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I. EINLEITUNG

Die Drehkrankheit der Salmoniden ist seit einem Jahrhundert in Europa eine bekannte
Ichthyoparasitose. Der Erreger, Myxobolus cerebralis, ein mehrzelliger Parasit aus dem Stamm
der Myxozoa, vermehrt sich im Knorpel seines Wirtes und ruft ein charakteristisches
Krankheitsbild hervor. Wichtigste Symptome sind das namengebende schnelle Rotieren
erkrankter Salmoniden um eine senkrecht zum Kdorper gedachte Achse, Schwarzverfarbungen des
kaudalen Korperdrittels und Deformationen der skelettalen Anteile von Kopf und Wirbelséule.
Urspriinglich in Europa beobachtet, wurde die Krankheit durch internationalen Handel in den
meisten forellenproduzierenden Léndern heimisch. In den Vereinigten Staaten verbreitet sich
Myxobolus cerebralis seit den 50er Jahren rasant und richtet bis heute Schdden grolen Ausmalies
sowohl in Fischzuchten als auch in freier Wildbahn an. Wéhrend in ersteren durch Optimierung
der Haltungsbedingungen die Krankheit weitgehend in den Griff zu bekommen ist, verursacht die
Drehkrankheit in den groflen Fliissen wie z.B. dem Colorado ein Massensterben der Forellen und
trifft die Bevolkerung der U.S.A., die traditionell dem ,Fly-Fishing” verbunden ist und im
Fliegenfischtourismus einen wichtigen wirtschaftlichen Sektor gefunden hat, sowohl in
emotionaler als auch 6konomischer Hinsicht.

Aus diesen Griinden wird der Erforschung der Drehkrankheit speziell in den U.S.A. in den letzten
Jahren viel Aufmerksamkeit gewidmet. Im Zuge dessen wurde durch eine Bevolkerungsinitiative
im Jahre 1994 die "Whirling Disease Foundation" gegriindet. Insbesondere die Wechselwirkungen
zwischen Wirt und Parasit, die medikamentelle Bekdmpfung und die Suche nach
Resistenzmechanismen sind seitdem von gréf3tem Interesse.

Folgende Begebenheit liegt diesem Dissertationsprojekt zugrunde: Regenbogenforellen
amerikanischer Herkunft, welche aufgrund ihrer bekannten Frohwiichsigkeit als spezifisch
pathogenfreie Forelleneier aus den Vereinigten Staaten in eine deutsche Fischzucht zugekauft
worden waren, erkrankten plotzlich an der Drehkrankheit, obwohl die betriebseigenen
Artgenossen klinisch vollig gesund blieben und diese Parasitose auch in den letzten Jahren kein
Problem in dem speziellen Betrieb dargestellt hat. Da alle Forellen unter gleichen
Aufzuchtbedingungen gehéltert worden waren, lag die Vermutung nahe, dass die betriebseigenen
Regenbogenforellen im Laufe des letzten Jahrhunderts durch natiirliche Selektion eine gewisse

Resistenz gegeniiber der Drehkrankheit entwickelt haben konnten.



In der vorliegenden Arbeit sollen im Rahmen von kontrollierten Labor- und Feldversuchen vier
deutsche Regenbogenforellenstimme, ein Bachforellenstamm und ein amerikanischer

Regenbogenforellenstamm auf ihre Empfanglichkeit fiir Myxobolus cerebralis untersucht werden.



II. LITERATURUBERSICHT

1. Allgemeines zu Myxozoa

1.1 Taxonomie

Die Drehkrankheit der Salmoniden wird durch den Parasiten Myxobolus cerebralis Hofer aus dem
Stamm der Myxozoa Grassé (1970) verursacht.

Dieser wurde durch die International Commission on Protozoan Nomenclature (LEVINE et al.,
1980) in die beiden Klassen Myxosporea Biitschli, 1881, und Actinosporea Noble, 1980, unterteilt.
Obwohl die Myxosporea der Ordnung der Protozoa zugeordnet sind, gehoéren sie ihrer
Mehrzelligkeit zufolge eindeutig den Metazoa an (SMOTHERS et al., 1994). Alle Vertreter dieses
Stammes sind obligat parasitdr. Thre Sporen bestehen aus Schalenzellen, Polkapselzellen mit
ausschleuderbarem Polfilament und einem infektiosem Amoboidkeim.

Die Actinosporea sind Parasiten aquatischer Oligochaeten und Sipunculiden. Bis 1984 wurden 44
Arten mit 14 Gattungen unterschieden (MARQUES, 1984).

In der Klasse der Myxosporea sind zurzeit ca. 1350 Arten beschrieben, die sich in 52 Genera
unterteilen (LOM und DYKOVA, 1995). Obwohl es sich bei den Myxozoa um Parasiten der Salz-
und SiiBwasserfische handelt, die sowohl histozoisch als auch coelozoisch parasitieren (LOM,
1987; KENT et al., 2001), finden sie sich in seltenen Féllen auch bei Plathelminthen. Unléngst
fanden FRIEDRICH et al. (2000) Myxozoa-dhnliche Parasiten im Gehirn eines Maulwurfs (7alpa
europaea).

Nur wenige dieser Parasiten sind als hochpathogen einzustufen. Bekannte durch Myxosporea
verursachte Ichthyoparasitosen der StiBwasserfische sind neben der Drehkrankheit die proliferative
Nierenerkrankung der Salmoniden (Proliferative Kidney Disease), die Schwimmblasenentziindung
der Karpfen (Swimbladder Inflammation) und die infektidse NierenvergrofBerung beim Goldfisch
(Cystic Kidney Enlargement). Bis 1984 war der Infektionszyklus des Erregers der Drehkrankheit
nicht hinreichend erforscht. Da der bestehende Zwei-Wirte-Zyklus der Myxozoa nicht bekannt war,
wurden in der Taxonomie die systematischen Stellungen beider Klassen immer wieder geéndert.
Lange wurde ein direkter Infektionsweg sowohl der Myxobolus cerebralis-Sporen auf Fische als
auch der Actinosporea-Sporen des Genus Triactinomyxon auf Oligochaeten angenommen

(MOLNAR, 1979). Das wiederholte Scheitern durchgefiihrter Infektionsversuche gab schlieBlich in



beiden Fillen Anlass zu der Vermutung, dass die Erreger eine gewisse Reifezeit im Schlamm zur
Entwicklung ihrer Infektiositdt bendtigten (JANISZEWSKA, 1955; PUTZ und HOFFMAN, 1970;
MARQUES, 1984). Diese These konnte jedoch weder bei den Infektionsversuchen der Tubificiden
noch bei denen der Salmoniden eindeutig bewiesen werden.

MARKIW und WOLF (1983) entdeckten schlieBlich, dass sich Myxobolus cerebralis in Tubificiden
des Genus Tubifex tubifex zu den fiir Fische infektiosen Triactinomyxon-Sporen weiterentwickelt.

Dies stellte eine bahnbrechende Entdeckung auf dem Gebiet der Ichthyoparasitologie dar.

Jenen Forschungsergebnissen zufolge unterscheidet man heute grundsitzlich zwei Arten von
Sporen:
Die fiir den Fisch infektiose Form, die so genannte Triactinomyxonspore (siche Abb. 1), und die fiir

den Tubificiden infektiose Form des Parasiten, die Myxobolus cerebralis Spore (siche Abb. 2).



a.) Polkapsel

b.) Sporoplasma (=Amoboidkeim)

c.) Amoboidkeimzellen

d.) das Sporoplasma umbhiillende Zelle
e.) Fortsatz

f) Stiel

g.) Liange des Fortsatzes

Abb. 1: Schematische Darstellung einer reifen, entfalteten Triactinomyxon-Spore (nach
EL-MATBOULI et al., 1998)
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Abb. 2: Schematische Darstellung einer Spore von Myxobolus cerebralis (nach EL-MATBOULI,
1996).

1989 bestitigten EL-MATBOULI und HOFFMANN diese Befunde und bewiesen, dass der
Oligochaet Tubifex tubifex als zweiter Wirt fiir die Entwicklung von Myxobolus cerebralis
notwendig ist.

In den darauf folgenden Jahren konnten auch fiir weitere Myxosporea/Actinosporea Arten Zwei-
Wirte-Zyklen mit den Wirten Fisch/Oligochaet nachgewiesen werden (EL-MATBOULI und
HOFFMANN, 1991a; EL-MATBOULI et al., 1992a). Durch molekularbiologische Untersuchungen
konnten SMOTHERS et al. (1994) und SCHLEGEL et al. (1996) beide Klassen eindeutig den
Metazoa und hier den Bilateralia zuordnen. Diese Erkenntnis widerspricht jedoch den Ergebnissen
von SIDDALL et al. (1995), die vorschlugen, die Myxozoa in den Stamm der Cnidaria
(=Nesseltiere) mit einzubeziehen.

Bis heute ist nicht endgiiltig erwiesen, ob alle Vertreter der Myxozoa einem Zwei-Wirte-Zyklus
unterliegen.

Dessen ungeachtet wurde vorgeschlagen, die bestehende Taxonomie durch eine zeitgeméle, den
aktuellen Forschungsergebnissen entsprechende, zu ersetzen. Durch die Auflosung der Klasse
Actinosporea konnten alle Gattungsnamen der Actinosporea als Kollektivgruppe behandelt werden
und wiirden nicht mehr mit den Gattungsnamen der Myxosporea konkurrieren (KENT et al., 1994).
Diese neue Einteilung der Myxozoa ist bis heute noch nicht erfolgt.

Die Stellung von Myxobolus cerebralis, dem Erreger der Drehkrankheit der Salmoniden, in der
systematischen Einteilung der Myxozoa nach LEVINE et al. (1980), LOM und NOBLE (1984)
sowie LOM und DYKOVA (1992) gestaltet sich wie folgt:
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1.2 Entwicklungszyklus

1.2.1 Entwicklung im Oligochaeten

Der Entwicklungszyklus des Parasiten vollzieht sich folgendermaflen: Nach dem Tod des
salmoniden Fischwirts werden aus dem Knorpel die reifen Myxobolus cerebralis-Sporen freigesetzt
und von Tubificiden aufgenommen (WOLF et al., 1986). Hier findet eine dreiphasige Entwicklung
statt, welche Schizogonie, Gametogonie und Sporogonie umfasst (siche Abb. 3). Im Oligochaeten
vollzieht sich so die Entwicklung zur Triactinomyxonspore, welche ausgeschieden wird und frei im
Wasser schwebend die infektiose Form fiir den Salmoniden darstellt. Nach Penetration der
Epidermis vollzieht sich eine zwei Phasen umfassende Entwicklung, die prasporogonische und die
sporogonische Vermehrungsphase (MANDOK, 1993; EL-MATBOULI et al., 1995). Der genaue
Entwicklungszyklus ist in Abb. 3 dargestellt. Im Anschluss daran findet sich eine detaillierte

Beschreibung.

Myxozoa Grassé, 1970
Myxosporea Biitschli, 1881
Bivalvulida Shulman, 1959
Platysporina Kudo, 1919
Myxobolidae Thélohan, 1892
Myxobolus

Myxobolus cerebralis
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Entwicklung von Myxobolus cerebralis im Darmepithel von
Tubifex tubifex zu Triactinomyxon Sporen nach EL-MATBOULI et al. (1998)



10.

11.

12.

13.

Aufnahme von Myxobolus cerebralis-Sporen durch Tubifex tubifex.

Ausschliipfen bzw. Eindringen des Amdboidkeims von Myxobolus cerebralis zwischen den
Darmepithelzellen von Tubifex tubifex (WOLF et al., 1986; EL-MATBOULI und
HOFFMANN, 1998).

Interepitheliale Kernvermehrung (Schizogonie) des Amoboidkeims.

Durch Plasmogamie zweier Einzellstadien entsteht ein zweikerniges Stadium (ab dem 25.
Tag nachweisbar) (EL-MATBOULLI, 1996).

Vierkerniges Stadium, entstanden durch einmalige Kernteilung des zweikernigen Stadiums.
Vierzelliges Stadium, zwei Zellen beginnen die anderen zwei zu umschlieB3en.

Junge vierzellige Pansporozyste mit zwei duleren somatischen Hiillzellen und zwei inneren
generativen, aufgrund unterschiedlicher Genome als a- und -Zellen bezeichneter Zellen.
Diese a- und B-Zellen durchlaufen je drei mitotische Teilungen, die Hiillzellen jeweils zwei.
Pansporozyste mit acht Hiillzellen und 16 generativen Zellen (Gameten). 16 diploiden
Gameten durchlaufen eine Reduktionsteilung (R (rot eingefédrbt) Meiose).

Daraus entstehen 16 haploide Gameten (acht a- und 8 f-Gameten) und 16 Polkorper. Je ein
a- und ein B-Gamet verschmelzen und bilden je eine Zygote. Somit enthélt die
Pansporozyste nun acht diploide Zygoten.

Jede Zygote teilt sich zweimal mitotisch (Beginn der Sporogonie) und es entstehen vier
pyramidenformige Zellstadien (Vierzellstadium), drei periphere und eine zentrale Zelle
(Ursprungszelle des Amoboidkeims).

Nach einmaliger mitotischer Teilung der drei peripher gelegenen Zellen entstehen drei
Polkapselzellen und drei Schalenzellen. Die vierte zentrale Zelle durchlduft viele mitotische
Teilungen und entwickelt auf diese Weise das Sporoplasma der Triactinomyxonspore.

Die drei Schalenzellen beginnen sich um die drei Polkapseln auszudehnen. Die
Ursprungszelle des Amdboidkeims teilt sich einmal mitotisch und danach entstehen eine
somatische und eine generative Amdboidkeimzelle. Beide bleiben bis zur Vollendung der
Teilung der Amdboidkeimzelle (zu ca. 64 Zellen) auBBerhalb der drei Schalen, dann platzt die
Darmlumenwand.

Eine reife Triactinomyxonspore. Bei einer Wassertemperatur von 15 + 2 °C werden auf
diese Art und Weise ca. 90 Tage nach Infektion der Oligochaeten die ersten Triactinomyxon
Sporen ausgeschieden. Im Wasser folgt eine osmotisch bedingte Entfaltung (EL-

MATBOULI und HOFFMANN, 1998).
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1.2.2 Entwicklung im Fisch

14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

Infektion des salmoniden Fischwirts an den sekretorischen Offnungen der
Epidermisschleimzellen und dem respiratorischen Kiemenepithel durch den Kontakt mit frei
im Wasser schwebenden Triactinomyxon-Sporen oder durch die orale Aufnhahme von
infizierten Oligochaeten (WOLF und MARKIW, 1984; EL-MATBOULI und HOFFMANN,
1989). Dieser Vorgang ist bereits eine Minute post expositionem moglich und wird
vermutlich chemotaktisch vermittelt.

Nach dem Ausschleudern und der Injektion der Polfilamente in die sekretorischen
Offnungen kann der Amoboidkeim in die Epidermis penetrieren.

Bis zu 60 min andauernde, interzellulire Wanderung des Amoboidkeims in der Epidermis.
Es folgt das Auflosen der die diploiden Amoboidkeimzellen umhiillende Zelle.

Penetration der Amoboidkeimzellen in einzelne umliegende Epidermis- bzw.
Kiemenepithelzellen.

Endogene Zellteilung Die daraus entstehende Sekundirzelle ist von einer Primérzelle
umschlossen.

Mehrfache mitotische Teilung der Sekundérzelle.

Entstehung von sog. Doppelzellstadien durch endogene Teilung der Sekundérzellen
(elektronenmikroskopisch sieben Stunden post expositionem sichtbar).

Ruptur der Zellmembran der urspriinglichen Primérzelle.

Nach Platzen der Wirtszelle werden die Doppelzellstadien freigesetzt und infizieren
anschlieBend entweder neue benachbarte Epithelzellen oder penetrieren tiefer in die Dermis
oder Subkutis. 24 Stunden post expositionem sind in der Epidermis keine
Entwicklungsstadien mehr nachweisbar (EL-MATBOULI et al., 1995).

In der Subkutis konnen interzellulédr liegende Doppelzellstadien noch zwei bis vier Tage post
expositionem nachgewiesen werden.

Vermehrung der Doppelzellstadien durch endogene Teilung, Ruptur der Zellmembran der
umgebenden Zelle.

Migration der Doppelzellstadien in das periphere Nervengewebe.

Anschliefende Wanderung zu groferen Ganglien und zum Zentralnervensystem (ZNS) sowie
weitere Vermehrung durch Teilung. Wiederum Ruptur der umgebenden Wirtszellen (Tag 6-
14: Riickenmark, Tag 16-24: Gehirn).

Sporogonie im benachbarten Knorpelgewebe. Dadurch Entstehung gro3er Plasmodien

(mehrzelliges Parasitenstadium mit vegetativen und generativen Kern). Histologisch



26.

27.

28.
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nachweisbar ab dem 40. Tag post expositionem im Knorpelgewebe (EL-MATBOULI et al.,
1995).

Desintegration der umbhiillenden Zelle des Plasmodiums

Anschliefend Wiederholung des Zyklus zur Bildung neuer Plasmodien oder...
...Vereinigung von je zwei umhiillt gewesener Zellen: UmschlieBung einer inneren,
generativen sog. Sporoblast-Zelle durch eine duflere somatische sog. Perizyte zur Bildung
eines Pansporoblasten (EL-MATBOULI et al., 1995).

Durch eine anschlieBende mitotische Teilung entstehen zwei diploide Sporoblast-Zellen und
im weiteren Verlauf durch wiederum folgende mitotische Teilungen...

...zwolf diploide Zellen, die jeweils zwei Myxobolus cerebralis-Sporen bilden

Diese zwolf Zellen entwickeln sich wie folgt:

Zu zwei Schalenhilften-bildenden Zellen (engl. valvogenic cells),

zu zwei Polkapsel bildenden Zellen (engl. capsulogenic cells)

und einem zweikernigen Amoboidkeim.

Die reifen Myxobolus cerebralis-Sporen sind histologisch ab dem 90. Tag post expositionem

im Knorpelgewebe nachzuweisen (EL-MATBOULI et al., 1992a).

Nach dem Tod des Salmoniden werden die Sporen aus dem Knorpelgewebe freigesetzt, und der

Entwicklungszyklus beginnt von neuem. Neuere Untersuchungen von EL-MATBOULI (nicht

publiziert) weisen darauf hin, dass der infizierte Salmonid bereits zu Lebzeiten kontinuierlich Sporen

ausscheidet.

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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2. Die Drehkrankheit der Regenbogenforelle

2.1  Symptomatologie und deren Pathogenese

Die beschriebene Entwicklung von Myxobolus cerebralis und vor allem seine Vermehrung im
Knorpel des Salmoniden fiihrt zu einem charakteristischen Krankheitsbild, welches die drei
Kardinalsymptome pathologisches Schwimmverhalten, Deformationen der skelettalen Anteile von

Kopf und Wirbelsdule sowie Schwarzverfarbungen des kaudalen Korperdrittels beinhaltet.

2.1.1 Pathologisches Schwimmverhalten

Namen gebend filir die Ichthyoparasitose war das verbliiffende Schwimmverhalten der klinisch
erkrankten Forelle, die- meist verursacht durch duBlere Stimuli bzw. Stresssituationen- plotzlich
schnelle Drehbewegungen um eine zum Fisch vertikal stehende Achse vollfiihrt.

Als dessen Ursache wurden lange Zeit periphere neurologische Schidigungen angesehen.
Insbesondere eine Zerstorung des Vestibularorgans sowie eine daraus resultierende Kompression
unspezifischer Nerven wurden fiir die Gleichgewichtsstorungen verantwortlich gemacht, und das
schnelle Rotieren als dessen Folge angesehen (PLEHN, 1904; HOFFMAN und DUNBAR, 1961;
DOGIEL et al., 1970). Trotzdem wurde von den erwdhnten Autoren eine nur geringe Korrelation
zwischen dem Ausmal} der Zerstorung des Vestibularorgans und der Auspriagung des abnormen
Schwimmverhaltens eingerdumt. Ferner wurde herausgefunden, dass bei Schiadigungen des
Gleichgewichtsorgans zuerst die Fihigkeit, eine senkrechte Korperhaltung aufrechtzuerhalten,
dauerhaft verloren geht. Die meisten drehkranken Fische mit ,,whirling behavior* sind
erfahrungsgemal jedoch zumindest zeitweilig durchaus dazu féhig. Auch zeigten Fische, denen der
Vestibularapparat experimentell zerstort wurde, von den durch Myxobolus cerebralis bedingten
Drehbewegungen unterschiedliche Bewegungsabldufe (ROSE et al., 2000). Diese neu gewonnenen
Erkenntnisse iiber die Funktionen des Vestibularorgans machten intensivere Ursachenforschung
beziiglich des Drehverhaltens erforderlich.

ROSE et al. (2000) beobachteten, dass drehkranke Regenbogenforellen oftmals auf der Stelle
kopfiiber verharren. Auch fielen sie dadurch auf, dass physiologische Bewegungsablaufe haufig
durch eine Art Starre abrupt beendet wurden und im weiteren Verlauf die Fische auf den Boden
sanken und nur noch Atembewegungen vollfiihrten. Die Begriindung finden ROSE et al. (2000) in

einer Kompression des Gehirnstammes. Nach einer gewissen Zeit konnten diese Fische wieder
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intensive Drehbewegungen durchfiihren. Neben den klinischen Beobachtungen wurden drehkranke
Forellen von den erwidhnten Autoren auch histologisch untersucht:

Neben auffilligen strukturellen Verdnderungen der duferen Regionen des Hirnstammes entdeckten
sie zusdtzlich in dessen tieferen Regionen kleine aber klar erkennbare Lasionen bei ca. 50% der
Fische. Histologisch fand sich das Bild degenerierter Axone und dislozierter Faserziige. Auch in den
absteigenden Nervenfasern fanden sich gelegentlich veridnderte Faserziige (ROSE et al., 2000).

Die ringdhnlichen Kompressionen des Riickenmarks und die Deformationen der dufleren
Hirnregionen werden von einer granulomatdsen Entziindung, die als Immunantwort des Fisches zu
werten ist und die in unmittelbarer Nachbarschaft dieser neuralen Strukturen liegt, verursacht. In
diesem Entziindungsgeschehen trifft man mitunter versprengte Trophozoiten und einige kleinere
Herde reifender und reifer Myxobolus cerebralis-Sporen an. An den konstringierten Stellen
beansprucht die Entziindung einen groflen Bereich zwischen Wirbel und Riickenmark und engt so
den Raum fiir Meningen und Zerebrospinalfliissigkeit ein (ROSE et al., 2000).

Diese histologischen Befunde erkldren das durch einen &dufleren Reiz verursachte Drehen:

Beim gesunden Fisch triggern die auf den Reiz folgenden Aktionspotentiale die Aktivitét in den
retikulospinalen Neuronen. Diese wird an ein neuronales Geflecht im Riickenmark {ibermittelt und
16st hier physiologischerweise eine schnelle, einzelne Drehung aus (ROSE et al., 2000).

Bei einem mit Myxobolus cerebralis infizierten Fisch jedoch wird das Riickenmark an den Stellen,
an denen es ringformig eingeschniirt ist, in seiner Stellung fixiert, so dass eine einzelne Drehung des
erkrankten Fisches einen Zug an den sich im dueren Bereich des Riickenmarks befindlichen
Axonen verursacht. Dies 16st an den von diesem Zug betroffenen sensorischen Axonen eine Flut von
aufsteigenden Impulsen aus, die wiederum- gleichsam einer Kettenreaktion- die oben genannten
retikulospinalen Neuronen aktivieren und somit eine erneute Drehung des erkrankten Fisches
auslosen. Auch diese Drehung 16st dann sofort wieder aufsteigende neurale Impulse aus, so dass sich
eine Drehung des Fisches nach der anderen ergibt. Diese Kettenreaktion kann erst durch einen
kompetitiven Stimulus unterbrochen oder durch endogene neurale Ereignisse beendet werden. Eine
unterschiedliche Auspriagung des Schwimmverhaltens wird somit auf ein unterschiedlich stark

vorangeschrittenes Entziindungsgeschehen zuriickgefiihrt (ROSE et al., 2000).

2.1.2 Schwarzfarbung des kaudalen Korperdrittels

Die Ursache hierfiir ist nicht eindeutig geklart. SCHAPERCLAUS (1990) nimmt an, dass durch den
mechanischen Druck deformierter Knorpelanteile der Wirbelsdule die im Nervus Sympathikus

enthaltenen pigmentomotorischen Nervenzellen, welche die Pigmentzellen des Schwanzes
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innervieren, irritiert bzw. geschiadigt werden. Hierdurch soll es zu einer Dunkelverfarbung

derjenigen Kdrperregion kommen, welche kaudal der Schadigung liegt.

2.1.3 Deformation

Durch die fortdauernde Vermehrung des Parasiten und dessen Sporenbildung innerhalb des
Knorpelgewebes des Wirtes wird sowohl die enchondrale Ossifikation verzdgert als auch die
Knorpelarchitektur zerstort. UngleichméBige Wucherungen im Knorpel, die sich als bleibende
Deformationen im Knochen manifestieren, sind die Folge. Stark infizierte Fische fallen daher durch
eine stark brachyzephale charakteristische Kopfform mit missgestalteten Kiefern auf. Benannt wurde
dieses Symptom nach einer ebenfalls brachyzephalen Hunderasse (,,Mopskopf*). Verkiirzte
Kiemendeckel fithren durch den mangelnden mechanischen Schutz leicht zu Verschmutzungen der
Kiemen. Zusétzlich leiden erkrankte Tiere oft an massiven Wirbelsdulenverkrimmungen, welche
das physiologische Schwimmverhalten stark beeintriichtigen (PLEHN, 1904; SCHAPERCLAUS,
1931; HOFFMAN et al., 1962).

Wihrend sich die Symptome Whirling und Blacktail mit der Zeit abschwéchen bzw. teilweise sogar
ganz zuriickbilden konnen, leidet die drehkranke Forelle zeitlebens an den skelettalen
Deformationen, da diese bereits den ,,Platzhalter fiir das kndcherne Skelett, den enchondralen

Knorpel, betreffen (PLEHN, 1904).

2.2 Haufige Begleiterscheinungen

Speziell aufgrund der abnormen Drehbewegungen bei Aufregung sind erkrankte Tiere in vielen
Punkten ihren Artgenossen unterlegen. So sind sie haufig nicht in der Lage, ausreichend Nahrung
zu sich zu nehmen. Dies wird bei stark betroffenen Tieren zusétzlich erschwert durch
Deformationen im Kieferbereich. In freier Wildbahn fallen drehkranke Forellen aufgrund ihres
schlechten Allgemeinbefindens und ihrer stark eingeschrinkten Fluchtmdglichkeit oftmals
Fressfeinden zum Opfer (PLEHN, 1904). Durch die Immunsuppression (auf welche im weiteren
Textverlauf noch ndher eingegangen wird) stellen dariiber hinaus Sekundarinfektionen eine haufige

Todesfolge dar (PLEHN, 1904).



15
2.3 Diagnose

2.3.1 Kilinik

Durchschnittlich ab dem 60. Tag post infectionem konnen laut SCHAPERCLAUS (1990) die
Schwarzverfarbung der kaudalen Korperpartie sowie die charakteristischen, schnellen
Drehbewegungen um eine zum Fisch senkrechte Achse beobachtet werden (PLEHN, 1904;
HALLIDAY, 1976). Spéter zeigen sich die durch die massive Erregervermehrung im Knorpel
verursachten Deformationen des Skelettsystems, insbesondere der Mopskopf und die Deviation der

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

Trotz dieser recht charakteristischen Symptomatik kann die eindeutige Diagnose nur durch den
Nachweis der Sporen erfolgen, da die einzelnen Symptome auch durch andere Faktoren, wie z.B.
Vitaminmangelerkrankungen (WOLF et al., 1981), Enteritiden (PLEHN, 1904) sowie genetische
bzw. nutritive Ursachen (HALLIDAY, 1973b) verursacht werden konnen.

2.3.2 Nachweis der Sporen

Myxobolus cerebralis ist der einzige Vertreter der Myxosporea, der im Knorpel von Salmoniden zu
finden ist (MARKIW, 1992a). Bei der Untersuchung von nativem Knorpel-Knochenmaterial muss
jedoch bedacht werden, dass auch andere Myxosporea-Sporen hier lokalisiert sind, die der ungetibte
Untersucher leicht als Myxobolus cerebralis-Sporen identifizieren kann. So finden sich im ZNS die
Myxosporea-Arten M. kisutchi und M. arcticus und in der Muskulatur M. insidiosus (MARKIW,
1992a). Durch genaue Lokalisation dieser Parasiten kann eine Verwechslung jedoch ausgeschlossen
werden.

Die reife Spore ist linsenférmig in der Lateralansicht und praktisch rund in der Frontalansicht. Die
Sporen sind 8-10um grof3 und enthalten zwei ovale Polkapseln. Routineméfig konnen
Nativpraparate von Schddelknorpelstiicken ausgestrichen werden (HOFFMAN et al., 1968), nach
Giemsa bzw. Hamatoxylin-Eosin (HE)-Féarbung sind die Sporen jedoch deutlicher zu erkennen
(MARKIW, 1992a).

Liegen nur latente Infektionen vor, empfiehlt sich eine Anreicherung der Sporen mit der
Digestionsmethode nach MARKIW und WOLF (1974). Eine genaue Beschreibung dieses

Verfahrens kann aus dem Material- und Methodenteil (Punkt 2.5.3.1) entnommen werden.
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Am lebenden Fisch besteht die Moglichkeit des Nachweises der spezifischen Antikdrper im Serum
mittels Immunfluoreszenzantikorpertechnik (IFAT) (GRIFFIN und DAVIS, 1978) bzw. mittels
Peroxidasetechnik ab dem 40. Tag post infectionem (HOFFMANN et al., 1991).

Des Weiteren konnen Myxobolus cerebralis-Sporen am toten Fisch- ebenfalls mittels IFAT-
(MARKIW und WOLF, 1978) nachgewiesen werden.

Durch in Situ-Hybridisierung (ANTONIO et al., 1998) konnen Parasitenstadien sowohl im
Oligochaeten als auch im Fisch detektiert werden.

Bereits in einem sehr frithen Stadium- zwei Stunden post expositionem- bleibt es der Methode von
ANDREE et al. (1998) vorbehalten, durch eine hochspezifische PCR einen Teil des Genoms (18S

RNA) von Myxobolus cerebralis sicher nachzuweisen.

2.4 Differentialdiagnosen

2.41 Pathologisches Schwimmverhalten

Das Kardinalsymptom des abnormen Schwimmverhaltens wird teilweise auch bei Enteritiden, bei
der Viralen Himorrhagischen Septikdmie (VHS) und der Infektiosen Pankreasnekrose beobachtet

(PLEHN, 1904; HALLIDAY, 1973).

2.4.2 Schwarzfarbung des kaudalen Korperdrittels

Da Schwarzverfarbungen der kaudalen Korperpartie generell durch Schidigung (mechanisch oder
durch Toxineinwirkung) der die Pigmentation steuernden Nervenzellen hervorgerufen werden, triftt
man sie bei verschiedenen Erkrankungen unterschiedlicher Genese an. So wird sie unter anderem bei
Ascorbinsédure- bzw. Tryptophanmangel sowie Infektionskrankheiten, z.B. durch Flexibacter
psychrophilum (MARGOLIS et al., 1996), hervorgerufen. Des Weiteren fithren
Sauerstoffiibersittigung, Stromeinwirkung (WALKER und NEHRING, 1995) und die intravenodse

bzw. intramuskuldre Medikamentenapplikation zu Dunkelverfarbungen der Kaudalpartie.

2.4.3 Deformation

Formbezogene Abweichungen der skelettalen Anteile des Kopfes und der Wirbelsdule konnen
ebenfalls durch Ascorbinsdure- und Tryptophanhypovitaminosen hervorgerufen werden (WOLF et

al., 1981). Die durch Myxobolus cerebralis verursachten charakteristischen Deformationen des
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Schidels mit Auspriagung des charakteristischen ,,Mopskopfes werden in der Literatur jedoch nur
im Rahmen der Drehkrankheit beschrieben (PLEHN, 1904; SCHAPERCLAUS, 1931; HOFFMAN
et al., 1962).

