karnivorer Fische, wie der Forelle, geforscht.
Dies kann jedoch zu schlechterem Wachstum, Auswirkungen auf die Fisch-
gesundheit und das Tierwohl, wie auch zu einer schlechteren Umwelteffizi-
enz fithren. In einem Kooperationsprojekt soll die genetische Variabilitét von
Forellen fiir die Adaptationsféhigkeit an neuartige Rohstoffe genutzt werden,
um diese fiir die tier- und umweltgerechte Aquakultur zu verwenden. Durch
die Abteilung Fischkrankheiten wird dabei eine mogliche Beeintrichtigung
der Fischgesundheit durch den Einsatz alternativer Futtermittel anhand von
moglicherweise auftretenden Haut- und Flossenschédden, sowie der Empfang-
lichkeit der Fische fiir Infektionserreger beurteilt werden.

Summary:

During the evolution of fish populations, the adjustments towards environ-
mental changes (e.g. nutritional changes in feed) are essential. Especially in
fish aquaculture, sudden changes in the composition of feed can occur due to
changes in the composition of the rations. Many marine fish populations are
overfished due to its intensive exploitation in the past. This is a reason why
fishmeal as a fish food component is rare and research on its substitution with
alternative plant-based components is being promoted. This might lead to
consequences regarding fish health and animal welfare as well as to a worse

205



environmental efficiency. The genetic variability of trout towards adaption to
innovative resources will be used in a cooperative project in order to apply
this capability for an animal and environment-friendly aquaculture.

The Fish Disease Research Unit will investigate a possible impairment of fish
health when alternative components are used in the feed. For this matter the
fish health will be evaluated by looking at skin and fin damage. Furthermore,
we will assess the susceptibility towards pathogens.
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Der Aspekt der Empféanglichkeit der Fische fiir Infektionserreger konzentriert
sich darauf, ob sich die Empfénglichkeit der verschiedenen Populationen von
Regenbogenforellen gegeniiber pathogenen Erregern bei der Fiitterung mit
alternativen Futtermitteln verdndert. Dieses erfolgt unter anderem, indem an-
hand von Proben von Flossen, Kiemen und Schuppen in vitro die Empfang-
lichkeit der Fische aus den verschiedenen Herkiinften fiir Infektionen mit Yer-
sinia ruckeri (Erreger der Rotmaulseuche der Forellen) und VHSV (Erreger
der viralen himorrhagischen Septikdmie der Forellen) gepriift wird. Hierzu
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werden nach Abschluss eines Fiitterungsversuches mit alternativen Futtermit-
teln Organproben gewonnen und in vitro mit dem jeweiligen Erreger infiziert.
Nach Inkubation wird die jeweilige Infektionsstirke (Virus- / Bakteriengehalt
im Medium) mittels entsprechender Verfahren ermittelt. Bei der in vitro In-
fektion von Flossengewebe und von Schuppen mit VHS erfolgt die Auswer-
tung mittels Titration auf Zellkulturen iiber die Bestimmung der 50 % Tissue
culture Infective Dose (TCIDso). Die Infektionsstirke bei in vitro Infektion
von Kiemengewebe mit Y. ruckeri wird mittels Verdiinnungsreihe auf CSB-
Agar ermittelt und die Anzahl an koloniebildenden Einheiten je Milliliter
(KBE/ml) bestimmt.

Die Ergebnisse des Projektes sollen zeigen, ob einzelne Populationen von
Regenbogenforellen empfanglicher gegeniiber VHS oder Y. ruckeri sind und
ob die Fiitterung alternativer Futtermittel hierauf einen Einfluss hat.

In vitro Infektion von Flossenexplantaten mit VHSV

Die gewonnenen Flossenexplantate von Elterntieren verschiedener Forellen-
herkiinfte wurden in vitro mit VHSV infiziert, um die Empfanglichkeit der
Forellen fiir eine Infektion mit diesem Virus abzuschitzen. Nach drei Tagen
post infectionem (p.1.) wurde das Zellkulturmedium beprobt und der Virus-
gehalt mittels Titrationsverfahren ermittelt (TCIDso = 50% Tissue Culture In-
fective Dose).

Die ermittelten TCIDso der acht Forellenherkiinfte weisen keinen signifikan-
ten Unterschied im Mittelwert auf. Jedoch ist der Mittelwert bei Herkunft 4
geringgradig hoher. Die Virusgehalte direkt nach Infektion (Tag 0 p.1.) betru-
gen jeweils 316 TCIDso /ml Medium.

Etablierung von primiiren Zellkulturen aus Schuppen und in vitro Infek-
tion mit VHSV

Zur Methodenetablierung wurde Schuppenmaterial von sechs kleinen und
sechs groBen Forellen gewonnen. Es konnten primédre Epithelzellkulturen
hergestellt werden, die ebenfalls fiir eine in vitro-Untersuchung auf Empfang-
lichkeit der Fische fiir eine Infektion mit VHSV herangezogen wurden. Der
gewachsene Zellrasen wurde dafiir nach vier Tagen mit VHSV infiziert. Nach
2 Tagen p.I. wurde das Zellkulturmedium beprobt und der Virusgehalt mittels
Titrationsverfahren ermittelt (TCIDso = 50% Tissue Culture Infective Dose).

Die Infektion der primaren Schuppenkulturen mit VHSV zeigte eine deutli-
che Tendenz, dass das Virus in den Schuppenkulturen der kleinen Forellen
besser replizierte, jedoch waren zwei der Kulturen der groen Forellen nicht
auswertbar.
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In vitro Infektion von Kiemengewebe mit Y. ruckeri

Fiir die in vitro Infektionen wurde ebenfalls von sechs kleinen und sechs gro-
Ben Forellen Kiemengewebe gewonnen und in vitro mit Y. ruckeri infiziert.
Die Proben wurden bei 15°C fiir 48 Std inkubiert, anschlieBend wurde der
Bakteriengehalt mittels Plattenverfahren ermittelt (KbE/ml = Kolonie bil-
dende Einheiten pro Milliliter).

Infizierte Kiemenexplantate:

1,07E+05-1,84E+05 KbE/ml Medium (Mittelwerte) Negativkontrollen:
1,5 — 1,52 KbE/ml Medium (Mittelwerte)

Die Ergebnisse der in vitro Infektion von Kiemenexplantaten mit Y. ruckeri
zeigen, dass die Methodik gut funktioniert. Zum Hauptversuch werden noch
einige Anpassungen bzgl. der eingesetzten Materialmenge, der antibiotischen
Vorbehandlung der Explantate, sowie der Inkubationszeiten vorgenommen.

Vergleich der in vitro Infektionen von Flossen, Schuppen und Kiemenge-
webe

Der Vergleich der in vitro Untersuchungen zeigt, dass bei den kleinen Tieren
sowohl hohere Werte der KbE/ ml Medium, als auch hohere Werte der
TCIDso/ml Medium ermittelt wurden. Die Durchfithrung des t-tests ergab
Signifikanzwerte von P = 0,104 (Flossen), P = 0,114 (Schuppen) und P =
0,292 (Kiemen). Somit sind die ermittelten Unterschiede nicht signifikant.

Zusammenfassung und geplante Untersuchungen

Die in vitro Vorversuche ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Forellenherkiinften, jedoch wiesen einzelne Tiere eine erhdhte Empfang-
lichkeit fiir VHSV auf; bei einer Verpaarung dieser Tiere konnten die Nach-
kommen eine erhéhte Empfénglichkeit fir VHSV aufweisen.

