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Einleitung

1. Einleitung

Der Erreger der Drehkrankheit ist Myxobolus cerebralis (HOFER 1903). Diese Erkrankung
trat urspriinglich in Europa bei Forellen auf und wurde wahrscheinlich durch den verstirkten
internationalen Handel in den 50er Jahren in vielen Léndern rund um den Globus
eingeschleppt. In den USA wurde die Krankheit erstmals im US-Staat Pennsylvania entdeckt,
heute sind iiber 23 Staaten betroffen. Der Parasit fiihrt aufgrund einer hohen Mortalitit zu
erheblichen wirtschaftlichen Verlusten in Forellenzuchten. Aufgrund der Schiden in den
Fischzuchten und der Dezimierung der heimischen Regenbogenforellenpopulation wurde von
einer Bevolkerungsinitiative in den Vereinigten Staaten im Jahre 1994 die ,,Whirling Disease
Foundation* gegriindet.

Die Kardinalsymptome der Drehkrankheit bei Salmoniden sind Gleichgewichtsstorungen mit
typischen Drehbewegungen, Schwarzfirbung der kaudalen Korperpartie und Deformationen
an Kopf und Wirbelsiule (SCHAPERCLAUS 1990; ROSE et al. 2000).

Die kranken Fische, welche die akute Phase tiberstanden haben, beherbergen den Parasiten
vermutlich lebenslang und sind als infektios zu betrachten (latente Infektion). Nach dem Tod
der Fische erfolgt dann die Freisetzung der Sporen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die mogliche Empfinglichkeit von Karpfen (Cyprinus
carpio), Koi-Karpfen (Cyprinus carpio koi) und Zebrabidrblingen (Danio rerio) gegeniiber der
Drehkrankheit zu untersuchen. Zum Vergleich wurde ein fiir die Drehkrankheit empfanglicher
amerikanischer Regenbogenforellenstamm (Onchorhynchus mykiss) mit untersucht.

Dazu sollten verschiedene Gewebe (Epidermis, Muskulatur, Kopfknorpel, Flossen) von
experimentell infizierten Fischen entnommen und histologisch sowie molekularbiologisch

(Nested-PCR) untersucht werden.

Seite-1-



Literatur

2. Literatur

2.1. Allgemeines zum Stamm der Myxozoa

Die Vertreter dieses Stammes kommen sowohl bei Invertebraten und poikilothermen
Vertebraten (Fischen, Amphibien und Reptilien) als auch bei Sdugetieren vor (CANNING
und OKAMURA 2004; PRUNESCU et al. 2007; DYKOVA et al. 2007).

Es handelt sich dabei um etwa 1350 Arten, die ungefdhr 52 Gattungen zugeordnet werden
(KENT et al., 2001). Der Stamm Myxozoa wurde zunichst durch die International Comission
on Protozoan Nomenclature in die zwei Klassen Myxosporea, BUTSCHLI (1881) und
Actinosporea, NOBLE (1980) aufgeteilt, deren jeweilige Ordnungen und Familien (LEVINE
et al. 1980) in Tabelle 1 dargestellt sind.

In der Vergangenheit wurden die Myxozoa den Protozoa zugeordnet. Da sie aber mehrere,
sowohl morphologisch als auch funktionell unterschiedliche vegetative (somatische) und
generativen Zellen besitzen, vertritt man heute die Ansicht, dass die Myxozoa den Metazoa
zugeordnet werden sollten (SMOTHERS et al. 1994). Der Stamm Myxozoa enthilt die
beiden Klassen Myxosporea und Malacosporea (CANNING und OKAMURA 2000). Die
Myxozoa kommen sowohl im Meer als auch im SiiBwasser vor und konnen bei ihren Wirten
in allen Organen und Geweben auftreten. Eine Myxozoa-Spore besteht aus einer jeweils
speziesabhingig unterschiedlichen Anzahl von Schalenzellen, Polkapselzellen und infek-
tiosen Amoboidkeimen bzw. Sporoplasmen.

Die Myxozoa besitzen Polkapselzellen mit einem ausschleuderbaren Polfilament, das als
Verankerung am Wirt dient. Die infektiosen Amoboidkeime und Polkapselzellen werden von
den Schalenzellen umgeben. Die Schalenzellen bilden die Sporenhiille (LOM und NOBLE
1984).

Die wichtigsten und meist beschriebenen Fischkrankheiten, die durch Myxosporea hervor-
gerufenen werden, sind die Drehkrankheit der Salmoniden (Myxobolus cerebralis), die
Schwimmblasenentziindung der Karpfenbrut (Sphaerospora renicola), die Beulenkrankheit
der Barben (Myxobolus pfeifferi) und die infektiose NierenvergroBerung (Kidney Enlarge-
ment Disease) durch Hofferellus carasaii beim Goldfisch. In der intensiven Fischzucht fithren
die Myxosporea zu hohen Schidden besonders durch Pseudozysten (Myxobolus, Henneguya)

z.B. mechanische Schidden von Salmoniden (Verkriimmungen der Wirbelsdule) durch
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Mpyxobolus cerebralis oder Entziindungsreaktionen in den Nieren, Leber oder anderen

Organen (Sphaerospora, Myxosoma, Tetracapsuloides).

2.1.1. Myxosporea

LOM und DYKOVA (2006) berichteten iiber etwa 2180 Arten, die in 62 Gattungen unterteilt
werden. Die meisten Vertreter von Myxosporea parasitisieren in Fischen (LOM 1987), aber
auch Wirbellose und zahlreiche hohere Wirbeltiere wurden als Wirte beschrieben. So sind
auch Berichte iiber Myxosporea bei Amphibien und Reptilien zu finden (LOM und NOBLE
1984). Die meisten Spezies diirften als wenig pathogen fiir ihre Wirte angesehen werden. Die
Pathogenitit der Myxosporidien fiir Fische ist sehr unterschiedlich. Die wohl grolere Anzahl
der Arten hat auf die Fische keinen oder geringeren Einfluss. Obwohl man gelegentlich bei
den Fischen groBe Mengen von Plasmodien (z.B. Myxobolus cyprini in der Muskulatur)
nachweisen konnte, sind allerdings fiir die betroffenen Karpfen harmlos zu sein; es handelt
sich um ein gut adaptiertes Wirt-Parasit-System ( MOLNAR und KOVACS-GAYER 1985).
Einige Arten jedoch sind fiir unsere SiiBwassernutzfische hoch pathogen. Sie koénnen,
besonders in der intensiven Fischzucht, zu hohen wirtschaftlichen Verlusten fiihren. Die
wichtigsten Myxosporea-Krankheiten bei Fischen sind die Drehkrankheit der Salmoniden
(Myxobolus cerebralis), die Darmerkrankung der Salmoniden mit Ceratomyxa shasta als
Erreger, die von Hoferellus carassii AKHMEROV,1960 beim Goldfisch und beim Karpfen
die von Hoferellus cyprini DOFLEIN,1898 hervorgerufene Nierenerkrankung, sowie
Chloromyxum cyprini Fujita 1927 in der Gallenblase von Karpfen (LOM und DYKOVA
1981); bei den Goldfischen fiithrt Hoferellus carassii der Erreger der Proliferativen Nieren-
erkrankung zu schweren Verinderungen in den Nieren (DYKOVA und LOM 1984;
DYKOVA und LOM 1988).

Myxosporidia werden in den verschiedensten Geweben des Wirts gefunden; man unter-
scheidet coelozoische und histozoische Arten. Die coelozoischen Myxosporea konnen die
perforierten Hohlorgane (z.B. Schwimmblase, Gallenblase, Harntrakt) und Blutgefifle
befallen. Histozoische Myxosporea konnen im Gewebe oder in teilweise sehr grofen
Plasmodien in der Nihe vieler Organsysteme der Fische angetroffen werden (LOM und
NOBEL 1984; LOM und DYKOVA 1992).

Die Vermehrung der Myxosporea erfolgt hauptsichlich vegetativ iiber die Trophozoiten. Die
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geschlechtliche Vermehrung findet durch Autogamie statt; aus ihr resultieren entweder eine
oder zahlreiche Sporen (LOM und NOBLE 1984; LOM und DYKOVA 1992). Die
Erscheinung und die Anzahl der Myxosporea-Trophozoiten sind speziesabhidngig und sie
weist eine grofe Variabilitit auf. So schwankt die GroBe der Trophozoiten zwischen 10 pm
(Sphaerospora molnari) und bis 2 cm bei Sphaeromyxa maiyai (MORRISON und PRATT
1973). Die Form der Sporen unterscheidet sich und ist sehr variabel. Sie wird durch die
Gestalt der Schalenzellen bestimmt. Die Sporen konnen spindelférmig zugespitzt sein und
besitzen jeweils eine Polkapsel an beiden Enden (Vertreter der Gattung Myxidium). An einem
Pol sind sie pyramidenformig zugespitzt oder konnen auch mondsichelformig gebogen sein,
wie bei den Vertretern der Gattung Ceratomyxa. Die Vertreter der Gattung Henneguya
besitzen Polkapseln an einem Sporenende (SHULMAN 1984; LOM und NOBLE 1984).

Myxosporea-Sporen enthalten 2 bis 7 Schalenzellen, 1 bis 7 Polkapselzellen und den
Amoboidkeim. Die Polkapseln sind im Durchmesser zwischen 10 pm und 20 um grof3 und
konnen kugel-, rund-, oval- oder ellipsoidformig sein. Die Vertreter der Gattungen
Mpyxobolus und Henneguya besitzen Sporen, in denen die Polkapseln eine Miindung haben.
Diese Miindung hat Kontakt mit einem Kanal fiir die Entladung eines spiralig gewundenen
Polarfilaments (SHULMAN 1984; LOM und NOBLE 1984; LOM und DYKOVA 1992).

(wie in Abbildung 1 zu erkennen ist).
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Abbildung.1: Schematische Darstellung einer Triactinomyxon-Spore (nach EL-
MATBOULI et al., 1998)

a.) Polkapsel e) Fortsatz

b.) Sporoplasma (=Amd&boidkeim) f.) Stiel

c.) Amoboidkeimzellen g.) Linge des Fortsatzes
d.) das Sporoplasma umbhiillende Zelle h.) Polfilament

Pt Sporenschale
Polkapsel

Polkapselze!!
Polkapselzellkem piczele

o Ausstillpdfinung der

Amdboidkeim mit Polkapseln
zwel Zellkernen
Schalenzellen mit Nahtlinie der

Schalenzellen

zwei Zellkernen
a) Frontalansicht b)Lateralansicht

Abbildung 2: Schematische Darstellung Myxobolus cerebralis-Spore
(nach EL-MATBOULI 1996)
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2.1.2. Actinosporea

Die Klasse Actinosporea wurde 1899 von STOLC entdeckt und in die drei Genera Synactino-
myxon, Triactinomyxon und Hexactinomyxon eingeteilt.

Die Actinosporea-Stadien wurden in zahlreichen marinen Oligochaeta und Sipunculida ge-
funden. Im Jahre 1984 wurde die Actinosporea durch MARQUES (1984) in 44 Arten be-
schrieben und in 14 Gattungen unterteilt. Bis heute wurden iiber 136 Arten neu beschrieben
und von etwa 33 Myxozoa ist deren Entwicklungszyklus sicher aufgekldart (LOM und
DYKOVA 2006). Bei den Actinosporea handelt es sich um eine Gruppe von Organismen, die
iiberwiegend in Anneliden (Tubificidae, Umbricidae, Sipuncolidae) parasitieren
(JANISZEWSKA 1955). Die Actinosporea befallen hauptsidchlich das Darmepithel und die
Coelomhohle des Wirtes. Die reifen Sporen werden ins Wasser ausgeschieden und iiber
groBe Gebiete verteilt (JANISZEWSKA 1955). Werden sie ins Wasser ausgeschieden,
konnen sie durch ihre Schwimmfihigkeit schweben oder im Schlamm lange Zeit iiberleben.
Die Sporen besitzen eine hohe Widerstandskraft und konnen bei einer Temperatur von —6°C
bis —20°C iiberleben (JANISZWSKA 1955; EL-MATBOULI und HOFFMANN 1998). Die
Sporenhiille setzt sich zusammen aus einer aus zwei bis vier Zellen bestehenden Endospore
und der Epispore, welche aus sechs Zellen besteht und triradial symmetrisch ist. Drei dieser
sechs Zellen, die Polkapselzellen, enthalten je eine Polkapsel und liegen an der Sporenspitze.
In den meisten Genera sind die Episporalzellen dreistrahlig radialsymmetrisch angeordnet
und lange Anhinge bestehen aus 3 Polkapselzellen. Die Endospore stellt den infektiosen
Amoboidkeim dar, der aus einem bis zu 128-kernigem Sporoplasma besteht. Die
Polkapselstruktur entspricht derjenigen der Myxosporea. Drei vorne gelegene Polkapseln
werden von Schalenzellen bedeckt, die eine Liicke fiir die ausschleuderbaren Polfilamente
freilassen. Das Sporoplasma ist in einer Kavitit zwischen den Episporalzellen untergebracht.
Es besteht aus einem zweikernigen Sporozoit oder aus vielen einkernigen Sporozoiten.

Als taxonomische Einteilungskriterien werden die Unterschiede in den Abmessungen der
Fortsitze, der Polkapseln und des Stieles, sowie die Anzahl und die Form der Schalenzellen
und das Vorhandensein eines Stieles, sowie die Anzahl der Kerne bzw. Kerne im
Amoboidkeim herangezogen (MACKINNON und ADAM 1924; JANISZEWSKA 1955;
JANISZEWSKA 1957, MARQUES 1984).
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2.1.3. Entwicklungszyklus der Myxozoa

Der Entwicklungszyklus der Myxozoa war noch bis vor wenigen Jahren unbekannt. Die
zahlreichen direkten Infektionsversuche mit Myxosporea-Sporen auf Fische brachten genauso
wenig Erfolg wie Infektionsversuche von Actinosporea-Sporen auf Oligochaeten.
(JANISZEWSKA 1955 und 1957, HOFFMAN et al. 1962; HOFFMAN et al. 1965;
MOLNAR 1979; MARQUES 1984). WOLF und MARKIW (1984) bewiesen erstmals, dass
die Entwicklung von Myxobolus cerebralis (Myxosporea) iiber einen Zwischenwirt erfolgt
und der Parasit im Fisch und im Zwischenwirt in unterschiedlichen Erscheinungsformen
vorkommt, also ein Wirtswechsel zwischen dem Fisch und Tubifex tubifex stattfindet. Diese
Erkenntnisse iiber den Entwicklungszyklus von Myxobolus cerebralis wurden in den
folgenden Jahren durch Untersuchungen anderer Autoren bestitigt (EL-MATBOULI 1988;
HOFFMANN 1989).

Die Invasion in den Fischwirt findet durch das Epithel von Haut und Kiemen sowie die
Maulhohle statt (MARKIW 1989; EL-MATBOULI et al. 1995). Im Darm der Oligochaeten
wandert der Amoboidkeim von Myxobolus cerebralis zwischen die Epithelzellen (EL-
MATBOULI und HOFFMANN 1998). Im Zuge dieser Erkenntnisse wurde nicht nur der
Infektionsweg von Myxobolus cerebralis aufgedeckt, sondern zugleich wurden auch
Kenntnisse iiber den Entwicklungszyklus von Myxobolus cotti bei der Miihlkoppe (Cottus
gobio) (EL-MATBOULI 1988 und EL-MATBOULI und HOFFMANN 1989), Myxobolus
pavlovskii beim Silberkarpfen (Hypophthalmichtus molitrix) (EL-MATBOULI und
HOFFMANN 1991), Myxobolus carassii, einem Parasiten der Goldorfe (Leuciscus idus),
vervollstandigt (EL-MATBOULI und HOFFMANN 1993).

Bisher wurden dhnliche Lebenszyklen mit Zwei-Wirt-Zyklus fiir 25 SiiBwasser-Myxozoa der
Gattungen Myxobolus, Henneguya, Sphaerospora, Ceratomyxa, Myxidium, Zschokkella,
Thelohanellus, Hoferellus und Tetracapsuloides nachgewiesen (BENAJIBA und MARQUES
1993; KENT et al. 2001).
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die derzeit bekannten Myxosporea/Actinosporea-Zwei- Wirt-Zyklen

Myxosporea- Fischwirt Oligochaetenwirt | Actinosporea Autoren
Spezies
Myxobolus Regenbogenforelle WOLF und MARKIW
cerebralis (Oncorhynchus Tubifex tubifex Triactinomyxon (1984)
mykiss) EI-MATBOULI
und HOFFMANN
(1989)
Miihlkoppe
Mpyxobolus cotti (Cottus gobio) Tubifex tubifex Triactinomyxon | EL-MATBOULI und
HOFFMANN (1989)
Silberkarpfen EL-MATBOULI und
Myxobolus (Hypophthalmicthys Tubifex tubifex Hex-actinomyxon] HOFFMANN (1991)
pavlovski molitrix) RUIDISCH et al.
(1991)
Mpyxobolus sp. Goldfisch Branchiura sowerbyi Raabeia YOKOHAMA et al.
(Carassius auratus) (1991)
Hoferellus Goldfisch Nais elinguis Auranti- EL-MATBOULI et al.
carassii (Carassius auratus) actinomyxon (1992)
Hoferellus Karpfen Nais communis Nicht bekannt | GROBHEIDER und
cyprini (Cyprinus carpio) KORTING (1992)
Ceratomyxa Regenbogenforelle Auranti-
shasta (Oncorhynchus Nais sp. actinomyxon BARTHOLOMEW
mykiss) et al. (1992)
Myxobolus Goldorfe Tubifex tubifex Triactinomyxon | EL-MATBOULI und
carassii (Leuciscus idus) HOFFMANN (1993)
Myxidium giardi Aal Auranti- BENAIJIBA und
(Anguilla anguilla) Tubifex sp. actinomyxon MARQUES
(1993)
Myxobolus Sockeyelachs Stylodrilus heringianus KENT et al. (1993)
arcticus (Oncorhynchus Triactinomyxon
necra)
Zschokella sp. Karausche USPENSKAYA
(Carassius carassius) Tubifex tubifex Siedleckiella (1995)
Myxobolus Brachse Tubifex tubifex und EL-MANSY und
hungaricus (Abramis brama) Limnodrilus Triactinomyxon MOLNAR
hoffmeisteri (1997)
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2.1.4. Myxosporea bei Karpfen

Von den ca. 500 Myxobolus-Arten, die bekannt sind, haben verschiedene Autoren mehrere

Arten beim Karpfen (Cyprinus carpio) beschrieben. DONEC und SHULMAN (1984)

Tabelle 2: Auflistung der bisher bekannten Myxosporea-Actinosporea-Zyklen bei Karpfen

Myxosporea- Fischwirt Oligochaetenwirt | Actinosporea Autoren
Spezies
YOKOYAMA
Thelohanellus Karpfen 1997; ZEKELY et
hovorkai (Cyprinus carpio) B. sowerbyi Aurantiactino- al.1998;
(Achmerov 1960) myxon ANDERSON et al.
2000
Myxobolus Karpfen LOM und
basilamellaris (Cyprinus carpio) Tubifex tubifex Triactinomyxon MOLNAR 1983
Hoferellus cyprini Karpfen Nais sp Aurantiactino- GROBHEIDER und
(Doflein 1898) (Cyprinus carpio) myxon KORTING 1992
Myxobolus Karpfen
Dispar (Cyprinus carpio) Tubifex tubifex Aurantiactino- MOLNAR et al.
(Thélohan 1895) myxon 1999a
EL-MATBOULI
und HOFFMANN
Silberkarpfen 1991
Myxobolus pavlovskii| (Hypophthalmichthys Tubifex tubifex Hexactionmyxon | RUIDISCHet al.
(Achmerov 1954) molitrix) 1991
Mpyxobolus artus Karpfen Nais sp. Aurantiactino-
(Achmerov 1954) (Cyprinus carpio) myxon ACHMAROV
1960
Myxobolus Die Brachse Tubifex tubifex, Triactinomyxon EL-MANSY und
hungaricus (Abramis abramis) L. hoffmeisteri MOLNAR 1997b
(Jaczo, 1940)
Myxobolus
drjagini Silberkarpfen Tubifex tubifex, Triactinomyxon EL-MANSY und
(Achmerov 1954) (Hypophthalmichthys MOLNAR 1997a
molitrix)
Myxobolus koi
(Kudo 1919) Tubifex tubifex Siedleckiella CRAWSHAW und
SWEETING. 1986
Thelohanellus Karpfen Aurantiactino-
nikolskii (Cyprinus carpio) B. sowerbyi myxon SZEKELY et al.
(Achmerov 1955) 1998
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DONEC und SHULMAN (1984) berichten von 25 Myxobolus-Arten, die den Karpfen
befallen und dort gefunden wurden, wihrend CHEN und MA (1998) iiber das Auftreten von
60 Myxobolus-Arten in Carassius auratus auratus (L.) und anderen Karpfenfischen
(Cyprinidae) in Chinas Fliissen berichten.

LANDSBERG und LOM (1991) betrachten 19 dieser beschriebenen Sorten als urspriinglich
beim Karpfen (Cyprinus carpio) parasitierend. In Ungarn wurden beim Karpfen die meisten
Myxobolus-Arten beschrieben (M. basilamellaris, M. cyprini, M. dispar, M.
intrachondrealis) (LOM und MOLNAR 1983; MOLNAR und KOVACS-GAYERS 1985;
MOLNAR 1979; MOLNAR 2000). In Tabelle 2 werden die Myxobolus-Arten beschrieben,
die den Karpfen befallen:

2.1.5. Entwicklungszyklus

2.1.5.1. Entwicklung im Oligochaeten

Die Sporen, die vom Wirtsfisch freigesetzt werden, werden von einem Oligochaeten (z.B.
Tubifex tubifex) aufgenommen. Im Oligochaeten schleudern sie ihr Polfilament aus und
verankern sich mit diesem an dessen Darmwand. Der Amoboidkeim von Myxobolus
cerebralis dringt zwischen den Darmepithelzellen von Tubifex tubifex ein (WOLF et al. 1986;
EL-MATBOULI und HOFFMANN 1998). Nach der Freisetzung des Amoboidkeims aus der
Spore machen die zwei diploiden Kerne eine interepitheliale Kernvermehrung (Schizogonie)
durch und produzieren mehrkernige Zellen. Durch Plasmotomie teilen sich die mehrkernigen
Stadien um zahlreiche einkernige Zellen zu produzieren, welche interzelluldr durch das
Darmepithel des Wurmes wandern. Einige dieser Zellen machen weitere Kern- und
Zellteilungen durch und bilden zusitzliche einkernige und mehrkernige Zellen. Andere
verschmelzen in Plasmotomie und bilden zweikernige Stadien. Durch Plasmogamie zweier
Einzell-Stadien entsteht ein zweikerniges Stadium (ab dem 25. Tag nachweisbar) (EL-
MATBOULI 1996), welches dann eine Plasmotomie durchlduft und so einen frithen
Pansporoblasten (Pansporocyst) mit vier Zellen bildet. Im frithen Pansporoblasten befinden
sich zwei umbhiillende somatische Zellen und zwei generative Zellen, die als a und b
bezeichnet werden. Drei mitotische Teilungen der beiden generativen Zellen liefern 16

diploide Gametozysten (8a und 8b), welche dann eine meiotische Teilung durchmachen um
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16 haploide Gametozysten und 16 Polkorper zu produzieren. Jeder Kern der zweikernigen
Stadien teilt sich (Karyogamie) und bildet ein vierkerniges Stadium. Im vierzelligen Stadium
werden die zwei Zellen von zwei anderen Zellen umhiillt. Es entsteht eine junge vierzellige
Pansporozyste mit zwei duferen somatischen Hiillzellen und zwei inneren generativen
Zellen, Diese a- und 8-Zellen durchlaufen je drei mitotische Teilungen, die Hiillzellen jeweils
zwei. Nach drei mitotischen Teilungen der beiden generativen Zellen entstehen 16 diploide
Gameten (8a und 8b), welche dann eine meiotische Teilung durchmachen, um 16 haploide
Gameten und 16 Polkorper zu produzieren. Jeder Gamet der A-Linie vereint sich mit einer
aus der b-Linie um acht Zygoten zu bilden. Synchron dazu teilen sich die beiden somatischen
Zellen zweimal mitotisch um acht Hiillzellen zu produzieren. Basierend auf dem Lebens-
zyklus von Myxobolus cerebralis ist dies die einzige Phase des Lebenszyklus, in welcher
sexuelle Stadien vorkommen. Die entstandene Pansporozyste besitzt acht Hiillzellen und 16
generative Zellen (Gameten). Die 16 diploiden Gameten durchlaufen eine meiotische Teilung
um 16 haploide Gametozysten und 16 Polkorper zu produzieren. Am Ende entstehen daraus
16 haploide Gameten (acht a- und 8 f-Gameten) und 16 Polkorper. Je eine Gametozyste aus
einem o- und einem P-Gameten verschmelzen und bilden je acht diploide Zygoten. Am
Anfang der Sporogenese teilt sich jede Zygote zweimal durch mitotische Teilungen und es
entstehen vierzellige pyramidenférmige Zellstadien; drei davon liegen peripher und eine
zentral. Nach mitotischer Teilung der drei peripheren Zellen differenzieren sie sich zu drei
Schalenzellen und drei Polkapselzellen. Die vierte zentrale Zelle teilt sich wieder, durchlduft
viele mitotische Teilungen und fiihrt am Ende zum Sporoplasma der Triactinomyxonspore.
Die drei Schalenzellen beginnen die drei Polkapseln zu umhiillen. Nach mitotischer Teilung
der Ursprungszelle des Amoboidkeims entstehen eine somatische und eine generative
Amoboidkeimzelle. Nach der Teilung entwickelt sich der Amoboidkeim (bis zu ca. 64 Zel-
len) auflerhalb der drei Schalen, um besseren Zugang zur Darmwand zu haben
(JANISZWISKA 1955).

