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L Einleitung Ji

I Einleitung

Die Ichthyophthiriose, auch als WeilBpiinktchenkrankheit oder
GrieBkornchenkrankheit bezeichnet, wird durch den Ciliaten Ichthyophthirius
multifiliis  verursacht und gehort zu den wirtschaftlich bedeutsamsten
Fischkrankheiten. Charakteristisch bei dieser Erkrankung ist das Auftreten von
bereits makroskopisch erkennbaren weillen Punkten auf der Oberfliche der
befallenen Fische. Bei starker Infektion kommt es zu hohen Mortalitdten. Bei
Zierfischen kann die Parasitose mit einem breiten Spektrum an Medikamenten,
insbesondere dem Malachitgriinoxalat, effektiv behandelt werden. Da dieser
Wirkstoff jedoch kanzerogenes Potential hat, wurde die Anwendung bei Fischen,
die der Gewinnung von Lebensmitteln dienen, aus Griinden des
Verbraucherschutzes verboten. Aufgrund des Mangels an zugelassenen
Therapeutika besteht bei Nutzfischen ein groBer Bedarf nach einer Alternative zur

Behandlung der Ichthyophthiriose.

Chinin ist ein Medikament mit antiprotozoischer Wirkung, das seit langer Zeit zur
Behandlung der Malaria eingesetzt wird. In der vorliegenden Arbeit sollte die
Wirksamkeit dieser Substanz auf Stadien von I. multifiliis sowohl in vitro als auch
in vivo untersucht werden. Der Fokus wurde dabei aufgrund des vorliegenden
Therapienotstands insbesondere auf die Behandlung der Ichthyophthiriose bei
Nutzfischen, speziell —Karpfen, gerichtet. Es sollte anhand von
Fiitterungsversuchen {iiberpriift werden, ob iiber Medizinalfutter eine
prophylaktische und therapeutische Wirkung von Chinin zu erzielen ist und
zusdtzlich bei parenteraler Applikation der Effekt auf die in der Fischhaut

lokalisierten Stadien untersucht werden.
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11 Literaturiibersicht

1. Geschichte und Systematik von 1. multifiliis

Benannt wurde der Erreger der Ichthyophthiriose im Jahre 1876 von dem
Franzosen Fouquet (Nigrelli et al., 1976). Der Name fiir den FEinzeller
Ichthyophthirius multifiliis, welcher soviel bedeutet wie ,Fischlaus mit vielen
Kindern*, basiert auf seinem Fortpflanzungsverhalten, da eine grole Anzahl an
Tochterzellen aus einem Trophonten entstehen kann (Wahli-Moser, 1985;
Buchmann et al., 2001; Matthews, 2005). Beschreibungen iiber das Auftreten der
Ichthyophthiriose lagen jedoch bereits lange vor der Entdeckung und der nédheren
Beschreibung des Erregers durch Fouquet vor. In China gab es schon im 10.
Jahrhundert Ausbriiche der Erkrankung (Hines & Spira, 1974a) und in Europa war
die Weilpiinktchenkrankheit, wie diese ektoparasitische Erkrankung auch genannt
wird, schon im Mittelalter wohl bekannt und wurde wahrscheinlich durch aus

Asien importierte Cypriniden eingefiihrt (Nigrelli et al., 1976; Matthews, 2005).

Der Protozoe 1. multifiliis gehort zu den Ciliophora und wird in die Familie der
Ichthyophthiriidae eingeordnet (Levine et al., 1980). Weitere Vertreter dieser
Familie sind zum einen Ichthyophthirioides browni, welcher von Roque und De
Puytorac  (1968) bei Guppies gefunden wurde, und zum anderen
Neoichthyophthirius schlotfeldti, beschrieben von Bauer und Yunchis (2001) bei
tropischen Fischen. Von Nigrelli et al. (1976) wurde zudem die Moglichkeit in
Betracht gezogen, dass es verschiedene Stimme von . multifiliis geben konnte,
welche unterschiedlich addquat an verschiedene Temperaturen angepasst sind.
Fundierte Beweise fiir das Vorkommen von verschiedenen Arten und Stimmen

des Parasiten miissen jedoch noch erbracht werden (Matthews, 2005).

2. Lebenszyklus von I. multifiliis

Der Lebenszyklus von [ multifiliis ist immer direkt, d.h. er findet ohne
Zwischenwirt statt, und umfasst eine Phase auf dem Wirt sowie eine Phase, in der
sich Stadien des Parasiten freischwimmend im Wasser bewegen (Ewing & Kocan,

1992; Matthews, 2005). [I. multifiliis durchlduft mehrere Stadien, deren
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Benennung in der Literatur nicht immer einheitlich ist. Im Folgenden wird die
Nomenklatur beschrieben, welche am héufigsten angewandt wird. Diese wird
auch im weiteren Teil der vorliegenden Arbeit verwendet. Nach Schiperclaus
(1954), Buchmann et al. (2001), Matthews (2005) und Dickerson (2006) gibt es
vier Stadien von 1. multifiliis. Wie in Abb. 1 dargestellt, ist das infektiose Stadium
der Theront oder Schwarmer (Abb. 1 D), welcher sich frei im Wasser befindet
und schnell einen Wirt benétigt, da er nur fiir kurze Zeit infektionsfihig ist. In der
Epidermis des Wirtes wichst er zum Trophonten heran (Abb. 1 A und B),
welcher das obligat auf dem Fisch befindliche Stadium des Parasiten darstellt.
Sobald der Trophont herangereift ist, verldsst er aktiv den Fisch. Ab diesem
Zeitpunkt wird er als Tomont (Abb. 1 B und C) bezeichnet und stellt das
reproduktive Stadium von I. multifiliis dar. Der Tomont bildet eine Zystenhiille
aus, innerhalb welcher es zu vielfachen Teilungen des Parasiten kommt (Abb. 1
C). Die gebildeten Tochterzellen werden als Tomiten (Abb. 1 C und D)
bezeichnet. Sobald diese die Zystenwand durchbrochen haben, werden sie
wiederum als Theronten oder Schwirmer bezeichnet, womit der Zyklus

abgeschlossen ist.

Abb. 1: Entwicklungszyklus von I. multifiliis (nach Baur & Rapp, 2003). A: Mit . multifiliis
infizierter Fisch. B: Der reife Trophont verldsst den Fisch; der charakteristische hufeisenformige
Makronukleus ist zu erkennen. C: Der enzystierte Tomont am Gewésserboden. Es ist die gallertige
Zystenhiille erkennbar; im Inneren befinden sich die Teilungsprodukte (Tomiten). D: Die Tomiten

verlassen die Zyste und infizieren als Theronten wieder neue Fische.
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Der Lebenszyklus des Parasiten ist stark abhéingig von der Wassertemperatur und
lauft bei wiarmeren Temperaturen bedeutend schneller ab als bei kalten. So dauert
der gesamte Zyklus bei 21° C ungefihr fiinf Tage wihrend er bei 9° C ca. drei
Wochen dauert. Der Entwicklungszyklus des Parasiten findet generell in einem
Temperaturbereich zwischen 4 und 28° C statt. Oberhalb oder unterhalb dieser
Grenzen beobachtete Wahli-Moser (1985) in seinen Versuchen keine
Reproduktion. Nigrelli et al. (1976) dagegen stellten fest, dass I. multifiliis auch
bei einer Wassertemperatur zwischen 2 und 4° C zu Teilungen befihigt ist,
welche jedoch sehr langsam ablaufen und somit iiber einen langen Zeitraum

andauern. Zudem ist die Anzahl der entstehenden Teilungsprodukte dabei gering.

Der Theront oder Schwirmer (s. Abb. 2) ist von birnenférmiger oder elliptischer
Gestalt und durchsichtig. Bis auf das Vorderende ist er komplett mit Zilien
bedeckt (Buschkiel, 1910; Wahli-Moser, 1985). Am Hinterende des Theronten
befindet sich eine Zilie, die zwei- bis dreimal so lang ist wie die restlichen und

wahrscheinlich als eine Art Ruder zur

Fortbewegung durch das Wasser genutzt
wird (Kozel, 1986; Geisslinger, 1987). Das
Vorderende ist leicht gespitzt und wird als
Perforatorium (MacLennan, 1935; Canella
& Rocchi-Canella, 1976; Ewing & Kocan,
1992) oder Bohrspitze (Schmitt, 1990)

Abb. 2: Theront (= Schwirmer)
von I. multifiliis. Die Liange der

bezeichnet. Auch wenn der Theront sich
eingefiigten Linie entspricht 100 noch nicht von Wirtszellen ernéhrt, besitzt
pm. er in seinem vorderen Abschnitt bereits ein
kleines Zytostom, welches sich erst nach der

Einnistung im Wirt weiterentwickelt. Unterhalb dieses Zellmundes befindet sich
das Lieberkiihn’sche Organell, dessen Funktion noch nicht gekldrt ist, aber
vermutlich fiir phototaktische Eigenschaften verantwortlich sein konnte. Dieses
Organell ist nur beim Theronten zu finden und 16st sich mit der Entwicklung zum
Trophonten auf (Ewing & Kocan, 1992; Matthews, 2005; Dickerson, 2006).
Weiterhin besitzt der Theront sekretorische Mucozysten in seinem Vorderende

sowie einen Makronukleus, Mikronukleus, Mitochondrien und verschiedene

Vakuolen (Matthews, 2005). Abhédngig von der Grole des Tomonten, aus
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welchem sie entlassen wurden, liegt die GroBe der Schwirmer im Bereich
zwischen 20 und 60 pum (Canella & Rocchi-Canella, 1976; Dickerson, 2006). Die
Theronten sind nur fiir kurze Zeit {iberlebensfihig und begeben sich sofort nach
dem Schliipfen auf die Suche nach einem Wirt (Matthews, 2005). Die Zeitspanne,
in welcher sie infektionsfdhig sind, hdngt von der Wassertemperatur ab und ist bei
warmen Temperaturen kiirzer als bei kalten (Wahli-Moser, 1985). Laut Suzuki
(1935) und McCallum (1982) iiberleben Schwirmer bei 20° C durchschnittlich
22,5 Stunden, nach 12 Stunden ldsst ihre Vitalitit jedoch bereits nach (McCallum,
1982). Bei 28° C dagegen betrdgt die Lebensspanne nur 10 Stunden (Bauer,
1958). Die Mechanismen, wie die Schwiarmer ihren Wirt finden, sind nicht
vollstindig gekldart. Wahli und Meier (1991) fanden heraus, dass sie positiv
phototaktisch sind und sogar stidrker durch Licht angezogen werden als durch die
Anwesenheit eines Fisches. Andere Studien belegen die Anziehung von
Theronten durch chemische Signale, die im Schleim und Serum von Fischen
vorhanden sind (Haas et al., 1998; Buchmann & Nielsen, 1999). Haas et al. (1998)
stellten jedoch fest, dass die Wahrnehmung dieser Signale nur iiber kurze
Distanzen erfolgt. Insofern ist davon auszugehen, dass die Schwirmer nicht aktiv
nach einem Fisch suchen, sondern ithren Wirt erst erkennen, wenn sie bereits in

seiner Nihe sind.

Es ist noch ungeklirt, wie die Invasion der Theronten in den Fisch genau
vonstatten geht. Dieser Prozess erfolgt sehr schnell, innerhalb von fiinf Minuten,
weshalb der Weg des eindringenden Schwérmers sehr schwer nachzuvollziehen
ist (Ewing et al., 1985). Ewing et al. (1985) und Ewing und Kocan (1992)
beschreiben, dass die sekretorischen Mucozysten aus dem Vorderende der
Theronten entleert werden und diese freigesetzte Substanz bei der Festhaftung am
Wirt eine Rolle zu spielen scheint. Geisslinger (1987) konnte dagegen in
elektronenmikroskopischen Untersuchungen keinen Beweis hierfiir finden und
vertritt die Meinung, dass die Zilien der Schwérmer bei der Anheftung an den
Fisch behilflich sind. Es ist bekannt, dass sich die Theronten mit ihrem
Perforatorium unter rotierenden Bewegungen (Schéperclaus, 1990) zwischen zwei
Epithelzellen in die Epidermis einbohren (Ewing et al., 1985; Kozel, 1986). Sie
dringen im Gewebespalt zwischen den Zellen bis zur Basalmembran der

Epidermis vor (Ewing & Kocan, 1992). Da I. multifiliis zwischen Ober- und
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Unterhaut parasitiert, also eine endoparasitische Phase hat, handelt es sich nicht,
wie allgemein hin bezeichnet, um einen reinen Ektoparasiten (Schéiperclaus, 1954;
McCallum, 1982; Kozel, 1986; Matthews, 2005). Die Parasiten bevolkern die
Haut und Flossen, die Kiemen sowie bei schwerem Befall sogar die Kornea der
Augen und das Oesophagusepithel (Wagner, 1960; Wahli-Moser, 1985;
Schiéperclaus, 1990).

Theronten wandeln sich zu Trophonten (s. Abb. 3), indem die Bohrspitze
stumpfer wird, sich der Zellmund vergroflert, das Lieberkiihn’sche Organell

verschwindet und sich der Parasit immer

mehr kugelformig abrundet (Schiperclaus,
1990; Ewing & Kocan, 1992; Dickerson,
20006). Die Trophonten nehmen an Volumen
zu und sind in stindiger rotierender
Bewegung (Schiperclaus, 1954; Dickerson,
2006). Der zunidchst bohnenformige

Makronukleus wird im  Laufe der

Entwicklung immer gebogener, bis er beim

reifen Trophonten schlieflich die fiir 1
Abb. 3: Trophont von I multifiliis.

Der hufeisenformige Makronukleus
erlangt (Wahli-Moser, 1985; Dickerson, ist deutlich zu erkennen. Die Linge

2006). Die Trophonten konnen im Laufe der eingefiigten Linie entspricht 500
um.

multifiliis  charakteristische Hufeisenform

ihrer Entwicklung eine Groé8e von bis zu 1,5

mm erreichen (Schiperclaus, 1954; Wagner,

1960). Sie wachsen in einem Epithelspalt unterhalb der Epidermis heran und sind
makroskopisch als weiler Punkt auf der Oberfliche des infizierten Fisches zu
erkennen (Dickerson, 2006). Stark befallene Fische sind mit unzéhligen dieser
weillen Punkte iibersdht, worauf sich der Name ,,Weillpiinktchenkrankheit*
begriindet. Der Trophont hat kugelformige Gestalt (Schiperclaus, 1954; Wahli-
Moser, 1985) und ist vollstindig von Zilien bedeckt. Typisch sind der
hufeisenformige Makronukleus, der Mikronukleus, das Zytostom, sowie
kontraktile Vakuolen und Granulakorner (Buschkiel, 1910; Schiperclaus, 1954;
Wahli-Moser, 1985). Die Trophonten erndhren sich von Zell- und
Blutbestandteilen des Wirtes (Schéperclaus, 1990; Ewing & Kocan, 1992) und
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farben sich dadurch im Lauf der Zeit immer dunkler, so dass iltere Parasiten
mikroskopisch undurchsichtig erscheinen (Schiperclaus, 1954). Im Laufe ihrer
Entwicklung dringen die Trophonten an die Oberfliche der Epidermis vor. Die
Zeit, bis die Parasiten den Wirt verlassen, ist abhédngig von der Wassertemperatur.
Nach Wahli-Moser (1985) und Noe und Dickerson (1995) dauert die Entwicklung
des Theronten bis zum reifen Trophonten bei 25° C ca. 5 Tage, bei 19 bis 21° C
ungefdhr 7 Tage und bei 9° C eine Zeit von ca. 20 Tagen. Stirbt der Wirt
vorzeitig, so verldsst der Trophont den Fisch wahrscheinlich aufgrund von
Verdnderungen des pH-Wertes und der Sauerstoffsidttigung im Gewebe
(Dickerson, 2006). Er ist dennoch zur Enzystierung und weiteren Entwicklung
befihigt, wenn er eine gewisse Zeit auf dem Wirt verbracht hat, in der er

zumindest eine GroBe von 95 pm erlangen konnte (MacLennan, 1942).

Sobald der Trophont die Nahrungsaufnahme eingestellt und den Fisch aktiv
verlassen hat, wird er als Tomont (s. Abb. 4) bezeichnet (Dickerson, 2006).

Dieser haftet sich an geeigneten Substraten,

wie z.B. Wasserpflanzen, Steinen oder
Schneckenschalen fest (Wagner, 1960;
Schiperclaus, 1990). Selten konnen auch im
Mucus von gestorbenen Fischen enzystierte
Stadien von 1. multifiliis gefunden werden
(Buschkiel, 1910; Wahli-Moser, 1985;

Dickerson, 2006). Es ist unklar, warum

solche Stadien den Wirt nicht verlassen

haben, bevor sie sich enzystierten. Der

Abb. 4: Tomont von I. multifiliis. Tomont produziert aus den Mucozysten

Die gallertige Zystenhiille ist . llertice Zvstenhiill Ich )
eine gallertige stennulle, welcne aus zwel
deutlich erkennbar. Im Inneren g ge £y

befinden sich die Teilungsprodukte Schichten besteht (MacLennan, 1937,

(Tomiten).  Die  Lédnge  der Ewing et al., 1983; Wahli-Moser, 1985).

eingefiigten Linie entspricht 100 . .
Innerhalb dieser Zystenhiille beginnt der

pm.

Teilungsprozess in Form von multiplen
Zweiteilungen, bei welchen die runden Tochterzellen entstehen, die als Tomiten
(s. Abb. 4 und 5) bezeichnet werden. Bei warmen Temperaturen liduft der

Teilungsprozess schneller ab. So dauert die Entwicklung bis zum Schliipfen der
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Schwirmer nach Wahli-Moser (1985) bei 4° C bis zu 18 Tagen. Bei 23° C ist die
Entwicklung in ca. 18 bis 24 Stunden abgeschlossen (Dickerson, 2006) und bei
28° C schwirmen die ersten Theronten bereits nach 6 Stunden aus (Wahli-Moser,
1985). Nicht nur die Teilungsgeschwindigkeit sondern ebenfalls die Teilungsrate
ist abhédngig von der Wassertemperatur, so dass bei warmen Temperaturen mehr
Tochterzellen entstehen als bei kalten. Die Anzahl kann schwanken zwischen
weniger als 10 gebildeten Tomiten bis zu mehreren Tausend (Wagner, 1960;
Buchmann et al., 2001). Dies ist sowohl abhingig von der Temperatur als auch

von der urspriinglichen Groe des Tomonten (MacLennan, 1937; Nigrelli et al.,

1976; Matthews, 2005).

Wie die Tomiten aus der Zyste freigesetzt werden, ist bisher nicht vollstindig
geklart. MacLennan (1937) hilt es fiir wahrscheinlich, dass die Tomiten in der
Lage sind, die Zystenhiille zu durchbrechen und Ewing et al. (1983) beobachteten,

dass die  Zystenwand  mit

zunehmender Reife dinner zu

werden  scheint. Wenn die
Tomiten die Zyste verlassen
haben, suchen sie wieder einen
Wirt und der Zyklus lduft erneut
ab. In der Literatur sind sehr
unterschiedliche Angaben zu der

Unterscheidung zwischen Tomite

und Theront zu finden. So
bezeichnen z.B. Wahli-Moser

oberen Teil des Bildes sind freie Tomiten (1985) und Geisslinger (1987) das

erkennbar, die den Tomonten bereits verlassen infektiose Stadium des Parasiten
haben. Die Linge der -eingefiigten Linie

- =T : g,
A ey fia ol o

Abb. 5: Reifer Tomont von I multifiliis. Im

. als Tomite, die Bezeichnung
entspricht 200 pm.
Theront kommt bei ihnen nicht
vor. Bei Noe und Dickerson
(1995) hingegen wird die Bezeichnung Tomite nicht verwendet, so dass hier die
entstehenden Tochterzellen des Parasiten sogleich Theronten genannt werden.
Laut Dickerson (2006) erfolgt die Differenzierung der Tomiten in die

freischwimmenden Theronten, indem sie eine lidngliche Form annehmen, den
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Mundapparat und das Perforatorium ausbilden. Es wird nicht konkret erldutert, ob
diese Differenzierung innerhalb oder auBerhalb der Zyste erfolgt. In der
vorliegenden Arbeit erschien es am sinnvollsten, die Teilungsprodukte solange sie
sich innerhalb des Tomonten befinden als Tomiten und nach Verlassen der

Zystenhiille als Theronten oder Schwérmer zu bezeichnen.

3. Epidemiologie und Bedeutung der Ichthyophthiriose

Mit Ausnahme der arktischen Regionen kommt 1. multifiliis praktisch weltweit in
allen SiiBgewdssern vor (Nigrelli et al., 1976). Der Parasit ist nicht wirtsspezifisch
und es wurde bisher keine Fischart aus dem SiiBwasser gefunden, die komplett
gegen die Erkrankung resistent ist (Ventura & Paperna, 1985; Wahli-Moser,
1985). Es liegen jedoch Hinweise auf unterschiedliche Empfinglichkeiten
verschiedener Fischarten vor (Hoffman, 1967) sowie individuelle Unterschiede
bei Fischen derselben Spezies (Ventura & Paperna, 1985). In Java wurde I
multifiliis nicht nur im Sii8-, sondern auch im Brackwasser gefunden (Buschkiel,
1936) und Schiperclaus (1954) beschrieb das Vorkommen des Parasiten sogar bei
Salzwasserfischen wie z.B. verschiedenen Korallenfischen, Kugelfischen,
Mittelmeerbrassen und kleinen Haien. Die weite geographische Verbreitung
dieses Protozoen ist wahrscheinlich auf seine geringe Wirtsspezifitit, grofe
Temperaturtoleranz und seinen direkten Lebenszyklus zuriickzufiihren (Matthews,

2005).

1. multifiliis ist zweifellos einer der gefidhrlichsten Krankheitserreger sowohl fiir
Zier- als auch fiir Nutzfische (Schéperclaus, 1990). Der Parasit fiihrt zu besonders
starken Schdden, wenn viele Fische auf engem Raum gehalten werden
(Schiperclaus, 1954), weshalb die Erkrankung durch die Intensivierung der
Fischproduktion sehr zugenommen hat (Hines & Spira, 1973). Genaue Zahlen
tiber den durch die Ichthyophthiriose verursachten wirtschaftlichen Schaden
liegen nicht vor (Dickerson, 2006), aber I. multifiliis fiihrt zu hoheren Verlusten in
der Aquakultur als irgendein anderer Einzeller (Matthews, 2005; Noe &
Dickerson, 1995). Bei starkem Befall fiihrt die Infektion mit dem Erreger zu hoher
Mortalitdt in Fischkulturen (Butcher, 1947; Valtonen & Kerdnen, 1981;
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Buchmann et al., 2001; Jorgensen et al., 2009). Bei Wildfischpopulationen tritt die
Erkrankung aufgrund geringer Prédvalenz des Parasiten seltener in Erscheinung
(Ewing & Kocan, 1992), aber auch hier wurden Epidemien mit massiven
Ausfillen beschrieben (Elser, 1955; Allison & Kelly, 1963; Wurtsbaugh & Tapia,
1988; Matthews, 2005). Fiir die finanziellen Schidden in Fischzuchten sind in
erster Linie die massiven Ausfélle im Bestand maBgebend, aber auch verringertes
Wachstum der Fische und eine dadurch herabgesetzte Produktionsleistung fiihren
zu EinbuBlen. Bei Zierfischhaltungen sind nicht nur finanzielle Aspekte, sondern
zusitzlich hiufig emotionale Aspekte von Bedeutung, da einzelne Fische fiir den

Fischhalter oft einen individuellen Wert besitzen.