2.5 Empfanglichkeit

In welchem Mafle die Drehkrankheit bei dem sporenexponierten Salmoniden ihre Auspriagung
findet, hiangt von Faktoren wie Alter des Fisches bei der Infektion, Fischspezies, begleitenden

Umweltstressoren und dem Infektionsdruck selbst ab.

2.5.1 Fischalter

Der hohe Knorpelanteil am Skelett des jungen Fisches begriindet die starke Abhéngigkeit der
Empfanglichkeit vom Alter. Je élter der Fisch wird und damit die Ossifikation voranschreitet, umso
weniger ,,Zielgewebe* steht fiir den Parasiten zur Verfligung. Somit sinkt die Anfélligkeit des
Fisches proportional zu seinem Alter (SCHAPERCLAUS, 1931). Sich nicht verknéchernde
knorpelige Anteile des Schidelskeletts dienen dem Parasiten zwar auch zu spéteren Zeitpunkten als
Angriffsfldche, fithren aber nicht mehr zu den Beeintrachtigungen wie bei jungen Fischen vor der
Ossifikation. So geht HALLIDAY (1976) davon aus, dass bei Kontakt mit dem Erreger ab dem
sechsten Lebensmonat eine Infektion zu keiner klinischen Manifestation der Drehkrankheit mehr
fiihren kann. Jedoch konnen diese Fische als subklinische Triger weiterhin die Ausbreitung des

Erregers gewihrleisten (SCHAPERCLAUS, 1931; EL-MATBOULI et al., 1992a).

2.5.2 Fischspezies

Die meisten Vertreter der Salmoniden (bisher 18) erwiesen sich als empféanglich fiir die
Drehkrankheit, einige Arten sind in Tabelle 1 dargestellt. Die Regenbogenforelle repréasentiert
jedoch den empfindlichsten Wirt (HOFER, 1903; HOFFMAN und PUTZ, 1969). Sie wird am
starksten befallen und entwickelt die Symptomatik am ausgeprigtesten. Bereits friiheste Berichte
iiber die Drehkrankheit betonen die relative Resistenz der Bachforelle gegen Myxobolus cerebralis
verglichen mit der Regenbogenforelle (HOFER, 1903). Untersuchungen von HOFFMAN et al.
(1962) an der Bachforelle (Sal/mo trutta) ergaben, dass diese sehr widerstandsfahig beziiglich
Myxobolus cerebralis zu sein scheint. So kam es bei dieser in Europa einheimischen Forellenart

zwar zur Infektion, aber zu keiner klinischen Erkrankung. Daher sah HOFFMAN (1970) die
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Bachforelle als natiirlichen Wirt und Sporenreservoir fiir den Parasiten Myxobolus cerebralis an, der
mit Einflihrung der Regenbogenforelle aus Nordamerika nach Europa einst auf diese iibertragen
wurde. HALLIDAY (1976) und O’'GRODNICK (1979) demonstrierten, dass die Bachforelle zwar
infiziert werden kann, aber weniger Sporen als die Regenbogenforelle produziert. Neuere
Beobachtungen dagegen lassen den Schluss zu, dass sich die Drehkrankheit auch bei Bachforellen in
Deutschland und im Westen der USA, hauptséchlich mit den Symptomen "Blacktail" und
"Deformation", manifestiert (NEHRING, Colorado Division of Wildlife, MONTROSE, nicht
publiziert; M. EL-MATBOULI, pers. Beobachtungen). Bei Beobachtungen in freier Wildbahn muss
jedoch bedacht werden, dass weder Fischalter und Gré3e wihrend der Infektion, noch die
Infektionsdosis oder Umweltbedingungen bekannt sind. Diese Faktoren spielen bei der
Krankheitsauspragung eine wichtige Rolle. Untersuchungen von HEDRICK et al. (1999a)
bestitigten schlieBlich HOFFMANSs Ergebnisse: Er fand bei Infektionsversuchen an Regenbogen-
und Bachforelle heraus, dass die Bachforelle beziiglich klinischer Erscheinungen,
Infektionspravalenz und Krankheitsauspragung sowie Sporenproduktion signifikant resistenter ist als
die Regenbogenforelle. Bei hohen Infektionsdosen (1.000-10.000 TAM) konnte der Parasit das
Immunsystem jedoch iiberwéltigen, so zeigten bei diesen Konzentrationen auch Bachforellen
Symptome der Drehkrankheit. Trotzdem ist die Krankheitsauspriagung bei der Bachforelle von
weniger starkem Ausmal als bei der Regenbogenforelle. So fehlen bei der Bachforelle sowohl das
ausgeprigte pathologische Schwimmuverhalten als auch die proportional zur Infektionsdosis
steigende Anzahl sich entwickelnder Myxobolus cerebralis-Sporen.

MARKIW (1992a) fand heraus, dass die Suszeptibilitdt nicht nur zwischen einzelnen Spezies oder
Stimmen, sondern auch eklatant zwischen Individuen einzelner Fische einer Population variieren
kann.

Tab. 1 stellt einen Uberblick iiber einige empfingliche Salmoniden, geordnet nach abnehmender

Empfinglichkeit dar:
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Tab. 1: Vorkommen der Drehkrankheit bei verschiedenen Salmonidenarten (nach O'GRODNICK

1979
SALMON;DENART URSPRUNG
Regenbogenforelle Pazifisches Becken
(Oncorhynchus mykiss)
Huchen (Hucho hucho) Europa
Rotlachs (Oncorhynchus nerka) Pazifisches Becken
Bachsaibling (Salvelinus fontinalis) Nordamerika
Konigslachs Pazifisches Becken

(Oncorhynchus tshawytscha)

Atlantischer Lachs (Salmo salar) Atlantik
Bachforelle (Salmo trutta) Eurasien
Silberlachs (Oncorhynchus kisutch) Pazifisches Becken
Amerikanische Seeforelle Nordamerika

(Salvelinus namaycush)

DENSMORE et al. (2001) beschéftigten sich ebenfalls mit der unterschiedlichen Empfanglichkeit
verschiedener Salmoniden. Sie verglichen diesbeziiglich drei Regenbogen- und Stahlkopfforellen
(Genus: Oncorhynchus) sowohl unter natiirlichen als auch unter Laborbedingungen miteinander
(Labor: Regenbogenforellenstimme Mount-Lassen sowie Cayuga-Lake und Stahlkopfforellen, im
Feldversuch Stahlkopfforellen aus dem Salmon River sowie Cayuga-Lake-Regenbogenforellen und
Stamm Randolph). Unter kontrollierten Bedingungen wurden Infektionsdosen von 200 bzw. 2.000
Triactinomyxon-Sporen pro Fisch verwendet. Im Feldversuch konnten keine Anzeichen einer
Krankheitsauspragung festgestellt werden, unter Laborbedingungen erwies sich der Mount-Lassen
Stamm als der empféanglichste beziiglich der klinischen Symptomatik. ,,Whirling* und
,Deformation® traten bei der Stahlkopfforelle deutlicher als bei der Cayuga-Lake-Regenbogenforelle
zutage, ,,Blacktail* dagegen mehr bei der Cayuga-Lake-Forelle. Sowohl unter natiirlichen als auch
unter Laborbedingungen ergab die quantitative Sporenerfassung bei der Cayuga-Lake-
Regenbogenforelle signifikant hohere Werte als bei der Stahlkopfforelle. Histologische
Untersuchungen ergaben, dass besonders bei niedrigen Infektionsdosen leichte bis deutliche
Knorpelldsionen haufiger bei der Mount Lassen und der Cayuga-Lake-Forelle anzutreffen waren als
bei der Stahlkopfforelle. Dies bestitigt, dass die Stahlkopfforelle am relativ resistentesten gegen die

Drehkrankheit ist. Der Umstand, dass die Unterschiede deutlicher bei niedrigen Infektionsdosen zu
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Tage treten, sieht die Autorin darin begriindet, dass bei hoheren Triactinomyxon-Dosen erste
Barrieren und die unspezifische Abwehr nicht mehr gentligend Schutz bieten kdnnen (nach
HEDRICK et al., 1999a). Die offensichtliche doch unerwartete Diskrepanz zwischen
Sporenkonzentration und Symptomauspragung bei Cayuga-Lake- und Stahlkopfforelle konnte durch
unbestimmte Faktoren der Pathogenese verursacht worden sein. Hierunter fallen die unterschiedliche
Lokalisation des Erregers im Wirtsgewebe, Chronologie der Sporenentwicklung und die
Immunantwort des Wirtes. Mit den Untersuchungen von DENSMORE et al. (2001) war bewiesen,
dass Unterschiede in der Empfianglichkeit fiir die Drehkrankheit auch bei

Regenbogenforellenstimmen untereinander vorliegen kénnen.

2.5.3 Umweltstressoren

Unvermeidbare Stressoren in der Natur stellen z.B. Temperaturschwankungen in Seen oder
endogene Rhythmen, denen die Fische unterliegen, dar. Dazu zéhlen z.B. das Laichen und das
Abwandern der Salmoniden in das Meer. BARTON und IWAMA (1991) bezeichnen solche
Ereignisse nicht als Stressoren im eigentlichen Sinne, laut ANDERSON (1990) sind sie ,,natiirliche*
Stressoren. Akute Stressreaktionen sind nach ADAMS (1990) die Folge einzelner oder mehrfacher
Expositionen auf einen Stressor. Chronischer Stress sei dagegen hidufiger und resultiere aus einer
kontinuierlichen oder immer wiederkehrenden Auseinandersetzung gegeniiber milden Stressoren
tiber eine gewisse Zeit. Chronisch auf Fische einwirkender Stress ist z.B. die Haltung von Fischen
im Wasser mit unzureichender Qualitit (beispielsweise mangelnder Sauerstoffpartialdruck,
Eutrophierung, Belastung durch Abwisser) oder Uberbesatz. Fische, die in Gefangenschaft gehalten
werden, zeigen im Allgemeinen hohere Kortisolwerte und damit eine hohere Krankheitsanfalligkeit
(BOLLARD et al., 1993). Das in der Praxis hdufig vorkommende Umsetzen oder Sortieren der
Fische (“handling stress”) stellt einen akuten Stressor dar (PICKERING et al. 1982, FLOS et al.,
1988).

Gerade bei Parasitosen poikilothermer Tiere spielt die Temperatur eine grof3e Rolle. So ist in
warmerer Umgebung nicht nur der Entwicklungszyklus des Parasiten beschleunigt, sondern es
présentiert sich auch die Krankheitssymptomatik beim Wirt in deutlicherer Ausprigung (PUTZ und
HOFFMAN, 1970).
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2.5.4 Infektionsdosis

Je hoher die Infektionsdosis ist, der der Fisch ausgesetzt ist, umso stdrker und auch frither erkrankt
er an der Drehkrankheit. So beobachteten RYCE et al. (1998) bei Regenbogenforellen, die mit einer
Triactinomyxon-Sporen-Dosis von 1.000 bzw. 10.000 pro Fisch infiziert worden waren, bereits nach
fiinf respektive sechs Wochen post expositionem erste klinische Symptome der Drehkrankheit,
jedoch erst sieben Wochen nach Sporenexposition bei Forellen mit jeweils 100 Triactinomyxon-

Sporen Infektionsdosis.

2.6. Immunologie der drehkranken Forelle

Untersuchungen der Empfinglichkeit der Regenbogenforelle fiir die Drehkrankheit sowie
entsprechende Vergleichsstudien mit anderen Salmoniden werfen immer wieder die Frage nach den
Resistenzmechanismen auf. So interessiert nicht nur die Abwehrstrategie etwa des natiirlichen
Wirtes, der Bachforelle, der im Laufe der Zeit Schutzmechanismen vor Myxobolus cerebralis
entwickelt haben muss, sondern auch die Immunologie der reinfizierten Regenbogenforelle. In der
Literatur finden sich zahlreiche Arbeiten, die Licht in das Gebiet der Ichthyoimmunologie des
drehkranken Fischs bringen wollen. So wird iiber Serum-Antikérper gegen die Sporen berichtet
(GRIFFIN und DAVIS, 1978), und auch starke zelluldre Reaktionen bei édlteren Knorpelldsionen
sind bekannte Phanomene. Trotzdem sind die Abwehrmechanismen, die die Qualitit der
Erregerabwehr bestimmen, immer noch weitgehend unbekannt. Im Folgenden werden zunéchst die
verschiedenen Stationen des Erregers durch den Fisch und entsprechende Abwehrmechanismen des
betreffenden Gewebes sowie relevante Aspekte der Ichthyoimmunologie anderer Parasitosen
beschrieben, anschlieBend werden die Forschungsergebnisse der reinfizierten Forelle in Kiirze

dargestellt.

2.6.1 Die Haut

Eine wichtige Barriere fiir Krankheitserreger aller Art stellt die Epidermis sowohl in rein
physikalischer als auch immunologischer Hinsicht dar. Nach Untersuchungen von NAKANISHI und
OTOTAKE (1997) induziert eine Antigenaufnahme {iber die Haut bei Fischen vor allem zelluldre
Abwehrmechanismen. Hierbei reagieren Makrophagen und Epithelzellen. Zur Phagozytose befdhigte
filamenthaltige Zellen mit Melanin und Phagosomen wurden in der Epidermis von

Regenbogenforellen gefunden (PELETEIRO und RICHARDS, 1990). Da die bei den
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Entwicklungsstadien von Myxobolus cerebralis beobachteten Degenerationserscheinungen
ausschlieBlich bei intrazelluldr liegenden Zellaggregaten zu finden sind, ist hier eine
Phagozytosetitigkeit der Epidermiszellen verbunden mit enzymatischer Aktivitit in Betracht zu
ziehen. In reinfizierten Fischen konnte DEMMEL (1999) in wenigen Féllen eine verstirkte
Anwesenheit von lymphoiden Zellen und neutrophilen Granulozyten in der Umgebung der
eingedrungenen Amoboidkeimzellen beobachten. Andere Typen von Leukozyten sowie
Makrophagen traten nach ihren Beobachtungen zu keinem Zeitpunkt gehduft auf.

Neben zelluldiren Abwehrmechanismen der Haut konnten beim Fisch auch humorale nachgewiesen
werden. So wurde in Haut- und Darmschleim sowie im Blut von Fischen eine dem Immunglobulin
M der Mammalia dhnliche Antikdrperklasse entdeckt (AMLACHER, 1992). Inwiefern diese bei der
Abwehr bzw. der Opsonierung der Myxobolus cerebralis-Sporen eine Rolle spielen, ist bis heute
ungeklart.

Acht Stunden nach der Infektion kann das Auswandern von Entwicklungsstadien von Myxobolus
cerebralis aus den Epidermiszellen beobachtet werden, groere intakte Verbédnde von
Entwicklungsstadien verweilen mitunter bis zu zwdlf Stunden in der Néhe von Basalzellen. 24
Stunden post expositionem sind keine Entwicklungsstadien mehr in der Haut anzutreffen
(MANDOK, 1993).

Die ersten Nachweise von Entwicklungsstadien in der Subcutis sind verbunden mit einer
zahlenmidBigen Zunahme. Bis zum vierten Tag nimmt ihre Zahl in diesem Gewebe dann wieder

deutlich ab (MANDOK, 1993).

2.6.2 Peripheres und Zentrales Nervensystem

Parasitenstadien im Nervensystem kdnnen schon vier Tage post infectionem detektiert werden.
Zwischen dem sechsten und 14. Tag ist die hochste Anzahl von Vermehrungsstadien im
Riickenmark auszumachen, spiter dann im Gehirn und in den Kopfganglien (MANDOK, 1993). Das
relativ frithe Auftreten von Parasitenstadien im Nervengewebe weist darauf hin, dass der Parasit
gezielt dieses Gewebe aufsucht. Dadurch wahlt er nicht nur den kiirzesten Weg in sein Zielgewebe,
sondern weicht durch den Neurotropismus gleichzeitig auch dem Immunsystem des Fisches aus-ein
Phianomen, welches auch bei den Herpesviridae und Rhabdoviridae bei Infektionen der Mammalia
zu beobachten ist. EL-MATBOULI et al. (1993) konnten bei ihren Untersuchungen zu keinem
Zeitpunkt Entziindungsvorgénge im Nervengewebe feststellen. Infiltrationen von eosinophilen

Granulozyten ins Nervengewebe wurden von HEDRICK et al. (1999) gefunden. Zwar ist bis heute
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nur wenig iiber die Aufgabe der Eosinophilen in kranialen und spinalen Nervenbahnen bei der
Immunantwort bekannt, jedoch wurden sie bisher in Darm und Kiemen immer bei akutem
Entziindungsgeschehen angetroffen (POWELL et al., 1991; HOLLAND und ROWLEY, 1998). In
den Untersuchungen von HEDRICK et al. (1999) waren bei infizierten Bachforellen hdufig
eosinophile Granulozyten in den kranialen Nervenganglien und Nervenbahnen anzutreffen, nicht
jedoch bei den Regenbogenforellen. EL-MATBOULI (1996) schreibt diesen Zellen eine die

Sporenanzahl limitierende Wirkung zu.

2.6.3 Knorpel

Ab dem zwanzigsten Tag konnen Plasmodien im Knorpelgewebe beobachtet werden, die schon bald
durch ihre vegetative Vermehrung zu einer Auflosung fithren und das Bild einer Desintegration der
Knorpeltextur erzeugen (HOFFMAN, 1962). Laut HALLIDAY (1974) konnen diese Verdnderungen
entweder einer Erosion (Enzyme des Parasiten zerstoren den Knorpel) oder einer nekrotischen
Reaktion (liberschieBende Entziindungsreaktion des Wirtes) zugrunde liegen. In der ersten Form ist
der Knorpel um das membrandse Labyrinth weitgehend zerstort und in der Umgebung finden sich
Mengen degenerierten Knorpels sowie Granulationsgewebe und zahlreiche Sporen. Auerdem ist
bestehendes Knochenmaterial unregelméfig geformt. Bei der zweiten Form dagegen finden sich nur
Trophozoiten und Sporoblasten in anderen Knorpelarealen, jedoch keine Wirtsreaktion.

Bei Forellen, die bereits seit einigen Monaten infiziert waren, zeigte sich Knorpeldegeneration ohne
jegliche Aktivitit seitens des Wirtes. Falls die Nekrose durch eine Entziindung verursacht wiirde,
missten Leukozyten in den nekrotischen Arealen zu finden sein. Dies wurde jedoch nur sehr selten
beobachtet. Auerdem traf HALLIDAY (1974) auch bei gesunden Regenbogenforellen nekrotische
Bereiche im Knorpel an und schloss daraus, dass diese Nekrosen einen physiologischen Bestandteil
der Ossifikation darstellen. In anderen Untersuchungen des Verfassers waren die Trophozoiten im
Knorpel immer von einer granulomatdsen Entziindung umgeben.

Prinzipiell ist die Entziindung in der Lage, den Parasiten zu bremsen oder zu eliminieren.
Untersuchungen von HEDRICK et al. (1999a) zeigen, dass bei der Regenbogenforelle mehr
Parasitenstadien das Sporenstadium erreichen als bei der Bachforelle, und dieser speziesbedingte
Unterschied verstirkt sich mit steigenden Infektionsdosen (10-10.000 TAM/Fisch). Eine
proportional zu den Sporenkonzentrationen anwachsende Auspragung der Knorpelldsionen

impliziert, dass das granulomatdse Entziindungsgeschehen, welches meist mit dem Parasiten
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assoziiert ist, bei der Regenbogenforelle weniger effektiv als bei der Bachforelle den Parasiten
abzuschwichen oder gar aufzuhalten vermag (HEDRICK et al., 1999a).

Erst in neuerer Zeit wurde von MacCONNELL und BALDWIN eine objektive Methode entwickelt,
den Schweregrad der durch den Parasiten hervorgerufenen Infektion zu bestimmen
(MacCONNELL-BALDWIN-Numerical Scale). Diese histologische Beurteilung bedient sich einer
Skala von null bis fiinf und ist, entsprechend dem Standard Protocols for Whirling Disease Research
(BARTHOLOMEW et al., 2001), im Material- und Methodenteil in Punkt 2.5.3.2 aufgefiihrt. In die
Bewertung flieBen sowohl Qualitit als auch Quantitit der Knorpelldsionen sowie das assoziierte
Entziindungsgeschehen und die Beteiligung des umliegenden Gewebes ein. Dieses
Bewertungssystem hat mittlerweile Allgemeingiiltigkeit in der Beurteilung des Einflusses von

Myxobolus cerebralis auf exponierten Fisch erlangt (BALDWIN et al., 2000).

2.6.4 Veranderungen im Blut der drehkranken Regenbogenforelle
2.6.4.1 Allgemeine Parameter

Zu keinem Zeitpunkt der Infektion konnen Fremdzellen in Blutausstrichen experimentell infizierter
Regenbogenforellen nachgewiesen werden (MANDOK, 1993). Aktuelle Untersuchungen des Blutes
drehkranker Forellen ergaben, dass sich trotz dieser Tatsache viele Blutparameter bei infizierten
Forellen verdndern. So fanden DENSMORE et al. (1999) heraus, dass infizierte Forellen eine
erniedrigte Gesamtleukozytenzahl aufweisen. Eine ebenfalls verringerte Lymphozytenzahl fiihren
die Autoren auf die Tatsache zuriick, dass die Lymphozytenfraktion einen Grofteil der Leukozyten
beim Fisch darstellt.

Diese Werte liegen wahrscheinlich einer vermehrten endogenen Corticosteroidproduktion
drehkranker Fische zugrunde. Die konstatierte Hyperglykédmie sowie die erhdhte Infektanfalligkeit
drehkranker Fische konnte, falls Parallelen zum Sdugetier bestehen, auf die immunsupprimierende
Wirkung der Hormone der Nebennierenrinde (Glucocorticoide) zuriickzufiihren sein (DENSMORE
et al., 1999). Auf die speziellen Charakteristika im weillen Blutbild der Regenbogenforelle wird im
weiteren Textverlauf noch eingegangen werden.

Erhohte Werte des Hamatokrit (Hkt), des mittleren Zellvolumens (MCV) und des mittleren
Hamoglobingehalts der einzelnen Erythrozyten (MCH) sehen die Autoren als Ausdruck einer
Retikulozytose, bei der grofere, junge Erythrozyten (Retikulozyten) ins Blut {ibergehen. Bestehende

leicht erhohte Werte des Plasma-Kalziums und -Magnesiums fiihren sie auf osteolytische Prozesse
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zuriick, mit der Einschrdnkung, dass dieser Zusammenhang bisher nur bei den Mammalia erwiesen
ist (DENSMORE et al., 1999).

Den erniedrigten Plasmaspiegel verschiedener Enzyme, wie zum Beispiel der Kreatinkinase, liegen
wahrscheinlich dem verringerten Gewicht der wachstumsretardierten drehkranken Forellen
zugrunde. Ahnliche Verinderungen dieser Blutparameter sind auf dem Gebiet der
Ichthyoparasitologie hiufig beschrieben. So berichten z.B. RUANE et al. (2000) von erhdhten
Cortisol- bzw. Glucose-Konzentrationen im Blut bei Untersuchungen der Immunantwort der

Regenbogenforelle auf die Infektion mit der Seelaus.

2.6.4.2 Weildes Blutbild der Regenbogenforelle

Bei Knochenfischen werden die Blutzellen vornehmlich in der Kopfniere gebildet. Dieses Organ ist
als Analogon zum Knochenmark der Mammalia zu sehen. Zusétzlich fungieren auch Milz und zum
Teil der Darm als Blutbildungsstitte (LEHMANN und STURENBERG, 1981; BLUM et al., 1988).
Im weiBlen Blutbild werden folgende Zelltypen unterschieden: Lymphozyten, Monozyten,
Granulozyten, Leukoblasten und Thrombozyten (LAGLER et al., 1977). Thrombozyten werden in
jiingerer Zeit meist ausgeklammert und als eigene Zellpopulation behandelt (AMIN et al., 1992).

Zur routinemdfigen Blutuntersuchung wird Blut aus der A. et V. caudalis oder dem Herzventrikel

gewonnen.

2.6.4.2.1 Granulozyten

Laut ROWLEY (1990) ist der Fischgranulozyt physiologischerweise von runder Gestalt, enthélt
Granula im Zytoplasma und einen polymorphen Kern. Die Grof3e variiert zwischen 7 und 13pm
(HOUSTON, 1990). Im Folgenden wird auf die Besonderheiten der einzelnen Granulozytenarten
(die Nomenklatur lehnt sich an die Terminologie der Humanhdmatologie an) des gesunden Fisches

eingegangen.

Neutrophile Granulozyten

Die Granulozytenanzahl betrdgt 1-3 x 10%/ul. Prozentual macht sie bei der Regenbogenforelle einen

Anteil von 1-9% der Leukozyten- und Thrombozytenzahl aus (WEDEMEYER et al., 1990).
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Zytochemische Untersuchungen ergaben eine hohe Peroxidaseaktivitit in den Granula sowie
vergleichbare zytochemische Reaktionen (positive PAS-Reaktion, Sudanschwarzanfiarbung sowie

saure und alkalische Phosphatase-Reaktion) wie in den Sadugetierzellen (ELLIS et al., 1989).

Stab- und segmentkernige Granulozyten

Der stabkernige Granulozyt ist bei der Regenbogenforelle durch eine stabférmige Briicke zwischen
zwei Kernanteilen zu identifizieren. Das Zytoplasma reagiert ,,neutrophil-rosa* (BLUM et al., 1988).
Der segmentkernige Granulozyt unterscheidet sich bei der Regenbogenforelle nur in
kernmorphologischer Hinsicht, die Zytoplasmareaktion ist identisch.

Die Funktion der segmentkernigen Granulozyten ist bis heute nicht restlos geklért. Sie nehmen an
Entziindungsgeschehen teil und ihnen werden phagozytotische Eigenschaften zugesprochen (ELLIS
et al., 1989). Eine Zunahme der Neutrophilen ist vor allem bei Einwirkung von Stressoren
feststellbar (stressassoziierte Neutrophilie). Die Bildung der Granulozyten erfolgt bei
Knochenfischen vornehmlich in der Vorniere und zu einem kleinen Prozentsatz auch in der Milz

(HOUSTON, 1990).

Eosinophile Granulozyten (EG)

Die Existenz und das Vorkommen von eosinophilen Granulozyten im Fischblut werden in der
Literatur widerspriichlich diskutiert (ELLIS et al., 1989). Ein Grof3teil der Beschreibungen bezieht
sich auf die so genannten eosinophilen granuldren Zellen (EGZ) der Haut, der Kiemen, des Darms,
des Bulbus arteriosus und der hamatopoetischen Organe, wihrend ,,echte* eosinophile Granulozyten
im Fischblut nur bei wenigen Knochenfischarten beschrieben werden (ELLIS et al., 1989; AMIN et
al., 1992). Hierbei ist es ungeklart, ob die EGZ bei Regenbogenforellen identisch mit den
eosinophilen Granulozyten des Blutes sind (BLUM et al., 1988). Bei dieser Art konnten eosinophile
granuldre Zellen nur in Verbindung mit Infektionen mit Aeromoas salmonicida im Blut
nachgewiesen werden (BLUM et al., 1988; LEHMANN et al., 1989). ELLIS et al. (1989) kommen
zu dem Schluss, dass die gewebeassoziierten EG Histamin enthalten und somit an anaphylaktischen
Reaktionen teilnehmen konnen. SIRE und VERNIER (1995) vermuten, dass die darmassoziierten

EG der Regenbogenforellen den Sdugereosinophilen entsprechen.

Basophile Granulozyten

Das Vorkommen dieser Zellen wird bei Fischen ebenfalls widerspriichlich diskutiert (ELLIS et al.,
1989; AMIN et al.,, 1992; BRANSON, 1993). Bei der Regenbogenforelle selbst konnten
BLAXHALL und DAISLEA (1973) bzw. BLUM et al. (1988) keine Basophilen identifizieren, bei
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anderen Fischarten wie dem Wels oder dem Karpfen werden sie in der Literatur erwdhnt

(LEHMANN et al., 1994; WILLIAMS und WARNER, 1976).

2.6.4.2.2 Lymphozyten

Der Lymphozyt reprisentiert den hiufigsten Zelltyp der weiBen Zellreihe (BLUM et al., 1988). Wie
in Tabelle 2 zu sehen, unterscheidet man im Fischblut groBe (8-12um) und kleine (4-5um)
Lymphozyten, die unterschiedliche Funktionszustinde (ELLIS, 1976) bzw. Reifestadien (AMIN et
al., 1992) darstellen. Durch ihren typischen grof3en Zellkern und das dichte Chromatin sind diese
runden Zellen leicht zu erkennen, jedoch schwer unterscheidbar von kernhaltigen Thrombozyten, bei
denen das Zytoplasma durch den Ausstrich entfernt wurde. Die Normalwerte fiir Lymphozyten

werden in Tabelle 2 dargestellt.

Tab. 2: Normalwerte fiir Lymphozyten nach verschiedenen Autoren (entnommen aus PUND, 1997)

FISCHART GEWICHT ANZAHL [x 10 x 10%/pl] AUTOR
oder [%]*
Regenbogenforellen 50g 1,34-2,16 BRUNO und MUNRO (1986)
(groBle Lymphozyten)
1,258-2,72
(kleine Lymphozyten)
0. A 89-98% WEDEMEYER et al. (1990)
0. A. 75% DEUFEL und POLLNITZ
(1977)
Bachforellen 160g 56-100% BLAXHALL und DAISLEA
(1973)

*Prozentwert, bezogen auf Gesamtleukozyten ohne Thrombozyten

Die Aufgabe der Lymphozyten- zellvermittelte Immunfunktionen- entspricht der der Mammalia.
Uber die Bildungsstitten der Lymphozyten ist bei Fischen bisher wenig bekannt (HOUSTON 1990).
Es wird vermutet, dass die Lymphozyten aus Stammzellen im Thymus heranreifen und noch vor
seiner Involution- zum Zeitpunkt der Sexualreife- andere lymphomyeloide Organe besiedeln

(ELLIS, 1977; ELLIS, 1989; HOUSTON, 1990).
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2.6.4.2.3 Monozyten

Die Monozyten der Regenbogenforelle stellen mit einem Durchmesser von 9-25um die groften
Zellen des Blutes dar. Laut DEUFEL und POLLNITZ (1977) entsprechen sie einem Anteil von 4%
der Gesamtleukozytenzahl. Bei erhohter Phagozytosetitigkeit wird eine Identifikation dieses

Zelltypus aufgrund starker Gestaltverdnderung schwierig.

2.6.5 Der Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC)

SHUM et al. (2001) konzentrierten sich bei ihrer Suche nach Faktoren, die die Empféanglichkeit fiir
die Drehkrankheit beeinflussen, auf zelloberflachlich lokalisierte Molekiile, welche von Genen des
Haupthistokompatibilitdtskomplexes kodiert werden. Diese Molekiile binden an fremde Antigene,
wie Viruspartikel, Parasiten und Bakterien, um sie so anderen Zellen des Immunsystems kenntlich
zu machen (KLEIN, 1986). MHC-Molekiile sind hochvariabel, so dass sie eine Vielzahl
verschiedenster Antigene prasentieren kdnnen.

Beim Menschen korrelieren verschiedene Varietiten dieser MHC-Molekiile mit der Empféanglichkeit
fiir Krankheiten. Dieser Erkenntnis zugrunde lagen Forschungen von PARHAM und SHUM der
Stanford Universitit in Kalifornien, welche versuchten, Parallelen bei der Drehkrankheit der
Salmoniden zu finden (SHUM et al., 2001).

Die hochpolymorphen Glycoproteine der MHC-Antigene lassen sich in zwei Klassen unterteilen,
MHC I und MHC 11, die sich sowohl funktionell als auch strukturell voneinander unterscheiden.
Klasse [-Molekiile finden sich auf allen kernhaltigen Zellen und présentieren den T8 Helfer-Zellen
(zytotoxische T-Zellen) Peptide, die von endogen produzierten Proteinen stammen (BJORKMAN
und PARHAM, 1990). Strukturell gesehen besteht die schwere Kette der Klasse I-Molekiile aus drei
extrazelluliren Dominen al, a2 und a3, einer transmembranen Region und einem
zytoplasmatischen Ende.

Unter diesen verschiedenen Klasse I-Molekiilen sind manche hochpolymorph (klassische Klasse I-
Gene und manche weniger polymorph (nichtklassische Klasse I-Gene). Von Klasse Ia-Genen wird
bei verschiedenen Teleostei, z.B. dem Karpfen (Cyprinus carpio) (VAN ERP et al., 1996) und der
Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) (HANSEN et al., 1996) berichtet.