Die Triactinosmyxon-Sporen gelangen nach Platzen der Pansporozystenwand in das
Darmlumen und werden iiber den Anus mit dem Kot ins Wasser abgegeben (EL-
MATBOULI und HOFFMANN 1992). Drei Monate nach Infektion der Oligochaeten und bei
einer Wassertemperatur von 15 + 2°C werden die ersten Triactinomyxon-Sporen im Wasser

freigesetzt (EL-MATBOULI und HOFFMANN, 1998).
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2.1.5.2. Entwicklung im Fisch

Bereits eine Minute nach der Infektion des Fischwirts durch Kontakt mit den frei im Wasser
schwebenden Triactinomyxon-Sporen verankern sich diese mit ihrem Polfilament im Wirt.
Wahrscheinlich chemotaktisch gesteuert dringen sie an den sekretorischen Offnungen der
Epidermisschleimzellen und dem respiratorischen Kiemenepithel, sowie iiber Maulhohle oder
Flossen ein. Die Infektion des Fisches konnte nach oraler Aufnahme infizierten Tubifex
tubifex durch Eindringen von Triactinomyxon-Sporen in das Darmepithel geschehen (WOLF
und MARKIW 1984; EL-MATBOULI und HOFFMANN 1989).Der ersten 60 Minuten nach
der Penetration wandert das Sporoplasma interzellulir tiefer in Epidermis und Kiemenepithel.
Dann zersetzt sich die das Sporoplasma umhiillende Zelle und jede der inneren
Sporoplasmazellen penetriert eine Wirtsepidermis- oder Kiemenepithelzelle. Diese nun
intrazelluldr gelegenen Zellen machen danach eine endogene Zellteilung durch, um so eine
innere Sekundirzelle innerhalb einer umhiillenden Primirzelle zu produzieren. Durch
endogene Teilung der Sekundirzellen entstehen neue Doppelzellstadien mit einer Hiillzelle
und einer inneren Zelle (elektronenmikroskopisch 7 Stunden post expositionem sichtbar). Die
Doppelzellstadien zerreifien die Membran der urspriinglichen Primirzelle.

Die extrazelluldr gelegenen Doppelzellstadien, die frei im Wirtszellzytoplasma sind,
infizieren anschliefend die benachbarten Epithelzellen oder dringen tiefer in die Dermis oder
Subkutis ein (EL-MATBOULI et al. 1995). zwei bis vier Tage nach Exposition konnen die
interzelluldr liegenden Doppelzellstadien in der Subkutis gefunden werden (elektronen-
mikroskopisch 4 Tage post expositionem sichtbar). Danach erfolgt die Wanderung der
Doppelzellstadien in das periphere Nervengewebe. Es schlieit sich eine Migration zum
Zentralnervensystem (ZNS) an. Der proliferative interzelluldre Zyklus wird im Nerven-
gewebe wiederholt. Ab Tag 6 bis 14 konnen die meisten parasitischen Stadien im
Riickenmark nachgewiesen werden; von Tag 16 bis 24 werden die meisten im Gehirn
gefunden. Am Ort der Sporulation entwickelt sich ein Plasmodium. Die Primérzelle wéchst
und ihr Kern teilt sich, um zahlreiche vegetative Kerne zu bilden, wihrend die umbhiillte
Sekundirzelle sich teilt und viele so genannte generative Zellen bildet (EL-MATBOULI et
al.1995). Ab Tag 40 post expositionem findet im Knorpelgewebe die Sporogonie statt.
Dadurch entstehen grofie Plasmodien (Plasmodien mit mehreren Pseudopodien, die in die

Interzellularsubstanz eindringen), die im Knorpelgewebe ab dem 40. Tag post expositionem
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nachweisbar sind (EL-MATBOULI et al.1995). Nach der Auflosung der umhiillenden Zelle
des Plasmodiums findet entweder die Wiederholung des Zyklus durch jede umhiillte Zelle
statt, um zahlreiche Plasmodien zu bilden, oder es erfolgt die Vereinigung mit einer anderen
generativen Zelle. Die innere Zelle bildet die sporogonische Zelle. Diese Einheiten
generieren Pansporoblasten mit zwei Sporen (bei Myxobolus cerebralis) (EL-MATBOULI et
al. 1995).

Nach mehreren Teilungen der Sporoblast—Zellen entstehen 12 (diploide) Zellen, die jeweils
zwel Myxobolus cerebralis-Sporen bilden. Diese 12 Zellen entwickeln sich zu 2 valvogenen
Zellen (die zu den Sporenklappen werden), 2 kapsulogenen Zellen (die zu Polkapseln
werden) und einem zweikernigen Amoboidkeim. Die reifen Myxobolus cerebralis-Sporen
lassen sich lichtmikroskopisch ab dem 90. Tag post expositionem im Knorpelgewebe
nachweisen (EL-MATBOULI et al. 1992a). Nach dem Tod des Fisches werden die Sporen
aus dem Knorpelgewebe entlassen und der Entwicklungszyklus bei Tubifex tubifex beginnt
von neuem. Bei der Entwicklung von Myxobolus cerebralis werden somit zwei
Sporengenerationen gebildet, und zwar im Fisch und im Oligochaeten, wobei die
Reduktionsteilung und die Gametenfusion im Oligochaeten stattfinden. Damit ist der
Oligochaet als Endwirt und der Fisch als Zwischenwirt anzusehen (EL-MATBOULI et al.
1998 ).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Entwicklung von Myxobolus cerebralis im
Darmepithel von Tubifex tubifex zu Triactinomyxon-Sporen; modifiziert nach El-
MATBOULI und HOFFMANN (1998)
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2.2. Die Drehkrankheit der Salmoniden

2.2.1. Ursprung und Ausbreitung der Drehkrankheit

Zum ersten Mal wurde der Erreger der Drehkrankheit 1898 von HOFER beim Bachsaibling
(Salvelinus fontinalis) beschrieben (HOFER 1903). Diese Krankheit hat sich in den 50er bis
70er Jahren auf hochst alarmierende Weise verbreitet in Forellenzuchten weltweit aufgrund.
fehlende Kontrolle im Handel mit lebendem und gefrorenem Fisch und sorgte fiir die
Verbreitung des Erregers Myxobolus cerebralis weltweit (HOFFMAN et al. 1962;
BOGDANOVA 1970; ELSON 1969; HEWITT und LITTLE 1972; HALLIDAY 1976;
HOFFMAN 1990; BARTHOLOMEW 2001).

Erste Berichte in Nordeuropa kamen im Jahr 1926 aus Dinemark (BRUHL 1926;
SCHAPERCLAUS 1931; LULING 1952; VANCO 1992), gefolgt von Schweden im Jahr
1966, Schottland 1968, Norwegen im Jahr 1971, Irland 1974, Finnland 1972 und England
1981.

Kurze Zeit nach der Entdeckung der Krankheit in den nordeuropéischen Lindern wurde sie in
einigen ost- und siideuropdischen Lindern entdeckt: Italien 1954 (SCOLARI 1954),
Bulgarien 1960 (MARGARITOV 1960), Jugoslawien 1960 (TOMASEC 1960), Spanien
1974 (CORODERO-DEL-CAMPILLO und ALVEREZ-PELLITERO 1974). Erste Berichte
iiber ein Auftreten der parasitiren Erkrankung auf dem afrikanischen Kontinent existieren
seit 1966 aus Tunesien und Siidafrika (WYK 1968; HOFFMAN 1990), dazu kommt ein
Bericht im Jahr 1970 aus Marokko (PREUDHOMME 1970). In der ehemaligen Sowjetunion
sind seit Anfang der 50er Jahre nach USPENSKAYA (1955) drehkranke Fische zu
beobachten und 1960 ist die Krankheit auf den Sachalininseln entdeckt worden
(BOGDDANOVA 1960). Rund um den Globus hat der Krankheitserreger in kiirzester Zeit
mehr als finf Staaten auf dem asiatischen Kontinent erobert (Korea 1962, Japan 1970, China
1973, Taiwan 1973, Libanon 1973) (Abbildung 4). Als Folge des zunehmenden Handels
breitete sich die Drehkrankheit explosionsartig weiter in Nord- und Siidamerika aus.
Besonders betroffen waren unter anderem Venezuela (1969), Kolumbien (1972), Ecuador
(1971), Mexiko (1973) und in der Folge auch Kanada (1969). Lediglich Australien scheint
bislang frei von der Drehkrankheit zu sein. In Neuseeland wurde die Krankheit im Jahr 1980

zum ersten Mal bei Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) in einer Fischzucht in der
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Nihe von Christchurch (grofite Stadt der Siidinsel von Neuseeland) entdeckt. Die
Drehkrankheit tritt laut BOUSTEAD in grofen Fliissen, vor allem des Waimakariri, Rakaia,
Waitaki und des Rangitata-Flusses auf (BOUSTEAD 1993). Wihrend die Schidden in den
Fischzuchten hoch waren, breitete sich die Krankheit in den grofien Fliissen von Neuseeland
stark auf die Populationen von Bachsaibling (Salvelinus fontinalis), Rotlachs (Oncorhynchus

nerka) und Konigslachs (Oncorhynchus tshawytscha) aus (BOUSTEAD 1993).
él%
4
A V4

Abbildung 4 : Geographische Ausbreitung der Drehkrankheit weltweit

Drehkrankheit wurde in einer Zucht ),
oder enem Freigewdsser diagnostiziert /

Drehkrankheit nie diagnostiziert

2.2.2. Wirtspektrum

In der Forellenzucht ist Myxobolus cerebralis, der Erreger der Drehkrankheit, besonders
gefiirchtet. Befallen werden die Jungfische im Alter von einem Tag bis zu einem Jahr. Die
meisten Vertreter der Salmoniden (bisher 18 der Gattungen Salmo, Oncorhynchus,
Salvelinus, Thymallus und Hucho) (EL-MATBOULI et al. 1992a) erwiesen sich als
empfinglich fiir die Drehkrankheit. Die Regenbogenforelle reprisentiert jedoch den
empfinglichsten Wirt (HOFER 1903; HOFFMAN und PUTZ 1969). Die Untersuchungen an
der Bachforelle (Salmo trutta) ergaben, dass sie widerstandsfihiger gegeniiber Myxobolus.
cerebralis ist als die Regenbogenforelle (HOFFMAN et al. 1962).

Die Triactinomyxon-Spore schwebt frei im Wasser und verankert sich mit ihrem Polfilament

auflen am Fisch und der freiwerdende Amoboidkeim dringt in die Haut oder Kiemen ein
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(MARKIW 1989; EL-MATBOULI et al. 1995). Die Morphologie der Sporen ist in Abbil-
dung 1 schematisch dargestellt. Der Amoboidkeim beherbergt 64 Zellen (EL-MATBOULI et
al. 1995), die Lange des Stiels betrigt 146,67 (135,25-155,83) um und die Linge der
Fortsitze betrdgt 193,62 (147,38-214,21) um.

Die Myxosporen sind wegen ihrer Schale sehr resistent gegeniiber Umwelteinfliissen
(KERANS und ZALE 2002). Im Schlamm bleiben sie bei einer Temperatur von 13°C fiir
etwa fiinf Monate infektios und auch Einfrieren fiir drei Monate bei -20°C beeintrichtigt die
Lebensfihigkeit der Sporen nicht (EL-MATBOULI und HOFFMAN 1991). Die Sporen von
Mpyxobolus cerebralis im frischen Zustand sind rundlich-oval; in der Seitenansicht sind sie
linsenformig (Abbildung 2). Die SporenmaBle von Myxobolus cerebralis werden mit 8,7 um
(7,4 - 9,7 pm) Lénge 8,2 um (7,0 - 10,0 um) Breite 6,3 um (6,2 - 7,4 um) Dicke angegeben.
Die beiden eiférmigen Polkapseln sind 5,1 pm (5,0 - 6,0 um) lang und 3,2 pm (3,0 - 3,5 um)
breit. Sie setzen sich aus zwei Schalenzellen und zwei Polkapselzellen, in denen sich die in
funf bis sechs Windungen aufspiralisierten Polfilamente befinden und einem zweikernigen
Amoboidkeim zusammen (LOM und HOFFMAN 1971). Nach dem Tod des Fisches werden
die Myxobolus cerebralis-Sporen im Wasser freigesetzt. Im Darm des Oligocheaten (Tubifex
tubifex) dringt der Amoboidkeim von Myxobolus cerebralis zwischen die Epithelzellen ein
(EL-MATBOULI und HOFFMANN 1989; EL-MATBOULI und HOFFMANN 1998). Im
Darmepithel erfolgt die Entwicklung zu Triactinomyxon-Sporen. Nach 90 Tagen post
expositionem wurde eine Ausscheidung der Triactinomyxon-Sporen ins Wasser festgestellt
(EL-MATBOULI 1988; EL-MATBOULI et al. 1991a).

Die Gattung Tubifex tubifex stellt den einzigen Wirt fiir die Entwicklung der Triactinomyxon-
Sporen von M. cerebralis dar (WOLF et al. 1986; HEDRICK et al. 1998; KERANS und
ZALE 2002; BEAUCHAMP et al. 2001, BEAUCHAMP 2002). Tubifex tubifex lebt
normalerweise im Schlamm von stehenden sowie flieBenden, auch stark verschmutzten
StiBgewidssern mit hohen organischen Sedimentationsraten (BRINKHURST 1996;
GUSTAFSON 1997), wo er sich bei Temperaturen von +20 bis +25°C entwickelt und
vermehrt (TIMM 1972). Die Privalenz der Infektion mit M. cerebralis liegt bei 9°C bei 11,4
% und steigt bei 17°C bis 22,2 %. Bei einer Temperatur von 8°C werden die Triactinomyxon-

Sporen nach 170 Tagen und bei 15°C nach 89 bis 90 Tagen ausgeschieden.
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2.3. Empfinglichkeit gegeniiber der Drehkrankheit

2.3.1. Fischspezies

Uber die Empfinglichkeit fiir die Drehkrankheit wurde bei 18 Salmonidenarten berichtet.

Die meisten Vertreter der Gattung Salmo und der Gattung Oncorhynchus sind besonders
anfillig fur die Drehkrankheit. Es gibt jedoch einige Arten, z.B. der Saibling (Salvelinus)
sowie die Europiische Asche (Thymallus thymallus) und der Huchen (Hucho hucho), die als
wenig empfinglich gegeniiber der Drehkrankheit angesehen werden diirften. Im Folgenden
sind fiir die Drehkrankheit empfingliche Fischarten aufgelistet (O°GRODNICK 1979;
HOFFMANN 1998). Diejenigen Spezies, die sehr empfinglich sind, gehoren den Gattungen
Salmo, Oncorhynchus, Salvelinus und Thymallus an. Auf der Liste der empfinglichsten
Fischarten stehen die Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss), der Rotlachs
(Oncorhynchus nerka, engl. Sockeye), die Goldforelle (Oncorhynchus aguabonita) und die
Cutthroatforelle (Oncorhynchus clarki) (VINCENT 1997; THOMPSON et al. 1998), weiter
die Bachforelle (Salmo trutta fario), die Stahlkopfforelle (Oncorhynchus mykiss) (HORSCH
1987), der Chinooklachs (Oncorhynchus tshawytscha), der atlantische Lachs (Salomo salar),
der Coholachs (Oncorhynchus kisutch) (O'GRODNICK 1978a, O'GRODNICK 1979), der
Nordamerikanische Saibling (Salvelinus namaycush und Salvelinus confluentus) (MAC
CONNELL et al. 1997; HEDRICK et al. 1999b; THOMPSON et al. 1999; BALDWIN et al.
2000), die Asche (Thymallus thymallus) (WOLF 1957; HAVELKA und WOLF 1970;
BOGDANOVA. 1971; EL-MATBOULI et al. 1992), die Arktische Asche (Thymallus
arcticus) (HEDRICK et al. 1999), die Maridne (Coregonus sp. und Prosopium sp.)
(BALDWIN et al. 1997), der Griindling (Gobio gobio), die Schleie (Tinca tinca) sowie der
Flussbarsch (Perca fluviatilis) (RAMIREZ-MEDINA 1962) (siehe Tabelle 4).

DENSMORE et al. (2001) setzten die Untersuchung in Labor- und Feldversuchen bei drei
Regenbogenforellenstimmen und bei Stahlkopfforellen (Oncorhynchus mykiss) fort.

Nach einer Expositionszeit unter natiirlichen sowie unter Laborbedingungen wurde eine
Infektionsdosis von 200 bzw. 2.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch verwendet. Die
Autoren stellten fest, dass sich bei der Stahlkopfforelle die klinische Symptomatik wie
Deformation und Drehverhalten viel deutlicher entwickelte als bei der zweiten

Versuchsgruppe, der Cayuga-Lake-Regenbogenforelle. Auch zeigte die Cayuga-Lake-Forelle
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signifikant mehr Schwarzverfirbung der Kaudalpartie als die andere Artgruppe. Bei
niedrigen Infektionsdosen zeigten sich bei der Cayuga-Lake-Forelle und der Mount-Lassen-
Forelle weniger Kopfknorpelldsionen als bei der Stahlkopfforelle (DENSMORE et al. 2001).
Die relative Unempfinglichkeit der Bachforelle (Salmo trutta) und die Empfinglichkeit der
Regenbogenforellen (Onchorhynchus mykiss) gegeniiber der Dreh- krankheit sind von
mehreren vergleichenden Untersuchungen bestitigt worden (HOFER 1903; HOFFMAN und
PUTZ 1969).

Nach einem Expositionsversuch mit mehreren Fischspezies, unter anderem Karpfen
(Cyprinus caprio), Guppy (Poecilia reticulata), Nase (Chondrostoma nasus), Goldfisch
(Carassius auratus) und der Regenbogenforelle als Kontrollgruppe stellte sich heraus, dass
nur bei der Regenbogenforelle und beim Guppy der Nachweis der Entwicklung von Sporen
erbracht werden konnte (EL-MATBOULI et al. 1999).

Durch eine experimentelle Untersuchung im Schiddelgewebe von verschiedenen Fischen
konnte nachgewiesen werden, dass die eosinophilen Granulozyten im Knorpelgewebe
(membranoses Labyrinth) bei der Bachforelle, dem atlantischen Lachs (Salomo salar) und
dem Coholachs (Oncorhynchus kisutch) signifikant zahlreicher waren als bei der
empfindlichen Regenbogenforelle (HEDRICK et al.1999b).

Untersuchungen an der arktischen Asche (Thymallus arcticus) ergaben, dass diese
Fische unempfinglich gegeniiber der Drehkrankheit sind. Es wurden keine Entwicklungs-
stadien von M. cerebralis gefunden, die sich normalerweise in der Haut und in den Nerven
entwickeln. Die Autoren begriinden dies damit, dass bei resistenteren Arten die Immun-
antwort der Fische, d.h. die eosinophilen Granulozyten, die friihen Entwicklungsstadien von
M. cerebralis abtdten kann (MAC CONNELL et al. 1997; HEDRICK. et al 1999).

Ein besonders deutlicher Unterschied zwischen Regenbogenforelle und Bachforelle war in
der Histologie des Kopfknorpels zu entdecken. Bei der Regenbogenforelle treten hiufig die
Lisionen in den Schidelregionen, hauptsichlich dem ventralen Calvarium des Kopfknorpels
auf. Bei der Bachforelle (Salmo trutta fario) wurden Liasionen in den Kiemenbdgen
gefunden, die Anzeichen einer Entziindung erkennen lieBen. Im Gegensatz dazu sind bei der
Stierforelle (Salvelinus confluentus) und der Gebirgsmarine (Prosopium williamsoni) die
Lisionen meistens im axialen Skelett zu finden (BALDWIN et al. 2000). Nach Angaben von
HEDRICK et al. (1999a) scheint die Cutthroatforelle (Oncorhynchus clarki) mit niedrigerer

Sporenzahlproduktion im Kopfknorpel und geringeren klinischen Symptomen weniger
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empfinglich fiir die Drehkrankheit zu sein. Auflerdem machten sich bei der Cutthroatforelle
(Oncorhynchus clarki) bei hoheren Infektionsdosen (ab 1000 Triactinomyxon-Sporen)
signifikant geringere klinische Symptome bemerkbar als bei der Regenbogenforelle.

Bei HEDRICK et al. (2001) zeigten sich die Chinooklachs (Oncorhynchus tshawytscha) im
Feldversuch als sehr empfindlich mit schwereren klinischen Anzeichen der Erkrankung und
einer hoheren Infektionspridvalenz. Bei Versuchen unter standardisierten Bedingungen
wurden beim Coholachs (Oncorhynchus kisutch) nach Infektionsversuch keine klinischen
Symptome diagnostiziert und weniger Sporen im Kopfknorpel als bei der Regenbogenforelle
gezihlt. Die Autoren konnten mit anderen Infektionsversuchen zeigen, dass die Stahl-
kopfforelle (Oncorhynchus mykiss) signifikant hohere Infektionsraten und schwerere histo-
logische Verinderungen aufwies als der Coholachs (Oncorhynchus kisutch) (HEDRICK et al.
2001).

KUPPERS (2003) arbeitete im Rahmen ihrer Dissertation vergleichend iiber unterschiedliche
Empfinglichkeiten gegeniiber der Drehkrankheit unter anderem die des amerikanischen
Regenbogenforellen-Stammes (Am7TL) und vier verschiedener deutscher Regenbogen-
forellenstaimme (DtHo, DtLh, DtHs, DtHa) sowie von Bachforellenbriitlingen (Salmo trutta).
Post-mortem-Laboruntersuchungen ergaben bei den amerikanischen Forellen schwerere
histologische Veranderungen mit bis zu 25-mal hoheren Sporenzahlen, die sich im Kopf-
knorpel entwickelten, als beim deutschen Stamm DtHo. Aus den Untersuchungen resultierte,
dass die deutschen Stamme DtLh und DtHo widerstandsfahiger sind als der amerikanische
Stamm. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Symptomausprigung im
Vergleich mit allen anderen deutschen Stimmen. Die amerikanischen Regenbogenforellen
vom Stamm TL wiesen die kiirzesten Inkubationszeiten auf. Aulerdem waren das Auftreten
der Kardinalsymptome und die Infektionsprivalenz signifikant hoher. Die Autorin konnte
auch in der Felduntersuchung nachweisen, dass der deutsche Regenbogenforellenstamm (Ho)
und Bachforellen in allen drei hoheren Infektionsdosen als unempfindlicher bezeichnet
werden konnen. Daneben erwies sich der amerikanische AmTL Regenbogenforellenstamm als
sehr empfinglich. Bei der Vergleichsgruppe DtLh und AmTL bestanden keine signifikanten
Unterschiede in der Krankheitsauspragung in allen TAM-Dosierungen. In Tabelle 3 gibt
einen kurzen Uberblick iiber das Vorkommen der Drehkrankheit bei verschiedenen

Fischarten.
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Tabelle 3: Vorkommen der Drehkrankheit bei verschiedenen Fischarten Skala von 0 bis
3 oder v: 0= resistent, keine Sporenentwicklung; 1= teilweise resistent, selten klinische
Erkrankung und Entwicklungen nur wenn sehr hohen Parasitendosen ausgesetzt; 2=
empfinglich, klinische Erkrankung bei hohen Parasitendosen, aber groflere Resistenz
bei niedrigeren Parasitendosen; 3= hohe Empfinglichkeit, zeigt klinische Symptome;
v= Empfinglichkeit ist unklar (widerspriichliche Berichte, unzureichende Daten, kein
Myxobolus cerebralis bestétigt).

Wissenschaftlicher Name:

Deutscher Name:

Empfinglichkeit

Oncorhynchus mykiss

Regenbogenforelle

Oncorhynchus clarki

Yellowstone-Cutthroat-Forelle

Oncorhynchus c. bouveri

Yellowstone-Cutthroat-Forelle

Oncorhynchus c. lewisi

Westslope-Cutthroat-Forelle

Oncorhynchus c. pleuriticus

Colorado-Cutthroat-Forelle

Oncorhynchus c. virginalis

Rio Grande-Cutthroat-Forelle

Oncorhynchus c. stomias

Greenback-Cutthroat-Forelle

Oncorhynchus tshawytscha Konigslachs
Oncorhynchus nerka Rotlachs
Oncorhynchus keta Ketalachs
Oncorhynchus gorbuscha Buckellachs
Oncorhynchus masu Masulachs
Oncorhynchus kisutch Silberlachs
Salvelinus fontinalis Bachsaibling
Salvelinus malma Malmasaibling
Salvelinus confluentus Stierforelle

Salvelinus namaycush

Amerikanischer Seesaibling

Salvelinus Salmo salar

Atlantischer Lachs

Prosopium williamsoni

Gebirgsmarine

Thymallus thymallus Europiische Asche
Hucho arcticus Arktischer Huchen
Hucho hucho Huchen

wc:::OHHNHHHHO)NNNNNNQW
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2.3.2. Fischalter

Die pathogene Wirkung von Myxobolus cerebralis ist vom Alter der infizierten Salmoniden,
der Wassertemperatur und von der Infektionsdosis abhingig. Die klinischen Erscheinungen
treten erstmals 35 bis 80 Tage nach der Infektion auf (MARKIW 1991). MARKIW (1992)
berichtet in seiner Publikation, dass einen Tag alte Regenbogenforellen fiir die Infektion
empfinglich sind. Die Infektion junger Regenbogenforellen, bei denen die Ossifikations-
prozesse des Schédels noch nicht so weit fortgeschritten sind (1 Tag bis ca. 2 Monate) und
hohere Sporenkonzentrationen sind verbunden mit schweren klinischen Symptomen und
hoheren Mortalitdtsraten (RYCE 2004). Der hohe Knorpelanteil am Skelett des jungen
Fisches begriindet die starke Abhéngigkeit und Empfinglichkeit vom Alter. Je dlter der Fisch
wird, desto mehr schreitet die Ossifikation voran und desto weniger ,.Zielgewebe* steht fiir
den Parasiten zur Verfiigung; somit sinkt die Anfélligkeit des Fisches proportional zu seinem
Alter (SCHAPERCLAUS 1931). Wenn die Forelle zum Zeitpunkt des Kontakts mit dem
Erreger den sechsten Lebensmonat erreicht hat, fithrt die Infektion zu keiner klinischen
Manifestation der Drehkrankheit mehr. Jedoch konnen diese Fische als subklinische Triger,
sog. Carrierfische, fungieren, die die Krankheit weiterhin verbreiten (SCHAPERCLAUS
1931; HALLIDAY 1976; EL-MATBOULI et al. 1992a; ROSE et al. 2000).