Das Auftreten der Ichthyophthiriose ist saisonal bedingt. Zu Epidemien kommt es
am héufigsten im Frithjahr und Frithsommer, wenn die Wassertemperaturen
steigen (Wahli-Moser, 1985), doch es konnen Fille der Weillpiinktchenkrankheit
das ganze Jahr iiber auftreten (Bauer, 1958). Zu Ausbriichen der Erkrankung
kommt es immer dann, wenn die Bedingungen fiir die schnelle Vervielfachung
des Parasiten giinstig sind und gleichzeitig die Abwehrmechanismen der Fische
geschwicht sind. Ein wichtiges Kriterium ist die Wassertemperatur, da der
Entwicklungszyklus hiervon entscheidend beeinflusst wird (MacLennan, 1937,
1942; Schiperclaus, 1954; Nigrelli et al., 1976; Wahli-Moser, 1985). Mit
steigender Temperatur lduft zum einen der gesamte Entwicklungszyklus des
Parasiten schneller ab und zum anderen finden mehr Teilungen innerhalb der
Tomonten statt, so dass zusidtzlich mehr Schwirmer entstehen als bei kalten
Temperaturen (Wahli-Moser, 1985). Deshalb fiihrt 1. multifiliis besonders im
Frithjahr zu schweren Problemen (Elser, 1955; Dickerson, 2006), da sich der
Parasit durch das Ansteigen der Wassertemperatur nun innerhalb kiirzester Zeit
explosionsartig vermehrt und gleichzeitig noch keine Immunitét bei den Fischen
ausgebildet werden konnte. Die stark befallenen Fische sterben, wihrend die
schwicher infizierten Fische im Laufe der Infektion immun werden, so dass die
Erkrankung nach einiger Zeit wieder nachldsst (Dickerson, 2006). Wie I
multifiliis zwischen den Ausbriichen iiberlebt, ist nicht ganz klar (Dickerson,
2006), da es sich um einen obligaten Parasiten handelt, der auf einen Wirt
angewiesen ist und freie Stadien bei Temperaturen unterhalb von 3° C abgetotet

werden (Wahli-Moser, 1985). Die naheliegendste Theorie ist, dass eine geringe
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Infektion in der Fischpopulation iiber den Winter erhalten bleibt (Dickerson,
2006), da die Entwicklungsgeschwindigkeit der Parasiten durch die kalten
Wassertemperaturen sehr verlangsamt wird und sich die Phase, in welcher der
Parasit unter der Epidermis geschiitzt ist, somit iiber einen langen Zeitraum

erstrecken kann.

4. Pathogenese und Symptomatik

Charakteristisches und sicheres Erkennungsmerkmal der Ichthyophthiriose ist das
Auftreten weiller Punkte auf den Flossen und der gesamten Korperoberfliche der
Fische (Dickerson, 2006). Dieses Krankheitsbild ist jedoch erst im
fortgeschrittenen Verlauf der Erkrankung zu finden. Zu Beginn sehen die Fische
meist noch unverdndert aus, zeigen jedoch Verhaltensauffilligkeiten (Hines &
Spira, 1973; Dickerson, 2006). Die ersten Anzeichen sind generelle Unruhe und
vermehrtes Scheuern der Fische am Boden oder Gegenstinden, das sogenannte
,»Aufblitzen (Wahli-Moser, 1985). Diese Symptome sind auf den Juckreiz
zuriickzufithren, der durch die unter der Epidermis heranwachsenden Stadien
verursacht wird. Im Verlauf der Erkrankung verschlechtert sich der
Allgemeinzustand der Fische. Auf der Haut bildet sich eine vermehrte
Schleimschicht als Abwehrreaktion gegen den Parasitenbefall (Hines & Spira,
1973) und héufig tritt sekundérer Befall mit Pilzen der Gattung Saprolegnia auf,
welche durch die Vorschiadigung der Haut durch I multifiliis gute
Wachstumsbedingungen erlangen (Dickerson, 2006). Durch die auf den Kiemen
befindlichen Parasitenstadien kommt es aufgrund der Schidigung des
Kiemenepithels zu Sauerstoffmangel (Schiperclaus, 1990). So werden die Fische
im Verlauf der Erkrankung zunehmend apathisch, verweigern die Futteraufnahme
und halten sich vorwiegend am Wasserzulauf auf, um an mdglichst
sauerstoffreiches Wasser zu gelangen (Wahli-Moser, 1985; Dickerson, 2006). Der
Tod des Fisches tritt letztlich durch das Zusammenwirken mehrerer Faktoren ein,
wie die Beeinflussung des homdoostatischen Gleichgewichtes,
Sekundirinfektionen durch Bakterien und Pilze (Nigrelli et al., 1976; Kozel,
1986) und Sauerstoffmangel aufgrund der massiven Zerstorung des

Kiemenepithels (Schiperclaus, 1990; Schmitt, 1990).
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Hines und Spira (1973) zeigten, dass die Stirke der Symptomatik von der Anzahl
an Theronten abhingt, mit welcher der Fisch konfrontiert wird. So fiihrt das
Vorhandensein von wenigen Schwirmern nur zu einer gering ausgeprigten
Erkrankung, welche der Fisch iiberstehen kann. Nach dem Uberwinden einer
schwachen Infektion bildet der Fisch eine Immunitit gegen I multifiliis aus
(Buschkiel, 1910; Butcher, 1947), welche je nach Schwere der Initialinfektion
(Bauer, 1953) zwischen mehreren Monaten bis zu einem Jahr anhilt (Hines &
Spira, 1974b; Burkart et al., 1990). Die der Immunitit zugrundeliegenden
Mechanismen sind trotz zahlreicher Studien noch nicht vollstindig geklart. Es ist
jedoch nachgewiesen, dass sowohl unspezifische als auch spezifische
Abwehrmechanismen daran beteiligt sind und zellassoziierte Mechanismen sowie
gegen den Parasiten gebildete Antikorper eine Rolle spielen (Hines & Spira,
1974b; Buchmann et al., 2001; Maki & Dickerson, 2003; Dickerson, 2006).

S. Therapie der Ichthyophthiriose

Der Lebenszyklus des Parasiten macht die Therapie der Erkrankung sehr
schwierig. Die Trophonten befinden sich unterhalb der Epidermis des Fisches, so
dass sie von Therapeutika, die dem Wasser zugegeben werden, nicht erreicht
werden (Cross, 1972). Auch die Tomonten am Boden sind innerhalb ihrer
Zystenhiille weitgehend geschiitzt. Da es keine Behandlungsmethode gibt, mit
welcher alle Stadien des Parasiten gleichzeitig eliminiert werden, flammt die
Krankheit schnell wieder auf. Zusitzlich vermehrt sich I. multifiliis bei warmen
Wassertemperaturen innerhalb kiirzester Zeit explosionsartig, so dass binnen
weniger Tage hohe Mortalititen auftreten und somit jegliche Therapieversuche zu
spit kommen. Aus diesem Grunde sind die MaBnahmen zur Pridvention der

Ichthyophthiriose von groBer Bedeutung.

5.1 Priavention

Im Allgemeinen sollte immer ein gutes Management und die Durchfiihrung von

HygienemaBBnahmen zur Minimierung des Kontakts mit pathogenen Erregern und
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damit die Vermeidung eines Ausbruchs von Infektionskrankheiten im
Vordergrund stehen, anstatt zu versuchen, eine bereits bestehende Erkrankung zu
therapieren (Dickerson, 2006). So sollte zunidchst moglichst die Einschleppung
von I. multifiliis verhindert werden, indem neu einzusetzende Fische zunichst in
Quarantédne gehalten werden (Buschkiel, 1936; Schiperclaus, 1954; Wahli-Moser,
1985). Bei einer Temperatur von 24° C sollte eine Quarantdnezeit von zwel bis
drei Wochen gewihrleistet werden, da in diesem Zeitraum mehrere
Parasitenzyklen ablaufen konnen und eine geringgradig ausgeprigte Infektion der
Fische in Erscheinung treten kann (Dickerson, 2006). Es sind allgemeine
Hygienegrundsitze, wie die Durchfithrung von geeigneten Reinigungs- und
DesinfektionsmaBBnahmen einzuhalten, um die Verbreitung des Erregers innerhalb
des Betriebes einzudammen. Auflerdem sollten Bedingungen geschaffen werden,
die den Kontakt zwischen Wirt und Parasiten minimieren. Hierzu sollte die
Besatzdichte der Fische moglichst gering gehalten werden (Negele, 1975; Wahli-
Moser, 1985), zumal ein Uberbesatz bei den Fischen Stress erzeugt, welcher das
Immunsystem supprimiert und die Empféanglichkeit der Fische gegeniiber dem
Parasiten erhoht (Davis et al., 2002). Der Infektionsdruck auf die Fische kann
zusidtzlich verringert werden, indem die Wasserdurchlaufrate erhoht wird, da
hierdurch Parasitenstadien aus dem Wasser entfernt werden (Shinn et al., 2005).
Bodensteiner et al. (2000) gelang es, durch prophylaktische Erhéhung von
Wasseraustauschrate und Wassergeschwindigkeit die durch 1 multifiliis
hervorgerufenen Ausfille deutlich zu verringern. Shinn et al. (2005) stellten
zudem fest, dass die Erzeugung von Wasserturbulenzen das Auffinden des Wirtes
erschwert. Eine neue Methode zur Senkung des Infektionsdrucks ist die
Entfernung von Tomonten mittels einer Vakuumpumpe, was als Unterstiitzung
zur chemischen Therapie der Ichthyophthiriose eingesetzt werden kann (Shinn et

al., 2009).

Eine weitere Methode zur Priavention der Erkrankung wire die prophylaktische
Immunisierung von Fischen gegen I. multifiliis per Impfung. Es ist seit langer Zeit
bekannt, dass Fische eine Immunitit gegen den Parasiten aufbauen, sofern sie die
Infektion {iiberstehen (Buschkiel, 1910; Butcher, 1947; Bauer, 1958; Hines &
Spira, 1974b). Dies macht es theoretisch moglich, einen Impfstoff gegen die
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Ichthyophthiriose zu entwickeln. Allerdings waren diese Bemiihungen bisher
nicht erfolgreich, so dass zurzeit noch keine geeigneten Vakzinen zur

Immunisierung gegen die Ichthyophthiriose vorhanden sind (Dickerson, 2006).

5.2  Therapie

5.2.1 Physikalische Methoden

Es gibt Moglichkeiten, den Erreger ohne Anwendung von Chemikalien zu
eliminieren. Bei Warmwasserfischen kann die Wassertemperatur fiir eine Woche
auf 30° C erhoht werden, da die Parasiten bei diesen Temperaturen abgetotet
werden (Cross, 1972; Dickerson, 2006). Bei Fischen, welche kalte
Wassertemperaturen bendtigen, ist diese Methode jedoch nicht anwendbar. Bei
Aquarienfischen stellt auBerdem das Umsetzen in verschiedene Becken eine
effektive Moglichkeit zur Durchbrechung des Infektionszyklus dar (Buschkiel,
1936; Schiperclaus, 1954; Wahli-Moser, 1985). Dies ist allerdings
arbeitsaufwendig, weil die Fische hierzu alle 12 Stunden in ein neues,
parasitenfreies Aquarium verbracht werden miissen (Schéperclaus, 1954). Auch
die Bestrahlung mit Ultraviolettlicht kann in Anlagen, in denen eine Rezirkulation
des Wassers stattfindet, zur Kontrolle von Infektionen mit 1. multifiliis genutzt

werden (Gratzek et al., 1983).

5.2.2 Medikamentose Behandlungen

Bei den angewendeten Therapeutika muss unterschieden werden zwischen
solchen, die dem Wasser zugesetzt werden und somit nur auf die frei befindlichen
Stadien von I. multifiliis, namlich die Theronten und Tomonten, einwirken und
solchen, die in Form von oralen Behandlungen in den Fisch gelangen und somit

gegen die Trophonten unter der Epidermis der Fische wirksam sind.

5.2.2.1 Wirkung auf freischwimmende Stadien durch Badebehandlungen

Bei Badebehandlungen wird das Medikament dem Wasser zugegeben und wirkt
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gegen die freischwimmenden Theronten und Tomonten, wobei die meisten
Medikamente gegen letztere aufgrund ihrer sie umgebenden Hiille nicht effektiv
sind. Wenn das Therapeutikum so lange angewendet wird, bis alle Trophonten die
Wirte verlassen und wiederum Theronten gebildet haben, kann die Infektion

effektiv bekdmpft werden.

Das Mittel der Wahl zur Therapie der Ichthyophthiriose ist Malachitgriinoxalat,
welches im Bereich der Zierfischmedizin erfolgreich gegen I. multifiliis eingesetzt
wird (Amlacher, 1961; Wahli-Moser, 1985; Schiperclaus, 1990). Dieses ist ein
Salz des organischen Farbstoffs Malachitgriin und besitzt antifungizide und
antiprotozoische Eigenschaften (Alderman, 1985). In Deutschland sind fiir
Zierfische Malachitgriinoxalat enthaltende Arzneimittel zur Behandlung gegen
Hautparasiten auf dem Markt. Der Wirkstoff ist jedoch potentiell kanzerogen
(Meyer & Jorgenson, 1983; Dickerson, 2006; Heinecke & Buchmann, 2009),
weshalb seine Anwendung bei Lebensmittel liefernden Tieren in den EU-
Mitgliedsstaaten verboten wurde. Das Verbot basiert auf der Grundlage der
Verordnung (EWG) Nr. 2377/90 (Rintaméki-Kinnunen et al., 2005; Heinecke &
Buchmann, 2009), die durch die Verordnung (EG) Nr. 470/2009 und die
Verordnung (EU) Nr. 37/2010 abgelost wurde. Da Malachitgriin nicht in der
Tabelle 1 (zuldssige Stoffe) der Verordnung (EU) Nr. 37/2010 genannt ist, darf es

bei Nutzfischen nicht mehr eingesetzt werden.

Durch das Anwendungsverbot von Malachitgriinoxalat stellt die Bekdmpfung der
Ichthyophthiriose heutzutage ein gro3es Problem dar. Insgesamt mangelt es in
Deutschland an zugelassenen Arzneimitteln fiir Nutzfische. Es sind lediglich
Formaldehyd (Formalin) und Natriumchlorid zur Anwendung im Wasser
zugelassen (www.vetidata.de). Wie nachfolgend beschrieben, besitzen diese
Substanzen jedoch nur eine begrenzte Wirksamkeit gegen 1. multifiliis, so dass es
nach heutigen Einschidtzungen zurzeit kein geeignetes Medikament zur

Behandlung der Ichthyophthiriose bei Nutzfischen gibt (Matthews, 2005).

Die Effektivitit von Natriumchlorid gegen Theronten von I. multifiliis wurde
bereits von Stiles (1893) festgestellt. Allerdings ist die Anwendung aufgrund der
groflen Mengen, die zur Behandlung eines Teiches eingesetzt werden miissen, bei

Fischzuchten nicht praktikabel. Die Wirksamkeit des Natriumchlorids ist zudem
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nur begrenzt, so dass es zur eigentlichen Therapie der Erkrankung nicht geeignet
ist (Matthews, 2005; Dickerson, 2006). Es trdgt jedoch positiv zur
Osmoregulation des Fisches bei, so dass es unterstiitzend zu anderen Therapeutika

eingesetzt werden kann (Cross, 1972).

Momentan wird in Fischzuchten héufig Formalin zur Behandlung der
Erkrankung verwendet (Heinecke & Buchmann, 2009; Shinn et al., 2009). Fiir
Formalin  (Formaldehyd-Losung 36 % ad. us. vet.)) Dbesteht eine
Standardzulassung. Es hat jedoch nur eine eingeschrinkte Wirksamkeit (Schmitt,
1990; Shinn et al., 2009) und ist zur Therapie bei schweren Ausbriichen der
Ichthyophthiriose nicht geeignet (Matthews, 2005). Zudem ist es besonders in
hohen Konzentrationen fiir Fische toxisch (Bills et al., 1977; Schmitt, 1990). Die
Sicherheit beim Einsatz von Formalin hidngt auBerdem von der Wassertemperatur
ab, da es bei warmem Wetter durch die Anwendung zu Algensterben kommen
kann, was einen plotzlichen Sauerstoffabbau im Teich verursacht (Cross, 1972).
Bei Temperaturen unterhalb von 8° C hingegen ist Formalin nicht mehr wirksam,
so dass der Einsatz im Winter unmoglich ist (Baur & Rapp, 2003; Rowland et al.,
2008). Der Gebrauch dieser Substanz birgt auch Risiken fiir den Anwender, da
Formalin Gewebsirritationen hervorrufen kann und toxische und potentiell

kanzerogene Eigenschaften besitzt (Pandey et al., 2000; Viegas et al., 2010).

Aufgrund des kanzerogenen Potentials von Malachitgriinoxalat befassten sich
viele Studien mit der Suche nach neuen Mboglichkeiten zur Therapie der
Erkrankung. Kiirzlich untersuchten Straus und Meinelt (2009) die Wirksamkeit
von Peressigsiaure gegen Schwirmer von 1. multifiliis. Diese Sédure ist in Tabelle
1 der Verordnung (EU) Nr. 37/2010 aufgenommen, so dass die Anwendung bei
Nutzfischen generell erlaubt ist. Dabei zeigte sich, dass Peressigsdure zwar eine
Wirksamkeit hat, aber die Anwendung unter Feldbedingungen nicht praktikabel
ist, da fiir eine effektive Behandlung zu viele Applikationen der Substanz

erforderlich wéren.

Schmitt (1990) testete sowohl in vitro als auch in vivo mehrere antimikrobiell
und antiprotozoisch wirksamen Stoffe auf ihre Eignung zur Bekdmpfung der

Ichthyophthiriose. Amphotericin B und Chlortetrazyklin erwiesen sich in den In
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vitro Versuchen als effektiv gegen den Parasiten. Die durchgefiihrten In vivo
Versuche, in welchen die Wirksamkeit der Substanzen in Form von
Badebehandlungen gegen Theronten untersucht wurde, fiihrten jedoch zu dem
Ergebnis, dass keine der getesteten Substanzen den Parasitenbefall so reduzieren

konnte wie Malachitgriinoxalat (Schmitt, 1990; Wabhli et al., 1993).

Cross und Hursey (1973) beschrieben die Wirksamkeit des Desinfektionsmittels
Chloramin T zur Bekd@mpfung der Erkrankung, betonten dabei jedoch die
Abhingigkeit der Dosierung von pH-Wert und Hirte des Wassers. Van Duijn
(1967) empfiehlt den Einsatz der Substanz nicht, da sie stark von organischem
Material gebunden wird und zudem mit Metallen toxische Verbindungen bildet.
Fiir Kupfersulfat konnte ebenfalls eine Wirksamkeit gegen die Ichthyophthiriose
nachgewiesen werden (Schlenk et al., 1998); allerdings ist beim Einsatz besondere
Vorsicht geboten, da die erforderlichen therapeutischen Konzentrationen sehr
nahe an der Toxizititsgrenze liegen (Schmitt, 1990). In den Studien von
Buchmann et al. (2003) sowie von Heinecke und Buchmann (2009) wurde die
Wirksamkeit von Natriumpercarbonat anhand von In vitro Versuchen iiberpriift.
Es zeigte sich ein Effekt gegen Theronten, jedoch nur ein eingeschrinkter Effekt
auf Tomonten. Straus und Griffin (2001, 2002) stellten die Wirksamkeit von
Kaliumpermanganat gegen Theronten fest. Die Effektivitit einer Behandlung in
Teichen wird jedoch durch die Detoxifikation des Kaliumpermanganats durch
organische Substanzen im Wasser negativ beeinflusst. Zu beachten ist, dass vielen
Mitteln aufgrund okotoxikologischer Aspekte Grenzen gesetzt sind, wie z.B. fiir

Kupfersulfat (Wassergefahrdungsklasse 2).

Pflanzliche Mittel zur Behandlung der Ichthyophthiriose wurden von Buchmann
et al. (2003) und Ekanem et al. (2004) untersucht. Ekanem et al. (2004)
beschrieben, dass Extrakte der Juckbohne (Mucuna pruriens) und der Papaya
(Carica papaya) eine Reduktion der Befallsstirke mit 1. multifiliis um bis zu 90 %
bewirken konnten. Von Buchmann et al. (2003) wurden Knoblauchextrakte
untersucht, deren Wirkungseffekt jedoch nicht an den des Malachitgriinoxalates
heranreichen konnte. Die Extrakte konnten jedoch zumindest zu einer Reduktion
der Infektion beitragen, zumal ihre Anwendung mit einer guten

Umweltvertriglichkeit verbunden wire.
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5.2.2.2 Wirkung auf Trophonten durch orale Therapeutika

Es wurden bereits mehrere Versuche zur Entwicklung von oralen Therapeutika
zur Bekdmpfung der Erkrankung unternommen. Einige der von Schmitt (1990)
bereits per Badebehandlung applizierten antimikrobiell und antiprotozoisch
wirksamen Stoffe wurden ebenfalls auf ihre Eignung hin als orale Therapeutika
zur Bekdmpfung der im Fisch befindlichen Trophonten untersucht. Dies waren
Chlortetrazyklin sowie die mittlerweile fiir Lebensmittel liefernde Tiere
verbotenen Stoffe Furazolidon und Griseofulvin. Diese zeigten jedoch keine

positiven Effekte auf den Verlauf der Ichthyophthiriose.