Weitere in vitro Studien an Tieren der Forellenherkiinfte und ein Infektions-
versuch mit VHSV nach Fiitterung mit alternativen Futtermitteln sind in Pla-
nung. AuBlerdem sind Untersuchungen zu Genexpressionen (z.B. Defensine,
IL1-B,iNOS, TNFa) und Untersuchungen von Organgeweben hinsichtlich der
Expression des Hitzeschockproteins 70 (HSP7) zur Einschitzung einer chro-
nischen Stressbelastung geplant.
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Ermittlung des Temperaturbereichs fiir eine optimale Replika-
tion des carp edema virus der Entstehung einer klinischen koi
sleepy disease Symptomatik

Adamek, Mikolaj*; Teitge, Felix; Jung-Schroers, Verena; Steinhagen, Die-
ter

Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Stiftung Tierarztliche Hoch-
schule Hannover, Deutschland

Zusammenfassung

Das Auftreten von Viruserkrankungen ist bei Fischen aufgrund ihres poikil-
othermen Stoffwechsels abhéngig von der Temperatur. Krankheitsausbriiche
erfolgen oftmals in einem Temperaturbereich, in dem das Virus von der
Wirtszelle optimal repliziert werden kann. Fiir die meisten Viren kann dies in
vitro wihrend ihrer Replikation in Zellkulturen untersucht und dann auf epi-
demiologische Befunde und Beobachtungen in Tierexperimenten bezogen
werden. Bei Temperaturen unterhalb des Optimalbereichs kann das Virus in
Zellen repliziert werden, aber es entwickelt sich oft keine klinische Sympto-
matik. Bei Temperaturen oberhalb des optimalen Bereichs kann die Virus-
replikation gestoppt werden, oder die Immunreaktionen des Fisches konnen
die Infektion erfolgreich kontrollieren. Fiir das carp edema virus scheint der
optimale Temperaturbereich relativ breit zu sein. Die Erkrankung kann bei
einer Temperatur unterhalb von 10 °C auftreten. Experimentelle Infektionen
bestitigten das Entstehen der Erkrankung bei 12°C, 16°C und 18°C, in der
Literatur wird allerdings auch iiber das Auftreten der Erkrankung bei hoheren
Temperaturen von bis zu 25 °C berichtet, wihrend Temperaturen von iiber
28°C zur ,,Behandlung* der Erkrankung empfohlen werden. Da Zelllinien fiir
die Replikation von CEV fehlen, fiihrten wir eine Reihe von Infektionsexpe-
rimenten bei 18°C, 23°C und 29°C aus. In diesen Experimenten wurden die
Viruslast und die Replikation von CEV aus der Genogruppe II in infizierten
Fischen bestimmt, weil Viren dieser Genogruppe eine gro3ere Temperaturto-
leranz aufzuweisen scheinen. Erste Ergebnisse lassen vermuten, dass der op-
timale Temperaturbereich des Virus unter 19°C liegt. Bei 23°C ist das Virus
zwar in der Lage repliziert zu werden und eine Infektion zu etablieren, dies
scheint allerdings im Vergleich zum Temperaturbereich um 18°C einge-
schrinkt zu erfolgen. Interessanterweise ist die Virusreplikation bei 29°C
stark eingeschrénkt und die Fische waren in der Lage, die Infektion zu elimi-
nieren. Diese Befunde sollen in vitro an Kulturen mit Explantaten verifiziert
werden. Dann sollen auch zelluldre antivirale Immunreaktionen gemessen
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werden, um zu priifen, ob die Eliminierung des Virus auf bei héheren Tem-
peraturen effizienter ablaufenden Immunantworten beruht.
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Erhebungen zur Verbreitung der Kaltwasser-Erdbeerkrankheit
bei Regenbogenforellen (Red Mark Syndrome) in Bayern

Wimmer, Andreas*

Tiergesundheitsdienst Bayern, Deutschland

Abstract:

Die Kaltwasser-Erdbeerkrankheit der Forellen, auch Strawberry Disease oder
Red Mark Syndrome (RMS) genannt, stellt ein immer grofler werdendes
Problem in Bayern dar. Die Anzahl von Meldungen von Regenbogenforellen
(Oncorhynchus mykiss) mit roten Flecken an der Hautoberflache ist in Bayern
im Jahr 2017 stetig angestiegen. Im Allgemeinen werden bakteriell bedingte
Hauterkrankungen wie die Furunkulose (4deromonas salmonicida), diverse
durch Flavobakterien bedingte Krankheiten (Columnariskrankheit, Kaltwas-
serkrankheit), oder Erkrankungen ungeklérter Ursache wie das Red Mark
Syndrome oder das Puffy Skin Disease Syndrome (PSD) bei Regenbogenfo-
rellen zu einer immer grofBer werdenden Herausforderung fiir den Fischziich-
ter. Besonders die wirtschaftlichen Einbuflen durch nicht vermarktungsféhige
Fische beim Auftreten von RMS stellen aus Seite der Fischzucht das grofite
Problem dar.

Im Zuge einer Praxiserhebung werden die im Jahr 2018 in Bayern auftreten-
den und gemeldeten Félle dokumentiert. Nach visueller Diagnosestellung und
der Entnahme von Proben werden diese im Zentrallabor des TGD Bayern
histologisch untersucht. Histologisch ist der Nachweis durch eine massive
Einwanderung von Lymphozyten in die gesamte Haut, manchmal bis in die
Epidermis kennzeichnend (Differential characterization of emerging diseases
of rainbow trout; Oidtmann et al. (2013). Galeotti et al. (2017) beschreibt
auch einen PCR-Nachweis von Rickettsien zur Verifizierung von davor
durchgefiihrten histologischen Untersuchungen.

Weiters werden bei jedem auftretenden Fall umweltbezogene Daten (Monat
und Jahreszeit) und die vorherrschende Wassertemperatur erfasst, ebenso
fischbezogene Daten wie das Stiickgewicht der Fische und die Herkunft der
Setzlinge oder des Eimaterials. Auch wird erfasst ob die Fische bereits mit
Antibiotikum (Doxycyclin) vorbehandelt wurden oder ob Spontanheilungen
ohne Therapie aufgetreten sind.

Das Poster wird bereits in Bayern erhobene Daten zeigen und einen Ausblick
des Projekts geben. Auffallend ist, dass alle Fische bei denen RMS in Bayern
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aufgetreten ist, nicht in Bayern erzeugt worden sind sondern als Import-Ware
(Eier oder Setzlinge) aus EU Nachbarstaaten gekommen sind
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Mpyxobolus koi - erfolgreiche Therapie bei Tosai (C. carpio koi)
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Zusammenfassung

In den Jahren 2015 bis 2018 konnte durch die Therapie der infizierten Tosai
mit Toltrazuril (Baycox 2,5%, Fa. Bayer) die Verlustrate deutlich gesenkt
werden. Die Behandlung reduziert die Befallsrate, ist aber nicht 100% wirk-
sam. Die Medikation iiber das Futter ist effektiv und belastet die Umwelt we-
niger als Bider. Sie ist wirtschaftlich, da keine grolen Mengen des Medika-
mentes eingesetzt werden miissen.

Die erfolgreiche Behandlung von M. koi iiber das Futter bei Cyprinus carpio
koi ist in der uns vorliegenden Literatur bisher nicht beschrieben worden.

Abstract

Small Tosai from a koi farm in the district Hiroshima were regularly infec-
ted in the early summertime with a nodular disease in the gill tissue. The caus-
ative organism was diagnosed as Myxobolus koi KUDO (1919). Mortalities
up to 80-100% occurred and a suitable therapy was urgently required. The
treatment via food with Toltrazuril (Baycox 2,5% BAYER) for one week
solved the problem and reduced the losses under 10% of the offspring.

Einleitung

Bei der Aufzucht von Tosai in Naturteichen der Konishi Koifarm, Hiroshi-
ma, Japan, entstanden im Frithsommer ab Mai regelmiflig Verluste durch eine
Knotchenkrankheit der Kiemen. Die Befallsraten lagen bei der ersten Ver-
mehrung im Mai/Juni bei 0-4% und bei der zweiten Vermehrung im Au-
gust/September bei 70-100%. Die befallen Koi sind dann etwa 5 cm lang. Sie
wachsen schlecht, da sie erhebliche Atmemprobleme haben und sterben nach
kurzer Zeit. Nur wenige {iberstehen eine starke Infektion der Kiemen.