Die Verteilung der Klasse II-Molekiile ist spezifischer. Sie sind hauptsédchlich auf B-Lymphozyten,

Makrophagen und aktivierten T-Zellen zu finden, welche als Antigen-préisentierende Zellen
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fungieren. Die Klasse [I-Molekiile prasentieren den TD4 Helferzellen Peptide, die von exogen
erworbenen Proteinen stammen.

Strukturell gesehen sind Klasse II-Molekiile Heterodimere mit einer leichten und einer schweren
Glycoprotein-Kette (KAUFMAN et al., 1984).

Verschiedene MHC I- und MHC II-Allelen haben verschiedene Bindungsstellen fiir fremde Peptide.
Geht man davon aus, dass sie bei Fischen dieselbe Funktion wie bei Sdugetieren haben, nehmen sie
eine zentrale Rolle bei der spezifischen Immunantwort ein, da sie kdrperfremde Antigene den T-
Zell-Rezeptoren auf den Lymphozyten prasentieren (BJIORKMAN und PARHAM, 1990).
Untersuchungen des MHC-Komplexes bei Regenbogenforellen konzentrierten sich auf die Frage, ob
spezifische MHC-Klasse I- oder II-Allele selektiert worden sind, um einen Schutz gegen Myxobolus
cerebralis zu bieten.

SHUM et al. (2001) bestimmten MHC Klasse I cDNA Sequenzen von fiinf Regenbogenforellen aus
Zuchten, sowie jeweils zehn Regenbogen- und zehn Bachforellen aus dem Colorado River. Dabei
fanden die Autoren heraus, dass MHC-Klasse I-Sequenzen hinsichtlich der Morphologie auch bei
Forellenstimmen untereinander differieren. Keine der verglichenen Sequenzen von Regenbogen-
und Bachforelle waren identisch. Dies erklart sich aus dem Umstand, dass sich diese beiden Genera
bereits vor 20 Millionen Jahren voneinander separiert haben (SHUM et al., 2001).

Insgesamt wurden 16 Klasse [-Allele bei der Regenbogenforelle und zehn bei der Bachforelle
isoliert.

Bei dieser Untersuchung konnte durch den Vergleich von Regenbogenforellen aus dem Colorado-
River und Regenbogenforellen aus einer Fischzucht nur eine identische Allele identifiziert werden.
Bemerkenswert scheint, dass die Klasse I-Sequenzen der Forelle sehr friih in der Evolution etabliert
wurden, wahrscheinlich bevor sich die Familie der Salmonidae auseinander entwickelt hat.

So weisen manchmal Allelen der Regenbogenforelle mehr Ahnlichkeit zu Allelen der Bachforelle
auf als zu denen anderer Regenbogenforellen.

Auch MHC-Klasse II-Sequenzen wurden bestimmt. Auch hier konnten keine Allelen identifiziert
werden, die bei Regenbogenforelle und Bachforelle identisch waren. Die genetische Divergenz
zwischen Regenbogenforelle und Bachforelle war bei den Untersuchungen der Klasse II-Allelen viel
deutlicher zu erkennen als bei den Klasse la-Allelen (SHUM et al., 2001).

In Untersuchungen von SCHILL (2002) wurden die a 2-Dominen von MHC Klasse I-Molekiilen
verschiedener Shasta-Regenbogenforellen Populationen, welche sich erwiesenermaf3en in ihrer

Empfinglichkeit fiir die Drehkrankheit voneinander unterscheiden, miteinander verglichen. Die
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Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass zumindest die MHC-Klasse 1a-2 Doméine in

keinem Zusammenhang zur Krankheitsauspriagung steht.

2.7  Immunologie und Antikorperbildung der reinfizierten Forellen

Ob drehkranke Salmoniden Antikorper gegen die Myxobolus cerebralis-Sporen bilden kdnnen, war
lange Zeit unklar. Weder PAULEY (1974) noch HALLIDAY (1974) konnten mittels Serologie
entsprechende Ergebnisse vorweisen. PAULEY's Untersuchungen der Sporenantigene wiesen darauf
hin, dass diese trotz unterschiedlichen Verhaltens in der Elektrophorese die Antigene des Knorpels
der Regenbogenforelle zu imitieren vermogen. Wahrscheinlich ist der Parasit durch diese ,,Wirts-
Antigen-Mimikry*" in der Lage, sich im Wirtsgewebe zu etablieren. GRIFFIN und DAVIS (1978)
konnten erstmals mittels indirekter Immunofluoreszenz Antikdrper gegen Myxobolus cerebralis
entdecken und somit die These widerlegen, dass die Sporen keine Antigenitét aufweisen.

In Versuchen, in denen Forellen wiederholter Exposition mit Triactinomyxon-Sporen ausgesetzt
wurden, wurden unterschiedliche Reaktionen beobachtet.

Die von HOFFMANN et al. (1991) mittels Immunperoxidasetechnik detektierten Antikdrper gegen
Myxobolus cerebralis spielen eventuell bei einer wiederholten Sporenexposition eine Rolle. So
konnte bei einer erneuten Sporenexposition acht Wochen zuvor infizierter Regenbogenforellen
keine Reinfektion festgestellt werden. Alle Sporen wiesen nach einer Stunde noch intakte
Amoboidkeimzellen auf (HOFFMANN und EL-MATBOULI, 1996).

* Nomenklatur vom Verfasser iibernommen

2.8  Bekdmpfung der Drehkrankheit

Gemill dem Entwicklungszyklus von Myxobolus cerebralis kommen fiir Bekdmpfung bzw.
Therapie der Drehkrankheit verschiedene Ansatzpunkte in Frage. So bietet sich ein breites Band an
Moglichkeiten, beginnend mit dem Entzug der Lebensgrundlage der Tubificiden iiber die
Behandlung des sporenhaltigen Wassers und der Desinfektion aller Gerdtschaften bis hin zum

radikalen Stamping out (Keulung) oder der Therapie betroffener Einzelindividuen.
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2.8.1 Entzug der Lebensgrundlage der Tubificiden

Der Ersatz naturnaher Erdteiche durch betonierte Anlagen entzieht dem Hauptwirt Tubifex tubifex
weitgehend die Lebensgrundlage und senkt so den Infektionsdruck. Die Behandlung kontaminierter
Teiche mit Chlorkalk und Kalkstickstoff ist laut SCHAPERCLAUS (1931) und HOFFMAN et al.
(1962) ebenfalls Erfolg versprechend. Da Regenbogenforellen jedoch stindigen Frischwasserzulauf

benotigen, kann sporenhaltiges Wasser weiterhin die Aufzuchtgewésser erreichen.

2.8.2 Behandlung des sporenhaltigen Wassers, Desinfektion aller Geratschaften

Bestrahlung mit UV-Licht sowie Filtration stellen Moglichkeiten zur Desinfektion dieses
kontaminierten Wassers dar (HOFFMAN, 1974).
Zur Reinigung von Bruthdusern und Gerétschaften sind Natronlauge, Kalilauge und Chlorkalk

(HOFFMAN et al., 1962) einzusetzen.

2.8.3 Keulung (Stamping out)

Zur Einddimmung der Drehkrankheit eignet sich laut SCHAPERCLAUS (1931) die bestandsweise

Vernichtung und unschidliche Beseitigung aller erkrankten Fische.

2.8.4 Therapie betroffener Einzelindividuen

Der FEinsatz von Chemotherapeutika stellt einen weiteren Ansatz der Bekdmpfung dar.
Untersuchungen von O’GRODNICK und GUSTAFSON (1973) ergaben, dass von zehn getesteten
Medikamenten Amprolium, welches jedoch hochtoxisch ist, eine Sporenreduktion im Fisch
bewirken kann. Nitrofuran (TAYLOR et al., 1973), Proguanil und Clamoxyquin (ALDERMAN,
1986) zeitigten den gleichen Effekt.

EL-MATBOULI und HOFFMANN (1991) setzten schlieBlich unter Laborbedingungen erfolgreich
das bereits relativ lange fiir seine amobizide Wirkung bekannte Antibiotikum Fumagillin
(produziert von Aspergillus fumigatus) ein. 1992 konnte LUTZ drehkranke Regenbogenforellen mit
Fumagillin in verschiedenen Dosierungen therapieren und damit die Ergebnisse von EL-
MATBOULI und HOFFMANN (1991) bestétigen. Urspriinglich wurde dieses Medikament in der
Veterindrmedizin fiir die Behandlung der durch Nosema apis Z. verursachten Nosematose der

Honigbiene (apis mellifica) verwendet (KATZNELSON und JAMIESON, 1952).
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3. Verbreitung der Drehkrankheit

3.1  Ursprung und Ausbreitung der Drehkrankheit

Die Drehkrankheit wurde erstmals 1898 von HOFER bei Regenbogenforellen in Deutschland
beobachtet (HOFER, 1903).

In den folgenden Jahren breitete sie sich durch internationalen Fischhandel auf immer mehr zunichst
europdische Lander aus. Heute stellt sie ein Problem in vielen Gebieten, in denen
Regenbogenforellenzucht betrieben wird, dar (HALLIDAY, 1976). So kommt sie in der ehemaligen
Sowjetunion (USPENSKAYA, 1955), im United Kingdom (ELSON, 1969) vor und wurde in der
Folge auch nach Neuseeland eingefiihrt (HEWITT und LITTLE, 1972).

3.2 Situation in den Vereinigten Staaten

Vermutlich durch die Verschiffung eingefrorener Forellen gelangte die Drehkrankheit in den 50er
Jahren in die USA (HOFFMAN, 1990), wahrscheinlich 1956 aus Danemark (MATTHEWS, 1995).
1958 wurde sie zum ersten Mal in Pennsylvania auf der Benner Spring Fish Research Station und
fast simultan in Nevada diagnostiziert, dann in Connecticut (1961), Virginia (1965), 1966 in
Kalifornien und Massachusetts (HOFFMAN, 1990). Um diesen Seuchenzug aufzuhalten, wurden
drastische MaBBnahmen ergriffen. So vernichtete Kalifornien im Zeitraum zwischen 1965 und 1984
660.000 kg Fisch und fast 2.300.000 Briitlinge sowie nicht fangbaren Fisch aus kontaminierten
Zuchten (MODIN, 1998). Der Staat Michigan stellte betroffene Zuchtbetriebe unter Quarantdne und
behandelte in den frilhen Siebzigern den Nordausldufer des Tobacco River mit Chlorid zur
Desinfektion des Flusssystems (HNATH, 1988). In einem frithen Report berichtet HOFFMAN et al.
(1962) von der Keulung aller lebenden Fische in betroffenen Zuchtbetrieben sowie deren
Quarantdnemafinahmen, von chemischer Desinfektion aller Gerdtschaften und dem Ersatz
kontaminierten Wassers durch sauberes in den Bruthdusern. Trotz dieser Maflnahme breitete sich der
Parasit schnell auf beide Kiisten aus (siche Abbildung 4). Als die Drehkrankheit 1988 schlieflich in
New York diagnostiziert wurde, ordnete der Staat die Keulung von 170.000 Zuchtforellen an.
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. 12 Staaten berichten von Myxobolus cerebralis in Wildpopulationen

l:l 22 Staaten berichten von Myxobolus cerebralis in Zuchtstationen und/oder freier Wildbahn

Abb. 4: Die Verbreitung der Drehkrankheit in den USA (nach NICKUM, 1999)

In jlingerer Zeit favorisieren Fischerei-Manager mildere MaBBnahmen mit Schwerpunkt auf
Vermeidung der Ausbreitung der Drehkrankheit. So wurde versucht, durch den Bau betonierter
Wasserleitungen, durch die Desinfektion von Erdteichen und durch die Aufzucht der Brut in
sporenfreiem Wasser die Krankheit einzuddmmen. In einem durch das ,,Colorado River Wildlife
Council Fish Disease Subcomittee* anberaumten Meeting (1988) empfahl der Grof3teil der
Teilnehmer, Myxobolus cerebralis vom Status der anzeigepflichtigen Krankheit zur meldepflichtigen
zuriickzustufen. Der U.S. Fish and Wildlife Service entfernte Myxobolus cerebralis au3erdem von
seiner "List of injurious wildlife" (NICKUM, 1999).

Wie aus Abb. 5 ersichtlich, musste im Rahmen von Untersuchungen am oberen Colorado 1993 eine
extrem hohe Dezimierung der drei letzten Forellen-Jahrginge festgestellt werden (WALKER und
NEHRING, 1995).
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Die Drehkrankheit und ilwe Auswirkung
auf die Forellenpopulation

Die Alterstruktur der Regenbogenforellenpopulation
des Colorado innerhalb des Kemp / Breeze Wildlife
Gehietes; junge Farellen fehlen
bhemerkenswertenveise.
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Cuelle: WALKER und MEHRING, 1885

Abb. 5: Die Auswirkungen der Drehkrankheit auf die Regenbogenforellenpopulation;
entnommen aus WALKER und NEHRING, 1995

Die Drehkrankheit wurde hierfiir als Hauptursache anerkannt. Die Bestimmung der Mortalitétsrate
durch den Einsatz so genannter Sentinelfische (Bachsaiblinge und Cutthroatforellen in
Drahtgitterkompartimenten) ergab einen Durchseuchungsgrad von tiber 90%. Analysen des Madison
River in Montana ergaben einen Riickgang der Regenbogenforellenpopulation ebenfalls um 90%
(VINCENT, 1996), ein Jahr spiter konstatierten BALDWIN et al. (1997) im Rahmen von
Untersuchungen in Montana Infektionsraten von 4-69%. In acht von 21 untersuchten Flusssystemen
fanden sich mit Myxobolus cerebralis infizierte Salmoniden. Die Zunahme der Bachforellendichte
zu Lasten der dort beheimateten Regenbogenforellenpopulation wurde sowohl in Utah als auch in
Colorado beobachtet. Diese Ergebnisse schenkten der Drehkrankheit im Rahmen des

Fischereimanagements erneut grofle Beachtung. Erstmalig verschob sich das Hauptinteresse der
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Bekdmpfung von den Zuchtstationen auf die Wildbahn. In diesem Zusammenhang verbot New Y ork
z.B. die Zucht von positiv getesteten Regenbogenforellen-Stimmen.

Trotz der teilweise explosionsartigen Ausbreitung der ,,Whirling Disease® in den USA sind nicht alle
Gewissersysteme gleich stark betroffen. Der heutige Stand der Forschung ldsst den Schluss zu, dass
neben bereits erwidhnten begiinstigenden Umweltbedingungen auch der Mensch fiir die rasche
Durchseuchung des beschriebenen Ausmafes verantwortlich gemacht werden muss. So stellten
SCHISLER und BERGERSEN (1998) fest, dass Gebiete intensiven Fischfangs und Managements
am heftigsten von der Drehkrankheit betroffen sind.

Bis heute ist die Drehkrankheit in mindestens 22 Staaten der USA beheimatet (Abbildung 4):
Colorado, Connecticut, Idaho, Kalifornien, Maryland, Massachusetts, Michigan, Montana,
Nebraska, Nevada, New Hampshire, New Jersey, New Mexiko, New York, Ohio, Oregon,
Pennsylvania, Utah, Virginia, Washington, West Virginia und Wyoming.

Ausfiihrlichere Angaben tiber Infektionschronologie, Infektionspriavalenz der betroffenen Fliisse
sowie zu den staatlichen MaBBnahmen zur Bekdmpfung der Drehkrankheit sind den Whirling Disease

Symposien von 1998-2002 zu entnehmen.
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4. Ausblick

Fliegenfischtourismus und Fischerei sind fiir den Amerikaner nicht nur von kultureller und
traditioneller Bedeutung, sondern spielen auch in wirtschaftlicher Hinsicht eine sehr wichtige Rolle.
So steuert allein die Fischerei jahrlich ca. 420 Millionen Dollar zum Staatshaushalt in Colorado und
274 Millionen Dollar in Montana bei.

Das Auswildern von Regenbogenforellenstimmen deutscher Herkunft, die sich im Laufe des letzten
Jahrhunderts mit der Drehkrankheit auseinandersetzen mussten und auf diese Weise durch natiirliche
Selektion eine gewisse Widerstandsfahigkeit erworben haben, konnte eine Moglichkeit darstellen,
die Regenbogenforelle in den Fliissen nicht nur der stark betroffenen USA wieder zu etablieren.
Somit hitte der Mensch ein kleines Stiick Artenvielfalt, welches er selbst durch den Eingriff ins
natiirliche Okosystem fast zerstort hat, wieder gesichert.

Im Rahmen dieses Dissertationsvorhabens sollen nun verschiedene deutsche Regenbogenforellen-
Stimme auf ihre Empféanglichkeit fiir die Drehkrankheit unter kontrollierten Laborbedingungen
getestet werden und das Ausmal} der Krankheitsentwicklung mit einem infizierten amerikanischen
Stamm verglichen werden.

Erfolgreiche Resultate dieser Arbeit bilden in den folgenden Jahren die Grundlage fiir weitere
Forschungsprojekte, die eruieren sollen, in welchem Rahmen Myxobolus cerebralis-resistente

deutschstimmige Regenbogenforellen zur Auswilderung in nichtdeutschen Gewéssern geeignet sind.
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1. MATERIAL und METHODEN

1. MATERIAL

1.1 Oligochaeten

Voraussetzung fiir die Infektionsversuche der Forellenbriitlinge war das Vorhandensein einer
ausreichend groflen Menge infektionstiichtiger Triactinomyxon-Sporen. Zu diesem Zweck werden
im Labor jeden Monat spezifisch pathogenfreie (=SPF) Tubificiden der Gattung Tubifex tubifex aus
eigener Zucht mit Myxobolus cerebralis Sporen infiziert, welche aus Kopfknorpel infizierter
Forellen gewonnen werden. Auf diese Weise ist gewdhrleistet, dass zu jedem Zeitpunkt
Triactinomyxon-Sporen zur Fischinfektion sowie drehkranke Regenbogenforellen zur Infektion von

Oligochaeten verfiigbar sind.

1.2 Fischmaterial zur Gewinnung der Myxobolus cerebralis-Sporen

Zur Gewinnung der Myxobolus cerebralis Sporen fiir die Infektion der Tubificiden wurden pro
Versuch durchschnittlich 15 drehkranke Forellen aus deutschen Fischzuchten sowie infizierte
Regenbogenforellen aus Laborversuchen verwendet. Die Forellen aus institutseigener Zucht werden
in Tonnen mit 100 1 Fassungsvermdgen, einer Wassertemperatur von durchschnittlich 13°C und
einem Wasserdurchlauf von ca. 0,8 I/min gehiltert. Durch einen Kieselgurausstromer wurde eine
permanente Anreicherung des Wassers mit Luftsauerstoff gewdéhrleistet. Zur Fiitterung wurde

handelsiibliches pelletiertes Forellenfutter verwendet.

1.3 Produktion der Triactinomyxon-Sporen

Die fiir diese Dissertation bendtigten Triactinomyxon-Sporen entstammen den Filtraten von sechs
verschiedenen Becken, in denen sich jeweils im Mittel ca. 1.600 infizierte Tubificiden befinden. In
den Behiltern befindet sich ein 3cm hohes Fundament aus einer Mischung aus 60% extrafeinem
und 40% feinem, speziell gereinigtem Aquarienkies der Firma Hagen® und ein mittleres
Wasservolumen von 9 1. Die Becken werden in einem Brutschrank, der eine gleich bleibende
Wassertemperatur von 15°C gewihrleistet, aufbewahrt. Uber einen Kalksteinausstromer wird das

Wasser mit Luftsauerstoff angereichert. Einmal wochentlich wird das gesamte Wasser gefiltert
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(Maschenweite der Filtermembran: 12,5um) und das Filtrat lichtmikroskopisch auf Vorkommen

von Triactinomyxon-Sporen untersucht.

1.4  Forellenbriitlinge

Fiir die Infektionsversuche dieses Dissertationsvorhabens dienten die Briitlinge vier verschiedener,
deutscher Regenbogenforellenstimme sowie Bachforellenbriitlinge. Eine Aufstellung der Stimme
findet sich in den Tabellen 3-5.

Aus datenschutzrechtlichen Griinden wurden die Teichzuchten, aus denen die verwendeten
Regenbogenforellenstimme bezogen wurden, anonymisiert. Deutsche Stimme sind durch die
Anfangsbuchstaben Dz--gekennzeichnet, der amerikanische Stamm durch das Kiirzel Am--.

Das Geschlecht der einzelnen Probanden wurde nicht bestimmt.

Die Drehkrankheit findet nur bei sehr jung infizierten Forellen vor Abschluss der Ossifikation eine
deutliche klinische Auspridgung. Daher war der Zeitrahmen, in dem die Briitlinge infiziert werden
konnten, begrenzt. Die fiir die erste Infektion benétigte GesamtTriactinomyxon-Sporenmenge von
1.066.500 konnte von den Oligochaeten des Instituts nicht auf einmal erbracht werden. Aufgrund
der stark schwankenden Leistung der Tubificiden konnte auch keine Leistungssteigerung
vorausgesagt werden. Daher wurden die Briitlinge gestaffelt infiziert. Die I. Infektion war innerhalb
von 33 Tagen abgeschlossen. Auch das Alter der einzelnen Forellenstimme war unterschiedlich
(Schlupfdatum: 10. 01. (Bachforelle)-01.04. (DtHa)). Aus den genannten Griinden sind Alter und
Infektionszeitpunkt der Forellen leicht unterschiedlich, ein Umstand, der spiter bei den

Vergleichsstudien beriicksichtigt werden muss.



Tab. 3: Aufstellung der einzelnen Forellenstimme der 1. Infektion

TAGESGRADALTER*
STAMM SCHLUPFDATUM INFEKTIONSDOSIS: | GEWICHT in in T®
TAM/FISCH g 1.INFEKTIONS-
VERSUCH

AmTL 28. 02. 2001 10; 100; 1.000; | 0,38 646

5.000
DtHo 14. 02. 2001 10; 100; 1.000; | 0,58 763

5.000
DtHs 20. 01. 2001 10; 100; 1.000 0,55 979

5.000 0,55 998
DtLh 22.03. 2001 10; 100; 1.000 0,25 431

5.000 0,25 450
DtHa 01. 04. 2001 10; 100; 1.000; | 0,39 677

5.000
Bachforelle | 10. 01. 2001 5.000 1,30 1069

* Wassertemperatur x Lebenstage, Einheit T°, Wassertemperatur wurde jeweils im

Monatsmittel berechnet

Tab. 4: Aufstellung der einzelnen Forellenstimme der II. Infektion

STAMM | INFEKTIONSDOSIS: | GEWICHT | TAGESGRAD-
TAM/FISCH ing ALTERInT®
AmTL 5.000 1,32 1097
DtHo 5.000 1,60 1214
DtHs 5.000 1,40 1449

Tab. 5: Aufstellung der einzelnen Forellenstimme der I1I. Infektion

STAMM | INFEKTIONSDOSIS: | GEWICHT | TAGESGRAD-
TAM/FISCH ing ALTERInT®
AmTL 5.000 4,0 1592
DtHo 5.000 4,3 1709
DtHs 5.000 3,2 1944

39
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1.5 Tierversuchsantrag

Die durchgefiihrten Versuche dieses Dissertationsvorhabens wurden von der Regierung von

Oberbayern unter der Nr. 211-2531-37/2001 nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes genehmigt.

1.6  Versuchsaufbau

1.6.1 Aquarien

Die Briitlinge wurden in Gruppen zu je 30 Fischen unterteilt und diese Gruppen nach der Infektion
in 50 I Aquarien verbracht. Hier wurden sie fiinf Monate bis zum Abschluss der Infektionsversuche
gehiltert. Ein Panoramaiiberblick iiber die Infektionsversuche des Laborexperiments ist in Abb. 6
dargestellt. Jedes Becken verfiigte iiber einen Kalksteinausstromer zur Anreicherung des Wassers
mit Luftsauerstoff, es erfolgte stdndiger Frischwasserzulauf (Miinchner Leitungswasser aus dem
Mangfallgebiet, Hartegrad 16,8°dH, iiber Entchlorungsanlage) mit einer Temperatur von 12-14°C
und einem Durchlauf von 1-1,5 I/min. Die Forellen wurden mit handelsiiblichem Forellenfutter

taglich gefiittert (1% des Korpergewichts).

Abb. 6: Panoramaiibersicht iiber den Laborversuchsaufbau

1.6.2 Feldversuch

Der Feldversuch wurde in einer bayerischen Fischzucht bei Landsberg am Lech durchgefiihrt.

In der Forellenzucht wurde in einen Teich eine Kunststoffwanne mit fiinf Kompartimenten mit je
60cm Linge eingesetzt. Eine schematische Ubersicht zum Feldversuchsaufbau ist in Abb. 7
dargestellt, Fotographien der Teichanlage finden sich in Abb. 8 und 9. Der Teich selbst enthilt 500
m?* Wasser und wird von einem hdher gelegenen, 200m* Wasser enthaltenen Teich, mit 2 1 Wasser
pro Sekunde eingespeist. Die Kunststoffwanne aus hochverdichtetem HDPE-Kunststoff wurde
direkt an der Wassereinspeisestelle in den Teich gesetzt. Die MaBle betragen 300cm Lidnge x 60cm

Tiefe x 80cm Hohe, der Wasserstand betrdgt 60 cm. Ein Kompartiment enthélt somit effektiv 216 1
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Wasser. Zum Schutz vor Fressfeinden diente ein Deckel, welcher nur zu Fiitterungszeiten unter
Aufsicht gedffnet wurde. Das erste Kompartiment wurde nicht als Fischbehélter genutzt.

Nach 120 Tagen wurde das Feldexperiment vorzeitig beendet. Nach einer Wiesenmaht in
unmittelbarer Ndhe des Teiches fiel Gras in den Teich und blockierte den Frischwasserzulauf in die
einzelnen Kompartimente. Durch den hieraus resultierenden Sauerstoffmangel verendeten die
Forellen iiber Nacht. Die Kadaver konnten jedoch noch zur quantitativen Sporenerfassung mittels
Digestionsmethode  sowie zu  histologischen  Untersuchungen  verwendet  werden.
Blutuntersuchungen und die exakte Bestimmung von Gewicht und GroBe konnten aufgrund

fortgeschrittener Autolyse, insbesondere im Abdominalbereich, nicht durchgefiihrt werden.
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ZULAUFKOMPARTIMENT

AmTL DtHo

Abb. 8: Aufsicht auf die Kunststoffwanne

FORELLEMTEICH

DiLh

Abb. 9: Einzelnes Kompartiment
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2. METHODEN
2.1  Versuchsiibersicht

Ziel der Arbeit war es, verschiedene Regenbogenforellenstimme auf ihre Empfénglichkeit fiir die

Drehkrankheit miteinander zu vergleichen.

Dazu wurden zunidchst- bereits im Vorjahr- Oligochaeten der Gattung Tubifex tubifex mit
Myxobolus cerebralis Sporen aus dem Knorpel drehkranker Forellen infiziert. Nach Beginn der
Triactinomyxon-Sporenproduktion wurden die zu untersuchenden Regenbogenforellenstimme mit
verschiedenen Sporenkonzentrationen iiber einen Zeitraum von drei Stunden ausgesetzt. Zur
Kontrolle des Infektionserfolgs wurde das Infektionsbad nach Ablauf dieser Zeit untersucht, sowie
je ein Fisch pro Gruppe formalinfixiert und das Epithel auf eingedrungene Sporoplasmen
histologisch untersucht. Zusitzlich wurde je ein Fisch pro Gruppe der Stimme DtHo und AmTL in
1% Glutaraldehyd fixiert, um rasterelektronenmikroskopisch Triactinomyxon-Sporen beim
Eindringen ins Epithel zu detektieren. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde schriftlich fixiert, wie
viele Fische jeweils die Krankheitssymptome der Drehkrankheit ,,Whirling®, ,,Blacktail und
,,Deformation‘ entwickelten.

Fiinf Monate post infectionem wurden je zehn Fische pro Infektionsdosis und Stamm getotet,
gemessen und gewogen, Blutausstriche fiir ein Differentialblutbild angefertigt, der Kopf abgesetzt
und sagittal in zwei Halften geteilt. Eine Halfte wurde zur Sporenzidhlung mittels
Verdauungsmethode herangezogen, die andere Halfte wurde fiir histologische Zwecke in Formalin
fixiert und spéter qualitativ die Wirtsreaktion im Knorpel mikroskopisch beurteilt.

Der gleiche Versuch wurde zeitlich versetzt bei drei ausgewdéhlten Stimmen mit dlteren Briitlingen
wiederholt (II. und III. Infektionsversuch).

Zusatzlich wurde ein Feldexperiment mit vier ausgewéhlten Stdmmen in einer Fischzucht bei

Landsberg am Lech durchgefiihrt.

2.2 Infektionsversuche der Tubificiden

2.2.1 Vorbereitung der Becken

Die Oligochaeten wurden mit dem Schlamm aus den Oligochaetentonnen entnommen und mit Hilfe
eines Kiichensiebs (Maschenweite 0,5mm) vom Schlamm separiert. Nach dem Wiegen (ein Gramm

Wiirmer enthilt ca. 200 Individuen) wurden sie in den vorbereiteten Becken auf dem mit wenig
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Leitungswasser bedeckten Sand verteilt. In jede Wanne wurden durchschnittlich 1.600 Individuen

verbracht und anschliefend infiziert.

2.2.2 Gewinnung der Myxobolus cerebralis Sporen

Die Kopfe der getoteten Forellen wurden manuell entfleischt, mit einem Mixer der Firma
Moulinex® 10min bei hochster Stufe zerkleinert und das Homogenat anschliefend durch Gaze zur
Entfernung grober Fleisch- und Knorpelstiicke geschickt. AnschlieBend wurden die Myxobolus
cerebralis Sporen mithilfe einer High Speed-Zentrifuge der Firma Kahl Scientific Instrument

corp.® vom Homogenat separiert.

Das so gewonnene Sporenpellet wurde in 100ml aqua fontana resuspendiert. Nach Entnahme von
20 pl Proben der homogenen Suspension wurden unter 10 x 40facher VergroBerung die enthaltenen

Sporen lichtmikroskopisch ausgezahlt und anschlieend die Gesamtmenge errechnet.

2.2.3 Infektion der Tubificiden

Die 100ml Sporensuspension wurde in die vorbereiteten Becken verteilt. Um eine optimale
Aufnahme der Sporen durch die Wiirmer sicherzustellen, wurde in dieses Infektionsbad erst im
Laufe einer Woche téglich Frischwasser bis zum Erreichen der Beckenkapazitit zugefiigt. Dadurch
war eine hohe Initialkonzentration an Sporen gewdhrleistet und die Sporen konnten sedimentieren.

Infiziert wurden die Oligochaeten im Zeitraum November 2000- Februar 2001.

2.2.4 Gewinnung der Triactinomyxon-Sporen

Einmal pro Woche wurde das Wasser in den Oligochaetenbecken komplett gewechselt und nach
Verstreichen der Inkubationszeit von 90 Tagen erstmals filtriert. Hierflir wurde das in den Becken
enthaltene Wasser durch ein Sieb (Maschenweite 12,5um) geschickt. Die im Filtrat enthaltenen
Sporen wurden mit Leitungswasser abgespiilt und aufgefangen. Von diesem Sporenkonzentrat
wurden jeweils 50ul bei 10 x 10facher VergroBBerung lichtmikroskopisch ausgezahlt. So konnte auf

die Gesamtsporenmenge pro Becken hochgerechnet werden.
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2.2.5 Infektion der Forellenbritlinge
2.2.5.1 Laborversuche

Fiir die Infektion der Forellenbriitlinge wurden pro Stamm vier Infektionsbdder a 500ml mit den
vier verschiedenen Konzentrationen 10, 100, 1.000 und 5.000 Sporen pro Fisch, bzw. nur 5.000
Sporen pro Fisch bei der Bachforelle hergestellt. Zugrunde lagen hierfiir die Sporenauszdhlungen
jeweils eines halben Liters pro Wurmbecken. So konnte auf die Gesamtsporenanzahl pro Becken
geschlossen werden und das sporenhaltige Wasser dementsprechend konzentriert bzw. verdiinnt
werden. Die Triactinomyxon-Sporen wurden nach der Auszdhlung in Fraktionen zu 5x30x10;
5x30x100; 5x30x1.000 und 6x30x5.000 (siche Tabelle 6) in Plastikbehélter verbracht. Diese
wurden mit speziell entchlortem Leitungswasser auf jeweils 500ml aufgefiillt und die Probanden in
diese Infektionsbider gesetzt. Hierin wurden sie unter stindiger Kontrolle und Sauerstoffzufuhr drei
Stunden belassen. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Fische in die vorbereiteten Aquarien mit
Frischwasserzulauf umgesetzt. Das den Versuchen zugrunde liegende Infektionsschema ist in
Tabelle 6 aufgefiihrt.