Tojo Rodriguez und Santamarina Fernandez (2001) iiberpriiften die Wirksamkeit
verschiedener oral verabreichter Antiparasitika, von denen nur wenige iiberhaupt
eine Wirkung zeigten und leider keines die Entwicklung der Trophonten komplett
verhindern konnte. Luzardo-Alvarez et al. (2003) testeten die Wirksamkeit des
Antiparasitikums Triclabendazol, ein Benzimidazol, das als Komplex mit B-
Cyclodextrin oral verabreicht wurde, und lieferten damit vielversprechende
Ergebnisse fiir weitere Studien. So wurde durch diesen Wirkstoff sowohl eine
Reduktion der gesamten Parasitenzahl als auch der GroBe der vorhandenen
Trophonten hervorgerufen. Shinn et al. (2003) {berpriiften verschiedene
Antiprotozoika (Amprolium, Clopidol, Decoquinat, Monensin, Nicarbazin und
Salinomycin-Natrium) auf ihre Wirksamkeit gegen die Ichthyophthiriose bei
oraler Applikation. Von den untersuchten Substanzen hatten jedoch nur wenige
einen Effekt auf den Parasiten und eine vollkommene Eliminierung konnte mit

keinem der Stoffe erzielt werden.

Wahli et al. (1995) beschiftigten sich mit dem Einsatz von Ascorbinsiure
(Vitamin C) zur Behandlung der Erkrankung. Sie stellten dabei eine Reduktion
der Mortalitéit der behandelten Fische im Vergleich zur Kontrolle fest, ohne dass
jedoch die Anzahl der Parasiten verringert wurde. Sie vermuteten, dass durch das
Vitamin C der allgemeine Gesundheitsstatus der Fische gefordert wurde, so dass
es zu einer verbesserten Abwehrlage gegeniiber anderen umweltbedingten

Stressoren kam.

Oral verabreichte Probiotika wurden von Pieters et al. (2008) auf ihre

prophylaktische Wirksamkeit gegen die Ichthyophthiriose getestet. Die Mortalitéit



1I. Literaturiibersicht 19

war in einer probiotisch behandelten Gruppe deutlich niedriger als in der
Kontrolle, bei welcher kein Fisch iiberlebte. Es wurde hier jedoch nur die
Mortalitédtsrate als Kriterium herangezogen und der Versuch wurde nur zweimal

wiederholt, weshalb die Ergebnisse nicht statistisch abgesichert werden konnten.

Da die Bekdmpfung der Ichthyophthiriose schwierig ist und es zurzeit keine
Therapeutika mit zufriedenstellender Wirkung fiir Nutzfische gibt (Matthews,
2005; Dickerson, 2006), ist es notwendig, weitere Forschungsarbeiten auf dem
Gebiet durchzufithren und nach geeigneten Methoden zur Behandlung der

Erkrankung zu suchen.

6. Chinin: Eigenschaften und Anwendungsgebiete

Chinin ist ein Alkaloid (s. Abb.
6), das aus der Rinde des
Chinarindenbaums (Cinchona
pubescens)  gewonnen  wird,

welcher im westlichen

Siidamerika  wichst  (Hesse,

2000). Es ist ein weiles, Abb. 6: Strukturformel von Chinin
wasserunlosliches,  kristallines

Pulver mit einem charakteristisch bitteren Geschmack, weshalb es als Aromastoff
in Lebensmitteln, insbesondere in  Erfrischungsgetrinken wie z.B.
Bitterlimonaden, in Konzentrationen bis zu 85 mg/L eingesetzt wird

(Bundesinstitut fiir Risikobewertung, 2008).

In Form seiner Salze findet Chinin vor allem in Arzneimitteln Verwendung.
Aufgrund seiner muskelrelaxierenden Eigenschaften, die auf einer anticholinergen
Wirkung an der neuromuskuldren Endplatte beruhen, findet Chinin u.a.
Anwendung bei der Therapie von nédchtlichen Wadenkrdmpfen (Meibohm, 2001).
Bereits seit dem 17. Jahrhundert wird Chinin als fiebersenkendes Medikament
und als Therapeutikum gegen die Malaria angewendet (Héansel & Pertz, 2009).
Diese Erkrankung wird durch verschiedene Arten der Gattung Plasmodium

hervorgerufen, bei welchen es sich wie bei I. multifiliis um einzellige Parasiten
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handelt. Der Einsatz von Chinin wurde jedoch mit der Entwicklung synthetischer
Malariamittel fast vollig zuriickgedridngt, gewann aber durch das Auftreten
resistenter Staimme von Plasmodium falciparum in den 60er Jahren wieder an
Bedeutung (Stahlmann & Lode, 2001). Heute findet es bei der Therapie der
Malaria Tropica insbesondere bei Chloroquin-resistenten bzw. multiresistenten
Erregern Anwendung (Hesse, 2000; Hinsel & Pertz, 2009). Trotz seines
langjdhrigen Einsatzes sind gegen Chinin bis heute noch keine Resistenzen

bekannt (Gossauer, 2006).

Die antiprotozoische Wirkung beruht vermutlich auf einer Wechselwirkung mit
der DNA des Erregers, so dass die Replikation und Transkription gestort wird
(Gossauer, 2006). Hierbei wird diskutiert, ob der Mechanismus auf Interkalation
beruht, wobei sich das Chininmolekiil zwischen die Basen der Parasiten-DNA
einlagert und dadurch die Nukleinsduresynthese hemmt. Chinin zeigt auch
gegeniiber anderen einzelligen Organismen (z.B. Bakterien und Hefen) sowie
gegeniiber Spermatozoen eine mehr oder weniger ausgeprigte abtotende Wirkung

(Von Bruchhausen et al., 1993).

Pharmakokinetische Daten beim Menschen zeigen, dass Chinin nach oraler Gabe
fast vollstindig resorbiert wird, sich abgesehen vom Liquorraum gut in den
verschiedenen Kompartimenten verteilt und einem ausgepréigten Metabolismus in
der Leber unterliegt. Nur rund 5 % werden unverdndert mit dem Urin
ausgeschieden. Bei saurem Harn-pH ist die Exkretion beschleunigt, bei

alkalischem pH verlangsamt (Stahlmann & Lode, 2001).

Die Wirksamkeit von Chinin gegen P. falciparum diente als Grundlage fiir die
Uberlegung, dass auch eine Bekidmpfung anderer endoparasitischer Organismen
mit dieser Substanz moglich sein konnte. So konnte mit oral verabreichtem Chinin
eine Eliminierung von Henneguya sp., einem Parasiten aus der Familie der
Myxobolidae, erzielt werden (Dohle et al., 2002). In einer Studie von Speare at al.
(1998) wurde bei Regenbogenforellen der Einsatz von oral appliziertem Chinin
zur Bekidmpfung von Loma salmonae, einem zu den Microsporidien zdhlenden
Kiemenparasiten untersucht und lieferte vielversprechende Resultate. Von
Schiperclaus (1954) wurde bereits die Anwendung von Chininbéddern speziell

gegen die Ichthyophthiriose beschrieben. Hierbei wirkt das Chinin jedoch nur auf
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die freien Stadien im Wasser und muss iiber einen ldngeren Zeitraum verabreicht
werden, da die Parasiten in der Fischhaut durch das Bad nicht beeinflusst werden.
Bei Zierfischen untersuchten Schmahl et al. (1996) die Wirksamkeit eines mit
einer Chininkonzentration von 5 g/kg Futter versetzten Medikationsfutters gegen
die Ichthyophthiriose. Zur Beurteilung des Effekts wurden die durch das Chinin
verursachten Veridnderungen der Trophonten elektronenmikroskopisch untersucht,
sowie die auf den Fischen vorhandene Parasitenzahl ermittelt. Die Resultate
waren sehr vielversprechend, wenn auch eine durch die Bitterkeit ausgeloste
eingeschrinkte Akzeptanz des Medizinalfutters zu Einschrinkungen der
Versuchsdurchfithrung bei einigen Fischarten fithrte. AuBerdem wurden
Langzeitfiitterungen liber 12 Wochen durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob es
durch orale Anwendung des Chinins zu toxischen Effekten kommt. Es traten
keine klinischen Symptome bei den Fischen auf, allerdings wurde bei einigen

Fischarten ein reduziertes Wachstum beobachtet (Schmahl et al., 1996).
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III  Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

Die Ergebnisse vorheriger Studien lassen darauf schlieBen, dass Chinin gegen 1.
multifiliis wirksam ist und als Therapeutikum gegen die Ichthyophthiriose in
Frage kommt. Schiperclaus (1954) stellte bei Anwendung des Chinins in Form
von Badebehandlungen die Wirksamkeit der Substanz gegen Theronten fest. Die
Studie von Schmahl et al. (1996) liasst darauf schlieen, dass mit Chinin in Form
eines Medizinalfutters ein Effekt auf die Trophonten unterhalb der Epidermis der
Fische zu erzielen ist. Diese Untersuchungen wurden mit verschiedenen Spezies
von Zierfischen durchgefiihrt. Aufgrund des Mangels an zugelassenen
Medikamenten besteht bei Fischen, die der Lebensmittelgewinnung dienen, ein
groBer Bedarf mnach alternativen Therapeutika zur Behandlung der
Ichthyophthiriose. Aus diesem Grunde sollte der Fokus der vorliegenden Arbeit
auf die Anwendbarkeit von Chinin gegen die Erkrankung bei Nutzfischen

gerichtet werden.

Zunidchst galt es, den Laborzyklus des Parasiten zu etablieren und ein Verfahren
zur Infektion von Versuchsfischen zu entwickeln. Anhand von In vitro Versuchen
sollte die Wirksamkeit von Chinin gegen verschiedene Stadien von 1. multifiliis
untersucht werden. In vivo Untersuchungen bei Karpfen (Cyprinus carpio) klarten
die Frage, ob Chinin gegen die Stadien von I. multifiliis, insbesondere gegen die
Trophonten in der Epidermis, bei oraler und parenteraler (intraperitonealer)
Applikation wirksam ist. Im Hinblick auf die Praktikabilitit der
Arzneimittelverabreichung  in  Fischbestinden sollte ~ anhand  von
Fiitterungsversuchen iberpriift werden, ob iber Medizinalfutter eine

prophylaktische und therapeutische Wirkung von Chinin zu erzielen ist.
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IV  Material und Methoden

1. Material
1.1 Fische

1.1.1 Karpfen

Fir die In vivo Versuche wurden Spiegelkarpfen (Cyprinus carpio) verwendet.
Sie wurden unter spezifisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen aus Eiern
aufgezogen, d.h. sie waren noch niemals zuvor mit fischpathogenen Erregern,
insbesondere I. multifiliis, in Kontakt gekommen. Es wurden zwei verschiedene
Zuchtlinien an Karpfen eingesetzt. Die Bezugsquellen fiir die verwendeten
Karpfen waren zum einen die Wageningen University, Animal Sciences
(Wageningen, Niederlande) und zum anderen die Bayerische Landesanstalt fiir
Landwirtschaft, AuBenstelle fiir Karpfenteichwirtschaft, Hochstadt an der Aisch.
Wiihrend des Einsatzes in den Versuchen hatten die Karpfen ein Alter von 6 bis
11 Monaten, Korperldngen zwischen 4 und 9 cm und Gewichte zwischen ca. 3,5 —
15 g. Alle Karpfen wurden vor den Versuchen in 200-Liter Aquarien mit einem
Durchfluss von Leitungswasser gehalten, der zweimal tdglich zu einer
vollstindigen Wassererneuerung im Becken fiihrte. Zusitzlich waren Filter
angebracht und Kalksteinausstromer zur Sauerstoffanreicherung vorhanden. Die
Wassertemperatur betrug ca. 18 +/- 1° C. Die Karpfen wurden zweimal téiglich
ihrem Energiebedarf entsprechend mit handelsiiblichem Futter (Skretting, Trouw

Nutrition Deutschland GmbH, Burgheim) gefiittert.

1.1.2 Regenbogenforellen

Fir die Aufrechterhaltung des Laborzyklus von [ multifiliis und die
Durchfithrung einiger Vorversuche zur Priifung der Akzeptanz des
Medizinalfutters wurden SPF Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) im
Alter zwischen 10 Monaten und 3 Jahren, einer GroBe von 8 - 17 cm und
Gewichten von ungefdhr 15 - 150 g verwendet. Sie wurden als Eier erworben

(Troutlodge Inc., USA) und nach dem Schlupf unter SPF Bedingungen
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aufgezogen. Die Forellen wurden in Rundbecken mit Leitungswasserdurchfluss
und Kalksteinausstromern zur Sauerstoffanreicherung bei Wassertemperaturen
von 15 +/- 2° C gehalten und mit handelsiiblichem Forellenfutter (Skretting,

Trouw Nutrition Deutschland GmbH, Burgheim) gefiittert.

1.2 Parasiten

Es wurden mit I. multifiliis infizierte Aschen (Thymallus thymallus) erworben
(Landesfischzuchtanstalt Mauka, Massenhausen), der Parasit durch Kohabitation
auf Regenbogenforellen transferiert und mittels Passage iiber neue Wirtsfische
(Regenbogenforellen) erhalten, so dass I multifiliis dauerhaft wéhrend der

Versuche vorhanden war.

1.3 Chemikalien

Fiir alle Versuche wurde Chinindihydrochlorid (Summenformel: C;0H26C1,N,0,)
verwendet (Carl Roth GmbH, Karlsruhe).

Der Salzanteil des Prédparats betrug 22,51 % und wurde bei den
Dosierungsberechnungen beriicksichtigt. Um die gewiinschte Dosis an reinem
Chinin zu erzielen, wurden entsprechend 22,51 % mehr von dem Préparat in das
Medizinalfutter eingebracht bzw. injiziert. Die im Folgenden genannten

Dosierungen beziehen sich somit immer auf reines Chinin ohne Salzanteil.

2. Methoden
2.1  Versuchsvorbereitung

2.1.1 Etablierung des Laborzyklus von I. multifiliis

Nach Optimierung der Methodik im Rahmen von Vorversuchen erfolgte der
Erhalt des Laborzyklus mittels laufender Passage des Parasiten iiber

Regenbogenforellensetzlinge. Es wurden zwei Aquarien mit ca. 250 Liter
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verwendet. Es waren in jedem Becken immer ungefihr 15 bis 20 Fische
vorhanden, die mit /. multifiliis in unterschiedlichen Reifegraden infiziert waren.
So kamen simultan alle Parasitenstadien in den Becken vor, und somit wurde
gewihrleistet, dass jederzeit reife Trophonten zur Durchfiihrung von Versuchen
gewonnen werden konnten. Die Wassertemperatur betrug 16 +/- 2° C. Es waren in
jedem Becken zwei Kalksteinausstromer zur Sauerstoffversorgung vorhanden.
Uber Steuerung der Durchflussmenge an Leitungswasser konnte der
Infektionsverlauf beeinflusst werden. Um iiberblicken zu kénnen, wie lange sich
die Fische in dem Becken befanden, wurde eine neu eingesetzte Gruppe an
Fischen an der jeweils selben Stelle der Schwanzflosse markiert und das Datum
festgehalten. Jeden zweiten Tag wurden Hautabstriche von mindestens einem
Fisch pro Gruppe angefertigt und mikroskopisch (Leitz BioMed; Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar) die Intensitit der Infektion beurteilt. In
Abhingigkeit der Ergebnisse dieses Infektions-Monitorings wurde auf die
relevanten Parameter eingewirkt. So wurde z.B. bei abnehmender Infektionsstéirke
die Wasserdurchlaufrate vermindert, um das Abschwemmen von Parasitenstadien
zu vermindern und gleichzeitig die Besatzdichte in den Aquarien erhoht. Wenn
bei einer Forellengruppe bereits ein oder mehrere Infektionszyklen abgelaufen
waren und die Infektionsstdrke darauthin abnahm, so wurde diese Gruppe aus den
Becken entnommen und gegen neue Forellen ausgetauscht. Gleichermallen
wurden neue Fische eingesetzt, wenn aufgrund von Mortalititen die Anzahl der
Fische in den Becken abnahm. Je nach gewiinschtem Zeitpunkt von
Versuchsdurchfiihrungen wurden infizierte Forellen aus den Laborzyklusbecken

entnommen und in das Infektionsbecken (s. IV 2.3.1) eingesetzt.

2.1.2 Herstellung des Medizinalfutters und Akzeptanzversuche

Vor Beginn der Hauptversuche wurden zunidchst Akzeptanzversuche
durchgefiihrt, da aufgrund vorheriger Studien (Schmahl et al., 1996) Vermutungen
dariiber vorlagen, dass durch den bitteren Geschmacks des Chinins die Akzeptanz
des Medizinalfutters eingeschrinkt sein konnte. Im Verlauf dieser Versuche
wurde deutlich, dass zunichst die Herstellungsweise des Futters optimiert werden

musste, um die Aufnahme des Medizinalfutters zu verbessern. So wurden
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nacheinander verschiedene Varianten zur Herstellung des chininhaltigen Futters
angewandt und die Aufnahme des jeweiligen Medizinalfutters in
Akzeptanzversuchen iiberpriift, bis diese zu einem zufriedenstellenden Ergebnis
fiihrten, um die Hauptversuche durchfiihren zu konnen. Hierfiir wurden Karpfen
verwendet und spiter auch Regenbogenforellen, da vermutet wurde, dass das
geringer ausgepréagte sensorische Empfinden dieser Raubfische zu einer besseren

Aufnahme des Medizinalfutters fithren wiirde.

2.1.2.1 Priifung der Akzeptanz

Die Karpfen (Gewichte ca. 4-7 g) wurden gruppenweise getrennt in 10-Liter
Becken und die Forellen (Gewichte ca. 15-30 g) in 40-Liter Becken jeweils ohne
Wasserdurchlauf gehalten. Es wurden tédglich Wasserwechsel mit temperiertem
Leitungswasser durchgefiihrt und Kalksteinausstromer sorgten fiir eine
ausreichende Sauerstoffversorgung. Die Wassertemperatur betrug bei den Karpfen
18 +/- 2° C und bei den Forellen 16° +/- 2° C. Es wurde eine Eingewohnungszeit
von vier Tagen eingehalten bevor die Fiitterung mit dem Medizinalfutter begann.
Diese erfolgte iiber 14 Tage in einer Menge von 1 % des Korpergewichts,
aufgeteilt auf zwei Fiitterungen téglich. Die Fische wurden wéhrend der Fiitterung
aus einiger Entfernung beobachtet, so dass sie nicht in ihrem Fressverhalten
gestort wurden, gleichzeitig jedoch festgestellt werden konnte, ob bei allen
Fischen die Futteraufnahme erfolgte. Es wurden nacheinander die verschieden

hergestellten Medizinalfutter getestet.

2.1.2.2 Herstellung der verschiedenen Varianten des Medizinalfutters

Variante 1: Aufsprithen des Chinins

Zunichst wurde ein Granulatfutter (Dana Feed A/S, Horsens, DK) verwendet, bei
welchem noch kein Coating mit Ol stattgefunden hatte. Es wurden jeweils 10 g
Medizinalfutter mit Konzentrationen von 0 g, 5 g, und 10 g Chinin pro kg Futter
hergestellt. Die jeweilige Menge an Chinin wurde mit einer Prizisionswaage
(Sartorius BP 4105; Sartorius AG, Gottingen) abgewogen und in 2 ml

Leitungswasser gelost. Das Futter wurde auf einem Tablett ausgebreitet und die
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Chininlosung zunichst zur Hilfte mit einem Zerstiduber aufgespriiht (Ecospray®;
Carl Roth GmbH, Karlsruhe). Nach kurzer Trocknungszeit wurde das Futter
gewendet und die restliche Menge der Chininlosung aufgespriiht. Nach
Trocknung iiber Nacht wurde das Futter mit 8 % Sonnenblumendl iiberschichtet.
Hierzu wurden Ol und Futter in ein Plastikgefil gegeben und durch kriftiges
Schiitteln gleichméfBig miteinander vermischt. Das entsprechende Kontrollfutter

wurde analog hergestellt, nur ohne Zusatz von Chinin.

Fiir die Durchfithrung der Akzeptanzversuche mit diesem Medizinalfutter gab es
drei Behandlungsgruppen bestehend aus jeweils fiinf Karpfen. Die eingesetzten
Konzentrationen waren 0 g/kg (Kontrolle), 5 g/kg und 10 g/kg. Es wurden
anschlieBend auch Versuche mit Regenbogenforellen (s.0.) unter denselben
Versuchsbedingungen durchgefiihrt. Die Versuche wurden jeweils zweimal

wiederholt.

Variante 2: Aufbringen zusitzlicher Substanzen zur Akzeptanzverbesserung

Es wurden verschiedene Substanzen auf das Futter aufgebracht, um den bitteren
Geschmack des Chinins zu iiberdecken und die Akzeptanz zur Aufnahme des
Medizinalfutters zu verbessern. Dabei kamen siile Substanzen (Zucker, D-
Mannitol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) und Vanillinzucker), Fette (Lebertran und
Fischol), Aminosduren (der Extrakt zerpresster roter Miickenlarven) und
verschiedene kommerzielle Karpfenflavors zum Einsatz. Bei letzteren handelte es
sich um XL Liquid Worm® und XL Liquid Pineapple® (Dynamite Baits,
Nottinghamshire, UK) und DD Bait Mussel Meat Liquid Dip® (Svendsen Sport
Deutschland, Hameln). Zuerst wurde das Futter nach dem oben beschriebenen
Verfahren mit Chinin {iiberschichtet und getrocknet; darauthin wurden die
Substanzen mit dem Ecospray® (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) aufgespriiht, so
dass das Futter gleichmifBig damit benetzt war, ohne jedoch dabei durchtrinkt zu
werden. Es wurde wiederum getrocknet und nun entweder mit Sonnenblumendl
oder Fischol iiberschichtet. Auch Kombinationen der verschiedenen Substanzen
wurden getestet. Das entsprechende Kontrollfutter wurde analog hergestellt, nur

ohne Zusatz von Chinin.
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Die Versuche zur Uberpriifung der Futterakzeptanz erfolgten wie unter Variante 1

beschrieben.

Variante 3: Vermischen des Chinins mit den Futtererundkomponenten

Als nidchstes wurde fiir die Versuche ein spezielles Karpfenfutter mit Hilfe der
Technischen Universitdit Miinchen, Fachgebiet Tiererndhrung, Freising,
hergestellt, in welches das Chinin bereits mit den Grundkomponenten des Futters
(s. Tab. 1) eingemischt wurde. Das Medizinalfutter wurde in verschiedenen
Gehalten angefertigt: Kontrolle (ohne Chininzusatz), 5 g/kg, 10 g/kg und 20 g/kg.
Darauthin wurde es pelletiert (Lehrstuhl fiir Tierernihrung und Diétetik, Ludwig-
Maximilians-Universitdit Miinchen) und der Karpfengrole entsprechend
zerkleinert. Die Zusammensetzung des Basisfutters ist in Tab. 1
zusammengefasst. Fiir die Akzeptanzversuche wurden vier Behandlungsgruppen
bestehend aus jeweils fiinf Karpfen verwendet (Kontrolle, 5 g/kg, 10 g/kg und 20
g/kg). Zusitzlich wurde dieses Futter darauthin mit den Substanzen iiberschichtet,
mit denen in den vorherigen Versuchen eine geringe Verbesserung der Akzeptanz
(s. V 1.) erzielt werden konnte (Karpfenflavor XL Liquid Pineapple® und
Fischol) und die Akzeptanz wiederum in Versuchen getestet. Das auf diese Weise

hergestellte Medizinalfutter wurde in den Hauptversuchen eingesetzt.