Ziel
Ziel der Untersuchung und Behandlung war die Reduktion der Verluste durch

eine geeignete Therapie. Daneben wurden Massnahmen zur Krankheitspro-
phylaxe durch ein geeignetes Teichmanagement erarbeitet.
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Material und Methoden

Es lagen zur Untersuchung frisch gestorbene und wegen eines massiven Be-
falls euthanasierte Koi von 5-8 cm Lénge vor. Die Kiemen zeigten makro-
skopisch weile, ca. 3-4 mm grof3e Kndtchen im Kiemenepithel. In nati- ven
Quetschpréparaten erwiesen sich die Knotchen als dichte Ansammlung von
Myxosporen. Nach Anférbung auf Test Simplets konnten die Sporen deutlich
sichtbar gemacht werden. Sie wurden als typisch fiir eine Infektion durch
Myxobolus koi bestimmt (1). Neuere Untersuchungen (2) betonen die mor-
phologische Ahnlichkeit mit M. toyamai und M. longisporus. Eine Neube-
schreibung wurde auf Grund der molekularen Charakteristika vorgeschlagen.
Unsere morphologische Diagnose ist daher nicht gesichert.

Myxobolus koi Kudo (1919)

Der Erreger gehorte zu den Myxoporidea, Klasse Myxosporea, Genus Myx-
obolus. Er besitzt eine Affinitdt zum Bindegewebe der Kiemenepitheli- en
von Cyprinus carpio. LOM und DYCOVA erwéhnen, dass der Erreger mit
Koi nach GroBbritannien eingefiihrt wurde. Die beiden Sporen sind schlank
tropfenformig, Grofle L 15 x W 8,5 um, die Polkapseln langgezogen und
gleich grof} (8 x 2,7 um). Die Pathogenitidt von M. koi wurde von HOSHINA
1952 beschrieben. Die Sporen sollen ohne Wirt ein Jahr iiberlebensfahig sein.

Bild 1: Myxobolus koi gefarbt mit Test Simplets.
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Lebenszyklus und Zwischenwirte

Yokoyama et. al. (1997) fanden zwei verschieden Formen von M. koi in den
Kiemen, eine in den Primérlamellen (Plasmodien) und eine kleinere in den
Sekundérlamellen von Karpfen. Hier wurde auf eine saisonal unterschiedli-
che Privalenz der beiden Formen hingewiesen. Die grofleren Plasmodien er-
scheinen etwa 6 Wochen vor den kleineren und sind fiir die Fische pathogener
(3). Der Lebenszyklus, die Infektionsroute und etwaige Zwischenwirte sind
von M. koi ist nicht geklart (4).

Naturteiche und Wasserversorgung

Die Aufzuchtteiche sind bei jeder Vermehrung die gleichen, die Briitlinge
werden in einer GroBe von durchschnittlich 5-8 cm Korperldnge in vorberei-
tete Wachstumsteiche verbracht und die Teiche fiir die Brut mit einer zweiten
Vermehrung besetzt.

Die Wasserversorgung erfolgt iiber einen Bach, der am gegeniiberliegenden
Hang entspringt und iiber eine Strecke von etwa 3-4 km an der Oberflache
fliet. Es gibt einen Oberlieger, einen privaten Koiteich. Im Bach leben
Kleinfische, jedoch keine Koi.

Therapie

Die Koi werden fiir den 1. Sortiervorgang abgefischt und selektiert. Sie er-
halten danach ein Futter, das mit 1g/kg Toltrazuril angereichert wird und fiir
eine Woche gefiittert wird. Die Dosierung stammt aus einer miindlichen In-
formation des TGD Grub aus dem Jahr 2002. In dieser Dosierung war
Baycox® 2,5% von Bayer erfolgreich gegen Ichthyophthirius multifiliis
iibers Futter eingesetzt worden. Schmal et. al. hatten in verschiedenen Ver-
offentlichungen die Wirksamkeit von Toltrazuril und HOE 092V, ein nahe
verwandtes Triazin, gegen diverse Ciliophora, Mikrosporea, Myxozoa und
Helminthen berichtet. Es wurden iiberwiegend Badebehandlungen durchge-
fiihrt (5-8). Die Wirkung besteht aus einem Eindringen des Wirkstoffs in die
Zellen, und der Unterdriickung der Pyrmidinsynthese und Zellteilung. Sie
wirkt gegen alle Stadien der verschiedenen Parasiten (10).

Die Naturteiche werden, sofern dies wegen der vorhandenen Wassermenge
méglich ist, mit Kalkstickstoff (Perlka®) in einer Dosierung von 20 kgpro
100 Quadratmeter vor dem Auswintern behandelt.

Uber eine UV-Desinfektion des Wassers des Baches vor dem Eintritt in die
Teichanlage wurde diskutiert, sie ist derzeit nicht rentabel.

Dank
Wir bedanken uns bei Makoto Konishi, Konishi Koifarm, Hiroshima, fiir die
Ubermittlung der Daten und die Genehmigung fiir die Verdffentlichung der
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Behandlung. Prof. Horst Kaiser, Horst Kaiser, Department of Ichthyology
and Fisheries Science, Rhodes University, South Africa danken wir fiir die
wertvolle Unterstiitzung bei der Literaturercherche.
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Untersuchungen zur Pathogenitiit verschiedener Vibrio spp. aus
Kreislaufanlagen fiir tropische Riesengarnelen (Litopenaeus van-
namei)
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Christina Peppler?, Dieter Steinhagen', Verena Jung-Schroers'

! Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung, Stiftung Tierérztliche
Hochschule Hannover, Hannover, Deutschland
2Klinik fiir Gefliigel, Stiftung Tierérztliche Hochschule Hannover,
Hannover, Deutschland
3 Polyplan GmbH, Bremen, Deutschland

Zusammenfassung:

Vibrionen wie V. parahaemolyticus und V. harveyi sind als Verursacher von
Erkrankungen und Ausfillen bei der Produktion von tropischen Riesengar-
nelen in Aquakultur bekannt. Untersuchungen von Vibrio- Isolaten aus Was-
serproben verschiedener Haltungssysteme zeigen, dass diese Vibrio spp.
auch in geschlossenen Kreislaufanlagen vorkommen. Inwieweit diese ein
Gefihrdungspotential darstellen, wurde durch Untersuchungen zum Vor-
kommen von Pathogenitétsfaktoren analysiert. Hierzu wurden Pathogenitits-
faktoren ausgewihlt, die nachweislich bei Vibrionen fiir eine erhéhte Patho-
genitit verantwortlich sind. Hierzu gehoren Faktoren, die bei V. cholerae zur
erhohten Pathogenitét einiger Isolate beitragen, wie die Vibrio cholerae Pa-
thogenitétsinsel (VPI).

AuBerdem wurden verschiedene Himolysine untersucht, da diese nachweis-
lich die Pathogenitdt von Vibrionen erhdhen konnen. Hierbei wurden das
Vibrio Harveyi Hamolysin, das Vibrio fluvialis Héimolysin und drei Himo-
lysine, die bei V. vulnificus identifiziert wurden untersucht.

Da auch die Motilitdt von Bakterien eine gro3e Rolle bei ihrer Pathogenitét
spielt, wurden sowohl die Beweglichkeit der verschiedenen Isolate beurteilt
als auch einige Untersuchungen zum Vorhandensein von Flagellinen durch-
gefiihrt, die zur Motilitét beitragen, aber auch die Anhaftung an Epithelien
erleichtern konnen.

Summary:

Vibrio sp. like V. parahaemolyticus or V. harveyi are causative bacteria of
disease in cultured shrimps. The investigations on isolates from different re-
circulating aquaculture systems show that potentially pathogenic Vibrio spp.
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can be found in these systems. The potential risk that derives from these iso-
lates can be estimated by analysing different pathogenicity factors. There-
fore, different pathogenicity factors were chosen that are known to induce an
elevated pathogenicity in certain Vibrio spp..