Ein zweiter Infektionsversuch mit anderen (SPF)-Regenbogenforellen gleichen Schlupfdatums der
Staimme DtHo, DtHs und AmTL (siche Tabelle 7) fand im Folgemonat statt.

Ein weiterer, dritter mit entsprechend alteren SPF-Forellen aus den gleichen Stammen (siche
Tabelle 8) wurde 42 Tage nach dem zweiten Versuch durchgefiihrt. Die Forellen der beiden zeitlich
versetzten Infektionsversuche wurden mit einer Sporendosis von jeweils 5.000 TAM/Fisch infiziert.
Diese Infektionen sollten spater iiber die Resistenzentwicklung mit zunehmendem Alter Aufschluss

geben.

Tab. 6: Ubersicht iiber den I. Infektionsversuch; 08.05.-11.06.2001

DTHO DTLH DTHS DTHA AMTL BACHFORELLE
0 TAM/Fisch 30 Fische 30 Fische | 30 Fische 30 Fische 30 Fische 0 Fische
10 TAM/Fisch 30 Fische 30 Fische | 30 Fische 30 Fische 30 Fische 0 Fische

100 TAM/Fisch 30 Fische 30 Fische | 30 Fische 30 Fische 30 Fische 0 Fische

1.000 TAM/Fisch | 30 Fische 30 Fische | 30 Fische 30 Fische 30 Fische | O Fische

5.000 TAM/Fisch | 30 Fische 30 Fische | 30 Fische 30 Fische 30 Fische 30 Fische




Tab. 7: Ubersicht iiber den II. Infektionsversuch; 22.06.2001

DTHO DTHS AMTL
5.000 TAM/Fisch 20 Fische 20 Fische 20 Fische
Tab. 8: Ubersicht iiber den III. Infektionsversuch; 02.08.2001

DTHO DTHS AMTL
5.000 TAM/Fisch 12* Fische 20 Fische 20 Fische

* Mehr Probanden des Stamms DtHo standen dem Versuchsvorhaben nicht zur Verfiigung

2252 Feldversuch

Je 100 Regenbogenforellen der Stimme DtLh, AmTL, DtHo und 100 Bachforellen wurden nach
dem Wiegen am 06.05.2001 in die einzelnen Kompartimente eingesetzt. Eine Ubersicht hieriiber

gibt Tabelle 9.

Tab. 9: Ubersicht iiber den Feldversuch am 06.05.2001

FORELLENSTAMM | AmTL DtHo DtLh Bachforelle
ANZAHL 100 100 100 100
GEWICHT in g 0,38 0,58 0,25 1,3

2.3 Uberpriifung des Infektionserfolgs

2.3.1 Untersuchung des Infektionsbads post expositionem

Erste Anhaltspunkte iiber eine erfolgreich verlaufene Infektion gab die Differenzierung intakter und
leerer Triactinomyxon-Sporen nach Ablauf der Expositionszeit. So wurden drei Stunden nach
Infektionsbeginn die Fische aus dem Infektionsbad entfernt und eine Wasserprobe entnommen. Das
Konzentrat wurde lichtmikroskopisch auf das Vorhandensein intakter Sporen sowie Sporen mit
ausgeschleuderten Polfilamenten hin untersucht und das Verhiltnis ausgezéhlt. Insgesamt wurden

jeweils 100 Sporen differenziert.
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2.3.2 Rasterelektronenmikroskopie

10 und 20 min. nach Expositionsbeginn wurden pro Gruppe je ein Fisch vorsichtig, um anhaftende
Sporen nicht zu beschddigen, mittels Pinzette entnommen und die Fische durch Genickschnitt
getotet.  AnschlieBend wurden sie in 1%  Glutaraldehyd eingelegt und fiir
rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der Hautoberfliche fixiert. Die fixierten
Epidermisstiicke wurden am Rasterelektronenmikroskop des Instituts fiir Vergleichende
Tropenmedizin und Parasitologie der LMU Miinchen (Vorstand Prof. Dr. K. Pfister) dargestellt.
Nach Waschen der Proben in Sorensen-Puffer wurden die Proben mit Aceton entwéssert. Nach der
kritischen Punkttrocknung (Balzers Union CPD 020) iiber CO, wurden die Epidermisstiicke fixiert
und mit einer Gold/Palladium-Schicht besputtert. Die Untersuchung erfolgte mit einem Zeiss

Digital Scanning Microscope (DSM 950) bei 4-10kV.

2.3.3 Sporoplasmenzahlung

Eine Stunde nach Expositionsbeginn wurde ein Proband pro Gruppe aus dem Infektionsbad
entfernt, mittels Totungsbad (0,3% 1,1,1-Trichlor-2-methyl-2-propanol-Hemihydrat-Losung
(Chlorbutanol, Fa. Sigma)) getdtet und formalinfixiert. Nach mindestens 24-stiindiger Fixierung
wurden die Fische in Paraffin gebettet, und nach Aushirtung 4um dicke Schnitte an einem
Mikrotom der Firma Reichert-Jung®, Modell 1140/Autocut angefertigt. Nach HE-Farbung dieser
Schnitte wurde die Epidermis mikroskopisch auf eingedrungene Amoboidkeimzellen untersucht.
Mittels dieser Methode ist es mdglich, den Infektionserfolg vor Ablauf der Inkubationszeit zu

iiberpriifen.

2.4  Beobachtung der klinischen Symptome

Die Fische wurden jeden Tag beobachtet und ab dem Beginn der klinischen Symptomatik alle zwei
bis fiinf Tage die gezeigten Krankheitssymptome in einer Tabelle dokumentiert. Fixiert wurde die
Anzahl der Probanden, welche die drei Hauptsymptome der Drehkrankheit zeigten sowie

Fischverluste und die Anzahl der verbliebenen Probanden pro Becken.
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2.5 Verarbeitung des Fischmaterials

2.5.1 Toétung der Forellen

Fiinf Monate nach der Infektion wurden pro Gruppe 10 Forellen heterogenen Gewichts, heterogener
GroBle und Krankheitsauspragung mittels Totungsbad (0,3% 1,1,1-Trichlor-2-methyl-2-propanol-
Hemihydrat-Losung (Chlorbutanol, Fa. Sigma)) getdtet und Gewicht und Grofe notiert.

2.5.2 Blutentnahme
2.5.2.1 Methode

Die Schwanzflosse wurde abgesetzt und das austretende Blut aus der Arteria bzw. Vena cava

caudalis auf einen Objekttrager getropft und sofort ausgestrichen.

2.5.2.2 Anfertigen des Differentialblutbilds

Die Blutausstriche wurden nach der Lufttrocknung mittels Diff Quick® (Baxter Diagnostics AG)
gefarbt. [Zwischen den Lymphozyten und den kernhaltigen Thrombozyten besteht bei Fischen
grofe morphologische Ahnlichkeit; sie werden deshalb oft verwechselt. Die differenzierte

Anfarbung von Blutausstrichen lésst eine exakte Unterscheidung dieser zwei Zelltypen zu.]

Zur lichtmikroskopischen Differenzierung (VergroBerungsfaktor 10 x 100, Olimmersion) gelangten

jeweils 100 Leukozyten.

2.5.3 Verwertung des infizierten Kopfknorpelmaterials

Der Kopf wurde am Ansatz der Riickenflosse abgesetzt und sagittal mit Hilfe des Skalpells in zwei
Halften geteilt. Eine Halfte wurde fiir die spiter vorgesehene histologische Untersuchung in
5%igem Formalin fixiert, die andere Halfte (jeweils die mit dem hoheren Wirbelsdulenanteil-eine
exakte sagittale Trennung durch die Wirbelkoérper war in praxi nicht durchfiihrbar) wurde fiir die

Verdauungsmethode eingefroren.

2.5.3.1 Quantitative Erfassung der Sporenmenge mittels Verdauungsmethode

Entfleischen der Kopfe

Zur quantitativen Erfassung der Myxobolus cerebralis-Sporenmenge wurde das von MARKIW und

WOLF (1974) entwickelte Procedere der Digestionsmethode angewendet. Die bei -21°C
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tiefgefrorenen Kopfhélften wurden aufgetaut, einzeln in Histologiegldser verbracht und mit 40°C
warmem Aqua font. bedeckt. Zur Intensivierung des Riitteleffekts wurden je drei Glaskugeln
(Durchmesser ca. Smm, Firma Riedel-de Haén) zugefiigt. Die Proben wurden bei dieser Temperatur
fiir 30 min bis zwei Stunden, je nach KopfgroBe, inkubiert und geriittelt (Shaker von Edmund
Biihler®, Gerdtetyp KL2, 100<»/min). AnschlieBend wurde das Sample von Hand geschiittelt.
Dadurch wurde das mittlerweile lose Fleisch vom Knorpelmaterial gelost und konnte vorsichtig
abgegossen werden. Durch wiederholtes Schiitteln und AbgieBen des fleischhaltigen Wassers
konnte so der GroBteil des Knorpels separiert werden. Um samtliche Knorpelanteile zu erhalten,
wurde das Eluat mit den enthaltenen Fleischanteilen mittels Pinzette auf kleine Knorpelteilchen
untersucht und diese entnommen. Die erhaltene Gesamtknorpelfraktion des Schadelskeletts wurde
in Zentrifugentubes eingefroren. Das Waschwasser wurde ebenfalls in ein 50ml-Zentrifugentube
verbracht und zentrifugiert. Das so erhaltene sedimentierte Sporenpellet am Boden des
Zentrifugenglases sowie der Knorpel jeder einzelnen Kopfhilfte wurden fiir die Verdauung

eingefroren, der- idealerweise- sporenfreie Uberstand wurde unschédlich gemacht und entsorgt.

Pepsin-Trypsin-Verdauung der Knorpel

Die den Knorpel enthaltenden Zentrifugengldser wurden nach dem Auftauen jeweils mit 10ml einer
0,5% Pepsin in 0,5%HCI-Losung aufgefiillt und im Wasserbad bei 37°C ein bis drei Stunden
inkubiert und geriittelt.

Der Anfangs-pH der Losung betrug 1-2 und stieg im Laufe des Verdauungsprozesses auf bis zu 4.
Bei hoheren Werten (Kontrolle mittels pH-Indikator-Papier) wurde dem Medium erneut HCI
zugegeben. Das Ende der Digestion war dadurch gekennzeichnet, dass keine bzw. nur sehr kleine
Knorpelanteile makroskopisch zu erkennen waren. Darauthin wurden die Tubes erneut zentrifugiert
(10 min, 1.300 Umdrehungen/min), der Uberstand unschidlich gemacht und das erhaltene Pellet in
S5ml Aqua font. resuspendiert. AnschlieBend wurde dieser Suspension jeweils 5ml einer 0,1%
Trypsin-Rinaldini-Losung zugefiigt. Der pH wurde mit 0,1 normaler NaOH-Losung auf 8,0-8,5
adjustiert, pH-Indikatorpapier und der Farbumschlag der Rinaldini-Losung dienten hierbei als
Kontrolle. Abhéngig von der Ausgangsgrofle der Knorpelfragmente wurde die Trypsinverdauung
nach 10 bis spitestens 30min durch Zugabe von Kéilberserum gestoppt, um ein Verdauen der
Sporen zu verhindern. Dem Homogenat wurde das aufgetaute Waschwasser des
Entfleischungsprozesses zugefiihrt und erneut zentrifugiert (10min, 1.300 Umdrehungen/min) und
anschlieBend der Uberstand vorsichtig abgegossen. Das Sporenpellet wurde erneut mit wenig

Wasser resuspendiert und das Volumen der so erhaltenen Suspension schriftlich festgehalten.
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Sporenzahlung

Eine Neubauer-Zdhlkammer wurde mit der Sporensuspension beschickt. Fiir die quantitative
Sporenerfassung wurden jeweils 2 x 16 x 16 kleine Quadrate ausgezdhlt. Es wurde jeweils eine
Doppelprobe bestimmt und der Mittelwert gebildet. Die Prévalenz (Anzahl der infizierten
Fische/Anzahl der untersuchten Fische) wurde bei jeder Infektionsdosis bei allen Stimmen
bestimmt. Als infiziert wurde jeder Fisch angesehen, bei dem sich mindestens eine Myxobolus
cerebralis-Spore auffand.

Aus der Anzahl der ausgezédhlten Quadrate, dem Verdiinnungsfaktor sowie dem Volumen des
Sporenhomogenats und den Zdhlkammerdimensionen wurde die mittlere Sporenzahl pro
Fischkopthilfte mittels folgender Formel errechnet:

Zellen pro ml = mittlere Sporenanzahl x Verdiinnungsfaktor x 1.000

Gesamtsporenanzahl pro Kopthilfte = Sporen/ml x Ausgangsvolumen

Das Procedere der Gewinnung und Zihlung der Sporen unterlag dem "Standard Protocol for
Whirling Disease Research" (Vorgelegt vom "Standardized Protocols Advisory Committee", The
Whirling Disease Foundation, (406) 585-0860, und der Fish Health Section of the American
Fisheries Society. Version 1, 2001).

2.5.3.2 Histologie des Kopfknorpels

Die Einbettung der formalinfixierten Kopthilften erfolgte mit Paraffin. AnschlieBend wurden an
einem Mikrotom der Firma Reichert-Jung®, Modell 1140/Autocut 4um dicke Paraffinschnitte
angefertigt. Hierbei wurde insbesondere darauf geachtet, in Ebenen mit hohem Knorpelanteil zu

schneiden. Von jeder Kopfhélfte wurden mindestens zwei Schnitte angefertigt.

Férbung

Um ein optimales Ergebnis zu erlangen, wurden die histologischen Schnitte nach der Trocknung

manuell mit Himatoxylin-Eosin (HE) gefarbt und mit Eukitt® eingedeckelt.

Bewertung der Wirtsreaktion

Zur Beurteilung der Wirtsreaktion wurde das Gradierungsschema des MACCONNELL-BALDWIN

Numerical Scale verwendet. Diese histologische Beurteilung bedient sich einer Skala von null bis
funf. Zur besseren Identifikation dieser Noten wurden sie mit der im Rahmen dieser Dissertation

eingefiihrten Einheit Histograd (°H) belegt. Die Skala findet sich im Standard Protocol for Whirling
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Disease Research (BARTHOLOMEW et al., 2001). Sie orientiert sich an der Qualitit und Quantitit

der Wirtsreaktion in der folgenden Weise:

° Keine Abnormalititen.

. Kleine/r, unauffallige/r Herd/e der Knorpeldegeneration. Keine oder nur wenig Leukozyten

assoziiert.

. Einzelner, lokal ausgedehnter Bereich oder einzelne kleinere Bereiche der
Knorpeldegeneration und Nekrose. Entziindungsgeschehen ist lokalisiert, wenig bis geméaBigte

Anzahl Leukozyten infiltrieren bzw. umsdumen den lytischen Knorpel.

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

aus.

. Multifokale (4 oder mehr) bzw. zusammenflieBende Bereiche der Knorpelnekrose. MéBig
bis grole Anzahl Leukozyten umgibt bzw. infiltriert den lytischen Knorpel. Lokal ausgedehnte

Bereiche mit Leukozyten infiltrieren das umliegende Gewebe.

o Multifokale (6 oder mehr) bzw. zusammenflieBende Knorpelnekrosen. MaBige bis grofle
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

wurde Grad vier bevorzugt.
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2.6 Datenverarbeitung

Samtliche erhaltenen Daten der Untersuchungen wurden in Microsoft® Word und Excel-Dateien
archiviert und hier {ibliche statistische Parameter wie Mittelwert und Standardabweichung
errechnet. Zur besseren Ubersicht wurden die Resultate mit Hilfe von Microsoft® Excel-Dateien
teilweise als Sdulendiagramme graphisch dargestellt. Die graphische Darstellung des Feldversuchs

wurde mit Microsoft® Paint angefertigt.

2.6.1 Statistik

Bei statistischen Analysen respektive Gruppenvergleichen wurden General Linear Models-
Procedures (GLM) und die Vier Felder-Chi-Square-Verteilung aus dem Statistikprogrammpaket
SAS verwendet. Die Ergebnisse der quantitativen Sporenerfassung wurden vor der Auswertung der
Daten mittels GLM-Procedure (SAS-System) aufgrund groBer Schwankungsbreiten um den
Mittelwert logarithmiert.

In die Berechnung wurden auch diejenigen Forellen einbezogen, bei denen im Rahmen der
Sporenzéhlung keine Sporen detektiert werden konnten. Die Negativkontrollgruppen wurden nicht

in die Berechnungen miteinbezogen.

Der Signifikanzlevel P aus der Chi-Square-Verteilung wurde entsprechend Tabelle 10 festgelegt:

Tab. 10: Festlegung des Signifikanzlevel P

P<0,1 leicht signifikant

P< 0,05 signifikant

P<0,01 hoch signifikant

P< 0,001 sehr hoch signifikant

2.6.2 Photographien

Bei der histologischen Untersuchung der Kopfhélften wurden markante Bereiche der
Knorpeldegeneration sowie gruppenrepriasentative pathologische Verdnderungen photographiert.
Des Weiteren wurden Aufnahmen zur Ubersicht iiber Feld- und Laborversuch angefertigt. Sowohl
makroskopische als auch mikroskopische Photographien wurden mit der DSC-S85 cyber shot
Digital Still Camera von Sony® angefertigt.
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IV. ERGEBNISSE
1. Infektionsversuche der Regenbogenforellen

1.1  Triactinomyxon-Sporenproduktion

Die institutseigenen Tubificiden produzierten im fiir die Infektion der Forellenbriitlinge relevanten
Zeitraum durchschnittlich 410.000 Triactinomyxon-Sporen pro Woche. Da fiir die Infektion aller
Stamme der 1. Infektion eine Gesamtsporenanzahl von 1.066.500 benotigt wurde, mussten die

Stimme in drei Etappen gestaffelt infiziert werden.

2. Postexpositionelle Uberpriifung des Infektionserfolgs
2.1 LABOREXPERIMENT

Um vor Ablauf der Inkubationszeit den Erfolg der Infektion beurteilen zu koénnen, wurde das
Verhalten der Forellen beim Umsetzen in das Infektionsbad beobachtet, post expositionem die
Triactinomyxon-Sporen differenziert, sowie histologische und rasterelektronenmikroskopische

Untersuchungen der Epidermis der Forellen durchgefiihrt:

2.1.1 Klinische Beobachtungen

Beim Umsetzen der Stimme Am7L und DtHa in das Infektionsbad konnte das charakteristische
,Zucken der Forellen bei den Konzentrationen 1.000 TAM/Fisch und 5.000 TAM/Fisch

beobachtet werden.

2.1.2 Differenzierung der Triactinomyxon-Sporen post expositionem

Die Untersuchung des Infektionsbads nach der Infektion gibt Auskunft, ob die Triactinomyxon-
Sporen ihre Amoboidkeimzellen ausgeschleudert haben oder noch in der infektiosen Form
vorliegen. Zwar impliziert ersteres nicht automatisch eine erfolgreiche Infektion der
Forellenbriitlinge, jedoch kann durch diese Untersuchung eine nicht erfolgte Infektion erkannt

werden.

Die Differenzierung der Triactinomyxon-Sporen ergab, dass nach drei Stunden Expositionszeit

durchschnittlich 79,4% der Sporen ihre Amoboidkeimzellen sowie ihre Polkapseln verloren hatten.
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Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Stimmen konnten bei dieser Untersuchung nicht

festgestellt werden.
2.1.3 Histologische Untersuchung

Eine Stunde nach Expositionsbeginn wurde je eine Forelle pro Stamm und Infektionsdosis getotet.
Die Amoboidkeime lieBen sich mittels HE-Farbung gut darstellen. Trotzdem erwies sich die
lichtmikroskopische Auszdhlung der Sporoplasmen in der Epidermis der Forellen nur bei den
beiden hochsten Konzentrationen 1.000 und 5.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch als
erfolgreich. Einen Uberblick iiber die Anzahl der detektierten Sporen pro Schnitt findet sich in
Tabelle 11. Am zahlreichsten waren sie in der Epidermis der Flossen anzutreffen. Die
Amoboidkeime stellten sich als Anhdufung rundlicher, blau angefirbter Zellen dar, die in
Verbédnden von mindestens 8 bis 16 Keimen (je nach Schnittebene), von einer Membran umgeben,
in der Epidermis vorlagen. Hiufig waren mehrere Sporoplasmen vergesellschaftet. Durchschnittlich

wurden pro Fisch sieben mikroskopische Schnittpriaparate angefertigt und ausgewertet.

Tab.11: Anzahl der durchschnittlich ausgezihlten Amoboidkeimzellen pro Schnittpriparat

DTHO DTLH DTHS DTHA AMTL BACHFORELLE
1.000 0,75 1,25 0,5 1,5 0,7
TAM/Fisch
5.000 3,6 8,75 5,33 8,0 10,5 4,0
TAM/Fisch
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2.1.4 Rasterelektronenmikroskopie

Mittels Rasterelektronenmikroskopie konnte, wie aus Abb. 10 ersichtlich, die erfolgreiche

Anheftung einzelner Triactinomyxon-Sporen an die Epidermis des Fisches nachgewiesen werden.

Abb. 10: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme zweier in die Epidermis eindringender

Triactinomyxon-Sporen; Ubersicht Kopfbereich; Stamm AmTL; 5000 TAM/Fisch

2.2  FELDEXPERIMENT

Beim Feldexperiment konnte direkt im Anschluss an das Aussetzen der Forellenbriitlinge in die
Kunststoffkompartimente aufgrund der zu geringen Sporendichte im Teichwasser keine

Uberpriifung des Infektionserfolgs durchgefiihrt werden.
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3. Klinische Beobachtungen

Die Chronologie der Symptomentwicklung wird zunichst im Laborversuch jeweils am Tag 50, 100
und 150 post infectionem dargestellt. Zusidtzlich wird die Inkubationszeit, also der Zeitpunkt des
ersten Auftretens einer Krankheitserscheinung nach erfolgter Infektion, fettgedruckt angegeben. Es
werden die Infektionsdosen in aufsteigender Reihenfolge (10, 100, 1.000 und 5.000 TAM/Fisch)
und in zweiter Ordnung die betreffenden Stimme (DtHo, DtLh, DtHs, DtHa, AmTL) und bei 5.000
TAM/Fisch zusitzlich die Bachforelle beschrieben.

Im Anschluss daran werden die zweite und die dritte Infektion, bei welcher jeweils DtHo, DtHs und
AmTL mit der hochsten Sporenkonzentration von 5.000 TAM/Fisch infiziert worden sind,
vorgestellt.

In den Kontrollgruppen konnten keine Symptome der Drehkrankheit beobachtet werden.

Zuletzt wird chronologisch bis zum Tag 120 dargestellt, in welchem Prozentsatz die Probanden des
Feldversuchs (Stamm DtHo, DtLh, AmTL und Bachforelle) eine klinische Manifestation der
Drehkrankheit entwickelten.
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3.1 LABOREXPERIMENT

3.1.1 I. Infektionsversuch

3.1.1.1 Tag 50 post expositionem

Infektionsdosis: 10 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

In der niedrigsten Infektionsdosis waren, wie aus Tabelle 12 zu entnehmen, 50 Tage nach erfolgter

Infektion bei keinem der Stimme Krankheitserscheinungen zu beobachten.

Infektionsdosis: 100 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch
Hier verlief die Infektion bei drei der deutschen Forellenstimmen (DtHo, DtLh, DtHs) bis zu

diesem Zeitpunkt subklinisch.

50 Tage post expositionem trat der erste Fisch des Stamms DtHa ins klinische Stadium der
Drehkrankheit (sieche Tab. 12) ein. Erstes Symptom hierfiir war die Schwarzverfarbung der
Kaudalpartie.

Bei einem Probanden des amerikanischen Stamms betrug die Inkubationszeit 48 Tage. Er zeigte

ebenfalls Dunkelverfarbungen des hinteren Kdrperdrittels.

Infektionsdosis: 1.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Die Regenbogenforellen der Stamme DtHo, DtHs und DtHa waren, wie Tab. 12 zeigt, bis zu

diesem Zeitpunkt als klinisch unauftillig einzustufen.

Als erster deutscher Stamm dieser Infektionsgruppe zeigte ein Fisch des Stamms DtLh am 49. Tag

Schwarzverfarbung der Kaudalpartie.

Ab dem 50. Tag konnte bei einer amerikanischen Regenbogenforelle das pathologische

Schwimmverhalten provoziert werden.

Infektionsdosis: 5.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Wie aus Tabelle 12 zu entnehmen, wies ab dem Tag 43 der erste Fisch des Stamms DtHo

Schwarzverfarbung der Kaudalpartie auf.
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DtLh, der Stamm, der bei der Infektionsdosis 1.000 TAM/Fisch am 49. Tag nach der
Sporenexposition einen Fisch mit ,,Black Tail“ aufwies, war bei 5.000 TAM Infektionsdosis
beziiglich dieses Symptoms bis zu diesem Zeitpunkt unauffillig. Beginnende Deformationen des
Schédelskeletts sowie Verkiirzungen des Kiemendeckels konnten jedoch bei einem Fisch 48 Tage

post infectionem beobachtet werden.

Kein Fisch des Stamms DtHs war am Tag 50 klinisch an der Drehkrankheit erkrankt (siehe Tabelle
12).
Beginnende Deformationen des Schédelskeletts fielen bei der Adspektion des Stamms DtHa bei

einem Fisch ab dem 50. Tag auf.

Bei einem Fisch des amerikanischen Stamms konnten am 43. Tag nach erfolgter Infektion die
charakteristischen Drehbewegungen provoziert werden. Bis zum Tag 50 verfarbten sich die
Kaudalpartien von fiinf weiteren Forellen dunkel, bei einem Fisch fiel bei der Adspektion eine

Verkiirzung der Kiemendeckel auf.

Mit der hochsten Sporenkonzentration von 5.000 TAM/Fisch wurden auch Bachforellen infiziert.

Bei ihnen war am 50. Tag keine klinisch manifestierte Form der Drehkrankheit zu diagnostizieren.



Tab. 12: Uberblick iiber die beobachteten Symptome 50 Tage nach erfolgter Infektion. Simtliche

Versuche der ersten Infektion im Laborexperiment

SYMPTOM

Infektionsdosis Stamm Drehverhalten | Schwarzverfarbung | Deformation
10 TAM/Fisch DtHo 0(27) 0(27) 0(27)
DtLh 0(27) 0(27) 0(27)

DtHs 0(27) 0(27) 0(27)

DtHa 0(23) 0(23) 0(23)

AmTL 0(25) 0(25) 0(25)

Drehverhalten | Schwarzverfirbung | Deformation

100 TAM/Fisch DtHo 0(24) 0(24) 024
DtLh 0(25) 0(25) 0(25)

DtHs 0(27) 0(27) 0(27)

DtHa 027 1(27) 0(27)

AmTL 0(23) 1(23) 0(23)

Drehverhalten | Schwarzverfirbung | Deformation

1.000 TAM/Fisch DtHo 0 (26) 0 (26) 0(26)
DtLh 0(25) 2(25) 0 (25)

DtHs 0(27) 0(27) 0(27)

DtHa 0(24) 0(24) 0(24)

AmTL 1(22) 0(22) 0(22)

Drehverhalten | Schwarzverfirbung | Deformation

5.000 TAM/Fisch DtHo 0 (206) 1 (26) 0 (26)
DtLh 0(25) 0(25) 1(25)

DtHs 027 027 0(27)

DtHa 0(24) 0(24) 2(24)

AmTL 1(27) 527 1(27)

Bachforelle 0(27) 0(27) 0(27)
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3.1.1.2 Tag 100 post expositionem
Infektionsdosis: 10 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Auch 100 Tage nach Sporenexposition konnten, wie Tabelle 13 verdeutlicht, bei den
Regenbogenforellen-Stdmmen deutschen Ursprungs keine Symptome der Drehkrankheit detektiert

werden.

Ab dem 98. Tag nach der Exposition mit 10 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch zeigte ein Fisch des
Stamms AmTL Schwarzverfirbung des kaudalen Korperdrittels. Alle anderen Fische waren als

klinisch gesund beziiglich der Drehkrankheit einzustufen.

Infektionsdosis: 100 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Die zweitniedrigste Infektionsdosis vermochte nach 100 Tagen noch keine Anzeichen der

Drehkrankheit bei den Probanden des Stamms DtHo auszuldsen.

Alle drei Kardinalsymptome fanden 100 Tage nach der Infektion ihre Auspragung bei den Dt¢Lh-
Regenbogenforellen: Bei drei von 22 Probanden war durch Stressinduktion das charakteristische
pathologische Drehverhalten hervorzurufen (siehe Tabelle 13). Eine der Forellen wies
Schwarzverfarbung des Schwanzes auf. Drei Forellen litten unter Kiemendeckelverkiirzung bzw.

anderen Schéideldeformationen.

Ab dem 95. Tag p. inf. waren bei zwei von 28 Regenbogenforellen des Stammes DtHs
Drehbewegungen provozierbar. Andere Krankheitsanzeichen der Drehkrankheit traten zu diesem

Zeitpunkt nicht auf.

Bei Stamm DtHa wies am 58. Tag post infectionem zusitzlich zu dem Fisch mit der
Schwarzverfarbung der kaudalen Korperdrittels ein weiterer Fisch die pathologischen
Drehbewegungen auf. Die anderen Probanden verhielten sich bis zu diesem Zeitpunkt unauffillig,

wie Tab. 13 verdeutlicht.

100 Tage nach Versuchsbeginn litten fiinf der amerikanischstimmigen Fische an provozierbarem
Drehverhalten und jeweils drei wiesen Deformationen im Schédel- bzw. Wirbelsdulenbereich sowie

Dunkelverfarbung des Schwanzes auf.
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Infektionsdosis: 1.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

89 Tage nach der Infektion waren bei Stamm DtHo erstmals Merkmale der Drehkrankheit in Form
von beginnender Schideldeformation und Schwarzfiarbung des Schwanzbereichs zu erkennen. Wie
aus Tab. 13 ersichtlich, waren diese Symptome bis zum 100. Tag bei insgesamt vier Fischen zu

beobachten (vier Probanden Deformation, einer zusétzlich Schwarzverfarbung).

Die Symptome der Drehkrankheit zeigten sich gut drei Monate nach Versuchsbeginn bei iiber 50%
der DtLh— Forellen. So konnte bei 13 von 24 Fischen durch duflere Stimuli Drehverhalten ausgeldst
werden, 18 wiesen die charakteristische Verfarbung des hinteren Korperdrittels auf. Insgesamt 20
Fische litten unter Kiemendeckelverkiirzung oder Wirbelsdulenverkriimmung. Eine zwingende
Koinzidenz der ersten beiden Symptome war nicht festzustellen, die Deformationen hingegen waren

immer mit mindestens einem der beiden anderen Krankheitserscheinungen vergesellschaftet.

Erstmals in klinischer Ausprigung konnte die Drehkrankheit bei Stamm DtHs am 70. Tag nach
erfolgter Infektion beobachtet werden. Am 100. Tag lieB sich bei fiinf von 26 Forellen
Drehverhalten provozieren, wie Tabelle 13 veranschaulicht; acht wiesen dunkle Verfarbungen der
Kaudalpartie auf und bei zwei der erkrankten Forellen konnten zusétzlich die typischen

Deformationen erkannt werden.

Die Inkubationszeit betrug bei Stamm DtHa 67 Tage. Nach 100 Tagen wiesen zwei Fische

Drehverhalten und drei Fische Schwarzverfarbung der Kaudalpartie auf.

