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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die vorliegende Dissertationsarbeit entstand im Rahmen des Forschungsprojekts “Resistant
Trout“, das von der 1994 in Amerika gegriindeten ,,Whirling Disease Foundation* und dem
US-Fish and Wildlife Service finanziert wird. An diesem Projekt sind eine kalifornische
Arbeitsgruppe in Davis unter der Leitung von Prof. Dr. Hedrick und eine deutsche
Arbeitsgruppe unter der Leitung von Prof. Dr. EI-Matbouli beteiligt.

Erforscht wird eine parasitdre Erkrankung der Salmoniden — die Drehkrankheit, Whirling
Disease (WD). Seit mehr als einem Jahrhundert in Europa bekannt, wurde die Krankheit in
den 50er-Jahren durch Import von Fischen in die USA eingeschleppt (HOFFMAN 1970.
1990). Dort verbreitete sie sich rasant und richtet seither in Forellenzuchtbetrieben und in

freier Wildbahn Schaden von mittlerweile teils verheerendem AusmaR an.

Der Erreger, Myxobolus cerebralis, ist ein mehrzelliger Parasit, der zum Stamm Myxozoa
gehort. Er vermehrt sich im Knorpelgewebe des Wirtsfisches und verursacht ein
charakteristisches Krankheitsbild. Die erkrankten Fische drehen sich schnell um die eigene
Achse, und es kommt zur Schwarzverfarbung des kaudalen Korperdrittels und zu
Deformationen des gesamten Skeletts.

Die Bestrebungen der Organisation richten sich darauf, moglichst viel Uber die
Wechselwirkungen  zwischen ~ Wirt und  Parasit und eventuell vorhandene
Resistenzmechanismen herauszufinden, um diese Erkenntnisse fir die Bek&mpfung der
Krankheit nutzen zu konnen. Ziel des Projekts ist es, einen Drehkrankheit-resistenten
Regenbogenforellenstamm in Staatsbetrieben bzw. Wildgewassern der Vereinigten Staaten zu
etablieren, und so die durch die Krankheit verursachte Dezimierung der Forellenbestande

unter Kontrolle zu bringen.

Inzwischen wurde von der Arbeitsgruppe in Deutschland bereits ein deutscher
Regenbogenforellenstamm (Stamm H) gefunden, der gegeniiber der Drehkrankheit relativ
unempfanglich ist.

Doch da der Transfer von Tieren von einem komplexen Okosystem in ein anderes, noch dazu
uber verschiedene Kontinente hinweg, immer ein Risiko darstellt, bedarf es weiterer
Untersuchungen, bevor an das Einsetzen dieses Stammes in amerikanische Gewasser gedacht

werden kann. Es muss sichergestellt werden, dass die Fische keine Gefahr fur die dortigen
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Populationen darstellen, indem sie bislang unbekannte Krankheiten tibertragen oder indem sie
besonders empfanglich gegentiber anderen Erregern sind. Deswegen muss zunéchst die
Empfanglichkeit des Stammes gegentiber weiteren Krankheitserregern, die in Nordamerika
auftreten konnen, erforscht werden.

Zu diesem Zweck werden in Amerika und in Deutschland parallel VVersuche mit bedeutenden
Krankheitserregern durchgefuhrt. Die kalifornische Arbeitsgruppe beschéftigt sich mit IHNV
(Infektiose Hamatopoetische Nekrose-Virus), SalHV1 (Salmonid herpes-like Virus Typ 1),
dem amerikanischen Stamm des VHS-Virus (Virale H&morrhagische Septikamie-Virus) und
mit Ceratomyxa shasta.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Empfanglichkeit des Drehkrankheit-resistenten Regenbogen-
forellenstammes (H) gegenlber der PKD (Proliferative Kidney Disease, Proliferative
Nierenschwellung), der Rotmaulseuche (Enteric Redmouth Disease, ERM) und dem
européischen Stamm der VHS (Virale Hamorrhagische Septikamie) zu untersuchen. Zum
Vergleich wird ein Drehkrankheit-empfindlicher amerikanischer Regenbogenforellenstamm

(T) mituntersucht.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Drehkrankheit der Salmoniden - Whirling Disease

Die Drehkrankheit ist eine parasitdre Erkrankung der Salmoniden, von der am stérksten die
Regenbogenforelle, Oncorhynchus mykiss, betroffen ist (HOFER 1903, HOFFMAN & PUTZ
1969). Der Erreger, Myxobolus cerebralis, ist ein mehrzelliger Parasit aus dem Stamm der
Myxozoa Grassé (1970). Diesem Stamm gehdren auch andere wichtige fischpathogene
Parasiten an, wie die Proliferative Nierenerkrankung (Proliferative Kidney Disease, PKD), die
Schwimmblasenentzindung der Karpfen (Swimbladder Inflammation) und die infektitse
NierenvergroRerung beim Goldfisch (Cystic Kidney Enlargement).

Die derzeit glltige Stellung von M. cerebralis in der systematischen Einteilung der Myxozoa
nach LEVINE et al. (1980), LOM & NOBLE (1984) und LOM & DYKOVA (1992) ist in
Abbildung 1 dargestellt.

Abbildung 1 Derzeit giltige Nomenklatur von Myxobolus cerebralis

Stamm MyX0z0a (GRASSE 1970), definiert von KENT, MARGOLIS & CORLISS (1994a)

Klasse Myxosporea (BUTSCHLI 1881)
Ordnung Bivalvulida (SHULMAN 1959)
Unterordnung Platysporina (KUDO 1919)
Familie Myxobolidae (THELOHAN 1892)
Gattung Myxobolus

Myxobolus cerebralis

Die Drehkrankheit ist seit einem Jahrhundert in Europa bekannt. Erstmals beobachtet wurde
sie 1898 von HOFER bei Regenbogenforellen in Deutschland (HOFER 1903).

Durch den zunehmenden internationalen Fischhandel wurde die Erkrankung in die meisten
forellenproduzierenden Lander eingeschleppt (HALLIDAY 1976).

In den USA trat die Erkrankung erstmals 1958 in Pennsylvania und in Nevada auf, kurz
darauf in Connecticut (1961), Virginia (1965), Kalifornien und Massachusetts (1966).
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Daher wurden in Amerika drastische MalRnahmen ergriffen, um diesen Seuchenzug
aufzuhalten. Kalifornien vernichtete zwischen 1965 und 1984 660.000 kg Fisch und fast
2.300.000 Britlinge und nicht fangbaren Fisch aus kontaminierten Fischzuchtbetrieben
(MODIN 1998). In Michigan wurden betroffene Betriebe unter Quaranténe gestellt, und in
den 70er Jahren wurde der Nordauslaufer des Tobacco River mit Chlorid behandelt, um das
Flusssystem zu desinfizieren (HNATH 1988).

Trotz Keulung, Quarantdne, Desinfektionsmanahmen und Verwendung von nicht-
kontaminiertem Wasser in den Bruthdusern breitete sich der Parasit seither in zunehmendem
MalRe aus und richtet zum Teil verheerende Schdden in Fischzuchten und wilden
Forellenpopulationen an. Inzwischen ist die Drehkrankheit bereits in 22 Staaten der USA
beheimatet: 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.
SCHISLER & BERGERSEN (1998) stellten fest, dass Gebiete mit intensivem Fischfang und
Zuchtmanagement am gravierendsten von der Drehkrankheit betroffen sind. In groRen
Flussen wie dem Colorado-River, wo die Krankheit sich nicht wie in Fischzuchten durch
Verbesserung der Haltungsbedingungen einddmmen lasst, kommt es durch die Drehkrankheit
zu Massensterben und zur kontinuierlichen Reduzierung der Regenbogenforellenbestande.
Als man die Drehkrankheit 1988 in New York diagnostizierte, wurde die Keulung von
170.000 Zuchtforellen staatlich angeordnet.

Neuere Analysen ergaben einen Riickgang der Regenbogenforellenpopulation im Madison
River (Montana) um 90 % (VINCENT 1996), und in Utah und in Colorado wurde eine
Zunahme der Bachforellendichte zu Lasten der beheimateten Regenbogenforellenpopulation
beobachtet.

Der genaue Entwicklungs- und Wirtszyklus von M. cerebralis war lange Zeit unklar.
Zunachst wurde ein direkter Infektionsweg vermutet (MOLNAR 1979), aber Infektions-
versuche von Fisch zu Fisch scheiterten wiederholt. MARKIW & WOLF (1983) fanden
schlieBlich, dass die Entwicklung des Parasiten zu der fur den Fisch infektidsen
Triactinomyxonspore in Tubificiden (Genus Tubifex tubifex) erfolgt. Dieser Entdeckung
zufolge existieren also zwei Arten von Sporen: Die Triactinomyxonspore als die fir den Fisch
infektiose Form und die Myxobolus cerebralis-Spore als die fur den Tubificiden infektiose
Form des Parasiten. 1989 bestatigten EL-MATBOULI & HOFFMANN diese Befunde und
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bewiesen, dass der Oligochaet Tubifex tubifex als zweiter Wirt fur die Entwicklung von M.

cerebralis notwendig ist.

Die Infekion des Fisches mit Triactinomyxonsporen erfolgt Uber die Haut, Kiemen und zum
Teil auch Uber die orale Aufnahme von infizierten Oligochaeten (WOLF & MARKIW 1984,
EL-MATBOULI & HOFFMANN 1989). Nach der Penetration der Epidermis durch den
Amoboidkeim findet eine Wanderung des Parasiten durch die Subcutis, Uber peripheres
Nervengewebe zu groReren Ganglien und zum Zentralnervensystem statt. Nach 6-14 Tagen
ist der Erreger im Rickenmark, nach 16-24 Tagen im Gehirn und nach 40 Tagen im
benachbarten Knorpelgewebe angelangt (EL-MATBOULI et al. 1995). Die Entwicklung im
Fisch ist zweiphasig mit prasporogonischer Vermehrung in Subcutis und Nervengewebe und
sporogonischer Vermehrung im Knorpelgewebe (MANDOK 1993, EL-MATBOULI et al.
1995).

Wenn der infizierte Fisch gestorben ist, gelangen die reifen M. cerebralis-Sporen aus dem
Knorpel ins Wasser und werden von Tubificiden aufgenommen (WOLF et al. 1986). In deren
Darmepithel findet eine dreiphasige Entwicklung mit Schizogonie, Gametogonie und
Sporogonie statt (EL-MATBOULLI et al. 1998). Es entstehen Triactinomyxonsporen, welche
vom Oligochaeten ausgeschieden werden. Diese Sporen schweben frei im Wasser und sind
infektios fur den Fisch. Bei einer Wassertemperatur um 15 °C werden etwa 90 Tage nach der
Infektion des Oligochaeten die ersten Triactinomyxon-Sporen frei, welche sich im Wasser
osmotisch bedingt entfalten (EL-MATBOULI & HOFFMANN 1998).

Das Krankheitsbild, das durch M. cerebralis hervorgerufen wird, ist charakteristisch und
beinhaltet die drei Kardinalsymptome pathologisches Schwimmverhalten (ROSE et al. 2000),
Schwarzverfarbung des kaudalen Korperdrittels (SCHAPERCLAUS 1990) und Deformation
der skelettalen Anteile von Kopf und Wirbelséule (HOFFMAN et al. 1962).

Das pathologische Schwimmverhalten zeichnet sich aus durch schnelle, kreisférmige
Drehbewegungen des Fisches, die spontan auftreten kénnen, meist aber durch duRere Stimuli
und Stresssituationen provoziert werden. ROSE et al. (2000) sehen die Ursache dafir in der
granulomatésen Entziindung, die als Immunantwort des Fisches auftritt und zu ringahnlichen
Kompressionen des Rickenmarks und Deformationen der auf3eren Hirnregionen fiihrt.

Die Ursache fiir die Dunkelverfarbung des kaudalen Korperdrittels ist nicht eindeutig geklart.
Es wird angenommen, dass deformierte Knorpelanteile in der Wirbelsdule mechanischen

Druck auf pigmentomotorische Nervenzellen des Nervus Sympathikus austiben und sie
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dadurch schadigen. Auf diese Weise soll es zur Hyperpigmentierung der Korperregionen
kaudal der Schadigung kommen (SCHAPERCLAUS 1990).

Die skelettalen Deformationen sind eine Folge der Parasitenvermehrung im Knorpelgewebe.
Die Knorpelarchitektur wird zerstort und die enchondrale Ossifikation wird verzogert,
wodurch es zur Ausbildung eines “Mopskopfes”, verkirzter Kiemendeckel und massiver
Wirbelsdaulenverkrimmungen kommt. (HOFFMAN et al. 1962).

Drehbewegungen und Schwarzverfarbung treten durchschnittlich 60 Tage post infectionem
auf, konnen sich mit der Zeit aber wieder abschwéachen oder ganz verschwinden. Die
Deformationen treten erst spater auf und bleiben auch nach uberstandener Erkrankung
bestehen (PLEHN 1904, HOFFMAN et al. 1962).

Die meisten Salmoniden sind empfanglich fir die Drehkrankheit. Im Vergleich zur
Regenbogenforelle, Oncorhynchus mykiss, die sehr empfindlich auf den Parasiten reagiert
(HOFER 1903, HOFFMAN & PUTZ 1969), ist die Bachforelle, Salmo trutta, sehr
widersandsfahig gegeniiber der Krankheit. Deswegen betrachtet HOFFMAN (1970) die
Bachforelle als natlrlichen Wirt und Sporenreservoir fir M. cerebralis. Dies wurde durch
Untersuchungen von HEDRICK et al. (1999) bestétigt.

Die Empféanglichkeit der Fische fur eine Infektion mit M. cerebralis sinkt proportional zu
ihrem Alter (SCHAPERCLAUS 1931). Je alter der Fisch ist, desto weniger Knorpelgewebe
steht dem Parasiten fiir seine Vermehrung zur Verfligung. Deswegen sind junge Fische, deren
Knorpelanteil am Skelett noch sehr hoch ist, am starksten von der Erkrankung betroffen.
HALLIDAY (1976) geht davon aus, dass ab dem 6. Lebensmonat ein Kontakt mit dem
Erreger keine klinisch manifeste Erkrankung mehr hervorrufen kann. Diese subklinisch
infizierten Fische kdnnen jedoch als Trager des Parasiten zur Verbreitung der Krankheit
beitragen (EL-MATBOULI et al. 1992).

Die Inkubationszeit fur die Erkrankung ist abhéngig von der Infektionsdosis. Bei
Infektionsversuchen mit einer Dosis von 1.000 bzw. 10.000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch
traten bereits nach 5 bzw. 6 Wochen erste Krankheitserscheinungen auf, bei einer Dosis von
100 Sporen pro Fisch waren die Symptome erst nach 7 Wochen zu beobachten (RYCE et al.
1998). Die Erkrankung wird durch duRere Stressfaktoren wie Handling, hohe Besatzdichte,
schlechte Wasserqualitdat und Temperaturschwankungen beginstigt (PICKERING et al. 1982,
FLOS et al. 1988, PUTZ & HOFFMAN 1970).
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Die Diagnose der Drehkrankheit erfolgt durch den Nachweis der M. cerebralis-Sporen im
Knorpelgewebe des infizierten Fisches. Die Sporen sind unter dem Lichtmikroskop als in der
Lateralansicht linsenférmige und in der Frontalansicht runde, 8-10 um grolRe Gebilde zu
erkennen, die zwei ovale Polkapseln enthalten. Die Sporen sind in Nativpréparaten von
ausgestrichenen Schadelknorpelstiicken zu sehen (HOFFMAN et al. 1968). In Giemsa- oder
Hématoxilin-Eosin (HE)-gefarbten Préparaten sind sie jedoch deutlicher zu erkennen
(MARKIW 1992).

Es wurde eine PCR entwickelt, mit deren Hilfe schon in sehr friihen Stadien der Erkrankung
18S-RNA von M. cerebralis nachgewiesen werden kann (ANDREE et al. 1998). Eine weitere
Methode zum Nachweis von Parasitenstadien im Oligochaeten und im Fisch stellt die in Situ-
Hybridisierung dar (ANTONIO et al. 1998).

Differentialdiagnostisch mussen beztiglich des abnormen Schwimmverhaltens VHS, IPN und
Enteritiden in Betracht gezogen werden (PLEHN 1904, HALLIDAY 1973). Weitere
Ursachen fiir die Schwarzverfarbung der kaudalen Korperpartie sind Ascorbinsdaure- und
Tryptophanmangel oder Infektionskrankheiten, verursacht z.B. durch Flexibacter
psychrophilum (MARGOLIS et al. 1996). AuBerdem konnen Sauerstoffubersattigung,
Stromeinwirkung (WALKER & NEHRING 1995) und intravendse bzw. intramuskuldre
Medikamentenapplikation ahnliche Symptome verursachen.

Skelettale Deformationen konnen ebenfalls durch Ascorbinsdure- und Tryptophanmangel
hervorgerufen werden (WOLF et al. 1981).

Um die Drehkrankheit in betroffenen Fischzuchtbetrieben unter Kontrolle zu bringen, gibt es
mehrere Methoden. Die Bekampfung des Oligochaeten-Wirtes durch Verwendung betonierter
Anlagen anstelle von natlrlichen Erdteichen und durch Behandlung kontaminierter Teiche
mit ungeléschtem Kalk (380 g/m? Teichflache) (HOFFMAN & HOFFMAN 1972) kann dazu
beitragen, den Infektionsdruck zu verringern. Durch den nétigen Frischwasserzulauf kann
jedoch weiterhin sporenhaltiges Wasser in den Betrieb gelangen. Dieses Wasser sollte
gefiltert oder mit UV-Licht bestrahlt werden, bevor es dem Bestand zugefuhrt wird
(HOFFMAN 1974, HEDRICK et al. 2000).

Unter Laborbedingungen wurde das Antibiotikum Fumagillin erfolgreich zur Therapie
Drehkrankheit-erkrankter Regenbogenforellen eingesetzt (EL-MATBOULI & HOFFMANN
1991). Diese Ergebnisse wurden 1992 durch LUTZ bestatigt.
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2.2 Proliferative Kidney Disease — PKD

2.2.1 Einleitung

Die Proliferative Nierenerkrankung (Proliferative Kidney Disease, PKD) ist eine bedeutende
parasitare Erkrankung, von welcher Salmoniden, vor allem in Intensivhaltung, betroffen sind
(CLIFTON-HADLEY et al. 1986b, O'FLYNN & MULCAHY 1995). Sie kommt in
Westeuropa und Nordamerika vor und verursacht dort in den Fischzuchten zum Teil groRRe
wirtschaftliche Verluste (HEDRICK et al. 1993).

Den Namen PKD erhielt die Krankheit von ROBERTS & SHEPHERD (1974). Die frihesten
Krankheitsfalle konnten anhand der Untersuchung von Gewebeproben aus dem Jahr 1958
bestatigt werden (HEDRICK et al. 1984). Es ist allerdings wahrscheinlich, dass es sich auch
schon bei friheren Berichten (ber derartige Krankheitsausbriiche um die PKD handelte
(PLEHN 1924).

Erst vor kurzem wurde das grof3e Ratsel um den Entwicklungszyklus des Parasiten gelost.

Die PKD ist eine saisonal auftretende Krankheit, deren Infektiositt im Mai/Juni am hochsten
ist (FERGUSON & BALL 1979). Krankheitsausbrtiche treten zwischen Juli und September
auf (FERGUSON & ADAIR 1977, ELLIS et al. 1985). Oft sind bis zu 100 % der Fische in
den betroffenen Besténden infiziert, die Mortalitadt kann bis zu 80 % erreichen (CLIFTON-
HADLEY etal. 1986b, O'FLYNN & MULCAHY 1995).

Die infizierten Fische verwerten Futter schlechter, und sie sind anfalliger fur Stress und
Sekundérinfektionen. Der Stress, dem die Tiere in Fischzuchten mit Intensivhaltung
ausgesetzt sind, tragt zu den hohen Sterblichkeitsraten bei (HOFFMANN & LOMMEL 1984,
HEDRICK et al. 1993, MORRIS & ADAMS 2002). Die Verbreitung und die Schwere der
PKD-Erkrankung nimmt mit sinkender Wasserqualitat zu (FEIST et al. 2002).

Durch gutes Zuchtmanagement und stressarme Haltung kénnen Verluste wesentlich reduziert
werden. Faktoren, die nicht kontrollierbar sind, wie zum Beispiel hohe Wassertemperaturen
im Sommer und schwankende Wasserqualitdt, konnen jedoch trotzdem Krankheitsausbriiche
mit hohen Verlusten verursachen (HOFFMANN & DANGSCHAT 1981, GAY et al. 2001,
EL-MATBOULI & HOFFMANN 2002).
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2.2.2 Vorkommen und Verbreitung

Mit dem Bekanntwerden der Krankheit und der Entwicklung von Diagnosemdoglichkeiten
héauften sich in den letzten 20 Jahren Berichte Uber das Auftreten der PKD (HEDRICK et al.
1985, FOOTT & HEDRICK 1987). Aus Europa liegen bisher gesicherte Berichte Uber
Krankheitsausbriiche in Frankreich (BESSE 1956, DE KINKELIN & GERARD 1976,
SCHLOTFELDT 1985), Irland (FERGUSON & ADAIR 1977, O'BRIEN et al. 1977), Italien
(GHITTINO et al. 1977, CLIFTON-HADLEY et al. 1984b), Norwegen (ROBERTS 1978a),
Schottland (FERGUSON & NEEDHAM 1978, ELLIS et al. 1982), England und Wales
(SCOTT 1979, SEAGRAVE et al. 1981), Deutschland (HOFFMANN & DANGSCHAT
1981), Dénemark (OLESEN et al. 1983, OLESEN & JORGENSEN 1986), Schweden
(CLIFTON-HADLEY et al. 1984b), Holland (CLIFTON-HADLEY 1986) und Spanien
(CASTILLO & PERIBANEZ 1992, MARIN DE MATEO & SANZ 1993) vor.

In den USA gibt es Berichte aus Kalifornien (HEDRICK et al. 1984), Washington
(HEDRICK et al. 1986), ldaho (HEDRICK et al. 1985, SMITH et al. 1982) und Montana
(MACCONNELL & PETERSON 1992).

Das Auftreten von PKD wurde auflerdem in der kanadischen Provinz British Columbia
(HOSKINS 1985) und im Osten Neufundlands (HICKS & FERGUSON 1986, BROWN et al.
1991) beobachtet.

Die Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss ist die am hdufigsten infizierte Spezies in den
Aquakulturen Europas (PLEHN 1924, CLIFTON-HADLEY 1986b). Der Erreger wurde
jedoch auch bei einer Vielfalt von anderen Salmoniden-Spezies, wie Bachforelle, Salmo trutta
(PLEHN 1924, ELLIS et al. 1982), Bachsaibling, Salvelinus fontinalis, (ROBERTS &
SCHLOTFELDT 1985) und Atlantischer Lachs, Salmo salar, (SEAGRAVE et al. 1981)
nachgewiesen (siehe Tabelle 1).

Parasiten, die morphologisch identisch sind mit dem Erreger der PKD, wurden auRerdem in
der Niere vom Hecht, Esox lucius, (SEAGRAVE et al. 1981, BUCKE et al. 1991) und bei der
Asche, Thymallus thymallus (HOFFMANN & DANGSCHAT 1981, SEAGRAVE et al.
1981) beobachtet.
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Tabelle 1 Fischspezies, in denen T. bryosalmonae nachgewiesen wurde und deren Erstbeschreiber in den

jeweiligen Landern.

Lateinischer

Fischspezies N Land Erstbeschreiber
ame
Deutschland PLEHN 1924
Frankreich BESSE 1956
GroRbritannien
FERGUSON & ADAIR 1977
Regenbogenforelle | Oncorhynchus | Irland
(Rainbow trout) mykiss Italien GHITTINO et al. 1977
Norwegen ROBERTS 1978a
USA SMITH et al. 1982
Spanien CASTILLO & PERIBANEZ 1992

Bachforelle
(Brown trout)

Salmo trutta

Deutschland

PLEHN 1924

GroRbritannien

SEAGRAVE et al. 1981

Kanada HOSKINS & KIESER 1986

Cutthroat-Forelle Oncorhynchus

(cutthroat trout) clarki USA MACCONNELL & PETERSON

1992

Steelheadforelle . .

(Steelhead trout) Salmo gairdneri | USA HEDRICK et al. 1984
Bachsaibling Salvelinus | 0 vegen ROBERTS & SCHLOTFELDT 1985
(Brook trout) fontinalis
Binnenlachs

andlocke ) anada etal.
(landlocked Salmo salar 1\ g BROWN et al. 1991

Atlantic salmon) ouananiche

Atlantls_cher Lachs Salmo salar Grolbritannien | ELLIS et al. 1982
(Atlantic salmon)
Silberlachs Oncorhynchus | USA HEDRICK et al. 1984
(Coho salmon) kisutch Kanada HOSKINS & KIESER 1986
Konigslachs Oncoryhnchus
(Chinook salmon) tshawytscha USA HEDRICK etal. 1984
(Kokanee salmon) nerka USA ARKUSH & HEDRICK 1990
Arktischer .
Saibling Salve_lmus GroRbritannien | BUCKE et al. 1985
(Arctic char) alpinus
Hecht . N
. Esox lucius GroRbritannien | SEAGRAVE et al. 1981
(Northern pike)
Asche ymallus '
Asch Thvmall GroRbritannien | SEAGRAVE et al. 1981
(Grayling) thymallus

Deutschland

HOFFMANN & DANGSCHAT 1981

10
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Die Auswirkungen des Erregers auf die Fischzuchtbestdnde sind gut dokumentiert, aber Uber
das Vorkommen und den Einfluss von PKD in wilden Fischpopulationen wurden bisher nur
wenige Arbeiten verdffentlicht. Untersuchungen an wilden Salmoniden haben gezeigt, dass
sie empfanglich fir eine PKD-Infektion sind. In Europa wurden infizierte wilde Bachforellen,
Salmo trutta, (BUCKE et al. 1991, EL-MATBOULI & HOFFMANN 2002) und Seesaiblinge,
Salvelinus alpinus, (BROWN et al. 1991) gefunden, in Nordamerika Cutthroat-Forellen,
Oncorhynchus clarki, (HOSKINS & KIESER 1986, MACCONNELL & PETERSON 1992)
und nicht-wandernde Vertreter der Hakenlachse, Oncorhynchus nerka (KENT et al. 1995).

Epidemiologische Daten ber die Auswirkungen der Krankheit auf wildlebende
Salmonidenpopulationen sind jedoch nicht vorhanden (MORRIS & ADAMS 2002). Es wird
vermutet, dass viele Fische nicht an der Erkrankung selbst sterben. Vielmehr werden sie durch
die mit der Infektion verbundene Schwéachung anfélliger flir andere &uRere Faktoren wie
Sekundarerreger und Fressfeinde (FEIST & BUCKE 1993).

2.2.3 Atiologie

Der Parasit, welcher die PKD verursacht, wurde erstmals identifiziert von FERGUSON &
ADAIR (1977). Erste Untersuchungen der Ultrastruktur zeigten die endogene Entwicklung
von Zellen, was darauf schlieBen lief3, dass es sich entweder um einen Haplosporidien- oder
einen Myxosporea- Parasiten handelte (FERGUSON & NEEDHAM 1978).

Um den unklaren taxonomischen Status des Erregers zu veranschaulichen, wurde er PKX,
“Proliferative Kidney Organism X“ genannt (SEAGRAVE et al. 1980b). Diesen Namen
behielt der Erreger fur fast 20 Jahre, bis er von CANNING et al. (2002) als Tetracapsuloides

bryosalmonae klassifiziert wurde.

2.2.3.1 Nomenklatur von Tetracapsuloides bryosalmonae

KENT & HEDRICK (1985a,b, 1986) untersuchten die Entwicklung des Parasiten in der
Regenbogenforelle. Sie beschrieben Sporen im Tubuluslumen der Niere und stellten fest, dass
es sich um einen Myxosporea-Parasiten handelte.

1996 wurde von CANNING, OKAMURA & CURRY ein neues Genus Tetracapsula
innerhalb der Familie Saccosporidiae vorgeschlagen, zunéchst mit Tetracapsula bryozoides

als einziger Spezies. Als man den Zusammenhang zwischen dem Parasiten in den Bryozoen

11
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und der Proliferativen Nierenerkrankung entdeckte, wurde er unter dem Namen Tetracapsula
bryosalmonae als zweite Spezies dem Genus Tetracapsula zugeordnet (CANNING et al.
1999).