Tab. 1: Grundzusammensetzung des Ausgangsfutters fiir das Medizinalfutter in Prozent

Bestandteil Anteil (in Prozent)
Fischmehl 40
Sojaproteinisolat 20
Maisquellstirke 15
Weizen 15
Fischol 6
Vitamin- und Mineralstoffmischung 4
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2.2 In vitro Versuche

Fir die In vitro Versuche zur antiprotozoischen Wirkung von Chinin musste eine
Quantifizierung von toten vs. lebenden Stadien von 1. multifiliis erfolgen. Hierzu
wurde eine Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung mit Fluorescein-Diacetat (FDA;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) und Propidiumjodid (PI; Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) angewendet, welche dazu dient, lebende von
toten Zellen zu differenzieren. Nur wenn eine Schidigung der Zellmembran
vorliegt, kann das PI eindringen und die DNA der Zelle anféirben, so dass diese
eine rote Fluoreszenz aufweist. Das FDA hingegen wird nur von lebendigen
Zellen zu dem griin fluoreszierenden Farbstoff Fluorescein umgewandelt. So sind
intakte Parasitenstadien durch das Fluorescein als griin leuchtend zu erkennen,
wihrend geschédigte oder bereits tote Stadien rot fluoreszieren (Fletcher et al.,
2009; Yokoyama et al., 2009; Zampolla et al., 2009). Zur Versuchsdurchfiithrung
wurde eine Arbeitslosung des jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffs angefertigt: 0,5
mg PI pro ml Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) und 5 mg FDA pro ml
Aceton (Carl Roth GmbH, Karlsruhe).

2.2.1 Ubersicht zum Versuchsablauf

Stadien von 1. multifiliis wurden gleichméBig auf vier Eppendorf Tubes (Safe-
Lock Reaktionsgefde 2,0 ml; Eppendorf AG, Hamburg) mit 200 pl
Leitungswasser aufgeteilt. Eines dieser vier Gefil3e diente als Negativkontrolle, in
die anderen wurden Chininlosungen in verschiedenen Konzentrationen gegeben.
Nach einer Einwirkzeit von 30 Minuten erfolgte die Zugabe der beiden
Fluoreszenzfarbstoffe. Nach weiteren 30 Minuten wurden die Proben am
Fluoreszenzmikroskop (Olympus BH-2 RFCA; Olympus Optical Co. Ltd, Japan)

ausgewertet. Der Versuchsablauf kann folgendermaB3en zusammengefasst werden:
¢ Aufteilen der Stadien in 4 Eppendorf Tubes mit jeweils 200 pl Leitungswasser
e Zugabe von 20 pl der jeweiligen Chinin- oder Kontrolllosungen

¢ 30 Minuten Einwirkzeit

e Zugabe der Fluoreszenzfarbstoffe (2 pl der PI-Arbeitslosung und 1 pl der
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FDA-Arbeitslosung)
¢ 30 Minuten Einwirkzeit
¢ Aufbringen auf Objekttriger (Entnahme von jeweils 4 mal 40 pl pro Probe)
e Verblinden des Versuchs

¢ Differenzierung der Parasitenstadien am Fluoreszenzmikroskop

2.2.2 Gewinnung der Parasitenstadien

Fiir alle durchgefiihrten Versuche wurden zunéchst Trophonten gewonnen. Hierzu
wurden mit reifen Trophonten infizierte Forellen aus den Laborzyklusbecken
verwendet. Nach dem To6ten des Fisches wurde die Schleimschicht vorsichtig mit
einem Deckglas in eine Petrischale (Tissue culture dish, Sarstedt Inc. Newton,
USA) mit 10 ml Leitungswasser (16° C) abgestreift. Die makroskopisch
erkennbaren Trophonten 10sten sich nach einiger Zeit aus dem Schleim und
schwammen frei in der Petrischale, so dass sie abpipettiert werden konnten. Mit

den Trophonten wurde je nach Versuch wie folgt verfahren.

A

Abb. 7: Petrischale mit fiir den In vitro Versuch gewonnenen Trophonten.

A: Die reifen Trophonten sind makroskopisch als weifle Punkte zu erkennen, die sich frei

im Wasser der Petrischale bewegen.

B: VergroBerte Darstellung der Trophonten in der Petrischale. Die Grofle der einzelnen

Kistchen am Boden der Petrischale betridgt 2 mm x 2 mm
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2.2.2.1 Invitro Versuch mit Trophonten

Zur Durchfiihrung dieses Versuchs wurden die gewonnenen Trophonten mit einer
feinen Pipette (10-100 pl Pipette; Eppendorf AG, Hamburg) aus den Petrischalen
hinauspipettiert und in vier Eppendorf Tubes fiir den eigentlichen Versuch
verbracht. Es wurden nur aktiv schwimmende Trophonten gewihlt, so dass
vermieden wurde, dass Stadien, die bereits durch den Abschabprozess geschiadigt
wurden, in den Versuch gelangten. Das Ziel war es, eine groBle Anzahl von
Trophonten in einer moglichst geringen Menge Wasser zu erhalten, da es am
Ende des Versuchs nur moglich war, einen kleinen Anteil der Probe zu
mikroskopieren, in welchem jedoch eine ausreichende Zahl an Parasitenstadien
zum Zihlen vorhanden sein musste. Die Trophontendichte in den vier Eppendorf
Tubes wurde erhoht, indem zwischen den sichtbaren Trophonten immer wieder
Wasser hinauspipettiert wurde, so dass am Ende vier Versuchsgefidle mit 200 pl

Trophontenlosung (ca. 100 freischwimmende Stadien) vorlagen.

2.2.2.2 In vitro Versuch mit Theronten

Fir den In vitro Versuch mit Theronten wurden die Trophonten in den
Petrischalen belassen und der Schleim entfernt. Sie wurden bei 22-23° C fiir 20
bis 22 Stunden inkubiert, bis Theronten entstanden waren. Es musste darauf
geachtet werden, dass die Schwirmerdichte in den Petrischalen sehr hoch war, da
die Schwirmer im Gegensatz zu den makroskopisch sichtbaren Trophonten nicht
nachtrdaglich in den Eppendorf Tubes konzentriert werden konnten. Die
Therontendichte wurde mit Hilfe eines inversen Mikroskops (Zeiss Axiovert 25;
Carl Zeiss AG, Jena) iiberpriift. Es wurden jeweils 200 pl Schwirmerlosung in

vier Eppendorf Tubes verbracht.

2.2.2.3 In vitro Versuch mit Tomonten

Fiir den In vitro Versuch mit Tomonten wurde zunéchst genauso verfahren wie fiir
den Versuch mit Theronten. Jedoch wurde die Inkubationszeit und -temperatur
der Petrischalen verringert (18 Stunden bei 14° C), so dass die Entwicklung

langsamer ablief und die Parasiten im Tomontenstadium gewonnen werden
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konnten. Mit Hilfe eines Stereomikroskops (Zeiss STEMI SV8; Carl Zeiss AG,
Jena) konnten die Tomonten in den Petrischalen ausgemacht werden und
vorsichtig in die Eppendorf Tubes pipettiert werden. Die Parasitenstadien wurden
auf vier Versuchsgefie mit jeweils 200 pl Leitungswasser aufgeteilt. Da sich
grundsitzlich nicht alle in den Petrischalen befindlichen Trophonten zu Tomonten
entwickeln, konnte bei diesem Versuch keine so grole Anzahl gewonnen werden

wie bei den Trophonten und Schwérmern.

2.2.3 Zugabe der Versuchslosungen

Fiir die Inkubation wurden neben einer Leitungswasserkontrolle drei ebenfalls mit
Leitungswasser angesetzte Chininlosungen (Endkonzentration 1 g/L, 0,1 g/L und
0,01 g/L) verwendet. Nach Zugabe der Chininlosungen bzw. der Kontrolllosung
wurden die Proben auf einem Riittler (Vortex RFAX 1R; Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG, Schwabach) vermischt und lichtgeschiitzt fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen, damit das Chinin auf die Parasitenstadien
einwirken  konnte.  AnschlieBend wurden die  Arbeitslosungen der
Fluoreszenzfarbstoffe (2 ul PI und 1 pl FDA) hinzugegeben, die Proben auf dem
Riittler vermischt und fiir weitere 30 Minuten lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur

inkubiert.

2.2.4 Auswertung der Proben

Es wurden pro Versuchsgefdl vier beschriftete Objekttriger vorbereitet, auf
welche jeweils 40 pl aufpipettiert und mit einem Deckgldschen versehen wurden.
AnschlieBend wurde zur Verblindung des Versuchs die Beschriftung iiberklebt
und den Objekttrigern eine neue Nummerierung gegeben, so dass beim
Auszihlen nicht bekannt war, um welche Probe es sich handelte. Bei den
Trophonten und Theronten wurden pro Probe jeweils 30 bis 50 Stadien und bei
den Zysten 10 Stiick mikroskopisch in lebende vs. tote Stadien differenziert. Die
Versuche mit Trophonten und Theronten wurden sieben mal und mit Tomonten

drei mal unter gleichen Bedingungen wiederholt.
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2.3 In vivo Versuche

Wihrend aller durchgefiihrten Versuche wurden die Karpfen nach der Infektion
(s. IV 2.3.1) gruppenweise getrennt in 10-Liter Aquarien ohne Wasserdurchfluss
gehalten. Es wurden tiglich Wasserwechsel mit temperiertem Leitungswasser
durchgefiihrt und Kalksteinausstromer sorgten fiir eine ausreichende

Sauerstoffversorgung. Die Wassertemperatur betrug 18 +/- 1° C.

Das Aniésthesieren und Toten von Versuchsfischen erfolgte in einer
Betdubungslosung mit MS 222 (150 mg/L; Tricaine Methane Sulphonate;
PharmaQ Ltd, Fordingbridge, UK). Fiir das Narkotisieren wurden die Fische aus
dem Betidubungsbad entnommen, sobald der Augendrehreflex ausfiel. Zum Toten
von Fischen wurden diese so lange in der Betdubungslosung belassen, bis die
Atmung zum Stillstand kam. Zusitzlich wurde daraufhin ein Genickschnitt

durchgefiihrt.

2.3.1 Infektion von Versuchsfischen

Die Infektion von Versuchsfischen erfolgte nach zwei Methoden. Zunichst wurde
die Methode evaluiert, in vitro Theronten zu erzeugen und die Fische durch
Zugabe dieser in das Wasser zu infizieren (s. IV 2.3.1.2). Fir die
Fiitterungsversuche wurde ein anderes Verfahren angewendet, in welchem die
Infektion durch Kohabitation der Versuchsfische (s. IV 2.3.1.1) mit bereits an
Ichthyophthiriose erkrankten Fischen erfolgte. Fiir die spiter durchgefiihrten
Injektionsversuche wurden die beiden Verfahren kombiniert, wodurch der

Infektionserfolg optimiert werden konnte.

2.3.1.1 Infektion per Kohabitation mit infizierten Fischen

Als Infektionsbecken wurde ein 40-Liter Aquarium verwendet, bei welchem in
der Mitte ein Gitter eingezogen war, so dass das Becken in zwei Kompartimente
aufgeteilt wurde. Am hinteren Ende des Beckens befand sich der Wasserzulauf
und am vorderen Ende der Ablauf, so dass die Flussrichtung vom hinteren zum

vorderen Abschnitt verlief. Die zu infizierenden Karpfen wurden in das vordere
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Kompartiment eingesetzt. Der hintere Abschnitt des Beckens wurde laufend mit
infizierten Forellen aus den Laborzyklusbecken bestiickt. Es wurden hierfiir
Forellen gewdbhlt, bei denen bereits reife Trophonten vorhanden waren, so dass die
daraus entstehenden Theronten nun fiir die Infektion der Versuchskarpfen zur
Verfiigung standen. Sie wurden durch die Flussrichtung des Wassers in den
vorderen Abschnitt zu den Karpfen geschwemmt. In jedem Kompartiment war ein
Kalksteinausstromer zur Sauerstoffanreicherung des Wassers vorhanden. Die

Wassertemperatur betrug 16 +/- 2° C.

2.3.1.2 Infektion mit in vitro erzeugten Theronten

Es wurden Trophonten gewonnen, indem mit reifen Stadien infizierte Forellen aus
den Laborzyklusbecken mit MS 222 anisthesiert und die Schleimschicht mit
einem Deckgldschen in eine Petrischale mit 10 ml temperiertem Leitungswasser
abgestreift wurde. Nach ungefdhr einer Stunde 16sten sich die Trophonten aus
dem Schleim. Dieser wurde mdglichst vollstindig entfernt. Die Schalen wurden
bei einer Temperatur von 22 bis 23° C inkubiert, bis nach ca. 20 bis 22 Stunden
die Theronten entlassen worden waren. Zur ungefihren Quantifizierung der
Theronten wurden 10 Proben a 20 pl entnommen, auf einem Objekttrager mit 5 pl
Roti®-Histofix (4,5 %, sdurefrei, phosphatgepuffert; Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
fixiert und die darin enthaltenen Schwirmer mikroskopisch gezédhlt. Aus dem
Mittelwert der 10 ausgezéhlten Proben lief3 sich ermitteln, wie viele Schwérmer in
der Gesamtlosung vorhanden waren. Die Infektion erfolgte, indem die
Petrischalen mit den Theronten in das Wasser zu den zu infizierenden Fischen

gegeben wurden. Pro Fisch wurden ca. 1000 Theronten eingesetzt.

2.3.1.3 Kombination der beiden Verfahren

Die zu infizierenden Versuchskarpfen wurden in das vordere Kompartiment des
Infektionsbeckens eingesetzt und dort fiir zwei Tage belassen. Wihrend dieser
Zeit wurden ein- oder zweimal in vitro erzeugte Theronten zur Verstirkung der
Infektion ins Wasser gegeben. Zuvor wurde die Wassermenge auf die Hilfte

reduziert und der Wasserdurchlauf fiir ca. drei Stunden ausgeschaltet.
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2.3.2 Nachweis des AusmaBes der Infektion

Am Ende der Versuche wurden alle Fische der Kontrollgruppen und der Chinin-
behandelten Gruppen nacheinander und abwechselnd aus den verschiedenen
Gruppen getotet. Es wurde die gesamte Schleimschicht beider Korperseiten mit
einem Deckglidschen in jeweils eine Petrischale abgestreift, zur Fixierung mit 40
ul Roti®-Histofix und 40 pl Leitungswasser vermischt und ein Deckgldschen
aufgebracht. Bei groBBeren Karpfen wurde der Schleim einer Korperseite auf zwei
Schalen verteilt. Zur Erleichterung des mikroskopischen Zidhlens der
Parasitenstadien wurden Petrischalen verwendet, welche an der Unterseite mit
einem Raster versehen waren (Tissue culture dish; Sarstedt Inc., Newton, USA).
Die Schalen hatten einen Durchmesser von 5 cm; die Grofle der einzelnen

Kistchen des Rasters betrug 2 mm x 2 mm.

Zur Verblindung des Versuchs wurde die Beschriftung der Petrischalen am Ende
der Auswertung zugeklebt und die Schalen in eine neue Reihenfolge gebracht, so
dass wihrend des Zihlens nicht bekannt war, zu welcher Gruppe der jeweilige
Fisch gehorte. Es wurden alle Parasitenstadien jeder Petrischale am inversen
Mikroskop (Zeiss Axiovert 25; Carl Zeiss AG, Jena) gezdhlt und so fiir jeden
Fisch die Parasitenzahlen beider Korperseiten ermittelt. Fiir die Beurteilung des
Behandlungserfolgs wurden die Gesamtzahlen pro Fisch (Summe beider

Korperseiten) verwendet.

2.3.3 Infektionsversuche zum Vergleich der Empfinglichkeit zweier

Karpfenlinien gegeniiber 1. multifiliis

In diesen Versuchen wurde die Empféanglichkeit gegeniiber 1. multifiliis zwischen
den aus Wageningen und den aus Hochstadt stammenden Karpfen verglichen.
Von beiden Zuchtlinien wurden jeweils fiinf Karpfen gleichzeitig ins
Infektionsbecken eingesetzt. Nach zwei Tagen wurden sie daraus entnommen und
am darauf folgenden Tag fand die Auswertung nach dem beschriebenen
Verfahren (s. IV 2.3.2) statt. Es wurde die Gesamtparasitenzahl der
Koperoberfliche eines Fisches ermittelt und die Werte zwischen den beiden

Gruppen verglichen.
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2.3.4 Fiitterungsversuche

In diesen Versuchen wurden die aus Wageningen bezogenen Karpfen eingesetzt.
Die Korpergewichte wurden zum Zeitpunkt des Fiitterungsbeginns erhoben und
betrugen zwischen 4 und 9 g. Die Gewichte waren innerhalb eines
Versuchsdurchgangs einheitlich (Differenzen +/- 1 g) und schwankten nur
zwischen den verschiedenen Replikaten. Um eine einheitliche Dosierung
zwischen den einzelnen Versuchswiederholungen zu erzielen, bezog sich die
eingesetzte Menge an Medizinalfutter auf das Korpergewicht (Fiitterung 1 % des
KGW), fiir welches der Durchschnittswert der jeweiligen Gruppe herangezogen
wurde. Es wurde das Medizinalfutter verwendet, in welches das Chinin
eingemischt war (s. IV 2.1.2, Variante 3). Zusitzlich wurde dieses gleichmifig
mit Karpfenflavor XL Liquid Pineapple® und Fischdl tiberschichtet und vor der

Verfiitterung getrocknet.

2.3.4.1 Therapeutische Wirksamkeit von Chinin

Zunichst sollte tiberpriift werden, ob Chinin eine Wirksamkeit auf bereits mit 1.
multifiliis infizierte Fische besitzt. Dazu wurden die Versuchskarpfen durch
Kohabitation mit infizierten Forellen infiziert (s. IV 2.3.1.1). Pro
Versuchsdurchlauf wurden 25 Karpfen verwendet (s. Tab. 2). Zusitzlich zu den
25 Versuchskarpfen wurden zwei Karpfen ins Infektionsbecken eingesetzt, von
denen am folgenden Tag Hautabstriche angefertigt wurden, um einschitzen zu
konnen, ob schon eine Infektion erfolgt war. Diese Karpfen wurden fiir den
eigentlichen Versuch nicht mehr verwendet. Wenn auf diesen ,,Indikatorfischen*
eine ausreichende Anzahl an Schwirmern (mindestens 15 Stiick pro Hautabstrich)
vorhanden war, wurden die Versuchskarpfen gewogen (Kern KB 1000-2; Kern &
Sohn GmbH, Balingen), um die genaue Futterration und Dosierungen berechnen
zu konnen, und auf ihre Versuchsbecken aufgeteilt. Am darauf folgenden Tag
wurde die Fiitterung mit dem Medizinalfutter begonnen. Auflerdem wurden die
ersten fiinf infizierten Karpfen ausgewertet, um den Parasitenbefall vor
Fiitterungsbeginn ermitteln zu konnen. Ziel dieser zusitzlichen Karpfen war es,
einen Bezugspunkt zum Beginn des Versuchs zu haben, damit der Verlauf der

Infektion wéhrend der Fiitterungsphase beurteilt werden konnte.
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Fiir den eigentlichen Versuch gab es vier Behandlungsgruppen bestehend aus
jeweils finf Fischen, die mit Medizinalfutter mit verschiedenen Gehalten an
Chinin gefiittert wurden: 0 g Chinin/kg Futter (Kontrolle), 5 g/kg, 10 g/kg und 20
g/kg. Die Futtermenge betrug tiglich 1 % des Korpergewichts, verteilt auf zwei
Fiitterungen téglich, und erfolgte in den ersten drei Versuchsreplikaten iiber 7, in
den folgenden Durchgiingen iiber drei Tage. Vor Beginn der Behandlung mit dem
Medizinalfutter wurden alle Fische vier Tage lang nicht gefiittert, um die
Aufnahme des Medizinalfutters zu verbessern. Am folgenden Tag nach der letzten
Fitterung wurde der Versuch ausgewertet (s. IV 2.3.2). Es wurden drei Replikate
des Versuchs mit Fiitterung tiber 7 Tage und vier Replikate mit Fiitterung iiber

drei Tage durchgefiihrt.

Tab. 2: Anzahl der verwendeten Karpfen pro Versuchsdurchlauf zur Untersuchung der
therapeutischen Wirksamkeit von Chinin. Zwei ,Indikatorfische” dienten zum Abschitzen, ob eine
ausreichende Infektion vorlag. Fiinf Fische dienten zur Erhebung des Infektionsstatus zum Beginn
der Fiitterung mit dem Medizinalfutter. 20 Fische (5 pro Gruppe) wurden fiir den eigentlichen
Versuch verwendet und erhielten Medizinalfutter mit verschiedenen Gehalten an Chinin iiber drei
bzw. sieben Tage.

1 Tag nach Vor
Zeitpunkt Versuchsgruppen
Infektion Versuchsbeginn
Infektion zu
,Indikatorfische‘ Og/kg | Sg/kg | 10g/kg | 20g/kg
Versuchsbeginn
Anzahl
2 5 5 5 5 5
Fische

2.3.4.2 Prophylaktische Wirksamkeit von Chinin

Zusitzlich zur Uberpriifung der therapeutischen Wirksamkeit wurde untersucht,
ob Chinin eine prophylaktische Wirkung gegen I. multifiliis hat, d.h. ob das
Eindringen der Theronten bzw. das Heranwachsen dieser durch vorangegangene

Fitterung der Fische mit Chinin verhindert oder reduziert werden kann. Dazu
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erhielten die Versuchsfische zuerst das Medizinalfutter und wurden erst danach

mit 1. multifiliis infiziert.

Verwendet wurden drei Gruppen bestehend aus jeweils fiinf Karpfen, die
Medizinalfutter mit verschiedenen Konzentrationen an Chinin erhielten: 0 g
Chinin/kg Futter (Kontrolle), 5 g/kg und 10 g/kg (s. Tab. 3). Die Fiitterung in den
verschiedenen Behandlungsgruppen erfolgte iiber 14 Tage. Am folgenden Tag
nach der letzten Fiitterung wurden die Fische nach dem beschriebenen Verfahren
(s. IV 2.3.1.1) infiziert. Nach zwei Tagen im Infektionsbecken wurden sie
entnommen und in ein frisches 40-Liter Aquarium verbracht, wo sie ein bis zwei
Tage verblieben. Hierdurch war gewihrleistet, dass eventuell vorhandene
Schwirmer, die aufgrund der Vorbehandlung nicht in die Haut eindringen
konnten und sich nur lose am Fisch befanden, nicht versehentlich mitgezihlt
wurden. AuBlerdem konnten die bereits vorhandenen Stadien zu groferen
Trophonten heranwachsen, welche bei der Zihlung besser erkennbar waren. Die
Versuchsauswertung erfolgte wie in Kapitel IV 2.3.2 beschrieben. Es wurden 6

Replikate des Versuchs durchgefiihrt.