Uber die Hilfte der amerikanischen Regenbogenforellen litten 100 Tage nach Sporenexposition
adspektorisch erkennbar an der Drehkrankheit (siche Tabelle 13). Auch hier gab es keine
zwingende Koinzidenz der Symptome ,,pathologisches Drehverhalten® (15 von 23 infizierten
Fischen) und ,,Schwarzverfarbung (16 von 23 infizierten Fischen). Die Deformationen (20 von 23
infizierten Fischen) waren dagegen grundsétzlich mit einem der beiden anderen Symptome

kombiniert.

Infektionsdosis: 5.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Wie aus Tabelle 13 zu entnehmen, drehten vier der 23 verbliebenen DtHo-Forellen am 100. Tag
nach der Infektion mit Myxobolus cerebralis, einer wies Schwarzverfirbungen der hinteren
Korperpartie auf und bei zehn der 23 Probanden waren deutliche Deformationen des Kopfes bzw.

der Wirbelsdule zu erkennen.
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Uber 70% der Forellen des Stammes DtLh waren nach 100 Tagen erkennbar an der Drehkrankheit
erkrankt: 18 von 23 fielen durch pathologisches Drehverhalten auf, 21 von 23 durch Dunkelfarbung
der Schwanzpartie und 16 Fische litten unter Deformationen der Wirbelsdule bzw. des Schidels und

der Kiemendeckel.

Uber die Hilfte der Vertreter des Stammes DtHs waren nach 100 Tagen ins klinische Stadium der
Drehkrankheit eingetreten: So konnten bei 14 von 25 rasche Drehbewegungen um eine senkrecht
zum Korper erdachte Achse beobachtet werden, 17 wiesen Schwarzverfarbungen auf und vier
Fiinftel der Fische formbezogene Abweichungen der kranialen bzw. vertebralen Skelettanteile

(siehe Tab. 13).

Je ein Viertel des mit 5.000 TAM/Fisch infizierten DtHa-Stamms war nach 100 Tagen klinisch an
der Drehkrankheit in Form von pathologischem Drehverhalten bzw. schwarzer Farbung der
Kaudalpartie erkrankt, vier von zwanzig zeigten zusitzlich Kiemendeckelverkiirzung, den so

genannten ,,Mopskopf* oder Wirbelsdulenverkriimmungen in Form von Skoliose oder Lordose.

Unter den amerikanischen Regenbogenforellen konnten bei 18 von 23 Drehverhalten und bei je 20
Dunkelverfarbung des kaudalen Korperdrittels bzw. Deformationen beobachtet werden, wie Tabelle

13 verdeutlicht.

70 Tage nach Sporenexposition konnte bei einer Bachforelle pathologisches Drehverhalten
provoziert werden. Von 22 am Tag 100 noch lebenden Bachforellen laborierten je drei 100 Tage
nach erfolgter Infektion an diesem Kardinalsymptom der Drehkrankheit bzw. Deformationen der

skelettalen Anteile von Kopf und Wirbelsaule.



Tab. 13: Uberblick iiber die beobachteten Symptome 100 Tage nach erfolgter Infektion.

Samtliche Versuche der ersten Infektion im Laborexperiment

SYMPTOM

Infektionsdosis Stamm Drehverhalten | Schwarzverfarbung | Deformation
10 TAM/Fisch DtHo 0(27) 0(27) 0(27)
DtLh 0(24) 0(24) 0(24)

DtHs 0(25) 0(25) 0(25)

DtHa 0(22) 0(22) 0(22)

AmTL 0(23) 1(23) 0(23)

Drehverhalten | Schwarzverfirbung | Deformation

100 TAM/Fisch DtHo 0(23) 0(23) 0(23)
DtLh 3(22) 1(22) 3(22)

DtHs 2(27) 0(27) 0(27)

DtHa 1(24) 1(24) 0(24)

AmTL 5(22) 3(22) 3(22)

Drehverhalten | Schwarzverfiarbung | Deformation

1000 TAM/Fisch | DtHo 1(22) 0(22) 4(22)
DtLh 13 (24) 18 (24) 20 (24)

DtHs 5(26) 8 (26) 2 (206)

DtHa 2 (20) 3 (20) 3 (20)

AmTL 15 (22) 16 (22) 20 (22)

Drehverhalten | Schwarzverfiarbung | Deformation

5.000 TAM/Fisch | DtHo 4 (23) 1(23) 10 (23)
DtLh 18 (23) 21 (23) 16 (23)

DtHs 14 (25) 17 (25) 20 (25)

DtHa 5(20) 5(20) 4 (20)

AmTL 18 (23) 20 (23) 20 (23)

Bachforelle 3(22) 0(22) 3(22)

Ab dem 90. Tag post infectionem fielen insbesondere in den beiden hoheren Infektionsgruppen
(1.000 und 5.000 TAM/Fisch) aller Staimme der ersten Infektion einzelne Fische mit einer sich
immer stirker entwickelnden Wachstumsretardierung auf (siche Abbildung 11). Diese kiimmernden
und kachektischen Forellen hielten sich vornehmlich am Aquarienboden auf und litten haufiger und

ausgepragter an den Symptomen der Drehkrankheit sowie an Sekundirinfektionen. Sie waren
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zeitweilig nicht in der Lage, eine senkrechte Korperhaltung aufrechtzuerhalten. Daneben fanden

sich sehr grofe und schwere Tiere, die klinisch vollig gesund wirkten (siehe Abb. 12).

Abb. 11: Eine Forelle des amerikanischen Stammes Am7TL, 95 Tage p. inf.,
Inf.-Dosis: 5.000 TAM/Fisch

Abb. 12: Ein Vertreter des deutschen Stammes DtHo am Tag 95 p. inf.,
Inf.-Dosis: 5.000 TAM/Fisch
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3.1.1.3 Tag 150 post expositionem
Infektionsdosis: 10 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Wie aus Tabelle 14 ersichtlich, verlief auch nach 150 Tagen Inkubationszeit die Infektion der drei

Stamme DtHo, DtHs und DtHa subklinisch.

Bei einer Regenbogenforelle des Stammes DtLh konnten durch Stressinduktion ab dem 108. Tag

nach erfolgter Infektion schnelle Drehbewegungen provoziert werden.

Ein amerikanischer Proband der niedrigsten Infektionsdosis von 10 TAM/Fisch wies nach 102
Tagen das Symptom des pathologischen Drehverhaltens auf, ein weiterer hatte Schwarzverfarbung

der kaudalen Korperpartie entwickelt (siche Tabelle 14).

Infektionsdosis: 100 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Wie Tabelle 14 verdeutlicht, konnte eine Infektion mit 100 TAM/Fisch bei den Regenbogenforellen

des Stamms DtHo bis zum Versuchsende keine klinische Manifestation der Drehkrankheit auslosen.

Zwei von infizierten 23 DtLh-Regenbogenforellen zeigten das klinische Stadium der Drehkrankheit
durch das Symptom ,,pathologisches Drehverhalten®, bei zwei Forellen war eine dunkle Féarbung
des Schwanzes zu erkennen. Diese drei Forellen litten zusétzlich unter Verformungen der

skelettalen Anteile von Kopf und Wirbelsiule.

Bei DtHs konnten bei zwei Regenbogenforellen schnelle Drehbewegungen durch Erschrecken

provoziert werden. Ein weiterer Fisch wies das Symptom der Schwarzverfarbung auf.

Die Forellen des Stamms DrHa hatten das als reversibel bekannte Symptom des Drehverhaltens

vollstidndig zuriickgebildet. Schwarzverfarbung war bei einem Fisch zu beobachten.

Acht der verbliebenen 22 amerikanischen Regenbogenforellen dieser Infektionsgruppe vollfiihrten
nach Erschrecken schnelle Drehbewegungen um eine zum Korper senkrecht stehende Achse (siche
Tabelle 14), fiinf wiesen einen dunkel gefarbten letzten Korperabschnitt auf und bei insgesamt zehn

bestanden formbezogene Abweichungen des Craniums und der Wirbelsdule.
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Infektionsdosis: 1.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Kurz vor Beendigung des Versuchs konnte bei einer Forelle des DtHo-Stammes pathologisches
Drehverhalten beobachtet werden, Schwarzverfarbungen fielen nicht auf. Knapp die Hélfte der

Probanden litt unter Verkiirzung der Kiemendeckel.

Wie aus Tab. 14 zu entnehmen, waren sdmtliche Regenbogenforellen des Stamms D¢LA klinisch an
der Drehkrankheit erkrankt. So zeigten alle die typischen Deformationen des Skelettsystems,
zusitzlich zeigten 14 von verbliebenen 17 Probanden schnelles Drehen um eine senkrecht zum

Korper stehende Achse, bei 15 waren Schwanzflosse und Lendenbereich dunkel eingefrbt.

150 Tage nach Versuchsbeginn konnte bei der Hilfte der Versuchstiere des Stamms DtHs
Drehverhalten diagnostiziert werden, bei 14 von 22 war eine Schwarzverfarbung der Kaudalpartie
zu erkennen und 20 Forellen litten an Deformationen von Kiemendeckel, Kopf und/oder

Wirbelséule.

Ein Viertel der mit 1.000 TAM/Fisch infizierten deutschen Regenbogenforellen des Stamms DtHa
litten unter den formbezogenen Abweichungen von Kopf und Wirbelsdule, bei 15% bestand eine
Schwarzfarbung des kaudalen Korperdrittels und 80% der Regenbogenforellen vollfiihrten nach
Erschrecken schnelle Drehbewegungen (siehe Tabelle 14).

Samtliche Fische des amerikanischen Regenbogenforellenstamms AmTL wiesen Deformationen des
Craniums bzw. der kaudalen Korperpartie sowie pathologisches Drehverhalten auf.
Schwarzverfarbung des kaudalen Korperdrittels konnten bei 80% der infizierten Forellen

beobachtet werden.

Infektionsdosis: 5.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Wie aus Tab. 14 zu entnehmen, gestaltete sich die Symptomausprigung bei Stamm DtHo der
Drehkrankheit wie folgt: Vier von 20 Fischen litten unter pathologischem Drehverhalten, einer wies
eine dunkle kaudale Korperpartie auf und zwolf der infizierten Forellen wiesen die typischen

Deformationen auf.

20 von 22 verbliebenen Forellen des Stammes DtLh zeigten charakteristische formbezogene
Abweichungen des Skelettsystems, 18 vollfiihrten in Stresssituationen bzw. zu Fiitterungszeiten

schnelle Drehbewegungen und bei 21 war das Symptom "Schwarzverfarbung" ausgepragt.
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Wie Tabelle 14 zeigt, fielen 12 von 22 DtHs-Forellen durch pathologisches Schwimmverhalten auf,
bei zehn Forellen war eine dunkle Féarbung des Schwanzes zu erkennen. 20 Forellen litten

zusitzlich unter Verformungen der skelettalen Anteile von Kopf und Wirbelséule.

Bei sdmtlichen DtHa-Forellen konnten schnelle Drehbewegungen provoziert werden, zwei von 20
wiesen Deformationen des Operculums auf und drei zeigten dunkle Verfarbungen der kaudalen

Korperpartie (siche Tabelle 14).

Uber 70% der infizierten amerikanischen Forellen litten unter allen drei Kardinalsymptomen der
Drehkrankheit. Die charakteristischen Schwarzverfairbungen sowie die Formabweichungen des

Schéadels waren bei iiber 80% der Fische zu erkennen.

Auch fiinf Monate nach Infektion zeigte keine der Bachforellen Dunkelverfarbungen des letzten
Korperdrittels. Drehbewegungen sowie Deformationen von Kiemendeckel, Cranium und/oder

Deviationen der Wirbelsdule waren bei drei von 20 zu erkennen.



Tab. 14: Uberblick iiber die beobachteten Symptome 150 Tage nach erfolgter Infektion. Simtliche

Versuche der I. Infektion im Laborexperiment

SYMPTOM

Inf.-Dosis Stamm Drehverhalten | Schwarzverfarbung | Deformation
10 TAM/Fisch DtHo 0 (26) 0(26) 0(26)
DtLh 1(22) 0(22) 0(22)

DtHs 0(25) 0(25) 0(25)

DtHa 0(22) 0(22) 0(22)

AmTL 1 (20) 1(20) 0 (20)

Drehverhalten | Schwarzverfirbung | Deformation

100 TAM/Fisch DtHo 0 (20) 0(20) 0(20)
DtLh 2 (22) 1(22) 3(22)

DtHs 2(27) 1(27) 0(27)

DtHa 0(22) 1(22) 0(22)

AmTL 8(22) 5(22) 10 (22)

Drehverhalten | Schwarzverfirbung | Deformation

1.000 TAM/Fisch | DtHo 1(21) 021 10 (21)
DtLh 14 (17) 15 (17) 17 (17)

DtHs 11 (22) 14 (22) 20 (22)

DtHa 16 (20) 3 (20) 5(20)

AmTL 12 (12) 10 (12) 12 (12)

Drehverhalten | Schwarzverfirbung | Deformation

5.000 TAM/Fisch | DtHo 4 (20) 1 (20) 12 (20)
DtLh 18 (22) 21 (22) 20 (22)

DtHs 12 (23) 10 (23) 20 (23)

DtHa 20 (20) 3 (20) 2 (20)

AmTL 18 (20) 18 (20) 18 (20)

Bachforelle 3 (20) 0(20) 5(20)
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3.1.2 1l. Infektionsversuch
3.1.2.1 Tag 50 post expositionem
Infektionsdosis: 5.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Wie aus Tab. 15 zu entnehmen, konnten ab Tag 48 post infectionem erste Krankheitserscheinungen
in Form von durch Erschrecken provozierbare Drehbewegungen bei einer Forelle des
amerikanischen Stammes AmTL hervorgerufen werden, die beiden anderen Stimme waren klinisch

unauffillig.

Tab. 15: Uberblick iiber die beobachteten Symptome 50 Tage nach erfolgter Infektion.

I1. Infektionsversuch des Laborexperiments

SYMPTOM
Stamm Drehverhalten | Schwarzverfarbung | Deformation
DtHo 0(19) 0(19) 0(19)
DtHs 0(19) 0(19) 0(19)
AmTL 1(19) 0(19) 0(19)

3.1.2.2 Tag 100 post expositionem
Infektionsdosis: 5.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Ab dem 85. Tag post infectionem konnte bei einem Fisch des Stamms DtHo das Symptom der

pathologischen Drehbewegungen beobachtet werden (siche Tab. 16).

Nach 64 Tagen Inkubationszeit trat eine Forelle des deutschen Stamms DtHs in Form der
charakteristischen, schnellen Drehbewegungen um eine senkrecht zum Korper gedachte Achse in
das klinische Stadium der Drehkrankheit ein. Bis zum 100. Tag entwickelte sich dieses Symptom
bei weiteren sieben Fischen, einer wies Schwarzverfarbungen der kaudalen Korperpartie auf und
bei zwei der 16 verbliebenen Probanden hatten sich Verformungen des Kopfes bzw. der

Wirbelsédule ausgeprégt.

Sieben von 15 amerikanischen Regenbogenforellen wiesen, wie Tabelle 16 zeigt, pathologisches
Drehverhalten auf, ein Fisch hatte das Symptom der dunklen kaudalen Korperpartie entwickelt und

drei Fische laborierten an Deformationen des Kiemendeckels.
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Tab. 16: Uberblick iiber die beobachteten Symptome 100 Tage nach erfolgter Infektion.

I1. Infektionsversuch des Laborexperiments

SYMPTOM
Stamm Drehverhalten | Schwarzverfirbung | Deformation
DtHo 1(19) 0(19) 0(19)
DtHs 8 (16) 1(16) 2 (16)
AmTL 7 (15) 1(15) 3(15)

3.1.2.3 Tag 150 post expositionem
Infektionsdosis: 5.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Wihrend sich das Symptom der Drehbewegungen bei den Forellen des Stammes DtHo nicht mehr
provozieren liel (siche Tab. 17), konnten bei drei Forellen charakteristische Verformungen der

skelettalen Anteile von Kopf und Wirbelsdule verzeichnet werden.

Bei DtHs fanden sich die drei Kardinalsymptome der Drehkrankheit bei jeweils vier von

verbliebenen 15 Fischen.

Wie aus Tabelle 17 zu erkennen, fielen sieben von 14 Regenbogenforellen des amerikanischen
Stamms durch pathologisches Drehverhalten auf, bei vier Forellen konnte das Symptom der
Schwirzung der Schwanzflosse und des Lendenbereichs verzeichnet werden und sechs Forellen

zeigten ,,Mopskopf* bzw. Kiemendeckelverkiirzung oder Wirbelsédulendeformation.

Tab. 17: Uberblick iiber die beobachteten Symptome 150 Tage nach erfolgter Infektion.

I1. Infektionsversuch des Laborexperiments

SYMPTOM
Stamm Drehverhalten | Schwarzverfiarbung | Deformation
DtHo 0(18) 0(18) 3(18)
DtHs 4 (15) 4 (15) 4 (15)
AmTL 7 (14) 4 (14) 6 (14)
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3.1.3 Il Infektionsversuch
3.1.3.1 Tag 50 post expositionem
Infektionsdosis: 5.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Am Tag 50 nach der Sporenexposition der III. Infektion waren bei keinem Stamm

Krankheitserscheinungen der Drehkrankheit zu erkennen (siehe Tab. 18).

Tab. 18: Uberblick iiber die beobachteten Symptome 50 Tage nach erfolgter Infektion.

II1. Infektionsversuch des Laborexperiments

SYMPTOM
Stamm Drehverhalten | Schwarzverfirbung | Deformation
DtHo 0(17) 0(17) 0(17)
DtHs 0 (16) 0(16) 0(16)
AmTL 0 (18) 0 (18) 0(18)

3.1.3.2 Tag 100 post expositionem
Infektionsdosis: 5.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

100 Tage nach Sporenexposition konnten bei DtHo-Forellen keine klinischen Anzeichen der

Drehkrankheit beobachtet werden.

70 Tage nach erfolgter Infektion begann sich das hintere Kdrperdrittel eines Probanden des Stamms
DtHs schwarz zu verfdarben. Tabelle 19 zeigt, dass bis zum 100. Tag noch ein weiterer Fisch

pathologisches Drehverhalten entwickelte.

Die amerikanischen Regenbogenforellen zeigten erstmals 65 Tage nach Sporenexposition klinische
Anzeichen der Drehkrankheit in Form schneller Drehbewegungen. Bis zum 100. Tag konnte bei

einem weiteren Fisch eine Verkiirzung der Kiemendeckel verzeichnet werden (siehe Tabelle 19).

Tab. 19: Uberblick iiber die beobachteten Symptome 100 Tage nach erfolgter Infektion.

III. Infektionsversuch des Laborexperiments

SYMPTOM
Stamm Drehverhalten | Schwarzverfarbung | Deformation
DtHo 0D 0D 0(11)
DtHs 2 (16) 1(16) 0 (16)
AmTL 2 (14) 0(14) 1(14)
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3.1.3.3 Tag 150 post expositionem
Infektionsdosis: 5.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Wie aus Tabelle 20 ersichtlich, konnte die Infektion mit 5.000 Sporen pro Fisch bei dem deutschen

Stamm DtHo keine klinische Manifestation der Drehkrankheit bewirken.

Neben zwei Forellen des Stamms DtHs, von denen eine sowohl pathologisches Drehverhalten und
eine Schwarzverfarbung des kaudalen Korperdrittels aufwies und die andere nur das erste Symptom

ausgepragt hatte, fiel eine weitere mit Deformationen der Wirbelsdule auf.

Drei von zehn verbliebenen amerikanischen Regenbogenforellen zeigten direkt vor Abschluss des

Versuchs Drehverhalten, zwei wiesen Deformationen des Skelettsystems auf (siehe Tabelle 20).

Tab. 20: Uberblick iiber die beobachteten Symptome 150 Tage nach erfolgter Infektion.

III. Infektionsversuch des Laborexperiments

SYMPTOM
Stamm Drehverhalten | Schwarzverfarbung | Deformation
DtHo 0D 0D 0(11)
DtHs 2 (15) 1(15) 1(15)
AmTL 3 (10) 0 (10) 2 (10)

3.2 FELDEXPERIMENT

Um die klinische Beobachtung der Probanden des Feldexperiments zu erleichtern, wurden jeweils
100 Forellen pro Stamm gefangen und in einen Plexiglasbehilter, der mit Teichwasser gefiillt war,

gesetzt.

3.2.1 Tag 50 post expositionem

50 Tage nachdem die Forellenbriitlinge aus den sporenfreien Aufzuchtbecken in den Teich
eingesetzt wurden, konnten bei fiinf von 100 beobachteten Regenbogenforellen des Stamms Am7TL

Drehbewegungen provoziert werden. Andere Symptome der Drehkrankheit konnten nicht
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beobachtet werden. Die anderen Stamme DtHo, DtLh und die Bachforellen wiesen keine Anzeichen

einer Erkrankung auf.

3.2.2 Tag 100 post expositionem

Bei dem deutschen Stamm DtHo konnten 100 Tage nach Einsetzen durch Adspektion keine
Anzeichen der Drehkrankheit beobachtet werden.

Am Tag 100 post expositionem war bei der Hélfte der 100 beobachteten DtLh-Forellen
Drehverhalten auszuldsen. Zu diesem Zeitpunkt fielen keine weiteren Symptome der Drehkrankheit

auf.

80% der Probanden des amerikanischen Stamms zeigten pathologisches Schwimmverhalten. Auch

hier konnten andere Symptome der Drehkrankheit nicht verzeichnet werden.

100 Tage nach Versuchsbeginn verlief die Infektion der Bachforelle mit Myxobolus cerebralis

subklinisch.

3.2.3 Tag 120 post expositionem

Auch kurz vor Ende des Feldversuchs konnte keine klinische Manifestation der Drehkrankheit bei

dem deutschen Stamm DtHo diagnostiziert werden.

Am 120. Tag zeigte sich die Infektion mit Myxobolus cerebralis bei 50% der DtLh-Forellen durch

das Symptom der pathologischen Drehbewegungen um eine senkrecht zum Korper stehende Achse.

Vier Monate nach Aussetzen in den Teich wiesen 80% der beobachteten AmTL-Forellen
pathologisches Schwimmverhalten auf. Andere Symptome der Drehkrankheit traten zu keinem

Zeitpunkt auf.

Bei funf von 100 beobachteten Bachforellen konnte durch Erschrecken das charakteristische

Schwimmverhalten des klinisch an der Drehkrankheit erkrankten Fisches provoziert werden.
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4. Post mortem-Untersuchungen

4.1 Gewicht und Grof3e

Aus jeder Gruppe wurden zehn beziiglich Krankheitsauspragung, Gewicht und Grofle heterogene
Probanden entnommen. Vor dem Toéten wurden Gewicht und Grofle der Fische erfasst und aus den
erhaltenen Daten Mittelwert und Standardabweichung (SD) der einzelnen Gruppen errechnet.

Das Gewicht der Forellen bei Versuchsbeginn findet sich in den Tabellen 3 (I. Infektion), 4 (1.
Infektion) und 5 (III. Infektion). Gewicht und GréBe der Kontrollgruppen wurden nicht in den

Vergleich der Infektionsgruppen einbezogen.

41.1 LABOREXPERIMENT
4.1.1.1 |. Infektionsversuch

Hochste Mittelwerte in Gewicht und Grofle wurden bei Stamm DtHo, wie aus den Abbildungen 13

und 14 zu entnehmen, bei der Infektionsgruppe 1.000 TAM/Fisch gemessen.

Grofite Abweichungen vom Mittelwert fanden sich beziiglich des Gewichts in der 1.000
TAM/Fisch-Infektionsgruppe, beziiglich der Grofe in der 5.000 TAM/Fisch-Gruppe.

Der Stamm DtLh zeigte in der Infektionsgruppe 1.000 TAM/Fisch im Mittelwert und im Vergleich
zu anderen Infektionsgruppen dieses Stammes die groB3ten und schwersten Fische.

Die grofite Standardabweichung fand sich jeweils in der mit 5.000 TAM/Fisch infizierten Gruppe.

Beziiglich Gewicht und Grofe waren bei dem deutschen Stamm Dt¢Hs jeweils die Forellen der
5.000 TAM/Fisch-Infektionsgruppe am weitesten entwickelt (siche Abb. 13 und 14). Grofte
Standardabweichungen im Hinblick auf die Gré3enmessungen fanden sich in den beiden hochsten
Infektionsdosen von 1.000 bzw. 5.000 TAM/Fisch, beziiglich der Gewichtsmessung in der 5.000
TAM/Fisch-Gruppe.

Wie aus den Abb. 13 und 14 ersichtlich, fanden sich die durchschnittlich schwersten und groten
Regenbogenforellen des Stamms DtHa jeweilig in der mit 5.000 TAM/Fisch infizierten Gruppe.
Hochste Abweichungen von der mittleren Grofle bestanden in der mit 100 TAM/Fisch infizierten

FEinheit.



75

Bei den amerikanischen Regenbogenforellen wurden jeweils hochste Werte aller drei Parameter in

der mit 1.000 Sporen/Fisch infizierten Gruppe gemessen (siche Abb. 13 und 14).

Da die Bachforelle nur mit einer Infektionsdosis infiziert wurde, entfillt hier ein Vergleich

einzelner Gruppen.
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(ILInf) (IILInf)
@ DtHo 9,5 9,9 16,1 10,0 38,3 33,9
ODtLh 11,0 76 152 10,0
O DtHs 8,5 6,7 9,7 17,6 53,7 257
B DtHa 9,2 8,4 9,3 11,5
B AmTL 9,1 8,7 10,7 7.8 459 42,5
O Bachforelle 10,9
Infektionsdosis: TAM/Fisch

Abb. 13: Mittleres Gewicht der einzelnen Stimme und Infektionsgruppen sowie die

Standardabweichung vom Mittelwert; simtliche Infektionsversuche des

Laborexperiments
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Infektionsdosis: TAM/Fisch

Abb. 14: Mittlere Grofie der einzelnen Stimme und Infektionsgruppen sowie die

Standardabweichung vom Mittelwert; simtliche Infektionsversuche des

Laborexperiments
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4.1.1.2 Il. und lll. Infektionsversuch

Wie in Abb. 13 zu erkennen, betrug das durchschnittliche Gewicht der fiinf Monate nach Infektion
getdteten Regenbogenforellen des Stammes DtHo in der Gruppe der II. Infektion 38,3g (10,1 SD)
und in der Gruppe der dritten Infektion 33,9g (5,9 SD). Die Probanden hatten eine durchschnittliche
Korpergrofe von 15,8cm (1,6 SD) in der II. bzw. 15,7cm (1,4 SD) in der III. Infektion (siche Abb.
14).

Wihrend die DtHs-Regenbogenforelle in der II. Infektion im Mittel 53,7g (26,7 SD) schwer und
18,8cm (4,9 SD) lang waren, betrug das Gewicht der Probanden des III. Infektionsversuchs 25,7g
(6,8 SD) und die Lange 14,1cm (2,3 SD) (sieche Abb. 13 und 14).

Wie in Abb. 13 aufgezeigt, betrug das Gewicht der amerikanischen Regenbogenforelle nach
Abschluss des II. Infektionsversuchs im Mittel 45,9g (14,9 SD), die GroBe 16,3cm (1,7 SD) und
nach dem III. Infektionsversuch 42,5¢ (14,4 SD) bzw. 16,2cm (1,33 SD) (siche hierzu Abb. 14).

4.1.2 FELDEXPERIMENT

Die Fische des Feldversuchs verendeten 120 Tage nach Versuchsbeginn, da nach einer Wiesenmaht
in unmittelbarer Néhe des Teichs die Siebe der Kompartimente durch einfallendes Gras verstopft
wurden und somit der Zulauf frischen sauerstoffreichen Wassers stark eingeschrinkt wurde. Die
Fische erstickten innerhalb eines Tages. Pro Stamm konnten jedoch mindestens 10 Forellenkadaver
verwertet werden, welche jedoch aufgrund starker Autolyse lediglich fiir die Sporenauszéhlung
nach der Digestionsmethode sowie fiir pathohistologische Erhebungen (knorpelige und kndcherne
Strukturen waren erhalten) verwendbar waren. Die exakte Ermittlung von Gewicht und Grof3e

konnten aufgrund der Autolyse besonders im Abdominalbereich nicht durchgefiihrt werden.
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4.2 Infektionsprivalenz und Sporenauszdahlung mittels Digestionsmethode

Mittels Verdauungsmethode wurde die Anzahl der Myxobolus cerebralis-Sporen pro Kopf erfasst.
Im Folgenden werden die einzelnen Stdmme, die Infektionsprivalenz der einzelnen Gruppen und
die Anzahl der Sporen pro Kopf aufgezeigt. In den Kontrollgruppen konnten keine Sporen

detektiert werden.

421 LABOREXPERIMENT
4.2.1.1 1. Infektionsversuch

4.2.1.1.1 Stamm DtHo

Infektionsprivalenz

Bei DtHo konnten erst ab einer Infektionsdosis von 1.000 Sporen pro Fisch in jedem der
untersuchten Koptknorpel Myxobolus cerebralis-Sporen identifiziert werden (siche Tabelle 21). In
der niedrigsten Infektionsgruppe von 10 TAM/Fisch fanden sich nach fiinf Monaten bei zwei von
10 untersuchten Forellen Parasitenstadien. In der Gruppe, die mit 100 Sporen pro Fisch infiziert
worden war, konnten bei sechs von 10 Forellen reife Myxobolus cerebralis-Sporen detektiert

werden.

Tab.21: Uberblick iiber die Infektionsprivalenz; Stamm DtHo

INFEKTIONSDOSIS: ANZAHL ANZAHL

TAM/FISCH UNTERSUCHTER INFIZIERTER
FISCHE FISCHE

10 10 2

100 10 6

1.000 10 10

5.000 10 10

Quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis-Sporenkonzentration pro Kopf bei steigender

Infektionsdosis

Wie aus Abb. 15 ersichtlich, verlief die Entwicklung der Myxobolus cerebralis-Sporen nicht linear
zu der Infektionsdosis. So entwickelten sich im Knorpel der mit 10 TAM/Fisch infizierten

Regenbogenforellen durchschnittlich 92,5 Myxobolus cerebralis-Sporen pro einzelner TAM, in der
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ndchsthoheren Dosis 41,7 Myxobolus cerebralis-Sporen, in der Gruppe der mit 1.000TAM/Fisch
infizierten Forellen knapp 12 und in der hochsten Infektionsdosis aus einer TAM durchschnittlich

3,3 reife Myxobolus cerebralis-Sporen.

4.2.1.1.2 Stamm DtLh

Infektionsprivalenz

Der deutsche Stamm DtLh wies ab einer Infektionskonzentration von 100TAM/Fisch eine
Infektionspravalenz von 100% auf. In der niedrigsten Infektionsdosis (10TAM/Fisch) waren, wie in

Tabelle 22 zu sehen, acht von zehn untersuchten Regenbogenforellen Myxobolus cerebralis positiv.

Tab. 22: Uberblick iiber die Infektionsprivalenz; Stamm DtLh

INFEKTIONSDOSIS: ANZAHL ANZAHL

TAM/FISCH UNTERSUCHTER INFIZIERTER
FISCHE FISCHE

10 10 8

100 10 10

1.000 10 10

5.000 10 10

Quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis-Sporenkonzentration pro Kopf bei steigender

Infektionsdosis

Die Regenbogenforellen, die mit 10 TAM/Fisch infiziert worden waren, entwickelten
durchschnittlich 6.163 Sporen pro Kopf, und die 100 TAM/Fisch-Gruppe 33.194. Bei DtLh
entwickelten sich die meisten Parasitenstadien bei der zweithdchsten Infektionsdosis. So entstanden
aus einer Triactinomyxonspore durchschnittlich 78,5 Myxobolus cerebralis-Sporen in der
Infektionsgruppe 1.000 TAM/Fisch, knapp 14 in der Infektionsgruppe 5.000 TAM/Fisch (siche
Abb. 15).
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4.2.1.1.3 Stamm DtHs

Infektionsprivalenz

Tabelle 23 ist zu entnehmen, dass eine Infektionsdosis von 10TAM/Fisch eine Infektionspravalenz
von 50% und eine Infektionsdosis von 100 TAM eine 90% Infektionsprivalenz bewirkte. Bei
héherem Infektionsdruck (1.000 bzw. 5.000 TAM/Fisch) vermochte sich der Parasit in 100% der

Probanden zu etablieren.