KENT et al. (1998) wiesen anhand der 18S rDNA-Sequenzen nach, dass die aus Fischen
gewonnenen PKX-Organismen mit keinen der bisher beschriebenen Myxozoen der
Ordnungen Bivalvulida und Multivalvulida nahe verwandt sind. Sie nahmen an, dass
innerhalb des Stammes Myxozoa eine friihe phylogenetische Trennung von T. bryosalmonae
und diesen Ordnungen erfolgt war.

Auch die Untersuchungen von ANDERSON et al. (1999b), CANNING et al. (1999) und
KENT et al. (2000) zeigten, dass diese Spezies schon friih in der Evolution der Myxozoa
einen eigenen Zweig bildete.

Anhand dieser Erkenntnisse, und aufgrund der signifikanten morphologischen Unterschiede
der Erreger zu anderen Myxozoa-Gattungen schlugen CANNING et al. (2000) vor, die
Familie Saccosporidiae mit den Gattungen T. bryozoides und T. bryosalmonae aus der
Ordnung Multivalvulida herauszunehmen und in einer neuen Ordnung Malacovalvulida

innerhalb des Stammes Myxozoa einzugliedern.

Inzwischen wurden zahlreiche weiterfuhrende Untersuchungen ber den Stamm Myxozoa
durchgefihrt, und es stellte sich heraus, dass T. bryozoides identisch ist mit dem von
SCHRODER (1910) erstmals beschriebenen Buddenbrockia plumatellae (OKAMURA et al.
2002, CANNING et al. 2002). Geméall den Regeln des internationalen Code fiir zoologische
Nomenklatur hat der Name, der als erstes fur eine neue Spezies vergeben wurde, Prioritét. T.
bryozoides wird also kunftig Buddenbrockia plumatellae genannt. Da T. bryozoides die
Referenzspezies des Genus Tetracapsula darstellte, ist dessen ab jetzt geltendes Synonym
Buddenbrockia.

Bei der naheren Untersuchung der Ultrastruktur des Erregers wurden auflerdem betréchtliche
morphologische Unterschiede zwischen T. bryozoides und T. bryosalmonae gefunden
(CANNING et al. 2002). Deswegen wurde von CANNING et al. (2002) ein neues Genus
Tetracapsuloides mit Tetracapsuloides bryosalmonae als Referenz-Spezies vorgeschlagen
(siehe Abbildung 2).

12
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Abbildung 2: Von CANNING et al. (2002) vorgeschlagene Nomenklatur fiir Tetracapsuloides
bryosalmonae

4 N
Stamm MyXx0z0a (GRASSE, 1970),
definiert von KENT, MARGOLIS & CORLISS (1994)

& J
] I
( )\
Klasse Malacosporea Klasse Myxosporea
(CANNING et al. 2000) (BUTSCHLI 1881) )
Ordnung Malacovalvulida Ordnung Bivalvulida
(CANNING et al. 2000) (SHULMAN 1959)

Familie Saccosporidiae Ordnung Multivalvulida
(CANNING. OKAMURA & CURRY 1996) (SHULMAN 1959)

Genus Buddenbrockia (SCHRODER 1910) Synonym
Tetracapsula (CANNING, OKAMURA & CURRY 1996)

Buddenbrockia plumatellae (SCHRODER 1910) Synonym
Tetracapsula bryozoides (CANNING, OKAMURA & CURRY 1996)
_[ Genus Tetracapsuloides (CANNING et al. 2002) ]
1
I_[ Tetracapsuloides bryosalmonae (CANNING et al. 2002) ]
2.2.3.2 Entwicklung des Erregers

Der Entwicklungszyklus von T. bryosalmonae war lange Zeit unklar, insbesondere die Frage
nach weiteren Wirten. In fast allen der bisher beschriebenen Entwicklungszyklen von
Myxosporea-Parasiten werden Wirbellose als Wirt fiir die Entwicklung bendtigt. Daher
wurden zunéchst Oligochaeten als mogliche Wirte des PKD-Erregers in Betracht gezogen,
aber es konnte keine Parasiten-DNA in ihnen nachgewiesen werden (RAFFERTY 1986,
DIEROLF 1995, O'FLYNN 1998). 1996 wurde T. bryozoides im Coelom des
StRwasserbryozoen Cristatella mucedo gefunden (CANNING et al. 1996). Daraufhin wurden
weitere Bryozoa-Arten (Moostierchen) untersucht, und in den USA konnte schlieBlich aus C.
mucedo, Pectinatella magnifica und Plumatella rugosa Parasiten-DNA isoliert werden, deren
Sequenz identisch war mit derjenigen von Parasitenstadien in der Niere von PKD-infizierten
Regenbogenforellen (ANDERSON et al. 19993, b).

LONGSHAW et al. (1999) zeigten, dass Bryozoen aus Fischzuchten in GroRbritannien mit
endemischem VVorkommen von PKD ebenfalls diesen Myxozoa-Parasiten enthielten und dass
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die DNA-Sequenz identisch mit der Sequenz von Entwicklungsstadien des PKD-Erregers im
Nierengewebe war.

Studien haben gezeigt, dass der Parasit von Bryozoen auf gesunde Fische Ubertragen werden
kann und bei diesen zum Klinischen Auftreten der PKD fihrt (LONGSHAW & FEIST 2000,
LONGSHAW et al. 2002).

Der Beweis, dass Bryozoen Wirte von "PKX" sind, wurde durch rDNA-Sequenzen von
Bryozoen aus verschiedenen aquatischen Habitaten erbracht (ANDERSON et al. 1999b,
LONGSHAW et al. 1999).

Urspriinglich ging man davon aus, dass Myxozoa Diploblasten sind (SIDDALL et al. 1995).
Deshalb wurde angenommen, dass Fische die Primarwirte von T. bryosalmonae sind (KENT
et al. 2000). Andere Untersuchungen ergaben dagegen, dass Myxozoa stark degenerierte
Triploblasten sind (SMOTHERS et al. 1994, SCHLEGEL et al. 1996, ANDERSON et al.
1998). Die friihe phylogenetische Abspaltung von Tetracapsula spp. in der Entwicklung der
Myxozoa flhrte zu der Vermutung, dass Bryozoen die urspringlichen Wirte waren und die
Fische spéater in der Entwicklung der Myxozoa als Wirte hinzugekommen sein kdnnten
(ANDERSON et al. 1999b). Diese Theorie wird dadurch gestiitzt, dass die geschlechtliche
Vermehrung in den Bryozoen erfolgt (CANNING et al. 2000). Die Autoren berufen sich hier
auf die Arbeit von EL-MATBOULI et al. (1998), in der die geschlechtliche Vermehrung von
Myxobolus cerebralis in Tubifex tubifex nachgewiesen wurde.

Dies wirde bedeuten, dass die Spezies der Klasse Malacosporea ihren Entwicklungszyklus
vollenden kdnnen, indem sie entweder nur einen Bryozoen-Wirt verwenden, oder, wie bei T.
bryosalmonae, Fische infizieren und sich in ihnen weiterentwickeln (CANNING et al. 2000).
CANNING et al. (2000) halten es fur moglich, dass T. bryosalmonae nicht in der Lage ist, die
Sporogonie im Fisch zu vollenden, da es aufgrund der durch Selbstbefruchtung verursachten
Homozygotie zur Bildung von schadhaften Zygoten kommt. Diese Erkenntnis unterstitzt die

Theorie, dass Fische Fehlwirte fur T. bryosalmonae darstellen.

2.2.3.3 Morphologie des Erregers
CANNING et al. (2000) fuhrten elektronenmikroskopische Untersuchungen zur Ultrastruktur

des Erregers durch. Sie beschrieben folgenden Aufbau des Parasiten:

In Bryozoen entwickelt sich T. bryosalmonae als frei in der Coelomhohle schwimmende
Blase, die aus 2 verschiedenen Zelltypen besteht: somatische Zellen und generative Zellen. 8
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somatische Zellen differenzieren sich aus zu 4 Polkapselzellen und 4 Schalenzellen, welche
eine einzelne generative Zelle umgeben. Diese durchlauft Meiose und Zytoplasmateilung.
Dabei entstehen 2 Amdboidkeim-Zellen mit haploidem Kern, welche Sekundérzellen
enthalten.

Die Zellen, die die Wand der Blase bilden, sind bis zu 350 pm grof3 und stellen die
proliferative Phase der Entwicklung dar, wahrend welcher die Blase sich vergroRert. Die
Wand besteht aus einer einzelnen Schicht von abgeflachten Zellen, welche in Blasen mit
reifenden Stadien zum Teil degeneriert und pyknotisch sind. Bei voll ausgereiften Stadien im

Bryozoen stellt die Wand schliellich nicht mehr viel mehr als eine Doppelmembran dar.

Innerhalb der Blase verbindet ein fibroses Sekret die Wandzellen mit den eingeschlossenen
Zellen. Es existieren hier 2 Typen von Zellen, grol3e, unregelmafige generative Zellen von
niedriger Dichte (& ca. 12um) und Kkleine, dichtere somatische Zellen.

Die Kerne in allen Zellen sind grof3 und in den somatischen Zellen auffallend gelappt. In den
somatischen Zellen bleibt die Kernhille intakt und es gibt keine Anzeichen von Kernteilung,
aber einige der generativen Zellen zeigen Stadien der Meiose.

Aus den Zellen im inneren der Blase bilden sich die Sporen. Jede generative Zelle ist von 8
somatischen Zellen umgeben, welche anfangs einzeln vorkommen und spéter miteinander
verbunden sind.

Die somatischen Zellen werden weniger dicht und differenzieren schlielich zu 4
Polkapselzellen, welche die Polkapseln bilden, und 4 Schalenzellen aus.

Die Reifung der Stadien ist synchron, am Ende sind hundert oder mehr Entwicklungsstadien
des Parasiten zu erkennen, die in einer wahrscheinlich flissigen Matrix von einer dinnen

Wand umgeben sind.

CANNING et al. (2000) beschreiben auf’erdem morphologische Unterschiede zwischen den
Parasitenstadien in Bryozoen und im Fisch:

Die Mitochondrien vom Crista-Typ des Parasiten sind im Fisch tellerartig und in den
Bryozoen tubulér. In Fischen haben die Stadien 2 Polkapseln, in Bryozoen jedoch 4. Die
zelluldre Anordnung der Parasitenstadien im Fisch ist schwach, in den Bryozoen dagegen sind

die Stadien klar angeordnet als Schalen-, Polkapsel- und generative Zellen.

Die Entwicklungsstadien des Parasiten, die in histologischen Gewebeschnitten gefunden
werden konnen, sind 5-20pum groR und rundlich (DIEROLF 1995). Bei HE-geféarbten
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Préparaten ist das Zytoplasma der Parasitenstadien eosinophil angefarbt und enthalt Granula,
Mitochondrien, endoplasmatisches Retikulum und vesikuldre Korper (SMITH et al. 1984,
FERGUSON & NEEDHAM 1978, SEAGRAVE et al. 1980a, b, FEIST & BUCKE 1987).

2.2.4 Pathogenese

Fische jeden Alters konnen an der PKD erkranken (HOFFMANN & DANGSCHAT 1981,
HEDRICK et al. 1985, MACCONNELL & PETERSON 1992), es sind jedoch meistens Tiere
betroffen, die jinger als 1 Jahr alt sind (KENT et al. 1994b). Bei Erstkontakt mit dem Erreger
sind die Verluste weitaus hoher als in Bestdnden, in denen die PKD endemisch auftritt
(HOSKINS & KIESER 1986).

Krankheitsausbriiche treten zwar nur saisonal zwischen Juli und September auf (FERGUSON
& ADAIR 1977, ELLIS et al. 1985), aber es wurde bewiesen, dass der Erreger auch im
Winter in Uberlebenden Bryozoen-Kolonien gefunden werden kann und infektids bleibt (GAY
et al. 2001). Die Kklinische Manifestation der Erkrankung héngt also priméar von der Hohe der
Wassertemperatur ab. Die schwersten Falle von PKD treten bei Wassertemperaturen von 15
°C oder daruber auf. Mit abnehmender Temperatur verringert sich auch die Gefahr einer
Erkrankung, obwohl auch von natiirlichen Krankheitsausbriichen bei einer Wassertemperatur
von 10°C berichtet wurde (GAY et al. 2001), Bei Temperaturen von 9 °C und darunter
entwickelt sich die Krankheit kaum noch bzw. gar nicht mehr (FERGUSON 1981,
CLIFTON-HADLEY etal. 1984a, FOOTT & HEDRICK 1987, GAY et al. 2001).

Die Inkubationszeit nach Kontakt mit T. bryosalmonae betragt gewohnlich 3 bis 5 Wochen
(KENT & HEDRICK 1986, CLIFTON-HADLEY & FEIST 1989). Klinische Symptome sind
6 bis 20 Wochen p.e. zu beobachten, die Infektion kann aber auch subklinisch verlaufen. Bei
uberlebenden Fischen setzt anschlieBend die Regenerationsphase ein, in der entstandene

Lasionen und Gewebeveranderungen zurtickgebildet werden (KENT et al. 1994b).

Die Hohe der Verluste, die durch PKD entstehen, wird nicht von der Befallsintensitat und der
Anzahl der Entwicklungsstadien von T. bryosalmonae im Gewebe bestimmt, sondern von der
Starke der durch den Parasiten verursachten Immunreaktion, die massive Zellhyperplasie und
die damit verbundene schwere Anamie (SEAGRAVE & BUCKE 1979, CLIFTON-HADLEY
et al. 1984b, KLONTZ et al. 1986). Die Morbiditat bei einem Krankheitsausbruch kann bis zu
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100 % erreichen (SEAGRAVE & BUCKE 1979, SEAGRAVE et al. 1981, ELLIS et al. 1982,
ALDERMANN & RODGERS 1984). Unabhéangig von der Morbiditat betragt die Mortalitat
je nach Wassertemperatur, Alter der Fische und Immunitatsstatus zwischen 7% und 95 %
(HOFFMANN & DANGSCHAT 1981, ELLIS et al. 1982, SEAGRAVE & BUCKE 1979,
CLIFTON-HADLEY et al. 1984b, HEDRICK 1984, 1985). Die PKD verursacht allerdings
die groften wirtschaftlichen Verluste nicht nur durch Todesfélle bei den infizierten Fischen,
sondern auch durch andere Faktoren, wie zum Beispiel dadurch, dass die betroffenen Tiere
Futter schlechter verwerten (SEAGRAVE & BUCKE 1979, SEAGRAVE et al. 1981, ELLIS
et al. 1982) und deshalb reduziertes Wachstum zeigen (BUCKE et al. 1981). Die Fische haben
eine schlechte Kondition und werden so leicht zur Beute von Fressfeinden (KENT et al.
1995). AuBerdem reagieren infizierte Tiere empfindlich auf Stress. Stressfaktoren wie
Handling, Umsetzen, Transport, niedriger Sauerstoffgehalt im Wasser, schlechte
Wasserqualitat und zu intensive Fltterung begiinstigen Krankheitsausbriche (SEAGRAVE &
BUCKE 1979, BUCKE et al. 1981, EL-MATBOULI & HOFFMANN 2002). Ein weiterer
wichtiger Punkt ist, dass durch die krankheitsbegleitende Immunsuppression die Anfalligkeit
fiir Sekundarinfektionen erhoht ist (BUCKE et al. 1981, WOOTTEN & MCVICAR 1982). Es
steigt beispielsweise die Gefahr eines Ausbruches von VHS (SEAGRAVE & BUCKE 1979,
SEAGRAVE et al. 1981), IPN (SMITH et al. 1984, BUSCH 1985, HEDRICK et al. 1984),
Rotmaulseuche (RAFFERTY 1986), Furunkulose (HOFFMANN & DANGSCHAT 1981,
KENT et al. 1994b) oder einer Infektion mit Flavobacterium columnare, Ichthyophthirius
oder Costia (SMITH et al. 1984, HEDRICK et al. 1984, BUSCH 1985). Werden diese
Sekundarinfektionen mit Antibiotika oder Antiparasitika behandelt, kann es im Anschluss
daran zur Verschlimmerung der PKD-Erkrankung kommen (DALTON 1980).

Der Weg, Uber den der Erreger in den Wirtskdrper gelangt, war lange Zeit unbekannt.
GIHITTINO et al. (1977) vermuteten Kiemen oder Verdauungstrakt als Eintrittspforte, von
wo aus der Parasit sich Uber Blutkreislauf und Lymphbahnen im Korper ausbreiten und
verschiedene Organe besiedeln konnte. Auch FERGUSON & NEEDHAM (1978)
betrachteten die Kiemen als mogliche Eintrittspforte. FERNANDEZ DE LUCO et al. (1997)
erscheint die Verbreitung des Parasiten tber das Blut am wahrscheinlichsten. Fir HEDRICK
et al. (1992) kommen Kiemen, Haut und Schleimhdute in Frage. MORRIS et al. (2000b)
konnten schlief3lich mit Hilfe von in Situ-Hybridisierung beweisen, dass T. bryosalmonae die
Kiemen als Eintrittspforte in den Wirtsorganismus benutzt, und LONGSHAW et al. (2002)
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halten es flr wahrscheinlich, dass der Erreger sowohl tber die Kiemen als auch tber die Haut
in den Fisch gelangt.

2.2.4.1  Ubertragung

Studien haben gezeigt, dass der Parasit von Bryozoen auf gesunde Fische ibertragen werden
kann und bei diesen zum Auftreten der klinischen Erkrankung fiihrt (LONGSHAW & FEIST
2000, LONGSHAW et al. 2002). LONGSHAW et al. (2002) fanden heraus, dass schon 10
Minuten Kontakt mit dem Erreger ausreichen, um eine Erkrankung auszulésen, und dass
schon nach 1-mindtiger Erregerexposition infektiose Parasitenstadien im Fisch gefunden

werden konnen.

In Versuchen ist eine Ubertragung der PKD von Fisch zu Fisch nicht gelungen (FERGUSON
& BALL 1979). CANNING et al. (2000) vermuten einen obligaten Wirtswechsel, bei dem die
Sporen vom Fisch nur fir Bryozoen infektids sind.

2.25 Kilinik

Die klinischen Anzeichen der PKD kodnnen abhangig von der Schwere der Erkrankung stark
variieren und sind weitgehend unspezifisch (KORTING et al. 1989). Leichte Infektionen
kdnnen subklinisch verlaufen, ansonsten sind die klinischen Anzeichen 9 bis 12 Wochen p.e.
am deutlichsten ausgeprdgt (CLIFTON-HADLEY et al. 1985). Das auffalligste
makroskopisch sichtbare Symptom ist die geschwollene, vergroRerte Niere (FERGUSON &
NEEDHAM 1978). Die Milz ist ebenfalls oft vergroRert, die Gallenblase kann erweitert sein
(CLIFTON-HADLEY et al. 1987a). Erkrankte Tiere kdnnen Symptome wie
Dunkelverfarbung des Korpers, ein- oder beidseitigen Exophthalmus, aufgetriebenes
Abdomen, zum Teil blutigen Aszites, Blésse der Kiemen und/oder der Organe und eine
erhohte Mortalitatsrate zeigen (PLEHN 1924, HEUSCHMANN-BRUNNER 1966,
ROBERTS & SHEPHERD 1974, DE KINKELIN & GERARD 1977, GHITTINO et al.
1977, FERGUSON & NEEDHAM 1978, HEDRICK et al. 1984). In spateren Stadien der
Erkrankung konnen Lasionen seitlich am Korper auftreten (FERNANDEZ-DE-LUCO et al.
1997). Auch schlechte Wachstumsraten kdnnen ein Anzeichen fur eine Infektion darstellen
(HOSKINS & KIESER 1986). Die Blasse der Organe, insbesondere der Kiemen und der
Leber, wird durch die fortschreitende Andmie verursacht (PLEHN 1924, GHITTINO et al.
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1977, FERGUSON & NEEDHAM 1978, SMITH et al. 1984, CLIFTON-HADLEY et al.
1987a). Auf Stress, z.B. durch Umsetzen, Transport (SEAGRAVE & BUCKE 1979), falsche
Futterung, Behandlung mit Antibiotika (ROBERTS & SHEPHERD 1974, DALTON 1980)
oder Antiparasitika, reagieren infizierte Tiere empfindlich (SEAGRAVE et al. 1981,
HOFFMANN & EL-MATBOULI 1994). Bei fortgeschrittener Erkrankung stellen die Fische
die Futteraufnahme ein, zeigen zum Teil abnormales Schwimmverhalten mit spiraligen oder
drehenden Bewegungen (DE KINKELIN & GERARD 1976, GHITTINO et al. 1977),
schnappen nach Luft und sterben schliellich aufgrund des auftretenden Sauerstoffmangels
(PLEHN 1924). Die infizierten Tiere werden durch die Schwachung anfallig fir
Sekundarinfektionen aller Art (HEDRICK et al.1993), welche zahlreiche weitere klinische

Symptome verursachen kénnen.

Untersuchungen an Konigslachsen zeigten, dass die PKD nach im Suf3wasser erfolgter
Infektion auch im Salzwasser bestehen bleibt und sich weiterentwickeln kann. Die
Osmoregulation der infizierten Fische im Meerwasser ist beeintrachtigt, und sie haben eine
geringere Uberlebenschance, weil sie leichter zur Beute ihrer Fressfeinde werden (KENT
1992, KENT et al. 1995).

2.2.6 Hamatologie

Die bei starkem Befall mit Parasitenstadien h&ufig auftretende Andmie wird durch die
Veranderungen des hamatopoetischen Anteils der Niere und der Milz verursacht. Als
Reaktion auf den Parasitenbefall kommt es zu Entziindungsreaktionen und zur Hyperplasie
der hamatopoetischen Zellen (ROBERTS 1978a).

Die Andmie wird von verschiedenen Autoren unterschiedlich charakterisiert — als
hypoplastische Andmie (ROBERTS 1978a, ROBERTS & SCHLOTFELDT 1985), chronisch-
hédmolytische Andmie (HOFFMANN & LOMMEL 1984) oder als Mischform aus beiden
Typen (CLIFTON-HADLEY et al. 1987b).

Je ausgepragter die histologischen Veranderungen sind, desto starker weichen die Blutwerte
von denen gesunder Fische ab (CLIFTON-HADLEY et al. 1987b). Der Hamatokrit der Tiere
sinkt wahrend des klinischen Hohepunktes der Infektion auf 11,2 — 28,3 % (HOFFMANN &
LOMMEL 1984, KLONTZ et al. 1986, MACCONELL et al. 1989, FOOTT & HEDRICK

1990). Hamoglobin und Erythrozytenzahl nehmen ab, es treten vermehrt unreife und
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missgestaltete Erythrozyten auf. Letztere haben ein hypo- oder polychromatisches
Zytoplasma, Poikilozytose und ein erniedrigtes Kern-Zytoplasma-Verhéltnis (HOFFMANN
& LOMMEL 1984, CLIFTON-HADLEY et al. 1987b, FOOTT & HEDRICK 1990).

In den Makrophagen der Milz und intravaskular werden Hamosiderinablagerungen gefunden
(HOFFMANN & LOMMEL 1984, CLIFTON-HADLEY et al. 1987b, FOOTT & HEDRICK
1990). Es wurde diskutiert, ob eventuell vorhandene Erregertoxine fir die Eisenablagerung
und die Anamie verantwortlich sind (HOFFMANN & LOMMEL 1984, ANGELIDIS et al.
1987).

Die Berichte Uber Verdnderungen im weien Blutbild sind nicht einheitlich. Wé&hrend
HOFFMANN & LOMMEL (1984) keine Abweichungen von den Normalwerten fanden,
berichteten CLIFTON-HADLEY et al. (1987b) von einer Leukopenie, ANGELIDIS et al.
(1987) und FOOTT & HEDRICK (1990) sahen dagegen eine Leukozytose. CLIFTON-
HADLEY et al. (1987b) sahen dies als Hinweis fiir Schwankungen der Blutwerte wéhrend
des Krankheitsverlaufes.

Auch beim Differentialblutbild gibt es unterschiedliche Beobachtungen. Wahrend
HOFFMANN & LOMMEL (1984) keine bedeutenden Abweichungen von den Normalwerten
fanden, berichteten CLIFTON-HADLEY et al. (1987b) Uber eine Abnahme von
Lymphozyten und Thrombozyten, eine Zunahme von eosinophilen Granulozyten,
Lymphoidzell- und Monozytenkonzentration und eine Neutrophilie.

Die Serumproteinwerte konnen durch die mit der Nierenschédigung einhergehende
Osmoregulationsstdrung beeintrachtigt werden. Meist werden niedrige (HOFFMANN &
LOMMEL 1984, CLIFTON-HADLEY et al. 1987b, KLONTZ et al. 1986) bis normale
(SCOTT 1984), zum Teil aber auch erhohte Werte (FOOTT & HEDRICK 1990) gefunden.
Die Konzentrationen der Proteinfraktionen verandern sich im Verlauf der Erkrankung. Bis der
Heilungsprozess einsetzt, sinken die Praalbumin- und die Albuminwerte (SCOTT 1984,
KLONTZ et al. 1986, FOOTT & HEDRICK 1990). Danach kann eine erhohte
Globulinproduktion (FOOTT & HEDRICK 1990) bzw. eine Hypergammaglobulindmie
(OLESEN & JPIRGENSEN 1986) beobachtet werden.

Die Osmoregulationsstorung der Niere macht sich aufferdem durch die erhohte
Plasmakonzentration von Calcium und Magnesium bemerkbar (FOOTT & HEDRICK 1990,
KENT et al. 1994b, 1995).
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2.2.7 Pathologie

Die ausgepragtesten makroskopischen Verénderungen sind in der Niere zu beobachten. Sie
sind laut FOOTT & HEDRICK (1987) am deutlichsten, wenn die Anzahl der
Entwicklungsstadien von T. bryosalmonae im Gewebe am hochsten ist. Die Niere ist,
abhangig vom Krankheitsstadium, zum Teil stark geschwollen. Die Schwellung beginnt meist
im exkretorischen, hinteren Teil der Niere und ist dort am ausgepragtesten, kann aber im
Verlauf der Erkrankung auch zum kranialen, hamatopoetischen Anteil fortschreiten (PLEHN
1924, FERGUSON & NEEDHAM 1978, HOFFMANN & DANGSCHAT 1981, Korting et
al. 1989).

CLIFTON-HADLEY et al. (1987a) beobachteten eine farbliche Veranderung der Niere in
Abhangigkeit vom Grad der Entziindung. Sie beschrieben ein einheitliches, dunkles Rot zu
Beginn der Infektion, welches in verwaschenes Rosa und Grau (bergeht, bis die Niere
schlieBlich blass mit graulichen Arealen erscheint.

Das Gewebe der betroffenen Stellen ist oft weilllich-grau bis dunkelrot oder braunlich
verfarbt (PLEHN 1924, ROBERTS & SHEPHERD 1974, CLIFTON-HADLEY et al. 1985,
HEDRICK et al. 1986, Korting et al. 1989) und zum Teil édematds (CLIFTON-HADLEY et
al. 1985) oder knotig aufgetrieben (Korting et al. 1989). Die Konsistenz der Niere ist derb,
und die Oberflache kann gewellt sein (PLEHN 1924, SCHAPERCLAUS 1954).

Die Veranderungen entsprechen dem Bild einer granulomatdsen interstitiellen Nephritis
(KENT 1992).

Da die geschwollene Niere mehr Platz benétigt, kann es in schwereren Fallen zur
Ventralverschiebung der Luftblase kommen, was die Ursache fur die Abdomenschwellung
entlang der Seitenlinie ist (FERGUSON & NEEDHAM 1978).

In anderen Organen, vor allem in Leber und Milz, kénnen bei schwerer Infektion dhnliche
Verénderungen wie in der Niere beobachtet werden (HOFFMANN & LOMMEL 1984). Die
Milz kann vergréRRert, geschwollen und verfarbt sein und hat oft eine raue Oberflache bis hin
zu knotigen Auftreibungen (ROBERTS & SHEPHERD 1974, GHITTINO et al. 1977,
CLIFTON-HADLEY et al. 1987a). Leber, Muskulatur, Kiemen, Peritoneum und
Abdominalfett kdnnen ebenfalls fleckige Verfarbungen, Petechien (CLIFTON-HADLEY et
al. 1985) und knotige Verénderungen aufweisen (GHITTINO et al. 1977).
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Als Folge der fortschreitenden Andmie (SMITH et al. 1984) erscheinen die Organe h&ufig
blass und das Blut wéssrig-hell (HOFFMANN et al. 1984). Anhé&ngig von der Schwere der
Erkrankung kann es aufgrund der Nierenfunktionsstérung zu Aszites kommen, der auch blutig
sein kann (ROBERTS & SHEPHERD 1974, GHITTINO et al. 1977, CLIFTON-HADLEY et
al. 1985).