These include factors that elevate the pathogenicity of V. cholerae, like the
Vibrio cholera pathogenicity island (VPI). Furthermore, different hemolysins
were analysed. It is proven that hemolysins can elevate the pathogenicity of
certain isolates. The Vibrio harveyi hemolysin (vhh), the Vibrio fluvialis he-
molysin (vfh) and three hemolysins that were identified in vulnificus isolates
were analysed.

In addition, motility plays an important role in the pathogenicity of bacteria.
Therefore, the motility of the isolates was analysed and we investigated the
presence of different flagelline gene loci as these contribute to motility in
bacteria and can promote the adhesion on mucous membranes.

Untersucht wurden Wasserproben aus drei Kreislaufanlagen fiir L. vannamei.
Hierbei waren zwei Anlagen in denen die Tiere keine Krankheitsanzeichen
zeigten. In der dritten Anlage gab es zum Zeitpunkt der Probennahme ein
hgr. Verlustgeschehen.

* Anzucht der Wasserproben auf Columbia-Sheep-Blood (CSB)- Agar
(mit und ohne 2% Salzzusatz)

* Bestimmung der Gesamtkeimzahlen im Plattenverfahren

* Subkultivierung aller morphologisch unterschiedlicher Kolonien, DNA
Extraktion

* Identifizierung mittels PCR und anschlieender Sequenzierung des fiir
die Uridylat-Kinase codierenden Gens PyrH

Untersuchung verschiedener Gene, die als Pathogenitédtsfaktoren beschrieben
sind:

* Flagelline: Flagelline B und C von V. harveyi; Flagelline B, C und D
von V. vulnificus

» Himolysine: Vibrio harveyi Hamolysin (vhh), Vibrio fluvialis Hamoly-
sin (vfh), und thermostabile, direkte Himolysin (7DH) und das TDH-re-
lated Hamolysin (TRH) von V. parahaemolyticus

* Pathogenitdtsfaktoren, die bei V. cholerae die Pathogenitit beeinflus-
sen. Hierzu gehdrt die Vibrio Pathogenicity Island (VPI), der Master-
Regulator ToxR und das Membranprotein ToxS.

» Weitere Faktoren, die bei V. parahaemolyticus zu erhohter Pathogenitét
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fithren. Hierzu gehoren die Typ 6 Sekretionssysteme 1 und 2 (76SS1,

T6SS2)
Unsere Untersuchungen zeigten, dass eine hohe Anzahl von potentiell patho-
genen Vibrio sp. in zirkulierenden Aquakultursystemen fiir Litopenaeus van-
namei vorkommen. Dabei konnten Vibrio spp., die positiv auf Pathogenitits-
faktoren getestet wurden, sowohl in Anlagen, die mit klinisch gesunden Gar-
nelen bestiickt waren, als auch in Anlagen, die mit erkrankten Garnelen be-
setzt waren, nachgewiesen werden. Die nachgewiesenen Spezies an Vibrio
spp. unterschieden sich jedoch zwischen diesen Systemen und nur drei Spe-
zies von Vibrio spp. konnten sowohl in Anlagen mit gesunden als auch in
Anlagen mit kranken Tieren gefunden werden (V. campbellii, V. harveyi, V.
rotiferianus). Die Gesamtkeimzahlen unterschieden sich in den drei Anlagen
nicht signifikant und lagen im Bereich 7.1 x 10*bis 7.3 x 108, In V. campbellii
Isolaten konnte keiner der untersuchten Pathogenititsfaktoren nachgeweisen
werden. Der Anteil an potentiell pathogenen Vibrionen war mit 53 % in der
Anlage mit Verlustgeschehen am hochsten.

Zusammenfassung:

*  Speziesidentifikation bei der routineméBigen Uberwachung von Aqua-
kulturanlagen fiir die kommerzielle Produktion von Garnelen ist essen-
tiell wichtig

* Untersuchungen zum Vorkommen von Pathogenititsfaktoren ist nicht
geeignet fiir die Pravention von Krankheiten in RAS

* MalBnahmen im Krankheitsfall
1. eine sichere Identifizierung,

2. Erstellung eines Resistenzprofiles und
3. eine hierauf abgestimmte Behandlung der erkrankten Tiere
4

. In Anlagen mit einer erhdhten Anzahl pathogener Bakterien sollte
eine Bestandsberatung hinsichtlich der Hygiene und der ,,Stabilitét
des Systems* erfolgen.
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Wirkung der Wasserozonisierung auf die Zuchtumgebung, die
Produktion, den Gesundheitszustand und die Qualitdt von Fisch-
fleisch bei Zandern (Sander lucioperca) im Rezirkulationssystem

(RAS)
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Zusammenfassung

Fiir die weitere Entwicklung der tschechischen Fischerei, die zur Zeit auf
Karpfenzucht konzentriert ist, ist es sehr wichtig, eine ausgewogene und qua-
litativ hochwertige Ganzjahresproduktion von Fischarten wie Zander (S. /u-
cioperca) in industrielle Produktionsbetriebe einzufiihren (Policar et al.,
2013; 2014). In der intensiven Zanderzucht werden haufig Ektoparasiten di-
agnostiziert, erhdhter Gehalt organischer Stoffe im Wasser, hohere Bakterien
Konzentrationen im Wasser oder eine generelle schlechte Wasserqualitét
(Kestemont et al., 2000; 2003; Wang et al., 2009). Das Ziel der Langzeitbe-
obachtung (231 Tage) war es, die Wirkung der Wasserozonisierung in Re-
zirkulationsanlagen (RAS) auf die zoohygienische Zuchtumgebung, Auf-
zuchteffizienz, das Wohlergehen der Fische und anschlieend auf die Opti-
mierung der Intensivzucht zubewerten.

Zwei identische Zucht-RAS wurden fiir das Experiment in einer Pilotanlage
ausgewdhlt. In jedem RAS wurden 4 Tanks (Wasservolumen 1500 Liter) fiir
den Test mit 500 Zandern (W = 9,15 g; TL = 103 mm) verwendet. In den
Wasserreservoiren eines RAS wurde das Wasser periodisch (6 Stunden pro
Tag) mit Ozon {iber einen Ozongenerator mit einer Produktion von 10 g Oz
/' h behandelt (d.h. 60g Oz / Tag). Die Kontrollbehilter des zweiten RAS
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hatten die gleichen technischen Bedingungen, jedoch ohne Wasserozonisie-
rung. Wihrend des Versuches wurden der Erndhrungs- und Gesundheitszu-
stand der Fische und die chemischen und physikalischen Wasser-Parametern
regelméBig untersucht.

Es wurde festgestellt, dass die Wasserozonisierung in RAS die Fischgesund-
heit und den Eerndhrungszustand, die Néhrstoffumwandlung und die Fre-
quenz der therapeutischen Eingriffe in der Fischzucht nicht beeinflusste. Im
Gegenteil, die Wasserozonisierung wirkte sich positiv auf das kumulative
Uberleben, die Wasserqualitit, das Auftreten von Flossenschiiden, die sen-
sorischen Fleischeigenschaften und die Pravalenz von bakteriellen und Pro-
tozoen Infektionen aus. Aufgrund der Ergebnisse unseres Monitorings kann
die Verwendung von Wasserozonierung in RAS bei hoher organischer Be-
lastung und Wassertriibung empfohlen werden.

Dank
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LO1205 under the NPU I program)
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Freies Cortisol im Wasser als Marker zur Stressbestimmung in
der Aquakultur
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Zusammenfassung

Die Fischzuchtpraxis, Verbraucher und Wissenschaft bendtigen fiir eine ziel-
fithrende Diskussion zum Tierwohl in der Aquakultur verlédssliche Daten zu
Stress in der Fischhaltung. Mit diesem Beitrag prasentieren wir Erfahrungen
mit der Bestimmung von Cortisol als Stressmarker in Ablaufwasser von
Fischzuchten. Diese nicht-invasive Bestimmung des Stresshormons kann uns
objektive Daten zur Belastung von Fischen in der Aquakultur liefern. Aller-
dings sind fiir die Bestimmung der spezifischen Cortisolproduktionsraten ge-
naue Angaben zum Haltungsvolumen, zur Fisch-Biomasse und der Wasser-
durchflussmenge erforderlich. Weil die Cortisolkonzentrationen im Ablauf-
wasser sehr gering sind, gestaltet sich das Analyseverfahren als aufwéndig.
Unabhéngig davon hat dieser Ansatz das Potential, objektive Daten zu Stress
in Fischen unter verschiedenen Haltungssituationen zu liefern.