Tab. 3: Anzahl der verwendeten Karpfen pro Versuchsdurchlauf zur Untersuchung der
prophylaktischen Wirksamkeit von Chinin. Die Fische erhielten zunidchst Medizinalfutter mit
verschiedenen Gehalten an Chinin iiber 14 Tage und wurden daraufhin mit I. multifiliis infiziert.
Pro Behandlungsgruppe wurden fiinf Karpfen verwendet.

Behandlungsgruppen Anzahl Fische
Fiitterung
iiber 0 g/kg (Kontrolle) 5
14 5 g/kg 5
Tage
10 g/kg 5
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2.3.5 Vorversuche zur oralen Verabreichung iiber eine Schlundsonde

Fiir diese Versuche wurden insgesamt 20 Karpfen mit Korperldngen von 8-10 cm
verwendet. Vor dem Einfiihren der Schlundsonde wurden die Fische narkotisiert.
Fir die Herstellung einer geeigneten Sonde wurde das Endstiick einer
Erndhrungssonde mit einem Durchmesser von 1,5 mm (No.l; Willy Riisch
GmbH, Kernen) in einer Linge von ca. 2 cm abgeschnitten und auf eine 10 pl
Pipettenspitze fest aufgesteckt. Diese wurde auf eine Pipette (10-100 pl Pipette;
Eppendorf AG, Hamburg) aufgesetzt, mit welcher 30 pul blaue Lebensmittelfarbe
eingespritzt wurden, um den Erfolg der Sondierung beurteilen zu konnen. Die
Karpfen wurden in ihre Aquarien zuriickgesetzt und beobachtet. Die Hilfte der
Fische wurde nach 30 Minuten wieder aus den Becken entnommen, getotet und
seziert, um den Verbleib der Lebensmittelfarbe feststellen zu konnen. Bei den
verbliebenen 10 Karpfen wurde am folgenden Tag wieder eine Sondierung
durchgefiihrt und die Fische danach beobachtet. Nach 30 Minuten wurden

wiederum Sektionen der Fische durchgefiihrt.

2.3.6 Injektionsversuche

In den Versuchen zur parenteralen Wirksamkeit und Toxizitdt von Chinin wurden
die aus Hochstadt bezogenen Karpfen mit Korperldngen von ungefdhr 7-8 cm und
Gewichten von ca. 11-13 g verwendet. Es erfolgte eine intraperitoneale (i.p.)
Injektion. Die Injektionsstelle befand sich median, kranial der Bauchflossen mit
leicht kraniodorsal gerichteter Nadel. Es wurde eine 1 ml Spritze (Braun
Melsungen AG, Melsungen) mit einer 27 G Kaniile (BD Drogheda, UK)

verwendet.

Die Injektionslosung setzte sich aus 2500 pul Wasser und 500 pl Dimethylsulfoxid
(DMSO; Fagron GmbH & Co. KG, Barsbiittel) als Losungsvermittler zusammen,
worin die jeweilige Menge an Chinin gegeben wurde. Die Herstellung der
Injektionslosung fiir die Kontrollgruppe erfolgte analog nur ohne Hinzufiigen von
Chinin (Vehikelkontrolle). Pro Fisch wurde ein Volumen von 30 ul (ca. 2,5 ml/kg
KGW) dieser Losung injiziert. Um hierbei eine Dosierungsgenauigkeit zu

erzielen, wurden die einzelnen Fische gewogen und der Mittelwert des Gewichtes
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der gesamten Gruppe berechnet. Bei der Auswahl der Fische fiir den Versuch
wurde sorgfiltig darauf geachtet, dass die Kopergewichte moglichst einheitlich
waren. Bemessen auf das durchschnittliche Gewicht und das Injektionsvolumen
wurden die Chinin-Injektionslosungen in den entsprechenden Konzentrationen fiir

jeden Versuchsdurchgang frisch angesetzt.

2.3.6.1 Toxizititsversuche

Die Chinindosierungen, welche in den Toxizitdtsversuchen i.p. appliziert wurden,
waren 200 mg, 100 mg, 80 mg und 60 mg Chinin pro kg KGW. Es gab fiir jede
untersuchte Dosis eine Behandlungsgruppe und eine Kontrollgruppe bestehend
aus jeweils fiinf Karpfen. Eine Gruppe bekam das Vehikel, wihrend die andere
die Injektionslosung in der jeweiligen Chininkonzentration erhielt. Es erfolgten
einmal tédglich Injektionen iiber einen Zeitraum von ein bis drei Tagen. Das
Verhalten der Fische wurde in den folgenden Stunden beobachtet und Sektionen

von gestorbenen Fischen vorgenommen.

2.3.6.2 Therapeutische Wirksamkeit von Chinin nach parenteraler

Applikation

Nachdem die Karpfen mittels Kombination der beiden Infektionsverfahren mit 1.
multifiliis infiziert worden waren (s. IV 2.3.1.3), wurden zwei Gruppen bestehend
aus jeweils 6 Karpfen in zwei getrennten Becken gehalten. Die Injektionen
erfolgten einen Tag nach Entnahme aus dem Infektionsbecken iiber drei Tage
jeweils einmal tdglich zur gleichen Uhrzeit. Eine Gruppe bekam das Vehikel, die
andere erhielt Chinin in einer Dosis von 60 mg pro kg KGW. Die Auswertung
erfolgte nach dem in Kapitel IV 2.3.2 beschriebenen Verfahren. Es wurden vier
Wiederholungen des Versuchs unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Nicht
nur die Gesamtzahl an Parasiten wurde ermittelt, sondern zusitzlich zwei
GroBenkategorien festgelegt, in welche die gezidhlten Trophonten eingeteilt
wurden. Dabei wurden die Stadien bei einer Grof3e bis zu 120 um als ,,Klein* und

bei einer GrofBe iiber diesem Wert als ,,Gro3* bezeichnet.
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24 Statistische Auswertungen

Alle Auswertungen wurden mit dem Statistikprogramm GraphPad Prism V5

durchgefiihrt.

In vitro Versuche

Bei den In vitro Versuchen wurde der Anteil an griin fluoreszierenden Stadien bei
den verschiedenen Chininkonzentrationen im Vergleich zur Kontrolle getestet.
Die Prozentwerte der vorhandenen grilnen Stadien wurden arcus-sinus
transformiert und mit dem Kruskal Wallis Test, gefolgt von Dunn’s multiplem
Vergleich ausgewihlter Mittelwerte ausgewertet. Unterschiede zwischen den

Gruppen wurden bei einem p-Wert von < 0,05 als signifikant gewertet.

In vivo Versuche

Da die Zahlen der Parasiten auf den Fischen zwischen den einzelnen Replikaten
durch Schwankungen beim Infektionserfolg stark variierten, wurden fiir die
Auswertung der Daten der Fiitterungsversuche und Injektionsversuche die
Verhiltniswerte der Parasitenzahl zwischen der Kontrolle und den behandelten
Gruppen herangezogen. Da bei einer erfolgreichen Behandlung eine geringere
Anzahl an Parasiten auf den behandelten Fischen als auf denen der
Kontrollgruppe zu erwarten wire, miisste in diesem Fall der Quotient aus der
Parasitenzahl zwischen Kontrolle und behandelten Gruppen signifikant groer als
1 sein. Dieser Effekt wurde mittels Ein-Stichproben t-Test getestet. Ein
Unterschied zwischen dem theoretischen und dem gemessenen Quotienten wurde

bei einem p-Wert von < 0,05 als signifikant gewertet.

Zur Auswertung der Ergebnisse fiir die Infektionsversuche zum Vergleich der
Empfianglichkeit zweier Karpfenlinien gegeniiber 1. multifiliis wurde ein
Wilcoxon Rangsummentest fiir abhiingige Stichproben angewendet, da es bei der
Infektion im selben Infektionsbecken zu einer gegenseitigen Beeinflussung der
beiden Gruppen kam. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden bei einem p-

Wert von < 0,05 als signifikant gewertet.
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V  Ergebnisse

1. Akzeptanzversuche

Bei Durchfithrung der Vorversuche mit dem aufgespriihtem Chinin
(Herstellungsvariante 1) ergaben sich sowohl bei den Karpfen als auch bei den
Regenbogenforellen ab einer Chininkonzentration von 10 g/kg Probleme bei der
Akzeptanz des Futters. So liel bereits ab dem zweiten Fiitterungstag das Interesse
am Futter nach. Es wurde entweder iiberhaupt nicht aufgenommen oder nach
wenigen Sekunden wieder ausgespuckt. Bei den meisten der zur Uberdeckung des
bitteren Geschmacks angewendeten Substanzen (Herstellungsvariante 2) konnte
kaum eine Verbesserung der Akzeptanz erzielt werden. Lediglich bei Zugabe des
Karpfenflavors XL Liquid Pineapple® und Fischol war eine Verbesserung zu
verzeichnen, da bei der mit 10 g/kg gefiitterten Gruppe in den ersten Tagen der
Fitterung keine Unterschiede im Fressverhalten zu der Kontrollgruppe vorhanden

waren. Ab dem vierten Tag liel das Interesse am Futter jedoch wiederum nach.

Das Einmischen des Chinins statt des Aufsprithens (Herstellungsvariante 3)
bewirkte eine deutliche Akzeptanzverbesserung (s. Ubersicht Tab. 4). Bei
Anwendung dieses Medizinalfutters war sowohl in der Kontrollgruppe als auch in
den mit 5 g/kg und 10 g/kg gefiitterten Behandlungsgruppen die Akzeptanz der
Ration iiber die 14 Versuchstage gegeben. Jedoch lieB nach einigen Tagen
Fitterung (zwischen 6. und 8. Tag) bei der mit einer Konzentration von 10 g/kg
gefiitterten Gruppe das Interesse am Futter bei einem Teil der Fische nach. Bei der
Gruppe, welche Medizinalfutter in einer Konzentration von 20 g/kg erhielt, war
meist ab dem vierten Tag eine herabgesetzte Akzeptanz des Medizinalfutters
vorhanden und ab dem fiinften oder sechsten Tag wurde kaum noch Futter
aufgenommen. Nach weiterer Uberschichtung der Pellets mit Karpfenflavor XL
Liquid Pineapple® und Fischol wurde das Futter von der Kontrollgruppe und der
mit 5 g/kg gefiitterten Gruppe vollstindig iiber die 14 Tage aufgenommen. Bei
einer Konzentration von 10 g/kg wurde wiederum nach mehreren Tagen Fiitterung
(ungefdhr ab dem 8. bis 9. Tag) bei manchen Fiitterungen das Ausspucken des
Futters bei einem Teil der Fische beobachtet, der Grofteil der Ration wurde

jedoch aufgenommen. Bei der Gruppe, die 20 g/kg erhielt, war auch nach
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Aufbringen der verschiedenen Substanzen die Akzeptanz des Medizinalfutters

nicht verbessert.

Tab. 4: Ubersicht zu den Ergebnissen der Akzeptanzversuche bei auf verschiedene Weise

hergestelltem Medizinalfutter.

Grundfutter Zusitzliche Substanzen Akzeptanz

Ohne Zusitze schlecht

Aufbringen verschiedener

Stoffe: siile Substanzen,
Fette, Aminosiuren, schlecht bis méBig

Chinin aufgespriiht kommerzielle

Karpfenflavors

Karpfenflavor XL Liquid
Pineapple® in Kombination | leichte Verbesserung

mit Fischol

ohne Zusitze leichte Verbesserung

Chinin eingemischt Karpfenflavor XL Liquid
) ) deutliche Verbesserung
Pineapple® und Fischol

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fiir die Durchfithrung der Hauptversuche zur
Untersuchung der oralen Wirksamkeit von Chinin das Medizinalfutter verwendet,
bei welchem das Chinin bereits mit den Grundkomponenten vermischt wurde
(Herstellungsvariante 3). Zusitzlich wurde dieses Futter mit Karpfenflavor XL

Liquid Pineapple® und Fischdl iiberschichtet.

2. Infektion und Vergleich der Empfinglichkeit zweier Karpfenlinien

gegeniiber 1. multifiliis

Einerseits mussten fiir die Durchfithrung der In vivo Versuche ausreichend hohe
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Parasitenzahlen auf den Fischen vorhanden sein, damit ein Behandlungseffekt
zwischen den Gruppen in Erscheinung treten konnte, andererseits galt es eine zu
hohe Infektionsintensitit zu vermeiden, da diese zu Mortalititen der
Versuchsfische gefiihrt hitte. Durch das angewandte Infektionsverfahren (s. IV
2.3.1) konnte ein optimales Ausmal} der Infektion erreicht werden. Die erzielten
Parasitenzahlen schwankten bei den Fiitterungsversuchen in Bereichen zwischen
ungefdhr 100 und 300 Parasitenstadien und bei den Injektionsversuchen zwischen
ca. 200 und 700 Stadien. Selbst bei diesen hohen Parasitenzahlen kam es zu
keinerlei infektionsbedingten Mortalititen, so dass die Versuchsdurchfiihrung

optimal verlaufen konnte.

Der Versuch zum Vergleich des InfektionsausmaBes zwischen zwei
verschiedenen Karpfenzuchtlinien ergab signifikante Unterschiede (s. Abb. 8).
Die Trophontenzahl war bei den aus Hochstadt stammenden Karpfen signifikant
hoher als bei den aus Wageningen bezogenen Karpfen (p < 0,05). Aufgrund dieser
Ergebnisse wurden in den einzelnen In vivo Versuchen zur Untersuchung der

Wirksamkeit von Chinin stets Karpfen gleicher Herkunft verwendet.
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Abb. 8: Vergleich der Empfinglichkeit gegeniiber I. multifiliis zwischen den aus Hochstadt und
den aus Wageningen bezogenen Karpfen. Dargestellt sind Boxplots der Trophontenzahl pro
Versuchsreplikat (n = 6). Der Unterschied in der Parasitenzahl zwischen beiden Gruppen war
signifikant (p < 0,05).
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3. In vitro Versuche
3.1  Wirkung von Chinin auf Trophonten

Die Anfiarbung mittels Vital-Fluoreszenz-Doppel-Farbung ermoglichte die
Unterscheidung zwischen den intakten griin fluoreszierenden (s. Abb. 9 A) und
den geschidigten rot fluoreszierenden (s. Abb. 9 B) Trophonten. Neben rein griin
oder rot fluoreszierenden Stadien gab es auch Mischformen, bei welchen im
Inneren das rote PI und auflen in der Zellmembran das griine Fluorescein sichtbar
waren (s. Abb. 9 C). Diese wurden als rote Stadien gewertet, weil von einer

Vorschiddigung der Trophonten ausgegangen werden musste.

A B C

Abb. 9: Trophonten von 1. multifiliis nach Anwendung der Vital-Fluoreszenz-Doppelfirbung
in den In vitro Versuchen zur Untersuchung der Wirksamkeit von Chinin. Die Linge der
eingefiigten Linie entspricht jeweils 500 pm.

A: Griin fluoreszierender Trophont. Das FDA (Fluorescein-Diacetat) wurde zu griinem
Fluorescein umgewandelt und es konnte kein PI (Propidiumjodid) eindringen; somit muss der
Parasit bei Zugabe der Fluoreszenzfarbstoffe intakt gewesen sein.

B: Rot fluoreszierender Trophont. Es wurde PI aufgenommen und kein FDA in Fluorescein
umgewandelt; somit muss bei Zugabe der Fluoreszenzfarbstoffe eine Schidigung der

Zellmembran vorgelegen haben.

C: Trophont mit sowohl roter als auch griiner Fluoreszenz. Das Stadium hat demnach bei
Zugabe der Fluoreszenzfarbstoffe noch gelebt, so dass ein Teil an FDA in Fluorescein
umgewandelt werden konnte. Eine Membranschidigung musste ebenfalls vorgelegen haben,
da PI eingedrungen ist.
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Bei der Kontrolle waren iiberwiegend griin fluoreszierende Stadien vorhanden, die
sich zum Teil auch noch aktiv bewegten. Der Anteil dieser ungeschidigten
Stadien betrug ca. 85 %. Bei den Chininkonzentrationen von 1 g/L. und 0,1 g/L.
war die Anzahl der lebenden Stadien signifikant niedriger als bei der Kontrolle (p
< 0,05). Bei der Konzentration von 1 g/L. betrug der Anteil der griin
fluoreszierenden Trophonten nur 1,58 % und bei der Konzentration von 0,1 g/L.
ergab sich ein Wert an ungeschidigten Stadien von 17,71 %. Bei der niedrigsten
Konzentration an Chinin (0,01 g/L) iiberwogen wie bei der Negativkontrolle die
griin fluoreszierenden Stadien, deren Anteil hier 88 % ausmachte, und sich nicht
signifikant von der Kontrollgruppe unterschied. Die Ergebnisse werden in Abb.
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Abb. 10: In vitro Fluoreszenzversuch zur Untersuchung der Wirksamkeit von Chinin auf
Trophonten (n = 7). Dargestellt ist jeweils der Anteil an griin fluoreszierenden (= lebenden)
Stadien fiir jede Chininkonzentration und der S.E. Das Sternchen zeigt signifikante
Unterschiede zur Kontrolle an (p < 0,05).
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3.2  Wirkung von Chinin auf Theronten

Bei der Kontrolle waren ca. 86 % der Theronten griin fluoreszierend. Bei den
Konzentrationen 1 g/LL und 0,1 g/l war bei 100 % der Stadien eine rote
Fluoreszenz vorhanden, d.h. alle Parasiten waren bei der Zugabe der
Farbelosungen geschidigt. Bei der geringsten Chininkonzentration (0,01 g/L)
waren ca. 99 % der gezihlten Stadien rot und nur 1 % fluoreszierte griin. Die
Anzahl an lebenden Stadien war bei allen Konzentrationen signifikant niedriger

als bei der Kontrolle (p < 0,05). Die Ergebnisse sind in Abb. 11 dargestellt.
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Abb. 11: In vitro Fluoreszenzversuch zur Untersuchung der Wirksamkeit von Chinin auf
Theronten (n = 7). Dargestellt ist jeweils der Anteil an griin fluoreszierenden (= lebenden) Stadien
fir jede Chininkonzentration und der S.E.. Das Sternchen zeigt signifikante Unterschiede zur
Kontrolle an (p < 0,05).

3.3  Wirkung von Chinin auf Tomonten

Bei der Kontrolle waren iiberwiegend intakte griine Tomonten vorhanden (ca. 97

%), in deren Inneren die ebenfalls griin angefédrbten Teilungsprodukte erkennbar
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waren (Abb. 12 A). Geschliipfte Tomiten schwammen oftmals frei umher und
fluoreszierten ebenfalls griin. Wie bei den anderen Stadien gab es auch bei den

Kontroll-Zysten einen geringen Anteil, der rot angefirbt war (ca. 3 %).

A B

Abb. 12: Tomonten von [ multifiliis nach Anwendung der Vital-Fluoreszenz-
Doppelfirbung in den In vitro Versuchen zur Untersuchung der Wirksamkeit von Chinin.
Die Teilungsprodukte im Inneren (Tomiten) der Tomonten sind deutlich erkennbar. Die
Zystenhiille war bei der Fluoreszenz-Firbung nicht sichtbar. Die Léinge der eingefiigten
Linie entspricht jeweils 300 pm.

A: Griin fluoreszierender Tomont. Da FDA (Fluorescein-Diacetat) in griin
fluoreszierendes Fluorescein umgewandelt wurde und kein PI (Propidiumjodid)
eingedrungen ist, muss der Tomont bei Zugabe der Fluoreszenzfarbstoffe ungeschadigt

gewesen sein.

B: Rot fluoreszierender Tomont. Es muss eine Membranschidigung vorgelegen haben,
da das rot fluoreszierende PI eindringen konnte und kein FDA in Fluorescein

umgewandelt wurde.

Bei der hochsten Chininkonzentration (1 g/L) und der ersten Verdiinnungsstufe
(Konzentration 0,1 g/L) waren 100 % der Tomonten rot fluoreszierend (s. Abb. 12
B) oder gemischt angefirbt und somit keine lebenden (griin fluoreszierenden)

Tomonten vorhanden. Bewegungen der Tomiten innerhalb der Zysten waren
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hierbei nicht zu erkennen. Wenn freie Tomiten auBerhalb von Tomonten

vorkamen, so waren sie ebenfalls immer rot angefirbt.

Bei der niedrigsten Chininkonzentration (0,01 g/L) waren ca. 87 % der Zysten
griiln angeféarbt, und Bewegungen der Teilungsprodukte in ithrem Inneren lieBen
zusdtzlich auf die Unversehrtheit dieser Stadien schlieen. Frei vorkommende

Tomiten fluoreszierten ebenfalls griin.

Statistische Unterschiede konnten wegen der geringen Stichprobenzahl (n = 3)
nicht nachgewiesen werden. Trotzdem sind die Unterschiede zwischen den beiden
hochsten Konzentrationen und der Kontrolle bzw. der niedrigsten
Chininkonzentration augenfillig und deuten klar auf eine Wirksamkeit der

Substanz auf die Tomonten hin. Die Ergebnisse werden in Abb. 13 dargestellt.
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Abb. 13: In vitro Fluoreszenzversuch zur Untersuchung der Wirksamkeit von Chinin auf
Tomonten. Dargestellt ist jeweils der Anteil an griin fluoreszierenden (= lebenden) Stadien fiir
jede Chininkonzentration und der S.E.. Statistische Unterschiede konnten aufgrund der geringen

Stichprobenzahl (n = 3) nicht nachgewiesen werden.
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Insgesamt demonstrierten die Ergebnisse der In vitro Versuche eine signifikante
Empfindlichkeit aller Stadien von [I. multifiliis in den untersuchten
Chininkonzentrationen von 1 g/L und 0,1 g/L. In der niedrigsten angewandten
Konzentration von 0,01 g/l wurde hingegen eine signifikante Verminderung von
lebenden Stadien bei Theronten, jedoch nicht bei Trophonten und Tomonten

erzielt.

4. In vivo Versuche

Die Ergebnisse einzelner Versuchsdurchginge der nachfolgend beschriebenen

Versuche sind den Tabellen im Anhang zu entnehmen.

4.1  Fitterungsversuche

4.1.1 Therapeutische Wirksamkeit von Chinin

Nach der Infektion der Karpfen lieBen sich fiir alle Versuchsdurchldufe bei den
,Indikatorfischen* (s. IV 2.3.4.1) mindestens 15 Theronten pro Hautabstrich
nachweisen und die Infektionsintensitit war somit ausreichend fiir die

Durchfiihrung des Versuchs.