2.2.8 Histopathologie

Die durch die Infektion mit T. bryosalmonae verursachten Verédnderungen konnen
histologisch zuerst und am ausgeprégtesten in der Niere beobachtet werden. Erste
Parasitenstadien sind etwa drei (KENT & HEDRICK 1986) bis funf Wochen (CLIFTON-
HADLEY & FEIST 1989) p.e., manchmal aber auch schon nach 8 Tagen (CHILMONCZYK
et al. 1989) in der Niere zu sehen. Der Krankheitsverlauf kann in vorklinische, klinische
Phase und Organisationsphase eingeteilt werden.

In der vorklinischen Phase sind die ersten vereinzelten Entwicklungsstadien des Parasiten
(bzw. Primérzellen mit sich ausbildenden Sekundér- und Tertidrzellen) in den peritubuléren
Kapillaren der Niere und in den Sinusoiden, seltener im Interstitium, zu finden und rufen
zunéchst keine Gewebereaktion hervor (MACCONNELL et al. 1989). Sobald die Zahl der
Parasiten zunimmt, treten in den BlutgefaRen zelluldre Aggregationen aus Parasitenstadien,
angelagerten Lymphozyten, melaninhaltigen Makrophagen, Thrombozyten, neutrophilen
Granulozyten, Erythrozyten und Zellfragmenten auf, es kommt zur Thrombenbildung und zur
Endothelschadigung durch Anlagerungen (CLIFTON-HADLEY et al. 19844, 1987a).

Etwa 2 Wochen nach dem Auftreten der ersten Parasitenstadien zeigt sich eine zunéchst milde
Hyperplasie des Niereninterstitiums, von der vor allem die hamatopoetischen Zellen, welche
die Nierentubuli umgeben, betroffen sind (CLIFTON-HADLEY et al. 1987a). Die Parasiten
befinden sich oft im Zentrum einer solchen Gewebereaktion. Sie werden von den grofen,
blastenahnlichen Makrophagen umgeben, welche sich zu Lasten aller anderen
hédmatopoetischen Zelltypen vermehren (FERGUSON et al. 1977, ROBERTS &
SCHLOTFELDT 1985). Die Hyperplasie beschrankt sich jedoch nicht nur auf die Umgebung
von Parasitenstadien, sondern kommt uberall im Nierengewebe vor und verursacht eine
deutliche (relative) Abnahme der exkretorischen Elemente der Niere (CLIFTON-HADLEY et
al. 1987a).
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Die klinische Phase beginnt etwa 3-4 Wochen nach dem Auftreten der ersten histologischen
Veranderungen, wenn die ersten klinischen Symptome beobachtet werden (FERGUSON &
BALL 1979). Sobald die héchsten Mortalidtsraten im gesamten Krankheitsverlauf erreicht
werden (nach 11-13 Wochen), sind auch die histopathologischen Veranderungen am
ausgepragtesten (CLIFTON-HADLEY et al. 1985). Die diffuse Entziindungsreaktion weitet
sich aus und wird makroskopisch als zunehmende Nierenschwellung und graue Flecken im
Nierengewebe sichtbar (CLIFTON-HADLEY et al. 1985, 1987a). Es entwickelt sich eine
chronische interstitielle granulomatdse Nephritis mit Verlust der Nierentubuli und der
Glomeruli (CASTAGNARO et al. 1991, KENT 1992). Die Zellen um die Parasitenstadien
herum sind oftmals wirbelformig angeordnet und werden von Kollagenfaden gestutzt
(FERGUSON & NEEDHAM 1978). Es sind vermehrt Melanomakrophagen und
Granulozyten vorhanden, und im proximalen Tubulusepithel bilden sich gelegentlich
Vakuolen (MACCONNELL et al. 1989, CASTAGNARO et al. 1991). Die restlichen
h&matopoetischen Zellen bilden zusammen mit exkretorischen Elementen kleine Inseln
inmitten der Entziindungsreaktion, die makroskopisch als rote Flecken zu erkennen sind
(CLIFTON-HADLEY et al. 1987a).

MACCONNELL et al. (1989) betrachteten Makrophagen als denjenigen Zelltyp, der
hauptsachlich fiir die Reaktion des Niereninterstitiums verantwortlich ist. In einer aktuellen
Studie von CHILMONCZYK et al. (2002) wurden jedoch Lymphozyten als dominierende
Zellpopulationen gefunden. Die Autoren sehen den Grund dafiir in den verwendeten
Methoden — mit der Flow-Zytometrie war ihnen die Analyse von hunderttausenden von
Zellen moglich, wéahrend MACCONNELL et al. (1989) Gewebeschnitte unter dem
Elektronenmikroskop auswerteten.

Ab der 7. Woche p.i. kénnen die Entwickungsstadien von T. bryosalmonae auch gelegentlich
zwischen den Tubulusepithelzellen und im Tubuluslumen oder in den Glomerula beobachtet
werden (KENT & HEDRICK 1986, CLIFTON-HADLEY et al. 1987a).

Obwohl der Kollagengehalt der Niere reduziert scheint, kann es bei starkem Befall auch zur
Ausbildung einer diffusen Fibrose kommen. Manchmal findet man auch eine Sklerose der
Glomerula mit Verkalkung (FERGUSON et al. 1978).

Im weiteren Verlauf nehmen auch die Aggregationen in den Blutgefdlen an GroRe zu.
Dadurch kann es zu schweren GefaRalterationen bis hin zum Verschluss einzelner Blutgefaie

und zur Einlagerung von Hamoglobinkristallen kommen (KORTING et al. 1989).
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Makroskopisch kann man die Geféal3verschlisse als Petechien erkennen (CLIFTON-HADLEY
et al. 1987a).

Bei den Fischen, die die Erkrankung Uberstehen, beginnt die Regenerationsphase. Die
Heilungsprozesse setzen um die 15. bis 20. Woche p.e. ein (KENT & HEDRICK 1986,
CLIFTON-HADLEY et al. 1987a, MACCONNELL et al. 1989). Es kommt zur Degeneration
der Parasitenstadien. Im Zytoplasma treten Vakuolen auf, die Nuclei und die Priméar- und
Sekundarzellen werden pyknotisch. Auch nach dem Verschwinden der Parasiten bleibt die
Nierenschwellung durch die interstitielle Hyperzellularitat noch etwa bis zur 25. Woche p.e.
bestehen. Danach erreicht die Niere wieder ihr normales makroskopisches Aussehen, und das
h&matopoetische Gewebe und die Nephrone regenerieren (FERGUSON 1989).

Sporogonische Stadien des Parasiten kénnen in den Tubuli auch noch mehrere Monate nach
Uberstandener Erkrankung persistieren (KENT & HEDRICK 1986, FOOTT & HEDRICK
1987), und es wurde vermutet, dass diese Stadien eventuell erst bei adulten Tieren ausreifen
und somit tUber Jahre vorhanden sein konnen (KENT et al. 1993a,b).

Auch andere Organe sind von der Infektion betroffen:

Wie in der Niere kommt es auch in der Milz zuerst zur hdmatopoetischen Hyperplasie, gefolgt
von einer diffusen Entziindungsreaktion um die Parasitenstadien herum (CLIFTON-
HADLEY et al. 1987a). Das Granulationsgewebe aus Makrophagen, Lymphozyten und
Histiozyten befindet sich hauptséchlich in der weillen Milzpulpa und um die Arteriolen herum
(HOFFMANN & LOMMEL 1984), und es kann zu GeféaRRalterationen mit Hamoglobin-
kristall-Einlagerungen kommen (SEAGRAVE et al. 1980b).

In der Leber tritt vor allem in den periportalen Bereichen oft eine ausgepréagte
Hyperzellularitdt auf (ROBERTS & SCHLOTFELDT 1985). Entwicklungsstadien von T.
bryosalmonae sind im Parenchym seltener zu finden, aber wenn sie auftreten, dann bilden sie
meist das Zentrum einer Entziindungsreaktion. Es treten die gleichen Verénderungen in den
BlutgeféalRen auf wie in Niere und Milz (CLIFTON-HADLEY et al. 1987a).

In den Kiemen kdnnen Parasitenstadien hauptsachlich im Epithel gefunden werden, aber auch
in den Priméarlamellen, besonders in den zentralen Blutgefdlen (CLIFTON-HADLEY et al.
1987a).

Stadien des Parasiten kommen auBerdem im periazindren Fettgewebe des Pankreas und

vereinzelt im Stratum spongiosum des Herzventrikels vor. Sehr selten kénnen sie auch im
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Gehirn, in der Skelettmuskulatur, der Submukosa des vorderen Intestinaltraktes, im Caecum
und im Rektum beobachtet werden (CLIFTON-HADLEY et al. 1987a).

2.2.9 Diagnose, Differentialdiagnose

Klinische Symptome wie Nierenschwellung und Blasse der Organe allein reichen fir eine
Diagnose nicht aus, weil auch andere Erreger, wie zum Beispiel Renibacterium
salmoninarum, die gleiche klinische Symptomatik hervorrufen kénnen (HEDRICK et al.
1993).

Differentialdiagnostisch mussen auflerdem Krankheiten wie Nocardiose (GHITTINO et al.
1977), Bakterielle Nierenerkrankung, BKD (HEDRICK et al. 1986), Tuberkulose (KORTING
et al. 1989), Ichthyophonus hoferi (HEDRICK et al. 1986), Nephrocalzinose (KORTING et
al. 1989), VHS (KORTING et al. 1989) und Nephropathien neoplastischen oder karzinogenen
Ursprungs (GHITTINO et al. 1977) ausgeschlossen werden.

Der Parasit kann histologisch in nativen Quetschpraparaten aus Nierengewebe unter dem
Phasenkontrastmikroskop nachgewiesen werden, auflerdem in gefarbten Nieren-
Abklatschpraparaten und Gewebeschnitten (FERGUSON & ADAIR 1977, CLIFTON-
HADLEY et al. 1983, KLONTZ & CHACKO 1983). Fur Nierentupferpréparate sind
Farbungen mit Methylenblau und nach Giemsa, Leishman-Giemsa, Pappenheim und
Romanovsky (Rapid Diff™) geeignet (CLIFTON-HADLEY et al. 1983, KORTING et al.
1989, KLONTZ & CHACKO 1983, MORRIS & ADAMS 2002). Gewebeschnitte konnen mit
Hamatoxilin-Eosin, Giemsa, Masson-Trichrom, Turnbull’s Blau und PAS (Perjodsdure-
Schiff-Reaktion) gefarbt werden, um die Parasitenstadien besser sichtbar zu machen
(MACCONNELL et al. 1989).

Typische Parasitenstadien oder extrasporogonische Stadien, die im Gewebe gefunden werden
kdnnen, sind 5-20 um groRe Zellen mit deutlicher Zellmembran (FERGUSON & NEEDHAM
1978). Das Zytoplasma der duBersten Zelle (Primérzelle) enthalt deutlich erkennbare Granula,
und der Nucleus besitzt einen deutlichen Nucleolus (FERGUSON & NEEDHAM 1978). Der
Parasitenoberflache haften oft ein bis mehrere, von Leukozyten umgebene Makrophagen an
(KORTING et al. 1989).

Die histologische Untersuchung ist eine nutzliche und schnelle Methode zum Nachweis der
PKD. Aber bei Fischen, die sich bereits wieder von der Erkrankung erholen, kann die Niere,

obwohl sie noch geschwollen ist, nur noch wenige extrasporogonische Parasitenstadien
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enthalten. AuBerdem ist es oft schwierig, sporogonische Stadien mit dieser Methode zu
identifizieren (MORRIS & ADAMS 2002).

In den letzten Jahren sind zahlreiche weitere Methoden entwickelt worden, um den Erreger
nachzuweisen. Dazu gehoéren die Verwendung von Lektinen (MARIN DE MATEO et al.
1993) und monoklonalen Antikérpern (ADAMS et al. 1992), PCR und Sequenzierung der
18S rDNA (SAULNIER & DE KINKELIN 1997, KENT et al. 1998, ANDERSON et al.
1999a) und In-situ Hybridisierung (MORRIS et al. 1999).

Das verwendete Lektin GS 1 aus Griffonia simplificola wurde zwar erfolgreich fiir die
Detektion von extrasporogonischen und intratubuldren Stadien von T. bryosalmonae
verwendet, ist aber nicht spezifisch fur den Parasiten, weil es auch an sporogonische Stadien
von Sphaerospora oncorhynchi und an die Nierentubuli von Regenbogenforellen bindet
(MARIN DE MATEO et al. 1993, KENT et al. 1993b).

Es wurden mehrere monoklonale Antikorper entwickelt, die spezifisch fir T. bryosalmonae
sind (SAULNIER & DE KINKELIN 1996, MARIN DE MATEO et al. 1996, MORRIS et al.
1997). Die extrasporogonischen Stadien des Parasiten besitzen allerdings andere Antigene als
die sporogonischen (SAULNIER & DE KINKELIN 1996, MORRIS et al. 1997). Deswegen
kann mit ihnen die frihe Phase der Parasitenentwicklung nicht nachgewiesen werden.

Die PCR stellt die sensitivste Nachweismethode dar. Es wurden zahlreiche Primersets zur
Diagnose von PKD entwickelt (SAULNIER et al. 1996, SAULNIER & DE KINKELIN 1997,
KENT et al. 1998, ANDERSON et al. 1999a, MORRIS et al. 2002). MORRIS et al. (2000a)
untersuchten die Spezifitat der entwickelten Primer und stellten fest, dass nur die Primerpaare
3F — 4R und 5F — 6R (KENT et al. 1998) T. bryosalmonae relativ spezifisch nachzuweisen
scheinen. Da bisher nur sehr wenige Arbeiten Uber die Spezifitdt dieser Primer auch im
Hinblick auf andere Forellenkrankheiten verdffentlicht wurden, halten MORRIS & ADAMS
(2002) es fur sinnvoll, die Ergebnisse der PCR fur sich alleine mit Vorsicht zu betrachten und

gegebenenfalls durch weitere Untersuchungen zu bestétigen.

2.2.10 Therapie, Prophylaxe

Bisher wurde noch keine erfolgreiche Methode zur Bekdmpfung der PKD gefunden, auch
deswegen, weil ein vollstandiges Verstandnis der Wirt-Parasit-Verhéltnisse noch immer fehit.
Es wurden Behandlungsversuche mit verschiedenen Medikamenten unternommen. Salz-
wasser (O'HARA 1985, HEDRICK & ARONSTIEN 1987) senkte zwar die Mortlitatsrate bei
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erkrankten Fischen, doch dies wurde auf die Reduktion von Sekundarrerregern zurtickgefihrt.
Die Verwendung von Malachitgrin als Wasserbad (40 min bei 1,6 ppm) 3-malig in
waochentlichen Abstanden fuhrte zwar zur Reduktion von Symptomen und Mortalitatsrate
(CLIFTON-HADLEY & ALDERMAN 1987, ALDERMAN & CLIFTON-HADLEY 1988),
konnte aber von anderen Autoren nicht nachvollzogen werden (IBARRA et al. 1990,
MOLNAR 1993) und war mit zum Teil erheblichen Nebenwirkungen und
Umweltbelastungen verbunden (ADAMS et al. 1992, CLIFTON-HADLEY & ALDERMAN
1987, ALDERMAN & CLIFTON-HADLEY 1988).

Das Antibiotikum Fumagillin wurde bisher in Labor- und Feldversuchen getestet (HEDRICK
et al. 1988b, WISHKOVSKY et al. 1990 LE GOUVELLO et al 1993a, b, 1995a, b,
CASTILLO et al. 1995). Es bedarf aber noch weiterer Untersuchungen, weil die Ergebnisse
zum Teil widersprichlich sind, vor allem auch im Hinblick auf die Toxizitat des
Medikaments bei Uberdosierung.

Durch Kontrolle und weitestmdgliche Ausschaltung sdmtlicher Stressfaktoren kann die direkt
in Verbindung mit PKD stehende Mortalitat auf bis unter 10 % gesenkt werden (HEDRICK et
al. 1993). Es sollte auf niedrige Besatzdichte, gute Wasserdurchflussraten und optimale
Wasserqualitat (insbesondere Sauerstoffgehalt) geachtet werden (GHITTINO et al. 1977,
SEAGRAVE & BUCKE 1979, SEAGRAVE et al. 1981)

Diejenigen Fische, welche die Krankheit Gberleben, sind resistent gegeniiber einer
Reinfektion. Dies weist darauf hin, dass Schutzimpfung eine brauchbare Kontrollmethode zur
Verhinderung von Krankheitsausbriichen sein konnte (FOOTT & HEDRICK 1987).

Eine in Fischzuchten verbreitete Methode zur Verringerung von Krankheitsausbriichen und
zur Erzielung von Immunitat im Bestand ist es, die Jungfische den Sommer Uber in
Gewadssern zu halten, die nachweislich PKD-frei sind. Sobald die Wassertemperaturen im
Herbst sinken, werden die Fische an Orte mit enzootischem PKD-Vorkommen verbracht und
infizieren sich auf diese Weise mit T. bryosalmonae. Aufgrund der niedrigen
Wassertemperatur verlauft die Infektion dann meist nur subklinisch, und die Fische
entwickeln eine belastbare Immunitat gegen den Erreger (LONGSHAW et al. 2002).

Auch die Senkung der Wassertemperaturen auf unter 12 °C wéhrend des Sommers wurde
vorgeschlagen (CLIFTON-HADLEY et al. 1986a, HOSKINS & KIESER 1986).

Einen weiteren Ansatzpunkt zur Verringerung des Infektionsdruckes sehen DE KINKELIN et
al. (2002) in der Reduktion des Lebensraumes von Bryozoen (Gewéchse, Holzer unter

Wasser) einige hundert Meter stromaufwarts von Fischzuchtbetrieben.
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2.3 Rotmaulseuche der Salmoniden — Enteric Redmouth Disease

2.3.1 Einleitung

Die Rotmaulseuche (Enteric Redmouth-Disease ERM, Salmonid Blood Spot) ist eine durch
das Bakterium Yersinia ruckeri verursachte generalisierte, akut oder chronisch verlaufende
Infektionskrankheit, fiir die vor allem Salmoniden, insbesondere Regenbogenforellen
empfinglich sind (ROSS et al. 1966, BULLOCK & SNIEZKO 1975). Viele Fischspezies
tragen den Krankheitserreger jedoch auch als symptomlose Carrier, und er bleibt solange
unentdeckt, bis es durch Stress, vor allem in Zusammenhang mit Intensivhaltung und
schlechter Wasserqualitdt, zu schweren Verlusten kommen kann (HORNE & BARNES
1999).

Erstmals diagnostiziert wurde die Krankheit von RUCKER in den frithen 50er Jahren des
letzten Jahrhunderts im Hagerman Valley, Idaho, USA bei Regenbogenforellen. Als Krank-
heitserreger wurden aus den Nieren erkrankter Fische kleine, GRAM-negative, begeil3elte,
leicht gebogene Stdbchen isoliert und 1966 von ROSS et al. als Redmouth-Bakterium
beschrieben (ROSS et al. 1966, RUCKER 1966). Erst 1978 wurde das Bakterium der Gattung
Yersinia zugeordnet (EWING et al. 1978).

Inzwischen hat sich die Rotmaulseuche auf die meisten Teile Amerikas und Europas ausge-
breitet, vor allem in Gebieten mit Intensivhaltung von SiiBwasserfischen. Die Krankheit kann
durch gute Haltungsbedingungen und hohe Wasserqualitit unter Kontrolle gehalten werden.
Obwohl die ERM auf Antibiotika und Impfstoffe gut anspricht, stellt sie trotzdem eine
stindige Bedrohung dar, die in betroffenen Betrieben kostspielige MaBlnahmen und Behand-
lungen notwendig macht und bei Ausbriichen zu grofen Verlusten fiihren kann (HORNE &
BARNES 1999).

2.3.2 Verbreitung, Vorkommen und Wirtsspektrum

Seit der Erstbeschreibung der ERM in der Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss (ROSS et
al. 1966, RUCKER 1966) wurde das verursachende Agens, Yersinia ruckeri, aus vielen Siif3-
und Meerwasserfischen (Tabelle 2), aber auch aus Tierarten wie Flusskrebs (WARREN
1983), Bisamratte (STEVENSON & DALY 1982), Méwe (WILLUMSEN 1989) und Greif-
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vogel (BANGERT et al. 1988) isoliert. Auch in Wasserproben aus Fliissen und Abwissern
wurde das Bakterium gefunden (PRITCHARD et al. 1995).

Die ERM gilt zwar primir als Erkrankung der Salmoniden (BUSCH 1982), aber bei vielen
anderen Fischarten konnte ebenfalls eine Infektion festgestellt werden. Es ist wahrscheinlich,
dass diese infizierten Spezies, die keine klinischen Symptome zeigen, unter ausreichend hoher

Stresseinwirkung ebenfalls erkranken wiirden (HORNE & BARNES 1999).

Nach der Erstisolierung in Idaho wurde die ERM auch in groBBen Teilen der Rocky Mountains
im Westen der USA einschlieBlich Alaska gefunden (MC DANIEL 1971).

Bis Anfang der 80er Jahre des letzten Jahrhunderts trat die Krankheit in 18 Staaten der USA,
in Kanada in den Provinzen British Columbia, Saskatchewan, Ontario und Nova Scotia
(WOBESER 1973, BULLOCK et al. 1978, STEVENSON & DALY 1982) und in Australien
(BULLOCK et al. 1978, GREEN & AUSTIN 1982) auf (dort Salmonid Blood Spot genannt).
1982 wurde von GREEN & AUSTIN nachgewiesen, dass es sich dabei tatsdchlich immer um
denselben Erreger handelte. 1986 wurde Y. ruckeri erstmals in Siidafrika isoliert (BRAGG &
HENTON 1986).

In Europa trat die Rotmaulseuche erstmals im Mirz 1981 in einer Fischzucht in
Stidwestfrankreich auf (LESEL et al. 1983), bald darauf in Italien (GIORGETTI et al. 1985)
und Siidengland (ROBERTS 1983). Sie breitete sich weiter in Europa aus, unter anderem
nach Norwegen (SPARBOE et al. 1986), Danemark (DALSGAARD et al. 1984), Finnland
(RINTAMAKI et al. 1986), Schweiz (MEIER 1986) und Spanien (DE LA CRUZ et al. 1986).
In der BRD trat der erste Fall von Rotmaulseuche im August 1981 in Niedersachsen bei

Regenbogenforellen auf (FUHRMANN et al. 1983).

Die Ursache fiir die Verbreitung der Krankheit iiber mehrere Kontinente hinweg wird im
Export von Regenbogenforellen, Brut und Eiern aus den USA gesehen. Allerdings konnten
Variationen unter den Stimmen und Serotypen in unterschiedlichen geographischen Gebieten
gefunden werden, und es kann deshalb nicht ausgeschlossen werden, dass das Bakterium eine
grofere natiirliche Verbreitung besitzt als zuerst angenommen wurde (HORNE & BARNES
1999).
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Tabelle 2: Fischspezies, aus denen Yersinia ruckeri isoliert wurde (nach HORNE & BARNES 1999)

Regenbogenforelle
(Rainbow trout)

Oncoryhnchus mykiss

RUCKER (1966)

Rotlachs

(Sockeye salmon) Oncoryhnchus nerka DULIN et al. (1976)
Konigslachs

(Chinook salmon) Oncoryhnchus tshawytscha

Silberlachs

(Coho salmon)

Oncorhynchus kisutch

Cutthroat-Forelle
(Cutthroat trout)

Salmo clarkii

Bachforelle
(Brown trout)

Salmo trutta

Arktischer Saibling
(Arctic char)

Salvelinus alpinus

MC DANIEL (1971)

Atlantischer Lachs
(Atlantic salmon)

Salmo salar

Bachsaibling
(Brook trout)

Salvelinus fontinalis

EWING et al. (1978),
SCHAPERCLAUS (1979),
AUSTIN & AUSTIN (1987)

Renke
(Cisco)

Coregonus artedii

STEVENSON & DALY 1982

Peledmarane
(Whitefish)

Coregonus peled

RINTAMAKI et al. 1986

Karpfen
(Common carp)

Cyprinus carpio

FUHRMANN et al. 1984

Silberkarpfen

Hypophthalmichthys molitrix

(Silver carp) XU et al. 1991
Marmorkarpfen Aristichthys nobilis
(Bighead carp) g
Quappe Lota lota DWILOW et al. 1987
(Burbot)
Dickkopfelritze .
(Minnow) Pimephales promelas
Steinbutt Scophthalmus maximus MICHEL et al. 1986
(Turbot)
Seezunge
(Sole) Solea solea
Gefleckter Wels

LEWIS 1981
(Channel catfish) Ictalurus punctatus WIS 198
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2.3.3  Atiologie

Seit 1978 gehort der Erreger als “Yersinia ruckeri* zur Gattung Yersinia der Familie
Enterobacteriaceae (EWING et al. 1978).

Die taxonomische Stellung des Bakteriums ist umstritten (AUSTIN & AUSTIN 1993).

ROSS et al. (1966) ordneten den Erreger anfangs aufgrund seiner morphologischen und
biochemischen Eigenschaften den Enterobacteriaceae zu, aber die Einteilung innerhalb dieser
Gruppe zu Yersinia oder Serratia war unklar. Serologische und biochemische Studien zeigten
auch Gemeinsamkeiten mit Arizona (= Salmonella) arizonae (EWING et al. 1978) und
STEVENSON & DALY (1982) fanden serologische Kreuzreaktionen mit Hafnia alvei.

Der Guanin-Cytosin-Gehalt in der DNA betragt 48 mol% (EWING et al. 1978), somit ist die
DNA-Homologie von Y. ruckeri zu anderen Yersinienarten (Y. enterocolitica, Y. pseudo-
tuberculosis) nur 30-31%. Im Vergleich dazu ist die Homologie zu Serratia marescens 24-
28%, zu Serratia liquefaciens ebenfalls 31% (STEIGERWALD et al. 1976).

GREEN & AUSTIN (1982) zeigten, dass eine groflere phianotypische Verwandtschaft von Y.
ruckeri zu Salmonella choleraesuis (=Arizona) Subsp. arizonae als zu Y. enterocolitica oder
Y. pseudotuberculosis besteht. BERCOVIER & MOLLARET (1984) regten an, dass Y.
ruckeri richtiger als neue Art innerhalb der Familie Enterobacteriaceae betrachtet werden

sollte.

Die Zuordnung des Erregers als Spezies Yersinia ruckeri zur Gattung Yersinia erfolgte 1978
durch EWING et al. und wurde unterstiitzt durch DNA-Analysen, die zeigten, dass Y. ruckeri
(47,5-48 %) sich deutlich von Serratia (52-69%) und S. arizonae (50-53%) unterscheidet,
aber nahe bei den anderen Yersinia-Spezies (46-50%) liegt (DE GRANDIS et al. 1988).
Trotzdem scheint die Zuordnung des Erregers zu den Yersinien ungewohnlich, und es wurde
deshalb sogar vorgeschlagen, fiir den Erreger der Rotmaulseuche eine vollig neue Gattung zu

schaffen (BERCOVIER und MOLLARET 1984).

Die biochemischen Eigenschaften von Y. ruckeri wurden von vielen Autoren beschrieben
(ROSS et al. 1966, WOBESER 1973, BULLOCK et al. 1978, EWING et al. 1978, O'LEARY
et al. 1979, BUSCH 1982, STEVENSON & DALY 1982, BERCOVIER & MOLLARET
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1984, HASTINGS & BRUNO 1985, EWING 1986, DAVIES & FRERICHS 1989, AUSTIN
& AUSTIN 1993), die wichtigsten sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Das Bakterium ist GRAM-negativ, stibchenférmig und leicht gebogen. Es hat einen Durch-
messer von 1 um und eine Linge von 2-3 um. Etwa 80 % der Isolate sind beweglich mit 7
oder 8 peritrich angeordneten Geilleln, die bei Temperaturen unter 9°C nicht mehr
funktionsfahig, tiber 35°C nicht mehr vorhanden sind (O'LEARY et al. 1979). Die wenigen
unbeweglichen, nicht begeiflelten Stdmme treten nur in streng begrenzten geographischen

Gebieten, vor allem in Grof3britannien und Norwegen auf (DAVIES & FRERICHS 1989).