2.3.3. Infektionsdosis

Im Laborversuch von RYCE et al. (1998) wurden Regenbogenforellenbriitlinge mit einer
niedrigen Dosis von 100 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch infiziert sowie mit einer
Sporenkonzentration von 1.000 bzw. 10.000 Triactinomyxon-Sporen. Das Ergebnis war
signifikant: die Forellenbriitlinge, die mit der niedrigsten Infektionsdosis infiziert wurden,
zeigten die klinische Manifestation der Drehkrankheit zwei Wochen spiter als die Ver-
gleichsgruppen, die mit hoherer Sporenkonzentration infiziert wurden. Die hohe Sporen-
konzentration und die damit verbundenen schweren klinischen Symptome fiihrten zu hoheren
Mortalititsraten bei den Regenbogenforellenbriitlingen (RYCE 2004).

MARKIW (1991) infizierte zwei Gruppen von Regenbogenforellen im Alter von ein Tag
und zwei Monaten mit derselben Sporenkonzentration (10 Triactinomyxon-Sporen) iiber
einen Zeitraum von drei Stunden. Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Versuchsgruppen festgestellt. Bei zwei Monate alten Regenbogenforellen wurde bei
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niedrigerer Sporenkonzentration kein Ausbruch der Erkrankung festgestellt. Dagegen sind bei
zwei Tage alten Regenbogenforellenbriitlingen zehn Triactinomyxon-Sporen pro Fisch
ausreichend, um die Krankheit klinisch zu manifestieren (MARKIW 1991, 1992a). Die
Forellen, die ilter als ein Jahr waren, konnten zwar bei der Dauerexposition mit der hochsten
Sporenkonzentration von 10.000 und 100.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch erfolgreich
infiziert werden, zeigten aber keine klinische Manifestation der Drehkrankheit (MARKIW
1992a). Je hoher die Sporenkonzentration, mit der die Forellenbriitlinge in Kontakt kamen,
desto schwerer war die Ausbildung von M. cerebralis im Fischschéddel und desto frither war

das Auftreten von Symptomen der Drehkrankheit zu diagnostizieren (MARKIW 1992a).

2.3.4. Stressoren

Bei allen Wirbeltieren ist Stress eine natiirliche Reaktion auf Belastungen und lésst sich auch
bei Fischen nachweisen. Wenn ein starker Stressor lange auf einen Fisch einwirkt, sind
dessen Ressourcen nach einiger Zeit erschopft und das Individuum stirbt (SELYE 1974).
BARTON und IWAMA (1991) bezeichnen den Begriff ,,Stress” als Antwort auf
hervorgerufene physikalische, chemische oder biologische Umweltfaktoren, die zu
biochemischen und physiologischen Anderungen sowie Verhaltensinderungen befihigt. Von
GRONOW (1974) als auch von WEDEMEYER und MC LEAY (1981) wurde Stress als
Reaktion des Fisches auf extreme endogene und exogene Stressoren bezeichnet.
SINDERMANN (1983, 1984) wiederum definiert Stress als eine biochemische und
morphologische Reaktion auf Stressoren oder duflere Reize. Die Reaktionen des Organismus
auf einen Stressor werden als allgemeines Anpassungssyndrom bezeichnet, das in bis zu drei
Phasen aufgeteilt werden kann (SELYE 1974; GRONOW 1974; PETERS 1979, 1988; ROSS
und ROSS 1999).

Verschiedene Autoren beschreiben eine Reihe von #duBeren Stressoren bei Fischen, die
Beschrinkung der Bewegungsfreiheit, die Hilterung in einem Netz, sozialer Stress, Handling
(REICHENBACH-KLINKE 1987; OIDTMANN und HOFFMAN 2001), ungiinstige
Umweltbedingungen (SELYE 1950; BEITINGER und MC CAULEY 1990; NOLAN et al
1998), Transport (CHIWEYITE EJIKE and SCHRECK 1980) und der Umgang mit Fischen
(engl. “handling ) bei Versuchen zur Gewinnung des Rogens oder des Streifens von Milch

oder beim Versuch die Fische festzuhalten oder zu téten (MC FARLAND, 1959; BONATH,
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1977, SCHULZ, 1982; BROWN, 1988; FAWC, 1996; ROSS und ROSS, 1999). Bei
gestressten Fischen erhohte sich die Krankheitsanfilligkeit und es kam zu einem verstirkten
Auftreten von bakteriellen Krankheiten zum Beispiel wie Furunkulose (Aeromonas
salmonicida) und Befall mit Flexibacter sp. (RICHARDS et al. 1985; PICKERING und
POTTINGER, 1989; WEDEMEYER, 1997).

Bei der dichten Haltung von Salmoniden treten morphologisch erkennbare Verdnderungen in
Form von Verkiirzungen der Flossen, Flossendefekten, Hautldsionen und so genanntem
Flossenklemmen sowie Kiemenverdnderungen auf (OIDTMANN, 1994). WOODWARD und
SMITH (1985) untersuchten verschiedene Lachsarten nach dreiwochigem Schwimmtraining
mit anschlieBender dreitigiger Erholungsphase. Dieses Schwimmtraining fiihrte zu keiner
Mortalitdt bei den Versuchsgruppen. Die Autoren gehen davon aus, dass diese Belastung
innerhalb der Kompensationsfihigkeit der Fische liegt. Einen Hinweis auf Schidigung von
Fischen durch Stresseinwirkung liefert die Erkenntnis, dass zwei Minuten Zwangschwimmen
(Drill) bei der Regenbogenforelle ausreichen, um offenbar alle Reserven des Stresshormons
Kortisol auszuschiitten (BLUM und BORCHARD, 1983). Durch Blutuntersuchungen von
lebenden Fischen nach dem Transport konnten eine Erhohung des Blutzuckerspiegels sowie
die Bildung von Laktat und erhohte Cortisolwerte nachgewiesen werden (PICKERING et al.
1982).

2.4. Klinische Symptomatik

Die Symptomatik der Drehkrankheit entwickelt sich in enger Korrelation zum Lebenszyklus
von Myxobolus cerebralis. Die Entwicklung von Myxobolus cerebralis im Knorpelgewebe ist
zweiphasig mit vegetativer Vermehrung und Sporenbildung, wobei hauptsidchlich das
Nervensystem durch den Parasiten schwer geschiadigt wird (MANDOK 1993; EL-
MATBOULI et al. 1995). Die pathogene Wirkung von M. cerebralis ist vom Alter der
infizierten Salmoniden, der Infektionsdosis und der Wassertemperatur abhéingig (MARKIW
1992a).

Nach der Penetration der Epidermis durch den Amoboidkeim der Triactinomyxon-Spore
wandert diese tiefer in Dermis- und Subcutisschichten. Bereits vom vierten Tag bis zum 24.
Tag post expositionem konnen die Entwicklungsstadien im Nervengewebe nachgewiesen

werden. Kurze Zeit spiter (zwischen 6 - 14 Tagen) finden sich Entwicklungsstadien im
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Riickenmark, nach einem Zeitraum von vier bis 24 Tagen post expositionem erreichen die
Sporen das Gehirn und nach 40 Tagen entwickeln sich schlieflich Pseudoplasmodien in den
knorpeligen Bereichen des Schidelskeletts. Die Entwicklungsstadien von M. cerebralis
befinden sich sowohl in der verkndchernden Schidelkapsel als auch in den kndchernen
Anteilen von Kiemendeckel und Kiemenbogen (MANDOK, 1993; EL-MATBOULI et al.
1995). Der Nachweis der Sporenbildung im Knorpelgewebe des Kopfes und in der
Wirbelséule ist frithestens etwa vier Monate nach der Infektion moglich, wihrend die
Sporoplasmen (Trophozoiten, Plasmodien) bereits etwa nach 40 Tagen nachweisbar sind
(HALLIDAY, 1976). Die klinische Manifestation der Drehkrankheit bei Forellen ist nur bei
bis zu sechs Monate alten Fischen moglich, da nach einem Jahr das Skelett zu stark
verknochert, so dass kaum entziindliche Reaktionen oder nur geringerer Schaden am Gewebe
beobachtet werden konnen (HALLIDAY, 1976). Die primdre Ansiedlung der Parasiten
befindet sich zwischen der Ossifikationszone des Knorpels und der bedeckenden Knochen
(HERMANNS und KORTING, 1985). Die drehenden und kreisenden Schwimmbewegungen
und die Schwarzverfarbung des hinteren Korperdrittels sind die klassischen Symptome der
akuten Drehkrankheit und treten erstmals 35 bis 80 Tage nach der Infektion auf
(SCHAPERCLAUS, 1931; MARKIW, 1992).

ROSE et al. (2000) fiihrten eine umfassende klinische und histologische Untersuchung bei
drehkranken Regenbogenforellenbriitlingen durch. Nach einer intensiven Beobachtung
beschreiben die Autoren das Verhalten der drehkranken Forellen folgendermafen: Die
Forellen stehen leicht geneigt, mit ihrem Schwanz leicht hoher als der Kopf und fithren mit
dem Schwanz Fluchtreaktionen mit méBigen Bewegungen aus. Sie sinken auf den Boden des
Aquariums ab und bleiben ein paar Minuten unbeweglich und leicht geneigt. Die Herz-
frequenz und die Frequenz der Kiemendeckelbewegung werden sehr stark reduziert. Manche
Fische reagieren vor allem bei Erschrecken nach einem visuellen oder olfaktorischen
Stimulus und machen plétzlich Fluchtbewegungen assoziiert mit einer kreisformigen
Bewegung (Schwanzjagen) und sinken auf den Boden ab. Nach einer gewissen Zeit konnten
diese Fische wieder intensiver schwimmen.

Das Gehirn und das Riickenmark wiesen im histologischen Befund in zahlreichen
Anschnitten Entwicklungsstadien (Trophozoiten) und eine kleine Anzahl von reifen M.
cerebralis—Sporen im Perineuralraum sowie eine granulomatose Entziindung auf. Die

Zerebrospinalfliissigkeit zwischen Wirbelkorper und Riickenmark war ringférmig
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eingeschniirt und teilweise konnte eine Kompression des Hirnstammes gefunden werden
(ROSE et al. 2000). Nach der Verknocherung des Kopfknorpels treten bei dlteren Fischen
hiufig Missbildungen des Skeletts, wie z.B. verkiirzte Kiemendeckel, Wirbelsdulen-
verkrimmungen, verkiirzte und missgebildete Kiefer mit offen stehendem Maul,
Buckelbildung hinter dem Kopf und Vertiefungen im Kopfbereich hinter den Augen im
Bereich des Gehororgans auf (PLEHN 1904; SCHAPERCLAUS, 1931; HOFFMAN et al.
1962; ROSE et al.1998).

Es ist festzuhalten: Wenn einmal die normale Knochenbildung gestort ist, treten die
folgenden Kardinalsymptome auf: Deformation des Skeletts, pathologisches Schwimm-
verhalten (ROSE et al. 2000) und Schwarzverfiarbung des Schwanzbereiches etwa ab dem
After (SCHAPERCLAUS, 1990). Als Ursache des Symptoms des Kreisschwimmens
vermutete man die Beschiddigung des Vestibularorgans durch Deformationen im Bereich des
Kraniums (HOFFMAN und DUNBAR, 1961; SCHAPERCLAUS, 1986). Die
Beeintrachtigung des Nervus sympathicus durch mechanischen Druck konnte die Ursache der
Schwarzverfirbung des Schwanzbereiches sein. Die Sympathikusnerven versorgen die zu der
entsprechenden Schwanzregion gehorenden Pigmentzellen, dadurch kommt es bei
Schéddigung dieses Nervs zu Farbverdnderungen der kaudalen Korperpartien
(SCHAPERCLAUS, 1954; HOFFMAN et al. 1962; HOFFMAN, 1966; HALLIDAY, 1976;
SCHAPERCLAUS, 1990), die mit zunehmendem Alter der Fische wieder verschwinden (EL-
MATBOULI et al. 1992b). Im Gegensatz zur Schwarzfirbung der Schwanzregion sind die
verkriippelten Unterkiefer sowie die Wirbelsdulenverkrimmung als irreversibel zu

bezeichnen (PLEHN 1904; SCHAPERCLAUS, 1931; HOFFMAN et al. 1962).

2.5. Diagnostik

Vom dritten Monat post expositionem an konnen die reifen Sporen von M. cerebralis mittels
mikroskopischer Untersuchung leicht aufgefunden werden (EL-MATBOULI et al. 1992a;
SCHAPERCLAUS, 1990). Fiir Nativuntersuchungen wird aus einem zerkleinerten Stiick
Kopfknorpel ein Tropfen Gewebe mit einer Pipette entnommen, auf einem Objekttriger
ausgestrichen und lichtmikroskopisch auf M. cerebralis-Sporen untersucht. In histologischen

Schnittpréparaten fiarben sich die Sporen (Polkapselzellen und Amoboiden) blau mit May-
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Griinwald, Giemsa und Methylenblau und rot mit der Farbung Hadmatoxylin-Eosin (HE)
(SCHAPERCLAUS, 1931; WOLF und MARKIW, 1979).

Untersuchungen zu dem nach wie vor aktuellen Problem beschiftigen sich vor allem mit der
Gewinnung von Sporen fiir die Identifizierung von Myxobolus cerebralis-Infektionen sowie
fir weiterreichende biochemische und immunbiologische Forschungen (MACLEAN 1971;
PRASHER et al. 1971; RYDLO, 1971; ANDOLT, 1973; HALLIDAY, 1973a; CONTOS et
al. 1974; MARKIW und WOLF, 1974; LORZ und AMANDI, 1994).

Mit der Pepsin-Trypsin-Verdauung (PTD) wurde eine erfolgreiche Nachweismethode fiir die
Diagnose latenter oder tiberstandener M. cerebralis-Erkrankungen entwickelt. Dabei werden
Teile von drehkranken Fischen enzymatisch verdaut und die Sporen iiber eine anschlieBende
Planktonzentrifugation in 55%iger Dextrose-Losung isoliert (MARKIW und WOLF, 1974a;
O’GRODNICK, 1975; MARKIW und WOLF, 1980).

40 Tage post expositionem konnten bei Infektionstrigern serologisch Antikorper detektiert
werden (HOFFMANN et al. 1991). GRAFFIN und DAVIS (1978) stellten eine serologische
Nachweismethode mittels IFAT an Regenbogenforellen vor. Als weitere Methoden zum
Nachweis von M. cerebralis-Infektionen sind molekularbiologische Verfahren, wie
Polymerase-Kettenreaktion (englisch Polymerase Chain Reaction (PCR)) (ANDREE et al.
1997a) und in-situ-Hybridisierung (ANTONIO et al. 1998) entwickelt worden. Diese sind
sensitiver als reine histopathologische Verfahren und ermoglichen die Ermittlung einer
geringen Anzahl von Entwicklungsstadien im Gewebe (LORZ und AMANDI 1994;
BALDWIN et al. 2000; ANDREE et al. 2002). Diese molekularbiologische Technik
ermoglicht sowohl eine postmortale Diagnostik als auch eine Diagnostik am lebenden Tier
durch die Verwendung von Hautbiopsien oder Knorpelproben.

Die Sensitivitit der PCR (92 % Detektionsrate) ist hoher als die der Histopathologie und des
Trypsin/Pepsin-Verdaus (PTD) (LORZ und AMANDI, 1994, BALDWIN et al. 2000;
ANDREE et al. 2002). ANDREE et al. (1998) entwickelte zusiitzlich eine ,,verschachtelte*
(nested) PCR zum Nachweis der genomischen DNA von M. cerebralis bereits zwei Stunden
nach der Infektion. Die quantitative PCR (qPCR) weist die hochste Nachweisrate von M.
cerebralis bei den untersuchten Proben auf. EL-MATBOULI und SOLIMAN (2005)
entwickelten ein empfindliches und sehr spezifisches Verfahren, den sogenannten LAMP-
Test um geringe Mengen Myxobolus cerebralis-DNA nachzuweisen. Der Loop-Mediated

Isothermal Amplification (LAMP)-Test erfordert, trotz hoher Sensitivitit, minimale
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Infrastruktur und stellt damit eine kostengiinstige Diagnoseméglichkeit fiir die Drehkrankheit

dar.

2.6. Differentialdiagnosen

Unkoordiniertes ~Schwimmverhalten und Drehbewegungen konnen ebenfalls als
Begleiterscheinungen anderer Krankheiten, wie z.B. bei enteritischen Infektionen (PLEHN
1904), bei bakteriellen Infektionen zum Beispiel Flexibacter psychrophilum bei infizierten
Silberlachsen (KENT et al.1989; ENTRALA et al. 1996) oder bei Regenbogenforellen
(BUSTOS et al. 1995), auch bei Renibacterium salmoninarum bei infizierten Silberlachsen
vorkommen (BUSTOS et al. 1992; SPEARE et al. 1993). Die klinischen Erscheinungen des
Drehens bei Fischen sind auch bei der infektiosen Pankreasnekrose und bei der Viralen
Hémorrhagischen Septikédmie zu beobachten (PLEHN, 1904; CONRAD und DECEW, 1967;
HALLIDAY 1973a).

Schwarzverfarbungen bei Fischen konnten auch eine Stressreaktion aufgrund von
Sauerstoffiibersittigung sein. Dieses Symptom kann auch durch die intravendse bzw.
intramuskuldre Medikamentenapplikation verursacht werden (WALKER und NEHRING
1995).

Die zwei bei der Drehkrankheit zu beobachtenden Hauptsymptome, Skelettdeformation und
Schwarzverfarbung, konnen sowohl genetisch bedingt, als auch die Folge haltungsbedingter
Miingel sein; auerdem konnen nutritive Defizite z.B. Vitamin-C-Mangel und Tryptophan-
mangel die Ursache sein (HALLIDAY, 1973b; ASHLEY et al. 1975; WOLF et al. 1981).
Differenzialdiagnostisch muss auch an andere Myxosporeasporen gedacht werden; diese
konnen genau wie Myxobolus cerebralis im ZNS parasitieren, jedoch konnen sie sich nicht
im Knorpel entwickeln. So parasitieren zum Beispiel Myxobolus kisutchi, Myxobolus buri
und Myxobolus arcticus im Nervengewebe und im Riickenmark der Coholachse
(Oncorhynchus kisutch), Konigslachse (Chinook Salmon, Oncorhynchus tshawytscha), der
Silberlachse (Oncorhynchus kisutsch), der English Sockeyelachse (Oncorhynchus nerka), der
"Dolly Varden"- Saiblinge (Salvelinus malma malma), der "Neyva"-Seesaiblinge (Salvelinus
neiva), der Arktischen Aschen (Thymallus arcticus), der Seesaiblinge (Salvelinus alpinus)
und der Heringsmarinen (Coregonus clupeaformis) (YASUTAKE und WOOD, 1957,
PUGACHEYV und KHOKHLOV 1979; MOLES und HEIFETZ, 1998).
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Bei histologischen Untersuchungen von Gehirn (ZNS) und Riickenmark der Bachforelle
(Salmo  trutta), der Arktischen Asche (Thymallus arcticus), der Europiischen Asche
(Thymallus thymallus), des Seesaiblings (Salvelinus alpinus) und des Atlantischen Lachses
(Salmo salar) wurden Myxobolus farionis und Myxobolus neurobius oft falschlicherweise als
Mpyxobolus cerebralis diagnostiziert (GONZALEZ-LANZA und ALVAREZ-PELLITERO,
1984; MALONEY et al. 1991). Myxobolus squamalis ist in den Schuppen der Regenbogen-
forellenbrut (Oncorhynchus mykiss) zu finden (IVERSEN, 1954). Myxobolus insidiosus
sammelt sich in der Muskulatur der Cutthroatforelle (Oncorhynchus clarki), des
Konigslachses (Chinook Salmon Oncorhynchus tshawytscha) und des Coholachses

(Oncorhynchus kisutch) an (WYATT und PRATT, 1963; WOOD, 1968).

2.7. Prophylaxe

Die erste Mafinahme in einem von der Drehkrankheit betroffenen Betrieb ist die Vernichtung
und unschédliche Beseitigung aller mit Myxobolus cerebralis infizierten Fische, um eine Ver-
breitung einzudimmen (SCHAPERCLAUS, 1931; HOFFMAN et al. 1962). Die wichtigste
prophylaktische MaBnahme besteht zundchst darin, dass die Betriebe, die nachweislich frei
vom Drehkrankheitserreger sind, keine Setzlinge aus fremden Teichwirtschaften oder aus
natiirlichen Gewdéssern einsetzen diirfen, um eine Einschleppung der Drehkrankheit zu
verhindern (SCHAPERCLAUS, 1931; HALLIDAY, 1974). WOLF und MARKIW (1982)
empfahlen als drastische MaBnahme, alle infizierten Fische zu schlachten und anschliefend
heif zu rduchern, um die Sporen abzutdten. Das Réuchern von infizierten Fischen bei einer
Erhitzung auf 70°C, wihrend einer Dauer von 40 Minuten, brachte in 60 % der Proben eine
Abtotung der Sporen, wogegen durch eine 10-miniitige Erhitzung auf 90°C eine erfolgreiche
Abtotung der gesamten (100 %) im Fischgewebe befindlichen Sporen erreicht werden konnte
(HOFFMAN und MARKIW, 1977; WOLF und MARKIW, 1981).

Hinzu kommt, dass die Fischzucht dazu iibergeht, keinen potentiell verseuchten Schlamm
mehr zu nutzen und so die Fischzucht frei von Parasiten zu halten. Wichtig sind ferner eine
absolut wassergetrennte Aufzucht aus Beton- bzw. Kunststoffrohren oder -rinnen und die
Versorgung mit sauberem Wasser. Durch Einsatz von Plastikfolien in Erdteichen oder Aus-
betonierung der Anlage soll die Vermehrung der Tubificiden verringert oder komplett unter-

bunden werden. In Wassereinzugsgebieten kann der Einsatz von Schwimmkifigen fiir

Seite -29-



Literatur

empfingliche Forellen als vorbeugende Mafinahme in Betracht gezogen werden (HNATH,
1970; HORCH, 1987). Man sollte die Forellenbrut erst ab 5-13 cm Linge (entspricht einem
Alter von 4 - 8 Monaten) von M. cerebralis-freien Zuchtbetrieben beziehen. In diesem Alter
sind die Ossifikationsprozesse des Schidels bereits so weit fortgeschritten, dass die noch
verbliebenen Knorpelanteile von den Parasiten zwar noch als Zielgewebe aufgesucht werden
konnen, aber bei der Pathogenese der Drehkrankheit keine Rolle mehr spielen (HOFFMAN
1961; HALLIDAY 1976; HOFFMAN 1976; WOLF 1986; LOM 1987; SCHAPERCLAUS
1991 ; RYCE et al. 2005).

2.8. Bekimpfung

Die Beseitigung von M. cerebralis ist in Bruthdusern und bei Geritschaften zwingend not-
wendig, wenn die Drehkrankheit dort auftritt. Als Desinfektionsmittel stehen u. a. Losungen
aus Natriumhydroxid, Calciumoxid (Ca(OH),) und Calciumhydroxid zur Verfiigung
(HOFFMAN und PUTZ, 1969). Neben Calciumhydroxid ist unter bestimmten
Voraussetzungen auch die Anwendung von Calciumoxid moglich. Kaliumhydroxid (KOH,
Atzkali) ist ein Mittel zur Wasserdesinfektion, das aufgrund seiner vielen Vorteile in immer
mehr Applikationen angewandt wird (YASUTAKE und WOOD, 1957; USPENSKAYA,
1957; LEWIS und SUMMERFELT, 1964). Seine Wirkung ist stirker und vor allem
Myxosporea werden abgetotet (HOFFMAN und HOFFMAN, 1972). Nach 30-miniitiger
Anwendung von Calciumhypochlorit Ca(OCl) im Teich wurde keine Infektion der Fische
mehr festgestellt (HOFFMAN und O’GRODNICK, 1977). Kalkstickstoff (TACK 1951) und
5%iger Chlorkalk (Ca(OCl);) wurden zur Wasserdesinfektion in Bruthdusern und an
Geritschaften eingesetzt, um die Krankheit einzudimmen (SCHAPERCLAUS, 1931;
HOFFMAN et al. 1962). Thre Verwendung in Bruthdusern ist nicht unproblematisch, da die
zu dosierenden Mengen sehr genau berechnet werden miissen. Die Desinfektionsdauer von
Wasserstoffperoxid (10% H,0,) betréigt nur etwa 10 Minuten. Das alkalische Milieu bewirkt
eine Ausstiilpung der Polfilamente aus den Polkapseln der Spore und damit verbunden einen
Verlust ihrer Infektiositit (PLEHN, 1904; HOFFMAN und HOFFMAN, 1972).

Die Dekontamination des zulaufendem Wasser mittels eines Filters (25 um Durchmesser) hat

sich als wirksam erwiesen (HOFFMAN et al.1962; HOFFMAN 1974).
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Die Effektivitit eines Sandfilters wurde kiirzlich bestitigt (NEHRING et al. 2003; ARNDT
und WAGNER, 2004). Weitere prophylaktische Moglichkeiten bestehen in der Filtrierung
und UV-Bestrahlung des zuflieBenden Wassers. Der Einsatz von UV-Strahlen zur
Dekontamination von flieBendem Wasser bietet eine Reihe von Vorteilen. Das Verfahren ist
sehr umweltfreundlich und fiir den Aufbereitungsprozess sind keine Chemikalien wie
Chlorkalk notwendig; aulerdem behilt das Wasser seine natiirliche Zusammensetzung. Bei
der UV-Desinfektion wird das zu desinfizierende Wasser mit einer Leistung von 3500
Microwatt/sec/cm” nach Filtration mittels eines 25 um-Filter bestrahlt und dadurch eine 100
%ig sichere Myxobolus cerebralis-Abtotung erreicht (HOFFMAN, 1974; HOFFMAN, 1975;
HEDRICK et al. 2000). Das Verfahren der elektrolytischen Wasserdesinfektion nutzt eine
elektrische Ladung von 1 — 3 kV ein bis 25 mal mit 99 usec/Puls, die auf M. cerebralis eine
abtotende Wirkung hat (PUTZ, 1969). Uber Wiederbesiedlung mit spezifischen pathogen-
freien Setzlingen besonders resistenter Zuchtlinien und durch die Beseitigung von
Oligochaeten-Populationen konnte der Befall der Fische in den Gewissern reduziert werden

(NOGA, 1996; YOKOYAMA, 2003).