Tab. 23: Uberblick iiber die Infektionsprivalenz; Stamm DtHs

INFEKTIONSDOSIS: | ANZAHL ANZAHL

TAM/FISCH UNTERSUCHTER INFIZIERTER
FISCHE FISCHE

10 10 5

100 10 9

1.000 10 10

5.000 10 10

Quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis-Sporenkonzentration pro Kopf bei steigender

Infektionsdosis

In der niedrigsten Infektionsdosis von 10 TAM/Fisch wurden im Mittel pro Kopf 794 Myxobolus
cerebralis-Sporen gefunden und in der nédchsthoheren Infektionsgruppe entstanden aus 1 TAM
durchschnittlich 42,9 Sporen (sieche Abb. 15). Wahrend sich im Mittel 22,5 Myxobolus cerebralis-
Sporen aus einer Triactinomyxonspore bei einer Infektionsdosis von 1.000 TAM/Fisch zu
entwickeln vermochten, konnten sich bei der 5.000 TAM-Infektionsgruppe die Triactinomyxon-

Sporen knapp verdreifachen.

4.2.1.1.4 Stamm DitHa

Infektionsprivalenz

Die Infektionsprdvalenz betrug, wie aus Tabelle 24 zu entnehmen, bei der Infektion der DtHa-
Regenbogenforelle 60% in der 10 TAM/Fisch-Gruppe, 70% in der mit 100 TAM/Fisch infizierten
Gruppe und jeweils 100% in den beiden hochsten Infektionsgruppen.
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Tab. 24 Ubersicht iiber die Infektionspriivalenz; Stamm DtHa

INFEKTIONSDOSIS: | ANZAHL ANZAHL

TAM/FISCH UNTERSUCHTER INFIZIERTER
FISCHE FISCHE

10 10 6

100 10 7

1.000 10 10

5.000 10 10

Quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis-Sporenkonzentration pro Kopf bei steigender

Infektionsdosis

Die Gruppe der mit 10 Sporen/Kopf infizierten Fische entwickelte durchschnittlich 1.018
Myxobolus cerebralis-Sporen, die 100 Triactinomyxon-Sporen-Gruppe im Mittel 1.156 reife
Sporen, wie Abb. 15 veranschaulicht darstellt. Fiinf Monate nach Versuchsbeginn waren
Sporenkonzentrationen von @ 24.513 Mpyxobolus cerebralis-Sporen/Kopf in der in 1.000
TAM/Fisch exponierten Forellengruppe zu finden. Aus einer TAM der Forellen der hochsten

Infektionsdosis entwickelten sich im Mittel 4,4 Myxobolus cerebralis-Sporen.

4.21.1.5 Stamm AmTL

Infektionsprivalenz

Wie aus Tabelle 25 zu entnehmen, waren neun von 10 der mit 10 TAM/Fisch infizierten
Regenbogenforellen des amerikanischen Stamms AmTL Myxobolus cerebralis-positiv. Ab einer

Infektionsdosis von 100TAM/Fisch bestand eine 100% Infektionspravalenz.
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Tab. 25: Ubersicht iiber die Infektionspriivalenz; Stamm AmTL

INFEKTIONSDOSIS: | ANZAHL ANZAHL

TAM/FISCH UNTERSUCHTER INFIZIERTER
FISCHE FISCHE

10 10 9

100 10 10

1.000 10 10

5.000 10 10

Quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis Sporenkonzentration pro Kopf bei steigender

Infektionsdosis

Bei den amerikanischen Regenbogenforellen gestaltete sich die Entwicklung des Parasiten im
Knorpel wie folgt: Die mit 10 TAM Sporen pro Fisch infizierten Forellen entwickelten
durchschnittlich 4591 Myxobolus cerebralis Sporen, bei einer Infektionsdosis von 100 TAM/Fisch
entstanden pro Kopf im Mittel 79347 Sporen. Durchschnittlich 296573 Myxobolus cerebralis
Sporen entwickelten sich im Knorpel eines mit 1.000 TAM infizierten Fisches- und aus einer TAM
der mit 5.000 Sporen infizierten Forellen reiften, wie aus Abb. 15 zu errechnen, 62,2 Sporen (dies

entspricht einer durchschnittlichen Gesamtzahl von 311350 Sporen).

4.2.1.1.6 Bachforelle

Infektionspravalenz

In neun der zehn untersuchten Bachforellen konnten Sporen von Myxobolus cerebralis detektiert

werden (Siehe Tabelle 26).

Tab.: 26 Ubersicht iiber die Infektionspriivalenz, Bachforelle

INFEKTIONSDOSIS: ANZAHL ANZAHL
TAM/FISCH UNTERSUCHTER INFIZIERTER
FISCHE FISCHE

5.000 10 9
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Quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis Sporenkonzentration pro Kopf bei 5.000

TAM/Kopf

Die Auszdhlung der Sporen ergab, wie aus Abb. 15 zu entnehmen, eine mittlere Myxobolus

cerebralis Sporenkonzentration pro Kopf von 42119.
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ODtLh 6.163 33.194 78.469 69.863
ODtHs 794 4294 22.550 14.238 17.288 5.388
B DtHa 1.018 1.156 24.513 21.831
B AmTL 4.591 79.347 296.753 311.350 55.569 34.350
O Bachforelle 42.119

Abb.15: Quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis-Sporenkonzentration pro Kopf nach der
Verdauungsmethode bei steigender Infektionsdosis, alle Stimme. Mittelwert aller gezihlten

Werte. Schwarze Linien: Standardabweichung.
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4.2.1.2 1. & lll. Infektionsversuch

4.2.1.2.1 Stamm DtHo

Infektionspravalenz:

In der II. Infektion wiesen zehn von zehn untersuchten Forellen Myxobolus cerebralis-Sporen im
Koptknorpel auf, in der IIl. Infektion konnten bei sieben von zehn untersuchten reife

Parasitenstadien detektiert werden.

Quantitative FErfassung der Myxobolus cerebralis Sporenkonzentration pro Kopf bei 5.000

TAM/Kopf

Wihrend in der I. Infektion aus 5.000 TAM pro Fisch durchschnittlich 16709 Myxobolus cerebralis
Sporen entstanden, konnten in der II. noch 9600 und in der III. 1731 gezdhlt werden. Somit
verringerte sich die Sporenanzahl in der II. Infektion um 42,5% und in der III. um 89,6% bezogen

auf die Sporenanzahl der ersten Infektion (Siehe Abb. 16).

4.2.1.2.2 Stamm DtHs

Infektionspravalenz

Von zehn untersuchten Regenbogenforelle des Stammes D¢Hs erwiesen sich in der II. Infektion acht

und in der III. Infektion zehn als mit Myxobolus cerebralis infiziert.

Quantitative FErfassung der Myxobolus cerebralis Sporenkonzentration pro Kopf bei 5.000

TAM/Kopf

Bezogen auf die erste Infektion (14237 Myxobolus cerebralis Sporen/Kopf) konnten bei der II.
Infektion 21,4% mehr Sporen, ndmlich 17283,5 pro Kopf gezédhlt werden (Siehe Abb. 16). In der
II1. Infektion fiel die Anzahl der Sporen um 62,16% auf durchschnittlich 5387,5 gezéhlte Sporen,

wiederum bezogen auf die I. Infektion, ab.
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4.2.1.2.3 Stamm AmTL

Infektionsprivalenz

Sowohl in der II. als auch in der III. Infektion wiesen die amerikanischen Regenbogenforellen eine

Infektionspravalenz von 100% auf.

Quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis Sporenkonzentration pro Kopf bei 5.000

TAM/Kopf
Wie aus Abbildung 16 ersichtlich, betrug die Anzahl reifer Myxobolus cerebralis Sporen in der 1.
Infektion 311350, in der II. 55569 und in der III. 34350 Sporen pro Kopf. Dies entspricht einer

Abnahme um 82,2% bzw. 88,9%, jeweils bezogen auf die erste Infektion.

Um die GroBenordnung der Abnahme der Sporendichte in der II. und III. Infektion zu
veranschaulichen, wurden die mittleren Sporenkonzentrationen der drei Stimme, welche bei allen

drei Infektionsversuchen verwendet wurden, an dieser Stelle nochmals in Abb. 16 veranschaulicht

dargestellt.
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Abb. 16: Quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis Sporenkonzentration pro Kopf nach der
Verdauungsmethode bei 5000 TAM/Fisch Infektionsdosis; alle drei Infektionsversuche des

Laborexperiments. Mittelwert aller gezihlten Werte sowie dessen Standardabweichung.
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422 FELDEXPERIMENT
4.2.2.1 Stamm DtHo

Infektionsprivalenz

Keine der zehn untersuchten DtHo-Regenbogenforellen des Feldversuchs erwies sich als mit der

Drehkrankheit infiziert.

Quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis Sporenkonzentration pro Kopf

Wie aus Abb. 17 zu entnehmen, konnten mittels der Verdauungsmethode in den

Regenbogenforellen des Stammes DtHo keine Parasitenstadien nachgewiesen werden.

4.2.2.2 Stamm DtLh

Infektionspravalenz

Die Infektionspravalenz der DtLh-Forellen betrug im Feldversuch 50%.

Quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis Sporenkonzentration pro Kopf

Die durchschnittliche Myxobolus cerebralis Konzentration der D¢tLh Forellen betrug 1514 Sporen
pro Kopf (Siehe Abb. 17).

4.2.2.3 Stamm AmTL

Infektionsprivalenz

Bei vier von 10 untersuchten amerikanischen Regenbogenforellen konnten Myxobolus cerebralis

Sporen detektiert werden.

Quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis Sporenkonzentration pro Kopf

Die Erfassung der Sporenkonzentration mittels Digestionsmethode ergab, wie Abbildung 17

verdeutlicht, eine durchschnittliche Sporenanzahl von 4331 Sporen pro Kopf.
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4.2.2.4 Bachforelle

Infektionsprivalenz

Eine von 10 untersuchten Bachforellen wies bei der Untersuchung des Knorpels reife

Parasitenstadien auf.

Quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis Sporenkonzentration pro Kopf

Im Mittel wurden 40 Sporen pro Kopf ausgezihlt (Siehe Abb. 17).
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Abb. 17: Quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis-Sporenkonzentration pro Kopf nach der
Verdauungsmethode, alle Stiimme des Feldversuchs. Mittelwert aller gezihlten Werte sowie

dessen Standardabweichung
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Pathohistologische Erhebungen
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Die pathohistologische Beurteilung der Wirtsreaktion vollzog sich nach dem MacCONNELL-

BALDWIN Numerical Scale. Die Mittelwerte der erhaltenen Histograde (°H) von jeweils 10

Fischen pro Infektionsgruppe und Stamm sind in Diagrammform in Abbildung 18 dargestellt. Im

weiteren Verlauf werden die einzelnen Stdmme beziiglich dieses Parameters vorgestellt und

gruppenreprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen photographisch abgebildet.
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4.3.1 LABOREXPERIMENT
4311 |. Infektionsversuch
4.3.1.1.1 Stamm DtHo

Infektionsdosis: 10 TAM/Fisch; 0,1°H

Die histologisch untersuchten Knorpelstrukturen zeigten bei neun von zehn untersuchten Forellen
des Stamms DtHo keine pathologischen Verdnderungen. Die Knorpelarchitektur war erhalten. In
einem Fall fanden sich kleine unauffillige Herde der parasitenbedingten Knorpeldegeneration.

Leukozyten waren nicht assoziiert.

Infektionsdosis: 100 TAM/Fisch; 0,3°H

Drei der untersuchten zehn mit 100 TAM/Kopf infizierten Regenbogenforellen zeigten je einen

bzw. wenige Herde der Knorpeldegeneration. Leukozyten konnten nicht detektiert werden.

Infektionsdosis: 1.000 TAM/Fisch; 0,4°H

Ebenfalls drei der mit 1.000 Sporen infizierten Regenbogenforellen wiesen fiinf Monate nach der
Infektion leichte Knorpelldsionen in Form von blasiger Degeneration auf (Siehe Abb. 19). Bei
einem dieser Probanden waren dariiber hinaus wenige Leukozyten und beginnende Nekrotisierung

in der Nachbarschaft der Knorpeldeformation anzutreffen.

Infektionsdosis: 5.000 TAM/Fisch; 0,9°H

Die Hilfte der untersuchten Probanden zeigte histopathologische Verdnderungen. Wie in Abb. 21
und 22 zu erkennen, wiesen vier von ihnen neben kleinen Zonen der zerstdrten Knorpelarchitektur
auch umsiumende Entziindungszellen auf, bei einer Forelle fand sich ein Herd der
Knorpeldegeneration ohne Leukozytenassoziation. Die andere Haélfte der untersuchten

Regenbogenforellen zeigte keine durch Myxobolus cerebralis verursachten Veranderungen (Siehe

Abbildung 20).
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Abb. 19: Stamm DtHo; 1.000 TAM/Fisch; °H=2; HE-Firbung
Myxobolus cerebralis-Sporen (MC) liegen in durch Lysis entstandenen

Knorpellakunen (KL) vor.

Abb. 20: Stamm DtHo; 5.000 TAM/Fisch; °H=0; HE-Firbung
Ubersichtsaufnahme iiber erhaltene Knorpelarchitektur (K). Keine

parasitenbedingten histopathologischen Veridnderungen erkennbar.



ERGEBNISSE

91

Schnitt durch ein Granulom. Ansammlung von Myxobolus cerebralis-

Sporen (MC) in blasig degeneriertem Knorpelmaterial (KL), umgeben

von massenhaft Granulozyten (EG).

» y e o
- ’ - G -

Abb. 22: Stamm DtHo; 5.000 TAM/Fisch; °H=2; HE-Firbung

Myxobolus cerebralis-Sporen (MC) in Knorpellakunen (KL), mit wenig

Granulozytenbeteiligung (EG).
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4.3.1.1.2 Stamm DtLh
Infektionsdosis: 10 TAM/Fisch; 0,3°H

Bei acht der untersuchten zehn DtLh-Forellen dieser Infektionsgruppe konnten keine durch
Myxobolus cerebralis hervorgerufenen histopathologischen Verdnderungen detektiert werden. Eine
Forelle zeigte einzelne kleinere Herde der Knorpeldegeneration. Das Entziindungsgeschehen
beschrinkte sich auf die unmittelbare Umgebung dieser pathologischen Verdnderungen. Ein

weiterer Proband zeigte mikroskopisch kleine Knorpelschdden ohne Leukozytenbeteiligung.

Infektionsdosis: 100 TAM/Fisch; 1,7°H

Vier mit 100 TAM/Fisch infizierten DtLh-Regenbogenforellen wiesen nach fiinf Monaten
multifokale Herde der Knorpeldegeneration- bzw. Auflosung auf, umsdumt mit einem das
umliegende Gewebe infiltrierenden Entziindungsgeschehen. Bei zwei weiteren Probanden waren
nur kleine bzw. einzelne Herde zerstorter Knorpelarchitektur mit Leukozytenassoziation zu
entdecken. Eine Regenbogenforelle wies keine Entziindungszellen in der Nidhe der
Knorpeldegeneration auf und bei den verbleibenden drei Forellen konnten keine durch Myxobolus

cerebralis verursachten Schidigungen des Gewebes diagnostiziert werden.

Infektionsdosis: 1.000 TAM/Fisch; 2,7°H

Knorpeldegeneration ~ mit nur  geringer  Ausdehnung und ohne  einhergehendes
Entziindungsgeschehen fand sich in dieser Infektionsgruppe bei einem Fisch, zweimal konnten
zerstorte Knorpelarchitektur dhnlichen Ausmalles, jedoch mit Leukozyten, detektiert werden, in
fiinf Féllen verursachte die Infektion mehrere Herde der Nekrose und Knorpeldegeneration
vergesellschaftet mit Leukozytenansammlungen, die sich ins umliegende Gewebe ausdehnten. Bei
einem weiteren Probanden konnten mehrere zusammenflieBende Herde der Knorpelnekrose mit
ausgedehnten  Entziindungsreaktionen = beobachtet =~ werden.  Die  normalanatomische

Knorpelarchitektur war grof3teils verloren.

Infektionsdosis: 5.000 TAM/Fisch; 3,3°H

Samtliche der mit 5.000 TAM infizierten Regenbogenforellen zeigten mindestens einen lokal

begrenzten Herd der Knorpeldegeneration und Nekrose. Auch innerhalb dieser Konzentration
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konnten noch in ihrer physiologischen Struktur erhaltene Knorpelbereiche detektiert werden
(Abb.24). Bei jedem der Probanden fanden sich mit dieser Nekrose vergesellschaftete Granulome
(Siehe Abb. 23, (G)), kleinere Ansammlungen von Parasitenstadien lagen ohne Immunantwort vor
(Abb. 25). In sechs Fillen dehnten sich die Leukozyten ins umliegende Gewebe aus, zweimal
bestanden mehrere zusammenflieBende Bereiche der Knorpelnekrose mit zahlreichen, den lytischen
Knorpel infiltrierende Leukozyten, wie Abb. 23 veranschaulicht. Einer der infizierten Fische

zeichnete sich durch den kompletten Verlust der physiologischen Knorpelstrukturen aus.
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Abb. 23: Stamm DtLh; 5.000 TAM/Fisch; °H=4; HE-Firbung
Durch Granulom verdrangte und zerstorte Knorpelarchitektur.
Rudimentérer Knorpelrest (K) in seiner urspriinglichen Struktur erhalten
ZusammentflieBende Herde der Knorpelnekrose. Granulome (G) mit

Myxobolus cerebralis-Sporen (MC) durchsetzt.
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Abb. 24: Stamm D¢Lh; 5.000 TAM/Fisch; °H=3; HE-Farbung
Ubergangszone (U) zwischen erhaltener Knorpelstruktur und Bereiche der
Knorpellyse (KL). In den Lakunen des zerstorten Stiitzgewebes finden sich

zahlreiche Myxobolus cerebralis-Sporen (MC) bzw. eosinophile Granulozyten
(EG).

Abb. 25: Stamm DtLh; 5.000 TAM/Fisch; °H=3; HE-Farbung

Reife Parasitenstadien (MC) liegen in Knochengewebe vor.
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4.3.1.1.3 Stamm DtHs
Infektionsdosis: 10 TAM/Fisch; 0,2 °H

Hier fand sich in einem Fall ein einzelner Herd der Knorpeldegeneration mit Nekrose. Das
Entziindungsgeschehen war ausschlieflich in unmittelbarer Nachbarschaft der verdnderten Stelle zu

finden.

Infektionsdosis: 100 TAM/Fisch; 0,8°H

Einer der Probanden zeigte eine Stelle leichter Knorpeldegeneration ohne Leukozytenbeteiligung,
bei drei weiteren fanden sich Verdnderungen mit vergleichbar geringer rdumlicher Ausdehnung und

einer gemafigten Anzahl Leukozyten.

Infektionsdosis: 1.000 TAM/Fisch; 2,3°H

Eine Infektion der DtHs-Regenbogenforellen mit je 1.000 TAM konnte bei drei von zehn
untersuchten Probanden keine pathologischen Verédnderungen hervorrufen. Eine Forelle hatte einen
kleinen Focus nekrotischen Knorpels mit wenigen Entziindungszellen entwickelt, drei weitere
zeigten ausgedehntere Bereiche pathologischer Verdnderungen der erwidhnten Art. Bei anderen drei

infiltrierten die assoziierten Granulozyten weitrdumig umliegendes Gewebe.

Infektionsdosis: 5.000 TAM/Fisch; 2,1°H

Auch eine Infektionsdosis von 5.000 TAM/Fisch vermochte bei drei der zehn untersuchten
Regenbogenforellen des Stamms DtHs keine deutlich erkennbaren Wirtsreaktionen (Siehe Abb.26)
hervorzurufen. In zwei Féllen konnten neben kleinen Herden der Knorpeldegeneration (Siehe Abb.
27) teilweise auch umsdumende Granulozyten detektiert werden. Bei drei weiteren Versuchstieren
drangen diese Entziindungszellen, wie Abb. 28 zeigt, in umliegendes Gewebe ein und vier der
untersuchten Regenbogenforellen zeigten mehrere, ausgedehnte und teilweise konfluierende

Bereiche der beschriebenen Art mit massenhafter Granulozyteninfiltration (Siehe Abb. 29).
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Abb. 26: Stamm DtHs; 5.000 TAM/Fisch; °H=3; HE-Farbung
Neben erhaltener Knorpelarchitektur (K) finden sich Sporen von
Myxobolus cerebralis (MC).

Abb. 27: Stamm D¢Hs; 5.000 TAM/Fisch; °H=2; HE-Féarbung
Myxobolus cerebralis Sporen (MC) lysieren den umliegenden Knorpel (K) und
verursachen so das Bild einer blasigen Degeneration. An einer Myxobolus
cerebralis Spore sind die Polkapselzellen (PK), die Schalenwand (S), die
Amoboidkeimzellen (A), an einer anderen die Nahtlinie (NL) bezeichnet.
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Abb. 28: Stamm DtHs; 5.000 TAM/Fisch; °H=3; HE-Firbung
Myxobolus cerebralis-Sporen (MC) liegen mit Granulozyteninfiltration (EG)
(EG) in Bereichen zerstorter Knorpelarchitektur (K) vor. Erhaltene Knorpelreste

sind mit (K) gekennzeichnet.

Abb. 29: Stamm DtHs; 5.000 TAM/Fisch; °H=4; HE-Firbung
Myxobolus cerebralis-Sporen (MC) liegen assoziiert mit massiver

Granulozyteninfiltration (EG) vor.
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4.3.1.1.4 Stamm DtHa

Infektionsdosis: 10 TAM/Fisch; 0,1°H

In dieser Gruppe fiel bei einem von zehn untersuchten Regenbogenforellen eine durch Myxobolus

cerebralis verursachte umschriebene Verdnderung in Form von Knorpeldegeneration auf.

Infektionsdosis: 100 TAM/Fisch, 0,1°H

Auch 100 TAM/Fisch konnten bei Stamm DtHa Infektionsdosis keine ausgepriagtere Wirtsreaktion
hervorrufen: Es zeigte sich ebenfalls bei einer Forelle ein kleiner, unauffdlliger Herd der

Knorpeldegeneration. Leukozytenassoziation bestand nicht.

Infektionsdosis: 1.000 TAM/Fisch; 2,8 °H

Zwei der untersuchten zehn Versuchstiere hatten im Fiinfmonatszeitraum umschriebene Foci der
Knorpelveridnderung, jeweils in Verbindung weniger Granulozyten, entwickelt. In vier Féllen waren
diese Herde von groBerer rdumlicher Ausdehnung. Die assoziierten Entziindungszellen drangen in
benachbarte Textur ein. Bei drei weiteren Probanden konfluierten die Bereiche der

Knorpeldegeneration, Leukozyten infiltrierten gro3e Bereiche der umliegenden Gewebe.

Infektionsdosis: 5.000 TAM/Fisch; 2,8°H

Wihrend in dieser Infektionsgruppe lediglich ein Fisch keine durch Myxobolus cerebralis
hervorgerufenen histopathologischen Verdnderungen aufwies, zeigten die verbleibenden neun
Probanden sowohl Knorpeldegeneration und Nekrose, als auch Wirtsreaktion in Form von
Granulozyteninfiltration. In zwei Fillen waren diese Verdnderungen nur von geringem raumlichen
Ausmal, bei vier Forellen fielen die pathologisch verdanderten Bereiche durch ihre Ausdehnung und
der groBBen Anzahl eingedrungener Entziindungszellen deutlicher ins Auge, bei zwei der Probanden
konfluierten diese Herde der Knorpeldegeneration (Siehe Abb. 30 und 31) und bei einem der
Versuchstiere (Abb. 32) bewirkten die Verdnderungen in groBen Bereichen den Verlust der

normalanatomischen Knorpelarchitektur.
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Abb. 30: Stamm DtHa; 5.000 TAM/Fisch; °H=3; HE-Firbung
Konfluierende Bereiche der Knorpeldegeneration. Myxobolus cerebralis Sporen

(MC) liegen in weitrdumig lysierten Bereichen (KL) vor. Gesunder Knorpelrest ist

mit (K) gekennzeichnet.

Abb. 31: Stamm DtHa; 5.000 TAM/Fisch; °H=3; HE-Firbung
Zahlreiche reife Sporenstadien (MC) liegen in blasig degenerierten Knorpellakunen
(KL) und weitrdumig in seiner Normalstruktur komplett zerstortem Knorpel (K)

VOr.
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L — L & fﬂ L
Abb. 32: Stamm DtHa; 5.000 TAM/Fisch; °H=4; HE-Firbung
Ubersichtsaufnahme zerstorter Knorpelarchitektur, an der Stelle gesunden Knorpels

(K) (in der oberen Bildmitte) hat sich ein mit Myxobolus cerebralis-Sporen

durchsetztes Granulom (G) gebildet.
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4.3.1.1.5 Stamm AmTL

Infektionsdosis: 10 TAM/Fisch; 0,3°H

Bei einer Infektionsdosis von 10 TAM/Fisch hatten drei der Regenbogenforellen amerikanischer
Abstammung  vereinzelt unauffillige Herde der Knorpeldegeneration  ausgebildet.

Entziindungszellen waren nicht mit den pathologischen Verdnderungen assoziiert.

Infektionsdosis: 100 TAM/Fisch; 1,9°H

Hier zeigten drei der Probanden leichte Knorpelverdnderungen ohne Wirtsreaktion. Bei drei der
untersuchten Tiere konnten in der Umgebung kleiner lokal ausgedehnter Herde der
Knorpeldegeneration eine geméBigte Anzahl Entziindungszellen ausgemacht werden. Bei zwei
weiteren amerikanischen Regenbogenforellen wurden mehrere dieser pathologischen
Verdnderungen, assoziiert mit vielen, die Umgebung infiltrierenden, Leukozyten gefunden. Ein
Proband zeigte konfluierende Bereiche der Knorpelnekrose mit stark ausgeprigter
Granulozytenbeteiligung. Bei einer Forelle konnten keine pathohistologischen Verdanderungen

diagnostiziert werden.

Infektionsdosis: 1.000 TAM/Fisch; 3,5°H

Réumlich stark begrenzte Herde der Knorpeldegeneration ohne Wirtsreaktion lagen bei einem
Probanden dieser Infektionsdosis vor. Bei allen anderen konnten stellenweise Leukozyten in der
Umgebung von Knorpelnekrosen ausgemacht werden. Hierbei beschrinkte sich die durch
Myxobolus cerebralis hervorgerufene Verdnderung der Knorpelstrukturen bei einer der Forellen
auf sehr kleine und nur wenige Bereiche (Abb. 33 zeigt Ansammlungen von Myxobolus cerebralis-
Sporen ohne eindeutig erkennbare Wirtsreaktion), zwei zeigten multifokale Herde der Degeneration
und Knorpelnekrose, bei vier der Versuchstieren flossen diese Bereiche zusammen und gingen mit
massiver Leukozyteninfiltration einher und in zwei Fillen konnten kein gesundes Knorpelgewebe

mehr gefunden werden-die Architektur dieses Stiitzgewebes war komplett zerstort.
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Infektionsdosis: 5.000 TAM/Fisch 3,5°H

Alle untersuchten Regenbogenforellen dieser Infektionsdosis wiesen fiir Myxobolus cerebralis
typische Verdnderungen der Knorpeltextur verbunden mit Wirtsreaktion auf. In zwei dieser Fille
beschrinkte sich die pathologische Verdnderung auf kleine Herde der Knorpeldegeneration, auch
war nur eine gemafigte Anzahl an Entziindungszellen, wie aus Abb. 35 zu entnehmen, in deren
Umgebung aufzufinden. Drei Regenbogenforellen wiesen multifokale Abweichungen mit
zahlreichen, in umliegendes Gewebe eindringenden Leukozyten auf. Bei vier weiteren liefen diese
Verianderungen zu ausgedehnten Bereichen der Knorpelnekrose zusammen und bei zwei war die
Architektur des hyalinen Stiitzgewebes, wie in Abb. 34, 36 und 37 zu erkennen, zum grof3ten Teil
zerstort. Die mittlere Bewertung der histopathologischen Verdnderungen entsprach der mit 1000

TAM infizierten Regenbogenforellen des Stamms AmTL.

Abb. 33: Stamm AmTL; 1.000 TAM/Fisch; °H=4; HE-Farbung
Myxobolus cerebralis -Sporen (MC) in Knorpellakunen (KL), an dieser

Stelle ohne deutlich erkennbare Wirtsreaktion.
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Abb. 34: Stamm AmTL; 5.000 TAM/Fisch; °H=5; HE-Farbung

Ubersichtsaufnahme eines Granuloms (G), welches das physiologische

Knorpelgewebe (K) zerstort und verdringt hat.
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Abb. 35: Stamm AmTL; 5.000 TAM/Fisch; °H=4; HE-Firbung
Myxobolus cerebralis Sporen (MC) in Knorpellakunen (KL), mit
Leukozyteninfiltration (EG).
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Abb. 36: Stamm AmTL; 5.000 TAM/Fisch; °H=5; HE-Farbung
Zone zwischen zerstorter und normaler Knorpel- bzw. Knochenarchitektur (Z).

Leukozytenassoziierte Myxobolus cerebralis (MC)-Sporenansammlung,

Knorpelstrukturen dadurch weitgehend zerstort.
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Abb. 37: Stamm AmTL; 5.000 TAM/Fisch; °H=5; HE-Firbung
Ubersichtsaufnahme iiber die fast vollstéindig zerstorte Knorpelarchitektur (K),
massive Myxobolus cerebralis-Sporenansammlung (MC) mit Granulozyten (EG)

durchsetzt, in linker Bildhédlfte Granulom (G).



ERGEBNISSE 105

4.3.1.1.6 Bachforelle
Infektionsdosis: 5.000 TAM/Fisch

Die Hilfte der untersuchten Bachforellen wiesen keinerlei Verdnderungen histopathologischer Art
auf. Bei einem Probanden konnte ein kleiner, jedoch unauffilliger Herd der Knorpeldegeneration
ausgemacht werden, Wirtsreaktion blieb aus. Zwei der Versuchstiere zeigten neben einzelnen
lokalen Herden der Nekrose des Knorpels auch leichte Wirtsreaktion in Form von lokalisiertem
Entziindungsgeschehen (Siehe Abbildung 38). In einem Fall konnten multifokale Herde der
beschriebenen Veridnderung ausgemacht werden und bei einem Tier waren ausgedehnte Bereiche

der Knorpeldegeneration von massiver Leukozyteninfiltration begleitet.

-

Abb. 38: Bachforelle; 5.000 TAM/Fisch; °H=3; HE-Farbung

Myxobolus cerebralis-Sporen (MC) in Lakunen zerstorten hyalinen Stiitzgewebes,

Leukozytenbeteiligung (EG).
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431.2 [l. Infektionsversuch
4.3.1.2.1 Stamm DtHo
Infektionsdosis: 5.000 TAM/Fisch

Im zweiten, zeitlich verschobenen Infektionsversuch konnte bei einer Regenbogenforelle des
deutschen Stamms DtHo ein kleiner Herd der Knorpeldegeneration ohne Wirtsreaktion detektiert

werden. Die anderen Probanden wiesen keine pathologischen Verdnderungen auf.

4.3.1.2.2 Stamm DtHs
Infektionsdosis: 5.000 TAM/Fisch

DtHs-Regenbogenforellen zeigten in drei Fillen eine leichte Verformung der normalanatomischen
Struktur des hyalinen Stiitzgewebes, bei zwei dieser Forellen konnten in der Umgebung der

Knorpeldegeneration eine geméBigte Anzahl an Leukozyten aufgefunden werden.

4.3.1.2.3 Stamm AmTL
Infektionsdosis: 5.000 TAM/Fisch

Samtliche der amerikanischen Regenbogenforellen zeigten im zweiten Infektionsversuch
Verianderungen in Form von Knorpeldegenerationen. Wihrend bei zwei der zehn histologisch
untersuchten  Probanden  keine  Wirtsreaktion, konnten bei acht weiteren auch
Leukozytenbeteiligung und mehrere Bereiche der Nekrose aufgefunden werden. In sechs dieser

Fille dehnte sich die Wirtsreaktion in umliegendes Gewebe aus.
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431.3 I1l. Infektionsversuch
4.3.1.3.1 Stamm DtHo

Infektionsdosis: 5.000 TAM/Fisch

Im dritten Infektionsversuch konnte ebenfalls bei einer Regenbogenforelle des Stammes DtHo ein

kleiner Herd der Knorpeldegeneration, wiederum ohne Wirtsreaktion, ausgemacht werden.