Tabelle 3: Biochemische Eigenschaften von Yersinia ruckeri

Beweglichkeit +(82%) | Pigment -
Katalase + Amygdalin -
Oxidase - Aesculin -
O/F-Test + Arabinose -
H,S-Bildung - Fructose +
Gelatinase + Galactose -
Urease - Glucose +
Citrat + Inosit -
Lysindecarboxylase + Lactose -
Ornithindecarboxylase + Maltose +
Arginindecarboxylase - Mannit +
B-Galaktosidase (ONPG) + Mannose +
Salicin - Mellobiose -
Voges-Proskauer (20 °C) - Rhamnose -
Methylrot + Raffinose -
Indol - Saccharose -
Nitrat + Sorbit +/-
Phenylalanindeaminase - Trehalose +
Tryptophandeaminase - Adonitol -
Xylose - Pektinase -
Héamolyse + Nitritreduktion -
Lipase: Tween 20 + Lipase: Tween 60 +
Tween 40 + Tween 80 + (86%)
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Die biochemischen Eigenschaften von Isolaten aus verschiedenen geographischen Gebieten
sind so einheitlich, dass bis vor kurzem nur 1 Biotyp beschrieben wurde (BUSCH 1982,
PYLE et al. 1987). Obwohl ein gewisser Grad an Antigenvariation zwischen verschiedenen
Stammen von Y. ruckeri vorhanden ist (O'LEARY 1977, STEVENSON & AIRDRIE 1984,
DALY et al. 1986) konnte durch Multilocus-Isoenzymelektrophorese gezeigt werden, dass die
genetische Variation innerhalb der Art niedrig ist (SCHILL et al. 1984).

AUSTIN et al. (2003) veroffentlichten eine Studie, in der das Auftreten einer neuen
Biogruppe von Y. ruckeri in England beschrieben wurde. Sie untersuchten 11 Isolate, die seit
1993 in gegen Rotmaulseuche geimpften Regenbogenforellenbestéinden Krankheitsausbriiche
verursacht hatten. Die Isolate wurden durch 16S rRNA-Gen-Sequenzierung als Y. ruckeri
identifiziert, aber sie unterschieden sich durch die generell fehlende Motilitdt und die positive
Voges-Proskauer-Reaktion von sédmtlichen bis dahin bekannten Serovaren. AUSTIN et al.

(2003) schlossen daraus, dass diese 11 Isolate einer neuen Biogruppe angehoren.

Es existieren Unterschiede zwischen verschiedenen Y. ruckeri-Isolaten, die unter anderem auf
unterschiedlicher Fihigkeit zur Sorbitolfermentation und unterschiedlichen Lipopolysaccharid
(LPS)-Strukturen in der &uBeren Zellmembran basieren. Es wurden in den vergangenen
Jahren mehrere Ansétze fiir eine Einteilung anhand der serologischen Eigenschaften gemacht.
Aufgrund der zahlreichen Untersuchungsmethoden, die dafiir verwendet wurden, ist die
daraus resultierende Nomenklatur nicht tibersichtlich (STEVENSON et al.1993, HORNE &
BARNES 1999).

Urspriinglich wurden 5 Serovare unterschieden:

— Serotyp I, (Hagerman) ist der am haufigsten vorkommende Serotyp mit der hochsten
Virulenz (BULLOCK et al. 1978, MC CARTHY & JOHNSON 1982).

— Serotyp II (O’Leary) wird ebenfalls hdufig isoliert und ist schwach virulent
(O'LEARY 1977, O'LEARY et al. 1982, MC CARTHY & JOHNSON 1982,
BULLOCK & ANDERSON 1984). Deswegen wurde ihm anfangs eine geringe
Bedeutung beigemessen. Nachdem der Serotyp II auch bei schwereren Ausbriichen
isoliert worden war, wurde daraus geschlossen, dass dieser Serotyp fiir Fische
pathogener ist als bisher angenommen (CIPRIANO et al. 1986, CIPRIANO et al.
1987).

— Serotyp III (Australia) gilt als avirulent (BUSH 1981).
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— Serotypen IV und V wurden in Kanada und in siidlichen Staaten der USA isoliert und
gelten ebenfalls als avirulent (STEVENSON & AIRDRIE, 1984, DALY et al. 1986).

Inzwischen haben sich durch die Verwendung neuerer Untersuchungsmethoden einige

Anderungen ergeben. Die momentan giiltige Nomenklatur basiert auf Ganzzell-Serologie

(nach STEVENSON et al. 1993):

— Serovar I: Hagermann (zeigt Kreuzreaktionen mit III und V)

— Serovar II: ~ Oregon (schlieit mindestens zwei weitere Gruppen ein)

— Serovar III:  Australian (schlieB3t Serovar I ein, das in Australien als “Salmonid
Blood Spot‘“-Bakterium bekannt war (LLEWELLYN 1980))

— Serovar IV: mittlerweile ausgeschlossen aufgrund von Untersuchungen der DNA-
Homologie

— Serovar V:  Colorado

— Serovar VI: Ontario

Diese Haupt-Ganzzell-Serotypen konnen noch weiter unterteilt werden, je nachdem, welche
Untersuchungsmethode verwendet wird. Lipopolysaccharidprofile, die durch Elektrophorese
und Immunoblot-Technik dargestellt werden, sind die Basis fiir die weitere Einteilung, die
basierend auf LPS O-Antigen 6 O-Serogruppen identifiziert (STEVENSON et al. 1993)
(Tabelle 4).

Tabelle 4: Lipopolysaccharid-O-Antigen Serotypen
von Yersinia ruckeri (nach STEVENSON et al.1993)

O-Antigen Serogruppe Ganzzell-Serovar
01 I, 11T

02 Ila

03 IIb

04 Ilc

05 \Y

06 VI
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ROMALDE et al. (1993) schlugen ein weiteres Schema fiir die serologische Zuordnung vor,
basierend auf Studien mit absorbierten Seren und Antigenen (LPS und Membranproteine)

(Tabelle 5).

Tabelle 5: Schema der Serotypen von Yersinia ruckeri
nach ROMALDE et al. (1993)

Neuer Serotyp | Subgruppe | Friitheres Serovar

a I

01
b 11
a II

02 b 11
c II

03 n/a \Y

04 n/a VI

Die serologische Nomenklatur wird noch uniibersichtlicher durch eine norwegische
Einteilung in die Serogruppen I, II und III. Viele norwegische Isolate scheinen dem Serovar I
verwandt zu sein (basierend auf Lipopolysaccharid-Profilen), aber sie unterscheiden sich
serologisch (IBRAHIM et al.1993).

AuBerdem deuteten Kreuzimmunitiits-Studien auf antigenetische Ahnlichkeiten zwischen der
norwegischen Serogruppe III und dem Hagermann-Serovar I hin, wihrend die norwegischen

Serogruppen II und III sich davon unterscheiden (ERDAL 1989).

Durch die vielen verschiedenen Methoden, die zur Untersuchung verwendet wurden und
werden, ist es schwierig, eine einheitliche Einteilung innerhalb der Spezies Yersinia ruckeri
zu finden. Weitergehende Untersuchungen ergaben bisher stets Ausnahmen und
Abweichungen von den getroffenen Regeln. Deswegen ist auf diesem Gebiet weitere

Forschung erforderlich (HORNE & BARNES 1999).
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2.3.4 Pathogenese

Die Rotmaulseuche ist eine systemische Infektionskrankheit (ROSS et al. 1966, BULLOCK
& SNIEZKO 1975, EWING et al. 1978, ROBERTS 1983), von der in erster Linie
Salmoniden (BUSCH 1982), aber auch andere Fischfamilien betroffen sind (siehe auch
Tabelle 2.2.1).

Fiir den Ausbruch der Erkrankung spielen aufler der Empfanglichkeit des Wirtes und der
Virulenz des Erregers Stressfaktoren wie hohe Besatzdichte, Futterwechsel, schlechte
Wasserqualitdt mit hohem Ammonium- und/oder niedrigem Sauerstoffgehalt oder Transport
eine entscheidende Rolle (BUSCH & LINGG 1975, DULIN et al.1976, HUNTER et al. 1980,
FRERICHS et al.1985, ROBERTS 1985, RUBSAMEN & WEIS 1985, SCHLODTFELDT et
al. 1985). KNITTEL (1981) konnte zeigen, dass durch subletale Dosen von Kupfer die
Anfilligkeit der Fische fiir ERM hdéher war als bei den Kontrolltieren.

Die GroBe der Fische spielt fiir die Erkrankung eine Rolle (RUCKER 1966, DULIN et al.
1976, ROBERTS 1983, FRERICHS et al. 1985, AUSTIN & AUSTIN 1987). Fische mit einer
GroBle von 7,5-10 cm sind besonders empfanglich gegeniiber dem Bakterium (ROBERTS
1983, AUSTIN & AUSTIN 1987). Bei groBBeren Tieren verlduft die Erkrankung weniger
gravierend und eher chronisch (AUSTIN & AUSTIN 1987), es wurden aber auch seuchen-
hafte Ausbriiche bei Tieren von 17-20 cm (RUBSAMEN & WEIS 1985) und 29,5 cm
(FUHRMANN et al. 1983) Lange beschricben. WARREN (1983) allerdings misst den
dufBeren, die Fische belastenden Stressfaktoren eine groflere Bedeutung bei als der Grof3e der

Tiere.

In Italien wurde die ERM ganzjdhrig beobachtet (GIORGETTI et al. 1985), und auch
WARREN (1983) sieht keine saisonale Abhadngigkeit der Erkrankung. Es wurde sowohl {iber
Ausbriiche bei winterlichen Bedingungen mit sehr niedrigen Wassertemperaturen
(SCHLODTFELDT et al.1985) berichtet als auch {iber vermehrte Ausbriiche in Danemark bei
Temperaturen {iber 12°C (HORLYCK et al. 1985).

Ein seuchenhafter ERM-Ausbruch beginnt meist allméhlich, die Inkubationszeit betrdgt ca.
eine Woche, ist jedoch abhidngig von den Haltungsbedingungen. Die Mortalitét ist anfangs
gering, steigert sich jedoch im Verlauf, und es kann zu groBlen Verlusten kommen, wenn
keine GegenmaBnahmen ergriffen werden (NEWMAN & MAJRNARICH 1982, WARREN
1983).
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Eintrittspforten fiir die Bakterien sind Haut, Kiemen und die inneren epithelialen

Auskleidungen (MUNRO 1982, ALEXANDER et al. 1983).

Die Krankheit kann durch direkten Kontakt von Fisch zu Fisch iibertragen werden (RUCKER
1966, BULLOCK et al. 1976), aber auch iiber kontaminiertes Wasser (ROSS et al. 1966),
Gerite und Transportbehilter. Eine vertikale Ubertragung konnte nicht nachgewiesen werden
(DULIN et al. 1976). PHILLIPS et al. (1985) vermuteten Vogel als Vektor und tatséchlich
wurde Y. ruckeri im Darminhalt von Greifvogeln (BANGERT et al. 1988) und Moéwen
(WILLUMSEN 1989) gefunden.

Fische, die die ERM-Erkrankung iiberleben, konnen zu symptomlosen Carriern werden und
stellen somit ein bedeutendes Erregerreservoir dar (BUSCH & LINGG 1975). Bei
Carrierfischen ist das Bakterium meist nur in den hinteren Darmabschnitten nachweisbar
(RUCKER 1966). BUSCH und LINGG (1975) zeigten, dass 45 Tage post infectionem bis zu
25% der Fische einer Regenbogenforellenpopulation Y. ruckeri in den hinteren
Darmabschnitten tragen, ohne Symptome zu zeigen. Das Bakterium wird periodisch mit den
Fézes ausgeschieden und dient so als Infektionsquelle fiir andere Fische (RODGERS 1992).
HUNTER et al. (1980) fanden heraus, dass vakzinierte Tiere nach einer Konfrontation mit
dem Bakterium zwar kurzzeitig (bis zu 3 Tage) zu Tridgern des Erregers werden, ihn aber

nicht auf andere Fische iibertragen.

Bei der Frage, inwieweit das Wasser als Erregerreservoir dient, gehen die Meinungen
auseinander. Laut MC DANIEL (1972) ist Y. ruckeri ebenso gut wie ein Wassersaprophyt
dem Leben im Wasser angepasst. KLONTZ & HUDDLESTON (1976) beschreiben dagegen,
dass der Keim im Wasser keine ldngere Zeit iiberleben kann. RUCKER (1966) vertritt die
Meinung, dass der Keim normalerweise im Sediment vorkommt. Dieser Meinung schlieBen
sich DUDLEY et al. (1980) an. Es wurde im Sediment ein fiir Y. ruckeri spezifischer
Bakteriophage gefunden (STEVENSON & AIRDRIE 1984).

In den letzten Jahren wurden weitergehende Untersuchungen durchgefiihrt, bei denen sich
herausstellte, dass Y. ruckeri in nicht-supplementiertem Frisch- oder Brackwasser (Salzgehalt
0-20 ppt) mindestens 4 Monate tliberleben kann (THORSEN et al. 1992). ROMALDE et al.
(1994) berichteten, dass der Keim mehr als 100 Tage lang in Fluss-, Seewasser und Sediment
iberlebensfahig ist.

Es wurde auBlerdem festgestellt, dass einige Y. ruckeri-Stimme die Fahigkeit besitzen, einen

Biofilm zu bilden. Dies ermdglicht ihnen, an festen Oberflichen im Wasser anzuhaften und
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zu wachsen, eine Eigenschaft, die im Zusammenhang mit der Fahigkeit zur Beweglichkeit des
Bakteriums mittels Flagellen steht. Sie erhoht die Resistenz und Uberlebensfihigkeit des
Bakteriums im Wasser (COQUET et al. 2002).

Da Biofilm-bildende Bakterien nur sehr schwer bekdmpft werden konnen, sind sie oft
Ursache fiir hartndckige Infektionen (LEWIS 2001), und es besteht deshalb auch nach

erfolgreicher Behandlung mit Antibiotika immer die Gefahr eines erneuten Ausbruchs.

2.3.5 Klinik

Die friihen klinischen Symptome in der akuten Phase der Infektion finden sich auch typisch
bei durch andere GRAM-negative Bakterien verursachten Septikdmien. Anorexie, Dunkel-
farbung der Haut und Lethargie sind fast immer krankheitsbegleitend, auBBer bei junger Brut,
bei der Todesfille ohne sichtbare Krankheitsanzeichen auftreten konnen (KAWULA et al.
1996). Die Rotung des Mauls und des Rachens wird durch subkutane Einblutungen verursacht
und ist iiblicherweise, aber nicht immer vorhanden. Viele Autoren berichten von akuten
ERM-Ausbriichen, bei denen die Kardinalsymptome nicht festgestellt wurden (FRERICHS et
al. 1985, FUHRMANN et al. 1983, RUBSAMEN & WEIS 1985, SCHLOTFELDT et al.
1985). Beim atypischen Verlauf der Infektion wird nur die Haut zunehmend dunkel und die
Fische schwimmen nahe der Wasseroberfliche (FRERICHS et al. 1985). Wenn die Krankheit
unbehandelt fortschreitet, konnen Erosionen an Kiefer und Gaumen auftreten (HORNE &
BARNES 1999). Hédmorrhagien treten auf der Korperoberfliche, den Kiemenspitzen, den
Flossenbasen und entlang der Seitenlinie auf. In spéteren Stadien der Infektion konnen oft
ein- oder beidseitiger Exophthalmus und Blutungen in die Augenhdhle und die Iris,
manchmal bis zur volligen Triibung des gesamten Auges, beobachtet werden (FUHRMANN
et al. 1983, RUBSAMEN & WEIS 1985). Die Tiere leiden an mangelnder Bewegungs-
intensitdt und Gleichgewichtsstorungen (LESEL et al. 1983, BULLOCK & ANDERSON
1984, SCHLOTFELDT et al. 1985). Die Blutgefile im gesamten Peritoneum sind gestaut
und es treten Héamorrhagien in Leber, Pankreas, Schwimmblase, Muskulatur und im
Fettgewebe um die Pylorus-Schlduche auf (WOBESER 1973). Niere und Milz sind haufig
geschwollen, und es konnen Fliissigkeitsansammlungen in Magen und Darm beobachtet
werden (BUSCH 1982). Aszites und Enteritis sind weitere regelméflige Befunde bei der
Sektion (RUBSAMEN & WEIS 1985, SCHLOTFELDT et al. 1985).
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Im Verlauf der Erkrankung tritt eine akute Andmie mit einem durchschnittlichen Hdmatokrit
von 23 % und Gesamtserumprotein-Werten von 2,8 g / 100 ml auf (WOBESER 1973,
QUENTEL & ALDRIN 1986, LEHMANN et al. 1987). Miller (1983) fiihrt dies auf die
Wirkung von Endotoxin auf die Gerinnung zuriick, die letztendlich Thrombosen in den
Kapillaren und generalisierte Himorrhagien verursacht.

Gelegentlich verursacht die Rotmaulseuche in betroffenen Betrieben lediglich schleichende
Dauerverluste geringen Ausmafles, ohne dass Symptome zu erkennen sind (ROBERTS 1985,
SCHLOTFELDT et al. 1985).

2.3.6 Histopathologie

Histologisch konnen eine akute generalisierte Bakteridmie und Entziindungsreaktionen in
nahezu allen Geweben beobachtet werden, besonders in Niere, Herz, Leber und Kiemen. Die
Bakterien sind besonders in vaskulirem Gewebe und in Gebieten mit petechialen
Hamorrhagien vermehrt vorhanden (RUCKER 1966). Es treten Bakterienansammlungen in
den Kapillaren gut vaskularisierter Gewebe auf, und es kommt zur Erweiterung kleiner
BlutgefiBe, petechialen Blutungen, Erythrozytenansammlungen und zu Odemen in Niere,
Leber, Milz, Herz und Kiemen.

In den Kopfldsionen tritt eine extreme Hyperdmie der tiefergelegenen, dermalen Blutgefalie
mit Odem und fokalen Himorrhagien auf (ROBERTS 1985).

Es konnen schwerwiegende Nekrosen mit ausgedehnter Zerstéorung der Struktur des
hidmatopoetischen Nierengewebes und Nekroseherden in Leber und Milz auftreten
(FRERICHS et al. 1985). Es entwickeln sich Hamorrhagien im Digestionstrakt, dessen
Mukosa ddematisiert ist und zum Teil nekrotisch wird (BUSCH 1982, HORNE & BARNES
1999).

2.3.7 Diagnose, Differentialdiagnose
Die klinischen Symptome allein reichen fiir eine sichere Diagnose der Rotmaulseuche nicht

aus, da sie auch bei Infektionen mit anderen GRAM-negativen Keimen beobachtet werden

konnen. Auch die typische Rotung des Mauls muss nicht immer vorhanden sein und kann
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ebenfalls durch andere Infektionserreger verursacht werden (HORNE & BARNES 1999).

Differentialdiagnostisch miissen unter anderem folgende Krankheiten ausgeschlossen werden:

- Infektiose Himatopoetische Nekrose (IHN) (YASUTAKE 1975, AHNE 1980a,
AMLACHER 1986,)

- Virale Hamorrhagische Septikdmie (VHS) (YASUTAKE 1975, AHNE 1980a,
AMLACHER 1986,)

- akute Form der Vibriose (ROBERTS 1978b, AMLACHER 1986)

- Furunkulose (ROBERTS 1978b, AMLACHER 1986)

- Bakterielle Nierenerkrankung der Salmoniden (BKD) (ROBERTS 1978b, AMLACHER
1986, SCHAUNER 1985)

Zur Diagnose der Rotmaulseuche stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung.

2.3.7.1 Bakteriologischer Nachweis

Das Bakterium ldsst sich aus zahlreichen Geweben, insbesondere aus Milz, Niere und Herz,
aber auch aus Leber, Kiemen, Augen, Herzblut und verinderten Bezirken der Maulhdhle
isolieren und auf Nahrboden anziichten (ROSS et al. 1966, EWING et al. 1978, HUNTER et
al. 1980, FUHRMANN et al. 1983, WARREN 1983, FRERICHS et al. 1985, DALY et al.
1986). Mittels Nierenbiopsie ist es moglich, das bendtigte Probengewebe von lebenden
Fischen zu entnehmen (NOGA et al. 1988).

Der Keim stellt keine hohen Anspriiche an das Medium. Die Anzucht kann daher
beispielsweise auf TSA (Tryptose-Soja-Agar = CASO-Agar), (HASTINGS & BRUNO 1985,
RODGERS & HUDSON 1985) evtl. unter Zusatz von 5 % Blut, oder auf Standardagar
erfolgen (BERCOVIER & MOLLARET 1984, ROBERTS 1985, RUBSAMEN & WEIS
1985). Um geringe Bakterienmengen im Gewebe nachweisen zu konnen, sollte auch eine
Voranreicherung in Néhrbouillon (TSB- Tryptose-Soja-Bouillon bzw. CASO-Bouillon) fiir
48 h bei 18°C durchgefiihrt werden (DALY & STEVENSON 1985).

Nach 24-48 h Bebriitung bei 22-25°C wachsen auf festen Néhrboden 1-1,5 mm grof3e, runde,
glatte, glanzende, leicht erhabene Kolonien von blasser, braungelber Farbe (ROBERTS 1985,
RUBSAMEN & WEIS 1985). Fiir die endgiiltige Diagnose miissen die biochemischen
Eigenschaften (siehe Tabelle 2.2.2) bestimmt werden (ROBERTS 1983, STEVENSON &
AIRDRIE 1984, AUSTIN & AUSTIN 1987, DAVIES & FRERICHS 1989). Hierzu kann
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beispielsweise der Identifizierungskit API 20E verwendet werden (SANTOS et al. 1993). Mit
diesem Testkit kann allerdings Y. ruckeri nicht von nahe verwandten Spezies wie Hafnia alvei
unterschieden werden, was eventuell weitere Untersuchungen nétig macht.

Es wurde versucht, Selektivmedien fiir die Diagnose von Y. ruckeri zu entwickeln
(WALTMAN & SHOTTS 1984, RODGERS 1992). Der Nachteil bei diesen Medien ist
allerdings, dass es neben der erwiinschten Reduktion von anderen Bakterien auch zu einem
verminderten Wachstum von Y. ruckeri kommen kann. Nur einige Isolate haben die fiir den
Shotts-Waltman-Ndhrboden bendtigte Fahigkeit, Tween 80 zu hydrolisieren (AUSTIN &
AUSTIN 1993). In bestimmten geographischen Gebieten treten aber hauptsdchlich
unbewegliche Stimme auf, die nicht zur Tween-80-Hydrolyse befdhigt sind (DAVIES &
FRERICHS 1989). Dadurch ist die Verwendbarkeit dieses Mediums eingeschrénkt.

Von FURONES et al. wurde 1993 ein weiteres Medium entwickelt, das die Unterscheidung
zwischen virulenten und nicht-virulenten Yersinien-Stdimmen anhand eines Virulenzfaktors

ermdglicht (siehe auch 3. Eigene Untersuchungen).

Bei symptomlosen Carriern ist der bakterielle Nachweis durch Anzucht aus dem Gewebe
erschwert, da bei 50-70 % dieser Tiere Y. ruckeri ausschlieSlich aus den hinteren
Darmabschnitten isoliert werden kann (BUSCH & LINGG 1975).

23.7.2 PCR

Es wurden in den letzten Jahren einige Methoden entwickelt und verbessert, um Y. ruckeri
mittels PCR in sehr geringer Anzahl nachzuweisen (ARGENTON et al. 1996, GIBELLO et
al. 1999, LEJEUNE & RURANGIRWA 2000, TEMPRANO et al. 2001, COQUET et al.
2002, DEL CERRO et al. 2002, WILSON & CARSON 2003).

Es ist mittlerweile nicht nur méglich, den Erreger in verschiedenen Organen nachzuweisen,
sondern auch im Blut infizierter Fische (ALTINOK et al. 2001). Dies bietet die Mdglichkeit,

die Krankheit zu diagnostizieren, ohne den Fisch toten zu miissen.

2.3.7.3 Serologischer Nachweis

Y. ruckeri kann auch mittels ELISA (EWALDSSON 1990), Agglutination (Objekttrager-
agglutination, Indirekte H&magglutination, inerte Partikel-Agglutination) (HANSEN &
LINGG 1976, MAYR et al. 1977, SEELIGER 1978) und Immunofluoreszenzfirbung
(COONS et al. 1941, RIGGS & BROWN 1961) nachgewiesen werden.
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2.3.8 Therapie, Prophylaxe

Bei Ausbruch der Erkrankung kann eine Behandlung mit Antibiotika wie Oxitetracyclin,
Erythromycin, Quinolon und potenzierten Sulfonamiden (CESCHIA et al. 1987, BULLOCK
et al. 1983) mit guten Erfolgen durchgefiihrt werden. Bei hohem Infektionsdruck sollte

sich eine Vakzinierung anschlieBen, da sonst Wiederholungsausbriiche auftreten.

Um einem Ausbruch von Rotmaulseuche vorzubeugen, sollten krankheitsbegilinstigende
Faktoren, wie hohe Besatzdichte und schlechte Wasserqualitdt, moglichst vermieden werden.
Durch Spuren von Chemikalien oder durch im Wasser gelostes organisches Material in
Verbindung mit hohen Wassertemperaturen und infolgedessen niedrigem Sauerstoffgehalt
konnen Krankheitsausbriiche auch bei normaler Besatzdichte provoziert werden (BULLOCK
& SNIESZKO 1975, KNITTEL 1981). Sauerstoffgehalt und Wassertemperatur sollten daher
besonders in Gebieten, in denen die Yersiniose endemisch vorkommt, téglich {iberpriift
werden. Durch niedrige Besatzdichte, Vermeidung von Stress (auch beim Handling),
Behandlung des Wassers (LILTVED et al. 1995, LILTVED & LUNDVALD 1996) und
Vakzination (BRUNO & MUNRO 1989, RODGERS 1991) kann das Risiko eines
Krankheitsausbruches gering gehalten werden. ROSS & SMITH (1972) schlagen zur
Abtdtung des Bakteriums auf Fischeiern eine 5-miniitige Behandlung mit Jodlosung (25 ppm)
vor. BLAZER & WOLKE (1984) fiihrten Versuche mit Vitamin-supplementiertem Futter bei
Regenbogenforellen durch und fanden heraus, dass die Verabreichung von Vitamin C und E

mit dem Futter die Immunantwort der Fische auf Y. ruckeri verstirkte.

Die Rotmaulseuche ist eine der ersten Fischkrankheiten, fiir die ein wirksamer kommerzieller
Impfstoff entwickelt wurde (BUSCH 1978, COSSARINI-DUNIER 1986), Die Impfung stellt
eine effektive Methode zur Einddmmung der Krankheit dar. Die durch die Krankheit
verursachten Verluste und die Verwendung von Antibiotika zur Behandlung konnen so
verringert werden (AMEND & ESHENOUR 1980). Wenn die Fische allerdings unter
schlechten Hygienebedingungen gehalten werden, kann die Krankheit auch bei geimpften

Tieren ausbrechen (AUSTIN & AUSTIN 1989).
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2.4 Virale hdAmorrhagische Septikdmie — VHS

2.4.1 Einleitung

Erstmals beschrieben wurde die VHS unter dem Namen ,Nierenschwellung*
(SCHAPERCLAUS 1938). SCHAPERCLAUS vermutete ein Virus als Krankheitsursache. Er
konnte den Erreger zwar nicht nachweisen, aber es gelang ihm 1941, die Krankheit mittels
zellfreier Suspensionen aus dem Gewebe erkrankter Fische auf gesunde Regenbogenforellen
zu Ubertragen (zitiert nach AMLACHER 1992).

Den Beweis dafur, dass es sich beim Erreger der VHS um ein Virus handelt, erbrachte
JENSEN (1965), der das Virus erstmals isolierte. ZWILLENBERG et al. (1965) stellten den
Erreger erstmals elektronenmikroskopisch dar.