2.9. Therapie

In der Prophylaxe der Drehkrankheit kamen verschiedene Chemotherapeutika zum Einsatz.
GUSTAFSON und O°GRODNICK testeten im Jahr 1973 zehn verschiedene Medikamente
und befanden das Amprolium als sehr wirksam und dazu geeignet, die Sporenanzahl bei
Versuchsfischen zu verringern. Allerdings zeigte diese Substanz auch eine hohe Toxizitét.

Amprolium ist ein Strukturanalog von Thiamin (Vitamin B1), das gegen Schizontenstadien
von Kokzidien Wirkung zeigte. Eine Studie von TAYLOR et al. (1973) konnte die
Wirksamkeit von Furazolidon belegen. Auch das Malariamittel Proguanil und ein Mittel
gegen Darmamoben (Clamoxyquin) waren in der Lage, die Sporenzahl bei geringen
Nebenwirkungen zu vermindern (ALDERMAN, 1986). Die besten Ergebnisse brachte die
Verfiitterung von Furazolidon in einer Dosierung von 152-194 mg pro kg Fischmasse
gegeben iiber ein Jahr. Allerdings war der Zuwachs dann um rund 50 % verringert. Im selben
Jahr machten TAYLOR et al. (1973) ebenfalls einen Versuch mit fiinf verschiedenen
Medikamenten. Nach elf Monaten oraler Aufnahme von Furazolidon iiber das Fischfutter

konnte eine signifikante Reduktion der Sporenanzahl im Schidelskelett des Fisches gezeigt
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werden. Zu der Bekdmpfung der Drehkrankheiten versuchte ALDERMAN (1986) die fiinf
Stoffe Cycloguanil, Proguanil, Clamoxyquin, Bialmicol und Acetrasol zu vergleichen. Seine
Untersuchungen zeigten, dass nur zwei gut abgeschnitten, ndmlich Proguanil und
Clamoxyquin, die eine gute Wirkung bei geringen Nebenwirkungen zeigten. Fumagillin ist
ein Antibiotikum, das von einem saprophytischen Schimmelpilz (Aspergillus fumigatus)
produziert wird. Er wurde urspriinglich zur Therapie gegen Nosema apis bei Bienen
eingesetzt (KATZNELSON und JAMIESON 1953). Bei Fischen wurde Fumagillin erstmals
bei Japanischen Aalen (Anguilla japonica) gegen die Microsporea-Arten Glugea pelcoglossi
und Pleisophora abguillarum eingesetzt (KANO und FUKUI, 1982). EL-MATBOULI und
HOFFMANN (1991) setzten erstmals Fumagillin zur Bekdmpfung der Drehkrankheit ein.
Bei Gabe von 1g/kg pro Tag iiber das Futter, konnte die klinische Erscheinung nach 50 Tagen
von 100 % auf 3 % reduziert werden. EL-MATBOULI und HOFFMANN (1991) stellten
fest, dass durch Applikation dieses Medikamentes die Entwicklung von M. cerebralis im
Fisch unterbrochen wird. Bei den Uberdosierungen waren Nebenwirkungen in Form von
Nierenschidden und einer erhohten Infektanfilligkeit zu beobachten. Eine orale Behandlung
mit Fumagillin {iber einen Zeitraum von zwei bis sechs Wochen zeigte nach klinischen und
histologischen Untersuchungen gute Ergebnisse (LUZT 1992; HEDRICK et al. (1988) und
LAUREN et al. (1989) berichten, dass das Fumagillin an den Sporen von M. cerebralis zu
deutlichen morphologischen Veridnderungen fithrt. SCHOTT (2002) untersuchte in seiner Ar-
beit sowohl Fumagillin als auch ein semisynthethisches Analogon von Fumagillin (TNP-470)
auf Wirksamkeit gegen M. cerebralis. Nach zehn Tagen Behandlung mit TNP-470 wurde die
klinischen Befallshdufigkeit um 55 %, die Mortalitit um 3,2 % und die Sporenanzahl pro
Schidelhilfte um 63 % reduziert. Bei der histologischen Untersuchung der inneren Organe
wurden Nebenwirkungen von TNP-470 in der Leber und in der Niere festgestellt. Die
rasterelektronmikroskopische Untersuchung von Myxobolus cerebralis-Sporen zeigte, dass
die Oberflichen der Schalen nicht mehr kugelférmig waren und erkennbare Perforationen,
Vertiefungen und Rillen aufwiesen. Weder TNP-470 noch Fumagillin sind in der Lage, die
Entwicklung von M. cerebralis vom Amoboidkeim in der Epidermis zur Spore im Knorpel-

gewebe vollkommen zu verhindern.
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2.10. Verbreitung der Drehkrankheit in den USA

In den Vereinigten Staaten von Amerika wurden die Ausbriiche der Krankheit erstmals 1956
beim Bachsaibling (Salvelinus fontinalis) in Staat Pennsylvania entdeckt (HOFFMAN, 1962;
GRAFF, 1996). Nach der Einschleppung aus Europa hat sich die Krankheit immer schneller
verbreitet und schlieflich die einheimische amerikanische Salmonidenpopulation in 22 US-
Staaten der USA erreicht: Nevada 1966, New Jersey 1968, Kalifornien 1966, New Mexiko
1987, Colorado 1987, New York 1984, Connecticut 1961, Ohio 1970, Idaho 1960, Oregon
1986, Maryland 1995, Massachusetts 1966, Utah 1991, Michigan 1968, Virginia 1965,
Montana 1994, Washington 1996, West Virginia 1969, New Hampshire 1981, Wyoming
1988, Arizona 2000 und Nebraska 2001 (BARTHOLOMEW und RENO, 2002). Nach den
letzten Meldungen wurden neue Fille der Drehkrankheit auch im berithmtesten Lachsgebiet
Alaska (2006) gemeldet.

Der Fliegenfischertourismus im Staat Colorado spielt eine sehr wichtige wirtschaftliche Rolle
fiir diese Region, etwa eine ebenso grofie wie die gewerbliche Fischerei. Im Jahr 1993
versetzte die Drehkrankheit jedoch die Staaten Colorado und Montana an den Rocky
Mountains aufgrund einer statistischen Untersuchung in Alarmbereitschaft. Es wurde ein
starker Riickgang der Regenbogenforellenpopulationen von bis zu 90% im Madison River
und im Colorado festgestellt und den heimischen Braunforellen drohte ebenfalls eine
Dezimierung (WALKER und NEHRING, 1995; VINCENT, 1996). Im Staat Colorado
konnte in 13 von 15 untersuchten Flusslaufsystemen, vor allem Colorado, South Platte,
Gunnison, Arkansas und Rio Grande, die Drehkrankheit identifiziert werden (NEHRING und
WALKER 1996). Wegen dieser bedrohlichen Situation setzten die Behorden des Staates
Kalifornien von 1965 bis 1984 auf radikale MaBnahmen in mehreren Betrieben, Seen und
Fliissen der betroffenen Gebiete. Insgesamt 660.000 kg Fisch und fast 2.300.000 Briitlinge
wurden vernichtet, um die Ausbreitung der Krankheit einzuddmmen (MODIN, 1998). Der
Staat Oregon zog in gefihrdeten Wassereinzugsgebieten den Einsatz von Schwimmkifigen
fiir empfingliche Forellen als vorbeugende MafBinahme in Betracht; im Staat Colorado
wurden die betroffenen Zuchtstitten unter Quarantdne gestellt (HNATH 1970,1988;
BALADWIN, 2000; HINER und MOFFITT, 2001; ENGELKING, 2002; STATON et al.
2002; WAGNER 2002; SCHISLER und KEHMEIER, 2003).
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Die Bekidmpfung der Schlammrohrenwiirmer (Tubifex tubifex) stellte sich als schwierige
MaBnahme dar. Als eine Moglichkeit zur Bekdmpfung von Tubifex tubifex wird der Einsatz
von Chemikalien (z.B. Bayluscid® Molluskizid (0,3 mg/l Wasser)), die eine Reduktion
zwischen 73 - 82% erreichen konnen, in Betracht gezogen (SCHAPERCLAUS, 1990;
KOWALSKI und BERGERSEN, 2003).

Fiir ein Forschungsprojekt im Bereich der Bekdmpfung der Drehkrankheit hat die ,,National
Partnership on the Management of Wild and Native Cold Water Fisheries” im Jahre 1998 fiir
16 Forschungsprojekte in vier betroffenen Staaten insgesamt 535.000 Dollar bewilligt. Der
Colorado Division of Wildlife (CDOW) investierte insgesamt 7,9 Millionen Dollar fiir die

Modernisierung der betroffenen Forellenzuchten, um die Krankheit einzuddmmen

Entdeckung der Drehlkrankheit in
den Vercinigten Staaten
(A9S6 bis 2Z007)>

o eng
WO . — S
Drehkrankheit wurde in einer Zucht
. oder einem Freigewiisser
diagnostiziert

Verbreitungskarte, entworfen von dem Big Sky Institut und der Whirling
Disenpelluftiative, MarmZlLT I:l Drchkrankheit nic diagnostiziert

Abbildung 5: Verbreitung der Drehkrankheit in den USA (Big Sky und Whirling Disease
Initiative, Mirz 2007)
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Regenbogenforellen zur Gewinnung von Myxobolus cerebralis

Regenbogenforellen-Briitlinge (Oncorhynchus mykiss) wurden als Eier im Augenpunkt-
stadium aus Fischzuchtanlagen in Bayern bezogen und im SPF-Raum des Instituts zum
Schliipfen gebracht.

Fiir die Arbeit wurden circa drei Wochen alte, als empfinglich geltende Regenbogenforellen-
Briitlinge eines amerikanischen Zuchtstamms mit einer Korperliange von 1,5 + 1,7 cm und
einem Gewicht von 0, 5 + 0,6 g verwendet.

Die Fische wurden in 73 Liter fassenden beliifteten Glasaquarien mit Wasserdurchlauf
zwischen 1 - 3 I/min bei einer Wassertemperatur zwischen 9°C bis 14°C gehalten. Verwendet
wurde chlorfreies Miinchener Leitungswasser, das eine Wasserhirte von 16,4° dH aufwies.

Einmal téglich erfolgte eine Fiitterung mit handelsiiblichem Fischtrockenfutter.

3.1.2. Fischmaterial zur Gewinnung der Myxobolus cerebralis-Sporen

Zur Gewinnung von Myxobolus cerebralis-Sporen fiir die Infektion der Tubifiziden wurden
institutseigene, ca. drei Monate alte, drehkranke Regenbogenforellen mit einer Korperlidnge
von 4- 5 cm verwendet. Die Fische wurden in 200 1 Plastiktonnen mit Durchfluss von
entchlortem Leitungswasser gehalten und mit einem Kieselgurausstromer beliiftet. Der
Wasserdurchlauf betrug ca. 0,5 1 pro min. und die Wassertemperatur lag bei ca. 12°C. Die
Beleuchtung wurde auf einen Hell/Dunkel-Rhythmus von 16 zu 8 Stunden eingestellt.

Taglich wurde mit handelsiiblichem Forellenfutter gefiittert.

3.1.3. Haltung der parasitenfreien Tubificiden (Tubifex tubifex)

Zur Produktion von Triactinomyxon-Sporen fiir die Infektion der Fische wurden
parasitenfreie Tubificiden der Art Tubifex tubifex verwendet. Die Oligochaeten wurden in
einer 200 Liter fassenden Plastiktonne mit einem Wasserdurchlauf von ca. 0,3 1 pro min.

gehalten und mittels Kieselgurausstromer beliiftet. Die Temperaturen schwankten zwischen
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ca. 8°C im Winter und bis zu fast 24°C im Sommer. Geflittert wurde ca. drei mal pro Woche

mit einer Mischung von Spirulina—Algen und zerkleinertem Salat.

3.1.4. Spezifische pathogenfreie SPF-Karpfen, Koi-Karpfen, Zebrabirblinge und SPF-

Regenbogenforellen-Brut fiir die Infektion-sversuche mit Triactinomyxon-Sporen

Die fiir Infektionsversuche benotigten SPF-Spiegelkarpfen wurden als befruchtete Eier von
einem Karpfenzuchtbetrieb bezogen. Die Koi-Karpfen wurden als befruchtete Eier von einem
privaten Koi-Karpfenzuchtbetrieb und die Zebrabérblinge als befruchtete Eier von Institut fiir
Wasserwirtschaft bezogen. Die Eier wurden im Institut bis zum Schlupf der Fische gehiltert.
Bis die Fische die fiir diese Arbeit notwendige Grofle erreichten, wurden sie in Aquarien mit
Beliiftung bei einer Wassertemperatur zwischen 20°C und 22°C und einem Hell-Dunkel-
Rhythmus von 16 zu 8 Stunden gehalten. Die jungen Karpfen wurden mit Karpfenfutter in

pulverisierter Form gefiittert, anfangs einmal téglich, spéter zweimal téiglich.

3.2. Untersuchungsmethoden

3.2.1. Gewinnung von Myxobolus cerebralis-Sporen

Um die M. cerebralis-Sporen von drehkranken Regenbogenforellen zu gewinnen, wurden die
Fische in einem Betdubungsbad (0,007 % MS 222 (Tricain-Methan-Sulfat; Thomson &
Joseph Ltd., Norwich) betdubt und anschliefend mittels Genickschnitt getdtet. Den Fischen
wurden mittels einer Pinzette die Augen entfernt und schlieBlich die Muskulatur von den
Knorpelteilen abgetrennt. Die priparierten Knorpelteile wurden unter Zugabe von Wasser in
einem Mixer (Fa. Moulinex®) zerkleinert. Die entstandene wisserige Knorpelsuspension
wurde durch eine Gaze mit einer Maschenbreite von 200 um filtriert um Gewebereste zu
entfernen. Von der erhaltenen Suspension wurden jeweils 50 pl entnommen und auf einem
Objekttriger die darin enthaltenen Sporen bei 400-facher VergroBerung unter dem
Lichtmikroskop ausgezihlt und die Anzahl der Sporen im Gesamtvolumen der Suspension

berechnet.
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3.2.2. Infektion der Oligochaeten und Gewinnung der Triactinomyxon Sporen

Zur Produktion der Triactinomyxon-Sporen wurden ca. 20 g der Oligocheaten mit einem Sieb
entnommen, mit Wasser gereinigt und in ein Becken mit einer 4 cm hohen Bodenschicht aus
sterilisiertem Schlamm verbracht. Die Becken wurden in einem Brutschrank (Fa. Binder®)
bei einer Temperatur von 8,1°C und Beliiftung gelagert. Die Fiitterung erfolgte drei mal pro
Woche mit Spirulina und zerkleinertem Salat. Jede Woche wurde ein Wasserwechsel durch-
gefiihrt, um eine gute Versorgung der Oligocheaten zu gewihrleisten.

Vor Zugabe der M. cerebralis-Sporensuspension wurde das Wasser in den Tubifex-Becken
auf ca. 1/3 der urspriinglichen Menge reduziert. Nach der Zugabe der Sporen wurde langsam
der urspriingliche Wasserpegel wieder hergestellt. Ab dem dritten Monaten post-infectionem
wurde alle vier Tage eine Filtration des Wassers der Becken durch Siebe einer Maschenweite
von 20 um durchgefiihrt. Die im Sieb zuriickgehaltenen Sporen wurden mit Leitungswasser
aus- gespiilt und aufgefangen. Von 100 ml erhaltenem Sporenkonzentrat wurden 50 ul auf
einen Objekttrager verbracht. Die Auszidhlung der Sporen erfolgte bei 100-facher Ver-
groferung unter einem Lichtmikroskop der Firma Zeiss. Anschliefend wurde die Gesamt-

menge der im Becken enthaltenen Sporen hochgerechnet.

3.2.3. Infektionsversuche mit den SPF-Karpfen, Koi-Karpfen, Zebrabérblingen und der

SPF-Regenbogenforellen-Brut mit Triactinomyxon-Sporen

Um artbedingte Unterschiede in der Empfindlichkeit gegeniiber dem Parasiten festzustellen,
wurden Infektionsversuche mit vier verschiedenen Fischarten: SPF-Karpfen, Koi-Karpfen,
Zebrabidrblingen und SPF-Regenbogenforellen-Brut durchgefiihrt. Eine Woche vor der
Exposition wurden ca. 100 Fische von jeder Gruppe in beliiftete und mit einem AuBenfilter
versehene 70 Liter Aquarien eingesetzt. Die Wassertemperatur lag bei 14°C fir die
Regenbogenforellen-Brut und bei 21°C bis 22°C fiir die SPF-Karpfen, Koi-Karpfen und die
Zebrabarblinge. Die Becken wurden tdglich kontrolliert. Bei diesem Versuchsvorhaben
wurden SPF-Karpfen, Koi-Karpfen, Zebrabirblinge und SPF-Regenbogenforellen-Brut, die
zu diesem Zeitpunkt etwa 2-3 cm lang waren und ein durchschnittliches Gewicht von 1,2 g
hatten, verwendet. Die Briitlinge wurden in einem Plastikgefaf fiir 3 Stunden gegeniiber 5000

TAM-Sporen/Fisch exponiert. Zur Erhohung der Infektionsfihigkeit der Sporen wurde der
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Kieselgurausstromer erst nach 30 Minuten wieder eingesetzt. Nach Ablauf von dreiwl
Stunden Exposition wurden die Fische aus dem Plastikgefdl entnommenen, gemessen und
gewogen und in 70 Liter Glasaquarien unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen in
Leitungswasser und mit geringem Wasserdurchlauf und Beliiftung gehalten.

Die Wassertemperatur betrug 14 °C fiir die Regenbogenforellen und 22°C fiir die anderen
Fische. Nach der Exposition wurden Wasserproben aus dem Infektionsbad entnommen, um
zu kontrollieren, ob die Triactinomyxon-Sporen durch schwimmende Fische zum
Ausschleudern ihrer Polfilamente und Freigeben des Amoboidkeimes angeregt wurden. Die
Triactinomyxon-Sporen wurden im Wasser mikroskopisch untersucht und ausgezihlt, um
eine erfolgreiche Infektion zu beurteilen. Nach 5 min, 60 min, 4, 6, 8, 12, 18 hund 1, 2, 3, 4,
5, 6, 10, 20, 50, 60, 80, 120, 150 Tagen post expositionem mit Triactinomyxon-Sporen
wurden jeweils 20 Fische entnommen und mit 0,007 % MS 222 (Tricain-Methan-Sulfat;
Thomson & Joseph Ltd., Norwich) betdubt und mittels Genickschnitt getotet.

Mit einem sterilen Skalpell wurde die Riickenflosse abgetrennt und danach der Kopf sagittal
in zwei Hilften geteilt. Eine Hilfte wurde in 5%igem Formalin fixiert. Die zweite Hilfte des
Kopfes, sowie ein Teil der Riickenflossen und der Kiemen wurden fiir die
molekularbiologische Untersuchung mittels PCR eingefroren. Die Entnahme der Fische
erfolgte jeweils zur gleichen Uhrzeit. Als Kontrolle wurden 20 weitere Versuchtiere von
jeder Gruppe in triactinomyxonsporen-freiem Wasser entsprechend der Infektionsgruppe

gehiltert.

3.2.4. Infektionsschema der Eier von Karpfen, Koi-Karpfen, Zebrabérblingen und

Regenbogenforellen mit Triactinomyxon-Sporen

Infektionsbecken-Nr 1: 40 befruchtete Eier von Karpfen wurden mit 325.000
Triactinomyxon-Sporen / 500ml (Plastikgefdl) zusammengebracht.
Infektionsbecken-Nr 2: 40 befruchtete Eier von Koi-Karpfen wurden mit 325.000
Triactinomyxon-Sporen / 500 ml (Plastikgefdfl) zusammengebracht.
Infektionsbecken-Nr 3: 40 befruchtete Eier von Zebrabirblingen wurden mit 325.000
Triactinomyxon-Sporen / 500 ml (Plastikgefidl) zusammengebracht.
Infektionsbecken-Nr 4: 40 befruchtete Eier von Regenbogenforellen wurden mit 325.000

Triactinomyxon-Sporen /1000 ml (Plastikgefi3) zusammengebracht.
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Die befruchteten Eier wurden nach drei Stunden aus einem Plastikgefidl entnommen und in
das mit Triactinomyxon-Sporen befiillte Aquarium umgesetzt. Die befruchteten Eier blieben
in diesem Aquarium dann 3 Tage lang bis zum Schlupf. Danach erfolgte die Probennahme

fiir die PCR und die histologische Untersuchung der befruchteten Eier und der Briitlinge.

3.2.5. Beobachtung der klinischen Symptome

Die tigliche Allgemeinuntersuchung wurde unter Beriicksichtigung von Ernéhrungszustand,
Haltung und Wassertemperatur fiir alle infizierten Fische durchgefiihrt. Ab dem 5. Tage nach
der Infektion wurden alle Briitlinge auf beginnende Symptome der Drehkrankheit untersucht
und dokumentiert. Die folgenden drei Hauptsymptome der Drehkrankheit wurden erfasst:
Storungen der Bewegungskoordination, typische Drehbewegungen der erkrankten Fische,
Gleichgewichtsstorungen, Wirbelsdulenverkriimmung, Schwanzverkriimmungen, schwarze

Verfarbung des Schwanzteiles.

3.2.6. Post-mortem-Untersuchungen

3.2.6.1 Histologie des Kopfknorpels

Ab dem 50 und 150 Tage nach der Infektion wurden die Versuchsfische mit MS 222 (0,007
%) betdubt und mit einem Genickschnitt getotet. Mit einem sterilen Skalpell wurde der Kopf
sagittal in zwei Hilften geteilt und eine Halfte anschliefend in 5 %-igem Formalin 48
Stunden im Kiihlschrank gelagert. Die zweite Hilfte des Kopfes wurde fiir die
molekularbiologische Untersuchung mittels PCR bei -20°C eingefroren. Die fixierten Proben
wurden mit einem Autotechnicon-Gerit (TissueTek® Vip) entwissert, in Paraffin eingebettet
und mittels eines Mikrotoms (Modell 1140/Autocut, Fa. Reichert-Jung®) wurden pro Block
30 4,0 um dicke Paraffinschnitte angefertigt. Nach Hamatoxilin-Eosin-Farbung wurden die
Schnitte lichtmikroskopisch auf Entwicklungsstadien von M. cerebralis untersucht. Die
Beurteilung der so vorbereiteten Proben erfolgte unter einem Lichtmikroskop (Firma
Zeiss®). Farbmikrophotographien wurden angefertigt, wobei als Filmmaterial Ektachrom T

64 (Fa. Kodak) verwendet wurde.

Seite -39-



Material und Methode

Die histopathologische Beurteilung der durch die Sporenbildung hervorgerufenen
Verinderungen der Kopfknorpelstrukturen bei den jeweils 20 untersuchten Tieren aus jeder
Gruppe erfolgte nach der numerischen MacConnell-Baldwin-Skala von Grad null bis fiinf
gegliedert und findet sich im Standard Protocol for Whirling Disease Research
(BARTHOLOMEW et al. 2001). Sie orientiert sich an der Qualitit und Quantitit der

Wirtsreaktion wie folgt:

0) Keine Abnormalitéiten.

1) Ein oder mehrere kleine Herde der Knorpeldegeneration. Keine oder nur wenig

Leukozyten assoziiert.

2) Einzelner, lokal ausgedehnter Bereich oder einzelne kleinere Bereiche der Knorpel-
degeneration und Nekrose. Entziindungsgeschehen ist lokalisiert, wenig bis gemaBigte
Anzahl Leukozyten infiltrieren bzw. umsidumen den lytischenKnorpel.

3) Multifokale Knorpeldegenerationen (3 - 4) und Nekrose. Einige Leukozyten
assoziiert mit lytischem Knorpel. Bereiche mit Entziindungszellen dehnen sich leicht
ins umliegende Gewebe aus.

4) Multifokale (4 oder mehr) bzw. zusammenflieBende Bereiche der Knorpelnekrose

MiBige. bis groBe Anzahl an Leukozyten umgibt bzw. infiltriert den lytischen
Knorpel.

Lokal ausgedehnte Bereiche mit Leukozyten infiltrieren das umliegende Gewebe.

5) Multifokale (6 oder mehr) bzw. zusammenflieBende Knorpelnekrosen. MéBige bis
groe Anzahl von Leukozyten umgeben bzw. infiltrieren nekrotischen Knorpel.
Die Entziindungsreaktion ist ausgedehnt und Leukozyten dringen tief in
umliegendes Gewebe ein. Diese Klassifizierung ist charakterisiert durch den Verlust
der normalanatomischen Knorpelarchitektur und nur bei stark betroffenen Tieren

zu finden. In zweifelhaften Fillen wird Grad vier bevorzugt.
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3.2.6.2 Histologische Untersuchung

Die histologische Untersuchung von Fischepidermisproben wurde auf eingedrungene
Amoboidkeime nach Ablauf der Exposition durchgefithrt. Nach einer drei stiindigen
Expositionzeit wurden 20 Fische jeder Gruppe aus dem Infektionsbad entnommen und durch
Genickschnitt getotet. Fiir die histologischen Untersuchungen wurde die Riickenflosse
sagittal in zwei Hilften geteilt und in 5 %igem, gepufferten Formalin fixiert. Nach 48
Stunden wurden die fixierten Proben mit einem Autotechnicon-Gerit (TissueTek® Vip)
entwissert, in Paraffin eingebettet und mittels eines Mikrotoms (Modell 1140/Autocut, Fa.
Reichert-Jung®) wurden pro Block 30 4,0um dicke Paraffinschnitte angefertigt.
Nach Hiamatoxilin-Eosin-Farbung wurden die vorbereiteten Schnitte lichtmikroskopisch auf
eingedrungene Amo- boidkeime untersucht.