Summary

In the context of aquaculture production, consumer expectations, and science
reliable data on stress under farming conditions are necessary for a proposeful
discussion on welfare in fish husbandry. With this article experiences with
analyses of cortisol in pond effluents are presented. The non-invasive meas-
urement of this hormone and its specific excretion has the potential to pro-
duce objective data on stress in fishes. However, accurate information on the
volume of holding facilities, fish biomass, and water exchange rate are nec-
essary. Due to the fact, that cortisol-concentration in aquaculture effluents
turned out to be very low, the methodology is quite extensive. Nevertheless,
this approach is promising for its further use under different farming condi-
tions.

Einleitung

In Anbetracht der rapiden Entwicklung der Aquakultur in Deutschland riickt
das Tierwohl in der kommerziellen Fischzucht mehr und mehr in den Vor-
dergrund (Wedekind 2014). Gerade semi-intensive und intensive Produkti-
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onssysteme stehen oft in der Kritik fiir hohe Besatzdichten und ,,unnatiirli-
che* Aufzuchtbedingungen. Fiir eine unvoreingenommene und zielfiihrende
Diskussion zum Tierwohl in der Aquakultur fehlen oft objektive Parameter
zur Beurteilung von Stress unter Praxisbedingungen.

Neben generellen Indikatoren zum Tierwohl wie verschiedene Parameter zur
Beschreibung der Haltungsbedingungen, Verhalten, Futteraufnahme, Wachs-
tum oder duBere Fischqualitit (Kleingeld et al. 2018) wurde in der Vergan-
genheit das Stresshormon Cortisol als spezifischer Marker fiir Belastungen
bei Fischen verwendet (z.B. Wedekind & Schreckenbach 2003). Allerdings
ist dies mit invasiven Blutentnahmen verbunden, die die Haltungssituation
durch den Eingriff verandert und Stress bewirkt. Als nicht-invasive Alterna-
tive zur Blutentnahme stellt die Analyse von freiem Cortisol im Haltungs-
wasser eine weitere Moglichkeit dar, da die Korrelation von Stress, Cortisol
im Blut, und die Cortisolabgabe iiber die Kiemen ins Wasser i.d.R. gegeben
ist. Somit ist es moglich, das Cortisolniveau im Ablaufwasser eines Produk-
tionssystems als Parameter zur Stressbestimmung zu verwenden, ohne Sto-
rungen im System zu verursachen. Entsprechende Untersuchungen von Ellis
et al. (2004) zeigen, dass wiederholte, akute Stressreize die Cortisolfreiset-
zungsrate von 40 auf bis zu 6700 ng/kg/h steigern konnen. Die Cortisolbe-
stimmung im Haltungswasser kann auch als mogliches Warnsignal fiir prak-
linische Erkrankungen dienen. In verschiedenen Untersuchungen konnte ge-
zeigt werden, dass akute Stresssituation mit dieser Methode reproduzierbar
beschrieben werden konnen (Liibke et al. 2014). Als néchster Schritt sollte
versucht werden die Fischhaltung unter Normalbedingungen zu untersuchen,
um damit moglicherweise auch chronische Belastungen wéhrend der Auf-
zucht von Fischen nachweisen zu kdnnen.

Material und Methoden

Die Untersuchung wurde im Rahmen eines umfassenden Forschungsprojek-
tes in der Teichanlage des Instituts fiir Fischerei durchgefiihrt. Es wurden
Erdteiche der Versuchsanlage in Starnberg verwendet, die praxisiiblich im
Durchlauf betrieben wurden und mit Regenbogenforellen besetzt waren.

Wasserproben wurden aus dem Ablauf (0,2-1 1 Probenvolumen) genommen
und mit einem Feinsieb vorfiltriert. Fiir die Cortisolbestimmung mittels
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent) werden nur 2 x 100 pl benétigt.
Dadurch kann das Volumen zum Eluieren der Sdulen von 1 ml auf 0,2 ml
verringert werden. Die Nachweisgrenze verringert sich hiermit um den Fak-
tor 5 von Ing/l auf 0,2 ng/l. Durch eine manuelle Extraktion konnte mittels
Vakuum einer Wassermenge von bis zu 1 1 die Messgrenze um den Faktor 10
gesenkt werden. Die Extraktion fand mit Festphasensdulen aus Polystyrol-
divinylbenzol Absorberharz (HR-X, 3 ml, 200 mg, Macherey und Nagel
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GmbH, Diiren) statt. Die Proben wurden mit 5 ml Wasser gewaschen und mit
Druckluft (3 min) getrocknet. Die Cortisolmessung fand iiber das antikorper-
basierte Nachweisverfahren ELISA (DES6611 Cortisol free in saliva,
Demeditec Diagnostic GmbH, Kiel) statt. Das Cortisol wurde mit Ethylacetat
eluiert, im Luftstrom verdampft und die Riickstdnde in 200 pl Wasser gelost.

Ergebnisse

Die Nachweisgrenzen fiir diese ASPEC-Methode (100 ml) liegt bei 0,2 ng/1,
bei der manuellen Filtration (bis 1 1) bei 0,02 ng/l. Die ASPEC-Messgrenze
von 0,2 ng entspricht bei einer Ruhecortisolfreisetzung von 20-40 ng/kg/h
einer maximalen Durchlaufmenge von etwa 100-200 I/kg/h, um basale stress-
werte messen zu konnen. Fiir die ASPEC-Methode ergab sich bei einer Ru-
hecortisolfreisetzung von 25 ng/kg/h in einem 35 m?*-Teich folgendes Ver-
hiltnis aus Durchflussmenge und Besatzdichte (Tabelle 1). Im Ergebnis ist
festzustellen, dass lediglich bei hoheren Besatzdichten und geringen Wasser-
durchflussmengen verlédssliche Messwerte erhalten werden konnten, wobei
die praktizierte Aufkonzentrierung des Cortisols mittels Festphasenextrak-
tion zu einer wesentlichen Erweiterung der Aussagefdhigkeit der durchge-
fiihrten Beprobungen fiihrte.

Tabelle 1: Cortisolkonzentration in Abhdngigkeit von Besatzdichte und
Durchflussmenge, Rechenbeispiel fiir ein Forellenteich von V=35 m> und ei-
ner Ruhecortisolproduktion von 25 ng/kg/h. Die Nachweisgrenze der bisher
verwendeten Methode lag urspriinglich bei 1 ng/l und konnte durch die Me-
thodenoptimierung auf 0,2 ng/l abgesenkt werden.

Durchflussmenge [V/s]
1,5 3 6,1 9,1 12,2 243

_ 25 4,0ng/l 2,0ng/l 1,0ng/1 0,7 ng/l 0,5ng/l 0,3 ng/l
mi 20 3,2ng/l 16 ng/l 0,8ng/l 0,5ng/l 04ng/l 02ng/l
% 15 24ng/l 1,2ng/l 0,6 ng/l 04ng/l 03 ng/l 0.2ng/l
s (w 16ngl  |08ngl  [odngn  [03ngn  Jo2ngn

-,g 5 0,8 ng/l 04 ng/l 0,2 ng/l

= |Urspr. Messbereich Neuer Messbereich

Diskussion

Praxistests in Forellenzuchten konnten zeigen, dass die Cortisolkonzentration
(ng/l) im Haltungswasser gemessen werden kann. Berechungen der spezifi-
schen Cortisolfreisetzungsrate (ng/kg/l) werden aber in der Praxis durch un-
genaue Rahmendaten (Fisch-Biomasse, Wasserdurchlaufrate) limitiert und
gestalten sich schwierig.
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Verglichen mit der Bestimmung des Blutcortisolwerts ist die Analytik we-
sentlich komplexer, da fiir eine akkurate Bestimmung der spezifischen Cor-
tisolproduktionsraten genaue Angaben zur Biomasse, des Wasservolumens
und der Durchflussmenge benétigt werden. Des Weiteren sind die Cortisol-
konzentrationen im Wasser nur sehr gering (~ 0.1-1% des Blutwerts), daher
muss das Cortisol vor den Analysen iiber Festphasenextraktion aufkon-
zentriert werden, bevor die Cortisolmenge iiber antikorper-basierte Nach-
weisverfahren bestimmt werden kann (z.B. Enzyme-linked Immunosorbent
Assay/ELISA, oder Radioimmunoassays/RIA).