Bevor die Atiologie des Erregers genau geklart wurde, war die Krankheit unter verschiedenen
Bezeichnungen bekannt — ,,Infektiose Nierenschwellung und Leberdegeneration der Forellen*
(SCHAPERCLAUS 1954), ,Bauchwassersucht der Forellen* (HEUSCHMANN 1952,
LIEBMANN 1956), ,,Forellenseuche (TACK 1957), ,Virusseuche“ bzw. ,Egtved-Krank-
heit* (RASMUSSEN 1965) — bis 1966 vom Office Internationale des Epizooties (OIE) der
Name VHS empfohlen wurde.

In der BRD ist die VHS seit dem 27.03.1995 anzeigepflichtig. Innerhalb der EU gelten
verschiedene Rechtsvorschriften zum Umgang mit der Krankheit:

e Richtlinie 91/67/EWG des Rates vom 28. Januar 1991 betreffend die
tierseuchenrechtlichen Vorschriften fiir die Vermarktung von Tieren und anderen
Erzeugnissen der Aquakultur, zuletzt gedndert durch RL 98/45/EG (ABI. Nr. L 189 v.
03.07.98 S. 12)

e Entscheidung 2001/183/EG der Kommission vom 22. Februar 2001 zur Festlegung
der Probenahmepldne und Diagnoseverfahren zur Erkennung und zum Nachweis
bestimmter Fischseuchen und zur Aufhebung der Entscheidung 92/532/EWG

e Richtlinie des Rates vom 24. Juni 1993 zur Festlegung von MindestmaBnahmen der
Gemeinschaft zur Bekampfung bestimmter Fischseuchen 93/53/EWG (EG ABI. Nr. L
175, 19.07.1993, S.23, zuletzt gedndert durch EK 2001/288/EG (EG ABI. Nr. L 99,
10.04.2001, S. 11)
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In Deutschland werden diese Richtlinien durch folgende Verordnungen und Gesetze

umgesetzt:

e Verordnung zum Schutz gegen SifRwasserfisch-Seuchen, Muschelkrankheiten und zur
Schaffung seuchenfreier Fischhaltungsbetriebe und Gebiete (Fischseuchen-
Verordnung) in der Fassung der Bekanntmachung vom 16. Mai 2001, BGBI | S. 937,
zuletzt ge&ndert durch Artikel 46 des Gesetzes vom 21.August 2002, BGBI. | S. 3322

e Tierseuchengesetz (TierSG) in der Fassung der Bekanntmachung vom 20. Dezember
1995 (BGBI. I S. 2038), geéndert durch Art. 2 § 24 G v. 22. Dezember 1997 (BGBI. |
S. 3224).

e Verordnung Uber das innergemeinschaftliche Verbringen sowie die Einfuhr und
Durchfuhr von Tieren und Waren (Binnenmarkt-Tierseuchenschutzverordnung -
BmTierSSchV) in der Fassung der Bekanntmachung vom 10. August 1999 (BGBI. |
S. 1820), zuletzt geandert durch Artikel 5, § 5 des Gesetzes zur Neuorganisation des
gesundheitlichen Verbraucherschutzes und der Lebensmittelsicherheit vom 6. August
2002 (BGBI I. S. 3082)

e Verordnung uUber anzeigepflichtige Tierseuchen in der Fassung vom 11. April 2001
(BGBI. | S. 547)

2.4.2 Verbreitung, Vorkommen und Wirtsspektrum

In Europa ist die VHS zusammen mit der IHN (Infektiose Hamatopoetische Nekrose) die
Viruserkrankung mit der grofiten Bedeutung fiir die Regenbogenforellenzucht. Das Virus
wurde in den meisten Landern Kontinentaleuropas einschlie3lich der Britischen Inseln isoliert
(WOLF 1988, ROSS et al. 1994). Besonders empféanglich sind Regenbogenforellen
(Oncorhynchus mykiss), aber auch in Bachforellen (Salmo trutta fario), Aschen (Thymallus
thymallus) und Hechten (Esox lucius) wurde das Virus nachgewiesen. Dies ist von besonderer
Bedeutung fir die Verbreitung der VHS, da eine Infektion bei diesen Arten nicht
zwangslaufig zum Krankheitsausbruch fuhrt und die inapparente persistierende Infektion von
Wildfischen eine besondere Gefahr fiir die Forellenwirtschaft darstellt (DE KINKELIN & LE
BERRE 1977, WIZIGMANN et al. 1980, MEIER & JJRGENSEN 1980, KONRAD &
ENZMANN 1987).
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Bis 1987 galt die VHS als eine kontinentale europdische Erkrankung der SuBwasserfische. Es
wurde zwar von 2 Fallen bei in Meerwasser gehélterten Regenbogenforellen berichtet
(CASTRIC & DE KINKELIN 1980, HORLYCK et al. 1984), bei diesen Ausbriichen handelte
es sich aber um Fische, die urspringlich aus VHS-betroffenen Gebieten im Inland stammten.
Diese anerkannte Epidemiologie &nderte sich, als bewiesen wurde (JORGENSEN &
OLESEN 1987), dass ein Rhabdovirus, welches acht Jahre zuvor aus Kabeljau (Gadus
morhua) aus dem baltischen Meer isoliert wurde (JENSEN et al. 1979), vom VHS-Virus nicht
zu unterscheiden war. Seither wurde das VHS-Virus in vielen Fischspezies aus den
pazifischen nordwestlichen Kustenregionen der USA und dem Nord-Atlantik nachgewiesen
(CASTRIC et al. 1992, ROSS et al. 1994, MEYERS & WINTON 1995, MORTENSEN et al.
1999). Die ersten amerikanischen VHS-Isolate wurden 1988 im westlichen Nordamerika aus
Konigslachsen (Oncorhynchus tshawytscha) und Silberlachsen (Oncorhynchus kisutch)
gewonnen (BRUNSON et al. 1989, WINTON et al. 1989). In den letzten Jahren wurde immer
wieder uber die Isolierung des Virus aus einer zunehmenden Anzahl von Meeresfischarten
(Tabelle 6) und geographischen Gebieten berichtet: Oregon und Kalifornien, USA
(HEDRICK et al. 2003a), Kanada (TRAXLER et al. 1999), Frankreich (THIERY et al. 2002),
Norwegen (BRUDERSETH & EVENSEN 2002), Nordsee, Nordost-Atlantik und Irische See
(SMALIL 2000, KING et al. 2001a), Japan (ISSHIKI et al. 2001). Dies flhrte zu der Annahme,
dass die VHS vornehmlich endemisch in Meeresfischen und anadromen Fischen vorkommt,
sich aber im SuBwasser unter gezlichteten Salmoniden etablieren konnte (WINTON &
EINER-JENSEN 2002).

Bis Anfang der 90er Jahre des letzten Jahrhunderts stiitzte sich die Einteilung der
europdischen VHS-Isolate nur auf serologische Untersuchungen. Es wurden 3 Serotypen
unterschieden:
- Serotyp 1, F1, Egtved I (JORGENSEN 1972) als der am weitesten verbreitete
Subtyp, der fur rund 90 % der Krankheitsausbriiche verantwortlich war
- Serotyp 2, He, Egtved Il (JORGENSEN 1972) mit Vorkommen vor allem in
Dénemark
- Serotyp 3, Isolat 23.75 (DE KINKELIN & LE BERRE 1977) mit Vorkommen vor

allem in Frankreich
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Tabelle 6: Beispiele fiir Meeresfischarten, aus denen das VHS-Virus in den letzten Jahren isoliert wurde

Kabeljau Gadus morhua SMAIL (2000),
(Atlantic cod) MORTENSEN et al. (1999)
Hering Clunea harenaus DIXON et al. (1997),
(Atlantic herring) P g MORTENSEN et al. (1999)
Schellfisch Melanogrammus
(Haddock) aeglefinus SMAIL (2000)
Stintdorsch Trisopterus esmarkii
(Norway pout) P
Seequa_lppe Rhinonemus cimbrius
(Rockling)

— — _ MORTENSEN et al. (1999)
Wittling, Weilling Merlangius
(Whiting) merlangus

Blauer Wittling
(Blue whiting)

Micromesistius
poutassou

Pazifischer Hering
(Pacific herring)

Clupea harengus
pallasi

MEYERS & WINTON (1995)

Kabeljau Gadus

(Pacific cod) macrocephalus MEYERS et al. (1992)
Konigslachs Oncoryhnchus

(Chinook salmon) tshawytscha BRUNSON et al. (1989),
Silberlachs Oncorhynchus HOPPER (1989)

(Coho salmon) kisutch

Sudamerikanische Sardine
(Pilchard)

Sardinops sagax

TRAXLER et al. (1999)

Schwertfisch Anoplopoma fimbria
(Blackcod) piop
Seehecht .
(Pacific hake) Merluccius productus

Pazifischer Pollack
(Walleye pollock)

Theragra
chalcogramma

MEYERS et al. (1999)

Japanischer Butt
(Japanese flounder)

Paralichthys
olivaceus

TAKANO et al. (2000)

Makrele
(Pacific mackerel)

Scomber japonicus

HEDRICK et al. (2003a)

Phylogenetische Untersuchungen der Nukleotidsequenz des G-Gens von VHS-Isolaten aus
SuR- und Salzwasserfischen in zwei voneinander unabhdngigen Studien fiihrten zu einer
Einteilung in die Genotypen I, 11 und 11l (BENMANSOUR et al. 1997, STONE et al. 1997).

Nach STONE gehéren amerikanische Isolate aus Meeresfischen zur Gruppe I, schottische

Isolate aus Meeresfischen zur Gruppe Il und die klassischen europdischen Isolate aus SuR-
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und Salzwasserfischen zur Gruppe I1l. BENMANSOUR widhlte die umgekehrte Reihenfolge,
indem er die europdischen Isolate zur Gruppe I, die der britischen Inseln zur Gruppe Il und
die amerikanischen zur Gruppe 111 zusammenfasste.

Es wird angenommen, dass die Differenzierung in die drei Genotypen schon sehr frih
stattfand, lange bevor mit der extensiven Fischwirtschaft begonnen wurde (BENMANSOUR
etal. 1997).

Obwonhl die VHS schon seit den 30er-Jahren des letzten Jahrhunderts beschrieben wird, wurde
der Genotyp Ill erstmals in den 60ern aus SufRwasserfisch und in den spaten 70ern aus
Meeresfisch isoliert. Die Genotypen | und Il wurden erst in den spéten 80er-Jahren gefunden,
weil sie fur Salmoniden nicht virulent sind (CASTRIC & DE KINKELIN 1980, DIXON et al.
1997, KOCAN et al. 1997). STONE et al. (1997) vermuten, dass alle marinen Fischspezies
potentielle VHS-Carrier sind, da das Virus haufig aus verschiedenen Atlantik- und Pazifik-
fischen isoliert wurde. Diese Aussage bekréftigt die Theorie, dass die Virale Himorrhagische
Septikamie ihren Ursprung im Meer haben kdnnte (SMAIL 1999).

2.4.3 Atiologie

Das VHS-Virus gehdrt zur Familie Rhabdoviridae (LENOIR & DE KINKELIN 1975), Genus
Novirhabdovirus (VAN REGENMORTEL et al. 2000). Es ist ein behilltes RNA-Virus mit
einer durchschnittlichen Lange von 180 nm und einem Durchmesser von rund 60 nm
(ZWILLENBERG et al. 1965). Das Virusgenom besteht aus einem nicht-segmentierten
einzelstrangigen RNA-Molekil in Negativstrang-Orientierung mit 11158 Nukleotiden. Das
Genom wurde vollstandig entschlisselt und enthélt den Code fir 5 Strukturproteine: das
Nucleoprotein N, das Phosphoprotein P, das Matrix-Protein M, das Glykoprotein G, die
Polymerase L. AulRerdem enthélt es den Code fiir ein zusétzliches Nicht-Virion-Protein NV.
Die Reihenfolge der codierten Proteine ist 3"-N-P-M-G-NV-L-5" (SCHUTZE et al. 1999).
Das Nicht-Virion-Protein NV kommt auch bei IHNV und dem Hirame Rhabdovirus beim
Japanischen Butt vor und flhrte zur Einordnung dieser 3 Viren zum neu geschaffenen Genus
Novirhabdovirus (VAN REGENMORTEL et al. 2000).
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2.4.4 Pathogenese

Die Infektion mit VHS ist temperaturabh&ngig. Wassertemperaturen von 9-12°C sind flr die
Virusvermehrung im Fisch am gunstigsten, bei Temperaturen tber 15°C wird das Wachstum
des Virus gehemmt und es treten in der Regel keine Krankheitsausbriiche mehr auf
(VESTERGARD JZRGENSEN 1982).

Bei 8-10 °C Wassertemperatur ist die Mortalitdt am hochsten, und es treten vor allem bei den
besonders empfanglichen Britlingen und Jungfischen Verluste bis zu 100 % auf
(LIVERSIDGE et al. 1985). Die Inkubationszeit betrdgt bei einer Temperatur von 8-10 °C
durchschnittlich 7 Tage (NEUKIRCH 1984).

Eintrittspforten und Orte der friihen Virusvermehrung sind die Kiemen (NEUKIRCH 1984,
1985), die Haut (YAMAMOTO et al. 1990) und die Flossen (QUILLET et al. 2001). Die
Zielorgane fiir VHS sind hdmatopoetisches Nieren- und Milzgewebe, in spéteren Stadien der
Erkrankung sind jedoch die meisten Organe und Gewebe befallen (DE KINKELIN et al.
1979, MEIER & PFISTER 1981, NEUKIRCH 1986). Die Endothelzellen der Niere als erstes
betroffenes inneres Organ sind schon 1-3 Tage nach Erregerexposition infiziert, und im
weiteren Verlauf breitet sich das Virus in das Interstitium aus und infiziert Leukozyten und
Makrophagen /Melanomakrophagen. Es wird angenommen, dass Makrophagen ebenfalls eine
wichtige Rolle fur die Virusvermehrung darstellen (BRUDERSETH et al. 2002). Auch in
chronisch infizierten, symptomfreien Regenbogenforellen konnten VHS-befallene
Makrophagen in der Milz gefunden werden (EVENSEN & OLESEN 1997), ohne dass
Anzeichen fir Zelldegeneration oder Nekrosen vorhanden waren.

Die Leber scheint kein priméres Zielorgan fiir das Virus zu sein, sie ist erst im spéateren
Verlauf der Infektion betroffen. Das Virus kann fur gewohnlich ab dem 5. Tag p.i. im
Lebergewebe nachgewiesen werden, wo es typische multifokale Nekrosen verursacht. Die
Endothelzellen, welche die Sinusoide auskleiden, werden allerdings interessanterweise nicht
befallen, vielleicht deswegen, weil diesen Zellen ein Rezeptor fiir das Virus fehlt
(BRUDERSETH et al. 2002).

Die Ubertragung der VHS erfolgt durch Kontakt mit infizierten Fischen oder durch
kontaminiertes Wasser, Geratschaften etc. bei einer Wassertemperatur von 1-12°C, hiochstens
aber 15°C (VESTERGARD JZRGENSEN 1973). Die orale Ubertragung durch Verfitterung
infizierter Fische ist moglich (AHNE 1980b), die vertikale ber das Ei dagegen ist extrem
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selten oder kommt gar nicht vor (VESTERGARD JJRGENSEN 1970). Auf der Ei-
Oberflache kann das Virus allerdings anhaften und so verbreitet werden. Die Passage durch
den Darmtrakt eines Vogels Ubersteht das VHS-Virus nicht, aber von piscivoren Vogeln
regurgitierte Fische konnen ebenfalls zur Virusausbreitung beitragen (PETERS &
NEUKIRCH 1986).

Fische, welche die Erkrankung uberleben, kénnen zu asymptomatischen Trégern werden. Sie
scheiden das Virus mit dem Urin (NEUKIRCH 1985) und weiblichen Geschlechtsprodukten,
nicht aber mit Fazes oder Samenflissigkeit aus (VESTERGARD JZRGENSEN 1970). Bei
inapparent infizierten Fischen gelingt der Virusnachweis am besten wahrend der Laichzeit
und bei niedrigen Wassertemperaturen (VESTERGARD JZRGENSEN 1982b).

2.4.5 Kilinik und Pathologie

Die Infektion fuhrt zu einer Virdmie mit nachfolgender Zerstérung innerer Organe,
Beeintrachtigung des osmotischen Gleichgewichts, Odemen und Hamorrhagien (WOLF
1988). Erkrankte Tiere sind sichtbar dunkler als gesunde, sie haben blasse Kiemen und meist
Exophthalmus (SMAIL 1999).

Nach GHITTINO (1965) ist der Verlauf der Krankheit in drei Phasen einteilbar:

In der ersten, akuten Phase kommt es zu den grofiten Verlusten. Die Fische sind apathisch
(,,Randsteher®), es treten Dunkelfarbung der Haut, Exophthalmus und H&amorrhagien in der
Haut auf. Die Hautblutungen sind vor allem an den Ansétzen der paarigen Flossen und als
periokuldre Blutungen zu sehen. Die Kiemen sind blass und zeigen oft ebenfalls Blutungen
(punkt- bis streifenformig).

Pathologisch-anatomisch sind punkt-, kommafdérmige und flachenhafte Blutungen in der
Muskulatur, im Fettgewebe, in den Organen und auf der Schwimmblase zu sehen.

Zum Teil sterben die Fische auch perakut, ohne dass Symptome vorhanden sind
(LIVERSIDGE et al. 1985).

In der zweiten, subakuten bis chronischen Phase sinken die Verluste. Dunkelfarbung und
Exophthalmus treten verstarkt auf, die Fische drehen sich zum Teil um die Langsachse
(,,Blitzen®). Durch die zunehmende Andmie sind die Kiemen grauweif3, Hdmorrhagien treten

nur noch selten auf.
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Pathologisch-anatomisch ist die allgemeine Anamie aufféallig. Vor allem die Leber ist meist
sehr blass und zum Teil mit Blutergissen Ubersat. In der Muskulatur und den anderen inneren

Organen sind jedoch nur noch selten Blutungen makroskopisch sichtbar.

Wéhrend der dritten Phase, der nervosen Endphase, gehen die genannten Symptome immer
weiter zuriick, die blitzartigen Schwimmbewegungen um die Ldngsachse kdnnen jedoch
zunehmen. Bei der Sektion wird gelegentlich eine aufféllig geschwollene und grau verfarbte
Niere gefunden (LIVERSIDGE et al. 1985).

Der Krankheitsverlauf ist nicht immer in diese drei Phasen einteilbar, es gibt auch flieRende
Ubergéange zwischen den einzelnen Stadien.

Fische, die die Krankheit Gberleben und keine Anzeichen einer Erkrankung zeigen, missen
als potentiell persistent infiziert betrachtet werden. Sie stellen ein signifikantes
Infektionsrisiko dar, obwohl eine Virusisolierung aus solchen Carrierfischen nur selten
erfolgreich ist (LIVERSIDGE et al. 1985).

2.4.6 Histopathologie

Die VHS ist eine endotheliotrope Virusinfektion, die eine hamorrhagische Diathese
verursacht. Die degenerativen Veranderungen treten vor allem in Leber, Niere, Milz und
Muskulatur auf und reichen von anfénglichen Kernpyknosen und Karyorrhexis bis zu
flachenhaften Nekrosen bevorzugt in hamatopoetischen Geweben (HOFFMANN et al. 1979,
AMLACHER et al. 1980).

In den Kiemen treten vermehrt vakuolisierte Epithelien (3.-14. Tag p.i.) und
Melanomakrophagen (4.-8. Tag p.i.) auf, aufgrund der hohen Regenerationsfahigkeit des
Gewebes jedoch keine tiefgreifenden nekrotischen Verénderungen (WIZIGMANN &
HOFFMANN 1982).

Im h&matopoetischen Gewebe der Kopfniere treten schon ab dem 2. Tag nach der Infektion
hydropische Schwellung und vakuolige Degeneration der Sinusendothelien auf, ab dem 6.
Tag Nekrobiosen der Endothelien grof3er Blutgefalle. Das Parenchym wird bis auf wenige
Bezirke reduziert. Erste Regenerationsvorgange im Gewebe werden ab dem 16. Tag p.i. als
Areale mit dicht gedrdngten Hamozytoblasten sichtbar, und es findet eine diffuse Vermehrung
von pigmenthaltigen Makrophagen statt (HOFFMANN et al. 1979).
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Im sekretorischen Teil der Niere werden nur teilweise Degenerationen des Tubulusepithels
(ab dem 7. Tag p.i.) gefunden (HOFFMANN et al. 1979).

Auch in der Milz sind von den degenerativen Veranderungen zunéchst die Sinusendothelien
und die GefaBwande vor allem der Arteriolen betroffen. Infolge der aufgelockerten
GefaBwandstruktur treten perivaskulare Odeme auf. Ab dem 9. Tag p.i. breiten sich die
Nekrosen auf die periarteriolaren Retikulumzellen aus, bis schlieBlich ab dem 13. Tag p.i. die
weille Milzpulpa bis auf ein retikuléres Geféaligerust reduziert ist. Die Lymphozytenzahl ist
stark reduziert, die verbleibenden Zwischenrdume sind mit Erythrozyten gefullt, und ab Tag
16 p.i. treten vermehrt Pigmentmakrophagen auf (HOFFMANN et al. 1979, WIZIGMANN &
HOFFMANN 1982).

In der Leber treten zunéchst einzelne Pigmentmakrophagen um die Gallengédnge herum auf.
Ab dem 5. Tag kommt es zu diffus im Parenchym verstreuten fokalen Nekrosen der
Hepatozyten. Ab Tag 13 treten periarteriolare Odeme auf, die sich teilweise auch nach drei
Monaten noch nachweisen lassen (HOFFMANN et al. 1979).

Im Herzen kommt es ab dem 4. Tag p.i. zur vakuoligen Degeneration der Endokardzellen
(WIZIGMANN und HOFFMANN 1982). Zwischen 7. und 77. Tag p.i. werden teilweise
nichteitrige Myokarditiden beobachtet, die herdférmig oder diffus auftreten und zum Teil mit
Pigmentmakrophagen durchsetzt sind (HOFFMANN et al. 1979).

Bei den Untersuchungen von HOFFMANN et al (1979) wurden bei experimentell infizierten
Regenbogenforellen nur vereinzelt Gliaproliferate im Gehirn gefunden, im Darm wurden
keine Verénderungen beobachtet.

Bei symptomlosen Carrierfischen treten auch histopathologisch keine bemerkenswerten
Veranderungen auf (zitiert nach MC ALLISTER 1993).

2.4.7 Diagnose

Die VHS st in der BRD seit dem 27.03.1995 anzeigepflichtig. In der Entscheidung
2001/183/EG (Kommission der Européischen Gemeinschaften 2001) sind die gesetzlich
vorgeschriebenen Methoden zum Virushachweis aufgefihrt:

NT  Neutralisationstest (JORGENSEN 1969 u. 1972)

IFAT Immunfluoreszenz-Antikdrpertest JORGENSEN 1972, ENZMANN 1981)
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ELISA Enzyme linked immunosorbent assay (OLESEN & JORGENSEN 1991)

Als Probenmaterial sind Milz, Vorderniere und Herz oder Gehirn vorgeschrieben, das Virus
kann jedoch auch in anderen inneren Organen, weiblichen Geschlechtsprodukten und im Urin
nachgewiesen werden.

In den letzten Jahren wurden auflerdem verschiedene Reverse Transkriptase-PCRs zum
Nachweis der VHS-RNA entwickelt (BRUCHHOF et al.1995, EINER-JENSEN et al. 1995,
MILLER et al. 1998, STROMMEN & STONE 1998, GUILLOU et al. 1999, WILLIAMS et
al. 1999), die aufgrund ihrer hohen Sensitivitdt zum Teil auch die Identifizierung
symptomfreier Carrierfische ermdglichen.

Differentialdiagnostisch kommen andere Hamorrhagien verursachende Krankheiten wie
IHNV und Rotmaulseuche in Frage, die aber mit den oben aufgefuhrten Diagnosemethoden

ausgeschlossen werden kénnen.

2.4.8 Therapie, Prophylaxe

Bisher ist keine effektive Behandlungsmethode fir VHS bekannt. Daher besteht der beste
Schutz vor Krankheitsausbrichen in der Prophylaxe. Es muss versucht werden, den Kontakt
zwischen Virus und Fisch zu vermeiden. Hierzu ist die Kontrolle des in den Fischbestand
einflieBenden Wasser unerlasslich. Der Einsatz von UV-C-Strahlung, evtl. in Kombination
mit anderen Desinfektionsmitteln, ist weit verbreitet und zur Inaktivierung von VHS-Viren
geeignet (JYE & RIMSTAD 2001).

Es wurden verschiedene Impfstoffe zum Schutz vor VHS entwickelt. Unter experimentellen
Bedingungen waren sowohl die Injektion von inaktiviertem VHSV und die Immunisierung
Uber das Wasser mit attenuiertem Lebendvirus (DE KINKELIN 1988) als auch die
Verwendung von DNA-Vakzinen (BOUDINOT et al. 1998, LORENZEN et al. 1999,
FERNANDEZ-ALONSO et al. 2001) erfolgreich und wirksam. In der BRD qgilt ein generelles
Impfverbot sowohl fiir VHS als auch fir IHN und ISA (Fischseuchen-Verordnung, Fassung
16.5.2001).
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Material

3.1.1 Versuchstiere und Haltung

Fiir alle Versuche wurden spezifisch-pathogenfreie (SPF) Regenbogenforellen verwendet, ein
amerikanischer und ein deutscher Stamm.

Aus datenschutzrechtlichen Griinden wurden die Teichzuchten, aus denen die verwendeten
Regenbogenforellenstimme bezogen wurden, anonymisiert. Der deutsche Stamm wird im
Folgenden als Stamm (H) bezeichnet, der amerikanische als Stamm (T).

Die Fische beider Stamme kamen als Eier im Punktstadium ans Institut. Sie schliipften im
institutseigenen SPF-Raum und wurden dort bis zum Versuchsbeginn in Rinnen bzw.
Glasaquarien gehaltert.

Wiéhrend der Versuche wurden die Fische im Labor in 60 1 Glasaquarien mit einem
Wasserdurchlauf von 1-1,5 1 pro Minute und einer Wassertemperatur, die abhingig vom
Versuch 9-13°C betrug, gehiltert. Das verwendete Wasser durchlief eine Entchlorungsanlage
und hatte eine Hérte von 16,4°dH.

Die Aquarien und die Rinnen wurden mittels Kieselgurausstromer permanent beliiftet.

Die Fische wurden einmal tdglich mit handelsiiblichem Forellenfutter in einer Menge von ca.

1% des Korpergewichts gefiittert.

3.1.2 Tierversuchsantrag
Die durchgefiihrten Versuche dieses Dissertationsvorhabens wurden von der Regierung von

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

3.1.3.1 Tetracapsuloides bryosalmonae

Aufgrund des komplexen Entwicklungszyklus von Tetracapsuloides bryosalmonae ist eine
Infektion unter Laborbedingungen bisher noch nicht gelungen. Die Erregerexposition erfolgte
deshalb in einem Teich, in dem seit Jahren Fische an PKD erkranken, was einen

ausreichenden Kontakt der Versuchsfische mit dem Parasiten erwarten lief3.

3.1.3.2 Yersinia ruckeri

Bei dem verwendeten Bakterienstamm handelte es sich um ein Feldisolat aus Bayern
(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt vom Tiergesundheitsdienst Bayern e.V.).

Die Virulenz des Y. ruckeri-Isolates wurde zunédchst durch Anzucht auf einem Selektiv-
medium (FURONES 1993) nachgewiesen.

Bei diesem Selektivndhrboden handelt es sich um einen mit Coomassie-Brillantblau
(100pg/ml) und Sodium-Dodecyl-Sulfat, SDS (1%) angereicherten TSA-(=CASO-)Agar
(VWR international GmbH). Er ermdglicht die Unterscheidung zwischen virulenten und nicht
virulenten Stammen von Y. ruckeri durch den Nachweis eines virulenzgebundenen ,,Heat-
Sensitive-Factor (HSF). Diejenigen Y. ruckeri-Stamme, die diesen HSF-Faktor besitzen
(HSF"), sind virulent, ihr Wachstum auf dem Selektivagar unterscheidet sich von dem

avirulenter Stimme (HSF") wie folgt:

HSF'-Stimme wachsen unter Aufnahme von Farbstoff aus dem Néhrboden. Sie bilden blaue
Kolonien mit hellem Zentrum, der Agar wird durch die wachsenden Bakterien in
zunehmendem Mal3e entférbt (siche Abbildung 3 a,c).

HSF'-Stimme bilden auf diesem Medium kleine, transparente Kolonien, es tritt keine

Farbanderung des Agars auf (siche Abbildung 3 b,d).