In den ersten drei Versuchsdurchldufen, bei welchen die Fiitterungszeit tiber 7
Tage erfolgte, war die Parasitenzahl (Trophontenstadium von 1. multifiliis) bei der
Auswertung in allen Behandlungsgruppen niedriger als zu Beginn des Versuchs
(s. Abb. 14). Es wurde vermutet, dass bereits ein Abwandern der reifen
Trophonten von den Fischen erfolgt war, so dass diese bei der Auswertung nicht
mehr nachweisbar waren. Daher wurde in den folgenden Versuchsdurchldufen ein
kiirzeres Behandlungsintervall gewéhlt, so dass die Versuchsauswertung noch vor
Vollendung der Trophontenreifung stattfand und somit ein Abwandern der
Parasiten von den Fischen ausgeschlossen werden konnte. Nach Verkiirzung der
Fitterungszeit auf drei Tage zeigten sich somit keine signifikanten Unterschiede

zwischen Kontrolle vs. vor Beginn des Fiitterungsversuchs (s. Abb. 15). Fiir die
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statistische Auswertung der Chinin-Effekte wurden deshalb nur die mit drei Tagen

Fiitterungszeit durchgefiihrten Versuchsdurchgéinge herangezogen.
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Abb. 14: Fiitterungsversuche zur oralen therapeutischen Wirksamkeit des Chinins (5, 10 und 20 g
pro kg Futter) iiber 7 Tage. Dargestellt sind Boxplots der Parasitenzahl (Trophontenstadium) in
der Gruppe zu Beginn des Fitterungsversuchs (Beginn) und in den jeweiligen
Behandlungsgruppen (jeweils 5 Karpfen) nach dem Behandlungszeitraum mit dem
Medizinalfutter fiir alle Versuchsdurchldufe (n = 3). Es ist erkennbar, dass die Parasitenzahl zu
Beginn des Versuchs hoher war als nach dem Behandlungszeitraum, was auf das Abwandern der
reifen Trophonten von den Fischen zuriickzufithren ist. Da nicht nachweisbar war, wie viele
Trophonten vor dem Abwandern vorhanden waren, konnte ein moglicher Behandlungserfolg

nicht in Erscheinung treten.

Die Verabreichung von Chinin bewirkte jedoch in keiner der gewdhlten
Futterkonzentrationen eine Verminderung der Trophontenzahl. Wie aus Abb. 15

hervorgeht, unterschieden sich die Parasitenzahlen der mit Chinin behandelten
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Gruppen nicht deutlich von denen der Kontrollgruppe. Es konnte demnach kein

signifikanter Effekt der Behandlung nachgewiesen werden (p > 0,05).
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Abb. 15: Fiitterungsversuche zur oralen therapeutischen Wirksamkeit des Chinins (5, 10 und 20
g pro kg Futter) iiber 3 Tage. Dargestellt sind Boxplots der Parasitenzahl (Trophontenstadium)
in der Gruppe zu Beginn des Fiitterungsversuchs (Beginn) und in den jeweiligen
Behandlungsgruppen (jeweils 5 Karpfen) nach dem Behandlungszeitraum mit dem
Medizinalfutter fiir alle Versuchsdurchldufe (n = 4). Es konnte kein signifikanter Unterschied

zwischen den Behandlungs- und der Kontrollgruppe nachgewiesen werden (p > 0,05).

In den Versuchen zur oralen therapeutischen Wirksamkeit war die Akzeptanz des
Medizinalfutters in der Kontrollgruppe und in den Behandlungsgruppen mit
Chininkonzentrationen von 5 und 10 g/kg Futter iiber den gesamten
Fiitterungszeitraum gegeben. Bei der Gruppe, die Chinin in Gehalten von 20 g/kg
Futter erhielt, wurde beobachtet, dass die Aufnahme des Medizinalfutters meist ab
dem vierten Tag der Fitterung nachlieB. Daher wurde im nachfolgend
beschriebenen Versuch zur prophylaktischen Wirksamkeit nur Futter in den

Konzentrationen von 5 und 10 g/kg getestet.
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4.1.2 Prophylaktische Wirksamkeit von Chinin

Da sich in den In vitro Versuchen eine starke Empfindlichkeit der Theronten
gegeniiber dem Chinin gezeigt hatte (s. V 3.2), wurde untersucht, ob eine
prophylaktische Gabe des Medikaments zur Verminderung der Infektion fiihrt.
Hierbei wurden die Fische nach zweiwdchiger Vorbehandlung mit dem

Medizinalfutter mit dem Parasiten infiziert.

Die Ergebnisse der 6 durchgefiihrten Versuchsreplikate (in Gruppen von jeweils 5
Karpfen) zur prophylaktischen Wirksamkeit des Chinins sind in Abb. 16
dargestellt. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Verhiltnis der

Parasitenzahl zwischen behandelten Gruppen und der Kontrollgruppe (p > 0,05).
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Abb. 16: Fiitterungsversuche zur oralen prophylaktischen Wirksamkeit des Chinins (5 und 10 g
pro kg Futter) iiber 14 Tage. Dargestellt sind Boxplots der Parasitenzahl (Trophontenstadium) in
der jeweiligen Behandlungsgruppe (jeweils 5 Karpfen) fiir alle Versuchsdurchldufe (n = 6). Es
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungs- und der Kontrollgruppe

nachgewiesen werden (p > 0,05).
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Eine vollstindige Aufnahme des Medizinalfutters erfolgte in der Kontroll- und der
mit 5 g/kg gefiitterten Gruppe iiber den gesamten Fiitterungszeitraum. Bei der
Gruppe, die Futter mit einem Chiningehalt von 10 g/kg erhielt, zeigten einige der
Fische besonders gegen Ende des Behandlungszeitraums (ab dem 8. bis 9. Tag)
ein vermindertes Interesse am Futter, der GroBteil des Medizinalfutters wurde

jedoch stets aufgenommen.

4.2  Vorversuche zur oralen Verabreichung iiber eine Schlundsonde

Da die orale Aufnahme des Chinins mit dem Futter mit einer gewissen
Unsicherheit behaftet war, sollte ausgeschlossen werden, dass die mangelnde
Wirksamkeit des Medikaments lediglich auf Akzeptanzproblemen beruht.
Vorgesehen war daher eine orale Applikation iiber Schlundsonden. Die
Sondierung der Versuchskarpfen erwies sich jedoch in Vorversuchen als sehr
schwierig. Die Sonde musste tief eingefiihrt werden, damit die applizierte
Farbfliissigkeit im Fisch verblieb. Wenn die Sonde nur bis auf Hohe des
Kiemendeckelansatzes eingefiihrt wurde, konnte beim Zuriicksetzen des Fisches
ins Aquarium beobachtet werden, dass die blaue Fliissigkeit aus dem Maul oder
den Kiemen austrat. Wenn die Sonde jedoch weiter eingefiihrt wurde, kam es zu
Perforationen des kranialen Abschnitts des Verdauungskanals und zu Blutungen
in der Leibeshohle. Daher wurde statt einer oralen Gabe die intraperitoneale

Injektion des Medikaments gewdhlt (s.u.).

4.3 Injektionsversuche

4.3.1 Toxizitiatsversuche

Zur Ermittlung einer vertraglichen Dosis fiir die Untersuchungen der parenteralen
Wirksamkeit von Chinin gegen 1. multifiliis wurden Versuche zur Toxizitét

vorangestellt. Eine Ubersicht zu den Ergebnissen ist in Tab. 5 dargestellt.

Bei einer Dosierung von 200 mg Chinin pro kg KGW zeigten alle Fische (n = 5)

innerhalb kiirzester Zeit nach der ersten Injektion starke Symptome einer
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Vergiftung wie taumelnde Schwimmbewegungen und zunehmend apathisches
Verhalten. Innerhalb von drei Stunden nach der Injektion waren alle Fische
gestorben. Bei der Sektion der Fische fiel auf, dass sich eine geringe Ansammlung
von Blut in der Leibeshohle befand und die Leber eine blasse Farbe hatte. Alle

weiteren Organe waren ohne besonderen Befund.

Bei 100 mg/kg KGW iiberlebten alle Fische die erste Injektion. Sie zeigten zwar
anfanglich die oben beschriebenen Symptome, erholten sich jedoch nach einigen
Stunden wieder. Nach der zweiten Injektion starb einer der Fische. Nach der
dritten Injektion starben wiederum zwei Fische, so dass am Ende des Versuchs
noch zwei Fische vorhanden waren. Die Sektionsbefunde entsprachen denen der

bei Anwendung von 200 mg/kg KGW beschriebenen Beobachtungen (s. o0.).

Alle Fische iiberlebten die erste Injektion bei einer Dosis von 80 mg/kg KGW,
zeigten jedoch ebenfalls taumelnde Schwimmbewegungen. Nach der zweiten und
dritten Injektion starb jeweils ein Fisch iiber Nacht. Nach drei Injektionen
tiberlebten bei dieser Dosierung somit drei der urspriinglich fiinf Fische. Die

Sektionsbefunde waren wiederum identisch mit den oben beschriebenen.

Bei der Dosierung von 60 mg/kg KGW iiberlebten alle Fische die drei
Injektionen. Nach der jeweiligen Injektion waren die Fische etwas ruhiger als die
Kontrollgruppe, was sich nach ungefihr zwei Stunden wieder legte, so dass bis

zur nichsten Injektion keine Verhaltensauffilligkeiten auftraten.

Tab. 5: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Untersuchung der Letalitit bei Karpfen nach

intraperitonealer Applikation von Chinin. Pro Gruppe wurden fiinf Karpfen eingesetzt.

Uberlebende Uberlebende Uberlebende
Dosierung Fische nach 1 Fische nach 2 Fische nach 3
Injektion Injektionen Injektionen
Kontrolle 5 5 5
200 mg/kg KGW 0
100 mg/kg KGW 5 4 2
80 mg/kg KGW 5 4 3
60 mg/kg KGW 5 5 5
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4.3.2 Therapeutische Wirksamkeit von Chinin nach parenteraler

Applikation

Chinin wurde einen Tag nach der Infektion der Karpfen in einer Dosis von 60
mg/kg KGW einmal téglich i.p. tiber drei Tage verabreicht. Die Kontrollgruppe
erhielt i.p. Injektionen des Vehikels. Fiir die vier Versuchsdurchgiinge wurden

jeweils 6 Karpfen verwendet.

Bei der Auswertung der Versuchsergebnisse konnte ein statistisch signifikanter
Unterschied im Verhiltnis der Parasitenzahl zwischen den mit Chinin behandelten
Fischen und der Kontrollgruppe nachgewiesen werden (p < 0,05). So war bei der
behandelten Gruppe eine deutlich geringere Anzahl an Parasiten zu verzeichnen.
AuBerdem fiel auf, dass die Trophonten bei der behandelten Gruppe auffallend
kleiner waren als bei den Fischen der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse werden in

Abb. 17 zusammenfassend dargestellt.

Beim dritten und vierten Versuchsdurchgang starben jeweils zwei der mit Chinin
behandelten Fische. Hierbei waren keine Anzeichen fiir eine mechanische
Verletzung von Organen vorhanden, so dass der Tod der Fische wahrscheinlich

auf die toxische Wirkung des Chinins zuriickzufiihren ist.
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Abb. 17: Injektionsversuche mit einer Chinin-Dosierung von 60 mg/kg KGW tiiber 3 Tage.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Parasitenzahl und die Standardfehler der Vehikelkontrolle

und der Behandlungsgruppe (jeweils 6 Karpfen) aller Versuchsreplikate (n = 4). Die Trophonten

wurden in Kategorien ,,Gro3* (> 120 pm) und ,,Klein* (< 120 pm) eingeteilt. Der Unterschied im

Verhiltnis der Parasitenzahl zwischen Kontrolle und Behandlungsgruppe war signifikant (p <

0,05).
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VI Diskussion

1. Methodendiskussion
1.1  Umgang mit I. multifiliis im Labor

1.1.1 Etablierung des Laborzyklus

Ein entscheidender Teil der vorliegenden Arbeit bestand darin, den Laborzyklus
von [. multifiliis zu etablieren, um jederzeit alle Parasitenstadien zur
Durchfiihrung der Versuche zur Verfiigung zu haben. Der Erhalt des kompletten
Lebenszyklus dieses obligat parasitidren Ciliaten ist zurzeit noch nicht in vitro
moglich (Noe & Dickerson, 1995; Dickerson, 2006), auch wenn es bereits das
Ziel mehrerer Studien war, eine geeignete Methode hierfiir zu entwickeln. Wahli-
Moser (1985) untersuchte verschiedene Nidhrmedien und Zellkulturverfahren, von
welchen manche die Uberlebensdauer von Stadien des Parasiten verlingerten,
jedoch keine weitere Entwicklung der Schwirmer ermdoglichten. Auch Ekless und
Matthews (1993) gelang es, die Lebensspanne von Theronten mit geeigneten
Nédhrmedien zu verldngern und Nielsen und Buchmann (2000) versuchten, die
Gegebenheiten unter der Fischhaut mittels Zellkulturmedien zu simulieren. Diese
Studien liefern gute Anhaltspunke fiir weitere Forschungsarbeiten. Da jedoch
noch einige Zeit vergehen wird, bis es moglich ist, den Lebenszyklus komplett in
vitro zu erhalten, kann die Verfiigbarkeit des Parasiten bisher nur mittels seiner
standigen Passage iiber lebendige Wirtsfische erreicht werden. Aber auch dieses
Verfahren kann einige Schwierigkeiten bereiten, da die erfolgreiche Entwicklung
des Parasiten von verschiedenen Faktoren (z.B. Wassertemperatur,
Wasserdurchlaufrate, Besatzdichte, Wasserqualitidt, Immunititsausprigung der
Fische, etc.) abhingt, welche sich in ihrem Zusammenspiel zum Teil nur schwer
kontrollieren lassen. Matthews et al. (1996) bemerkten die Ironie, dass wahrend in
der Natur und in Fischzuchten die Ubertragung von I multifiliis so einfach
vonstatten geht, der Erhalt des Parasiten im Labor {iber lingere Zeit hinweg

jedoch @uflerst problematisch ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden anfangs Karpfen zur stindigen Passage von 1.

multifiliis verwendet, da die eigentlichen Versuche ebenfalls bei Fischen dieser
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Art durchgefithrt werden sollten. Es stellte sich jedoch heraus, dass SPF
Regenbogenforellen besser zum Erhalt des Laborzyklus geeignet waren. Bei den
Karpfen kam es vergleichsweise schneller zur Ausbildung einer Immunitéit und
zusdtzlich waren die Schwankungen in der Infektionsausprigung bei dieser
Fischspezies hoher als bei den Forellen. Da I. multifiliis keine hohe Wirtsspezifitét
aufweist (Ventura & Paperna, 1985; Matthews, 2005), ist es unerheblich, welche
Wirtsfische zur Erhaltung des Parasiten genutzt werden. Wahli-Moser (1985)
stellte in seinen Untersuchungen fest, dass der Parasit problemlos von Cypriniden
auf Salmoniden und umgekehrt iibertragen werden konnte. Entsprechende

Beobachtungen wurden auch in der vorliegenden Arbeit gemacht.

Es traten zu Beginn der Arbeit verschiedene Schwierigkeiten beim Erhalt von I
multifiliis auf, da es einige Erfahrung erforderte, sowohl den Anforderungen der
Parasiten und als auch denen ihrer Wirte gerecht zu werden. Es musste ein
Gleichgewicht hergestellt werden, so dass stindig eine ausgeprigte Infektion
vorhanden war, um geniigend Parasitenstadien zur Versuchsdurchfiihrung
gewinnen zu konnen. Gleichzeitig durfte aber die Parasitenlast nicht iiberhand
nehmen, da hohe Mortalititen der Wirtsfische wiederum die Unterbrechung des
Laborzyklus zur Folge gehabt hitten. Nach Optimierung der Methodik konnten
die anfidnglichen Schwierigkeiten iiberwunden und der Lebenszyklus des
Parasiten im Labor dauerhaft etabliert werden. Mittels des entwickelten Systems
mit Markierung neu eingesetzter Gruppen an Fischen und regelmiBiger
Uberwachung der Infektionsstirke konnte der Verlauf des Infektionsgeschehens
in den Laborzyklusbecken gut nachvollzogen werden. Uber Steuerung von
Wasserdurchflussrate, Temperatur, Reinigungsintervallen, Besatzdichte etc.
wurde auf die Parasitenentwicklung eingewirkt, damit letztlich eine
kontinuierliche Durchfithrung der Versuche moglich war. In verschiedenen
Studien wurde davon berichtet, dass die Infektiositit des Parasiten unter
Laborbedingungen nach einer gewissen Anzahl an Passagen nachlédsst (Houghton
& Matthews, 1986; Noe & Dickerson, 1995). Dies wurde als Hinweis dafiir
gesehen, dass unter natiirlichen Bedingungen bei I multifiliis auch Phasen
sexueller Reproduktion stattfinden (Matthews, 2005; Dickerson, 2006). In der
vorliegenden Arbeit konnte jedoch derselbe ,,Stamm* des Parasiten iiber einen

Zeitraum von 1,5 Jahren erhalten werden, ohne dass die Infektiositdt abnahm.
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1.1.2 Durchfiihrung der Infektion von Versuchsfischen

Wenn In vivo Versuche zur Therapie der Ichthyophthiriose durchgefiihrt werden
sollen, muss zunidchst eine reproduzierbare Methode zur Infektion der
Versuchsfische vorhanden sein, um einen Behandlungserfolg nachweisen zu
konnen. In Studien, die sich ebenfalls mit I multifiliis befassten, sind

verschiedene Methoden zur Infektion der Versuchsfische beschrieben worden.

In vorausgegangenen Arbeiten wurde hiufig mit infizierten Fischen aus dem
Freiland gearbeitet (Ventura & Paperna, 1985; Luzardo-Alvarez et al., 2003).
Dieses Verfahren erschien fiir die angestrebten Versuche der vorliegenden Arbeit
als ungeeignet, da die Durchfithrung von vergleichbaren Replikaten so nicht
moglich ist. Bei bereits erkrankten Fischen ist nicht bekannt, in welcher
Infektionsphase sie sich befinden und es kann nicht ausgeschlossen werden, dass
sich schon wihrend des Versuchzeitraums eine Immunitéit bei einigen Fischen
ausbildet, was den Vergleich zwischen den Behandlungsgruppen sehr erschwert

hitte.

Die Methode, Versuchsfische mit 1. multifiliis durch Kohabitation mit bereits
infizierten Fischen zu infizieren, wurde bei Rowland et al. (2008) erfolgreich
durchgefiihrt. Pieters et al. (2008) leiteten das Parasitenstadien enthaltende
Wasser aus Becken mit infizierten Fischen in die Aquarien der zu infizierenden

Versuchsfische.

Die Infektion von Fischen mittels Zugabe von reifen Trophonten ins Wasser
wurde von Hines und Spira (1973, 1974b) praktiziert. Die Intensitdt der
resultierenden Infektion ist bei dieser Methode jedoch laut Wahli-Moser (1985)
nicht so genau vorhersehbar wie bei Zugabe von in vitro produzierten Theronten.
Letzteres Verfahren wurde auch in vielen weiteren Studien angewandt, in welchen
jedoch die Anzahl der eingesetzten Theronten zwischen 1000 und 20000 pro
Fisch variierte (Wahli-Moser, 1985; Clayton & Price, 1994; Wahli et al., 1995;
Tojo Rodriguez & Santamarina Fernandez, 2001; Shinn et al., 2003). Dabei ist
offensichtlich nicht nur die Anzahl der zur Verfiigung stehenden Schwérmer von
Bedeutung, sondern es sind ebenfalls Faktoren wie Wassertemperatur,
Wasservolumen und Besatzdichte zu beriicksichtigen (Wahli-Moser, 1985).

Weiterhin ist bei den in vitro produzierten Theronten der richtige Zeitpunkt zur
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Infektion von Bedeutung, da die Infektiositit der Schwirmer bald nach dem

Schliipfen rapide abnimmt (McCallum, 1982; Wahli-Moser, 1985).

In der vorliegenden Arbeit wurde zunichst versucht, eine Infektion durch Zugabe
von in vitro erzeugten Theronten in das Wasser zu erzielen. Die Gewinnung der
hierfiir zunédchst benétigten Trophonten erfolgte entsprechend der bei Wahli-
Moser (1985) beschriebenen Methodik, wobei die Trophonten von anésthesierten
Fischen vorsichtig abgestreift und in Petrischalen inkubiert wurden. Es konnte
bereits nachgewiesen werden, dass das zur Betdubung der Fische verwendete
Anisthetikum MS 222 bei zur Fischanisthesie {iblichen Konzentrationen (bis 150
mg/L) auf die weitere Entwicklungsfahigkeit der Parasitenstadien keinen Einfluss
hat (Wahli-Moser, 1985; Xu et al., 2008). Wahli-Moser (1985) betonte ebenfalls
die Notwendigkeit, den {iiberschiissigen Schleim aus den Petrischalen zu
entfernen, da dieser ein Nihrboden fiir Bakterienwachstum ist und die weitere
Entwicklung der Trophonten hemmt. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit
ebenfalls iiberpriift und es kann bestétigt werden, dass durch grolere Mengen an
Schleim die Enzystierung der Trophonten gehemmt wird. Jedoch gelang die In
vitro Produktion von Theronten nicht immer zuverldssig. Trotz identischer
Bedingungen fand oft nicht in allen Petrischalen eine Entwicklung der Schwirmer
statt. Aus diesem Grund war es schwierig, eine geniigend hohe Zahl an Theronten
zu produzieren, um eine ausreichende Infektion aller Versuchsfische zu
gewihrleisten. Als geeigneter erwies sich die direkte Kohabitation der
Versuchsfische mit infizierten Forellen. Die Kohabitationsmethode wurde zur
Durchfithrung der Fiitterungsversuche angewendet und fiihrte zu ausreichenden
Parasitenzahlen, um einen Vergleich zwischen den Behandlungsgruppen
vornehmen zu konnen. Bei den spiter durchgefiihrten Injektionsversuchen wurde
die Infektionsmethode noch weiter optimiert, indem die beiden Verfahren der
Kohabitation und das Einsetzen von in vitro produzierten Schwirmern kombiniert
wurden, so dass die Infektionsintensitét fiir die Versuchsdurchfithrung optimal

war.
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1.2 In vitro Versuche

In den In vitro Versuchen sollte tiberpriift werden, ob das Chinindihydrochlorid
bei direkter Anwendung eine Wirksamkeit gegen Stadien von 1. multifiliis besitzt.
Um eine Schidigung der Parasiten nachweisen zu konnen, wurde die Methodik
der Vital-Fluoreszenz-Doppelfirbung angewendet, welche eine eindeutige
Differenzierung zwischen intakten und geschidigten Zellen ermdglicht.
Beschreibungen  iiber  Verwendung  von  Fluoreszenzfarbstoffen  zu
Vitalitatsiiberpriifungen liegen aus verschiedenen Studien vor (Yokoyama et al.,
1997; Xu et al., 2005; Fletcher et al., 2009; Zampolla et al., 2009), so dass hier
Anhaltspunkte fiir die Durchfiihrung gewonnen werden konnten. Die Optimierung
der Methodik speziell fiir die geplanten Versuche der vorliegenden Arbeit erfolgte

durch experimentelle Vorarbeiten.