Von den Fischen wurden jeweils die Schwanzflossen und ein Stiick Haut entnommen und 48
Stunden in Formalin (5 %) fixiert. Nach Entwisserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe
erfolgte die Einbettung in Paraffinblocke. Mit einem Rotationsmikrotom (Firma Reichert-
Jung®, Modelll140/Autocut) wurden 4 pum dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden im
Wasserbad bei +40°C gestreckt und auf Objekttriger aufgezogen, zunichst bei Raum-
temperatur gelagert und tiber Nacht im Trockenschrank bei +60°C getrocknet. AnschlieBend
wurden die Schnitte mit Hamatoxylin-Eosin (HE) angeférbt und mit Eukitt eingedeckt. In
histologischen Schnittpréparaten firben sich die eingedrungenen Amoboidkeimzellen der
Triactinomyxon-Sporen mit HE-Firbung blaurot und sind unter einem Lichtmikroskop

(Firma Zeiss®) erkennbar.

3.2.6.3 Entwiisserung der Gewebeproben

Die Proben werden entnommen und fiir mindestens 24 bis 48 Stunden in Formalin fixiert.
AnschlieBend werden sie in Kapseln iiberfiihrt, welche wieder in Formalin gelegt

werden. Die Entwisserung, Reinigung und Einbettung in Paraffin wurden mit einem Auto-

technicon-Geriit (TissueTek® Vip) durchgefiihrt.
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3.2.6.4 Herstellung der Paraffinschnitte

Nach der Anfertigung des neuen Gewebeblocks wurde der Block in einer Gie3form fiir fiinf
Minuten auf 50°C erhitzt um eine bessere Haftung der Stanzen im neuen Paraffinblock zu
ermoglichen. Die Gewebeblocke wurden mit der Plastikunterlage so in das Mikrotom
gespannt, dass der applikatornahe Teil messerwirts ausgerichtet war. Fiir die Herstellung der
4-5 um dicken Paraffinschnitte wurde mittels eines Mikrotom (Reichert-Jung®, Modell
1140/Autocut) verwendet und pro Block 30 Schnittpriparate angefertigt. Die Schnittpréiparate
wurden mit Hilfe zweier feiner Pinsel von dem Mikrotommesser abgenommen und in ein
Wasserbad bei ca. +40°C unter dem Schmelzpunkt des Einbettmediums gelegt. AnschlieBend
wurde das Préiparat blasenfrei auf Glasobjekttriger (Super Frost Plus Objekttriger)
aufgezogen. Die fertigen Schnitte wurden 24 - 36 Stunden im Brutschrank bei + 58°C

getrocknet und anschlieend gefirbt.

3.2.6.5 Hamatoxylin-Eosin-Firbung - Prinzip

Die entparaffinierten und hydrierten Schnittpriparate wurden nach der Firbung in Himalaun
durch Spiilen mit Leitungswasser gebldut, was die typisch blaue Farbe der Zellkerne erzeugt,
die Rotfirbung des Zytoplasmas erfolgt mit einem sauren Farbstoff (Eosin). Zugleich
bedeutet dieser Vorgang eine Fixierung der Firbung, da Hdmalaun bei hoherem pH-Wert
schlechter 16slich ist. Der saure Plasmafarbstoff Eosin Y bindet durch elektrostatische
Wechselwirkungen an Gewebe und firbt dieses in verschiedenen rétlichen Tonabstufungen.

Alle entparaffinierten und hydrierten Schnittpriaparate wurden zunichst histologisch in der
HE-Firbung beurteilt. Ein Schnitt wurde als positiv gewertet, wenn durch die HE-
Farbemethode wenigstens ein typisches Entwicklungsstadium von M. cerebralis im Priparat

entdeckt worden war.
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3.2.6.6 Molekularbiologische Untersuchungen

3.2.6.6.1 DNA-Extraktion

Die zweite Hilfte der entnommenen Proben wurde mit PCR untersucht. DNA wurde mit dem
QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) extrahiert. Es wurden
zwischen 20 und 30 mg Gewebe entnommen und verarbeitet. Nach dem Extraktionsprotokoll
des Herstellers wurden zunichst in ein 1,5 ml Reaktionsgefd 180 ul ATL-Puffer und 20 pl
Proteinase K (Endkonzentration Img/ml) zur Gewebeprobe gegeben, durch Vortexen
gemischt und anschlieBend fiir mindestens drei Stunden oder {iber Nacht zum
Gewebeaufschluss bei 56°C im Wasserbad inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul AL-Puffer,
wurde das Reaktionsgefdl fiir zehn Minuten bei +70°C im Wasserbad inkubiert. Nach
Zugabe von 200 pl Ethanol wurde das Gemisch auf eine Qiagen-Extraktionssiule pipettiert.
Diese besteht aus einer Matrix aus Silikat, welche die DNA unter bestimmten
Pufferbedingungen bindet. Bei 8000 rpm wurde die Extraktionssidule und das dazugehorige 2
ml Auffanggefil fiir eine Minute zentrifugiert. Das Auffanggefdfl wurde gewechselt und das
abzentrifugierte Eluat verworfen. Um Verunreinigungen zu entfernen, wurden 500 pl
Waschpuffer AW 1 auf die Sidule pipettiert, fiir eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert und
das Auffanggefil gewechselt. Dann wurden 500 pl Waschpuffer AW2 auf die Siule
pipettiert und fiir drei Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Zur anschlieBenden Elution der
gewonnenen DNA wurde die Séule in ein 1,5 ml Eppendorfgefil gesteckt, 50 ul AE-Puffer
dazugegeben, fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und danach einen Minute bei 8000
rpm zentrifugiert. Die Aufbewahrung der DNA-Losungen bis zur Weiterverarbeitung erfolgte

bei -20°C im Gefrierschrank.

3.2.6.6.2 Visualisierung der PCR-Produkte im Agarosegel

Herstellung Gel-Elektrophorese

Die durch die PCR erhaltenen DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des Agarose-Gels getrennt.

Zur Herstellung eines 1,2% -igen Agarose-Gel wurden 0,96 g Agarose in 80 ml 1x TAE-
Puffer gelost, in der Mikrowelle kurz aufgekocht und nach Abkiihlung auf etwa + 40°C in
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eine Gelelektrophoresekammer gegossen. Durch das Einsetzen eines Gelkammes mit 11-er
Kédmmen bildeten sich nach dem Gelieren der Agarose Geltaschen. Nach Zugabe von 6 pl
Ethidiumbromidlosung in das noch fliissige Agarose-Gels wurde es fiir ca.30 Minuten bis
zum vollstindigen Erstarren stehen gelassen. Nach Verfestigung des Gels wurde es mit TAE-
Puffer befiillt und der Kamm gezogen. Die 6 ul DNA Proben wurden in die Probentaschen
des Gels pipettiert. Fiir die GroSenbestimmung der DNA wurden 4 ul Standardmarker (50-
100 bp DNA-Ladder Reddy Run Super ladder, Fa. ABGene®, UK) verwendet. Die
anschlieBende Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 80 Volt bei 30 Minuten
Laufzeit durchgefiihrt. Nach hinreichender Auftrennung der DNA-Banden wurden diese
mittels einer Geldokumentationsanlage analysiert. Als positiv wurden die Proben bezeichnet,
deren Banden auf Hohe der Bande der Positivkontrolle lagen und die anhand des
GroBenstandards die richtige von den verwendeten Primern abhéngige GroBe des DNA-

Fragmentes aufwiesen.

3.2.6.6.3 Nachweis von M. cerebralis mittels Nested-PCR

Eine Nested-PCR basiert auf dem Prinzip zweier ineinander verschachtelter Polymerase-
Kettenreaktionen. Aus der Zielsequenz der ersten PCR wird in der zweiten, der so genannten
Nested-PCR, eine Sequenz aus dem ersten PCR-Produkt amplifiziert. Dies stellt eine
Moglichkeit zur Steigerung der Sensitivitit, aber auch der Spezifitit der PCR-Untersuchung
dar. Diese arbeitet mit zwei Primerpaaren, wobei die Bindungstellen des zweiten Paares auf
der vom ersten Primerpaar amplifizierten Sequenz liegen. Unspezifische Produkte werden im
zweiten PCR-Durchlauf durch das zweite Primerpaar weitgehend ausgeschaltet.

In dieser Arbeit wurde die M. cerebralis-spezifische Nested-PCR nach ANDREE et al.
(1998) durchgefiihrt. Das speziesspezifische Primerpaar basiert auf einem repetetiven, 423 bp
groflen Fragment aus dem M. cerebralis-Genom.

Alle Ansitze fiir die Herstellung des PCR-Mastermix erfolgten unter einer Sterilwerkbank in
einem abgetrennten Raum. Die PCR galt als positiv, wenn ein Produkt der erwarteten GroBe

im Gel (415 bp) dargestellt werden konnte.
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3.2.6.6.4 Primer und amplifiziertes Fragment fiir First-Round

Die Primerpaare wurden von der Firma MWG-BIOTECH AG (Ebersberg, Deutschland)
synthetisiert. Die Primerpaare der M. cerebralis spezifischen one-step-PCR detektieren ein
415 bp groBes Fragment.

In Tabelle 4 und 5 sind die Primer und Komponenten, in Tabelle 6 das Temperatur-Zeit-
Zyklenzahl-Profil der M. cerebralis one-step-PCR bzw. der second round der Nested PCR
entsprechend ANDREE et al. (1998) aufgefiihrt. Als Template-DNA wurde in der zweiten
PCR 1 pl des Amplifikationsproduktes der ersten round verwendet. Das Produkt der zweiten

PCR war ein 1030 bp grofles Fragment.

Tabelle 4 : Primerpaar der First-Round (ANDREE et al. 1998)
Die fiir das Primerpaar Tr 5-16 und Tr 3—16 benutzten Mastermixe sind in
Tabelle 2 aufgefiihrt. In der ersten Reaktion wurde ein 1030 bp grofies Fragment

amplifiziert.
Primer Sequenz 5°-3”
Tr 5-16 GCA TTG GTT TAC GCT GAT GTA GCG A
Tr 3-16 GAA TCG CCG AAA CAATCATCG AGCTA

Tabelle 5 : Reaktionsansatz und Konzentrationen der Reagenzien fiir die
one-step-PCR (1 Schritt) nach (ANDREE et al. 1998)

Komponente Volumen (ul)
Reddy-Mix™ 17,9 ul
Primer Tr5-16 0,8 ul
Primer Tr3-16 0,8 ul
Proben-DNA 0,5 pl
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Tabelle 6: Im Verlauf der one-step-PCR und second round mit

Temperaturen, Zykluszeiten und Anzahl von Zyklen nach ANDREE et al.(1998)

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95 °C S min
35 Reaktionszyklen

Denaturierung 95 °C 1 min
Annealing 65°C 2,5 min
Elongation 72 °C 1,5 min

Ende Zyklus
finale Extension 72 °C 10 min
Herunterkiihlung bis
zur Entnahme 4°C

Second round

In Tabelle 7 und 8 sind die Primer und Komponenten, in Tabelle 9 das Temperatur-Zeit-

Zyklenzahl-Profil der M. cerebralis one-step-PCR bzw. der second round der Nested PCR

entsprechend ANDREE et al. (1998) aufgefiihrt. Als Template-DNA wurde in der zweiten

PCR 1 pl des Amplifikationsproduktes der ersten round verwendet. Das Produkt der zweiten

PCR war ein 415 bp grol3es Fragment.

Tabelle 7: Primerpaar fiir die zweite PCR (ANDREE et al. 1998)

Primer

Sequenz 5°-3°

Tr 5-17 GCC CTA TTA ACT AGT TGG TAG TAT AGA AGC

Tr 3-17 GGC ACA CTA CTC CAA CACTGA ATT TG

Seite -46-



Material und Methode

Reaktionsparameter Temperatur, Zeit, Konzentration von Reddy-Mix

Als alternative PCR fiir die Etablierung des Nachweises von M. cerebralis wurde eine

Nested-PCR (two-step PCR) nach ANDREE et al. (1998) beschrieben

Das speziesspezifische Primerpaar basiert auf einem repetetiven 415 bp groen Fragment

aus dem M.cerebralis-Genom

Tabelle 8.: Komponenten des zweiten PCR-Reaktionsansatzes

Komponente Volumen (ul)
Reddy-Mix™ 17,9 ul
Primer Tr5-17 0,8 ul
Primer Tr3-17 0,8 ul

Proben-DNA 0,5 ul

Tabelle 9: Zeit, die Anzahl von Zyklen und die Temperatur der zweiten PCR

(ANDREE et al. 1998)

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95 °C S min
35 Reaktionszyklen
Denaturierung 95 °C 1 min
Annealing 65 °C 2,5 min
Elongation 72 °C 1,5 min
Ende Zyklus
finale Extension 72°C 10 min
Herunterkiihlung bis zur| 4°C
Entnahme
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4. Ergebnisse

4 1. Postexpositionelle Uberpriifung des Infektionserfolges

Der Expositionsversuch wurde mit konzentriertem Triactinomyxonsporen-haltigen Wasser
durchgefiihrt. Fur diese Dissertation wurden jeweils 500 ml gefiltertes Wasser (enthielt
550.000 Triactinomyxon-Sporen) verwendet. Die Untersuchung des Infektionsbads nach der
Infektion gibt Auskunft, welche Anzahl Triactinomyxon-Sporen im Infektionsbad post
expositionem ausgeschleudert haben, ihre infektiosen Amoboidkeimzellen verloren haben oder
keine Polkapseln besitzen.

Die klinische Beurteilung des Infektionserfolges der Versuchsfische wurde anhand der
folgenden Symptome durchgefiihrt: schnelle Bewegung der Kiemendeckel, Luftschnappen an
der Wasseroberfliche, weiiliche Schleimproduktion auf der Haut, Zucken bei Expositions-
beginn im Infektionsbad. Das genannte Zucken entsteht wahrscheinlich bei der Penetration der
Parasiten in die Haut und konnte bei allen Briitlingen (Regenbogenforellen, Karpfen, Koi-
Karpfen, Zebrabirblingen) beobachtet werden, wobei die Zebrabirblinge augenscheinlich
schwicher reagierten als die Fische der anderen Testgruppen.

Um einen ersten Hinweis auf den Erfolg der Infektion zu erlangen, wurden die Fische jeder
Gruppe drei Stunden im sporenhaltigen Wasser exponiert (5.000 Triactinomyxon-Sporen pro
Fisch).

Bei der Auszihlung des Filtrats wurden unter dem Lichtmikroskop 100 Sporen auf das
Vorhandensein ohne Amoboidkeim untersucht.

Nach drei stiindiger Expositionszeit der Fische mit Triactinomyxonsporenhaltigen-Wasser in
den beiden Versuchen wurden bei der mikroskopischen Betrachtung jeweils bei den
verwendenten Triactinomyxon-Sporen der prozentuale Anteil von Sporen ohne Amoboid-
keim ausgezihlt (in Tabelle 10 dargestellte Ergebnisse).

Wie aus den Ergebnissen in Tabelle 10 zu ersehen ist, waren nach drei Stunden Expositionszeit
keine gravierenden Differenzen im morphologischen Sporenaufbau in den beiden Versuchen
festzustellen. Nach drei stiindiger Expositionszeit wurden von jeder Gruppe 20 Fische
entnommen und eine histologische Untersuchung der Epidermis nach penetrierten

Parasitenstadien durchgefiihrt.
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Tabelle 10: Prozentualer Anteil der Triactinomyxon-Sporen ohne Amoéboidkeim nach
3-stiindiger Expositionszeit

Becherglas Karpfen | Koi-Karpfen | Regenbogen- | Zebrabarblinge
forellen
Erster Versuch 35% 33% 48 % 38%
Zweiter Versuch 46 % 39% 34% 41%
Laborversuch
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Abbildung 6: Prozentualer Anteil der Triactinomyxon-Sporen ohne Amoboidkeim nach 3-
stiindiger Expositionszeit
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4.2 Histologische Untersuchung der Fischepidermis

Bei der histologischen Untersuchung wurden von den Regenbogenforellen, Karpfen, Koi-
Karpfen und Zebrabdrblingen nach 5 Minuten, 4, 6, 8, 12 und 18 Stunden sowie nach 1, 3 und
5 Tagen post expositionem jeweils 20 Fische entnommen und je 30 HE-gefirbte
Gewebeschnitte angefertigt und auf penetrierende Amoboidkeime hin untersucht. Um
die Intensitit der jeweiligen Infektionen in etwa vergleichen zu konnen, wurde die Anzahl der
eingedrungenen Amoboidkeime in einem Schnittprdparat von Haut und Flossen auf einer
Fliiche von 7,502 mm?® errechnet. Die Entwicklungsstadien von M. cerebralis sind rund bis oval
und haben einen Durchmesser von 2 bis 2,5 um. Beim Betrachten von einer Fliche von 1
Quadratzentimeter und bei 200- und 400-facher Vergroerung konnten Entwicklungsstadien
von M. cerebralis entdeckt werden. Allerdings sind auf dieser Fliche (bei 1 Quadrat-
zentimeter) im Durchschnitt nur wenige Entwicklungsstadien zu erwarten. Bisher gibt es keine
veroffentlichte Untersuchung iiber die Dichte von Entwicklungsstadien von M. cerebralis in
der Haut (an der lateralen Korperseite) und den Flossen von Koi-Karpfen, Karpfen und
Zebrabirblingen. Von den Fischen der Kontrollgruppen (Regenbogenforellen, Karpfen, Koi-
Karpfen und Zebrabirblingen) wurden nach 5 Minuten, 4, 6, 8, 12 und 18 Stunden sowie nach
1, 3 und 5 Tagen post expositionem ebenfalls histologische Schnitte von Haut und Flossen
angefertigt und ausgewertet. Bei je 30 untersuchten Schnitten von Kontrollgruppen wurden
keine Amoboidkeimzellen in der Epidermis gefunden. Ergebnisse der histologischen
Untersuchung und die durchschnittliche Anzahl der Entwicklungsstadien von Triactinomyxon
auf einer Fliche von 1 cm? der Schwanzflossen zum jeweiligen Zeitpunkt der Probenentnahme

wurde in Tabelle 11 dargestellt.
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Tabelle 11:Ergebnisse der histologischen Untersuchung: Durchschnittliche Anzahl der
Entwicklungsstadien von Triactinomyxon auf einer Fliche von 1 cm? der Schwanzflossen zum
jeweiligen Zeitpunkt der Probenentnahme.

Zeitpunkte Smin| 4h 6h 8h 12h | 18h 1d 3d S5d

Regenbogenforellen | 25,62 | 16,82 | 11,42 | 7,22 | 7,86 | 0,00 [ 0,15 | 0,00 | 0,00

Karpfen 10,93 | 5,95 | 3,86 | 2,75 | 1,28 | 0,00 | 0,00 | 0,06 | 0,06

Koi-Karpfen 724 | 415 | 28 | 0,88 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00

Zebrabirblinge 6,93 | 3,73 | 1,48 | 1,31 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

5 Minuten post expositionem

Das in die Epidermis der Fische eingedrungene Sporoplasma der Triactinomyxon-Sporen lief3
sich in der HE-Firbung gut darstellen. Bereits fiinf Minuten nach Expositionsbeginn mit
Triactinomyxon konnten zahlreiche Amoboidkeimzellen zwischen den Epithelzellen und von
einem schmalen lytischen Hof umgeben festgestellt werden (Abbildung 7, 8, 9 und 10). Nach
einer fiinfminiitigen Sporenexposition war die Anzahl der gefundenen Parasitenstadien in der
Epidermis auf einer Flache von 1 cm? bei Regenbogenforellen (25 Stadien) sowohl in der
Epidermis der Schwanzflossen als auch der Haut (an der lateralen Korperseite) hoher, wihrend
bei Karpfen (10 Stadien), Koi-Karpfen (7 Stadien) und Zebrabirblingen (6 Stadien) deutlich
weniger zu erkennen waren. Die Amoboidkeimzellen in der Epidermis der Schwanzflossen bei
Karpfen, Koi-Karpfen und Zebrabirblingen lagen kompakt, dunkelblau angefirbt und von
rundlicher Gestalt zwischen den Epidermiszellen und waren voneinander abgegrenzt.Bei
Karpfen, Koi-Karpfen und Zebrabiérblingen wurden weniger eingedrungene Parasitenstadien in
der Haut (an der lateralen Korperseite) festgestellt.

Unabhingig von der Fischart ist in der Epidermis der Schwanzflossen die durchschnittliche
Triactinomyxon-Sporen-Dichte mit Abstand am hochsten. Generell ist in der Haut (an der
lateralen Korperseite) eine geringere Konzentration von Triactinomyxon-Sporen auf einer

Flidche von 1 cm? zu beobachten.
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Abbildung 7: Karpfen; 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;
5 min nach der Exposition; 1 Parasitenstadium liegt intakt
intrazelluldr in den Epidermiszellen; HE-Firbung

in 200-facher Vergroferung

Abbildung 8: Regenbogenforellen; 5000 Triactinomyxon
Sporen/Fisch; 5 min nach der Exposition; 1 Parasitenstadium liegt
intakt intrazellulédr in den Epidermiszellen, HE-Firbung in 1000-
facher Vergroferung
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Abbildung 9: Koi-Karpfen; 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;
5 min nach der Exposition; 2 Parasitenstadien liegen kompakt,
intakt intrazellulédr in den Epidermiszellen;

HE-Firbung in 400- facher Vergroferung

Abbildung 10: Zebrabirblinge; 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;
5 min nach der Exposition; 1 Parasitenstadium liegt intakt
intrazelluldr in den Epidermiszellen;

HE-Firbung in 200-facher Vergroferung
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4 Stunden post expositionem

Bei den Regenbogenforellen waren nach 4 Stunden durchschnittlich 16 Parasitenstadien in der
Epidermis der Flossen zu finden. Diese waren auf das gesamte Epithel verteilt, erreichten aber
ihre hochste Dichte in den Flossenschnitten, vor allem der Schwanzflosse (Abbildung 12).

Bei Karpfen, Koi-Karpfen und Zebrabdrblingen waren bei 20 beprobten Tieren
durchschnittlich 4 Stadien von einander abgegrenzt in der Epidermis der Schwanzflossen zu
beobachten, fast keine Stadien dagegen in der Haut (Abbildung 11, 13, 14).

Die Amoboidkeimzellen lagen dicht in der Epidermis in kleineren Verbinden von jeweils 8 bis

12 blassblau angefirbten rundlichen bis ovalen Zellen. IThr Durchmesser betrug 2 bis 2,5 um.

Abbildung 11: Karpfen; 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;
4 Stunden nach der Exposition; 1 Parasitenstadium liegt intakt
intrazellulir in den Epidermiszellen;

HE-Firbung in 400-facher Vergroferung

Seite -54-



Ergebnisse

Abbildung 12: Regenbogenforelle; 5000 Triactinomyxon-Sporen
/Fisch; 4 Stunden nach der Exposition; 5 Parasitenstadien liegen intakt
intrazelluldir in den Epidermiszellen, deren Kerne an den Rand
verdringt sind; HE-Firbung in 400-facher VergroBerung

Abbildung 13: Koi-Karpfen; 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch; 4
Stunden nach der Exposition; 1 Parasitenstadium liegt kompakt, intakt
intrazelluldr in den Epidermiszellen; HE-Firbung in 400-facher Ver-
grofierung
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Abbildung 14: Zebrabirblinge; 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch; 4
Stunden nach der Exposition; 1 Parasitenstadium liegt kompakt, intakt
intrazellulir in den Epidermiszellen; HE-Firbung in 400-facher
Vergroferung

6 Stunden post expositionem

Bei den Regenbogenforellen waren nach 6 Stunden durchschnittlich 11 intakt erscheinende
Parasitenstadien in der Epidermis von Schwanzflossen zu erkennen. Bei Karpfen, Koi-
Karpfen und Zebrabdrblingen konnten bei je 30 histologischen Schnitten von 20
untersuchten Fischen durchschnittlich zwei Stadien in der Epidermis der Schwanzflossen
entdeckt werden.

Bei Karpfen, Koi-Karpfen und Zebrabérblingen wurde kein Befall mit Parasitenstadien in der
Haut (an der lateralen Korperseite) festgestellt.

Bei den Regenbogenforellen konnten in der Epidermis der Flossen viel mehr eingedrungene
Amoboidkeimzellen als in der Haut (an der lateralen Korperseite) nachgewiesen werden. Auf-
filligstes in der Haut ist, dass die Dichte der eingedrungenen Amoboidkeimzellen in allen

Lokalisationen durchschnittlich geringer ist, als in der Epidermis der Flossen.
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8 Stunden post expositionem

Bei der Suche nach Parasitenstadien in den Schwanzflossen von Karpfen, Koi-Karpfen und
Zebrabidrblingen war es gelungen, bei 30 histologischen Schnitten durchschnittlich zwei
eingedrungene kompakte, intakte Amoboidkeimzellen dicht beieinander zu detektieren,
wihrend in der Haut (an der lateralen Korperseite) kein Befall mit Parasitenstadien festgestellt
wurde (Abbildung 15, 17, 18).

Bei Regenbogenforellenbriitlingen fanden sich durchschnittlich sieben intakte Entwicklungs-
stadien dicht aneinander in der Epidermis der Schwanzflossen und der Haut (Abbildung 16).
Bei Karpfen, Koi-Karpfen und Zebrabirblingen war der Befund in der Epidermis der Haut (an

der lateralen Korperseite) negativ.

Abbildung 15: Karpfen; 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;

8 Stunden nach der Exposition; 1 Parasitenstadium liegt kompakt,
intrazelluldr in den Epidermiszellen;

HE-Firbung in 1000-facher Vergroferung
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Abbildung 16: Regenbogenforelle; 5000 Triactinomyxon-
Sporen /Fisch; 8 Stunden nach der Exposition; 2 Parasitenstadien
liegen intakt intrazelluldr in den Epidermiszellen;

HE-Firbung in 400-facher Vergrofierung

Abbildung 17: Koi-Karpfen; 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;
8 Stunden nach der Exposition; 1 Parasitenstadium liegt intakt
intrazelluldr in den Epidermiszellen;

HE Firbung in 400-facher Vergroferung
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Abbildung 18: Zebrabirblinge; 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;
8 Stunden nach der Exposition; 1 Parasitenstadium liegt kompakt
intrazelluldr in den Epidermiszellen;

HE-Firbung in 1000-facher Vergroerung

12 Stunden post expositionem

12 Stunden nach Expositionsbeginn wurden in der Fischepidermis immer etwas weniger ein-
gedrungene Amoboidkeimzellen gefunden als nach acht Stunden Sporenexposition.