Der generelle Einsatz der Stressmessung in Fischzuchten kann (v.a. fiir Ein-
zelmessungen) nur empfohlen werden, wenn exakte Daten zu Haltungsvolu-
men, Fischbestand und Wasserzulauf bekannt sind. Unter kontrollierten Be-
dingungen, z.B. in kleinen, gleichformigen und gut beschriebenen Versuchs-
einheiten kann die Methode sinnvoll eingesetzt werden. Akkurate Massenba-
lancen sind notig, um spezifische Cortisol-Freisetzungsraten zu bestimmen.
Unter den Bedingungen einer praktisch arbeitenden Teichanlage mit Erdtei-
chen basieren die Berechnungen oft auf ungenauen Schitzwerten. Zusitzlich
koénnen inhomogene Fischverteilung und nicht-ideale Stromungsverhéltnisse
die Messergebnisse verzerren.

Unabhéngig von der Komplexitit der Analysen hat dieser Ansatz das einma-
lige Potential, objektive Daten zu Stress in Fischen unter verschiedenen pra-
xisnahen Produktionsbedingungen zu liefern, und einen konstruktiven Bei-
trag zur Diskussion des Tierwohls in der Aquakultur zu leisten. Fiir die Zu-
kunft kénnte die nicht-invasive Stressmessung in der Aquakultur bzw. im
Haltungswasser ein wichtiges Werkzeug fiir die Haltungsoptimierung und
Stressreduktion im laufenden Betrieb sein.
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Zusammenfassung

Die Besatzdichte ist in der intensiven Aquakultur einer der wichtigsten pro-
duktions-technologischen Parameter, dem auch hinsichtlich des Tierwohls
grof3e Bedeutung zugeschrieben wird. In der vorliegenden Studie wurden Af-
rikanische Welse (Clarias gariepinus) bei zwei unterschiedlich hohen Be-
satzdichten aufgezogen und deren Auswirkung auf die Wachstumsleistung,
Fischverluste und die Fischqualitét, sowie auf das Verhalten der Tiere unter-
sucht. In dem 61-tdgigen Versuchszeitraum wurden insgesamt 195 Tiere in
sechs gleichartigen Warmwasser-Kreislaufsystemen unter praxisnahen Be-
dingungen und bei bedarfsgerechter Fiitterung aufgezogen.

Die Auswertung des Versuchs ergab keine Unterschiede zwischen den Ver-
suchsgruppen in der Wachstumsleistung und bei der Mortalitdt. Hinsichtlich
der Fischqualitdt ergaben sich deutliche Unterschiede bei der Gonadenent-
wicklung. Bei geringer Bestandsdichte war die Geschlechtsreife wesentlich
weiter fortgeschritten. Haut- und Flossenldsionen durch Kannibalismus wa-
ren haufiger bei der geringen Besatzdichte festzustellen. Das duf3ere Erschei-
nungsbild der Welse war in den drei dicht besetzten Parallelen besser, d.h.
die Fische waren unversehrter. Verhaltensbeobachtungen legen den Schluss
nahe, dass die Fische in den geringer besetzten Becken dem grof3eren sozialen
Stress durch innerartliche Aggression ausgesetzt waren, der sich in der ver-
frithten Gonadenreife und hiaufigeren Verletzungen widerspiegelt.

Summary

Stocking density is one of the most significant parameters in intensive aqua-
culture, which is considered to be of great importance in terms of animal wel-
fare. In the present study, African catfish (Clarias gariepinus) were reared in
two different stocking densities. Their effect on growth performance, mortal-
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ity, fish quality, and fish behavior were investigated. In the experimental pe-
riod of 61-days, a total of 195 catfish were raised in 6 parallel RAS-Systems
under similar-to-practice conditions, fed with a suitable diet.

The evaluation of the experiment showed no differences in growth perfor-
mance and mortality. In terms of fish quality, there were clear differences in
gonadal maturation: At low stocking density, the gonad development was
significantly advanced. Skin and fins lesions, which were due to cannibalism,
were more frequent under low stocking density. The exterior fish quality of
the catfish was better in the three more densely stocked parallels. Behavioral
observations throughout the experiment lead to the suggestion, that the indi-
viduals in less populated basins were exposed to greater social stress and in-
traspecific aggression, e.g. indicated by pre-maturation and more frequent in-
juries.

Material und Methoden

In einer 2-monatigen Testperiode wurden in sechs gleichartigen Kreislaufan-
lagen insgesamt 195 Versuchstiere bei bedarfsgerechter Fiitterung in der Vor-
mast (ca. 20 bis 500 g) praxisdhnlich aufgezogen. Dabei wurden zwei Besatz-
dichten in jeweils 3 Parallelen realisiert:

Gruppe 1 (V1): geringe Endbesatzdichte (28 kg/m?)
Gruppe 2 (V2): hohe Endbesatzdichte (44 kg/m?)

Neben der Erfassung technologischer Parameter (Stiickmassenentwicklung,
Mortalitdt, Futterquotient (FQ), Korpulenzfaktor) wurden die Geschlechts-
reife (GSI) und die dullere Qualitit (Haut- und Flossenzustand) der Welse
ermittelt (Abb.1 und 2). Zudem erfolgten eine regelméfige Dokumentation
der Wasserqualitdt sowie Verhaltensbeobachtungen.

Abbildung 1: Ovarien zweier weiblicher Versuchstiere (links: unreif, rechts: reif).
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Abbildung 2: Auferes Erscheinungsbild zweier Versuchstiere (links: unversehrt,
rechts: starke Haut- und Flossenldsionen).

Ergebnisse

In beiden Besatzdichten ergaben sich zu Versuchsende keine signifikanten
Unterschiede in der Futterverwertung und der Gewichtsentwicklung, die
Mortalitdt betrug bei beiden Versuchsgruppen 6,7 %.

Signifikante Unterschiede konnten bei der Gonadenreife festgestellt werden:
Bei geringem Fischbesatz war der GSI insbesondere bei den Rogenern hoher
und die Reifung der Geschlechtsprodukte wesentlich weiter fortgeschritten
(Tab. 1). Haut- und Flossenldsionen waren ebenfalls hiufiger bei der gerin-
gen Besatzdichte festzustellen. Das duBiere Erscheinungsbild der Welse war
in den drei dicht besetzten Parallelen unversehrter und gleichméBiger. Die
Verhaltensbeobachtungen zeigten in allen gering besetzten Becken iiber den
gesamten Versuchszeitraum eine groflere Aktivitit und soziale Interaktion
(gegenseitiges Jagen) der Welse.

Tabelle 1: Zusammenfassung der Werte beziiglich der Wachstumsleistung und
Fischqualitdt.