Es zeigte sich, dass sich die Vital-Fluoreszenz-Doppelfirbung fiir die
Vitalitatspriifung bei allen Stadien von I multifiliis gut eignete. Es waren die
intakten, griin fluoreszierenden deutlich von den geschidigten, rot
fluoreszierenden Parasiten zu unterscheiden. Neben rein griin oder rot
fluoreszierenden Stadien gab es auch Mischformen, bei welchen im Inneren das
rote PI und auBlen an der Zellmembran das griine Fluorescein sichtbar waren.
Diese Stadien waren grundsitzlich augenscheinlich tot, d.h. es war keinerlei
Zilienbewegung zu erkennen. Bei diesen gemischt gefdrbten Trophonten war
davon auszugehen, dass sie zum Zeitpunkt der Zugabe der Farbstoffe noch gelebt
hatten, da sie in der Zellmembran noch das FDA in das griine Fluorescein
umwandeln konnten. Es musste jedoch bereits eine Membranschidigung
vorgelegen haben, so dass auch das PI eindringen konnte. Folglich ist es
wahrscheinlich, dass sie sich gerade im Prozess des Sterbens befanden, als die
Farbstoffe hinzugegeben wurden und sie wurden daher zusammen mit den

komplett roten Stadien als geschiadigt gewertet.

In den Studien von Yokoyama et al. (1997, 2009) wurde ein schnelles Verblassen
der griinen Fluoreszenz beobachtet, was in den Versuchen der vorliegenden Arbeit
nicht bestitigt werden konnte. Die Intensitéit der Fluoreszenz lieB bis zum Ende
der Auszdhlung nur so geringgradig nach, dass die Versuchsdurchfiihrung

dadurch nicht eingeschrinkt wurde. Die unterschiedlichen Beobachtungen
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begriinden sich wahrscheinlich auf den Einsatz verschiedener Konzentrationen

des Farbstoffs.

In der vorliegenden Arbeit wurden so viele Durchginge der Versuche mit den
Trophonten und Theronten von I. multifiliis durchgefiihrt, dass der Unterschied
zwischen den verschiedenen Konzentrationen statistisch nachweisbar war. Bei
den Tomonten erwies sich die Gewinnung von intakten Zysten als schwieriger,
daher konnten lediglich drei Wiederholungen dieses Versuchs durchgefiihrt
werden. Trotzdem waren die Ergebnisse bereits so deutlich, dass eine weitere

Replikation des Versuchs nicht notwendig war.

1.3 In vivo Versuche

1.3.1 Herstellung des Medizinalfutters

In den von Schmahl et al. (1996) durchgefiihrten Versuchen kam es zu Problemen
mit der Akzeptanz des chininhaltigen Medizinalfutters. Bei den
Behandlungsgruppen wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe nur die Hilfte der
Futtermenge aufgenommen und bei einer Fischspezies lieB nach drei Tagen
Fiitterung das Interesse am Medizinalfutter stark nach. Aus diesem Grund wurde
in der vorliegenden Arbeit vor Beginn der geplanten Fiitterungsversuche die
Akzeptanz des Medizinalfutters in Vorversuchen getestet. Zunidchst wurde das
Chinin in Losung gebracht, gleichmidBig auf das Futter aufgespriiht und dieses
zum Schluss mit Ol iiberschichtet, um sicherzustellen, dass die Zugabe ins Wasser
nicht zu einer Ablosung des Medikaments fiihrte. Dies ist eine gédngige Methode,
Medikamente auf das Futter aufzubringen, und sie wurde auch in den Studien von

Schmitt (1990) und Shinn et al. (2003) auf dhnliche Weise durchgefiihrt.

Das so hergestellte Medizinalfutter wurde jedoch von den Karpfen nur bei
geringen Chininkonzentrationen aufgenommen, was wahrscheinlich dadurch zu
erkldren ist, dass sich die Substanz durch das Aufspriihen aulen am Futter befand
und der bittere Geschmack von den Fischen sogleich wahrgenommen wurde. Es
wurden ebenfalls Akzeptanzversuche mit Forellen durchgefiihrt, da die Hoffnung

bestand, dass das geringer ausgeprigte sensorische Empfinden dieser Raubfische
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zu einer besseren Aufnahme des Medizinalfutters fithren wiirde. Die
Verweigerung der Futteraufnahme bei hoheren Chiningehalten trat jedoch bei
dieser Fischspezies gleichermaf3en auf und bestitigte den Verdacht, dass es durch
das Chinin zu einer erheblichen Geschmacksverschlechterung kommen muss.
Selbst durch Aufbringen verschiedener Substanzen konnte der Bittergeschmack
nicht ausreichend maskiert werden. Deshalb wurde eine andere
Herstellungsmethode angewendet, so dass das Chinin bereits mit den
Grundkomponenten des Futters vermischt wurde, wie es ebenfalls bei Schmahl et
al. (1996), Dohle et al. (2002) und Luzardo-Alvarez et al. (2003) praktiziert
worden war. Hierdurch wurde eine gleichméBige Verteilung der bitteren Substanz
im Futter gewihrleistet, wodurch nun hohere Konzentrationen von den Fischen
aufgenommen wurden und die Hauptversuche mit diesem Medizinalfutter

durchgefiihrt werden konnten.

1.3.2 Verwendete Chininkonzentrationen

In der vorliegenden Arbeit wurde Chinindihydrochlorid zur
Versuchsdurchfithrung verwendet, da dieses in vorhergehenden Studien ebenfalls
fiir Therapieversuche bei Fischparasitosen eingesetzt wurde (Schmabhl et al., 1996;
Speare et al., 1998). Der therapeutisch wirksame Bestandteil ist jedoch das Chinin
selbst, weshalb die Art des verwendeten Chininsalzes unerheblich ist
(Schiperclaus, 1954). Fiir die Versuchsdurchfiihrung wurde der Anteil des Salzes
des Priparats beriicksichtigt, so dass sich alle Konzentrationsangaben auf das

reine Chinin beziehen.

Die in den Studien von Schmabhl et al. (1996) und Dohle et al. (2002) eingesetzte
Chininkonzentration von 5 g/kg Futter diente als Anhaltspunkt fiir die in den
Fiitterungsversuchen der vorliegenden Arbeit zu verwendenden Konzentrationen.
In Vorversuchen wurde die Wirksamkeit dieser Chinindosis anhand bereits
infizierter Fische iiberpriift, wodurch der Verdacht aufkam, dass diese fiir die
Durchfithrung der Hauptversuche nicht ausreichen wiirde. Aus diesem Grund
wurden in den Akzeptanz-Vorversuchen zusitzlich hohere Gehalte an Chinin
eingesetzt, um die maximalen Konzentrationen herauszufinden, die von den

Fischen im Futter akzeptiert werden. Dabei zeigte sich, dass mit dem optimierten
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Medizinalfutter die Akzeptanz bis zu Konzentrationen von 10 g/kg Futter gegeben

war, ab 20 g/kg jedoch nach einigen Tagen der Fiitterung nachlief.

Fiir die Versuche zur prophylaktischen Wirksamkeit wurde Medizinalfutter mit
Chiningehalten von 5 und 10 g/kg gewihlt, da hierbei davon auszugehen war,
dass das Futter iiber den gesamten Fiitterungszeitraum von 14 Tagen
aufgenommen werden wiirde. Fiir die Versuche zur therapeutischen Wirksamkeit
wurde zusitzlich eine Konzentration von 20 g/kg Futter gefiittert, da die Versuche
iber kiirzere Zeit stattfanden und in diesem Zeitraum noch zumindest der grofte

Teil des Futters gefressen wurde.

Fir die einzusetzenden Chinindosierungen in den Injektionsversuchen wurde
zundchst die hochste in den Fiitterungsversuchen eingesetzte Menge gewihlt.
Diese entsprach bei einer Aufnahme des Medizinalfutters mit Konzentrationen
von 20 g/kg Futter einer oralen Dosis von 200 mg/kg KGW. In den
durchgefiihrten Toxizitdtsversuchen wurde jedoch deutlich, dass diese Dosierung,
die bei oraler Applikation keine toxischen Effekte hatte, bei Verabreichung per
Injektion bereits letal fir die Fische war. Somit wurden weitere
Toxizitdtsversuche durchgefiihrt, um die héchste Dosis zu ermitteln, bei welcher
alle Fische die Injektionen iiberlebten. Diese Dosierung wurde zur Durchfiihrung
der Therapieversuche eingesetzt und betrug 60 mg/kg KGW. Dies entspricht
ungefédhr der in der Studie von Speare et al. (1998) bei Regenbogenforellen oral
applizierten Menge an Chininhydrochlorid von 61 mg/kg KGW. Da die
Toxizitdtsuntersuchungen aus Aspekten des Tierschutzes nicht mehrfach
wiederholt wurden, konnten die hierbei ermittelten Ergebnisse nicht abgesichert
werden. So stellte sich bei der Durchfithrung der Therapieversuche heraus, dass
bei Anwendung dieser Dosis, die sich in den Toxizitdtsversuchen als nicht toxisch
erwiesen hatte, dennoch Letalititen bei einzelnen Fischen auftraten. Insofern wére
es in Folgearbeiten sinnvoll, die Wirksamkeit des Medikaments auch bei

geringerer Dosierung des Chinins zu iiberpriifen.

1.3.3 Angewandte Applikationsmethoden

Im Hinblick auf die Praktikabilitiit eignet sich in Nutzfischbestinden besonders



VI. Diskussion 66

eine orale Verabreichung von Medikamenten iiber das Futter. Daher stand diese
Applikationsmethode in der vorliegenden Arbeit im Vordergrund. Zudem sollte
jedoch auch ein Verfahren gefunden werden, hohere Konzentrationen an Chinin in
sicherer Dosierung zu verabreichen, was durch orale Applikation aufgrund der
eingeschriankten Akzeptanz des Medizinalfutters nicht moglich war. Somit wurde
in Betracht gezogen, das in LOsung gebrachte Chinin mittels einer
Erndhrungssonde direkt in den Verdauungstrakt des Fisches einzubringen. Diese
Methode wird von Schéperclaus (1990) als mogliche Applikationsmethode zur
Verabreichung von Medikamenten bei Fischen genannt. Allerdings erwies sich
das Verfahren bei den verwendeten Karpfen als nicht praktikabel. Es war ohne
Verletzung des Fisches nicht moglich, die Sonde so tief einzufiihren, dass das
Medikament tatsdchlich im Verdauungstrakt verblieb und nicht wieder iiber die
Kiemen ausgeschieden wurde. Diese Problematik ist wahrscheinlich auf die
geringe GroBe der verwendeten Fische zuriickzufithren und es ist denkbar, dass
die Verwendung von groferen Fischen die erfolgreiche Durchfiihrung dieser
Applikationsmethode ermdglicht hitte. Allerdings wiédre beim FEinsatz von
groferen Fischen auch die Anwendung einer anderen Methode zur
Versuchsauswertung notwendig gewesen, da die Ermittlung der Parasitenzahl der
gesamten Schleimschicht eines Fisches nur aufgrund der geringen Grofe der
Karpfen moglich war. Da sich jedoch diese Auswertungsmethode als sehr genau
erwies und die Veridnderung der Methodik die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
zwischen den unterschiedlichen Versuchen erschwert hitte, wurde das

Sondierungsverfahren nicht fiir weitere Versuche angewendet.

Die Verabreichung des Medikaments per i.p. Injektion ist eine zuverlédssige
Applikationsmethode, die bei Fischen hdufig angewandt wird (Schiperclaus,
1990; Stoskopf, 1993). Sie eignete sich aufgrund der geringen Grofe der Karpfen
besser als die i.m. Injektion, da bei letzterer nur eine sehr geringe Menge an

Fliissigkeit applizierbar ist.

1.3.4 Auswahl der Applikationsdauer

Die Versuche zur Uberpriifung der therapeutischen Wirksamkeit bei bereits

bestehender Infektion mittels oraler Applikation und Injektion des Chinins fanden
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tiber drei Tage statt. Zunéchst wurde bei den Fiitterungsversuchen das Futter iiber
7 Tage verabreicht. Bei dieser Versuchsdauer war der erste Infektionszyklus des
Parasiten zum Zeitpunkt der Versuchsauswertung bereits beendet, so dass die
reifen Trophonten die Fische verlassen hatten und somit nicht mehr nachgewiesen
werden konnten. Eine Alternative wire gewesen, die Behandlung so lange
durchzufiihren, bis bereits eine Reinfektion der Fische stattgefunden hiitte.
Letzteres wurde in der Studie von Schmitt (1990) durchgefiihrt, so dass wihrend
der Behandlungszeit mit dem Medizinalfutter mehrere Infektionszyklen abliefen.
In der vorliegenden Arbeit erschien es sinnvoller, die Behandlungszeit auf drei
Tage zu verkiirzen, so dass die Auswertung noch wihrend des ersten
Infektionszyklus stattfinden konnte. Dieses Vorgehen hatte den Vorteil, dass in
dieser Zeitspanne die Akzeptanz des Medizinalfutters noch gegeben war.
Zusitzlich  sind  bei  Ablaufen  mehrerer Infektionszyklen — aufgrund
unterschiedlicher Entwicklungsgeschwindigkeiten der einzelnen Parasiten
verschiedene Grofen an Stadien auf den Fischen zu finden. Bei der Auswertung
des Versuchs noch wihrend des ersten Infektionszyklus konnte hingegen der
Unterschied in  den  TrophontengroBen  zwischen  Kontroll-  und
Behandlungsgruppe, welcher bei den Injektionsversuchen ein wichtiges Kriterium
zur Beurteilung des Behandlungseffekts darstellte, durch das einheitliche Alter der

Stadien deutlich zutage treten.

Bei den Prophylaxe-Versuchen fand die Fiitterung mit dem Medizinalfutter iiber
14 Tage statt, da sichergestellt werden sollte, dass zum Infektionszeitpunkt eine
ausreichende Menge an Chinin im Fisch vorhanden war. In anderen Studien
wurden prophylaktische Fiitterungen ebenfalls iiber ldngere Zeit vorgenommen,
bevor die Fische dem Parasiten exponiert wurden. Bei Pieters et al. (2008)
erfolgte die Fiitterung mit dem probiotischen Futter iiber 14 Tage und bei Shinn et
al. (2003) wurde das prophylaktische Medizinalfutter iiber 10 Tage verabreicht.
Allerdings wurde wihrend der Versuchsdurchfithrung der vorliegenden Arbeit
beobachtet, dass besonders gegen Ende des Fiitterungszeitraums das Futter in der
hoheren Konzentration nicht immer vollstindig aufgenommen wurde, weshalb
eine Verkiirzung der Fiitterungsperiode hier sinnvoll gewesen wire. Wenn jedoch
ein Behandlungseffekt vorhanden gewesen wire, hitte er auch unter diesen

Versuchsbedingungen nachgewiesen werden konnen, da der GroBteil des Futters
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immer aufgenommen wurde und in der Behandlungsgruppe mit der niedrigeren
Konzentration von 5 g/kg das Medizinalfutter stets komplett gefressen wurde und

bei dieser Gruppe ebenfalls keine Wirkung des Chinins nachweisbar war.

1.3.5 Nachweis des AusmaBes der Infektion

Um die Infektionsrate zu beurteilen, wurden in vielen Studien lediglich
Hautabstriche von einzelnen Hautpartien angefertigt (z.B. bei Tojo-Rodriguez &
Santamarina Fernandez, 2001) oder nur die Mortalitdtsrate der Fische (z.B. bei
Pieters et al., 2008) als Kriterium fiir die Infektionsausprigung herangezogen.
Letzteres ist jedoch problematisch, da niemals ganz sicher belegt werden kann,
dass der Tod des Fisches tatsidchlich auf die Erkrankung mit 1. multifiliis
zuriickzufithren war. In der vorliegenden Arbeit konnte die Stirke der Infektion
zudem so gesteuert werden, dass es zu keinerlei infektionsbedingten Mortalitéiten
bei den Fischen kam und dennoch eine ausreichende Anzahl an Parasiten zur
Versuchsauswertung vorhanden war. Die Vergleichbarkeit der Parasitenzahlen
zwischen verschiedenen Fischen ist ebenfalls herabgesetzt, wenn nur
Hautabstriche von definierten Stellen angefertigt werden, da die Verteilung der
Parasiten auf der Oberflidche der Fische nicht gleichmifig ist. Hines und Spira
(1973) schilderten, dass die Parasitenzahlen an verschiedenen Korperstellen
signifikante Unterschiede aufwiesen. Aus diesem Grunde wurde fir die
vorliegende Arbeit zur Versuchsauswertung die Gesamtparasitenzahl auf Haut
und Flossen herangezogen, welche ermittelt wurde, indem die gesamte
Schleimschicht jeder Korperseite abgestreift und die darin erhaltene Anzahl an
Parasitenstadien gezidhlt wurde. Clayton und Price (1988) sehen die Erfassung
aller Stadien der gesamten Hautoberfliche ebenfalls als die reprisentativste
Methode an, um Infektionsstirken zwischen den Fischen zu vergleichen. Sie
ermittelten jedoch nur die Parasitenzahlen einer Korperseite und verweisen zur
Begriindung auf die Arbeit von Bone (1983), in welcher gezeigt wurde, dass sich
die Anzahl der Stadien von I. multifiliis zwischen den beiden Korperseiten eines
Fisches nicht signifikant unterscheidet. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Entscheidung getroffen, dennoch die Zahlen beider Korperhilften fiir die

Auswertung heranzuziehen, da teilweise groe Schwankungen in der



VI. Diskussion 69

Parasitenzahl zwischen den Korperseiten eines Fisches auftraten und somit die

Sicherheit der Ergebnisse erhoht wurde.

2. Ergebnisdiskussion
2.1 In vitro Versuche

Anhand der In vitro Versuche konnte eine konzentrationsabhiingige Wirksamkeit
des Chinins auf alle Stadien von I. multifiliis nachgewiesen werden. Bei der
Kontrolllosung waren, wie erwartet, bei allen Stadien des Parasiten iiberwiegend
griin fluoreszierende Stadien vorhanden. Dass auch jeweils ein geringer Anteil an
roten und demnach geschidigten Stadien vorkam, ist sicherlich auf den
Gewinnungsprozess der Proben zuriickzufiihren, da es nicht ausblieb, dass einige
der Parasiten bereits durch den Pipettiervorgang und das Riitteln der

Versuchsgefille geschiadigt wurden.

Konzentrationen an Chinin von 1 g/L und 0,1 g/L toteten innerhalb von einer
Stunde den iiberwiegenden Anteil aller Stadien des Parasiten. In einer
Konzentration von 0,01 g/LL dagegen hatte die Substanz keinen Effekt mehr auf
Trophonten und Zysten. Diese Ergebnisse stimmen mit den von Schiperclaus
(1954) erzielten iiberein. Hier totete Chinin bei Konzentrationen von 1 g/L die
Stadien von 1. multifiliis innerhalb von 20 Minuten, bei 0,1 g/L in 45 Minuten und
bei 0,01 g/L erst nach 7 Stunden. Es ist nicht ganz sicher, welche Stadien hierbei
untersucht wurden; es ist von ,,losgelosten Ichthyophthirien® die Rede, womit
wahrscheinlich die Trophonten gemeint waren. In der vorliegenden Arbeit wurde
erstmals die /n vitro Wirksamkeit von Chinin auf alle Stadien des Parasiten durch
die  Anwendung einer  Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung  untersucht.
Interessanterweise hatte die niedrigste Chininkonzentration von 0,01 g/L keine
Wirkung auf Trophonten und Tomonten, wihrend sie fiir die Theronten (d.h. das
infektiose Stadium) hingegen toxisch war. Hieraus ldsst sich schlussfolgern, dass

diese Stadien des Parasiten empfindlicher sind.
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2.2  Infektionsversuche zum Vergleich der Empfinglichkeit zweier

Karpfenlinien gegeniiber 1. multifiliis

Wihrend der Durchfithrung von Vorversuchen zur In vivo Wirksamkeit von
Chinin wurde deutlich, dass bei den beiden verwendeten Zuchtlinien der Karpfen
ein Unterschied in ihrer Empfinglichkeit gegeniiber dem Parasiten vorlag.
Aufgrund der Beobachtungen wurden entsprechende Infektionsversuche
durchgefiihrt. So war auf den aus Hochstadt bezogenen Karpfen eine signifikant
hohere Anzahl an Parasitenstadien vorhanden als auf den in Wageningen
erworbenen Karpfen. Da sie sich gleichzeitig im Infektionsbecken befanden und
dort der selben Anzahl an Parasitenstadien exponiert wurden, lidsst sich die
Schlussfolgerung ziehen, dass die aus Wageningen stammenden Karpfen
resistenter gegeniiber dem Parasiten waren als die in Hochstadt erworbenen

Karpfen.

Es beschiftigten sich bereits mehrere Studien mit Untersuchungen zu Resistenzen
bei Fischen gegen die Ichthyophthiriose. In einer Veroffentlichung von Price und
Clayton (1999) wurden Zusammenhidnge zwischen dem Schuppenmuster von
Karpfen und ihrer Resistenzlage gegeniiber der Erkrankung beschrieben. Bei den
Karpfen in der vorliegenden Arbeit fiel auf, dass die aus Hochstadt bezogenen
Fische Streuschuppen aufwiesen, wéahrend die Schuppen der aus Wageningen
stammenden Karpfen meist regelméBiger in einer Linie angeordnet waren.
Allerdings war der Hintergrund der Fische in der Studie von Price und Clayton
(1999) dhnlich, so dass andere Faktoren, die ebenfalls mit der Resistenz in
Zusammenhang zu bringen wiren, weitgehend ausgeschlossen werden konnten,
was in der vorliegenden Arbeit nicht moglich war. Ventura und Paperna (1985)
stellten ebenfalls unterschiedliche Infektionsstirken bei verschiedenen Fischlinien
und Individuen derselben Spezies fest. Sie gehen davon aus, dass dies auf eine
unterschiedliche Kondition der Fische zuriickzufiihren sei, da Parameter wie
Stress, Erndhrungszustand und schlechte Umweltbedingungen die Leistung des
Immunsystems herabsetzen und es somit zu einer stirkeren Empfinglichkeit

gegeniiber Krankheitserregern kommen kann.