Bei den untersuchten Regenbogenforellen war bei den je 30 untersuchten Schnitten von den
Epidermisproben 12 Stunden post expositionem eine groe Ansammlung (8 Stadien) von
intrazelluldren Teilungsstadien (unregelmiBig-kantig), voneinander abgegrenzt, zwischen den
Epithelzellen in den Flossen und der Haut zu ermitteln (Abbildung 19, 20). Bei den
Regenbogenforellen zeigten die in die Epidermis eingedrungenen Amdoboidkeimzellen eine
unterschiedliche Morphologie und ihre Durchmesser schienen vergroBert (verdoppelt) zu sein.
Der Kern zeigte sich dabei jeweils geteilt. IThre Querdurchmesser nehmen von ca. 2,2 um bis

auf 3,8 um bis 4,4 um zu.
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Bei den untersuchten Koi-Karpfen und den Zebrabirblingen war zu diesem Zeitpunkt in
keinem der 30 untersuchten Schnitte ein Parasitenstadium in der Epidermis von Haut (an der
lateralen Korperseite) und Flossen zu finden. Bei Karpfen waren in tiber 30 Schnitten in der
Epidermis der Schwanzflossen nur wenige isolierte Stadien (1 Stadium) zu finden. Bei diesen
lagen die Amoboidkeimzellen in der Epidermis in kleinen Verbinden von sechs verklumpten
Zellen vor, die von einer gemeinsamen Hiille umgeben waren (Abbildung 21).

12 Stunden post expositionem konnen intakte Entwicklungsstadien in der Epidermis
beobachtet werden, danach sind nur noch einzelne ausgewanderte Amoboidkeimzellen zu

erkennen.

Abbildung 19: Regenbogenforelle; 5000 Triactinomyxon-
Sporen/ Fisch; 12 Stunden nach der Exposition; 5 Parasitenstadien
im Teilungsprozess; HE-Firbung in 1000-facher Vergroerung
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Abbildung 20: Regenbogenforelle; 5000 Triactinomyxon-
Sporen/Fisch; 12 Stunden nach der Exposition; 4 Parasitenstadien
im Teilungsprozess;

HE-Fidrbung in 400-facher Vergroferung

Abbildung 21: Karpfen; 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;
12 Stunden nach der Exposition; 1 Parasitenstadium liegt verklumpt
in den Epidermiszellen; HE-Fiarbung in 1000-facher Vergroferung
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18 Stunden post expositionem

Bei der lichtmikroskopischen Betrachtung 18 Stunden nach der Exposition mit 5.000
Triactinomyxon-Sporen/Fisch je 30 Schnitten der 20 untersuchten Fische pro Versuchs- gruppe

waren bei keiner der untersuchten Fischarten (Regenbogenforellen, Karpfen, Koi-Karpfen,
Zebrabirblinge) M. cerebralis-Stadien zu finden.

24 Stunden post expositionem

24 Stunden nach der Exposition konnte nach Durchmusterung von 30 Schnitten je 20
untersuchter Fische jeder Versuchsgruppe nur bei 5 Regenbogenforellen eine sehr geringe
Anzahl von intakten, rot angefarbten rundlichen Zellen in der Epidermis gefunden werden,

dagegen keine in den anderen untersuchten Fischarten (Karpfen, Koi-Karpfen, Zebrabirblinge)
(Abbildung 22).

Abbildung 22: Regenbogenforelle; 5000 Triactinomyxon- Sporen/
Fisch; 1 Tag nach der Exposition; Parasitenstadium ist intakt
in der Epidermis;HE-Féarbung in 400-facher Vergroerung
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3 Tage post expositionem

3 Tage nach der Exposition waren nur bei wenigen untersuchten Karpfen in der Schwanzflosse
einzelne, degenerierte, zusammengeklumpte intrazelluldre Parasitenzellen zu finden, dagegen
keine in den anderen untersuchten Fischarten (Regenbogenforellen, Koi-Karpfen,
Zebrabirblinge) (Abbildung 23).

Drei Tage nach erfolgter Infektion konnten anhand einer hoheren Vergroferung (1000-fach)
die einzelnen ausgewanderten Amoboidkeimzellen in der Epidermis von anderen Zellen kaum

unterschieden werden.

Abbildung 23: Karpfen; 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;

3 Tage nach der Exposition; 1 Parasitenstadium verklumpt;
HE-Firbung in 1000-facher Vergrofierung
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5 Tage post expositionem

Wie bereits nach drei Tagen p. e. konnten nach fiinf Tagen in wenigen
histologischen Schnitten bei drei Karpfen in der Schwanzflossenepidermis
Schwanzflosse intrazelluldr Parasitenstadien gefunden werden, wihrend die
Epidermis der anderen untersuchten Fischarten (Regenbogenforellen, Koi-Karpfen,
Zebrabirblinge) histologisch negativ fiir M. cerbralis-Infektion war.

Die Amoboidkeimzellen beim Karpfen waren verklumpt und degeneriert
(Abbildung 24).

Abbildung 24: Karpfen; 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch; 5 Tage
nach der Exposition; 1 Parasitenstadium in Lyse mit Zelltrimmern;
HE-Firbung in 400-facher VergroBerung

Seite -64-



Ergebnisse

4.3. Histologische Untersuchung der Schidelknorpel

Die Teilung von Parasitenstadien in der Epidermis findet einen Tag nach der Infektion statt.
Kurze Zeit spiter (zwischen 4 und 24 Tagen) beginnt die Wanderung der Entwicklungsstadien
von der Epidermis durch Dermis und Subcutis bis zum Nervengewebe. Daher war 50 Tage p.
e. der fritheste Zeitpunkt, zu dem Entwicklungsstadien im Knorpel erwartet werden konnten.
Die Parasitenstadien waren sehr schwer von anderen Zellen im Nervengewebe zu
unterscheiden. Die histopathologische Beurteilung der durch die Sporenbildung hervorge-
rufenen Veridnderungen der Kopfknorpelstrukturen bei den jeweils 20 untersuchten Tieren aus
jeder Gruppe erfolgte nach der numerischen MacConnell-Baldwin-Skala von Grad null bis finf

gegliedert. Die Definitionen der einzelnen Grade wurden in Abschnitt 3.2.6.1 dargestellt.

4.3.1 Tag 50 post expositionem

Bis zum 50. Tag nach der Infektion mit 5.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch konnten bei
der histologischen Untersuchung bei keinem der zwanzig untersuchten Karpfen, Koi-Karpfen
und Zebrabirblinge in den Kopfknorpelstrukturen Spuren von Knorpelldsionen, Entziindungs-
zellen detektiert werden.

Der Grad der histopathologischen (°H) Verinderungen lag bei diesen Infektionsgruppen bei
null. Die histologische Untersuchung der Kopfknorpelstrukturen der untersuchten Regebogen-
forellen wies eine deutliche Anhdufung von Vermehrungsstadien und zerstortes Knorpel-
gewebe auf. Neben Resten von intensiv violett gefirbtem gesundem Knorpel fanden sich
Entwicklungsstadien von M. cerebralis (Plasmodien) in Teilen von blasig zu Lakunen
erweitertem lytischem Knorpelgewebe des Neocraniums der Regenbogenforellen

Nach der numerischen MacConnell-Baldwin-Skala lag der Grad der histopathologischen Ver-
dnderungen (°H) bei 2 (Abbildung 25, 26).
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Abbildung 25:Regenbogenforelle 5000 Triactinomyxon-Sporen/
Fisch 50 Tage; zerstorte Knorpelbereiche blasig degeneriert

mit Granulozyten;

HE Firbung in 400-facher Vergroferung

Abbildung 26: Regenbogenforelle 50 Tage; 5000 Triactinomyxon-
Sporen/Fisch; massive Leukozyteninfiltration zusammen mit
verschiedenen Entwicklungsstadien von Myxobolus cerebralis;
Knorpel ist vollstindig lysiert; HE-Farbung 400-facher Vergroerung
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4.3.2 Tag 150 post expositionem

Alle 20 untersuchten Regenbogenforellen wiesen deutliche und typische Verdnderungen der
Knorpelarchitektur im Schédelbereich auf. Bei der histologischen Untersuchung 150 Tage post
expositionem befanden sich reife Sporen von Myxobolus cerebralis im stark lysierten
Knorpelgewebe des Schidels, haufig mit eindringenden Leukozyten in dem Knorpelteil. Nach
der numerischen MacConnell-Baldwin-Skala lag der Grad der histopathologischen Ver-
anderungen (°H) bei 4 (Abbildung 27, 28).

Abbildung 27: Regenbogenforelle 150 Tage; Entwicklungsstadien
sowie massenhaft reife Sporen von Myxobolus cerebralis;
HE-Firbung in 400-facher VergroBerung
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Abbildung 28: Regenbogenforelle 150 Tage; in den Lakunen des
zerstorten Stiitzgewebes (Knorpellyse) finden sich zahlreiche
Entwicklungsstadien von Myxobolus cerebralis bzw.

Eosinophile Granulozyten,HE-Farbung in 400-facher VergroSerung

4.4 Klinische Symptome bei den infizierten Fischen

Nach der Exposition der Regenbogenforellenbriitlinge, der Karpfen und Koi-Karpfen sowie der
Zebrabidrblinge mit 5000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch wurden die Tiere tdglich auf die
typischen Drehkrankheitssymptome (Schwarzfiarbung, Drehverhalten, Deformation) hin
beobachtet; die Verdnderungen bzw. Auffilligkeiten der Tiere wurden dokumentiert. Die
chronologische Darstellung der klinischen Symptomatik der Regenbogenforellenbriitlinge
erfolgte beim Laborversuch zu folgenden Zeitpunkten: 50 Tage, 100 Tage und 150 Tage post
expositionem. Dagegen waren bei Karpfen, Koi-Karpfen und Zebrabdrblingen keine klinischen
Symptome erkennbar.

Bei keiner der Kontrollgruppen (Regenbogenforellen, Karpfen und Koi-Karpfen sowie
Zebrabirblinge) konnten zu irgendeinem der Zeitpunkte erkennbare Anzeichen der
Drehkrankheit festgestellt werden.

Die zu den Zeitpunkten der klinischen Beobachtung post expositionem festgestellten Ver-

anderungen an den Fischen sind in den Tabellen 12, 13 und 14 dargestellt.
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4.4.1 Tag 50 post expositionem

Keiner der 20 infizierten Karpfen, Koi-Karpfen und Zebrabdrblinge wies zu diesem Zeitpunkt
Symptome einer M. cerebralis-Infektion wie pathologisches Drehverhalten, Deformation oder
Schwarzverfarbungen der Kaudalpartie auf. Bei den infizierten Regenbogenforellen-briitlingen
wurde das Symptom des pathologischen Drehverhaltens (Fluchtbewegungen assoziiert mit
einer kreisformigen Bewegung) beobachtet.

Bei sechs von 20 Tieren war die hintere Korperpartie dunkel gefirbt. Bei keinem der Fische
konnten Deformationen im Schidel- bzw. Wirbelsdulenbereich beobachtet werden. Eine
Ubersicht iiber die klinischen Anzeichen der Drehkrankheit am Tag 50 post expositionem gibt
Tabelle 12.

Tabelle 12: Ubersicht iiber die klinischen Anzeichen des Laborversuchs am Tag 50 post
expositionem bei Regenbogenforellen, Karpfen und Koi-Karpfen sowie den
Zebrabirblingen.

Symptome Regenbogen-| Karpfen Koi-Karpfen Zebrabirblinge
forellen
Deformationen
0/20 (0 %) | 0/20 (0 %) 0/20 (0 %) 0/20 (0 %)
der Kaudalpartie
Schwarzfirbung
6/20 (30 %) | 0/20 (0 %) 0/20 (0 %) 0/20 (0 %)
der Kaudalpartie
Drehverhalten | 6/20 (30 %) | 0/20 (0 %) 0/20 (0 %) 0/20 (0 %)
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4.4.2 Tag 100 post expositionem

Am Tag 100 post expositionem waren folgende Drehkrankheitssymptome zu beobachten.

Bei 9 von 20 infizierten Regenbogenforellenbriitlingen konnten deutliche Drehbewegungen
festgestellt werden. Durch Stress (Licht, Fiitterung, Klopfen an die Aquarienscheibe) konnten
bei allen Testfischen Kreisbewegungen ausgelost werden. 17 von 20 Fischen litten an
Deformationen der Kaudalpartie. Drei Regenbogenforellenbriitlinge zeigten stark verzogertes
Wachstum, wiesen aber keine Schwarzverfarbung auf; zwei von 20 Fischen lagen auf dem
Boden und wiesen deutlich deformierte Kiemendeckel auf. 17 von 20 Tieren hatten Schwarz-
verfirbungen (dunkel verfirbte hintere Korperabschnitte). Eine Ubersicht iiber die klinischen

Anzeichen der Drehkrankheit am Tag 100 post expositionem gibt Tabelle 13.

Tabelle 13: Ubersicht iiber die beobachteten Symptome 100 Tage post expositionem
bei infizierten Regenbogenforellen, Karpfen und Koi-Karpfen
sowie den Zebrabirblingen

Symptome Regenbogen- Karpfen Koi-Karpfen | Zebrabirbling

forellen

Deformationen der
17/20 (85 %) | 0/20 (0 %) | 0/20 (0 %) 0/20 (0 %)
Kaudalpartien

Schwarzfirbung
17/20 (85 %) | 0/20 (0 %) | 0/20 (0 %) 0/20 (0 %)
der Kaudalpartie

Drehverhalten 9/20 (45 %) | 0/20 (0 %) | 0/20 (0 %) 0/20 (0 %)
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4.4.3 Tag 150 post expositionem

150 Tage nach Exposition wurden bei den 20 beobachteten Regenbogenforellen folgende
Krankheitssymptome dokumentiert: Jeweils 17 von 20 infizierten Regenbogenforellen wiesen
Symptome einer M. cerebralis-Infektion wie pathologisches Drehverhalten (Schwanzjagen)
(6), Deformation der Kaudalpartie (17) oder Schwarzverfiarbungen der Kaudalpartien (17) auf
(Abbildung 24).

Alle Regenbogenforellen zeigten unter Stresssituationen die krankheitstypische Drehbewegung
(Fluchtbewegung assoziiert mit Kreisschwimmen (Schwanzjagen)).

Eine Ubersicht iiber die klinischen Anzeichen der Drehkrankheit am Tag 150 post

expositionem gibt Tabelle 14.

Tabelle 14: Ubersicht iiber die beobachteten Symptome 150 Tage post expositionem bei
infizierten Regenbogenforellen, Karpfen und Koi-Karpfen
sowie den Zebrabérblingen

Symptome Regenbogen- Karpfen Koi-Karpfen | Zebrabirblinge
forellen
Deformationen der
17/20 (85 %) | 0/20 (0 %) 0/20 (0 %) 0/20 (0 %)
Kaudalpartie
Schwarzfirbung der|
17/20 (85 %) | 0/20 (0 %) 0/20 (0 %) 0/20 (0 %)
Kaudalpartie
Drehverhalten 6/20 (30 %) | 0/20 (0 %) 0/20 (0 %) 0/20 (0 %)
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4.5 Molekularbiologischer Nachweis von M. cerebralis mittels Nested-PCR

Zur Verifizierung der Ergebnisse der histologischen Untersuchung wurde Proben aus
Hautproben, Schwanzflossenproben und Koptknorpelproben von allen Fischen one-step-PCR
und Nested-PCR nach dem Protokoll von ANDREE et al. (1998) durchgefiihrt.

Durch die molekularbiologische Testung von histologisch positiv diagnostizierten Proben
konnte das von ANDREE et al. (1998) beschriebene Nested-PCR-Protokoll mit den
verwendeten Primerpaaren bestitigt werden. Die PCR-Produkte von jeweils 20 Proben wurden
direkt nebeneinander auf einem Agarosegel aufgetragen, um sie optimal miteinander
vergleichen zu konnen. Die Amplifikationsprodukte wurden in einem 1,5 %igen Agarosegel
aufgetragen und durch Ethidiumbromid angefirbt. Es wurden jeweils 5 pl pro Spur eingesetzt.
Zu sehen ist das Ergebnis der zweiten PCR-Reaktion, der Nested-PCR nach ANDREE et al.
(1998), mit den verwendeten Primerpaaren (Tr 5-17, Tr 3-17). Im Falle eines positiven
Ergebnisses ist die Bande entsprechend dem Amplifikat der M. cerebralis-DNA mit einer
Linge von 415 bp (Basenpaaren) zu sehen. Die Grofe der Marker-DNA-Fragmente ist links
gekennzeichnet, Spur M: Groflenstandard (1 kb-DNA-Leiter),

Bei der Untersuchung der Hautproben und der Schwanzflossenproben mittels konventioneller
PCR waren zu den Zeitpunkten 1, 4 und 8 Stunden post expositionem die Proben aus
Hautproben und Schwanzflossenproben von allen Fischen positiv.

Von Tag 8 bis zum 60. Tag ging die Anzahl der positiv getesteten Fische leicht zuriick. Von
den nach 16 Stunden entnommenen Fischproben wurden 19 von 20 (95 %) Schwanzflossen
und 12 von 20 (60 %) Hautproben mittels konventioneller PCR positiv auf M. cerebralis

getestet.
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4.5.1 Nested-PCR Regenbogenforelle

Vom 1. Tag bis zum 3. Tag wurden immer weniger Hautproben positiv getestet (11 von 20 (55
%) positivam Tag 1 post expositionem, 1 von 20 (15 %) am 3. Tag mittels Nested-PCR). Vom

4. Tag bis zum 20. Tag post expostionem wurde in der Haut bei keinem der untersuchten

Fische mittels Nested-PCR M. cerebralis-DNA gefunden.

Tabelle 15: Nested-PCR-Ergebnisse von infizierten Regenbogenforellen

Entnahmezeit Flossen Haut Kopfknorpel
1h 100 % (20 von 20) 100 % (20 von 20) nicht untersucht
4h 100 % (20 von 20) 100 % (20 von 20) nicht untersucht
8h 100 % (20 von 20) 100 % (20 von 20) nicht untersucht
16h 95 % (19 von 20) 60 % (12 von 20) nicht untersucht
1d 85 % (17 von 20) 55 % (11von 20) nicht untersucht
2d 60 % (12 von 20) 25 % (5 von 20) nicht untersucht
3d 65 % (13 von 20) 5 % (1 von 20) nicht untersucht
4d 50 % (10 von 20) 0 % (0 von 20) nicht untersucht
6d 45 % (9 von 20) 0 % (0 von 20) nicht untersucht
10d 55 % (11 von 20) 0 % (0 von 10) nicht untersucht

20d 35 % (7 von 20) 0 % (0 von 10) 0 % (0 von 20)

50d 20 % (4 von 20) nicht untersucht 100 % (20 von 20)
60d 15 % (3 von 20) nicht untersucht 100 % (20 von 20)
80d 0 % (0 von 10) nicht untersucht 100 % (20 von 20)
120d 0 % (0 von 10) nicht untersucht 100 % (10 von 10)
150d 0 % (0 von 10) nicht untersucht 100 % (10 von 10)

Vom 2. bis zum 60. Tag post expositionem konnte ausschlieflich in den untersuchten

Schwanzflossen mittels Nested-PCR M. cerebralis-DNA nachgewiesen werden.

Der letzte positive Nachweis aus Schwanzflossenproben trat bei den Regenbogenforellen 60

Tage post expositionem auf (3 von 20 (15%)) (Abbildung 30).

Diese Proben konnten nur mittels Nested-PCR positiv getestet werden und waren in der

konventionellen PCR negativ.
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Ab 50 Tage bis 150 Tage p. e. waren von entnommenen Kopfknorpelproben positive
Ergebnisse mittels Nested-PCR zu erhalten und somit die positiven histologischen Befunde
bestitigt.

In der Tabelle 15 und Abbildung 29 sind die Ergebnisse der molekularbiologischen
Untersuchungen (Nested-PCR) der Schwanzflossenproben, Hautproben und Kopfknorpel-
proben dargestellt.

Nested-PCR-Ergebnisse aus Kopfknorpel, Haut, Schwanzflossen
bei den Regenbogenforellen

100% A A A A A

90 %1

80%r

70 %1

60 %]

50%r

40 %7

30 %1
20 %
10 % . ﬂ 1
Oq'féiv"v"v"ﬁ‘ﬁ‘ﬁL\_ e T T T T

1h 4h 8h 16h 1d 2d 3d 4d 6d 10d 20d 50d 60d 80d 120d150d

‘ O Flossen @l Haut[] Kopfknorpe#

Abbildung 29: Positive Nested-PCR-Ergebnisse aus Hautproben, Kopfknorpelproben
Schwanzflossenproben, bei Regenbogenforellen
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Mo FIF2F3 F4 F5 F6 F7_F8 F9 FI0 F1r FI2 F13 P14 F15 FIB FI7 4ve ve

Abbildung 30: Ergebnisse der Nested-PCR von den Schwanzflossenproben
60 Tage post expositionem bei Regenbogenforellen

Spur 1 bis Spur 17: 5 pl DNA von Schwanzflossen 60 Tage post expositionem
Spur 2: Genomiquivalente im Reaktionsansatz

Spur 9: Genoméquivalente im Reaktionsansatz

Spur 15: Genoméquivalente im Reaktionsansatz

Spur 18: Positivkontrolle(+ve) = nur als Ausgangs-M. cerebralis-DNA

Spur 19: Negativkontrolle(-ve) = nur Wasser als Ausgangs-DNA
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4.5.2 Nested-PCR Karpfen

Auch hier konnte nach Untersuchung der Schwanzflossen und der Hautproben mittels konven-
tioneller PCR nach 1, 4 und 8 Stunden post expositionem bei 20 von 20 (100 %) der
Fischproben M. cerebralis-DNA nachgewiesen werden. Nach 16 Stunden post expositionem
waren 14 von 20 (70 %) in den Schwanzflossen und 12 von 20 (60 %) Fische in der Haut

positiv getestet worden.

Tabelle 16: Nested-PCR-Ergebnisse bei infizierten Karpfen

Entnahmezeit Schwanzflosse Haut Kopfknorpel
1h 100 % (20 von 20) 100 % (20 von 20) nicht untersucht
4h 100 % (20 von 20) 100 % (20 von 20) nicht untersucht
8h 100 % (20 von 20) 100 % (20 von 20) nicht untersucht
16h 70 % (14von 20) 60% (12 von 20) nicht untersucht
1d 35 % (7 von 20) 25 % (5 von 20) nicht untersucht
2d 10 % (2 von 20) 0 % (0 von 20) nicht untersucht
3d 5 % (1von 20) 0 % (0 von 20) nicht untersucht
4d 5 % (1 von 20) 0 % (0 von 20) nicht untersucht
6d 0 % (0 von 20) 0 % (0 von 20) nicht untersucht
10d 0 % (0 von 20) 0 % (0 von 10) nicht untersucht
20d 0 % (0 von 10) 0 % (0 von 10) 0 % (0 von 10)
50d 0 % (0 von 10) nicht untersucht 0 % (0 von 10)
60d 0 % (0 von 10) nicht untersucht 0 % (0 von 10)
80d 0 % (0 von 10) nicht untersucht 0 % (0 von 10)

120d nicht untersucht nicht untersucht nicht untersucht
150d nicht untersucht nicht untersucht nicht untersucht

Am Tag 1 post expositionem wurden 7 von 20 (35 %) Proben der Schwanzflossen positiv und
5 von 20 (25 %) Proben der Haut erzielten ein positives PCR-Ergebnis. Am 2. Tag post
expositionem wurden die Proben der Schwanzflosse mit der konventionellen PCR (One-Step)

negativ getestet.
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Nach Untersuchung mittels Nested-PCR waren hingegen 2 Proben der Schwanzflossen von 20

(10 %) positiv, keine jedoch von der Haut.

Nach 3 und 4 Tagen post expositionem konnte in den Schwanzflossen mit Hilfe der Nested-

PCR nur bei einer Probe der Schwanzflossen M. cerebralis-DNA amplifiziert werden. Diese

Probe war bei der konventionellen PCR negativ getestet worden.
Vom 6. bis zum 20. Tag post expositionem wurde in den Haut- und Schwanzflossenproben

keinem untersuchten Fisch mittels Nested-PCR M. cerebralis-DNA gefunden. Bei keinem

untersuchten Fische wurde mittels Nested-PCR nach 50, 60 und 80 Tagen im Bereich vom

Kopfknorpel M. cerebralis-DNA nachgewiesen. Die Ergebnisse sind in 31 und Abbildung

und Tabelle 16 zusammengefasst.

Nested-PCR-Ergebnisse aus Kopfknorpel, Haut, Schwanzflossen
bei Karpfen

der

.aa

0% T T T o T T T T T T T T T T T
lh 4h 8h 16h 1d 2d 3d 4d 6d 10d 20d 50d 60d 80d 120d 150d
ESchwanzﬂosse [l Haut []Kopfknorpel

Abbildung 31: Positive PCR und Nested-PCR-Ergebnisse aus Kopfknorpelproben
Schwanzflossenproben, Hautproben bei Karpfen
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Mar FI P2 F3 FA F5 F& F7 P8 Fy FIO FIT FI2 FI3 F14 FI5 F16 FI7 +ve

Abbildung 32: Ergebnisse der Nested-PCR von den Schwanzflossen 4 Tage post
expositionem bei Karpfen

Spur 1 bis Spur 17: 5 ul DNA von Schwanzflossen 4 Tage post expositionem
Spur 14: Genomiquivalente im Reaktionsansatz

Spur 18: Positivkontrolle(+ve) = nur als Ausgangs-M. cerebralis-DNA

Spur 19: Negativkontrolle(-ve) = nur Wasser als Ausgangs-DNA

e
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4.5.3 Nested-PCR Koi-Karpfen

Bei der Untersuchung der Schwanzflossen und der Haut mittels one-step-PCR konnte 1, 4 und
8 Stunden post expositionem bei 20 von 20 (100 %) Fischproben M. cerebralis-DNA
nachgewiesen werden. Nach 16 Stunden post expositionem waren 11 von 20 (55 %) der
Fische in den Schwanzflossen positiv und 9 von 20 (45 %) der Fische in der Haut positiv

getestet worden.