V1 V2
1(\;{10331&5'[ 6,7 6,7
fl;l(tgtirquotient 0,85 0,80
g
(Skala 13) 236 e
dox Rogener (OSD) L L7
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Diskussion

Die Wahl der richtigen Besatzdichte ist die am meisten kontrovers diskutierte
Fragestellung der intensiven Aquakultur. Allgemein scheint ein Zusammen-
hang zwischen der Besatzdichte und dem Auftreten von Lisionen an Haut
und Flossen zu bestehen (Schmidt und Wedekind 2009). Besonders gut er-
forscht ist dies bei Salmoniden. So konnten Kindschi et al. (1991), Wagner
und Bosakowski (1994) und Wagner et al. (1996) bei unterschiedlichen Al-
tersstadien der Regenbogenforelle keinen negativen Einfluss einer hohen Be-
satzdichte auf die Qualitdt der Flossen feststellen. Schmidt und Wedekind
(2010) stellten sogar bei Regenbogenforellen einen Zusammenhang zwi-
schen geringen Besatzdichten und dem vermehrten Auftreten von Verbiss-
schiden an den Riickenflossen fest. Ahnliches gilt fiir Seesaiblinge (Salveli-
nus alpinus), bei deren Aufzucht eine hohe Besatzdichte keinen negativen
Einfluss (Brown et al. 1992) oder gar positive Auswirkungen auf die Flossen-
qualitdt hat (Jobling 1995). Auch bei der vorliegenden Untersuchung besté-
tigten die Verhaltensbeobachtungen ein vermehrtes aggressives und territori-
ales Verhalten bei geringen Besatzdichten. Dies resultierte in einer hoheren
Anzahl an Verletzungen an Haut und Flossen. Im Gegensatz dazu zeigte sich,
dass die Welse bei hoherer Bestandsdichte weniger innerartliche Aggression
zeigten. Hinsichtlich der Fischqualitét zeigte sich eine deutlich fortgeschrit-
tene, verfrithte Gonadenentwicklung bei geringem Besatz, die zu einem
schlechteren Ausschlachtungsergebnis fiihrten. Dieses Ergebnis zeigt, dass
zu geringe Besatzdichten durchaus negative Auswirkungen auf das Tierwohl
und die Fischqualitét haben kdnnen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in der vorliegenden Untersuchung
im Wachstumsabschnitt der Vormast bei der hoheren Endbesatzdichte von
44 kg/m?® Haltungsvolumen geringerer sozialer Stress als bei Unterbesatz zu
beobachten war, der letztendlich zu einer besseren dufleren Produktqualitit
und geringerer Belastung der Einzelfische fiihrte. Die Ergebnisse stehen da-
mit in guter Ubereinstimmung mit Berichten aus der Praxis und wissenschaft-
lichen Untersuchungen in anderen intensiven Aquakulturverfahren.
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Zusammenfassung

Fiir die Untersuchung der Wirksamkeit eines in der Aquaristik bewéhrten Fil-
termaterials zur Reduzierung des Nitratgehaltes in der Aquakultur wurde eine
experimentelle Untersuchung in Kreislaufanlagen mit Afrikanischen Welsen
(Clarias gariepinus), Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) und tropi-
schen Garnelen (Litopenaeus vannamei) durchgefiihrt. Im parallelen Ver-
suchsansatz wurden intensive Produktionsbedingungen im Sii3- und Brack-
wasser unter hoher Futterlast und bei hohen Tierbestandsdichten getestet. Im
Einzelnen sollte untersucht werden, wie sich der Nitratgehalt und andere che-
mische Wasserparameter unter dem Einfluss des Filtermaterials entwickeln.

Die Untersuchung wurde in 8 parallel betriebenen, baugleichen Versuchs-
kreislaufanlagen am IFI durchgefiihrt. Die Filterung bestand aus einer me-
chanischen Vorfilterstufe und einem durchliifteten Nitrifikationsfilter (Fest-
bett). Betrieben wurde je Tierart ein Kontrollsystem und ein System mit dem
zu untersuchenden Filtermedium Tetra BalanceBalls (BB) unter aeroben Be-
dingungen. Wéhrend der Testphase wurde die Parameter der chemischen
Wasserqualitit analysiert und der Futtereinsatz sowie die Entwicklung der
Tierbestinde dokumentiert.

Die Wirkung des Filtermaterials auf die Nitratkonzentration setzte nach einer
Einlaufzeit von 3 bis 4 Wochen ein. In allen Versuchsvarianten mit BB kam
es innerhalb eines Zeitraumes von wenigen Wochen zu einem Absinken bzw.
der Stabilisierung der Nitratwerte deutlich unterhalb von 80 (Afrikanische
Welse), bzw. 30 mg/l1 (Regenbogenforellen) und 20 mg/1 (Garnelen). Dieser
Effekt setzte sich im weiteren Versuchszeitraum fort. Damit wurde die Was-
serqualitét hinsichtlich dieses bedeutenden Parameters fiir alle Versuchstiere
in einem physiologisch optimalen Bereich gehalten. Als weiterer Effekt des
Filtermaterials war eine kontinuierliche Erh6hung der Karbonathérte zu ver-
zeichnen, was zu einer in Kreislaufanlagen erwiinschten pH-Wert-Stabilisie-
rung fiihrte.
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Vorliufige Erkenntnisse zum Bachforellensterben an der Isar

Arndt, Daniela*; Langenmayer, Martin C.; Sutter, Gerd; Fux, Robert

Institut fir Infektionsmedizin und Zoonosen, LMU Miinchen, Deutschland
Keywords: Bachforellensterben, PKD, brown trout

Zusammenfassung

Seit vielen Jahren wird im Spatsommer in préalpinen Fliissen ein Bachforel-
lensterben mit Mortalitétsraten bis zu hundert Prozent festgestellt. beobach-
tet. Klinisch zeigen betroffene Fische hochgradige Apathie, Schwarzfarbung
und Kiemenblutungen. Auffillige histologische Befunde sind Leberblutun-
gen— und nekrosen und eine Atrophie der weillen Milzpulpa. Eine infektidse
Atiologie ist wahrscheinlich, jedoch wurde bislang kein spezifischer Erreger
identifiziert. In den letzten Jahren kam es auch in der Isar rund um Miinchen
zu einer erhohten Mortalitit von Bachforellen in den Sommermonaten. Ziel
dieser Studie ist es, das Krankheitsbild betroffener Bachforellen in der Isar
zu charakterisieren, um Zusammenhinge zum bereits bekannten Bachforel-
lensterben herzustellen. Diese Studie soll dazu beitragen, die Arterhaltung
der Bachforellen zu fordern um letztlich einen sich selbst erhaltenden Bach-
forellenbestand zu fordern.

Im August 2017 wurden 24 Isar-Bachforellen beprobt, die ausgeprigte
Schwarzfarbung und Apathie zeigten und sich bevorzugt im Randbereich des
Flusses auflerhalb der Stromung authielten. Ein umfangreiches Organset
wurde parasitologisch, pathologisch und bakteriologisch untersucht.

Befunde wie Nekrosen, die dem pathologischen Bild des Bachforellenster-
bens entsprechen, wurden lediglich in einem der 24 Fische nachgewiesen.
Die Rumpfnieren waren geschwollen und zeigten eine kérnige Oberfliche.
Die vorldufigen histologischen Ergebnisse zeigten nur wenig histologische
Ubereinstimmungen mit den Lasionen des Bachforellensterbens prialpiner
Fliisse. Die bakteriologische Untersuchung lieferte keine eindeutigen Hin-
weise auf fischpathogene Keime.

Um eine parasitiren Befall durch Tetracapsuloides bryosalmonae (Ausloser
der Proliferative Kidney Disease) festzustellen, wurden Proben der Rumpf-
nieren mittels Real Time PCR und Immunhistochemie untersucht. In 22 Fi-
schen wurde 7. bryosalmonae DNA nachgewiesen. Rund die Halfte der Fi-
sche zeigte auch in der Immunhistochemie ein positives Ergebnis.