4.3.1.3.2 Stamm DtHs
Infektionsdosis: 5.000 TAM/Fisch

In sechs der untersuchten zehn Forellenkdpfe konnten keine durch Myxobolus cerebralis
verursachten Schéadigungen entdeckt werden. In zwei Féllen lag eine leichte Form der
Knorpeldegeneration ohne assoziierte Leukozyten vor. In einem Fall konnte auch Wirtsreaktion
beobachtet werden und bei einem Probanden dehnten sich die Granulozytenansammlungen in

benachbartes Gewebe aus.

4.3.1.3.3 Stamm AmTL
Infektionsdosis: 5.000 TAM/Fisch

Der dritte Infektionsversuch vermochte bei allen Probanden des amerikanischen Stamms
Veranderungen histopathologischer Art hervorzurufen: So fand sich in zwei Kopfen je ein kleiner
Focus der Knorpeldegeneration ohne Reaktionen des Wirts, in vier Fillen Verdnderungen mit
dhnlicher Dimension, jedoch mit Leukozytenassoziation. Bei zwei der Regenbogenforellen waren
die Verdnderungen ausgedehnterer Natur, und die Bereiche mit Granulozyten dehnten sich in
umliegende Textur aus. Bei einer Forelle konfluierten die pathologisch verdnderten Bereiche, so

dass sich das Bild ausgedehnter Knorpelnekrosen mit einer gro3en Anzahl an Leukozyten ergab.
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4.3.2 FELDEXPERIMENT

4.3.2.1 Stamm DtHo

Bei den im Teich gehaltenen Regenbogenforellen des Stammes DtHo konnten 120 Tage nach
Versuchsbeginn keine durch Myxobolus cerebralis hervorgerufenen histopathologischen

Verianderungen aufgefunden werden.

4.3.2.2 Stamm DtLh

Eine deutsche Regenbogenforelle des Stammes DtLh zeigte leicht degeneriertes hyalines
Stiitzgewebe an einer Stelle ohne Wirtsreaktion. Bei zwei weiteren konnten neben diesen rdumlich

begrenzten Herden der Knorpeldegeneration einige umgebende Granulozyten ausgemacht werden.

4.3.2.3 Stamm AmTL

Die amerikanischen Forellen zeigten in zwei Fillen lokal begrenzte Stellen der

Knorpeldegeneration, in einem Fall mit wenig Leukozyteninfiltration, in einem ohne Wirtsreaktion.

4.3.2.4 Bachforelle

Hier waren keine durch Myxobolus cerebralis hervorgerufenen histopathologischen Verdnderungen

aufzufinden.



109

4.4  Blutuntersuchungen

Im Folgenden werden die Auffilligkeiten der Ergebnisse der Differentialblutbilder, geordnet nach

Stammen und den verschiedenen Infektionsdosen, wiedergegeben.

441 LABOREXPERIMENT
4411 1. Infektionsversuch

Bei der Differenzierung der Leukozyten konnten bei den verschiedenen Stidmmen und

Infektionsdosen folgende Auffilligkeiten festgestellt werden.

4411.1 Stamm DtHo

Wie aus Abb. 39 ersichtlich, lag die Lymphozytenfraktion in allen Infektionsgruppen tiber 80%,
Das Verhiltnis zwischen stabkernigen und segmentkernigen Granulozyten war bei den
Infektionsdosen 10, 100 und 1.000 TAM/Fisch ausgewogen, die Regenbogenforellen, welche mit
5.000 TAM infiziert worden waren, zeigten eine Linksverschiebung (vermehrt junge Zellstadien im

Blut).

4.4.1.1.2 Stamm DtLh

Die Lymphozytenfraktion schwankte mit geringen Abweichungen (bis 3,7%) um die 80%-Marke,
wobei keine zur Infektionsdosis proportionalen Verdnderungen auffielen, in der Gruppe 100
TAM/Fisch lag der Anteil der jungen Granulozyten vergleichsweise hoher als in den anderen

Gruppen (siche Abbildung 39).

4.4.1.1.3 Stamm DtHs

Die grofiten Anteile bei den Granulozyten stellten bei Stamm DtHs die Progranulozyten, auch hier
konnten, wie die Ubersicht in Abbildung 39 zeigt, keine zur Infektionsdosis proportionalen

Verénderungen festgestellt werden. Die Lymphozytenfraktion lag immer iiber 80%.
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4.4.1.1.4 Stamm DtHa

Dieser Stamm wies in allen Infektionsdosen die grof3te Lymphozytenfraktion auf (siche Abb. 39).
Zur steigenden Infektionsdosis proportionale Verdnderungen des Differentialblutbilds konnten nicht

festgestellt werden.

4.4.1.1.5 Stamm AmTL

Wie Abbildung 39 verdeutlicht, erzielten die Lymphozyten der mit jeweils 100 TAM infizierten
amerikanischen Forellen einen Wert von nur 68,8%, auch die beiden Infektionsgruppen 1.000 bzw.

5.000 TAM fielen durch Lymphozytenanteile von unter 80% auf.
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ausgeziihlten Probanden pro Infektionsgruppe. Alle Laborversuche des ersten

Infektionsversuchs.
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4.4 1. Il. Infektionsversuch

Die Differenzierung der weilen Blutzellen im Rahmen des zweiten Infektionsversuchs ergab, wie
aus Abb. 40 ersichtlich, Lymphozytenfraktionen bei DtHo von 83%, sowie jeweils ca. 90% bei
DtHs und AmTL. Die Fraktion der dlteren Granulozyten verschob sich bei DtHo zuungunsten des
Anteils der Progranulozyten. Des Weiteren fiel ein Anteil von 2,8% Monozyten auf (siche Abb. 40),
diese Zellart konnte bei DtHs und AmTL nicht bestimmt werden.
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Abb. 40: Differentialblutbild der Stimme DtHo DtHs und AmTL im II. Infektionsversuchs; jeweils

Mittelwerte von 10 ausgezéihlten Probanden
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4.4 1.3 lll. Infektionsversuch

Die Lymphozytenfraktionen aller drei Stimme lagen nach Beendigung des dritten
Infektionsversuchs bei iiber 90%. Zweitgrofite Fraktion stellten bei DtHs und AmTL die

Progranulozyten dar, bei DtHo die segmentkernigen Granulozyten (siche Abb. 41).
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Abb. 41: Differentialblutbild der Stimme DtHo DtHs und AmTL im III. Infektionsversuchs; jeweils

Mittelwerte von 10 ausgezéihlten Probanden
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4.4.1.4 Gegenuberstellung des I., Il. und lll. Infektionsversuchs

Beim Vergleich der Blutbilder der ersten, zweiten und dritten Infektion féllt auf, dass bei allen drei
Stimmen der relative Anteil der Lymphozyten in der II. und III. Infektion im Vergleich mit der 1.
ansteigt (Siehe Abb. 42: Stamm DtHo, Abb. 43:Stamm DtHs und Abb. 44: Stamm AmTL). Dies
geschieht sowohl bei DtHs als auch bei DtHo der zulasten der Fraktion stabkerniger Granulozyten,

bei Stamm AmTL zuungunsten der Progranulozyten.

In keinem der Blutausstriche sind Fremdzellen bzw. Sporen von Myxobolus cerebralis gefunden

worden.
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Abb. 42: Differentialblutbild des Stamms DtHo im I, I und III. Infektionsversuch; jeweils Mittelwerte

von 10 ausgezihlten Probanden
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442 FELDEXPERIMENT

Bei den Probanden des Feldversuchs konnte kein Differentialblutbild angefertigt werden, da die
Blutgewinnung nur bei lebenden Probanden moglich ist, nach dem bereits beschriebenen Unfall

jedoch nur noch verendete Tiere angetroffen wurden.
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V. DISKUSSION

1. Infektion der Forellenbriitlinge

Anhand der folgenden durchgefiihrten Untersuchungen konnte die Infektion der Forellenbriitlinge

als erfolgreich bewertet werden:

Histologische =~ Untersuchungen der  Epidermis aller Stimme  zeigten in  den
Infektionskonzentrationen 1.000 bzw. 5.000 TAM/Fisch Amoboidkeimzellen. Dieses Resultat wies
somit auf eine erfolgreich verlaufene Infektion hin. Die Empfinglichkeit einzelner Stimme fiir die
Drehkrankheit bereits nach der Menge der detektierten Sporen zu bewerten, empfahl sich nicht, da
die Sporoplasmen nicht gleichmiBig in der gesamten Fischepidermis verteilt sind, sondern sich
hauptséchlich in den Flossenbereichen sowie am Kiemendeckel finden: Die Anzahl der gezdhlten
Sporoplasmen hingt somit sehr stark vom Flossenanteil der jeweiligen Schnittebene ab.
Durchschnittlich wurden pro Fisch lediglich sieben Schnittpriparate ausgewertet, die
Schwankungsbreite der Anzahl detektierter Amdboidkeimzellen war bei dieser kleinen Anzahl
hoch. Trotzdem bleibt zu bemerken, dass sich in der hochsten Infektionskonzentration tendenziell
mehr Parasitenstadien in der Epidermis von AmTL und Dt¢Lh befanden als bei den anderen Stimmen
wie DtHo und DtHs, bzw. der Bachforelle- ein Ergebnis, zu dem in spéteren
Untersuchungsergebnissen Parallelen gezogen werden konnen. Bei Probanden, die mit weniger als
1000 TAM/Fisch auf Sporoplasmen in der Epidermis untersucht wurden, konnten keine positiven
Ergebnisse erzielt werden. Laut EL-MATBOULI et al. (1995) sind parasitidre Stadien bei mit bis zu

1000 TAM/Fisch infizierten Salmoniden ohnehin sehr schwer in der Epidermis nachzuweisen.

Die Untersuchung des Infektionsbads ergab, dass nach drei Stunden 79,4% der Triactinomyxon-
Sporen ihren Amoboidkeim und damit ihre Infektiositdt verloren hatte. In als erfolgreich bewerteten
Infektionsexperimenten von HEDRICK et al. (1999) verlieren routineméBig durchschnittlich 80%
der Triactinomyxon-Sporen ihre Infektiositit. Untersuchungen von EL-MATBOULI et al. (1999)
zufolge verloren bei erfolgreich verlaufenen Infektionen 60-70% der Triactinomyxon-Sporen ihre
Amoboidkeimzellen. Die Autoren folgern hieraus, dass die Sporen an die Fischepidermis anheften
konnten. Aufgrund dieser Aussage wurde die Infektion auch beziiglich dieses Parameters als

erfolgreich bewertet.
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Bei den Staimmen DtHa und AmTL konnte das charakteristische Zucken der Regenbogenforellen bei
Expositionsbeginn beobachtet werden. Nach EL-MATBOULI et al. (1999) ist dies als
Abwehrverhalten auf die Injektion der Polfilamente in die Epidermis und das Eindringen der
Amoboidkeimzellen in die Poren der Schleimzellen zu werten. Somit wies diese Beobachtung auf
das Vorhandensein infektionstiichtiger Triactinomyxon-Sporen hin.

Wie in Abb. 10 zu erkennen, konnten rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der
Epidermis, wie erstmals nachgewiesen in der Arbeit von EL-MATBOULI et al. (1999), bei den
Staimmen DtHo und AmTL das erfolgreiche Eindringen einzelner Triactinomyxon-Sporen in die

Epidermis anzeigen.

2. Die Empfinglichkeit fiir die Drehkrankheit im Stammvergleich

Die Bewertung der Empfinglichkeit der einzelnen Stimme vollzog sich anhand folgender

Parameter:
A. Klinische Erhebungen:

Die Inkubationszeit, d.h. die Zeitspanne zwischen Sporenexposition und Eintritt in das klinische
Stadium der Drehkrankheit, sowie die Symptomprivalenz, also der Prozentsatz der klinisch

erkrankten Probanden, gemessen am Tag 100 post infectionem.
B. Post mortem Erhebungen:

Die Infektionspriavalenz, d.h. der Prozentsatz der untersuchten Kopfknorpel, welche mindestens
eine reife Myxobolus cerebralis Spore aufwiesen und die dadurch verursachten Schidden in der
Knorpelarchitektur und das Ausmall der Wirtsreaktion. Zum Schluss wurde auf stammbezogene

Auftilligkeiten des Blutbilds der Probanden eingegangen.

2.1  Klinische Beobachtungen
2.1.1 Inkubationszeit

Erste konkrete Hinweise darauf, dass sich die einzelnen Stdmme in ihrer Empfanglichkeit fiir die
Drehkrankheit voneinander unterscheiden, gab die klinische Beobachtung der Entwicklung erster
Krankheitsanzeichen. So wies AmTL in allen Infektionsdosen kiirzeste Inkubationszeiten auf, in den

beiden hochsten Infektionsdosen zusammen mit DtLh. Die Bachforelle zeigte in der hdchsten
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Konzentration die ldngste Inkubationszeit. Damit konnen nach diesem Parameter Aussagen von
O’GRODNICK (1979) und HEDRICK et al. (1999) erneut bestitigt werden, welche die Bachforelle
als resistenter im Vergleich zur Regenbogenforelle einstufen. Beim Vergleich allein der deutschen
Stimme miteinander fallt die relativ kurze Inkubationszeit von D¢Lh ins Auge. Hier muss allerdings
beachtet werden, dass dieser Stamm mit einem Tagesgradalter von 431-450 infiziert worden ist,
wihrend sich das Tagesgradalter am Tag der Infektion der anderen deutschen Stimme zwischen
646 und 998 bewegt. Nach Untersuchungen von RYCE et al. (2001) ist die Schwere der
Krankheitsauspragung abhédngig vom Alter des Fischs bei erster Sporenexposition und die
Symptome entwickeln sich bei dlteren Fischen vergleichsweise langsamer als bei jlingeren. So
betrug nach ihren Aussagen die Inkubationszeit fiir die Drehkrankheit bei Regenbogenforellen, die
im Alter von 456 T° infiziert wurden, ca. sieben Wochen, und bei 756 T° alten Forellen knapp 13
Wochen bei einer Infektionsdosis von jeweils 1.000 TAM/Fisch. Eine erneute Verschiebung des
Infektionszeitpunktes (970T°) erbrachte in den Untersuchungen von RYCE et al. (2001) keine
weitere Verldngerung der Inkubationszeit. Der Altersunterschied zwischen DtHa, DtHs, AmTL und
DtHo sind nach den Resultaten der erwihnten Autoren als vernachlédssigbar einzustufen. Wéhrend
eine Infektionsdosis von 10 TAM/Fisch bei den drei letztgenannten deutschen Staimmen keine
Symptomatik der Drehkrankheit auszulésen vermochte, zeigten amerikanische Forellen nach 102
Tagen erste Krankheitsanzeichen. Auch bei den beiden hochsten Infektionsstufen erwiesen sich die
drei deutschen Stimme als in deutlich geringerem Maf3e von der Drehkrankheit betroffen als die
amerikanischen. 5.000 TAM/Fisch vermochten zuletzt bei DtHs das klinische Stadium der
Drehkrankheit auszulésen. DtHo erwies sich bei 100 und 1.000 TAM als der Stamm mit der

langsten Inkubationszeit.

Die II. und III. Infektion bestitigten die Erkenntnis von RYCE et al. (2001), dass eine direkte
Korrelation zwischen Infektionszeitpunkt und Inkubationszeit besteht. Im Stammvergleich erwies

sich DtHo vor DtHs als unempfindlicher im Vergleich zum amerikanischen Stamm.

2.1.2 Symptompravalenz

Fir die Beurteilung der Krankheitsausprigung wurden die Daten der Symptomprédvalenz des
Kardinalsymptoms ,,pathologischen Schwimmverhalten* am Tag 100 post infectionem im Stamm-
und Infektionsdosenvergleich statistisch ausgewertet. Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich das Mal3 der

Auspragung der Drehkrankheit am deutlichsten, da sich dieses Symptom, wie auch die
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Schwarzverfarbung der kaudalen Korperpartie, in der Folgezeit wieder riickentwickeln kann (EL-

MATBOULI et al., 1992).

Im Folgenden werden nun die amerikanischen Forellen mit den einzelnen deutschen Stimmen
verglichen und im Anschluss daran die deutschen Stdmme einander gegeniibergestellt und ihre

Empfanglichkeit fiir die Drehkrankheit auch mit der der Bachforelle verglichen.

2.1.2.1 I. Infektion
2.1.2.1.1 Vergleich AmTL- deutsche Stamme

Regenbogenforellen der Stimme AmTL und DtHo, die mit 10 TAM/Fisch infiziert worden waren,
zeigten keine Unterschiede beziiglich des pathologischen Schwimmverhaltens (in beiden Gruppen
konnten keine Drehbewegungen provoziert werden).

In allen drei hoheren Infektionsdosen erwies sich der Stamm DtHo als hoch bis sehr hoch
signifikant resistenter (100 TAM: P=0,00000008; 1.000 TAM: P=0,000054; 5.000 TAM: P=0,007)
beziiglich dieses Parameters als die amerikanischen Regenbogenforellen. Diesem Ergebnis kann in
der Beurteilung der Empfanglichkeit in Hinblick auf spitere Auswilderungsversuche des Stamms
DtHo grof3e Wichtigkeit eingerdumt werden: Eine Infektionsdosis von 1000 TAM/Fisch entspricht
laut NEHRING und THOMPSON (1998) etwa der Sporenkonzentration, denen Regenbogenforellen
in nordamerikanischen Gewéssern ausgesetzt sind, und das pathologische Schwimmverhalten stellt
aufgrund seiner das natiirliche Fress- und Fluchtverhalten stark beeintrdchtigenden Wirkung einen
sehr wichtigen Parameter in der Bewertung der Suszeptibilitat dar.

Beim Vergleich DtLh und AmTL bestanden keine signifikanten Unterschiede in der
Krankheitsauspragung in allen TAM-Dosierungen (10 TAM: kein Drehverhalten in beiden
Stammen; 100 TAM: P=1,3; 1.000 TAM: P=1,4; 5.000 TAM: P=1,19).

Die Symptomprivalenz des Stammes DtHs ist nicht signifikant verschieden von der der AmTL-
Forellen in den Infektionskonzentrationen 10 TAM/Fisch (beide Stdmme subklinisch beziiglich
Drehverhalten), 100 TAM/Fisch (P=0,81) und 5.000 TAM/Fisch (P=0,47), hoch signifikant
niedriger jedoch in der Gruppe der mit dem laut NEHRING und THOMPSON (1998) natiirlichen
Infektionsdruck entsprechenden 1.000 TAM/Fisch (P=0,008) infizierten Regenbogenforellen.

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den amerikanischen Regenbogenforellen und DtHa
konnten in den Gruppen der 10 und 100 TAM/Fisch festgestellt werden (10 TAM: kein
pathologisches Schwimmverhalten feststellbar; 100 TAM: P=0,3), in den beiden hdheren
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Infektionsdosen zeigte der amerikanische Stamm sehr hoch signifikant haufiger pathologisches
Schwimmverhalten als die DtHa-Forellen (in beiden Konzentrationen betrug P=0,00024)

Die mit 5.000 TAM infizierten amerikanischen Regenbogenforellen zeigten, wie zu erwarten, zu
einem ebenfalls sehr hoch signifikant groBeren Prozentsatz das Symptom Drehen als die

Bachforellen der gleichen Infektionsdosis (P=0,00001861).

2.1.2.1.2 Vergleich der deutschen Stamme untereinander

Stamm DtHo wies keine signifikanten Unterschiede in der Symptomauspragung im Vergleich mit
allen anderen Stimmen in der niedrigsten Infektionskonzentration auf (kein Drehverhalten zu
beobachten). Im Vergleich mit DtHa konnten auch in den hoéheren Konzentrationen keine
signifikanten Unterschiede erkannt werden (P jeweils =2). Zu DtHs bestanden nur bei den mit 5.000
TAM infizierten Forellen hoch signifikante Unterschiede (P=0,0084), die anderen Gruppen
unterschieden sich nicht signifikant voneinander (100 TAM: P=0,93; 1.000 TAM: P=0,3) Die mit
5.000 TAM infizierten Probanden des Stamms DtHo zeigten keine signifikanten Unterschiede zur
Bachforelle beziiglich des Kardinalsymptoms am Tag 100. Dieses Ergebnis widerspricht bisherigen
Untersuchungen von HOFMAN et al., 1962 und HEDRICK et al., 1999a, in deren Rahmen sich die
Bachforelle beziiglich Symptomauspriagung und Sporenentwicklung als resistenter verglichen mit
der Regenbogenforelle erwiesen hat. Aufgrund dieser Ergebnisse wird die Bachforelle als der
natiirliche Wirt fir Myxobolus cerebralis anerkannt. Jedoch muss bedacht werden, dass in beiden
Untersuchungen amerikanische Regenbogenforellen als Versuchsmaterial dienten, welche auch im
Rahmen dieser Vergleichsstudie anfélliger fiir die Drehkrankheit sind als die Bachforelle.
Verglichen mit den (sehr jung infizierten) DtLh Forellen differierte die Symptomausprigung bei
DtHo in den beiden hoheren Dosierungen in sehr hochsignifikanter Weise (1.000 TAM: P=0,00053;
5.000 TAM: P=0,00007), da die DtLh Forellen einen groBeren Prozentsatz an klinisch erkrankten
Forellen aufwiesen. Niedrigere Dosierungen vermochten keine signifikanten Unterschiede zu
erzeugen (10 TAM: kein Drehverhalten in beiden Gruppen, 100 TAM: P=0,93).

Bemerkenswert erscheint die Tatsache, dass sich trotz der Infektion in sehr jungem Alter die
Ausprigung der Symptomatik bei den DtLh Forellen nicht signifikant von denen der Stimme DtHs
in den Konzentrationen 10 TAM (kein Drehverhalten), 100 TAM (P=2) und 5.000 TAM (P=0,47)
unterschied. Bei 1.000 TAM bestanden hier leicht signifikante Unterschiede (P=0,052). DtHa
unterschied sich von DtLh in den beiden niedrigen Infektionskonzentrationen nicht signifikant
voneinander (10 TAM: kein Drehverhalten, 100 TAM: P=1,19). Hochsignifikante Unterschiede
bestanden in den mit 1000 TAM infizierten Forellen (P=0,002), signifikante Unterschiede in den
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5.000 TAM-Gruppen (P=0,022), da sich bei deutlich mehr D¢Lh Forellen schnelle Drehbewegungen
bei Erschrecken provozieren lielen als bei DtHa. Auch in der Gruppe der Bachforellen hatten sehr

hoch signifikant weniger Probanden pathologisches Schwimmverhalten als bei D¢Lh (P=0,0000009).

Verglichen mit der Bachforelle zeigte ein hoch signifikant groferer Prozentsatz der

Regenbogenforellen des DtHs-Stammes die Symptomatik der Drehkrankheit (P=0,0027).

Beim Vergleich der DtHa-Forellen mit den Bachforellen konnten keine signifikanten Unterschiede

(P=1,385) in der Krankheitsauspragung festgestellt werden.

2.1.2.1.3 Zusammenfassung der klinischen Symptomatik

Um einen einfachen Uberblick iiber die unterschiedlich Ausprigung der klinischen Symptomatik
bei den einzelnen Stidmmen zu erstellen, wurden die Mittelwerte der Symptomprivalenzen der
einzelnen Stimme aller Infektionsdosen am Tag 100 erstellt. Wie in Abb. 45 verdeutlicht, stellt sich
der amerikanische Stamm als der empfinglichste vor DtLh, DtHs, und DtHa dar. DtHo

reprasentiert, wie bei allen anderen Parametern auch, den resistentesten Stamm.
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Abb. 45: Hierarchische Gliederung der einzelnen Stimme der ersten Infektion beziiglich der

Symptomprivalenz am Tag 100
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2.1.2.2 1l. und Ill. Infektion

Wie erwartet, zeigten sich die Symptome mit zunehmendem Infektionsalter in abgeschwichter
Form, sowohl hinsichtlich der Intensitdt der Auspragung als auch der Pravalenz der Symptome.

Dies entspricht somit den Berichten von SCHAPERCLAUS (1931), der eine Proportionalitit

zwischen Alter und Anfilligkeit feststellte.

Die Ergebnisse der Beobachtung des Stammes DtHo konnen als Fortfiihrung der Tendenzen
angesehen werden, die im . Infektionsversuch auffielen. So wies der Stamm im Stammvergleich
niedrigste Symptomprévalenzen in der zweiten bzw. keine klinische Auspriagung der Drehkrankheit
im letzten Infektionsversuch auf. Zwischen DtHs und AmTL konnte eine Infektion von idlteren

Regenbogenforellen jedoch keine signifikanten Unterschiede (P=1,21) mehr hervorrufen.

2.1.2.3 Feldexperiment

Im Feldexperiment erwiesen sich wiederum die DtHo-Forellen als der widerstandsfdhigste Stamm
im Rahmen der klinischen Krankheitsauspridgung. So konnten bis zum Ende des Feldversuchs keine
Symptome der Drehkrankheit erkannt werden. Mit diesem Resultat erwiesen sich, wenn auch nicht
signifikant (P=1,21), die DtHo-Regenbogenforellen unter natiirlichen Bedingungen als
widerstandsfahiger als die Bachforelle (5% "Whirling behavior" am Tag 120), ein Ergebnis, dass
bisher durchgefiihrten Vergleichsstudien widerspricht, in denen die Empfanglichkeit der
Regenbogenforelle an sich als grundsitzlich hoher eingestuft wird als die der Bachforelle (HOFER,
1903; HOFFMAN et al., 1962; HOFFMAN, 1970; HALLIDAY, 1976; O'GRODNICK, 1979). Zu
beachten bleibt jedoch, dass die Untersuchungen von HOFER (1903) am Anfang dieses
Jahrhunderts gemacht wurden, zu einem Zeitpunkt, wo die Koexistenz zwischen Regenbogenforelle
und Myxobolus cerebralis noch nicht lange wéhrte, und sich so noch keine Resistenzmechanismen
im Rahmen der natiirlichen Selektion ausbilden konnten. In den erwédhnten jlingeren
Untersuchungen der anderen Autoren wurden keine deutschstimmigen Regenbogenforellen

verwendet.

Als sehr hoch signifikant (P=0,00000001) anfélligster Stamm erwies sich erneut AmTL (80%
Drehverhalten) vor DtLh (50% Drehverhalten) und DtHo (0% Drehverhalten).
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2.2 Post mortem Erhebungen

2.2.1 Gewicht und GrofRe

Es konnten keine Abhéngigkeiten zwischen den Mittelwerten von Gréfle und/oder Gewicht und der
Infektionsdosis festgestellt werden.

Beim Vergleich der Standardabweichungen vom Mittelwert fillt bei beiden Parametern jedoch auf,
dass in den beiden hoheren Infektionsdosen bei allen Stammen auBer bei DtHa die Abweichungen
vom Mittelwert groBer waren als in den Gruppen der mit 10 bzw. 100 TAM/Proband infizierten
Forellen. Die groBere Heterogenitit dieser Parameter erkldrt sich aus dem Umstand, dass die
Auspriagung der klinischen Symptomatik der Drehkrankheit mit steigender Infektionsdosis bei den
infizierten Individuen stark variierte. So litten manche der Regenbogenforellen, welche mit 1.000
bzw. 5.000 TAM infiziert worden waren, in dem MaBle an der Symptomatik, dass die
Futteraufnahme nur in sehr stark eingeschrinktem Umfang moglich war: Durch die schnellen
Drehbewegungen, welche die Tiere in Fiitterungszeiten (=Stresssituationen) vollfiihrten, konnte nur
wenig Futter aufgenommen werden. Durch die Verformungen des Kiefers, welche bei einigen
Individuen den Schluss der Maulspalte unmoglich machte, fielen oft die aufgenommenen
Futterpellets wieder aus der Maulhdhle heraus. Gleiche Missgestaltungen beobachteten auch
PLEHN (1904) und SCHAPERCLAUS (1931). So stand den uneingeschriinkt zur Futteraufnahme
befdhigten, teilweise klinisch vollig gesund wirkenden Beckengenossen relativ mehr Futter zur
Verfligung als den Fischen der anderen niedrigeren Infektionsdosen, in denen die fiir jedes Becken
gleich grof3e Futterration gleichmiBiger unter den nicht so stark unter der Drehkrankheit leidenden
Forellen verteilt wurde. Dadurch erreichten erstere groBere Korpermalle als die Probanden der
Gruppen niedrigerer Infektionskonzentrationen. Durch diesen Umstand, sowie durch die stark
kiimmernden wachstumsretardierten Probanden der 1.000 und 5.000 TAM-Fraktion entstanden die
hohen Standardabweichungen in Gewicht und Groéfe. Diese Beobachtungen bestétigen
Forschungsergebnisse von MARKIW (1992a), die herausfand, dass die Suszeptibilitdt fiir die

Drehkrankheit auch innerhalb einer Fischpopulation stark variieren kann.

Auch in der II. und III. Infektion beeintrdchtigten die durch die Drehkrankheit verursachten

Deformationen einzelne Forellen des Stammes AmTL nachhaltig in der Futteraufnahme.
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2.2.2 Infektionspriavalenz im Stammvergleich

Der Vergleich entsprechender Infektionsgruppen einzelner Stimme ergab nur bei 10 TAM/Fisch
Unterschiede gemiB3 Chi-Square, da bei hoheren Infektionsdosen jeden Stammes mindestens 60%

der ausgezdhlten Probanden Myxobolus cerebralis-Sporen aufwiesen.

So ergaben sich in der mit 10 TAM/Fisch infizierten Gruppe leicht signifikante (P=0,05)
Unterschiede in der Infektionsprivalenz zwischen DtHo und DtLh, da bei DtHo nur zwei von 10
Probanden als infiziert einzustufen waren, bei DtLh dagegen acht. DtHo und der amerikanische
Stamm differierten signifikant (P=0,014) in dem erwdhnten Parameter, da AmTL bereits in der

Gruppe mit 10 TAM/Fisch eine Infektionspravalenz von 90% aufwies.

2.2.3 Bewertung der Ergebnisse der quantitativen Sporenerfassung
2.2.3.1 1. Infektion

Die Auszéhlung der Myxobolus cerebralis-Sporen pro Kopf ergab bei einer Infektionsdosis von 10
TAM/Fisch keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Stimmen DtHo, DtHs und DtHa
(P=0,102 bis 0,652). Die amerikanischen Forellen, welche nach DtLh die zweithochsten
Sporenkonzentrationen im Knorpel aufwiesen, unterschieden sich sehr hoch signifikant von DtHo
(P=0,0006), mit einem P-Wert von 0,018 signifikant von DtHs und leicht signifikant von DtHa
(P=0,051). Zwischen DtLh und AmTL konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden
(P=0,65). Bei Stamm Dt¢Lh wurden an dieser Stelle mehr Parasitenstadien gezdhlt als bei AmTL,
obwohl klinische Beobachtungen gleiche Symptompréivalenzen am Tag 100 (siehe Tabelle 13)
ergab und die Infektionsprévalenz bei AmTL sogar leicht hoher lag (Vgl. Tabellen 22 und 25). Diese
Diskrepanz- auch zu den Ergebnissen hoherer Infektionsdosen- kann entweder zuféllig durch die
Wabhl der Probanden (es wurde jeweils 10 von 20 bzw. 22 noch lebenden Probanden verwertet) oder
nach MARKIW (1992a) durch unterschiedliche Verteilung der Sporen im Wirtsgewebe verursacht
worden sein. Diese Variable beeinflusst bei geringeren Grolenordnungen stirker die Ergebnisse.
Bei mit 100 TAM infizierten Regenbogenforellen hoben sich DtLh und AmTL, welche beziiglich
der Sporendichte im Kopfknorpel keine signifikanten Unterschiede untereinander aufwiesen
(P=0,3451), bereits deutlicher von den drei deutschen Stimmen DtHo, DtHs und DtHa ab. Im
Knorpel der amerikanischen Regenbogenforellen konnten sich die meisten Parasitenstadien
entwickeln. So waren sehr hoch signifikante Unterschiede zwischen AmTL und DtHo sowie AmTL

und DtHa (P jeweils 0,0001) zu verzeichnen, hoch signifikante Unterschiede bestanden, wie



125

zwischen AmTL und DtHs (P=0,0099). Veranschaulicht dargestellt finden sich diese Werte in Abb.
15.