Tabelle 17: Nested-PCR-Ergebnisse bei infizierten Koi-Karpfen

Entnahmezeit Flossen Haut Kopfknorpel
1h 100 % (20 von 20 ) 100 % (20 von 20 ) nicht untersucht
4h 100 % (20 von 20 ) 100 % (20 von 20 ) nicht untersucht
8h 100 % (20 von 20 ) 100 % (20 von 20 ) nicht untersucht
16h 55 % (11 von 20 ) 45 % (9 von 20) nicht untersucht
1d 35 % (7von20) 20 % (4 von 20) nicht untersucht
2d 10 % (2 von 20) 0 % (0 von 20) nicht untersucht
3d 15 % (3von 20) 0 % (0 von 20) nicht untersucht
4d 0 % (0 von20) 0 % (0 von 20) nicht untersucht
6d 0 % (0 von 20) 0 % (0 von 20) nicht untersucht
10d 0 % (0 von 20) 0% (0von 10) nicht untersucht

20d 0 % (0 von 10) 0% (0von10) 0% (0von10)
50d 0% (0von 10) nicht untersucht 0% (0von 10)
60d 0% (0von 10) nicht untersucht 0% (0von 10)
80d 0% (0von10) nicht untersucht 0% (0von 10)
120d nicht untersucht nicht untersucht nicht untersucht
150d nicht untersucht nicht untersucht nicht untersucht

Am Tag 1 post expositionem waren 7 von 20 (35 %) der Proben aus den Schwanzflossen
positiv und 4 von 20 (20 %) der Proben aus der Haut erzielten ein positives PCR-Ergebnis.
Durch die Nested-PCR konnte am Tag 2 post expositionem in den Schwanzflossen M.

cerebralis-DNA in zwei Fillen nachgewiesen werden.
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Nach drei Tagen post expositionem konnten in den Schwanzflossen nur drei Proben positiv
getestet werden, welche sich bei der konventionellen PCR als negativ erwiesen hatten. Vom 4.
Tag bis zum 20. Tag post expositionem wurde mittels Nested-PCR in den Haut- und
Schwanzflossenproben bei keinem untersuchten Fisch Myxobolus-DNA gefunden.

In keiner der 10 Proben aus dem Kopfknorpel konnte nach 50, 60 und 80 Tagen mittels
Nested-PCR M. cerebralis-DNA nachgewiesen werden.

In Tabelle 17 und Abbildung 33 und Abbildung 34 sind die Ergebnisse der
molekularbiologischen Untersuchungen (Nested-PCR) der Hautproben, Kopfknorpelproben

und Schwanz- flossenproben dargestellt.

Nested-PCR-Ergebnisse aus Kopfknorpel, Haut, Schwanzflossen

bei Koi-Karpfen
100:1
90

80%

70%

60 %

50%

40%

30%

20%

10%

0% T o o T T T T T T T T T T

1h 4h 8h 16h 1d 2d 3d 4d 6d 10d 20d 50d 60d 80d 120d 150d
OFlossen B Haut [J]Kopfknorpel

Abbildung 33: Positive PCR und Nested-PCR-Ergebnisse aus Kopfknorpelproben,
Hautproben, Schwanzflossenproben bei Koi-Karpfen
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Abbildung 34: Ergebnisse der Nested-PCR der Schwanzflossen 3 Tage post
expositionem bei Koi-Karpfen

Spur 1 bis Spur 17: 5 pl DNA von Schwanzflossen 3 Tage post expositionem
Spur 8: Genoméquivalente im ReaktionsansatzSpur 11: Genoméquivalente im
Reaktionsansatz

Spur 14: Genomiquivalente im Reaktionsansatz

Spur 18: Positivkontrolle(+ve) = nur als Ausgangs-M. cerebralis DNA

Spur 19: Negativkontrolle(-ve) = nur Wasser als Ausgangs-DNA
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4.5.4 Nested-PCR Zebrabirblinge

Die Untersuchung der Schwanzflossen und der Haut mittels konventioneller PCR nach 1, 4
und 8 Stunden post expositionem zeigte bei 20 von 20 Fischen (100 %) spezifische Banden
(415 bp).

Tabelle 18: Nested-PCR-Ergebnisse der infizierten Zebrabérblinge

Entnahmezeit Schwanzflosse Haut Kopfknorpel
1h 100 % (20 von 20) 100 % (20 von 20) nicht untersucht
4h 100 % (20 von 20) 100 % (20 von 20) nicht untersucht
8h 100 % (20 von 20) 100 % (20 von 20) nicht untersucht
16h 55 % (11 von 20) 40 % (8 von 20) nicht untersucht
1d 30 % (6 von 20) 25 % (5 von 20) nicht untersucht
2d 10 % (2 von 20) 0 % (0 von 20) nicht untersucht
3d 10 % (2 von 20) 0 % (0 von 20) nicht untersucht
4d 0 % (0 von 20) 0 % (0 von 20) nicht untersucht
6d 0 % (0 von 20) 0 % (0 von 20) nicht untersucht
10d 0 % (0 von 20) 0 % (0 von 20) nicht untersucht

20d 0 % (0 von 10) 0 % (0 von 10) 0 % (0 von 10)
50d 0 % (0 von 10) nicht untersucht 0 % (0 von 10)
60 d 0 % (0 von 10) nicht untersucht 0 % (0 von 10)
80d 0 % (0 von 10) nicht untersucht 0 % (0 von 10)
120d nicht untersucht nicht untersucht nicht untersucht
150d nicht untersucht nicht untersucht nicht untersucht

Nach 16 Stunden p. e. waren Schwanzflossenproben bei 11 von 20 (55 %) Fischen positiv und
8 von 20 (60 %) Fische in der Haut positiv getestet worden. 6 von 20 (30 %) Proben aus den
Schwanzflossen und 5 von 20 (25 %) Proben aus der Haut erzielten am 1. Tag post
expositionem ein positives PCR-Ergebnis. Am Tag 2 post expositionem waren nur 2
Schwanzflossenproben der 20 Fische (10 %) infiziert. Dieselben Proben waren mittels der

konventionellen PCR negativ getestet worden.
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Nach Untersuchung mittels Nested-PCR ist es gelungen, am 3.Tag post expositionem bei 2 von
20 (10 %) Proben aus den Schwanzflossen M. cerebralis-DNA nachzuweisen, keine jedoch in
der Haut. Diese zwei positiven Proben waren zuvor bei der konventionellen PCR negativ
getestet worden. Vom 4. bis zum 20. Tag post expositionem wurde in Haut und
Schwanzflossen bei keinem untersuchten Fisch mittels Nested-PCR M. cerebralis-DNA
gefunden.

Bei den untersuchten Fischen wurde mittels Nested-PCR nach 50, 60 und 80 Tagen im Bereich
vom Kopfknorpel keine M. cerebralis-DNA nachgewiesen.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 35, Abbildung 36 und Tabelle 18 dargestellt.

Nested-PCR-Ergebnisse aus Kopfknorpel, Haut, Schwanzflossen
bei Zebrabérblingen

100 %]

90%
80%
70%
60%|
50%

40%

30%

20%

10%

| —ml ey A W v v S A —ar s =)
0% — T T T T T T T T T T T T T T T

1h 4h 8h 16h 1d 2d 3d 4d 6d 10d20d50d60d80d120 di50d

[ Schwanzflosse [l Haut [] Kopfknorpel

Abbildung 35: Positive PCR und Nested-PCR-Ergebnisse aus Schwanzflossenproben,
Hautproben, Kopfknorpelproben bei Zebrabirblingen
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Abbildung 36: Ergebnisse der Nested-PCR der Schwanzflossen 3 Tage post positionem
bei Zebrabirblingen

Ethidiumbromid-gefirbtes 1,5 %iges Agarosegel.

Mar = Marker,

Spur 1 bis Spur 17: 5 ul DNA von Schwanzflossen 3 Tage post expositionem
Spur 5: Genomiquivalente im Reaktionsansatz

Spur 12: Genoméquivalente im Reaktionsansatz

Spur 18: Positivkontrolle(+ve) = nur als Ausgangs-M. cerebralis-DNA

Spur 19: Negativkontrolle(-ve) = nur Wasser als Ausgangs-DNA
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4.6 Uberpriifung des Infektionserfolges der befruchteten Eier von Karpfen, Koi-Karpfen,
Zebrabirblingen und Regenbogenforellen mit Triactinomyxon-Sporen mittels Nested-

PCR und histologischer Untersuchung

An formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten befruchteten Eiern von Karpfen, Koi-Karpfen,
Zebrabirblingen und Regenbogenforellen sowie Gewebe von Regenbogenforellen wurde eine
histologische Untersuchung durchgefiihrt. Zusitzlich wurden die frisch geschliipften Fische
von Karpfen, Koi-Karpfen und Zebrabérblingen mittels PCR untersucht. Von diesen Fischen
stand kein Gewebe fiir eine histologische Untersuchung zur Verfiigung.

Die optimale Besatzdichte fiir die frisch geschliipften Regenbogenforellen lag unter
kontrollierten Bedingungen (bei der Optimaltemperatur von 7 - 11°C) zwischen 40 und 100
Individuen/l. Die frisch geschliipften Larven von Cyprinidenarten (Karpfen, Koi-Karpfen,
Zebrabirblingen) wurden bei Temperaturen zwischen 20 und 25°C zur Beobachtung gehalten.
Von den frisch geschliipften Regenbogenforellen (1 Tag alt) stand geniigend Gewebe fiir die
Nested-PCR-Untersuchung und die histologische Untersuchung zur Verfiigung.

Die histologische Untersuchung der befruchteten Eier von Karpfen, Koi-Karpfen und Zebra-
barblingen verlief fiir alle Proben negativ.

Die 20 von 20 befruchteten Eiern von Karpfen, Koi-Karpfen, Regenbogenforellen und
Zebrabirblinge wurden mittels Nested-PCR positiv getestet (Abbildung 37).

Die 20 von 20 frisch geschliipften Karpfen, Koi-Karpfen und Zebrabirblinge und 20 von den
20 frisch geschliipften Regenbogenforellen mit einem groBen Dottersack (zum
Entnahmezeitpunkt 10-20 mm gro8) wurden mittels PCR positiv auf M. cerebralis getestet.

Bei der histologischen Auswertung der Regenbogenforellen konnten durchschnittlich 20
Entwicklungsstadien von M. cerebralis auf einer Fliche von 1 cm? pro Hautstiick (an der
lateralen Seite) in der Epidermis der Flossen, der Haut und der Mundhohle gefunden werden.
Diese waren auf das gesamte Epithel verteilt, erreichten aber ihre hochste Dichte in den
Flossenschnitten.

Die positiven Ergebnisse der PCR bei den untersuchten Regenbogenforellen entsprechen denen
der histologischen Untersuchung. Von den untersuchten befruchteten Eiern der

Regenbogenforellen (3,8 - 5,8 mm Durchmesser/Ei) wurden ebenfalls histologische Schnitte
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angefertigt und ausgewertet. Bei keiner dieser Proben wurden Amoboidkeimzellen in der
Eihaut gefunden.

In Abbildung 38 und Abbildung 39 sind die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen der
frisch geschliipften Regenbogenforellen dargestellt.

Abbildung 37: Positive PCR-Ergebnisse der infizierten, befruchteten Eier von
Karpfen, Koi-Karpfen, Zebrabirblingen und Regenbogenforellen mit
Triactinomyxon-Sporen

Zu sehen sind die fiir den verwendeten Primerpaar spezifischen M. cerebralis-
DNA-Amplifikate als Banden mit einer Linge von 415 bp (Basenpaaren).
Ethidiumbromid-gefirbtes 1,5 %iges Agarosegel.

Mar = Marker,

Reg: befruchtete Eier Regenbogenforellen,

Kar: befruchtete Eier von Karpfen,

Koi: befruchtete Eier Koi-Karpfen,

Zeb: befruchtete Eier Zebrabirblinge;

+ve : Positivkontrolle,

-ve : Negativkontrolle.
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Abbildung 38: frisch geschliipfte Regenbogenforelle; 5000 Triactinomyxon-
Sporen/Fisch; 3 Stunden nach der Exposition; 3 intakte Parasitenstadien liegen
kompakt intrazellulédr in den Epidermiszellen;

HE-Firbung in 1000-facher Vergrofierung

Abbildung 39: frisch geschliipfte Regenbogenforelle; 5000 Triactinomyxon-
Sporen/Fisch; 3 Stunden nach der Exposition; 5 intakte Parasitenstadien liegen
kompakt intrazellulér; dicht beieinander in den Epidermiszellen;

HE-Firbung in 400-facher Vergroerung
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4.7 Korrelation zwischen Nested-PCR, histologischer Untersuchung und dem Auftreten

von Drehkrankheit-Symptomen bei Regenbogenforellen

4.7.1 50 Tage post expositionem

Ein Zusammenhang zwischen dem Grad der Besiedlung im Bereich der Schiadelknorpel mit M.
cerebralis-Stadien, der Intensitit des pathologischen Drehverhaltens und der Schwarz-
verfarbung des kaudalen Korperdrittels konnte festgestellt werden. Eine hohe Zahl an
histologisch festgestellten Entwicklungsstadien ging immer mit zuvor beobachteten starken
klinischen Symptomen einher. Durch die starke Infektion des das Riickenmark umschlieenden
Knorpels wird ein Druck auf die Schwanznervenbahnen ausgeiibt, die die Verteilung der
Pigmentzellen im kaudalen Bereich regulieren. Aufgrund dieses Prozesses treten im
Schwanzbereich Schwarzfarbung sowie Verkriimmungen der Wirbelsiule auf.

Bei allen infizierten Regenbogenforellen waren #duBlerlich keine Skelettdeformationen zu
erkennen. 6 von 20 klinisch auffilligen Fischen mit pathologischem Drehverhalten
(Fluchtbewegung assoziiert mit einer kreisformigen Bewegung (Schwanzjagen)) und
Schwarzverfarbung des kaudalen Korperdrittels wiesen ein positives Ergebnis bei der Nested-
PCR auf. Auch bei den 14 klinisch gesunden Fischen wurde ein 415 bp groB3es PCR-Produkt
festgestellt. Die positiven Ergebnisse der Nested-PCR bei der Untersuchung der
Schiédelknorpel entsprechen denen der histologischen Untersuchung (siehe Tabelle 19).

Beim Nachweis von M. cerebralis wurden bei der histologischen Untersuchung des
Kopfbereichs Veridnderungen in Form von Knorpeldegeneration durch Vermehrung von
Entwicklungsstadien von M. cerebralis neben noch nicht zerstorten Bereichen aufgefunden. Im
Schidel- knorpel war 50 Tage post expositionem bei klinisch unauffilligen Fischen (ohne
pathologischen Drehverhaltens und der Schwarzverfarbung des kaudalen Korperdrittels) eine
Sporenentwicklung festzustellen und es konnte M. cerebralis-DNA mittels Nested-PCR
nachgewiesen werden.

Die Nested-PCR-Ergebnisse, die der histologischen Untersuchung und die Symptome, die

wihrend des Versuchs bei den infizierten Fischen auftraten, sind in Tabelle 19 aufgelistet.
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Tabelle 19: Ubersichtstabelle iiber die Ergebnisse der Nested-PCR im Vergleich zur
klinischen und der histologischen Untersuchung

Fische Histologische Untersuchung Nested-
Klinische Symptome .
Nummer der Schidelknorpel PCR
1 schwarze Kaudalpartie und - ositiv
Drehverhalten P
2 schwarze Kaudalpartie und . positiv
Drehverhalten
3 schwarze Kaudalpartie und - positiv
Drehverhalten
4 schwarze Kaudalpartie und . positiv
Drehverhalten
5 schwarze Kaudalpartie und - positiv
Drehverhalten
6 schwarze Kaudalpartie und - positiv
Drehverhalten
7 ohne Symptome ++ positiv
8 ohne Symptome ++ positiv
9 ohne Symptome ++ positiv
10 ohne Symptome ++ positiv
11 ohne Symptome ++ positiv
12 ohne Symptome ++ positiv
13 ohne Symptome ++ positiv
14 ohne Symptome ++ positiv
15 ohne Symptome ++ positiv
16 ohne Symptome ++ positiv
17 ohne Symptome ++ positiv
18 ohne Symptome ++ positiv
19 ohne Symptome ++ positiv
20 ohne Symptome ++ positiv

+++ hochgradig, ++ mittelgradig, + geringgradig,- nicht vorhanden,
negativ: M. cerebralis wurde nicht nachgewiesen,
positiv: M. cerebralis wurde nachgewiesen
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4.7.2 150 Tage post expositionem

Von den klinisch auffilligen Fischen mit pathologischem Drehverhalten, Schwarzverfarbung
des kaudalen Korperdrittels und Deformationen der Wirbelsidule wiesen alle ein Nested-PCR
positives Ergebnis auf. Ebenso war bei allen betroffenen Regenbogenforellen (20 von 20 (100
%) die Skelettstruktur hoch beschadigt.

Je stirker die Besiedlung mit den M. cerebralis—Stadien im Bereich des Schidelknorpels war,
umso frither und intensiver traten die Drehkrankheitsymptome auf. Die positiven Ergebnisse
der Nested-PCR bei der Untersuchung der Schidelknorpel entsprechen denen der
histologischen Untersuchung und stammten von klinisch auffilligen Fischen (siehe Tabelle
20).

Als am hdufigsten und am dichtesten besiedelt erwies sich das Neurocranium. Dort konnten bei
100 % aller untersuchten Fische Stadien nachgewiesen werden. Beim Nachweis von M.
cerebralis wurden bei der histologischen Untersuchung des Kopfbereichs Verdnderungen in
Form von Knorpeldegenerationen mit einer hochgradigen Besiedlung von reifen Sporen und
Entwicklungsstadien von M. cerebralis im stark lysierten Knorpel um Mesencephalon und
Cerebellum aufgefunden.

Der Grad der histopathologischen (°H) Veridnderungen lag bei allen Infektionsfischen bei 4
nach dem MacConnell-Baldwin Numerical Scale.

Die Nested-PCR-Ergebnisse, die Ergebnisse die Symptome und der histologischen Unter-
suchung, die wihrend des Versuchs bei den infizierten Fischen auftraten, sind in Tabelle 20

aufgelistet.

Seite -90-



Ergebnisse

Tabelle 20: Ubersichtstabelle iiber die Ergebnisse der Nested-PCR im Vergleich

zur klinischen und der histologischen Untersuchung

Fische Histologische Nested-
Nummer Drehkrankheit -Symptome Unte{suchung PCR:
der Schidelknorpel
1 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
2 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
3 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
4 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
5 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
6 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
7 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
8 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
9 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
10 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
11 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
12 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
13 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
14 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
15 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
16 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
17 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
18 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
19 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv
20 Deformationen, schwarze Kaudalpartie +++ positiv

+++ hochgradig, ++ mittelgradig, + geringgradig, -nicht vorhanden
negativ: M. cerebralis wurde nicht nachgewiesen
positiv: M. cerebralis wurde nachgewiesen
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5. Diskussion

5.1 Histologische Untersuchung

Bei der histologischen Untersuchung wurden bei den Regenbogenforellen; Karpfen, Koi-
Karpfen und Zebrabérblingen bereits fiinf Minuten nach der Infektion zahlreiche
eingedrungene Amdoboidkeimzellen in der Schwanzflossenepidermis detektiert. In allen
untersuchten Schnittpriparaten von Regenbogenforellen konnten vier Stunden nach
Expositionsbeginn durchschnittlich 16 intakte Amdoboidkeimzellen in der Epidermis der
Schwanzflossen und der Haut gefunden werden. Diese Beobachtungen entsprechen denen
von EL-MATBOULI et al. (1995), die die Entwicklung von M. cerebralis-Stadien bei
infizierten Regenbogenforellen untersuchten.

Bei den Karpfen, Koi-Karpfen und Zebrabirblingen konnten fiinf Minuten nach Expositions-
beginn bei je 30 Schnitten durchschnittlich acht eingedrungene, Amoboidkeimzellen in der
Epidermis meist der Schwanzflosse, seltener in der Epidermis der Haut, gefunden werden.
Bei der ersten Entnahme nach vier Stunden konnte immer noch kein hiufigeres Eindringen
von Amoboidkeimzellen in die Epidermis beobachtet werden. Wihrend die Gesamtzahl der
intakt erscheinenden Amoboidkeimzellen in der Schwanzflossenepidermis nach sechs
Stunden mit durchschnittlich 11 Stadien bei den Regenbogenforellen leicht abgesunken war,
war bei den Karpfen, Koi-Karpfen und Zebrabirblingen keine grofie Verinderung der Anzahl
eingedrungener Amoboidkeimzellen (durchschnittlich zwischen 1 und 4) zu erkennen. Bei
den Regenbogenforellen acht Stunden nach Expositionsbeginn waren von insgesamt sieben
Parasitenstadien im Teilungsprozess zu erkennen. Bei den Koi-Karpfen und Zebrabirblingen
waren letztmalig nach acht Stunden post expositionem intakte Amoboidkeimzellen in der
Epidermis der Schwanzflosse zu finden. Bei den Karpfen konnten noch 8 und 12 Stunden

post expositionem in den entnommenen Proben intakte Stadien gefunden werden.
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Anzahl der Stadien im Vergleich bei Regenbogenforelle, Koi-Karpfen,
Karpfen, Zebrabiirblinge

301
25+
20+
15+ I

104

54

04 i - E— S e e/

5 min 4h 6h 8h 12h 18h 1d 3d 5d
[ Regenbogenforellen ll Karpfen []Koi-Karpfen [] Zebrabirblinge ‘

Abbildung 40: Durchschnittliche Anzahl von M. cerebralis-Stadien in der
Schwanzflossenepidermis bei den einzelnen Fischarten zum jeweiligen
Zeitpunkt der Probenentnahme

18 Stunden post expositionem konnten auch nach histologischen Untersuchungen der
Schwanzflossenepidermis der Regenbogenforellen und der Karpfen keine Spuren von
intakten oder sich teilenden Amoboidkeimzellen gefunden werden.

Am Tag 1 post expositionem konnte nach Untersuchung von 30 Schnittpriparaten nur bei
fiinf Regenbogenforellen eine sehr geringe Anzahl von intakten Amdoboidkeimzellen,
gefunden werden. Es handelte sich um das letzte Amoboidkeimzellstadium, das man in der
HE-Firbung vor seiner Wanderung in Dermis und Subcutis histologisch darstellen kann (EL-
MATBOULI et al. 1995).

Trotz Untersuchung von Hunderten verschiedener Schnittebenen der Proben 3 und 5 Tage
post expositionem gelang es von Proben aus wenigen untersuchten Karpfen in der

Schwanzflossenepidermis nur wenige degenerierte, verklumpt erscheinende Parasitenzellen
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(0,06) auf einer Fliche von 1 cm? zu finden, jedoch wurde kein weiteres Entwicklungs-
stadium in der Haut der Karpfen gefunden (Abbildung 40).

Die Ergebnisse der Infektionsversuche der verschiedenen Cyprinidenarten (Karpfen, Koi-
Karpfen, Zebrabidrblinge) mit 5.000 Triactinomyxon-Sporen zeigen in der histologischen
Auswertung, dass die Amoboidkeime in der Lage sind in diese Cypriniden einzudringen,
allerdings in wesentlich geringerer Zahl, verglichen mit den Regenbogenforellen.

Im Vergleich zur Regenbogenforelle sind die in der Cypriniden-Gruppe gefundenen
Amoboidkeimzellen in der Schwanzflossenepidermis bei gleicher Infektionsdosis (5.000
Triactino-myxonsporen) zahlenmifig schwicher vertreten (zwei Sporenstadien/Schnitt) im
Vergleich zur Gruppe der Regenbogenforellen mit 25 Sporenstadien/Schnitt. Entsprechend
konnten bei den Cypriniden im Vergleich zu den Forellen keine weiteren Epidermisstadien in
der Schwanzflosse (ab 4 Tage) gefunden werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Cypriniden keinen geeigneten Wirt fiir Myxobolus cerebralis
darstellen, da der Parasit in diesen nicht in der Lage ist in tiefere Hautschichten Nerven oder
Knorpelgewebe zu gelangen und Sporen zu bilden.

Die Haut der getesteten Cypriniden stellte keine uniiberwindbare Barriere gegen den Befall
mit M. cerebralis dar, jedoch konnte, verglichen mit den Forellen, nur ein Bruchteil der
Triactinomyxonsporen in die Epidermis gelangen. Der Vergleich der Amoboidkeimzahl pro
Schnittpriparat in der Epidermis zeigte, dass die Regenbogenforellen deutlich mehr
Sporenstadien pro Gewebeschnitt aufwiesen als die Cyprinidenarten. Die hiufig beobachtete
Degeneration der Parasitenstadien bei Karpfen, Koi-Karpfen und Zebrabirblinge konnte
dadurch erkldart werden, dass eine verstirkte Immunantwort in der Haut dieser Fischarten
erfolgte. Durch die Traumatisierung der Haut beim Eindringen der Parasiten konnte durch
einen Anstieg der Zahl neutrophiler Granulozyten, wie sie von IGER und ABRAHAM
(1990) festgestellt wurde, eine verstirkte Immunantwort erfolgen.

DEMMEL (1999) beobachtete bei Regenbogenforellen ebenfalls einen Riickgang der in der
Epidermis nachweisbaren Amoboidkeime, allerdings erst ab dem 24. bis 30. Tag. Wodurch
dieser verursacht wird, konnte mit der Anwesenheit lymphoider Zellen und neutrophiler
Granulozyten alleine nicht erkliart werden.

So wurden auch humorale Faktoren fiir den Riickgang der Infektionsintensitét verantwortlich
gemacht (DEMMEL, 1999). Analog wurde bei einem Befall mit Gyrodactylus monogenea,

einem aussen anhaftenden, lebendgebidrenden Hautwurm, ein Abfall der Parasitenzahlen nach
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20 bis 30 Tagen festgestellt. Hier wurde vermutet, dass das adaptive Immunsystem eine Rolle
spielen konnte (SIMON und JONES 2001).

Nach HOFFMANN et al. (1991) haben eingedrungene Amoboidkeimzellen eine antigene
Wirkung: der Wirtskorper bildet nach gewisser Kontaktzeit spezifische Antikorper gegen sie
aus. ELLIS (1981) konnte in der cuticuldren Schicht der Epidermis élterer
Regenbogenforellen eine hohere Anzahl von Immunglobulinen und Lysozymen finden.