236



Die vorldufigen Ergebnisse der im Sommer 2017 durchgefiihrten Untersu-
chungen liefern keine Hinweise auf die Atiologie des Bachforellensterbens
préaalpiner Fliisse. Jedoch wurde eine Infektion mit dem Parasiten T bryosal-
monae nachgewiesen, die wahrscheinlich aber nicht alleinig fiir die Sympto-
matik der Fische verantwortlich war.
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Zusammenfassung

Koi herpesvirus (KHV) or Cyprinid Herpesvirus 3 (CyHV-3) causes severe
threats to carp aquaculture. It is a virulent herpesvirus which can lead to se-
rious clinical signs and a very high mortality. To prevent after an KHV dis-
ease (KHVD) outbreak in fish farms, farmers use different sanitizing and
disinfection methods in all possible combinations during all seasons: the ap-
plication of chemical disinfectants in sufficient concentration, ozone treat-
ment and/or UV radiation. In the traditional European pond aquaculture of
carp, farmers drain the pond and put quicklime (CaO) up to pH 12 to disinfect
against various pathogens. [1] Oxidants (peroxides) and chemical disinfect-
ants are not environmentally friendly methods. An effective, eco-friendly,
cheap and affordable disinfectant method is required for aquaculture purpose
for prophylaxis but also after an outbreak of a disease.

Non-specific protease, Subtilisin, initially obtained from Bacillus subtilis is
widely used in commercial products; laundry and dishwashing detergents,
cosmetics, food processing, skin care ointments and contact lens cleaners.
We observed that it can also inactivate the CyHV-3 infectivity successfully.
The viral infectivity was degraded up to 4-folds within 2-24 h by treating the
virus in suspension with Subtilisin at 20°C. This indicates that commercial
protease (Subtilisin) can be a suitable eco-friendly disinfection method for
carp aquaculture.

Referenzen
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hagen D (2016): Draining and liming of ponds as an effective measure
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Seq, drugs and PKD: An RNA - sequencing analysis of a biologi-
cal and chemical stressor and their consequences for fish
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Abstract:

In nature, organisms are exposed to multiple stressors including biological,
chemical and physical entities. Anthropogenic activities have far-reaching
effects and have undoubtedly compounded the multiplicity of stressors af-
fecting the planets ecosystems. The cumulative impact of such multiple
stressors may result in nonlinear effects and ecological surprises potentially
affecting numerous biological targets across varying organizational levels.
Examining the roles of multiple stressors is essential if we are to understand
how organisms acclimate to environmental change. The aim of the present
study was to examine the molecular and organism reaction of rainbow trout,
Oncorhynchus mykiss, to the combined impact of two environmental stress-
ors: (1) the myxozoan parasite, Tetracapsuloides bryosalmonae, which is the
causative agent of proliferative kidney disease (PKD) and naturally affects
salmonid populations and (2) an estrogenic active compound, ethinylestra-
diol (EE2), which is ubiquitously present in the aquatic environment. Both
stressors co- exist in Swiss rivers and are potential factors contributing to the
decline of Swiss brown trout populations over the last decades. Experimen-
tally, young-of-the-year rainbow trout, were (i) infected with the parasite, T.
bryosalmonae, (ii) exposed to the environmental contaminant, EE2, or (iii)
treated with a combination of the parasite and EE2. In this study, RNA se-
quencing (RNA-seq) was employed to investigate differentially expressed
genes (DEGs) in the kidney of the rainbow trout. Transcriptome sequencing
in the abovementioned experimental groups, as well as those without treat-
ment was performed using the Illumina HiSeq 2500 platform. Gene pathway
analysis of the DEGs indicated key pathways involved in aspects of adaptive
and innate immunity, metabolic processes, extra-cellular matrix components
and cellular adhesion and signalling molecules. We report on these pathways
and the individual stressors impact and how this changes under exposure to
the stressor combinations. Our results provide unprecedented insight into the
combined effects of a biological and chemical stressor and their potential
physiological and immunological modulations of wildlife.

241



Der Einfluss organischer Diingung auf die Wasserqualitiit in
Karpfenteichen

Masilko, Jan'; Oberle, Martin1; Kallert, Dennis?; Loy, Christina’; Wede-
kind, Helmut™!

1) Bayerische Landesanstalt fiir Landwirtschaft, Institut fiir Fischerei,
AuBenstelle fiir Karpfenteichwirtschaft, Greiendorfer Weg 8, 91315
Hochstadt, Deutschland
2) Kallert & Loy GbR, Biologischer Dienst & Projektbiiro, Birkenweg
11, 91325 Adelsdorf, Deutschland

Zusammenfassung

Die Forderung der Naturnahrung ist ein wichtiges Ziel in der traditionellen
Karpfenteichwirtschaft. Es kann so wertvolles Eiweifl zur Fischerndhrung
zur Verfligung gestellt werden, ohne auf die Ressource Fischmehl zuriick-
greifen zu miissen. Zudem ist ein hoher Anteil in der Fischerndhrung im Hin-
blick auf die Fleischqualitét der Karpfen positiv, da Fische mit niedrigem
Fettgehalt bei gleichzeitig gutem Fettsduremuster (omega-3- Fettsduren) re-
sultieren. Neben Teichpflegemafinahmen wie Trockenlegung und Kalkung
ist auch die Teichdiingung ein Instrument bei der Teichbewirtschaftung. Ide-
alerweise sollte organischer Diinger in solchen Mengen zugesetzt werden,
dass weder die Qualitdt des Lebensraums fiir die Fische noch die Wasserqua-
litdt des Vorfluters beim Ablassen des Teiches im Herbst beeintrachtigt wird.
Das Hauptziel dieser Studie war es, den Einfluss verschiedener organischer
Diingemittel auf die Wasserqualitdt in Karpfenteichen zu untersuchen. Der
Versuch wurde in 30 fischfreien, runden Teichparzellen (25 m?) in einem
Teich mit 3 ha von Anfang Mai bis Ende Juli 2016 durchgefiihrt. Es wurden
5 Gruppen mit je 6 Wiederholungen gebildet. Vier Diingevarianten (Gras,
Stroh, Rindermist und Biogasgérreste) wurden mit einer ungediingten Kon-
trolle verglichen. Gediingt wurde mit 4 t Frischmasse pro Hektar. Die Diin-
gung wurde auf drei Gaben mit je 3,3 kg Frischmasse pro Teichparzelle, be-
ginnend Anfang Mai, im Abstand von 4 Wochen gegeben. Neben Messungen
der Temperatur, des Sauerstoffgehaltes, des pH-Wertes und der Sichttiefe
wurden die Gehalte von Nitrat, Nitrit, Ammonium-N, SBV (Alkalinitét),
CSB, o-Phosphat, ges.-Phosphat und ges.-Stickstoff bestimmt.

In allen Parzellen waren fischvertridgliche Werte beziiglich aller Parameter
iiber den gesamten Zeitraum zu verzeichnen. Durch die Ausbringung aller
verwendeten Diingemittel wurden wihrend des Versuchszeitraumes keine
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signifikant erhéhten Werte beziiglich der gemessenen Parameter im Ver-
gleich zur Kontrolle erzeugt. Der CSB-Wert war in allen Gruppen iiber den
Versuchszeitraum gleich der Kontrolle. Es kam teilweise zu einer Verringe-
rung chemischer Wasserparameter. Die Ausbringung von Stroh sorgte fiir
eine Senkung des pH- Wertes, das Einbringen von Gras und Stroh hatte einen
deutlichen Effekt im Hinblick auf Senkung des Gehaltes an Ammonium-N.
Ges.-Phosphat und o-Phosphat war in den Gruppen mit Mist und Gérresten
am Ende des betrachteten Zeitraumes lediglich leicht, jedoch nicht signifi-
kant, erhoht. Bei den Stickstoff-Verbindungen (Nitrit, Nitrat, Gesamt-N)
sorgte die Diingung fiir keine oder nicht signifikante Erh6hung zum Ende des
Versuchszeitraumes. Die Ausbringung von 4 t/ha organischer Diingemittel
in drei Gaben bis Anfang Juli in fischfreien Teichparzellen resultierte bis
Ende Juli somit nicht in einer negativen Verdnderung der Wasserqualitét.

Gefordert durch das Bundesministerium fiir Erndhrung und Landwirtschaft
aufgrund eines Beschlusses des Deutschen Bundestagen im Rahmen des
Bundesprogramms Okologischer Landbau und anderer Formen nachhaltiger
Wirtschatft.
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