Fiir die vorliegende Arbeit lédsst sich die genaue Ursache fiir die unterschiedliche

Empféanglichkeit gegeniiber der Erkrankung zwischen den aus Hochstadt und den
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aus Wageningen bezogenen Karpfen aufgrund der unterschiedlichen Hintergriinde
der Fische nicht bestimmen. Die ermittelten Ergebnisse sind jedoch interessant
und konnten Grundlagen fiir weitere Forschungsarbeiten liefern. Denkbar wire es,
bei der Zucht von Fischen auf Resistenz gegeniiber 1. multifiliis zu selektieren.
Wenn bei den Fischen von vornherein nur eine schwache Infektion auftritt, so
kann die Parasitenlast bewdltigt und daraufhin eine Immunitdt ausgebildet
werden. Somit konnten die durch die Erkrankung verursachten hohen Mortalitidten

in Fischzuchten vermieden werden.

Fiir die Wirksamkeitsversuche der vorliegenden Arbeit hatte dieses Ergebnis zur
Konsequenz, dass innerhalb der jeweiligen Versuche nur Gruppen von Karpfen

derselben Herkunft verwendet wurden.

2.3  Wirksamkeit von Chinin bei verschiedenen Applikationsarten

Die in den Fiitterungsversuchen erzielten Ergebnisse zeigen, dass mit den
eingesetzten Konzentrationen an Chinin mittels oraler Applikation keine
Wirksamkeit gegen die Ichthyophthiriose erzielt werden konnte. Durch
Verabreichung des Medizinalfutters konnte weder eine Infektion mit dem
Parasiten verhindert, noch eine bereits bestehende Erkrankung therapiert werden.
In der Studie von Schmahl et al. (1996) konnte hingegen bereits bei einer
Konzentration von 5 g Chinin pro kg Futter eine Wirksamkeit gegen Trophonten
von 1. multifiliis bei verschiedenen Arten von Zierfischen nachgewiesen werden.
Eine mogliche Erkldrung, warum die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit anders
ausfielen, konnten Unterschiede in der Resorption des Medikaments aus dem
Verdauungstrakt sein. So konnte die in den beiden Studien unterschiedliche
Zusammensetzung des verwendeten Medizinalfutters eine Rolle gespielt haben,
da die orale Bioverfiigbarkeit eines Medikaments durch Interaktionen mit
Futterbestandteilen herabgesetzt werden kann. Moglicherweise hatte auch die
Wassertemperatur einen Einfluss, da die Karpfen der vorliegenden Arbeit bei
ungefihr 18° C gehalten wurden, wihrend die Versuchsdurchfiihrung bei Schmahl
et al. (1996) bei 25° C stattfand. Es wire interessant, in weiteren Versuchen die

Wirksamkeit von Chinin unter dem Einfluss verschiedener Temperaturen zu
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vergleichen.

Bei Applikation des Chinins per Injektion konnte bereits bei Verabreichung einer
niedrigeren Dosis als in den Fiitterungsversuchen eine signifikante Verringerung
der Parasitenzahl bewirkt werden. Zusitzlich waren die Trophonten bei den
behandelten Karpfen kleiner als bei der Kontrollgruppe, was darauf schlielen
lasst, dass das Chinin die Entwicklung der Parasiten hemmt. Da die Injektionen
iber drei Tage erfolgten, konnten die Parasiten bei der Kontrollgruppe in dieser
Zeit normal weiterwachsen, wihrend sie bei der mit Chinin behandelten Gruppe
durch die Chinin-Injektionen getotet oder geschiddigt wurden, so dass sie entweder
vom Fisch abfielen oder ihre weitere Entwicklung ausblieb. Somit waren hier
insgesamt weniger Parasiten vorhanden und die wenigen Stadien, die sich noch
auf dem Fisch befanden, waren noch nicht so weit entwickelt wie die bei der
Kontrollgruppe nachweisbaren Parasitenstadien. Diese Beobachtung stimmt mit
den Ergebnissen von Luzardo-Alvarez et al. (2003) iiberein, wo ebenfalls ein auf
die Stadien innerhalb des Fisches gerichteter Wirkstoff (Triclabendazol) die
Entwicklung der Parasiten hemmte, so dass hier bei der behandelten Gruppe

kleinere Trophonten auffindbar waren als bei der Kontrollgruppe.

Es stellt sich die Frage, warum mit Chinin bei der Verabreichung per Injektion ein
Effekt auf die Trophonten erzielt werden konnte, jedoch nicht bei oraler
Applikation. Es konnte spekuliert werden, dass das Medikament bereits durch die
Zugabe ins Aquarium aus dem Medizinalfutter herausgewaschen wurde. Obwohl
das Futter in der Regel sofort von den Karpfen aufgenommen wurde und das
Chinin gleichmiBig in das pelletierte Futter eingemischt war, kann dies nicht ganz
ausgeschlossen werden. Naheliegend fiir die unterschiedliche Wirksamkeit bei
verschiedener Applikation sind jedoch pharmakokinetische Griinde. Es ist
bekannt, dass Chinin bei Sdugetieren gut, wenn auch nicht vollstindig, enteral
resorbiert wird. Bei Fischen hingegen miissten weitere Forschungsarbeiten
erfolgen, um zu untersuchen, ob die enterale Resorption hier aufgrund der
physiologischen und anatomischen Unterschiede zum Sé&ugetier nicht in dem
selben Ausmal} geschieht. Schiperclaus (1990) beschreibt, dass es bei oraler
Applikation von Medikamenten aufgrund der Leberpassage zu einer Abnahme der

Wirksamkeit kommen kann, was bei der parenteralen Verabreichung umgangen
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wird. Somit widren moglicherweise bei oraler Anwendung hohere
Konzentrationen an Chinin notig, damit die Distribution bis in die Epidermis
erfolgen kann. Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Konzentrationen
stellten jedoch die maximale Grenze dar, die im Medizinalfutter noch von den

Fischen akzeptiert wurde.

24  Anwendung von Chinin als Therapeutikum

Die Chinarinde (Cinchonae cortex) sowie standardisierte Extrakte und
Zubereitungen daraus sind in Tabelle 1 der VO (EG) Nr. 37/2010 aufgefiihrt und
diirfen somit bei Lebensmittel liefernden Tieren eingesetzt werden. Es ldsst sich
daraus nicht ablesen, ob dies ebenfalls fiir Chinin als Reinsubstanz zutrifft. Nach
Auffassung  des  Bayerischen  Landesamts  fir ~ Gesundheit  und
Lebensmittelsicherheit (personliche schriftliche Mitteilung vom 27.06.2007) wire
die Anwendung bei Nutzfischen moglich. Im Hinblick auf Uberlegungen zur
Verbrauchergefihrdung durch Chininriickstinde im Lebensmittel ist auch zu
bedenken, dass Chininzusitze in limitierten Mengen in Erfrischungsgetrinken
erlaubt sind (Bundesinstitut fiir Risikobewertung, 2008). Es ist nicht zu erwarten,
dass durch die Therapie von Fischen mit chininhaltigen Therapeutika
entsprechend hohe Mengen der Substanz im Muskelgewebe eingelagert werden,

so dass hierdurch eine Verbrauchergefahrdung entstehen konnte.

Es wurde in der vorliegenden Arbeit deutlich, dass mit intraperitonealer Injektion
von Chinin ein Effekt gegen die von der Epidermis geschiitzten Trophonten von 1.
multifiliis zu erzielen ist. Die Applikation des Medikaments per Injektion
einzelner Fische wire fiir groere Fischbestinde jedoch nicht praktikabel. Fiir die
Anwendung bei Nutzfischen wire besonders ein Fiitterungsarzneimittel geeignet,
da Behandlungen iiber Zugabe des Medikaments ins Teichwasser in Fischzuchten
aufgrund der grolen Wasservolumina oftmals nicht durchfiihrbar sind. Im
Gegensatz zur Anwendung als Badebehandlung hitte ein Therapeutikum gegen
die Ichthyophthiriose in Form eines Medizinalfutters die Vorteile, dass die
Applikation wihrend der Fiitterung einfach zu handhaben ist, eine geringere

Umweltbelastung auftritt und es auf die Trophonten wirkt, welche durch
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Therapeutika, die dem Wasser zugesetzt werden, nicht eliminiert werden konnen
(Luzardo—Alvarez et al., 2003; Shinn et al., 2003). Die in dieser Arbeit erzielten
Ergebnisse liefern wichtige Hinweise auf die Probleme, die es zu 16sen gilt, um
den Einsatz von Chinin als geeignetes Therapeutikum zu ermoglichen. Um hohere
Konzentrationen der Substanz in das Futter einbringen zu konnen, miisste in
Folgearbeiten nach weiteren Wegen gesucht werden, den bitteren Geschmack des
Chinins zu maskieren. Ferner wire zu iberpriifen, ob bei hoheren
Konzentrationen eine Resorption iiber den Verdauungstrakt erfolgt und sich das

Medikament somit auch fiir die orale Applikation eignet.
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VII Zusammenfassung

Das Ziel dieser Studie war die Untersuchung der Wirksamkeit von Chinin gegen
die Ichthyophthiriose unter Anwendung verschiedener Applikationsmethoden.
Aufgrund des vorliegenden Therapienotstands wurde der Fokus insbesondere auf
die Uberpriifung der Eignung dieser Substanz zum Einsatz als Therapeutikum bei

Nutzfischen gerichtet.

Ein GroBteil der Arbeit bestand zunéchst darin, den Lebenszyklus des Parasiten
im Labor zu etablieren. Nach Optimierung der Methodik gelang es, denselben
wdtamm® von I multifiliis iiber den gesamten Versuchszeitraum zu erhalten, so
dass zur Versuchsdurchfithrung immer ausreichend Parasitenstadien gewonnen
werden konnten. AuBlerdem wurden erfolgreiche Verfahren zur experimentellen
Infektion der Fische mit I. multifiliis entwickelt. In Infektionsversuchen erwiesen
sich zwei verschiedene Karpfenzuchtlinien als unterschiedlich empfinglich

gegeniiber dem Parasiten.

Es wurden In vitro Versuche mit allen Stadien des Parasiten unter Anwendung
einer Vital-Fluoreszenz-Doppelfirbung durchgefiihrt, welche die deutliche
Unterscheidung zwischen intakten und geschéddigten Parasitenstadien ermoglichte.
Die Ergebnisse dieser Versuche ergaben eine konzentrationsabhingige
Wirksamkeit von Chinin gegen alle Stadien des Parasiten, wobei sich die
Theronten (infektioses Stadium) als empfindlicher erwiesen als die Trophonten
und enzystierten Tomonten. So konnte bei Chininkonzentrationen von 1 g/L und
0,1 g/L bei einer Einwirkzeit von 60 Minuten bei allen Stadien ein signifikanter
Effekt nachgewiesen werden, wihrend bei einer Konzentration von 0,01 g/L. noch
eine signifikante Wirksamkeit gegen Theronten, jedoch nicht gegen Trophonten

und Tomonten gegeben war.

Bei den durchgefiihrten In vivo Versuchen wurde die Wirksamkeit von Chinin
mittels oraler und parenteraler Applikation bei Karpfen untersucht. Es wurde in
Fitterungsversuchen zum einen die therapeutische Wirksamkeit des Chinins bei
bereits mit 1. multifiliis infizierten Fischen und zum anderen die prophylaktische
Wirksamkeit der Substanz zur Privention der Erkrankung iiberpriift. In

Vorversuchen stellte sich heraus, dass infolge des bitteren Chiningeschmacks
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keine ausreichende orale Aufnahme zu erwarten war. Um eine verbesserte
Akzeptanz des Medizinalfutters in adidquaten Konzentrationen zu erzielen, wurde
die Methode zur Herstellung des Medizinalfutters unter Zusédtzen von
Geschmackskorrigentien veridndert. Hierliber konnte eine Akzeptanzverbesserung

erzielt werden.

In den Versuchen zur Uberpriifung der prophylaktischen Wirksamkeit des
Medikaments war kein signifikanter Behandlungseffekt nachweisbar. Die
Fiitterung erfolgte hierbei iiber 14 Tage vor Infektion der Fische mit
Konzentrationen von bis zu 10 g Chinin pro kg Futter. Bei den Versuchen zur
Therapie einer bereits vorhandenen Infektion lieB sich nach drei Tagen
Behandlung mit Konzentrationen von bis zu 20 g/kg ebenfalls kein signifikanter
Unterschied zwischen mit Chinin behandelten Gruppen und der Kontrolle
nachweisen. Bei Applikation des Chinins per i.p. Injektion in einer Dosierung von
60 mg/kg KGW iiber drei Tage konnte hingegen eine signifikante Reduktion der
Parasitenzahl im Vergleich zur Vehikelkontrolle erzielt werden. Auflerdem waren
die Trophonten in der mit Chinin behandelten Gruppe kleiner als in der
Kontrollgruppe, @ was auf eine  Substanz-bedingte = Hemmung der

Parasitenentwicklung hinweist.

In der vorliegenden Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass das Chinin sowohl
in vitro als auch in vivo eine Wirksamkeit gegen die in der Fischhaut befindlichen
Trophonten von [ multifiliis hat. In Nutzfischbestinden wire eine orale
Medikation in Form eines Fiitterungsarzneimittels aufgrund der einfachen
Anwendung praktikabel. Um den bitteren Geschmack der Substanz zu maskieren
und ein Medizinalfutter mit sicherer Akzeptanz zur Therapie der

Ichthyophthiriose zu erhalten, bedarf es weiterer Entwicklungen.
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VIII Summary

“Investigations about the efficacy of quinine against

ichthyophthiriasis in carp”

The aim of this study was to examine the efficacy of quinine against
ichthyophthiriasis by different routes of application. The focus was set on farmed
fish, specifically carp, since there is a great need for an effective and legally

authorized therapeutant for the treatment of this disease.

Before carrying out the main experiments, the life cycle of the parasite had to be
established under controlled laboratory conditions. It was accomplished to
maintain the same strain of 1. multifiliis for the complete period of investigation.
Different methods were tested to achieve a successful experimental infection of
the fish used in the experiments. In the present work it could also be shown that a
carp strain obtained from Hochstadt, Germany, was significantly more susceptible

to 1. multifiliis than another carp strain originated from Wageningen, Denmark.

In vitro trials were carried out using a fluorescent vital staining technique, which
allowed a clear distinction between intact and damaged parasites. The results of
these experiments proved quinine to be effective against all stages of the parasite.
At concentrations of 1 g/l and 0.1 g/l there was a significant effect on all stages
after an incubation time of 60 minutes, whereas at a concentration of 0.01 g/l
quinine was still significantly effective against theronts but not against trophonts
and tomonts. Thus, it can be concluded that the theronts are more susceptible to

quinine than the other two stages.

The effect of quinine was assessed in vivo by oral application and intra peritoneal
injections. In-feed trials were carried out in carp to test quinine treatment as a
preventive measure to subsequent theront infection and also as a cure for a present
infection. Preliminary experiments showed a diminished acceptance of the
medicinal food compared to the control food due to the bitter taste of the
substance. In order to achieve an improved uptake of the food so that quinine

concentrations could be raised, the production of the medicinal food was
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optimized by adding several substances to enhance the palatability. Thereby, the

acceptance of the medicinal food was improved.

From the results achieved in the in vivo trials it can be noted that there is a
difference in the efficacy of quinine depending on the method of application. The
number of trophonts were not significantly reduced when given a 14-day
treatment at concentrations of up to 10 g quinine/kg food prior to theront
exposure. When fed for three days at concentrations of up to 20 g/kg after
infection, there was also no significant effect in trophont numbers between
treatment and control groups. When quinine was administered via i.p. injection at
a dosage of 60 mg/kg body weight, the number of trophonts were significantly
lower in the treated group compared to the untreated control group. Additionally,
the remaining trophonts were smaller than those of the control group, which

indicates that quinine hampered the development of the parasites.

In conclusion, the present in vivo and in vitro data demonstrate that quinine is
effective against the skin-inhabiting trophonts of 1. multifiliis. Since an oral
therapeutant is feasible for the treatment of farmed fish, further work will be
required to improve the palatability in order to accomplish the production of a

medicinal food suitable for treating ichthyophthiriasis.
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X Anhang

1. Ergebnisse einzelner Versuchsreplikate der Irn vivo Versuche

1.1  Fiitterungsversuche zur therapeutischen Wirksamkeit von Chinin

Tab. 1: Parasitenzahlen der ersten drei Versuchsreplikate der In vivo Fiitterungsversuche zur
Untersuchung der therapeutischen Wirksamkeit von Chinin. Dargestellt sind die Parasitenzahlen
(Summe beider Korperseiten) jedes Fisches einer Gruppe (n = 5) sowie die Mittelwerte (kursiv und
fett gedruckt) und die Mediane (fett gedruckt) jeder Behandlungsgruppe vor und nach der
Behandlung mit Medizinalfutter iiber 7 Tage. Der Unterschied in der Parasitenzahl zwischen den

Gruppen war nicht signifikant.

Beginn Kontrolle 5 g/kg 10 g/kg 20 g/kg

35 1 11 16 9

47 4 13 17 16

1 51 6 21 19 18
62 6 26 29 20

114 7 29 29 22
61,8 48 20 22 17

51 6 21 19 18

42 9 8 4 1

55 15 20 18 3

69 24 26 19 4

2 82 31 5 21 6
112 37 7 28 6

72 23,2 13,2 18 4

69 24 8 19 4

69 4 1 3 1

70 7 5 5 9

81 7 6 14 10

3 111 12 8 27 11
114 30 10 41 24
89 12 6 18 11
81 7 6 14 10
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Tab. 2: Parasitenzahlen der Versuchsreplikate 4 bis 7 der In vivo Fiitterungsversuche zur
Untersuchung der therapeutischen Wirksamkeit von Chinin. Dargestellt sind die Parasitenzahlen
(Summe beider Korperseiten) jedes Fisches einer Gruppe (n = 5) sowie die Mittelwerte (kursiv
und fett gedruckt) und die Mediane (fett gedruckt) jeder Behandlungsgruppe vor und nach der
Behandlung mit Medizinalfutter iiber 3 Tage. Der Unterschied in der Parasitenzahl zwischen den

Gruppen war nicht signifikant.

Beginn Kontrolle 5 g/kg 10 g/kg 20 g/kg
21 6 12 11 14
23 8 32 31 16
31 19 46 36 17
38 21 68 37 19
53 45 78 68 63

33,2 19,8 47,2 36,6 25,8
31 19 46 36 17
90 106 42 54 127
139 171 209 94 173
139 221 237 160 216
154 374 254 395 339
197 467 263 455 367
143,8 267,8 201 231,6 2444
139 221 237 160 216
92 160 128 182 279
111 221 139 215 303
145 358 207 229 306
158 441 395 235 401
188 531 528 410 526
138,8 3422 279,4 254,2 363
145 358 207 229 306
188 263 275 294 249
234 336 336 314 375
250 471 408 316 378
263 567 426 403 412
296 635 427 514 481
246,2 454,4 374,4 368,2 379
250 471 408 316 378
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1.2  Fiitterungsversuche zur prophylaktischen Wirksamkeit von Chinin

Tab. 3: Parasitenzahlen aller durchgefiihrten Replikate (n = 6) der In vivo Fiitterungsversuche zur
Untersuchung der prophylaktischen Wirksamkeit von Chinin nach der Behandlung mit
Medizinalfutter iiber 14 Tage und darauffolgender Infektion. Dargestellt sind die Parasitenzahlen
(Summe beider Korperseiten) jedes Fisches einer Gruppe (n = 5) sowie die Mittelwerte (kursiv
und fett gedruckt) und die Mediane (fett gedruckt) jeder Behandlungsgruppe. Der Unterschied in

der Parasitenzahl zwischen den Gruppen war nicht signifikant.

Kontrolle 5 g/kg 10 g/kg
49 42 62
1 54 56 63
63 60 82
65 61 112
139 139 153
74 71,6 94,4
63 60 82
36 22 39
38 22 53
48 28 63
2 83 43 66
181 73 90
77,2 37,6 62,2
48 28 63
49 117 70
53 124 93
91 131 141
3 100 140 176
133 277 189
85,2 157,8 133,8
91 131 141
30 55 66
92 69 92
99 78 100
4 228 79 107
238 139 143
137,4 84 101,6
99 78 100
130 81 91
165 114 107
184 190 145
5 192 221 189
192 225 289
172,6 166,2 164,2
184 190 145
112 168 185
194 183 195
244 273 205
6 254 373 245
265 379 248
213,8 275,2 215,6
244 273 205
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1.3  Infektionsversuche zum Vergleich der Empfinglichkeit zweier

Karpfenlinien gegeniiber 1. multifiliis

Tab. 4: Parasitenzahlen aller durchgefiihrten Replikate (n = 6) der Infektionsversuche zum
Vergleich der Empfinglichkeit zweier Karpfenlinien gegeniiber I. multifiliis. Dargestellt sind die
Parasitenzahlen (Summe beider Korperseiten) jedes Fisches einer Gruppe (n = 5) sowie die
Mittelwerte (kursiv und fett gedruckt) und die Mediane (fett gedruckt) jeder Gruppe. Der
Unterschied in der Parasitenzahl zwischen den beiden Gruppen war signifikant.

Hochstadt Wageningen
274 2
452 70
1 462 72
483 76
691 79
4724 63,8
462 72
48 21
55 23
67 31
2 114 38
167 53
90,2 33,2
67 31
104 90
204 139
433 139
3 454 154
524 197
347,8 143,8
433 139
319 92
354 111
378 145
4 405 158
594 188
410 138,8
378 145
148 188
207 234
227 250
5 409 263
636 296
3254 246,2
227 250
145 93
206 235
285 273
6 397 284
778 416
362,2 260,2
285 273
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14  Injektionsversuche zur therapeutischen Wirksamkeit von Chinin nach

parenteraler Applikation

Tab. 5: Parasitenzahlen aller durchgefiihrten Replikate (n = 4) der Injektionsversuche zur
therapeutischen Wirksamkeit von Chinin nach parenteraler Applikation. Dargestellt sind die
Parasitenzahlen (Summe beider Korperseiten) jedes Fisches einer Gruppe (n = 6) sowie die
Mittelwerte (kursiv und fett gedruckt) und die Mediane (fett gedruckt) jeder Gruppe. Der

Unterschied in der Parasitenzahl zwischen den Gruppen war signifikant.

Kontrolle 60 ma/ka KGW
113 31
136 50
139 61
1 210 82
326 107
327 134
208,5 77,5
1745 71,5
178 47
267 84
268 85
2 277 89
325 108
345 118
276,7 88,5
272,5 87
296 82
362 98
466 141
3 482 149
485 -
796 -
481,2 117,5
474 119,5
412 134
535 183
665 193
4 890 582
926 -
685,6 273
665 188
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X. Anhang 97
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