Diese beschriebenen Immunreaktionen konnten bei Cypriniden schneller und gezielter
erfolgen und es damit den M. cerebralis-Entwicklungsstadien unmoglich machen
einzudringen und eine normale Entwicklung zu durchlaufen.

Eine weitere Erkldrungsmoglichkeit fiir den beobachteten Unterschied in der Anzahl der
epidermalen Parasitenstadien wire die Unfihigkeit des Parasiten im Gewebe der Cypriniden
die notwendigen Signale fiir die Orientierung bei seiner Migration zu erhalten. Schliellich
stellen Cypriniden Fehlwirte fiir M. cerebralis dar.

Dies wiirde auch erklédren, dass 3 und 5 Tage post expositionem noch epidermale Stadien bei
den Karpfen gefunden wurden, die offensichtlich nicht in der Lage waren, weiter im
Wirtsgewebe zu wandern. Feinere Unterschiede in der Suszeptibilitit der verschiedenen

getesteten Cypriniden lassen sich aus den gewonnenen Ergebnissen nicht ableiten.

5.2 Klinische Symptomatik

Klinische Symptome traten ausschlieBlich bei Regenbogenforellen auf. Zebrabirblinge,
Karpfen und Koi-Karpfen blieben wihrend des gesamten Untersuchungszeitraumes
symptomfrei. Dies steht in direkter Korrelation zu den histologischen Ergebnissen und den
PCR-Befunden. In der histologischen Untersuchung wurde deutlich, dass der Parasit in
Cypriniden nicht in der Lage ist, in das Knorpelgewebe zu gelangen und Sporen zu bilden.
Dieses Ergebnis wurde molekularbiologisch bestitigt; weder bei Karpfen, noch bei Koi-
Karpfen oder Zebrabirblingen konnte mittels Nested-PCR nach 50, 60 und 80 Tagen post
expositionem im Bereich des Kopfknorpels M. cerebralis-DNA nachgewiesen werden. Da
bei den Cypriniden der Parasit also iiber die Epidermis hinaus nicht weiter in das Gewebe
vordringen kann, bleibt eine Infektion dieser Fische klinisch inapparent.

Bei infizierten Regenbogenforellen hingegen wurde am Tag 50 post expositionem das

Symptom des pathologischen Schwimmverhaltens bei 30 % der Fische beobachtet. Dies ldsst
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sich damit erkldren, dass der Erreger nach 6 - 14 Tagen im Riickenmark, nach 16 - 24 Tagen
im Gehirn und nach 40 Tagen im benachbarten Knorpelgewebe angelangt ist (EL-
MATBOULI et al. 1995). ROSE et al. (2000) sehen die Ursache fiir das pathologische
Schwimmverhalten in der granulomatdsen Entziindung, die als Immunantwort des Fisches
auftritt und zu ringdhnlichen Kompressionen des Riickenmarks und Deformationen der
duBeren Hirnregionen fithrt. 30 % der infizierten Regenbogenforellen wiesen nach 50 Tagen
eine Dunkelverfirbung des kaudalen Korperdrittels auf, deren Ursache nicht eindeutig geklart
ist.

Es wird angenommen, dass die Beeintrichtigung des Nervus sympatikus durch mechanischen
Druck die Ursache der Schwarzverfirbung des Schwanzbereiches sein konnte. Die
Sympathikusnerven versorgen die zu der entsprechenden Schwanzregion gehorenden
Pigmentzellen, dadurch kommt es bei Schidigung dieses Nervs zu Farbverinderungen der
kaudalen Korperpartien (SCHAPERCLAUS 1990). Wihrend die Drehbewegung und die
Schwarzverfarbung zu diesem Zeitpunkt der Infektion schon sichtbar sind, treten die
Deformationen der skelettalen Anteile von Kopf und Wirbelsdule erst spiter auf (PLEHN
1904; HOFFMAN et al. 1962). Diese Tatsache erkldrt, warum am Tag 50 post expositionem
bei keinem der Fische Deformationen im Schidel- bzw. Wirbelsdulenbereich beobachtet
werden konnten (Abbildung 41). Erst am Tag 100 post expositionem zeigten 85 % der
Regenbogenforellen derartige Symptome. Bei den Fischen waren die Kaudalpartien
deformiert; zwei von den 20 Versuchstieren wiesen deutlich deformierte Kiemendeckel auf
Die massive Vermehrung von Entwicklungsstadien und die Sporenbildung von M.cerebralis
fiihren zur Zerstorung der Knorpelgewebe und Strukturauflosung des Knorpels sowie zu
Storungen der enchondralen Ossifikation, wodurch es zur Ausbildung eines ,,Mopskopfes®,
verkiirzten Kiemendeckeln, missgestalteten Kiefern und chronischen massiven Wirbelséulen-
verkriimmungen kommt (HOFFMAN et al. 1962).

Zu diesem Untersuchungszeitpunkt konnte bei 85 % der Fische eine Schwarzverfiarbung der
Kaudalpartie und bei 45 % das patho- logische Schwimmverhalten beobachtet werden.
Wihrend am Tag 150 post expositionem der prozentuale Anteil der Versuchsfische, die
Deformationen und Schwarzverfirbungen auf- wiesen, im Vergleich zum Tag 100 post
expositonem unverindert bei 85 % blieb, ging der Anteil derjenigen Fische, bei denen das
Drehverhalten beobachtet werden konnte, von 45 % (Tag 100) auf 30 % (Tag 150) zuriick.
Dies deckt sich mit den Ergebnissen von PLEHN (1904) und HOFFMAN et al. (1962).
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Die Symptome des Kreisschwimmens und des Jagens des eigenen Schwanzes wurden durch
Licht als visuellem Stimulus ausgelost. Die Schwarzverfarbungen konnen sich mit der Zeit
wieder abschwichen oder ganz verschwinden. Im Gegensatz zur Schwarzfirbung der
Schwanzregion sind die verkriippelten Unterkiefer sowie die Wirbelsdulenverkriimmung als
irreversibel zu bezeichnen (PLEHN, 1904; SCHAPERCLAUS, 1931; HOFFMAN et al.
1962).

Klinische Anzeichen am Tag 50, 100 und 150 post expositionem
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90 %1

80 %

70 %

60 %1

50 %

40 %
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20 %

10%

Iz
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[ Deformationen der Kaudalpartie ll Schwarzfirbung der Kaudalpartie (] Drehverhalten

Abbildung 41: Ubersicht iiber die klinische Symptomatik bei Regenbogenforellen
am Tag 50, 100, 150 post expositionem
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5.3 Molekularbiologische Untersuchung (Nested-PCR)

Fiir die molekularbiologische Auswertung dieser Arbeit wurde die von ANDREE et al.
(1998) entwickelte Nested-PCR-Methode zum Nachweis von M. cerebralis 18s rDNA
verwendet. Die hier verwendeten Primer amplifizieren ein Fragment von 415 bp.

Fir alle untersuchten Fische (Regenbogenforellen, Zebrabdrblinge, Karpfen und Koi-
Karpfen) wurden dieselben Primer verwendet. Die zusitzliche Verwendung einer
molekularbiologischen Methode war vor allem wegen der mangelnden Sensitivitdt der
histologischen Untersuchung zur Entdeckung von Epidermisstadien nach 12 Stunden post
expositionem bei Regenbogenforellen und Cypriniden notwendig, da zu diesem Zeitpunkt die
Amoboidkeimzellen nur schwer morphologisch zu erkennen sind.

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig Koi-Karpfen und Zebrabirblinge auf Infektion
mit M. cerebralis getestet. EL-MATBOULI et al. (1999) untersuchten bereits nicht
Salmoniden Fischarten (Goldfisch (Carassius auratus), Karpfen (Cyprinus caprio), Nase
(Chondrostoma nasus) und Guppy (Poecilia reticulata)) auf ihre Anfilligkeit gegeniiber der
Drehkrankheit, indem sie die Fische Wasser mit TAM-Sporen aussetzten. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die untersuchten Fische vergleichbare Reaktionen auf die Infektion mit
M. cerebralis zeigen. Es stellte sich heraus, dass nur bei einem Guppy histologisch in die
Haut eingedrungene Amoboidkeimzellen nachgewiesen werden konnten.

Die Wasseruntersuchung nach der Exposition ergab einen signifikant hoheren Anteil an
leeren Triactinomyxon-Sporen im Wasser (60 %) im Vergleich zur Sporensuspension ohne
Fische, die als Kontrolle diente (25 bis 32 %). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte
Wasseruntersuchung (2-malige Auszihlung) ergab im Vergleich zu den oben angefiihrten
Autoren einen geringeren Anteil an leeren TAM-Sporen: bei den Regenbogenforellen 48 und
34 %, bei den Karpfen 35 und 46 %, bei den Koi- Karpfen zwischen 33 % und 39 %, sowie
bei den Zebrabiarblingen zwischen 38 und 41 %. Es wurden aber keine morphologischen
Verinderungen an den Triactinomyxon-Sporen festgestellt.

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Infektionsversuchen mit Koi-Karpfen, Zebra-
birblingen, Karpfen und Regenbogenforellen wurden Unterschiede hinsichtlich des
Krankheitsverlaufes, der Symptomatik und der Infektionsrate zwischen den drei Vertretern
der Cypriniden und den Regenbogenforellen festgestellt. Den Beweis fiir die erfolgte

Infektion mit M.cerebralis lieferten die klinischen und pathologischen Befunde, der
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histologische Nachweis von Entwicklungsstadien von M. cerebralis und die positiven
Ergebnisse der Nested-PCR.

Bei allen infizierten Fischen jeder Gruppe konnten nach 1, 4 und 8 Stunden die
Schwanzflossenproben in der Nested-PCR positiv getestet werden. Ebenso wurde bei diese
Fischen ein gering- bis mittelgradiger Befall mit Parasitenstadien von M. cerebralis in der
Haut (an der lateralen Seite) festgestellt. Nach 5 Minuten, 4, 6 und 8 Stunden konnte bei allen
Fischen histologisch in der Schwanzflosse die hochste Dichte von eingedrungenen
Amoboidkeimzellen diagonstiziert werden. Auch die molekularbiologische Untersuchung
war positiv.

Ab vier Tagen post expositionem konnten histologisch in keiner der Hautproben von allen
untersuchten Fischen Entwicklungsstadien von M. cerebralis nachgewiesen werden. In
diesen Proben konnte auch mittels Nested-PCR keine M. cerebralis-DNA nachgewiesen
werden.

ANDREE et al. (1998) konnten in einer histologischen Untersuchung bei infizierten Regen-
bogenforellen zwei Stunden post expositionem eingedrungene Amoboidkeimzellen in 2 von 5
(40 %) Gewebeproben finden, wihrend mittels PCR 5 von 5 (100 %) der Proben positiv
waren.

In einer anderen Studie von ANDREE et al. (1998) wurden Regenbogenforellen mit
verschiedenen Triactinomyxon-Sporen-Anzahlen (100 bis 10.000/Fisch) infiziert und mittels
PCR getestet. Alle untersuchten Proben aus den Flossen wurden positiv getestet.
Entsprechend dazu zeigte der molekularbiologische Nachweis in der vorliegenden Arbeit eine
hohere Sensitivitdt als die histologische Untersuchung. Zum Beispiel wurden einige der
Schwanzflossenproben 3 Tage post expositionem mittels Nested-PCR positiv getestet,
wihrend sie histologisch negativ waren (Koi-Karpfen: histologisch negativ, positiv in der
PCR 2 von 20 (10 %), Zebrabirblinge: histologisch negativ, positiv in der Nested-PCR 2 von
20 (10 %) (Abbildung 42, Abbildung 43).
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Positive Nested-PCR-Ergebnisse aus Hautproben bei Karpfen,
Koi-Karpfen, Zebrabérblingen und Regenbogenforellen
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Abbildung 42: Positive Nested-PCR-Ergebnisse aus Hautproben bei Regenbogenforellen,
Karpfen, Koi-Karpfen und Zebrabirblingen

Eine Untersuchung mittels Nested-PCR zum Nachweis von M. cerebralis wurde von
SKIRPSTUNAS et al. (2006) durchgefithrt. Dazu wurden zehn Regenbogenforellen
(Oncorhynchus mykiss) mit 2000 Triactinomyxon-Sporen infiziert und zu jedem Entnahme-
zeitpunkt (2, 6 Stunden, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 30, und 60 Tage) Schwanzflossenproben und
Riickenflossenproben entnommen und mittels Nested-PCR untersucht.

Die Autoren verwendeten die Primerpaare von ANDREE et al. 1998. In den Schwanz- und
Fettflossen der infizierten Fische wurden 2, 6 Stunden und 1, 2, 3 Tage danach alle Proben
100% positiv mittels Nested-PCR getestet. Diese Ergebnisse stimmen mit den
Beobachtungen der vorliegenden Arbeit tiberein.

Aus den gewonnenen Ergebnissen wird klar, dass sich die hochste Dichte von Amoboid-
keimzellen in der gesamten Epidermis der Flossen (Riickenflossen, Schwanzflossen)
befindet, wihrend sie in der Haut eher verteilt vorkommen. In der Haut wurden zwischen 3
und 20 Tagen bei infizierten Koi-Karpfen, Zebrabirblingen, Karpfen und Regenbogen-

forellen wihrend der gesamten Versuchsdauer keine Parasitenstadien gefunden.
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EL-MATBOULI et al. (1995) beschrieben in einer elektronenmikroskopischen
Untersuchung, dass ab zwei bis vier Tage nach Exposition in der Subkutis interzellulédr
liegende Doppelzellstadien gefunden werden konnen. Danach erfolgt die Wanderung der
Doppelzellstadien in das periphere Nervengewebe. Es schlieft sich eine Migration zum
Zentralnervensystem (ZNS) an.

In der vorliegenden Untersuchung zeigten sich bei den Regenbogenforellen am 50., 100. und
150. Tag post expositionem im Knorpelgewebe hochgradige histopathologische
Verinderungen mit zerstorter Knorpelarchitektur und umsidumenden Entziindungszellen
sowie massenhaft reifen M. cerebralis-Sporen. Alle 20 untersuchten Regenbogenforellen
erreichten Grad 3 bis Grad 4 der histopathologischen Verinderungen. Diese Beobachtungen
entsprechen den Befunden in der Literatur (EL-MATBOULI et al. 1992a).

Bei allen am 150. Tag p.e. untersuchten Regenbogenforellen am 150. Tag post expositionem
ergaben sich in der Nested-PCR positive Ergebnisse. Bei der histologischen Untersuchung
konnten Entwicklungsstadien auch in allen Kopfknorpelproben nachgewiesen werden, das
heilit die Sensitivitit lag bei 100 %.

In einigen Fillen wurden bei den Regenbogenforellen in den Schwanzflossen 60 Tage nach
Infektion auch bei 1000-facher VergroBerung histologisch keine Entwicklungsstadien
gefunden, obwohl die Nested-PCR ein positives Ergebnis ergeben hatte. Es ist
wahrscheinlich, dass bei diesen Fischen morphologisch keine Parasitenstadien gefunden
wurden, weil diese zum Zeitpunkt der Probenentnahme in diesem Organ bereits degeneriert
waren.

Dass die Nested-PCR eine hohere Sensitivitit als die histologische Untersuchung aufweist,
kann in der vorliegenden Arbeit bestitigt werden. Bei histologisch negativen, aber mittels
Nested-PCR positiv getesteten Proben besteht die Moglichkeit, dass es sich dabei um
zerstorte Zellen bzw. nicht mehr erkennbare Zellen handelt. Offensichtlich konnen aber
Relikte der Parasiten-DNA noch im Gewebe mittels PCR detektiert werden.

Man bezeichnet solche Vorgidnge als phagozytoseartige Zerstorung und interpretiert sie als
Erscheinung einer nicht ndher definierten Parasit-Wirtszell-Interaktion (EL-MATBOULI
1996).

Bei den durchgefiihrten Infektionsversuchen mit Karpfen, Koi-Karpfen, Zebrabirblingen,
und Regenbogenforellen wurden Unterschiede hinsichtlich des Krankheitsverlaufes, der

Symptomatik und der Infektionsrate zwischen den drei Vertretern der Cypriniden und

Seite -101-



Diskussion

Regenbogenforellen gegeniiber diesen Krankheiten verglichen. Der nichste Schritt wird sein,

den Resistenzmechanismus der Cypriniden gegentiber der Drehkrankheit zu untersuchen.

Positive Nested-PCR-Ergebnisse aus Schwanzflossenproben bei Karpfen,
Koi-Karpfen, Zebrabérblingen und Regenbogenforellen
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Abbildung 43: Positive Nested-PCR-Ergebnisse aus Schwanzflossenproben bei
Karpfen, Koi-Karpfen, Zebrabirblingen und Regenbogenforellen
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5.4 Uberpriifung des Infektionserfolges der befruchteten Eier von Karpfen, Koi-
Karpfen, Zebrabérblingen und Regenbogenforellen mit Triactinomyxon-Sporen

mittels Nested-PCR und histologischer Untersuchung

Die Drehkrankheit ist eine wichtige parasitire Erkrankung der Salmoniden. Durch Import
von Regenbogenforellen wurde die Krankheit in vielen Léndern Europas und in Nordamerika
sowohl in den Zuchtanlagen als auch in der Wildnis sehr stark verbreitet.

In der vorliegenden Arbeit wurde unter kontrollierten Laborbedingungen die Empfianglichkeit
von befruchteten Zebrabirblingseiern, Karpfeneiern, Koi-Karpfeneiern und Regenbogen-
forelleneiern iiberpriift, indem versucht wurde Triactinomyxon-Sporen auf die Eier zu
iibertragen.

Fiir Untersuchungen zum Eintritt von Triactinomyxon-Sporen wurden befruchtete Eier der
genannten Fischarten drei Tage lang im Infektionsbad bei einer Wassertemperatur von 14°C
mit Triactionomyxonsporen inkubiert. Die Expositionsexperimente mit Triactinomyxon-
Sporen mit frisch geschliipften Karpfen, Koi-Karpfen, Zebrabirblingen und den Regenbogen-
forellen zeigte, dass nur bei der Regenbogenforelle histologisch in die Haut eingedrungene
Amoboidkeimzellen nachgewiesen werden konnten. Der Nachweis mittels Nested-PCR nach
den drei Tagen Exposition ergab bei 20 von 20 frisch geschliipften Karpfen, Koi-Karpfen
und Zebrabirblingen ein positives Ergebnis. Bei der histologischen Untersuchung der Eihaut
der befruchteten Eier von Karpfen, Koi-Karpfen, Zebrabdrblingen und den
Regenbogenforellen konnten keine Amoboidkeimzellen gefunden werden.

20 der 20 frisch geschliipften Regenbogenforellen mit Dottersack die zum Entnahmezeit-
punkt einen Tag alt waren, wurden mittels PCR positiv auf M. cerebralis-Infektion getestet.
Diese Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stimmen mit der Studie von MARKIW (1991)
iiberein. Dort konnte zudem gezeigt werden, dass die im Dottersackstadium infizierten
Forellen vier Monate spiter keine klinische Manifestation der Drehkrankheit aufwiesen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafiir, dass beim Handling mit Regenbogen-
forelleneiern und Eiern aller drei untersuchten Karpfen (Cyprinus carpio), Koi-Karpfen
(Cyprinus carpio koi) und Zebrabérblingen (Danio rerio) aus einem infizierten Gebiet keine

Gefahr einer Ubertragung von Triactinomyxon-Sporen besteht.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war es, die mogliche Empfinglichkeit von Karpfen
(Cyprinus carpio), Koi-Karpfen (Cyprinus carpio koi) und Zebrabirblingen (Danio rerio)
gegeniiber der Drehkrankheit mittels Nested-PCR und histologischen Untersuchungen zu
klaren. Zum Vergleich wurden Drehkrankheit-empfindliche Regenbogenforellen (Onco-
rhynchus mykiss) mit untersucht.

Fiir die Untersuchungen zum Eintritt von Triactinomyxon-Sporen wurden Regenbogen-
forellen, Karpfen, Koi-Karpfen und Zebrabirblinge exponiert und jeweils 5 Minuten, 4, 6, 8,
12 und 18 Stunden, 1, 2, 3 und 5 Tage nach der Exposition die Parasitenstadien in der
Schwanzflosse und in der Haut (an der lateralen Seite) der Forellen gezihlt.

Bei den Regenbogenforellen wurden in den Schwanzflossen nach fiinf Minuten und vier
Stunden Parasitenzahlen zwischen 16 bis 25 auf einer Fldche von 1 cm? pro Hautstiick (an der
lateralen Seite) gefunden, wihrend bei allen drei untersuchten Cypriniden durchschnittlich 5
intakte eingedrungene Amoboidkeimzellen pro Fisch histologisch nachweisbar waren.

In der Schwanzflosse und in der Haut von Karpfen, Zebrabirblingen, Koi-Karpfen und
Regenbogenforellen war zu den Untersuchungszeitpunkten 1, 4 und 8 Stunden p.e. DNA von
M. cerebralis nachweisbar. Nach acht Stunden waren bei den Regenbogenforellen und bei
allen drei untersuchten Cypriniden die Ambodkeimzellen noch intakt. AuBerdem war eine
Abnahme der Anzahl an Parasitenstadien in der Haut nur bei den Regenbogenforellen zu
detektieren. Ab 8 Stunden bis 60 Tage post expositionem konnte bei Regenbogenforellen in
den Schwanzflossen ein Riickgang der Infektionsintensitit festgestellt werden. In der
Epidermis der Schwanzflossen war die durchschnittliche Triactinomyxon-Sporen-Dichte mit
Abstand am hochsten. Es konnte jedoch zum Untersuchungszeitpunkt 60 Tage bei
Regenbogenforellen Parasiten-DNA mittels Nested-PCR nachgewiesen werden, obwohl diese
Fische bei der histologischen Untersuchung negativ getestet wurden.

Ab 50 Tage post expositionem waren nur bei den Regenbogenforellen im Kopfknorpel
Entwicklungsstadien von M. cerebralis und Verdnderungen in Form von Degenerationen zu
finden. Alle drei untersuchten Cypriniden wiesen im Kopfknorpel keine Entwicklungsstadien

von M. cerebralis oder Schiadigungen auf.
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Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann somit vermutet werden, dass viele
Sporoplasmen in die Epidermis der Cypriniden eindrangen, aber den Knorpel nicht erreichen
konnten. Der Beweis fiir die erfolgte Infektion des Schiadelknorpels der Regenbogenforellen
mit M. cerebralis wurde anhand der klinischen und histologischen Befunde durchgefiihrt,
wihrend in allen drei untersuchten Cyprinidenarten, der Parasit die Haut eindrangenx , aber
nicht weiter entwickeln konnte. Die aus Hautproben, Schwanzflossen und Knorpelproben der
infizierten Karpfen, Koi-Karpfen, Zebrabirblinge und Regenbogenforellen gewonnene DNA
wurde mittels Nested-PCR amplifiziert. Dabei stellte sich heraus, dass die Nested-PCR
deutlich sensitiver war als die histologische Untersuchung mit Hamatoxylin- und Eosin-
Férbung.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse konnen weiterfithrende Untersuchungen durchgefiihrt
werden, um die Resistenzmechanismen der Cypriniden gegeniiber der Drehkrankheit kldren

zu konnen.
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7. Summary

The aim of the presented study was to compare the susceptibility of carp (Cyprinus carpio),
Koi-carp (Cyprinus carpio koi) and zebrafish (Danio rerio) to the Whirling disease by means
of nested PCR and histological examination (Haematoxylin and Eosin stain). In comparison,
Whirling Disease susceptible rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) were investigated.

To get information about the entry of the triactinomyxon-spores rainbow trout, carp, koi-carp
and zebrafish were infected by 5000 TAM / fish and parasite stages were counted in the
caudal fin and the skin of the body side 5 min, 4 h, 6h, 8 h, 10 h, 12h, 18 h, 1d,2d,3d,4d
and 5 d after infection.

In histological examination 20 to 22 parasite stages were counted in rainbow trout while only
two stages were found in all three cyprinids. DNA of M. cerebralis was detected in rainbow
trout, carp, koi-carp and zebrafish 1 h, 4 h, 8 h post-infection. After 8 h the developmental
stages were still intact in rainbow trout and in all three investigated cyprinid species. Only in
rainbow trout a decrease in parasite stages in the skin could be detected. From 8 hto 60 d a
decrease of the infection intensity could be found in caudal fins of rainbow trout. The average
spore density was highest in caudal fins. Parasite DNA was amplified by nested PCR 60 d
post-infection. in rainbow trout, Allthough the histological examination gave a negative
result. 50 days p.. developmental stages of M. cerebralis associated with cartilage
degeneration could only be found in the head cartilage of rainbow trout. None of the cyprinid
species showed developmental stages or degenerations in the head cartilage. According to the
results of the present study it can be assumed that not enough sporoplasms were able to enter
the epidermis of the cyprinids to finally reach the cartilage. The infection of rainbow trout
with M. cerebralis was proofed by the clinical symptoms, while all cyprinids were infected,
without showing any clinical signs. The DNA extracted from skin, caudal fin and head
cartilage was amplified by nested-PCR and it could be shown, that the PCR was more
sensitive than the histological examination with Haematoxylin and Eosin stain.

Further studies will be required to investigate the mechanisms of the resistance of cyprinids

against Whirling Disease.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

Abb Abbildung

Aqua. Dest. Aqua destillata (Destilliertes Wasser)
AFS American Fisheries Society
Bp Nukleinséurebasenpaare
°C Grad Celsius

Cm Zentimeter

°dH Hartegrad

etal. et altera

G Gramm

HE Hématoxylin-Eosin

Ig Immunglobuline

kv Kilovolt

L Liter

1/min Liter pro Minute

M.c. Myxobolus cerebralis

min Minute

mg Milligramm

ml Milliliter

mm Millimeter

0.A. ohne Angaben

PCR Polymerase-Kettenreaktion
p.e. post expositionem

SPF spezifisch pathogenfrei
TAMs Triactinomyxonspore(n)
Ml Mikroliter

Mm Mikrometer

(Y Mikrovolt

v.a. vor allem

z.B. zum Beispiel
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