Der Vergleich der drei deutschen Stimme untereinander ergab leicht signifikante Unterschiede
zwischen DtHo und DtHs (P=0,062) sowie DtHs und DtHa (P=0,066). Keine signifikanten
Unterschiede ergaben sich beim Vergleich DtHo mit DtHa (P=0,977).

Der sprunghafte Anstieg der Sporenkonzentration der mit 1.000 TAM pro Fisch infizierten AmTL
verdeutlicht die Empfanglichkeit der amerikanischen Regenbogenforellen fiir die Drehkrankheit bei
hohem Infektionsdruck. Den mit dieser Sporenkonzentration infizierten Regenbogenforellen ist
besonderes Augenmerk zu widmen, da, wie bereits erwéhnt, eine Infektionsdosis von 1.000
TAM/Fisch etwa dem natiirlichen Infektionsdruck in den nordamerikanischen Gewéssern
(NEHRING und THOMPSON, 1998) entspricht. So unterschieden sich die Ergebnisse der
quantitativen Sporenerfassung bei der amerikanischen Regenbogenbogenforelle in sehr hoch
signifikanter Weise von den drei deutschen Stammen DtHo, DtHs und DtHa (P=0,0001). DtLh, der
Stamm, der sehr jung infiziert worden war und bei niedrigerem Infektionsdruck Sporenmengen in
dhnlichen Dimensionen wie die amerikanische Regenbogenforelle aufwies, blieb bei einer
Sporenexpositionsdosis von 1.000 TAM deutlich hinter AmTL zuriick (siche Abb. 15). Von den drei
deutschen Stimmen unterschied er sich jedoch auch sehr hoch signifikant (P=0,0001); ein Umstand,
der ebenfalls durch das junge Infektionsalter der DzLh-Forellen erklarbar ist.

In der Gruppe der mit jeweils 5.000 TAM infizierten Probanden finden sich dhnliche Tendenzen
wie in niedrigeren Infektionsdosen. Eine Infektionsdosis von 5.000 TAM vermag bei AmTL hoch
signifikant hohere Sporenkonzentrationen im Koptknorpel als bei DtHo (P=0,0014) und DtHa
(P=0,0036) hervorzurufen, die Unterschiede zur Bachforelle (P=0,0001) und zum Stamm DtHs
(P=0,0009) erwiesen sich als sehr hoch signifikant. DtLh und AmTL zeigten keine signifikanten
Unterschiede. Die Bachforelle, welche als urspriinglicher bzw. resistenterer Wirt fiir Myxobolus
cerebralis eingestuft wird als die Regenbogenforelle (HOFER, 1903), entwickelte bei einer
Infektionsdosis von 5.000 TAM/Fisch sogar mehr reife Parasitenstadien als die drei deutschen
Regenbogenforellenstimme DtHo, DtHs und DtHa. Signifikante Unterschiede bestanden jedoch zu
keinem der deutschen Stimme. Im Vergleich zu den amerikanischen Regenbogenforellen
entwickelte die Bachforelle sehr hoch signifikant weniger Sporen. Mit diesen Ergebnissen werden
die Resultate bisheriger Vergleichsstudien, in welchen ebenfalls amerikanische RBF als
Fischmaterial verwendet wurden, bestitigt (HOFFMAN et al., 1962; HOFFMAN, 1970;
HALLIDAY, 1976; O’'GRODNICK, 1979).
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2.2.3.2 1. Infektion

Auch in der zweiten Infektion konnten sich bei AmTL die meisten Parasitenstadien entwickeln. So
erwies sich hier die amerikanische Regenbogenforelle als sehr hoch signifikant empfanglicher fiir
die Drehkrankheit als DtHo und signifikant empfinglicher als DtHs. Es ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen DtHo und DtHs (P=0,227).

2.2.3.3 lll. Infektion

Der dritte Infektionsversuch, welcher wiederum bei den amerikanischen Regenbogenforellen
hohere Sporenkonzentrationen als bei den deutschen Regenbogenforellen hervorrief, gestaltet sich
in der GLM-Prozedur wie folgt: Sehr hoch signifikante Unterschiede bestehen zwischen D¢tHo und
AmTL (P=0,0001), hoch signifikante zwischen DtHs und AmTL (P=0,0211). Die beiden deutschen

Stamme unterschieden sich in signifikanter Weise voneinander (P=0 0,011).

2.2.3.4 Feldexperiment

Im Stammesvergleich &dhnelt der Feldversuch tendenziell den Laborversuchen hoherer
Infektionsdriicke. Auch hier konnten bei DtHo die wenigsten Parasiten das Stadium der reifen
Spore erreichen. Die amerikanischen zeigten sich als der empfanglichste Stamm vor D¢Lh und der
Bachforelle. Diese Ergebnisse widersprechen erneut den Resultaten von bisher durchgefiihrten
Vergleichsstudien, in welchen die Bachforelle als natiirlicher Wirt fiir Myxobolus cerebralis
weniger Sporen als die Regenbogenforelle entwickelte (HOFFMAN et al., 1962; HOFFMAN,
1970; HALLIDAY, 1976; O’'GRODNICK, 1979).

2.2.3.5 Stammvergleich der Sporendichte im Knorpel

In den Infektionsdosen 10 und 1.000 TAM/Fisch sowie in der II. und III. Infektion und im
Feldexperiment erwies sich DtHo als der resistenteste Stamm beziiglich der quantitativen

Sporenerfassung.

DtLh erwies sich als der anfilligste unter den deutschen Stdmmen (Siehe Abb. 45). Wieder in
Relation zum Infektionsalter gesetzt, ist jedoch beachtlich, dass sich im Vergleich zu den

amerikanischen Forellen vor allem bei hohem Infektionsdruck bei diesen Forellen weniger
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Myxobolus cerebralis-Sporen entwickelten, obwohl die amerikanischen Regenbogenforellen bei der

Infektion deutlich dlter waren als die DtLh-Forellen.

Der Stamm DtHs wies bei 10 und 5.000 TAM/Fisch die geringste Sporendichte im Knorpel auf, bei

den mittleren Infektionskonzentrationen lag er jeweils zwischen DtHo und DtHa.

Wie aus Abb. 15 ersichtlich, konnten in der zweiten und dritten Infektion bei D¢tHs mehr Sporen im

Vergleich zum anderen deutschen Stamm, jedoch weit weniger (6,4x) als bei AmTL gezihlt werden.

Im Vergleich zu den anderen Stimmen erwies sich DtHa bei einer Konzentration von 100
TAM/Fisch als der Stamm mit der niedrigsten Sporenkonzentration. In den anderen Infektionsdosen

stellte er sich jeweils an die dritte Stelle vor D¢tHs und DtHo.

Ab einer Infektionsdosis von 100 TAM/Fisch konnten bei den amerikanischen Regenbogenforellen
die meisten Parasitenstadien das Sporenstadium erreichen (sieche Abb. 15). So wurden in der 1.000
TAM Gruppe durchschnittlich 15,1 x mehr Sporen detektiert als bei DtHo, DtHa und DtHs, und in
der mit 5.000 Sporen infizierten Gruppe 5,9mal mehr. Auch in der zweiten und dritten Infektion

konnten die meisten Sporen jeweils bei den amerikanischen Forellen aufgefunden werden (sieche

Abb. 15).

Die Bachforelle, welche von HOFFMAN et al. (1962), HOFFMAN (1970), HALLIDAY (1976)
und O’'GRODNICK (1979) als wurspriinglicher und daher resistenterer Wirt als die
Regenbogenforelle fiir Myxobolus cerebralis eingestuft wird, entwickelte bei einer Infektionsdosis
von 5.000 TAM/Fisch mehr reife Parasitenstadien als die drei deutschen
Regenbogenforellenstimme DtHo, DtHs und DtHa. Signifikante Unterschiede bestanden jedoch zu
keinem der deutschen Stimme. Dies kann dadurch begriindet werden, dass bei den Untersuchungen
der erwidhnten Autoren keine deutschen Regenbogenforellenstimme als Vergleichsmaterial
verwendet wurden. Im Vergleich zu den amerikanischen Regenbogenforellen entwickelte die
Bachforelle auch im Rahmen dieser Dissertation ndmlich sehr hoch signifikant weniger Sporen.
Zusammenfassend kann demnach festgestellt werden, dass der amerikanische Stamm AmTL die
Stellung des empfianglichsten Stamms beziiglich der Sporenentwicklung einnimmt (Sieche Abb. 46).
Diese Tendenz verstirkt sich mit zunehmender Infektionsdosis, eine Beobachtung, welche auch
HEDRICK et al. (1999) bei Vergleichsstudien von Regenbogenforellen mit Bachforellen machen
konnte. Um einen Uberblick iiber die Stammhierarchie zu bekommen, wurden Mittelwerte aller
gezdhlten Sporen der ersten Infektion gebildet und miteinander verglichen (Siehe Abbildung 46).
Hieraus ist deutlich ersichtlich, dass die Stimme D¢tHo, DtHa und DtHs eindeutig weniger Sporen
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im Kopfknorpel aufweisen als D¢tLh und AmTL, welcher deutlich mehr Sporen entwickelte als alle

anderen Stamme.
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Abb. 46: Hierarchische Gliederung der einzelnen Stimme der ersten Infektion beziiglich der

Mpyxobolus cerebralis Konzentration im Kopfknorpel

2.2.4 Bewertung der Ergebnisse der histologischen Untersuchung

Vergleicht man die Anzahl der Parasiten, die das Sporenstadium erreichen konnten, mit der
Bewertung der histopathologischen Verdanderungen nach der MacCONNELL-BALDWIN
Numerical Scale, so fallen deutliche Parallelen auf. Eine Korrelationsanalyse (hierbei wurden
samtliche FEinzelwerte der Ergebnisse der Sporenzdhlung mit den FEinzelwerten der
histopathologischen Beurteilung verglichen) ergab signifikante (Stamm DtHo, P=0,0044) bis
hochsignifikante (Bachforelle, P=0,0005) Korrelationen fiir die Parameter "Sporenanzahl" im
Knorpel und "Histograd" (°H). Beurteilt wurde die Wirtsreaktion nach Anzahl und Auspragung der
Nekroseherde, und der Menge der assoziierten Entziindungszellen und deren Ausbreitung in
umliegendes Gewebe (Siehe Material und Methoden Pkt. 2.5.3.2.) Die histopathologische
Beurteilung der Regenbogenforellen im Rahmen dieser Korrelationsanalyse ergab eine proportional

zur Infektionsdosis und Sporenkonzentration im Knorpel anwachsende Wirtsreaktion. Diese
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verhéltnisgleich zu den Sporenkonzentrationen anwachsende Auspriagung der Knorpelldsionen bei
der Regenbogenforelle erkannten auch HEDRICK et al. (1999) in ihren Untersuchungen. Fiir die
Autoren implizieren diese Ergebnisse, dass das granulomatdse Entziindungsgeschehen, welches
meist mit dem Parasiten assoziiert ist, den Parasiten nicht effizient abzuschwéichen oder gar
aufzuhalten vermag. In diesen Untersuchungen von HEDRICK et al. (1999a) wurden ebenfalls
Bachforellen- jedoch mit mehreren verschiedenen Konzentrationen von Triactinomyxon-Sporen-
infiziert. Hier konnte keine signifikante Relation der Infektionsdosis zur Sporenkonzentration im
Knorpel festgestellt werden, da die Sporenanzahl nicht proportional zur Infektionsdosis anstieg,
sondern bei 10.000 Sporen/Kopf generell eine Art Plateau fand. Eine grofere Prdsenz an
Entziindungszellen in Nerven- und Knorpelgewebe der Bachforelle verglichen mit
Regenbogenforellen sind fiir die Autoren ein Hinweis darauf, dass diese zelluldre Komponente des
Immunsystems bei der Bachforelle auf effektivere Weise den Parasiten abzuschwéchen vermag als
bei der Regenbogenforelle. Eigene Untersuchungen, bei welchen die Bachforellen mit nur einer
Infektionsdosis infiziert wurden, ergaben hier eine hohere Einstufung beziiglich des Histogrades als
bei DtHo (siehe Abb. 18), jedoch auch eine hdhere Myxobolus cerebralis-Sporenkonzentration. Im
Vergleich mit allen anderen Stdmmen dieser Infektionsdosis fanden sich bei der Bachforelle
dagegen weniger ausgepriagte Wirtsreaktionen, obwohl die Stimme DtHs und DtHa mehr Sporen
im Knorpel aufwiesen. Somit konnen im Rahmen dieser Dissertation die von HEDRICK et al.
(1999a) festgestellten GesetzméBigkeiten (Mehr detektierte Entziindungszellen bei der Bachforelle
limitieren die Anzahl der Sporen) nicht in dem Umfang bestétigt werden. Zu bedenken bleibt
jedoch, dass in den erwédhnten Untersuchungen nur Fischmaterial amerikanischer Herkunft
verwendet wurde. Verglichen mit der amerikanischen Regenbogenforelle waren in diesem
Dissertationsprojekt deutlich weniger Sporen sowie eine geringere Wirtsreaktion bei der
Bachforelle zu verzeichnen. Diese Ergebnisse geben Anlass zu der Annahme, dass zusitzliche
humorale oder zellulire Komponenten des Immunsystems den Erreger der Drehkrankheit bei der
Bachforelle wirksam abzuschwéchen vermogen. Diese Vermutung hegen auch HEDRICK et al.

(1999a) in den erwédhnten Untersuchungen.

2.2.4.1 |. Infektion

Bei geringem Infektionsdruck von 10 TAM/Fisch erwiesen sich die beiden deutschen Stamme
DtHo und DtHa als die Stimme mit der geringsten Wirtsreaktion. DtLh und die amerikanischen
Regenbogenforellen wiesen bereits deutlichere Entziindungsreaktionen und Nekrosen auf, wahrend

DtHs zwischen den erwéhnten Stimmen rangierte.
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Wihrend eine Verzehnfachung der Infektionsdosis bei DtHa keine Verdnderung in der
histopathologischen Bewertung auszulosen vermochte, konnte bei den anderen Stimmen eine
stirkere Reaktion auf den Parasiten diagnostiziert werden. DtHo zeigte sich hier mit einem
Histograd von 0,3 °H als reaktionstridge im Vergleich zu DtHs, DtLh und vor allem AmTL, welcher
sich bei 100 TAM als der Stamm mit der stiarksten Wirtsreaktion (1,9°H) erwies.

Bei einer Infektionsdosis von 1.000 TAM/Fisch erwies sich DtHo als der Stamm mit der geringsten
Wirtsreaktion. Die DtHa-Forellen, bei welchen niedrigere Infektionsdosen nur verhéltnisméBig
wenig Wirtsreaktion auszulosen vermochten, musste hier deutlich hoher eingestuft werden und
rangierte zwischen DtLh und AmTL, welche wiederum am deutlichsten ausgepriagte

Entziindungsreaktionen zeigten.

Auch in der mit jeweils 5.000 TAM infizierten Gruppe konnte DtHo als der Stamm eruiert werden,
welcher Nekroseherde mit der geringsten Ausprigung und Leukozyteninfiltrationen mit kleinster
Ausbreitung aufwies. Auch waren bei vielen untersuchten Forellen grofle Gebiete der Knorpeltextur
ohne erkennbare Schiden. Mit einem ermitteltem Histograd von 0,9 °H zeigte DtHo weniger
Wirtsreaktion als die Bachforelle. Die Stimme DtLh, DtHa und AmTL riickten ndher zusammen als
bei einer Inf.-Dosis von 1.000 TAM, auch hier erwies sich der amerikanische Stamm als der mit der
starksten Wirtsreaktion. Haufig war keine physiologische Knorpelarchitektur mehr erkennbar,
massive Leukozytenansammlungen waren immer mit den Myxobolus cerebralis-Sporen

vergesellschaftet.

Um auch an dieser Stelle eine hierarchische Gliederung der einzelnen Regenbogenforellenstimme
beziiglich der Bewertung der Histopathologie vornehmen zu kénnen, wurde in Abb. 47 die Summe
samtlicher Mittelwerte der Histograde der ersten Infektion gebildet. Stellt man diese Abbildung den
Mittelwerten der Ergebnisse der quantitativen Sporenauszdhlung (Abb. 46) gegeniiber, wird die
enge Korrelation zwischen dem Grad der histopathologischen Verdnderungen und der Anzahl der

detektierten reifen Sporen im Knorpel der erkrankten Forellen deutlich.
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Abb. 47: Hierarchische Gliederung der einzelnen Stimme der 1. Infektion beziiglich der

histopathologischen Bewertung in Histograden (°H).

2.2.4.2 1. und Ill. Infektion

In der II. und III. Infektion war jeweils AmTL der Stamm mit der deutlichsten Wirtsreaktion, und
sowohl bei AmTL als auch bei DtHo wiesen die Forellen des II. und die des III. Infektionsversuchs
den gleichen Histograd auf. Erstaunlicherweise zeigte DtHs bei den dlteren Forellen sogar eine
stirkere Wirtsreaktion. Vergleicht man in diesem Zusammenhang die Sporenkonzentrationen, fallt
eine Reduktion der Sporenanzahl bei allen drei Stimmen im Vergleich II. zu III. Infektionsversuch
bei gleich bleibender Wirtsreaktion auf. Eventuell ist die dltere Forelle besser in der Lage, durch
Entziindungsreaktionen die Sporen zu eliminieren. Diese Ergebnisse decken sich mit den Aussagen
von HOFMAN et al. (1962) und PUTZ und HOFFMAN (1966), die bereits erkannten, dass
Myxobolus cerebralis selektiv den Knorpel als Zielorgan auswéhlt und die Drehkrankheit aus

diesem Grunde vor allem junge Salmoniden betrifft.

2.2.4.3 Feldexperiment

Im Feldversuch konnten bei DtHo und bei der Bachforelle keine mit Myxobolus cerebralis

verbundenen histopathologischen Abweichungen aufgefunden werden.
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Die amerikanischen Regenbogenforellen zeigten mit einem Histograd von 0,5°H wiederum die
deutlichste Entziindungsreaktion vor D¢Lh (0,3°H). Dieses Ergebnis lésst eine Parallelenziehung zu

den Ergebnissen der quantitativen Sporenerfassung zu.

2.3 Differentialblutbilder

2.3.1 Stammvergleich im Rahmen der |. Infektion

Im Diskussionsteil werden nur relevante Auffélligkeiten einzelner Stimme bzw. proportionale

Verianderungen des Differentialblutbilds zur Infektionsdosis besprochen.

Wie bereits im Ergebnisteil erwdhnt, war bei Stamm DtHo das Verhéltnis zwischen stabkernigen
und segmentkernigen Granulozyten in den Infektionsdosen 10 und 100 TAM/Fisch ausgewogen,
die Regenbogenforellen, welche mit 1.000 bzw. 5.000 TAM infiziert worden waren, zeigten eine
Linksverschiebung. Die Funktion des segmentkernigen Granulozyten ist bis heute nicht restlos
geklart. Sie nehmen an Entziindungsgeschehen teil und ihnen werden phagozytotische
Eigenschaften zugesprochen (ELLIS et al. 1989). Eine Linksverschiebung konnte also durch das
Abwandern der élteren Granulozyten in infiziertes Gewebe erkldrt werden. Diese Korrelation
zwischen steigender Infektionsdosis und abnehmender Prozentzahl segmentkerniger Granulozyten
konnte bei anderen Stdmmen nicht in der Form festgestellt werden. Stamm AmTL zeigte in der
hochsten Infektionsgruppe eine deutliche Linksverschiebung, die anderen Infektionsdosen lieBen

jedoch keine GesetzméBigkeiten erkennen.

2.3.2 Gegenuberstellung der I., Il. und Ill. Infektion

Beim Vergleich der Differentialblutbilder der Stidmme, die an allen drei Infektionsversuchen
teilgenommen haben, sind RegelmiBigkeiten festzustellen. So féllt auf, dass die
Lymphozytenfraktion bei den spdter infizierten Regenbogenforellen grofer ist als bei
vergleichsweise jung infizierten Fischen. Diese Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen von
DENSMORE et al. (1999) iiberein, welche herausfand, dass infizierte Forellen eine erniedrigte
Gesamtleukozytenzahl aufweisen. Eine ebenfalls verringerte Lymphozytenzahl fiihren die Autoren
auf die Tatsache zuriick, dass die Lymphozytenfraktion einen Grofteil der Leukozyten beim Fisch

darstellt. Diese Werte liegen wahrscheinlich einer vermehrten endogenen Corticosteroidproduktion
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drehkranker Fische zugrunde. Eine Lymphopenie kann allgemein als ein Charakteristikum eines
sog. Stressleukogramms angesehen werden. Sie wird durch einen erhdhten Kortisolspiegel
hervorgerufen und kann auch direkt in Verbindung mit einer Immunantwort auf ein Pathogen

vorkommen (CAMPBELL, 1988; STOSKOPF, 1993).

Die konstatierte Hyperglykédmie und die erhohte Infektanfdlligkeit drehkranker Fische kann, falls
Parallelen zum Saugetier bestehen, auf die gluconeogenetische bzw. immunsuppressive Wirkung
der Hormone der Nebennierenrinde (Glucocorticoide) zuriickzufiihren sein (DENSMORE et al.,
1999).

Eine entsprechende Beobachtung, also eine Verkleinerung der Lymphozytenfraktion mit steigender
Infektionsdosis beim Vergleich der Stamme der ersten Infektion, konnte jedoch nicht gemacht

werden.

2.4 Schlussfolgerung

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die empirische Beobachtung, nach welcher sich
deutsche Stamme als signifikant resistenter gegen die Drehkrankheit zeigten, durch
Infektionsversuche unter Laborbedingungen wissenschaftlich untermauert werden konnte. So
erwiesen sich die deutschen Stdmme DtHo, DtHs und DtHa als signifikant resistenter gegen die
Drehkrankheit als die amerikanischen Regenbogenforellen.

Bis heute konnten keine amerikanischen Stamme ausfindig gemacht werden, die eine signifikante
Resistenz gegen die Drehkrankheit aufweisen (HEDRICK et al., 1998; 1999b; DENSMORE et al.,
2001). Begriindet liegt dies wahrscheinlich darin, dass 50 Jahre der Koevolution der
Regenbogenforelle mit dem Parasiten in den Vereinigten Staaten die Mechanismen der natiirlichen
Selektion noch nicht in dem Mafle wirken lieen wie 110 Jahre in Deutschland.

Welche Faktoren die hohere Resistenz der deutschen Regenbogenforelle sowie der Bachforelle
gegeniiber der Drehkrankheit bedingen, ist bis heute ungeklért. Korrelationsanalysen im Rahmen
dieses Dissertationsprojektes ergaben, dass die Wirtsreaktion signifikant proportional zur
Sporendichte im Knorpel sowohl bei der Bachforelle als auch bei den Regenbogenforellen ansteigt,
und ihr somit keine den Parasiten limitierende Wirkung zugesprochen werden kann. Somit miissen
andere, bisher unbekannte Mechanismen der zelluldren oder humoralen Abwehr fiir die

unterschiedliche Qualitéit der Krankheitsauspriagung verantwortlich sein.
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Durch die vergleichende Untersuchung der Differentialblutbilder konnten keine stammesbezogenen

Unterschiede eruiert werden, durch welche eine unterschiedliche Empfanglichkeit verschiedener
Regenbogenforellenstimme in ausreichendem Mal3e erklédrt werden konnte.

Die Auswilderung resistenter deutscher Regenbogenforellenstimme kodnnte die Parasitenbiirde von
Myxobolus cerebralis in nordamerikanischen Gewéssern entscheidend verringern. Resistenz
gegeniiber einer einzigen Krankheit stellt jedoch nur ein Kriterium dar, welches bedacht werden
muss, wenn Tiere oder Pflanzen von einem komplexen Okosystem in ein anderes verbracht werden
sollen.  Weiterfilhrende = Forschungsprojekte  sollen  daher die  Resistenz  dieser
Regenbogenforellenstimme gegeniiber anderen Pathogenen, die vornehmlich in Nordamerika
vorkommen eruieren, sowie im Vorfeld kliren, ob der Import von Eiern resistenter

Regenbogenforellen aus Deutschland die dort beheimatete Fauna gefdhrden kann.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene deutsche und ein amerikanischer
Regenbogenforellenstamm sowie Bachforellen mit Myxobolus cerebralis, dem Erreger der
Drehkrankheit, infiziert.

Die Infektionsversuche gliederten sich in Laborexperimente und ein Feldexperiment. Die
Laborexperimente beinhalteten drei zeitlich versetzte Infektionen mit ausgewédhlten Stimmen: Im
Rahmen des ersten Infektionsversuch wurden fiinf verschiedene Regenbogenforellenstimme (vier
deutsche und ein amerikanischer) mit verschiedenen Infektionsdosen infiziert, der zweite und dritte
jeweils zeitlich versetzte Infektionsversuch wurde mit der hdchsten Infektionsdosis der ersten
Infektion zur Bestimmung der Altersabhédngigkeit von der Empfanglichkeit durchgefiihrt. Hier
wurden je drei Regenbogenforellenstimme ausgewéhlt (zwei deutsche, ein amerikanischer). Im
Feldversuch wurden zwei deutsche und der amerikanische Regenbogenforellenstamm sowie
Bachforellen in einen mit Myxobolus cerebralis kontaminierten Teich eingesetzt.

Die Empfanglichkeit fiir die Drehkrankheit wurde anhand folgender Parameter bewertet:

Im klinischen Teil durch die Lénge der Inkubationszeit sowie den Prozentsatz der klinisch
erkrankten Probanden iiber einen Fiinf-Monats-Zeitraum. Post mortem wurden die
Infektionspravalenz, die quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis-Sporenkonzentration im
Koptknorpel, die Bewertung der durch die Wirtsreaktion und die Sporen hervorgerufenen
pathologischen Verdnderungen und das Erstellen eines Differentialblutbildes in die Beurteilung der
Empfanglichkeit einbezogen.

Den empirischen Beobachtungen entsprechend erwiesen sich die deutschen Forellen als
widerstandsfahiger gegen die Drehkrankheit als die amerikanischen.

So zeigten die amerikanischen Regenbogenforellen im klinischen Teil die kiirzesten
Inkubationszeiten und hochste Symptompriavalenzen, der deutsche Stamm DtHo erwies sich bei
hoherem Infektionsdruck beziiglich dieser Parameter als vergleichbar mit der Bachforelle. Die
anderen deutschen Stimme rangierten zwischen den beiden ersterwihnten.

Laboruntersuchungen post mortem ergaben bei den amerikanischen Forellen hochste
Infektionspriavalenzen. Deutlich zeigten auch die Ergebnisse der quantitativen Sporenerfassung und
der histopathologischen Beurteilung der Wirtsreaktion, dass der amerikanische Stamm signifikant
empfinglicher war als die deutschen Stdmme. So entwickelten sich im Koptknorpel der AmTL-
Regenbogenforellen bei einer dem natiirlichen Infektionsdruck nordamerikanischer Gewésser

entsprechenden TAM-Dosis die 25fache Anzahl reifer Parasitenstadien verglichen mit dem Stamm
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DtHo. Ein proportionaler Anstieg der Wirtsreaktion zur Sporendichte im Knorpel impliziert, dass
siec nicht in der Lage ist, den Parasiten wirksam abzuschwichen. Die granulomatdsen
Entziindungsvorgédnge und assoziierten Nekrosen bedingen jedoch in hohem Mafle den Grad der
Krankheitsauspragung (Deformation und pathologisches Schwimmverhalten).

Die Tatsache, dass einer der deutschen Stimme (DtLh) bei allen Parametern eine Art
Zwischenstellung zwischen den amerikanischen und den anderen deutschen Forellen einnahm,
erklirt sich aus dem frithen Infektionszeitpunkt dieses Stammes, der aufgrund seines jungen Alters
bei Sporenexposition dem Parasiten vergleichsweise mehr Zielgewebe zur Verfiigung stellte als alle
anderen Stdmme. Seine Widerstandsfdhigkeit ist somit generell dhnlich wie bei den anderen
deutschen Stimmen einzustufen.

Die Ergebnisse der =zeitlich versetzten Infektionen untermauerten tendenziell bisherige
Forschungsergebnisse, nach denen die Empfanglichkeit der Regenbogenforelle mit zunehmendem
Alter sinkt. Die unterschiedliche Empfanglichkeit der einzelnen Stimme blieb dabei erhalten. Die
Erstellung eines Differentialblutbildes ergab keine verwertbaren Ergebnisse im Stammvergleich.
Der Feldversuch ergab, dass sich der deutsche Stamm DtHo beziiglich klinischer Auspragung und
quantitativer Sporenerfassung als widerstandsfahiger als die Bachforelle erwies. Auch hier waren
die amerikanischen Forellen in klinischer Ausprigung, Sporenkonzentration und Wirtsreaktion am
heftigsten von der Drehkrankheit betroffen.

Aufgrund dieser Ergebnisse konnen die deutschen getesteten Regenbogenforellen als deutlich
widerstandsfahiger als die amerikanischen gegen den Erreger der Drehkrankheit, Myxobolus
cerebralis, eingestuft werden. Der deutsche Stamm DtHo erwies sich als widerstandsfahigster

Stamm gegen die Drehkrankheit.
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VII. SUMMARY

Investigation into the susceptibility of different strains of rainbow trout to Myxobolus

cerebralis, the causative agent of whirling disease in salmonids

This study involved experimental infection of different strains of German rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss), one American strain of rainbow trout, and brown trout (Sa/mo trutta) with
the myxozoan parasite Myxobolus cerebralis, the causative agent of whirling disease.

Infection experiments had both laboratory and field components. The laboratory experiments were
comprised of three stages. In the first stage, five different strains of rainbow trout (four German and
one American) were exposed to different dosages of the triactinomyxon stage of M. cerebralis.
Brown trout were included also in the highest dosage experiment. The second and third stages used
the highest infection dose of the first stage to determine whether susceptibility to infection was age
dependant. These two stages used three strains of trout (two German and one American). In the
field experiment, three strains of rainbow trout (two German and one American strain) as well as
brown trout were exposed to natural infection by M. cerebralis in a fish pond.

Susceptibility to whirling disease was gauged using the following two parameters:

(1) incubation time, and (ii) percentage of fish exhibiting clinical signs of the disease over a five
month period.

Post-mortem investigation involved: (i) determination of prevalence of infection,

(11) quantitative measure of spores of M. cerebralis in the head cartilage of the fish, (iii) evaluation
of the host’s response to the parasite through histopathological changes, and (iv) quantitative
measure of blood cell types.

The empirical results indicated that the German rainbow trout strains were less susceptible to
whirling disease than the American strain. In the American strain, the disease had the shortest
incubation time and lead to the most severe clinical symptoms. At higher dosages, the German
strain DtHo was comparable to brown trout in the above parameters. Other German strains fell
between these values.

In laboratory experiments, the American strain had the highest prevalence of infection. Quantitative
spore count and histopathological assessments showed that the American strain was significantly
more susceptible to the disease than the other strains. Indeed, the American fish had 25 times more
spores develop in their head cartilage than the German strain DtHo, at a dosage comparable to that

present naturally in infected waters in North America. In all trout strains and species, reaction of the
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host was proportional to the number of spores in the cartilage, indicating that the host was
ineffective at minimising the parasitic infection. Granulomatous inflammation and associated
necrosis was responsible for the degree to which infected fish exhibited clinical signs of the disease
(skeletal deformation and whirling behaviour).

One German strain (DtLh) exhibited consistently higher susceptibility across all parameters than the
other German strains, but not as great as the American strain. However, these fish were exposed to
the parasite at an earlier age when more cartilage is available for infection. It is supposed that had
these fish been infected at the same age as the other German strains they would have exhibited a
similar resistance to infection.

Results of the second and third stage experiments are generally consistent with those obtained in
other studies by other research groups: ie. older rainbow trout are less susceptible. The pattern of
susceptibility to infection for each of the different strains was same for stages two and three.
Assessment of blood cell type revealed no meaningful data.

In the field experiment, the German strain (D¢tHo) showed the greatest resistance (as determined by
clinical signs and spore count), even more so than brown trout. The American strain showed the
greatest clinical response to the infection, had the highest spore count and most severe
histopathological results.

This investigation demonstrated that German strains of rainbow trout possess significantly greater
resistance to whirling disease than the American strain. The German strain DtHo was the most

resistant strain overall.
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