Nach 48 h Bebriitung bei 21°C bildeten sich typische dunkelblaue Kolonien mit cremig-
weillem Zentrum, was das Vorhandensein des HSF-Faktors und somit die Virulenz des

verwendeten Y. ruckeri-Stammes bestitigte.
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a) Y. ruckeri, HSF *

¢) Einzelkolonien HSF * d) Einzelkolonien HSF ~

Abbildung 3 Unterschiedliches Wachstum verschiedener Y. ruckeri-Stamme auf Selektivndhrboden
(FURONES 1993). a) und c¢): HSF-positiver, virulenter Y. ruckeri-Stamm; b) und d): HSF-negativer, avirulenter
Y. ruckeri-Stamm

3.1.3.3 VHS-Virus

Fir den Infektionsversuch wurde der VHS-Stamm Fi 13, Serotyp I nach Olesen
(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von der Bundesforschungsanstalt fiir
Viruskrankheiten der Tiere (BFAV), Insel Riems) verwendet. Das Virus wurde nach Erhalt
auf RTG2-Zellen angeziichtet (s. unten), und zur Bestitigung wurden Immunfluoreszenz und

PCR durchgefiihrt.

3.1.3 Zellen fur Zellkultur

Fiir die Anzucht des VHS-Virus und die Auswertung des Versuchs mittels Zellkultur wurden
RTG2 (Rainbow Trout Gonad)-Zellen ATCC-Nr. CCL-55 (Salmo gairdneri) (Zellbank des
Nationalen Referenzlabors in der Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der Tiere
(BFAV), Insel Riems) verwendet. Die Anzucht der Zellen erfolgte bei 20 °C in MEM-
EARLE’s Medium, angereichert mit 10% fetalem Kilberserum, 1% Nicht-essentiellen
Aminosduren, 1% Antibiotikazusatz (Penicillin-Streptomycin) und 1% Hepes-Buffer (1M)
(alles Biochrom AG).
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3.2 Methoden

3.2.1 Versuche

3.2.1.1 PKD

Der Versuch wurde im Sommer in einem Fischzuchtbetrieb in Nord-Baden-Wiirttemberg
durchgefiihrt, in dem die PKD endemisch vorkommt und seit mehreren Jahren gro3e Verluste
verursacht.

Die verwendeten Fische waren bei Versuchsbeginn 6 Monate alt und im Durchschnitt 12 cm
groB3 und 20 g schwer. Jeweils 35 Fische der beiden zu untersuchenden Stimme wurden in
diesen Bestand verbracht. Dort wurden die beiden Gruppen in jeweils einem schwimmenden
Netzgehege (100 x 50 x 50 cm, Maschenweite 3 mm) in den Teich eingesetzt. Das
Maschengewebe ermoglichte den ungehinderten DurchfluB des Teichwassers und damit
ausreichenden Kontakt mit den infektiosen Sporen. Die Dauer der Exposition betrug 7 Tage.
AnschlieBend wurden die Fische ins Labor zurlickgebracht und dort fiir die restliche
Versuchsdauer bei einer Wassertemperatur von 13°C in Glasaquarien mit Durchlauf gehaltert.
EinschlieBlich der Expositionsdauer betrug die Gesamtdauer des Versuches 120 Tage.
Wihrend dieser Zeit wurden die Fische tdglich auf duBerliche Krankheitszeichen — wie
Dunkelverfarbung, aufgetriebenes Abdomen und Exophthalmus — untersucht.

4, 6 und 8 Wochen nach Expositionsbeginn und danach weiterhin wochentlich wurden je 2
Fische jeder Gruppe getdtet und seziert. Symptome wurden schriftlich festgehalten und es
wurden Proben von Leber, Niere und Milz fiir PCR und Histologie entnommen. Mit den bei

Versuchsende noch vorhandenen Fischen wurde ebenso verfahren.

3.2.1.2 Rotmaulseuche

Fiir den Versuch wurden fiir jede der 3 Bakteriendosen 20 Regenbogenforellen beider
Stimme verwendet, die bei Versuchsbeginn 6 Monate alt und durchschnittlich 9,5 cm grof3

und 11g schwer waren. Die Kontrollgruppe bestand aus jeweils 5 Tieren beider

Forellenstimme.
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3.2.1.2.1 Erregeranzucht und Herstellung der Injektionslosung

Die Bakterien wurden auf Standard-I-Agar (Merck) bei einer Temperatur von 21 °C fiir 48 h
bebriitet und anschlieBend mit steriler physiologischer Kochsalzlosung von den Platten
abgewaschen.

Die optische Dichte der Bakteriensuspension wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von
560 nm bestimmt. Die Bakterienzahl wurde dann mit Hilfe einer speziell fiir Yersinia ruckeri
angefertigten Messwerttabelle (ANDERSON 1988) bestimmt. Aus dieser Suspension wurden
durch Verdiinnen mit steriler physiologischer Kochsalzlosung Bakteriensuspensionen mit
Keimdichten von 2x107 P50 25108 Posis2) yng 2x10° P55 koloniebildende Einheiten/ml
(kbE/ml) hergestellt.

Um die Injektionslosung fiir die Fische der Kontrollgruppe herzustellen, wurden unbeimpfte

Standard-I-Nérhboden mit steriler physiologischer Kochsalzldsung abgespiilt.

3.2.1.2.2 Erregerexposition

Die Erregerexposition erfolgte iiber intraperitoneale Injektion einer Bakteriensuspension. Die
Fische erhielten in den letzten 24 h vor Versuchsbeginn kein Futter mehr. Beide Stimme
wurden in jeweils 4 Versuchsgruppen (Dosis 1-3 und eine Kontrollgruppe) aufgeteilt.
Nachdem die Tiere im Wasserbad mit 0,007% MS 222 (Tricain-Methan-Sulfat,
Thomson&Joseph Ltd.) betdubt worden waren, wurde ihnen 0,05 ml der beschriebenen
Bakteriensuspensionen (siche oben) intraperitoneal injiziert. Dieses Volumen entspricht einer
Infektionsdosis von:

Dosis 1: 10° Keimen

Dosis 2: 10° Keimen

Dosis 3: 10* Keimen

Den Fischen der Kontrollgruppe wurde 0,05 ml physiologische Kochsalzlésung (zuvor auf
unbeimpften Standard-I-Ndhrbdden geschwenkt) injiziert.

Die Fische wurden fiir die gesamte Versuchsdauer von 21 Tagen in 60-1 Glasaquarien mit
Wasserdurchlauf und Beliiftung gehiltert.

In diesem Zeitraum wurden die Fische tdglich auf &uBerliche Krankheitszeichen — wie
Dunkelverfarbung, Exophthalmus und Blutungen in der Haut und im Auge — untersucht.
Fische mit ausgepriagten Krankheitssymptomen wurden getotet und ebenso wie die akut

gestorbenen Fische seziert. Symptome wurden schriftlich festgehalten und es wurden Proben
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von Leber, Niere, Milz und Herz fiir Bakterienkultur, PCR und Histologie entnommen. Mit

den bei Versuchsende noch vorhandenen Fischen wurde ebenso verfahren.

3.2.1.3 VHS

Fiir den Versuch wurden jeweils 30 Regenbogenforellen beider Staimme verwendet, die bei

Versuchsbeginn 5 Monate alt und durchschnittlich 9 cm grof8 und 10 g schwer waren. Die

Kontrollgruppe bestand aus jeweils 10 Tieren beider Forellenstimme.

3.2.1.3.1 Virusvermehrung und Herstellung des Infektionsbades

Das Virus wurde in Zellkulturflaschen (VWR International GmbH, Darmstadt) mit RTG2-

Zellen vermehrt. Als Anzuchtmedium diente MEM-EARLE’s Medium, angereichert mit
Nicht-essentiellen Aminoséuren, Antibiotikazusatz, Hepes-Buffer (je 1%) und fetalem
Kaélberserum (3%).

Die verwendeten Zellen waren zum Zeitpunkt der Beimpfung ca. 48 h alt und noch nicht
vollstindig zusammengewachsen. Nach 5 Tagen Inkubation bei einer Temperatur von 15 °C
war ein deutlicher zytopathischer Effekt (CPE) zu erkennen.

Die Zellkulturflaschen wurden eingefroren und wieder aufgetaut, um die Zellen zu zerstoren,
die Virussuspension bei 3000 g fiir 20 min zentrifugiert und der zellfreie Uberstand fiir die
Ermittlung der Viruskonzentration durch Titration verwendet. Hierzu wurden eine
Verdiinnungsreihe der Fliissigkeit angelegt und im 8-fach Ansatz auf 24 h zuvor mit RTG2-
Zellen beimpfte 96-Loch-Platten aufgebracht.

Nach fiinf Tagen wurde abgelesen, bis zu welcher Verdiinnungsstufe ein CPE aufgetreten
war. Die Viruskonzentration wurde dann mit Hilfe der Methode nach Spearman und Kaerber

(SPAERMAN 1908, KAERBER 1931) berechnet.

3.2.1.3.2 Erregerexposition

Die Fische erhielten in den letzten 24 h vor Versuchsbeginn kein Futter mehr.

Die Erregerexposition erfolgte iiber ein Wasserbad. Jeweils 30 Fische beider Staimme wurden
bei einer Wassertemperatur von 13°C fir 1 h in ein 10 1 Wasserbad mit einer
Erregerkonzentration von 10* kulturinfektidsen Dosen/ml (KIDso/ml) Wasser gesetzt. Die

Kontrollgruppen wurden in 10 1-Wasserbidder ohne Zusatz von Virusmaterial gesetzt. Die
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Becken wurden wihrend der gesamten Expositionszeit mit Kieselgurausstromern beliiftet.
Danach wurden die Fische fiir die restliche Versuchsdauer von 21 Tagen in 60-1 Glasaquarien
mit Wasserdurchlauf und Beliiftung bei einer Wassertemperatur von 12 °C gehiltert.

In diesem Zeitraum wurden die Fische tédglich auf duBlerliche Krankheitszeichen — wie

Dunkelverfarbung, Exophthalmus und petechiale Blutungen in der Haut — untersucht.

Fische mit ausgepriagten Krankheitssymptomen wurden getotet und ebenso wie die akut
gestorbenen Fische seziert. Symptome wurden schriftlich festgehalten und es wurden Proben
von Leber, Niere, Milz Herz und Gehirn fiir Zellkultur, PCR und Histologie entnommen. Mit

den bei Versuchsende noch vorhandenen Fischen wurde ebenso verfahren.

3.2.2 Untersuchungsmethoden

3.2.2.1 Klinische Untersuchung

Die Fische wurden wiahrend der Versuche tiglich auf das Auftreten von visuell ohne

Manipulation sichtbaren Krankeitserscheinungen untersucht.

3.2.2.2 Totung der Fische

Die zu untersuchenden Fische wurden im Totungsbad mit MS222 (Tricain-Methan-Sulfat,
Thomson&Joseph Ltd., T&J House, 119 Plumstead Road, Norwich) in einer Dosierung von
0,1 g/l Wasser getotet.

3.2.2.3 Sektion

Die getdteten/gestorbenen Tiere wurden auf einer Digitalwaage (Sartorius GmbH, Gottingen)
gewogen und mit dem Lineal gemessen (Gewicht in g, Gesamtkorperldnge in cm). Es wurden

Haut- und Kiemenabstriche angefertigt, makroskopisch sichtbare Verdnderungen an der
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Korperoberfliche und in der Leibeshohle festgehalten und Organe fiir weitere

Untersuchungen entnommen:

PKD: Leber, Niere, Milz
Rotmaulseuche: Leber, Niere, Milz, Herz, Gehirn, Kiemen, Magen, Darm
VHS: Leber, Niere, Milz, Herz, Gehirn, Kiemen, Darm

3.2.2.4 Histologische Untersuchung

3.2.2.4.1 Anfertigen der Schnitte

Die entnommenen Organproben wurden fiir mindestens 24 Stunden in 5%-igem gepufferten
Formalin fixiert, danach in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert und in Paraffin
(Paraplast®) eingebettet. Die Paraffinblocke wurden mit einem Rotationsmikrotom (Firma
Reichert-Jung, Gerdtetyp 1140) in einer Dicke von 4 um geschnitten. Die Schnitte wurden
getrocknet, mit Himatoxilin-Eosin (HE) gefarbt und abschlieBend mit Eukitt® (Kindler
GmbH) eingedeckelt.

32242 Auswertung
Die Auswertung der Schnitte erfolgte unter dem Lichtmikroskop (Fa. Zeiss) in 600- bis 1500-

facher Vergroferung.

PKD: Es wurden bei jeder Probe jeweils von Niere, Milz und Leber 15 Gesichtsfelder in 600-
facher VergroBerung ausgewertet. Dies entspricht einer Gesamtfliche von 11 mm? Die
Parasitenstadien auf dieser Flache wurden gezéhlt und die durchschnittliche Parasitenanzahl

zum Entnahmezeitpunkt wurde ermittelt.

3.2.2.5 Bakteriologische Untersuchung
Von den steril entnommenen Organen (Leber, Niere, Milz) wurden mit Einmal-Impfosen

(VWR International GmbH, Darmstadt) Ausstriche auf Standard-I-N&hrbéden und auf
CASO-Agar angefertigt. Die Beurteilung erfolgte nach 48 h Bebriitung bei 22°C.
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3.2.2.6 PCR

Die Extraktion der Parasiten- und Bakterien-DNA erfolgte mit dem QIAamp® DNA Mini Kit
(QIAGEN, Hilden), die Extraktion der Virus-RNA mit dem QIAamp® Viral RNA MiniKit
(QIAGEN, Hilden) nach dem jeweiligen beiliegenden Arbeitsprotokoll.

3.2.2.6.1 PKD
Die PCR wurde nach KENT et al. (1998) aus Nierengewebe durchgefiihrt. Die verwendeten
Primer (MWG-Biotech AG, Oligo Production, Ebersberg) sollten ein Amplifikat der Lange
von 435 bp ergeben:
PKX5f (CCT ATT CAA TTG AGT AGG AGA)
PKX6r (GGA CCT TAC TCG TTT CCG ACC)
Das Reaktionsgemisch setzte sich zusammen aus:

- 1.1x Reddy Mix ™ PCR Master Mix (ABgene, Hamburg) 25 pl

- Primer PKX5f und PKX6r je 20 pmol

- Proben-DNA 1l

Das Gemisch wurde mit sterilem Aqua dest. auf ein Volumen von 40 pl aufgefiillt.

Der Thermocycler (Mastercycler gradient, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) wurde wie folgt

programmiert:

- initiale Denaturierung: 94°C fiir 3 min

- 35 Reaktionszyklen mit jeweils

Denaturierung: 94°C fiir 1 min
Annealing: 55°C fiir 1 min
Elongation: 72°C fiir 1 min
- finale Extension: 72°C fiir 5 min

Die Amplifikate wurden mittels Gelelektrophorese auf Integritéit kontrolliert.
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3.2.2.6.2 Rotmaulseuche
Die PCR wurde nach COQUET et al. (2002) aus Milz-, Nieren- und Lebergewebe
durchgefiihrt. Die verwendeten Oligonukleotid-Primer (MWG-Biotech AG Oligo Production,

Ebersberg) sollten ein Amplifikat der Lange von 550 bp ergeben:
YERL1 (5'-ACG AAT CAG GCT GTT ACC G-3")
YER2 (5'-TGC CTG TGC CAA TGT TGG C-3")

Das Reaktionsgemisch setzte sich zusammen aus:
- 1.1x Reddy Mix"™ PCR Master Mix (ABgene, Hamburg) 25 pl
- Primer YERI und YER2 je 20 pmol
- Proben-DNA 1 ul

Das Gemisch wurde mit sterilem Aqua dest. auf ein Volumen von 40 pl aufgefiillt.

Der Thermocycler (Mastercycler gradient, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) wurde wie folgt

programmiert:

- initiale Denaturierung: 94°C fiir 5 min

- 30 Reaktionszyklen mit jeweils

Denaturierung: 94°C fiir 45 sec
Annealing: 60°C fiir 1 min
Elongation: 72°C fir 1 min
- finale Extension: 72°C fiir 5 min

Die Amplifikate wurden mittels Gelelektrophorese auf Integritét kontrolliert.

3.2.2.6.3 VHS
Die RT-PCR (Reverse Transkriptase-PCR) wurde nach MILLER et al. (1998) durchgefiihrt.
Als Probenmaterial diente der durch Einfrieren, Auftauen und Zentrifugieren gewonnene
zellfreie Uberstand der beimpften Zellkulturrdhrchen (siehe 3.2.2.7 Zellkultur).
Die verwendeten Primer (MWG-Biotech AG, Oligo Production, Ebersberg) sollten Produkte
von 1524 bp (RAINBOW TROUT-PCR) bzw. bei 440 bp (nested PCR) ergeben.
Die bei den einzelnen Amplifikationsschritten gebildeten Produkte wurden gelelektro-

phoretisch auf Integritét untersucht.
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RT-PCR:
VG1 (5-ATG GAA TGG AAC ACT TTT TTC-3") und
VGR (5'-TCA GAC CGT CTG ACT TCT GGA-3") verwendet,

semi-nested PCR:
VD5 (5'-TCC CGC TAT CAG TCA CCA G-3") und

VD3 (5’-TGT GAT CAT GGG TCC TGG TG-3") verwendet

Das Reaktionsgemisch setzte sich zusammen aus:

RT-PCR:
- 1.1x Reddy Mix"™ PCR Master Mix (ABgene, Hamburg)  25ul
- Primer VG1 u. VGR je 20 pmol
- Reverse Transcriptsae Blend (ABgene, Hamburg) 50U (1 ul)
- Proben-RNA 1 pul

Das Gemisch wurde mit sterilem destilliertem Wasser auf ein Volumen von 30 pul aufgefiillt.

nested PCR:
- Reddy Mix™ PCR Master Mix (ABgene, Hamburg) 45 ul
- Primer VD5 u. VD3 je 20 pmol
- Produkt von RT-PCR 3ul

Der Thermocycler (Mastercycler gradient, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) wurde wie folgt

programmiert:

RT-PCR:

reverse Transkription: 42°C fiir 1 h

initiale Denaturierung: 95°C fiir 1 min

40 Reaktionszyklen mit jeweils

Denaturierung: 95°C fiir 30 sec
Annealing: 52°C fiir 40 sec
Elongation: 72°C fiir 40 sec
- finale Extension: 72°C fiir 5 min
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nested PCR:
- initiale Denaturierung: 95°C fiir 1 min

- 25 Reaktionszyklen mit jeweils

Denaturierung: 93°C fiir 30 sec

Annealing: 52°C fiir 40 sec

Elongation: 72°C fiir 40 sec

- finale Extension: 72°C fiir 5 min
3.2.2.7 Zellkultur

Die verwendeten RTG2-Zellkulturen (Rainbow Trout Gonad Cells; permanente Zell-Linie aus
den Gonaden von Regenbogenforellen) waren zum Zeitpunkt der Beimpfung ca. 48 h alt und
noch nicht vollstindig zusammengewachsen.

Die entnommenen Organe (Leber, Niere, Milz und Gehirn) wurden im Morser mit sterilem
Seesand homogenisiert und mit steriler PBS im Verhiltnis 1:10 verdiinnt. Diese Suspension
wurde zentrifugiert und der Uberstand als logl0-Verdiinnungsstufe fiir die Beimpfung von
Zellkulturrohrchen (VWR International GmbH, Darmstadt) verwendet. Aus der Suspension
wurde aullerdem eine log2-Verdiinnungsstufe hergestellt. Mit beiden Verdiinnungen wurden
jeweils 2 Rohrchen mit RTG2- Zellen beimpft (je 0,2 ml).

Die Rohrchen wurden bei 15°C inkubiert und téglich auf das Auftreten eines CPE
(Cytopathischer Effekt) kontrolliert.

Wenn kein CPE auftrat, wurde von den Proben eine 2. Passage wiederum in je 2 Rohrchen
durchgefiihrt. Wenn durch die Toxizitdt des Impfmaterials bereits nach 1-2 Tagen ein starker

CPE auftrat, wurde die Beimpfung mit héheren Verdiinnungsstufen wiederholt.

3.2.2.8 Immunofluoreszenz

Die infizierten Zellen der Zellkulturrohrchen wurden durch Schiitteln mit dem Vortex-Mixer
(VWR International GmbH, Darmstadt) oder durch Abkratzen mit einem Spatel abgelost und
durch Zentrifugieren pelletiert. Mit einer Pipette wurden sie auf Objekttrager verbracht
(beides VWR International GmbH, Darmstadt), 30 min bei 37 °C getrocknet, dann 15 min in
Aceton fixiert und nochmals getrocknet (15 min). AnschlieBend wurden die Objekttrager mit
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VHS-spezifischen monoklonalen Maus-Antikorpern (BFAV, Insel Riems) iiberschichtet, 1 h
bei 37 °C inkubiert, mit PBS gewaschen (3x 5 min), luftgetrocknet und danach mit
Fluoreszein-markiertem Ziegen-Anti-Maus-Konjugat (BFAV, Insel Riems) fiir 1 h bei 37 °C
inkubiert. Zuletzt wurden die Objekttriger erneut mit PBS gewaschen (3x5 min), mit
50%igem Glycerin-Phosphatpuffer eingedeckelt und bis zur Auswertung bei 4°C gelagert.

Unter dem Fluoreszenzmikroskop war bei positiven Préparaten an Orten der

Virusvermehrung eine leuchtend-griine Farbung zu sehen.

3.2.29 Statistik

Fir die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse wurde der y>-Test verwendet
(explorativ). Mit diesem Test wurden diejenigen Werte untersucht, die sich bei den beiden
Stimmen um mehr als 15 % unterschieden, um festzustellen, ob zwischen den Ergebnissen

von Stamm H und Stamm T signifikante Unterschiede existieren.
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4  ERGEBNISSE

41 PKD

Wéhrend der Dauer des Versuchs verstarb kein Fisch an den Folgen der Infektion mit
Tetracapsuloides bryosalmonae. Es wurden nach 4, 6 und 8 Wochen und danach weiterhin
wdchentlich je 2 Fische beider Stimme entnommen und untersucht.

Die insgesamt bei der Sektion gefundenen Symptome und Veranderungen sind in Tabelle 7
zusammengefasst, das Auftreten der Symptome im zeitlichen Verlauf wird aus Tabelle 8 und
9 ersichtlich.

Symptome  wie aufgetriebenes  Abdomen, geringgradiger  Exophthalmus  und
Nierenschwellung waren bei beiden Stammen hauptsachlich in den ersten 12 Wochen p.e. zu
beobachten (siehe Abbildung 4, 5). Von den 35 untersuchten Fischen hatten bei Stamm H 15
Tiere (42%) eine gering- bis mittelgradig geschwollene Niere, 11 davon innerhalb der ersten
12 Wochen p.e.. Bei 14/35 Fischen von Stamm H fiel bei der Sektion eine gering- bis
mittelgradige Milzschwellung auf (siehe Abbildung 5). Eine geringgradige Auftreibung des
Abdomens wurde nur innerhalb der ersten 13 Wochen p.e. beobachtet, ebenso der
geringgradige Exophthalmus. Bei Stamm T war bei 16 von 35 Fischen (45,7%) eine
Nierenschwellung zu sehen, 10 davon innerhalb der ersten 12 Wochen p.e.. Eine gering- bis
mittelgradige Milzschwellung wurde bei 16/35 Fischen beobachtet. Geringgradiger
Exophthalmus (3/35) und geringgradig aufgetriebenes Abdomen (9/35) traten (bis auf eine
Ausnahme) innerhalb der ersten 12 Wochen p.e. auf.

Tabelle 7 PKD: Ubersicht tiber Symptome und Sektionsbefunde bei den mit Tetracapsuloides
bryosalmonae infizierten Fischen

Symptome Stamm H Stamm T
Niere geschwollen 15/35 (429 %) | 16/35 (45,7 %)
Milz geschwollen 14/35 (40%) | 11/35 (31,4 %)
Leber blass 11/35 (31,4 %) 7/35 (20 %)
Kiemen blass 10/35 (28,6 %) 8/35 (22,9 %)
Dunkelverfarbung der Haut 8/35 (22,9%) | 10/35 (28,6 %)
Abdomen ggr. aufgetrieben 7/35 (20 %) 9/35 (25,7 %)
ggr. Exophthalmus 3/35 (8,6 %) 3/35 (8,6 %)

Anzahl der Fische mit dem jeweiligen Symptom / Anzahl der infizierten Fische ( ) Prozentsatz
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Abbildun%4_ Dunkelverfarbung der Haut und geringgradig aufgetriebenes
Abdomen bei einem frisch getoteten, mit PKD infizierten Fisch (Stamm T) 9

Wochen p.e.

Abbildung 4.1.1 Situs eines frisch getdteten, mit PKD infizierten Fisches
(Stamm H) 13 Wochen p.e. Zu sehen sind geringgradiger Exophthalmus (E),
Milzschwellung (Mi) und geringgradige Nierenschwellung (N)
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Tabelle 8 PKD: Zusammenstellung der Symptome, die bei den Fischen von Stamm H zum Zeitpunkt der

Probenentnahme gefunden wurden.

Stamm | Proben- Nieren- | Milz- Abdomen | Leber | Kiemen | Dunkel- | Exoph-
H entnahme | schwel- | schwel- | aufge- blass blass verfar- thalmus
Probe | (Wochen lung lung trieben bung
Nr. p.e)
1 + - + - - - —
2 4 + - + — - — -
3 + + - - - - +
6
4 ++ + + - - - +
5 - - - + + - -
8
6 + + - + + + -
7 + + - - - + -
9
8 + + + + + - -
9 + + - - - — —
10 10 + - - - - + -
11 ++ + - + + - -
12 11 - - + + + - -
13 - - - - - - -
14 12 ++ ++ + + - + -
15 + ++ + - + + +
16 13 - + - - - - -
17 - + - - - - -
18 14 n . . ; n n -
19 - - - - - - -
20 15 + - - - - - -
21 - - - - - - -
22 - - - + + - -
23 - - - - - - -
24 - - - - - - -
25 + + - + + + -
26 - - - - - - -
27 - - - + + - -
28 16 - + - - - - -
29 - - - + - - -
30 - - - - - + -
31 - - - - - - -
32 - - - - - - -
33 - - - - - - -
34 - - - - - - -
35 - + - - - - -
— =negativ + = geringgradig ++ = mittelgradig
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Tabelle 9 PKD: Zusammenstellung der Symptome, die bei den Fischen von Stamm T zum Zeitpunkt der

Probenentnahme gefunden wurden.

Stamm | Proben- Nieren- | Milz- Abdomen | Leber | Kiemen | Dunkel- | Exoph-
T entnahme | schwel- | schwel- | aufge- blass blass verfar- thalmus
Probe | (Wochen lung lung trieben bung
Nr. p.e.)
1 + - + + - - -
2 4 + - + - - + -
3 - - - - - - -
4 6 + - - - - - +
5 - - + - - - -
6 8 + + - + + - -
7 ++ ++ + + + - +
9
8 + - - + + - -
9 ++ + + + + + -
10 10 + + + — - - -
11 + + + - + - -
12 1 - - - - - -
13 - - - - - + -
14 12 + + + + + - +
15 + - - - - - -
16 13 - + - - - + -
17 - - - - - - -
18 14 + - - - - - -
19 - + - - - - -
20 15 - + - - - + -
21 — — — — — — —
22 ++ - + - + + -
23 - - - - - - -
24 16 _ _ _ + ¥ _ _
25 - - - - - - -
26 + + - - - + -
27 - - - - - + -
28 - - - - - - -
29 - - - - - - -
30 + + - - - + -
31 - - - - - - -
32 - - - - - - -
33 - - - - - - -
34 - - - - - - -
35 + - - - - + -
— =negativ + = geringgradig ++ = mittelgradig
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Die histologische Auswertung erfolgte anhand von HE-geféarbten Gewebeschnitten von Niere,
Leber und Milz (siehe Abbildung 6). Es wurde die durchschnittliche Anzahl der
Entwicklungsstadien von T. bryosalmonae auf einer Flache von 11mm? (~15 Gesichtsfeldern
in 600-facher VergrolRerung) ermittelt.

Frihe Entwicklungsstadien von T. bryosalmonae sind rund und haben einen Durchmesser von
5-10 um. Das Zytoplasma der Parasitenzelle ist in der HE-Farbung eosinophil angeféarbt und
enthalt Granula (siehe Abbildung 6). Spatere Entwicklungsstadien haben einen Durchmesser
von bis zu 20 pum und besitzen Sekundér- und Tertidrzellen mit eigener Zellmembran und
eigenem Zytoplasma (siehe Abbildung 6 e,f). Als Reaktion auf den Parasitenbefall tritt im
Nieren- und Milzgewebe eine hamatopoetische Hyperplasie auf, gefolgt von einer diffusen
Entzundungsreaktion um die Parasitenzellen herum. Die Zellen sind oftmals wirbelférmig um
die Parasitenstadien angeordnet (siehe Abbildung 6 a) und werden von Kollagenfaden
gestutzt. Es sind vermehrt Melanomakrophagen und Granulozyten vorhanden.

Wenn die diffuse Entziindungsreaktion sich ausweitet, wird sie makroskopisch als
zunehmende Nierenschwellung und graue Flecken im Nierengewebe sichtbar.

In der Milz sind die Veranderungen entsprechend. Das Granulationsgewebe aus
Makrophagen, Lymphozyten und Histiozyten befindet sich hauptsachlich in der weiRen

Milzpulpa und um die Arteriolen herum.

Bei Stamm H wurden die ersten Entwicklungsstadien von T. bryosalmonae im
Niereninterstitium bereits bei der ersten Probenentnahme 4 Wochen p.e. gefunden (siehe
Abbildung 6 c). Die Anzahl der Parasitenstadien in der Niere stieg bis zur 11. Woche p.e. an
und nahm danach wieder schnell ab. Die ersten negativen Proben wurden 15 Wochen p.e.
gefunden. Bei Versuchsende nach 16 Wochen p.e. wurden nur vereinzelt Parasiten gefunden,
in 5 Proben waren keine Parasitenstadien auffindbar. Die PCR dieser Proben war allerdings
positiv. Die hochsten durchschnittlichen Parasitenzahlen (11 und 15,5) wurden bei Stamm H
9, 10 und 11 Wochen p.e. in der Niere gefunden.

In der Milz wurden Entwicklungsstadien des Parasiten bei Stamm H 9 Wochen p.e. gefunden,
danach nur noch in jeweils einer Probe 10 und 12 Wochen p.e (siehe Abbildung 6 d).

Im Lebergewebe wurden keine Parasitenstadien gefunden.
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Als Antwort auf den Parasitenbefall wurde bei den infizierten Fischen von Stamm H eine
gering- bis mittelgradige Hyperplasie des Niereninterstitiums gesehen. Im Zentrum der
Gewebereaktion befanden sich zum Teil Parasitenzellen, die von blastenahnlichen
Makrophagen umgeben waren. In der Milz wurden nur vereinzelt Parasitenstadien gefunden,
in deren Umgebung eine milde hdmatopoetische Hyperplasie zu sehen war (siehe Abbildung
6 d).

Bei Stamm T wurden die ersten Parasitenstadien in der Niere ebenfalls bereits bei der ersten
Probenentnahme 4 Wochen p.e. gefunden (siehe Abbildung 6 a,b). Von der 6. bis zur 11.
Woche p.e. wurde ein leichter Anstieg beobachtet, danach ging die Anzahl in den Proben
zurlick. Negative Proben traten in der 14. (2) und in der 15. Woche (1) auf. Zwei dieser
Proben waren auch in der PCR negativ. Bei Versuchsende 16 Wochen p.e. konnten in 5
weiteren Proben keine Parasitenzellen gefunden werden, 3 davon waren auch in der PCR
negativ. Die héchsten durchschnittlichen Parasitenzahlen (jeweils 4,5) wurden bei Stamm T 8
und 9 Wochen p.e. in der Niere gefunden.

In der Milz kamen die ersten Entwicklungsstadien von T. bryosalmonae 9 Wochen p.e. vor,
danach bei jeweils 10, 12, 15 und 16 Wochen p.e. (siehe Abbildung 6 e,f).

Bei den infizierten Fischen von Stamm T war im hamatopoetische Anteil der Niere eine
gering- bis mittelgradig ausgeprégte hyperplastische Gewebereaktion auf die Parasitenstadien
zu beobachten, in deren Zentrum sich oft Parasitenzellen befanden. In der Milz wurde in der
Umgebung der vereinzelt auftretenden Parasitenstadien eine milde hamatopoetische

Hyperplasie gesehen (siehe Abbildung 6 f).
Von den Fischen der Kontrollgruppen wurden ebenfalls histologische Schnitte angefertigt und
ausgewertet. Bei keiner der Proben von Stamm H und Stamm T wurden Entwicklungsstadien

des Parasiten in den Organen gefunden.

Eine Ubersicht (ber die durchschnittliche Anzahl der Parasitenstadien zum jeweiligen

Zeitpunkt der Probenentnahme geben Tabelle 11 und Abbildung 7.
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Abbildung 6 Entwicklungsstadien von T. bryosalmonae in Nieren- und Milzgewebe.

HE-Farbung. Balken = 10 um - = Parasitenstadien, M = Melanomakrophagen T = Nierentubuli

a) Niere Stamm T. Entwicklungsstadium von T. bryosalmonae (=) im Niereninterstitium, umgeben
von Makrophagen und Lymphozyten; wirbelférmige Anordnung der Zellen, gestiitzt von
Kollagenfaden.

b) Niere Stamm T. Entwicklungsstadium von T. bryosalmonae (=) im Niereninterstitium.
Vermehrtes Auftreten von Melanomakrophagen (M).

¢) Niere Stamm H. Friihe Entwicklungsstadien (=) des Parasiten im Niereninterstitium. Vermehrtes
Auftreten von Melanomakrophagen (M).

d) Milz Stamm H. Parasitenstadium in Makrophagen im Milzgewebe (dicker Pfeil =
Makrophagenkern)

e) Milz Stamm T spétes Entwicklungsstadium von T. bryosalmonae im Milzgewebe, umgeben von
Melanomakrophagen.

f) AusschnittsvergroRerung des Parasitenstadiums von Bild e). Die Parasitenzelle enthalt
Sekundarzellen (S).
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Tabelle 10 PKD: Ergebnisse der histologischen Untersuchung

Probe Nr.

Stamm H

Stamm T
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35
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gesamt
positiv:

28/35
(80 %)

27/35
(77,14 %)

+ = positiv

— = negativ
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Abbildung 7 PKD: Durchschnittliche Anzahl der Entwicklungsstadien von T. bryosalmonae, die zum

Tabelle 11 PKD: Ergebnisse der histologischen Untersuchung: Durchschnittliche Anzahl der
Entwicklungsstadien von T. bryosalmonae auf einer Flache von 11mm?2 (~15 Gesichtsfeldern in 600-

facher VergroRerung) zum jeweiligen Zeitpunkt der Probenentnahme.

Probenentnahme Stamm H Stamm T

Wochen p.e. Niere Milz Niere Milz
4 3 - 2,5 -
6 2 - 25 -
8 4 - 45 -
9 11 2 45 1,5
10 15,5 1,5 4 0,5
11 11 - 5 -
12 3,5 2,5 3,5 0,5
13 2,5 - 2 3
14 1 - - -
15 . - 25 05
16 11 - 3,9 0,4

jeweiligen Entnahmezeitpunkt in den Gewebeschnitten gefunden wurde

Anzahl Parasitenstadien

Wochen p.e.
A StammH @ Stamm T
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Zur Bestétigung der erfolgten Infektion mit T. bryosalmonae wurde von allen Proben eine

PCR (Polymerase Chain Reaction) aus Nierengewebe durchgefiihrt.

Bei 34 der 35 infizierten Fische von Stamm H konnte in der PCR eine Bande mit 435 bp
festgestellt werden. Bei dieser Lénge ergeben die verwendeten Primer PKD-spezifische
Amplifikate (KENT et al. 1998). Dies bedeutet, dass das PCR-Ergebnis der untersuchten
Proben positiv fur PKD ist (siehe Abbildung 8).

Die Probe des PCR-negativen Fisches wurde 15 Wochen p.e. entnommen.

Bei Stamm T wiesen insgesamt 30 von 35 Fischen in der PCR Banden mit 435 bp auf und
waren somit PKD-positiv. Die negativen Proben wurden in der 14. (1), 15. (1) und 16. Woche
(3) entnommen (siehe Tabelle 12).

Bei allen Fischen der Kontrollgruppe von Stamm H und Stamm T war das Ergebnis der PCR

negativ.

Abbildung 8 Positive PCR-Ergebnisse der ersten 5 entnommenen Proben beider Stdmme.
Ethidiumbromid-geférbtes 1,5 %iges Agarosegel. M = Marker, H1-5 = Proben von Stamm H, T1-5 =
Proben von Stamm T, pos. = Positivkontrolle, neg. = Negativkontrolle. Zu sehen sind die fur den
verwendeten Primer spezifischen T. bryosalmonae-DNA-Amplifikate als Banden mit einer L&nge von 435 bp
(Basenpaaren).
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Tabelle 12 PKD: PCR-Ergebnisse der PKD-infizierten Fische

Probe Nr.

Stamm H

Stamm T

1

+
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35

+

+

gesamt
positiv:

34/35
(97,14%)

30/35
(85,71%)

+ = positiv

— = negativ
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4.2 Rotmaulseuche

Dosis 1 (102 kbE/Fisch):

Bereits innerhalb der ersten 24 h p.i. verstarben 17 Fische von Stamm H und 11 Fische von
Stamm T perakut. Die brigen Fische waren lethargisch, nahmen kein Futter auf und starben,
zum Teil ohne &uRerlich erkennbare Symptome, innerhalb der nachsten beiden Tage. Die
Mortalitatsrate betrug somit bei beiden Stammen 100%. Eine Ubersicht tiber die wihrend des

Versuchs aufgetretenen Verluste zeigen Abbildung 9 und Tabelle 13.

Abbildung 9 ERM: Anzahl der Fische, die innerhalb des Versuchszeitraumes gestorben sind - Dosis 1

Anzahl der verendeten Fische

Tage p.i.

O Stamm H Dosis 1 B Stamm T Dosis 1

Dosis 2 (102 kbE/Fisch):

Bei dieser Dosierung waren die Verluste deutlich niedriger — insgesamt starben bei Stamm H
6 von 20 Fischen und bei Stamm T 5 von 20 Fischen. Dies entspricht einer Mortalitat von
30% (Stamm H) bzw. 25% (Stamm T). Die ersten Todesfélle traten bei Stamm H am 7. Tag
p.i., bei Stamm T am 11. Tag p.i. auf.
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Bei Stamm H starben im weiteren Verlauf an Tag 8 p.i. 2 Fische, an Tag 10, 11 und 13 p.i.
jeweils 1 Fisch. Bei Stamm T starb an Tag 12, 13 und 14 p.i. jeweils 1 Fisch.

Eine Ubersicht tiber die wahrend des Versuchs aufgetretenen Verluste zeigen Abbildung 10
und Tabelle 13.

Abbildung 10 ERM : Anzahl der Fische, die innerhalb des Versuchszeitraumes gestorben sind - Dosis 2

3

N
1

Anzahl der verendeten Fische
[E=Y

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
Tage p.i.

O Stamm H Dosis 2 B Stamm T Dosis 2

Dosis 3 (10 KbE/Fisch):
Die geringsten Verluste traten bei dieser Dosierung auf. Nur 1 Fisch von Stamm T starb an

Tag 13 p.i.. Von Stamm H starben insgesamt 3 Fische, jeweils einer am 8., 10. und 11. Tag
p.i.. Dies entspricht einer Mortalitit von 5% (Stamm T) bzw. 15% (Stamm H). Die
Uberlebenden Fische zeigten keine Beeintrachtigungen und gute Futteraufnahme. Sie wurden
bei Versuchsende getotet.

Eine Ubersicht iiber die wahrend des Versuchs aufgetretenen Verluste zeigen Abbildung 11
und Tabelle 13.
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Abbildung 11 ERM: Anzahl der Fische, die innerhalb des VVersuchszeitraumes gestorben sind — Dosis 3

2

Anzahl der verendeten Fische
-
L

Tage p.e.

O Stamm H Dosis 3 B Stamm T Dosis 3

Tabelle 13 ERM: Anzahl der Fische, die innerhalb des Versuchszeitraumes von 21 Tagen akut
verendet sind oder aufgrund ausgepragter Symptomatik getétet wurden.
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Die Symptome, die wéhrend des Versuchs bei den infizierten Fischen auftraten, sind in
Tabelle 14 aufgelistet.

Dosis 1:

Dosis 2:

Bei Stamm H waren vor allem Blutungen im Maul (65 %) und im Kopf- und
Kieferbereich (50 %) zu sehen (siehe Abbildung 12 b). 45 % der Fische hatten
dunkel verfarbte Haut, bei 40 % traten Einblutungen in die Muskulatur auf.
Blutungen in der Seitenlinie, in den Flossenbasen und ein flussigkeitsgefullter
Gastrointestinaltrakt mit ddematisierter Magenwand traten nur in 30 % der Falle auf,
andere Symptome waren noch seltener zu beobachten.

Bei Stamm T waren oft Blutungen im Kopf- und Kieferbereich (55 %) und im Maul
(45 %) zu sehen (siehe Abbildung 12 a). Bei 40 % der Fische traten Einblutungen in
die Muskulatur auf, 35 % hatten dunkel verfarbte Haut.

Die restlichen Symptome traten weniger oft (Blutungen in der Seitenlinie,
anamische Muskulatur zu 25 %) oder nur vereinzelt auf (z.B. Blutungen an den
Flossenbasen, Nierenschwellung zu 5 %).

Exophthalmus, aufgetriebenes Abdomen, Blutungen ins Auge und Einblutungen ins

Fettgewebe waren bei keinem der Fische von Stamm H und Stamm T zu sehen.

70 % der Fische von Stamm H wiesen eine mittel- bis hochgradige Milzschwellung
auf (siehe Abbildung 14). In 40 % der Félle war die Muskulatur der Fische
anamisch, ebenso oft wurde eine Dunkelverfarbung der Haut beobachtet. Blutungen
im Maul und in den Flossenbasen traten in 35 % der Félle auf, die restlichen
Symptome wurden seltener gesehen. Blutungen im Kopf- und Kieferbereich (siehe
Abbildung 12 e), in der Seitenlinie, im Auge und im Fettgewebe wurden nur in 5 %
der Félle beobachtet.

Bei Stamm T war das h&ufigste Symptom die Dunkelverfarbung der Haut (60 %),
gefolgt von andmischer Muskulatur (40 %) und Milzschwellung (40 %). Bei 25 %
der Fische wurde eine mittel- bis hochgradige Milzschwellung beobachtet, bei 20 %
Einblutungen in verschiedene Organe (hauptséchlich Leber) (siehe Abbildung 13).
Die restlichen beobachteten Symptome traten seltener auf, Blutungen in Maul (siehe
Abbildung 12 c), Muskulatur und Flossen (Abb12 d) wurden nur in 5 % der Félle
beobachtet.
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Dosis 3: Bei 55 % der Fische von Stamm H war die Haut dunkel verfarbt, die Milz war bei
25 % der Tiere geschwollen. Bei 2 Tieren wurden geringgradige Einblutungen in die
Flossenbasen beobachtet. Die anderen Symptome wurden ausschlielRlich bei den 3
wahrend des Versuchs verendeten Fischen beobachtet, nicht bei den Tieren, die bis
zum Versuchsende uberlebt hatten.

Bei 4 Fischen von Stamm T war die Haut dunkel verfarbt. Die anderen unten
aufgefiihrten Symptome wie Blutungen in die Muskulatur und Milzschwellung
traten alle nur bei dem einzigen Fisch dieser Gruppe auf, der an der Infektion

verendet war.

RREN, -

Abbildung 12 Klinische Symptome bei mit Yersinia ruckeri infizierten Regenbogenforellen.
a) Hamorrhagien und Erosionen in Maul und Zunge (Stamm T, Dosis 1)

b) Hamorrhagien im Maul und Dunkelverfarbung der Haut (Stamm H, Dosis 1)

¢) Hamorrhagien in der Zunge (Stamm T, Dosis 2)

d) Einblutungen ins Auge und in die Flosse (Stamm T, Dosis 2) (=)

e) Hamorrhagien im Unterkieferbereich (Stamm H, Dosis 2)
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Abbildung 13 Situs eines Y. ruckeri-infizierten Fisches (Stamm T, Dosis 2), frisch
verendet am 11. Tag p.i.

Muskulatur und Kiemen sind blass, die Milz (Mi) ist geschwollen. Der kraniale Anteil
der Niere ist blass. Magen (Ma) und Darm (D) sind futterleer und flussigkeitsgefillt. Es
sind Hamorrhagien im Fettgewebe um die Pylorusschldauche (P) und im Darm und
geringgradige Erosionen im Maul (=) zu sehen.

........ '..;':.........l...lmmmmmmmmmm

Abbildung 14 Situs eines Y. ruckeri-infizierten Fisches (Stamm H, Dosis 2), frisch
verendet am 10. Tag p.i.

Muskulatur und Kiemen sind blass, die Milz (Mi) ist geschwollen. Magen (Ma) und
Darm (D) sind futterleer und fllssigkeitsgefullt. Es sind Exophthalmus (E) und
geringgradige Hadmorrhagien in der Leber (L), an der Basis der Schwanzflosse (F) und in
der Muskulatur zu sehen.
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Tabelle 14 ERM: Symptome und Sektionsbefunde der mit Yersinia ruckeri infizierten Fische
(einschlieBlich der bis zum Versuchsende tiberlebenden Tiere)

Symptome Stamm | Stamm | Stamm | Stamm | Stamm | Stamm
H T H T H T
Dosis1 | Dosisl | Dosis2 | Dosis2 | Dosis3 | Dosis 3
Blutungen im Maul 13/20 9/20 7120 1/20 2120 -
(65%) | (45%) | (35%) (5 %) (10 %)
Blutungen im Kopf- 10/20 11/20 1/20 - 1/20 -
und Kieferbereich (50%) | (55 %) (5 %) (5 %)
Dunkelverfarbung der 9/20 7120 8/20 12/20 11/20 4/20
Haut (45%) | (35%) | (40%) | (60%) | (55%) | (20 %)
Blutungen in der 8/20 8/20 3/20 1/20 1/20 1/20
Muskulatur (40%) | (40%) | (15%) (5 %) (5 %) (5 %)
Blutungen in der 6/20 5/20 1/20 - - -
Seitenlinie (30%) | (25 %) (5 %)
GIT ddematisiert, 6/20 3/20 4/20 1/20 3/20 1/20
flussigkeitsgefullt (30%) | (15%) | (20 %) (5 %) (15 %) (5 %)
Blutungen an den 6/20 1/20 7120 1/20 2/20 1/20
Flossenbasen (30 %) (5 %) (35 %) (5 %) (10 %) (5 %)
Muskulatur andmisch 5/20 5/20 8/20 8/20 3/20 1/20
(25%) | (25%) | (40%) | (40%) | (15 %) (5 %)
Milz geschwollen 2120 4/20 14/20 8/20 5/20 1/20
(10%) | (20%) | (70%) | (40%) | (25%) (5 %)
Blutiger Aszites 2120 2120 - 3/20 1/20 -
(10%) | (10 %) (15 %) (5 %)
blutige Enteritis 1/20 4/20 2120 2120 - -
(5 %) (20%) | (10%) | (10%)
Niere geschwollen - 1/20 5/20 5/20 1/20 1/20
(5 %) (25%) | (25%) (5 %) (5 %)
Einblutungen in - 1/20 4/20 4/20 1/20 1/20
Organe (5 %) (20%) | (20 %) (5 %) (5 %)
aufgetriebenes - - 3/20 3/20 - -
Abdomen (15%) | (15%)
Exophthalmus - - 2120 3/20 - -
(10%) | (15%)
Blutungen ins Auge - - 1/20 2120 1/20 -
(5 %) (10 %) (5 %)
Einblutungen ins - - 1/20 2120 1/20 -
Fettgewebe (5 %) (10 %) (5 %)

Anzahl der Fische mit dem jeweiligen Symptom / Anzahl der infizierten Fische ( ) Prozentsatz
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VVon den Organen (Leber, Niere, Milz) der zu untersuchenden Fische wurden Ausstriche auf
Caso-Agar angefertigt. Bei sdmtlichen Fischen, die wéhrend des Versuches gestorben waren,
konnte der Erreger aus den Organen isoliert werden. Bereits nach 24 h war ein deutliches
Bakterienwachstum auf den Nahrbdden zu erkennen. Die Beurteilung erfolgte nach 48h
anhand des Wachstums und Aussehens der Kolonien. Zusétzlich wurden die gewachsenen
Keime mit dem API20E-System getestet. Die Proben aller verendeten Fische wiesen ein
einheitliches API20E-Profil auf (5104100) (siehe Abbildung 15). Der Ausschluss von Hafnia
alvei erfolgte durch die PCR.

Die bakteriologische Untersuchung der Fische, die bis zum Ende des Versuchs tberlebt
hatten, verlief negativ, ebenso die Untersuchung der Kontrollgruppe. In Tabelle 15 sind die

Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchung zusammengefasst.

Abbildung 15 API 20E ,,Bunte Reihe* zur ldentifizierung von Bakterien anhand ihrer biochemischen
Eigenschaften. Profil von Yersinia ruckeri.
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Tabelle 15 ERM: Ergebnisse der Bakteriologischen Untersuchung

Stamm | Stamm | Stamm | Stamm | Stamm | Stamm
H Dosis | T Dosis | H Dosis | T Dosis | H Dosis | T Dosis
1 2 3 3
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Nr.
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Von den aufgrund ausgeprégter Symptomatik getoteten Fischen beider Stdmme wurden
histologische Schnitte von Niere, Leber, Milz, Herz, Kiemen und Darm angefertigt und HE-
(Hamatoxilin-Eosin) gefarbt.

Es wurden zum Teil massive Ansammlungen von Melanomakrophagen in Niere und Milz
gefunden (siehe Abbildung 16). Es wurden auflerdem Nekrosen und Hyperdmie in den

meisten Organen beobachtet.
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Abbildung 16 Histologische Verédnderungen bei mit Yersinia ruckeri infizierten Fischen. HE-Farbung
a) Ubersicht Nierengewebe. Infiltration von Melanomakrophagen im Niereninterstitium ().

b) Ubersicht Milzgewebe mit Hyperamie (=)

c) Lebergewebe. Fokale Nekrose und pyknotische Zellkerne ().

d) Milzgewebe. Fokale Nekrosen und Makrophagenansammlungen ().

schwarzer Balken = 10 um, weif3er Balken = 100 um

Die aus Nieren-, Milz- und Lebergewebe durchgefiihrte PCR ergab bei allen wahrend des
Versuchs verendeten Fischen eine Bande mit 550 bp (siehe Abbildung 17). Das von den
verwendeten Primern nachgewiesene Amplifikat dieser Lange ist spezifisch fur Y. ruckeri.
Die Ergebnisse der PCR waren also bei den verendeten Fischen ERM-positiv. Bei den

Uberlebenden Fischen, die keine &uBerlichen Krankheitssymptome zeigten und bei
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Versuchsende getotet wurden, war die PCR negativ, ebenso bei den Fischen der
Kontrollgruppe.

Die Ergebnisse der PCR entsprechen denen der bakteriologischen Untersuchung (siehe
unten). In Tabelle 16 sind die PCR-Ergebnisse der verschiedenen Stamme und Dosierungen

zusammengefasst.

M H HHHHHUHMHHH HHH HH H pos ng M
2-1 2-2 2-3 2-4 2-5 26 27 2-8 3-1 3233 ki k2 k3 k4 k5

VISR (R [ [ T [ R [ e SRR T T pos. neg. M
2-1 2-2 2-3 24 2526 2-72-8 3-1 3-2 3-3 kI k2 k3 k4 k5

Abbildung 17 PCR-Ergebnisse beider Stamme der ersten 8 entnommenen Proben von Dosis 2 und der
ersten 3 Proben von Dosis 3. Ethidiumbromid-gefarbtes 1,5 %iges Agarosegel. M = Marker, H2-1-H2-8 =
Proben von Stamm H Dosis 2, H3-1-H3-3 = Proben von Stamm H Dosis 3, Hk1-Hk5 = Proben der Kontroll-
fische von Stamm H, T2-1-T2-8 = Proben von Stamm T Dosis 2, T3-1-T3-3 = Proben von Stamm T Dosis 3,
Tk1-Tk5 = Kontrollfische von Stamm T, pos. = Positivkontrolle, neg. = Negativkontrolle. Zu sehen sind die
flir den verwendeten Primer spezifischen Y. ruckeri-DNA-Amplifikate als Banden mit einer Lange von 550
bp (Basenpaaren).
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Tabelle 16 ERM: Ergebnisse der PCR

Stamm | Stamm | Stamm | Stamm | Stamm | Stamm
Probe Nr. | HDosis | T Dosis | H Dosis | T Dosis | H Dosis | T Dosis
1 1 2 3
1 + + + + +
2 + + + + + -
3 + + + + + -
4 + + + + - -
5 + + + + - -
6 + + + - - -
7 + + - - - -
8 + + - - - -
9 + + - - - -
10 + + - - - -
11 + + - - - -
12 + + - - - -
13 + + - - - -
14 + + - - - -
15 + + - - - -
16 + + - - - -
17 + + - - - -
18 + + - - - -
19 + + - - - -
20 + + - - - -
‘;‘ﬂggﬁ 20120 | 20/20 | 6/20 | 520 | 3/20 | 1/20
insgesamt: | (200%) | (100%) | (30%) | (25%) | (15%) | (5%)
+ = positiv — = negativ
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43 VHS

Die ersten Todesfalle bei den infizierten Fischen traten bei Stamm H am 4. Tag p.e., bei
Stamm T am 5. Tag p.e. auf. Die Fische verstarben akut und wiesen bei der Untersuchung fur
die Erkrankung typische Symptome auf, wie An&mie, Blutungen in Muskulatur, Haut und
Auge, Exophthalmus und 6dematisierten, flussigkeitsgefullten Gastrointestinaltrakt (siehe
Tabelle 18). Die erkrankten Fische zeigten groftenteils schon reduzierte Futteraufnahme,
bevor die ersten Krankheitssymptome zu sehen waren. Sobald Symptome wie Exophthalmus
und Hamorrhagien in Auge und Haut auftraten, verendeten die betroffenen Fische meist
innerhalb weniger Stunden, aber spétestens nach einem Tag. Diejenigen Tiere, die sehr stark
ausgepragte Symptome zeigten, Bewegungsstdrungen aufwiesen oder aufgrund extremer
Einblutungen ins Auge erblindet waren, wurden getotet.

Die Verluste waren bei beiden Stdammen zwischen dem 5. und dem 8. Tag p.e. am hdchsten
und gingen dann bis auf einen zweiten, niedrigeren Peak um den 12. Tag p.e. relativ schnell
zurlick. Der letzte Fisch von Stamm H starb an Tag 14 p.e., von Stamm T an Tag 17 p.e.. Die
bis zum Versuchsende nach 21 Tagen uberlebenden Fische waren geringgradig lethargisch,
zeigten aber keine weiteren &uf3erlich erkennbaren Symptome.

Insgesamt starben bei Stamm H 26 von 30 Fischen, bei Stamm T 28 von 30 Fischen. Dies
entspricht einer Mortalitat von 86,7 % (Stamm H) bzw. 93,3 % (Stamm T).

Eine Ubersicht tiber die wahrend des Versuchs aufgetretenen Verluste zeigen Abbildung 18
und Tabelle 17.

Abbildung 18 VHS: Anzahl der Fische, die innerhalb des Versuchszeitraumes gestorben sind

Anzahl der verendeten Fische

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Tage p.e.

OStamm H BStamm T
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Tabelle 17 VHS Anzahl der Fische, die innerhalb des Versuchs-
zeitraumes von 21 Tagen akut verendet sind oder aufgrund ausgepréagter
Symptomatik getétet wurden

Tag p.e.

Stamm H

Stamm T

Stamm H
Kontrolle

Stamm T
Kontrolle

0N BRIWIN|F-

10
11
12
13
14
15
16
17 - 1 - -
18 - - - -
19 - - - -
20 - - - -
21

©
N NI IR DN ENTS IS
VRN N RN w o~

1

1

osamt: | 26130 28/30 ] ]
g " | (86,7%) | (93.3%)

Die Symptome, die bei den infizierten Fischen auftraten, sind in Tabelle 18 zusammengefasst.
Alle Fische, die an der Infektion verstarben, zeigten mindestens ein, meist aber mehrere der
aufgefihrten Symptome.
Bei Stamm H waren besonders hdufig eine Andmie mit blasser Muskulatur (86,7 %),
Milzschwellung (83,3 %) und ein futterleerer, flissigkeitsgefillter Gastrointestinaltrakt mit
Odematisierter Magenwand (76,7 %) zu beobachten (siehe Abbildung 21). Ebenfalls haufig
fielen porzellanweilRe Kiemen (60 %) und ein aufgetriebenes Abdomen (60 %) auf, 50 % der
Tiere hatten dunkel verfarbte Haut (siehe Abbildung 19 d). Die restlichen aufgelisteten
Symptome waren bei weniger als der Halfte der Tiere zu finden und traten zum Teil weniger
haufig (z.B. Exophthalmus zu 43,3 %) (siehe Abbildung 19 b), zum Teil nur vereinzelt auf
(z.B. Einblutungen ins Fettgewebe oder blutige Enteritis zu 6,7 %) (siehe Abbildung 21).
Bei Stamm T waren gehduft ein futterleerer, flissigkeitsgeflllter Gastrointestinaltrakt mit
Odematisierter Magenwand (86,7 %), aufgetriebenes Abdomen (80 %), Andamie mit blasser
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Muskulatur (80 %) und Milzschwellung (76,7 %) zu beobachten (siehe Abbildung 20). Die
Haut der Tiere war hdufig dunkel verfarbt (56,7 %), die Kiemen porzellanweil3 (53,3 %)
(siehe Abbildung 19 c). Bei 50 % der Tiere traten Blutungen ins Auge auf (siehe Abbildung
19 a). Die restlichen aufgelisteten Symptome waren bei weniger als der Halfte der Tiere zu
finden und traten zum Teil weniger haufig (z.B. Exophthalmus zu 43,3 %), zum Teil nur

vereinzelt auf (z.B. Blutungen in die Haut zu 6,6 %, Blutungen in die Flossenbasen zu 3,3 %)

Tabelle 18 VHS: Symptome und Sektionsbefunde der mit VHS infizierten Fische (einschlieBlich
der bis zum Versuchsende iberlebenden Tiere)

Symptome Stamm H Stamm T

Muskulatur anamisch 26/30 (86,7 %) | 24/30 (80 %)
Milz geschwollen 25/30 (83,3%) | 23/30 (76,7 %)
GIT 6dematisiert, flussigkeitsgefullt 23/30 (76,7 %) | 26/30 (86,7 %)
Kiemen porzellanweil3 18/30  (60%) | 16/30 (53,3 %)
aufgetriebenes Abdomen 18/30  (60%) | 24/30 (80 %)
Dunkelverfarbung der Haut 15/30  (50%) | 17/30 (56,7 %)
Exophthalmus 13/30 (43,3%) | 13/30 (43,3 %)
blutiger Aszites 9/30  (30%) | 11/30 (36,7 %)
Blutungen in der Muskulatur 7/30 (23,3%) | 10/30 (33,3 %)
Streifenformige Blutungen in den Kiemen 7/30 (23,3 %) 7/30 (23,3 %)
Blutungen ins Auge 6/30 (20%) | 15/30 (50 %)
Blutungen in der Haut 6/30 (20 %) 2/130 (6,7 %)
Einblutungen in Organe 5/30 (16,7 %) 4/30 (13,3 %)
Aszites 5/30 (16,7 %) 6/30 (20 %)
Blutungen an den Flossenbasen 4/30 (13,3 %) 1/30 (3,3 %)
Blutungen im Kopf- und Kieferbereich 3/30 (10 %) 8/30 (26,7 %)
Niere geschwollen 3/30 (10 %) 3/30 (10 %)
Einblutungen ins Fettgewebe 2/30 (6,7 %) 7/30 (23,3 %)
blutige Enteritis 2/30 (6,7 %) 3/30 (10 %)

Anzahl der Fische mit diesem Symptom / Anzahl der infizierten Fische ( ) Prozentsatz

Bei den Fischen, die bis zum Versuchsende Gberlebten, waren duRerlich keine Symptome zu
erkennen, sie waren allerdings geringgradig lethargisch und die Futteraufnahme war
geringgradig reduziert. Bei der Sektion zeigten die Fische von Stamm H andmische
Muskulatur (4/4) und Milzschwellung (4/4). Einer der Fische hatte auf’erdem dunkel verfarbte
Haut und geringgradigen Exophthalmus. Die beiden tberlebenden Fische von Stamm T hatten
eine geschwollene Milz und andmische Muskulatur. Einer der beiden Fische war aulerdem

dunkel verfarbt und hatte geringgradigen Exophthalmus.

91



Ergebnisse

-9 e
1
v denernr 0000 00ELELERLLEEEEV VI VN EVSVUENEVERNS

RN NN NN AR RN RN AN RE

Abbildung 19 Klinische Symptome bei frisch verendeten bzw. getéteten VHS-infizierten

Regenbogenforellen.

a) hochgradiger Exophthalmus und periokulére Blutungen (Stamm T)

b) hochgradiger Exophthalmus und periokulare Blutungen (Stamm H)

c) porzellanweiRe Kiemen mit streifigen Einblutungen bei frisch getétetem Fisch (Stamm T)

d) Dunkelverfarbung der Haut, aufgetriebenes Abdomen und Exophthalmus mit periokul&ren Blutungen
(Stamm H)

e) petechiale Blutungen in der Haut, Einblutungen in die Afterflosse (=) (Stamm H)

f) Einblutungen in die Muskulatur (=) und in die Schwimmblase (S), Magen (M) flussigkeitsgefillt (Stamm T)
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Abbildung 20 Situs eines frisch gestorbenen, mit VHS infizierten Fisches (Stamm T)
Kiemen und Muskulatur sind andmisch, im Kopfbereich sind Einblutungen in die
Muskulatur und Exophthalmus (E) vorhanden. Leber (L) und kranialer Anteil der Niere (N)
sind blass, im Fettgewebe um die Pylorusschlduche (P) sind vereinzelt petechiale
Blutungen zu sehen (=). Magen und Darm sind futterleer, der Darm (D) ist mit gelblicher
Flussigkeit gefulit.
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Abbildung 21 Situs eines frisch gestorbenen, mit VHS infizierten Fisches (Stamm H)
Kiemen und Muskulatur sind andmisch, im Kopfbereich sind geringgradige Hadmorrhagien
und geringgradiger Exophthalmus (E) vorhanden. Die Milz (Mi) ist vergrofert. Im
Fettgewebe um die Pylorusschlduche (P) sind petechiale Blutungen zu sehen. Magen und
Darm (D) sind futterleer und flissigkeitsgefillt.
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Fur die Zellkultur wurden Zellkulturrohrchen (RTG2-Zellen) mit Organsuspensionen der
infizierten Fische beimpft und eine Woche lang taglich auf das Auftreten eines CPE
(Cytopathischer Effekt) untersucht.

In allen mit Organmaterial der infizierten Fische beimpften Zellkulturréhrchen, auch in denen
der Uberlebenden Fische, trat ein CPE auf, der Zellrasen wurde durch die Vermehrung des
Virus meist komplett zerstort.

In den Zellkulturréhrchen der Kontrollgruppe wurde kein CPE beobachtet (siehe Tabelle 21).

Tabelle 21 VHS: Ergebnisse der Zellkultur

Zellkultur- Stamm H Stamm T
Ergebnis Stamm H Stamm T Kontrolle Kontrolle
30/30 30/30
CPE (100%) (100%) ] ]
: 5/5 5/5
kein CPE ) ) (100%) (100%)

Von den aufgrund ausgeprégter Symptomatik getOteten Fischen beider Stdmme wurden
histologische Schnitte angefertigt und HE-(Hamatoxilin-Eosin) geféarbt. Es waren fokale
Nekroseherde in Leber, Niere und Milz zu sehen (siehe Abbildung 22).

Das hamatopoetische Gewebe war vor allem in der Milz aufgelockert (siehe Abbildung 22
c,d). In den Kiemen waren einzelne Epithelzellen angeschwollen oder bereits abgestof3en. Im
Myokard des Herzens waren erste Anzeichen einer nicht-eitrigen Myokarditis zu finden. Vor
allem in Niereninterstitium und Milz wurden vermehrt Pigmentmakrophagen gefunden (siehe
Abbildung 22 a,b). In der Leber waren nekrotische Hepatozyten und Vakuolenbildung zu
beobachten (siehe Abbildung 22 ef).
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Abbildung 22 Histologische Verénderungen bei VHS-infizierten Fischen. HE-Férbung
a), b) Nierengewebe. Infiltration von Pigmentmakrophagen (M), Nekroseherde (=)

c), d) Nekroseherde im Milzgewebe (=). Gewebestruktur aufgelockert.

e), f) Lebergewebe mit Nekrosen (=), Vakuolenbildung und beginnendem Strukturverlust.
schwarzer Balken = 10 um, blauer Balken = 50um
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Die durchgefiihrte PCR ergab bei allen infizierten Fischen eine Bande bei 440 bp. Das von
den verwendeten Primern nachgewiesene Amplifikat dieser Lange ist VHS-spezifisch. Somit
war die PCR also bei allen Proben positiv, auch bei denjenigen Fischen, die bis zum
Versuchsende uberlebt hatten. Nur bei den Fischen der Kontrollgruppe traten bei der PCR
keine Banden auf, sie waren VHS-negativ (siehe Tabelle 22 und Abbildung 23).

Die Ergebnisse der PCR entsprechen denen der Zellkultur (siehe oben).

M H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 Hkl Hk2 Hk3 Hk4 HK5 pos. neg. M

-
P

M T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 Tkl Tk2 Tk3 Tk4 Tk5 pos.neg. M

Abbildung 23 Positive PCR-Ergebnisse der ersten 10 entnommenen Proben beider Stimme.
Ethidiumbromid-gefarbtes 1,5 %iges Agarosegel. M = Marker, H1-10 = Proben von Stamm H, Hk1-Hk5
= Proben der Kontrollfische von Stamm H, T1-10 = Proben von Stamm T, Tk1-Tk5 = KontrolIfische von
Stamm T, pos. = Positivkontrolle, neg. = Negativkontrolle. Zu sehen sind die fuir den verwendeten Primer
spezifischen VHS-RNA-Amplifikate als Banden mit einer L&nge von 440 bp (Basenpaaren).

Tabelle 22 VHS: Ergebnisse der PCR

PCR- StammH Stamm T
Ergebnis Stamm H Stamm T Kontrolle Kontrolle
positiv 30/30 30/30 i i
(100%) (100%)
negativ i i 5/5 5/5
(100%) (100%)
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5 BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die verheerenden Auswirkungen der Drehkrankheit auf die Regenbogenforellenbestande in
Nordamerika fuhrten zu verstarkten Forschungen auf diesem Gebiet, und es wurde versucht,
eine Losung fir das Problem zu finden. Der erste Schritt hierzu war getan, als von der
Arbeitsgruppe in Deutschland ein deutscher Regenbogenforellenstamm (H) gefunden wurde,
der relativ unempfanglich gegenuber der Drehkrankheit ist (EL-MATBOULI et al. 2002,
HEDRICK et al. 2003b).

Der Einsatz eines solchen Stammes konnte eine groRBe Rolle bei der Sanierung der
Fischbestdnde in den betroffenen Gebieten Amerikas spielen. Trotzdem muss bedacht
werden, dass der Transfer von Tieren von einem komplexen Okosystem in ein anderes, noch
dazu uber verschiedene Kontinente hinweg, immer ein Risiko darstellt. Durch das Einbringen
einer fremden Spezies oder eines fremden Stammes in ein Okosystem kann es nicht nur zur
Verdrdngung dort beheimateter Arten kommen, sondern auch zur Einschleppung bzw.
Verbreitung von bisher unbekannten Krankheiten (GEBHARD et al. 1996, MAZZONI 2003).
Dies lasst sich am Beispiel der Forelle verdeutlichen: Die urspringlich in Nordamerika
beheimatete Regenbogenforelle wurde Ende des 19. Jahrhunderts nach Europa eingefihrt und
gelangte so auch nach Deutschland. Die Anspriche an den Lebensraum und das
Nahrungsangebot der Regenbogenforelle entsprechen in etwa denen der in Deutschland
heimischen Bachforelle. Regenbogenforellen sind jedoch frohwichsiger und weniger
empfindlich gegeniiber niedrigem Sauerstoffgehalt, schlechter Wasserqualitat und hdheren
Temperaturen, weswegen es durch das Aussetzen von Regenbogenforellen in deutschen
Gewassern zur Verdrangung bzw. zu einem Rickgang der Bachforellenpopulation kam
(BROWN et al. 1994, RUANE et al. 1999, GOLDSTEIN et al. 2001).

Aulerdem wurde durch den Import von Regenbogenforellen, Brut und Eiern aus den USA die
Rotmaulseuche nach Europa eingeschleppt. Diese Krankheit war dort zuvor nicht bekannt
und breitete sich innerhalb kurzer Zeit in vielen Landern Europas aus (FUHRMANN et al.
1983, HORNE & BARNES 1999).

Deswegen bedarf es weiterfuhrender Untersuchungen, um eventuelle Gefahren fir das dortige
Oko-System erkennen zu konnen, bevor an das Einsetzen des deutschen Regenbogen-
forellenstammes (H) in amerikanische Gewasser gedacht werden kann. Mechanismus und

Basis der beobachteten Resistenz und deren Vererbung auf Nachkommen bei Kreuzungen mit
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anderen Stdmmen missen erforscht werden, ebenso die Empféanglichkeit des Stammes
gegenliber anderen Krankheitserregern, mit denen er im neuen Habitat in Kontakt kommen
konnte. Zu diesem Zweck wurden in Kalifornien, USA und in Miinchen, Deutschland parallel
Versuche mit bedeutenden Krankheitserregern durchgefiihrt. Die kalifornische Arbeitsgruppe
beschaftigte sich mit IHNV (Infektiése Hdmatopoetische Nekrose-Virus), SalHV1 (Salmonid
herpes-like Virus Typ 1), dem amerikanischen Stamm des VHS-Virus (Virale
Hamorrhagische Septikdmie) und mit Ceratomyxa shasta. Bei den Infektionsversuchen
wurden keine Unterschiede in der Empfanglichkeit der beiden Stdmme gegeniliber den
untersuchten Krankheiten gefunden (BARTHOLOMEW et al. 2003).

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Empfanglichkeit des Drehkrankheit-resistenten
Regenbogenforellenstammes (H) gegeniber der PKD (Proliferative Kidney Disease,
Proliferative Nierenschwellung), der Rotmaulseuche (Enteric Redmouth Disease, ERM) und
dem européischen Stamm der VHS (Virale Hamorrhagische Septikamie) zu untersuchen. Zum
Vergleich wurde ein Drehkrankheit-empfindlicher amerikanischer Regenbogenforellenstamm

(T) mituntersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der deutsche Regenbogenforellenstamm im
Vergleich zum mituntersuchten amerikanischen Stamm weder eine verminderte noch eine

erhdhte Empfanglichkeit gegeniliber den getesteten Krankheitserregern besitzt:

5.1 PKD

Obwohl bekannt ist, dass schon durch eine sehr kurze Expositionsdauer eine PKD-Infektion
hervorgerufen werden kann (LONGSHAW et al. 2002), wurden die Fische in diesem Versuch
fir 6 Tage in dem fir PKD endemischen Bestand belassen, um einen ausreichenden
Erregerkontakt sicherzustellen. Die Erregerexposition erfolgte im Sommer (Juli) bei hohen
Aulentemperaturen, weil die Krankheit aufgrund der Abhéngigkeit von der Wassertemperatur
saisonal auftritt und die Mortalitat zwischen Juli und Mitte September am hochsten ist
(FERGUSON & ADAIR 1977, FERGUSON & BALL 1979, ELLIS et al. 1985, GAY et al.
2001).

Im Verlauf des Versuches verstarb keiner der Fische an der Infektion mit Tetracapsuloides

bryosalmonae. Dies ist erkldarbar mit der relativ niedrigen Wassertemperatur, bei der die
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Fische im Labor gehéltert wurden, und dem Fehlen von krankheitsbeglinstigenden
Stressfaktoren. Auch FEIST et al. (2002) sahen im Fehlen von Stressfaktoren die Ursache fir
die gering ausgeprégte klinische Symptomatik bei den von ihnen untersuchten PKD-
infizierten Fischen. Die Hohe der Wassertemperatur spielt eine entscheidende Rolle fur die
Schwere des Krankheitsverlaufes (FERGUSON 1981, CLIFTON-HADLEY et al. 1984b,
FOOT & HEDRICK 1987, GAY et al. 2001). Die Fische wurden im Labor bei einer
Temperatur von 13°C gehaltert, was bereits der unteren Schwelle fir das Angehen einer
Klinischen Infektion entspricht. AuBerdem waren die Fische durch die guten
Haltungsbedingungen im Labor nicht den gleichen Stressfaktoren ausgesetzt wie in
Fischzuchtbetrieben, wo Krankheitsausbriiche durch Faktoren wie zu hohe Besatzdichte,
schlechte Wasserqualitat und tbermé&Rige Fitterung begunstigt werden (SEAGRAVE &
BUCKE 1979, BUCKE et al. 1981, EL-MATBOULI & HOFFMANN 2002).

Den Beweis fur die erfolgte Infektion mit T. bryosalmonae lieferten die klinischen und
pathologischen Befunde, der histologische Nachweis von Parasitenstadien und die positiven
Ergebnisse der PCR.

Bei allen Fischen beider Stamme mit negativem PCR-Ergebnis wurden auch histologisch
keine Entwicklungsstadien von T. bryosalmonae gefunden. Umgekehrt wurden aber in
einigen Fallen (6-mal bei Stamm H, 3-mal bei Stamm T) in der Niere keine Parasiten
gefunden, obwohl die PCR positiv war. Es ist wahrscheinlich, dass bei diesen Fischen keine
Parasitenstadien gefunden wurden, weil diese zum Zeitpunkt der Probenentnahme (14-16
Wochen p.e.) durch die zellulare Immunreaktion der Fische bereits degeneriert und zum
groften Teil zerstort waren (KENT & HEDRICK 1986, CLIFTON-HADLEY et al. 19874,
MACCONNELL et al. 1989).

In der Leber infizierter Fische wurden wahrend der gesamten Versuchsdauer keine
Parasitenstadien gefunden, in der Milz nur vereinzelt. Dies lasst sich auf den milden Verlauf
der Erkrankung zurtickfuhren. In der Leber und in anderen Organen treten meist erst bei
starkerem Befall Parasitenstadien auf (CLIFTON-HADLEY et al. 1987a).

Bei der Sektion wurden bei beiden zu untersuchenden Regenbogenforellenstdammen
Krankheitsanzeichen wie Dunkelverfarbung, Nieren- und Milzschwellung und Blasse der
Organe gefundenen, welche typischerweise bei der PKD beobachtet werden kénnen
(HEDRICK et al. 1984). Haufigkeit und Auspragung der Symptome waren bei beiden
Stammen vergleichbar, ebenso der Zeitpunkt ihres Auftretens im Verlauf des Versuches.
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Aufgrund des milden Krankheitsverlaufes waren die beobachteten Symptome bei beiden
Stammen in den meisten Fallen nur geringgradig ausgebildet. Nur in jeweils 3 Fallen war die
Niere der erkrankten Fische mittelgradig geschwollen, in 2 Féllen (H) bzw. in nur einem Fall
(T) war auch eine mittelgradige Milzschwellung zu sehen.

Insgesamt waren der Krankheitsverlauf und die klinische Symptomatik bei den beiden
Stammen vergleichbar, und statistisch war kein signifikanter Unterschied zwischen Stamm H

und Stamm T erkennbar.

Die histologische Auswertung erfolgte anhand von Gewebeschnitten. Es wurde die Anzahl
der Parasitenstadien in Niere, Milz und Leber auf einer Flache von 11 mm? ermittelt. Dies
entspricht 15 Gesichtsfeldern bei 600-facher VergrofRerung (40er Objektiv). Zu jedem
Entnahmezeitpunkt (4, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 und 15 Wochen p.e.) wurden jeweils zwei
der infizierten Fische beider Stdamme entnommen und untersucht, bei Versuchsende nach 16
Wochen die restlichen 15 Fische beider Stdmme. So wurde die durchschnittliche Anzahl der
Parasitenstadien in 11 mm? zum jeweiligen Entnahmezeitpunkt ermittelt.

Bei beiden Stdmmen wurde ein gering- bis mittelgradiger Befall mit Parasitenstadien in der
Niere festgestellt.

Die Anzahl der Parasitenstadien war in den ersten 8 Wochen des Versuches bei beiden
Stdmmen gering. Wahrend bei Stamm T in den darauffolgenden Wochen die
durchschnittliche Anzahl der Parasitenstadien in der Niere nur geringfugig zunahm, war bei
Stamm H um die 10. Woche p.e. ein deutlicherer Anstieg zu beobachten. Dagegen wurden in
den letzten Wochen des Versuches mehr Parasiten bei Stamm T gefunden als bei Stamm H,
bei dem nur noch vereinzelt Parasitenstadien zu sehen waren.

Die im Vergleich zu Stamm T deutlich héheren durchschnittlichen Parasitenzahlen bei Stamm
H in der 9. bis 11. Woche p.e. stellen eine Auffalligkeit dar. In diesem Zeitraum wurden in
der 9. Woche durchschnittlich 11 (H) bzw. 4,5 (T) Parasiten, in der 10. Woche 15,5 (H) bzw.
4 (T) und in der 11. Woche 11 (H) bzw. 5 (T) Parasitenstadien gefunden. Diese Unterschiede
sind statistisch signifikant. Sie kamen dadurch zustande, dass bei den Probenentnahmen in
diesem Zeitraum jeweils in einem der beiden untersuchten Fische von Stamm H auffallend
viele Parasitenstadien gefunden wurden (17 in der 9. Woche, 23 in der 10. und 18 in der 11.
Woche). Die Parasitenanzahl der anderen in diesem Zeitraum untersuchten Fische von Stamm
H entsprach der durchschnittlichen Anzahl bei Stamm T in der 9. bis 11. Woche.

Bei Versuchsende nach 16 Wochen p.e. wurden bei 2 Fischen von Stamm T ebenfalls

auffallig hohe Parasitenzahlen (16 und 17 Parasitenstadien) gefunden. Da aber zu diesem
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Zeitpunkt der Versuch beendet wurde, wurden nicht nur 2 Fische, sondern die restlichen 15
untersucht. Deswegen wurde der Durchschnittswert durch diese beiden Proben nicht so stark
erhoht wie durch die 3 aufféalligen Proben bei Stamm H.

Abgesehen von diesen Ausnahmen waren die durchschnittliche Parasitenanzahl bei beiden
Stammen und auch die zumeist milde Gewebereaktion in der Niere im Versuchsverlauf sehr
ahnlich. Deswegen sind trotz der signifikanten Unterschiede in der durchschnittlichen
Parasitenanzahl von Stamm H und Stamm T in den Wochen 9-11 die histologischen

Ergebnisse der beiden Stamme insgesamt vergleichbar.

Bisher liegen noch keine Arbeiten Uber unterschiedliche Empfanglichkeit verschiedener
Regenbogenforellenstimme gegenuber der PKD vor (BARTHOLOMEW et al. 2003). Der
durchgefiihrte Versuch und dessen Auswertung haben gezeigt, dass die beiden untersuchten
Stamme H und T vergleichbare Reaktionen auf die Infektion mit T. bryosalmonae zeigen. Es
wurden keine signifikanten Unterschiede in der Empfanglichkeit von Stamm H und Stamm T

gegenuber der PKD gefunden.

5.2  Rotmaulseuche

Fur die Infektionsversuche mit Yersinia ruckeri wurde nicht der Referenzstamm ATCC 29473
verwendet, sondern ein Feldisolat aus Bayern. Die beiden Bakterienstimme wurden mit Hilfe
eines Selektivmediums (FURONES et al. 1993) auf das Vorhandensein des
virulenzgebundenen ,,Heat-Sensitive-Factor” (HSF) untersucht, und nur das Feldisolat war
HSF-positiv. Es ist wahrscheinlich, dass die vorliegende Probe des Referenzstammes durch
héufige Passagen auf Nahrbdden seine Virulenz verloren hat. Aus diesem Grund wurde das
HSF-positive Feldisolat fir den Versuch verwendet.

In Vorversuchen hatte sich gezeigt, dass bei einer Erregerexposition mittels Wasserbad auch
bei sehr hohen Keimkonzentrationen kein Krankheitsausbruch ausgelést werden konnte.
Daher wurde als Expositionsmethode die intraperitoneale Injektion einer Y. ruckeri -
Suspension gewahlt (BUSCH & LINGG 1975, AFONSO et al. 1998).

Die Bestatigung fur die stattgefundene Infektion mit Y. ruckeri erfolgte zusatzlich zur
Klinischen Symptomatik und pathologischen Veranderungen mittels bakteriologischer
Untersuchung (BU) und PCR. Bei sdémtlichen verendeten Fischen waren sowohl PCR als auch
BU positiv. Diejenigen Fische, die bis zum Versuchsende nach 3 Wochen Uberlebten, waren

101



Besprechung der Ergebnisse und Diskussion

dagegen sowohl in der PCR als auch in der BU negativ. Bei der Sektion wurden bei diesen
Fischen zum Teil noch Symptome wie Dunkelverfarbung der Haut und Milzschwellung
(RUBSAMEN & WEIS 1985, FRERICHS et al. 1985) gefunden. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass diese Fische trotz der tberstandenen Infektion zu symptomlosen
Tréagern des Bakteriums geworden sind (BUSCH & LINGG 1975). Versuche von HUNTER
et al. (1980) zeigten, dass Y. ruckeri in Carrierfischen nicht immer nachgewiesen werden
kann. In ihrer Studie wurde das Bakterium in inneren Organen der Carrierfische nicht
gefunden. Der Nachweis gelang nur aus den hinteren Darmabschnitten der Fische und auch
dort nur zu bestimmten Zeiten, aufgrund des zyklischen Auftretens des Bakteriums im
Carrier. Dieselben Beobachtungen machten BUSCH & LINGG (1975).

Bei der hochsten Dosierung (Dosis 1: 1x10° Keime/Fisch) verstarben samtliche Fische beider
Stdmme perakut innerhalb der ersten 3 Tage p.i.. Sowohl BU als auch PCR der Fische waren
positiv und die flir die Rotmaulseuche typischen Symptome wie Hamorrhagien in
verschiedenen Organen und Dunkelverfarbung der Haut (WOBESER 1973, FUHRMANN et
al. 1983, RUBSAMEN & WEIS 1985, SCHLOTFELDT et al. 1985) traten bei beiden
Stammen in vergleichbarem Umfang auf. Bei dieser Dosierung waren also keine signifikanten
Unterschiede zwischen Stamm H und Stamm T zu beobachten.

Auch bei Infektionsversuchen von ANDERSON (1988) und KAWULA (1996) wurden nach
Infektionsversuchen mit vergleichbar hohen Dosen von Y. ruckeri perakute Verluste und

Mortalitdtsraten von 100 % beobachtet.

Bei der niedrigeren Dosis 2 mit 1x10° Keimen/Fisch betrug die Mortalitatsrate nur noch 30 %
(H) bzw. 25 % (T). Die ersten Verluste traten zeitlich etwas versetzt auf, bei Stamm H am 7.
Tag p.e., bei Stamm T erst 11 Tage p.e.. Insgesamt aber waren die Verluste mit 6 Fischen bei
Stamm H und 5 Fischen bei Stamm T anndhernd gleich. Bei der Sektion wurden fir die
Rotmaulseuche charakteristische Symptome wie Blutungen im Maul- und Kopfbereich
beobachtet (BUSCH & LINGG 1975, RUBSAMEN & WEIS 1985). Die meisten
beobachteten Symptome traten bei beiden St&mmen im gleichen MaRe auf. Auffallige
Unterschiede waren nur bei Hamorrhagien im Maul und in den Flossenbasen, Milzschwellung
und Dunkelverfarbung der Haut zu sehen. Die drei erstgenannten Symptome kamen bei
Stamm H signifikant haufiger vor als bei Stamm T. Eine Dunkelfarbung der Haut trat

dagegen haufiger bei Stamm T auf.
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Bei ANDERSON (1988), BUSCH & LINGG (1975), KNITTEL (1981) und EWALDSON
(1990) wurden nach Infektion von Regenbogenforellen mit einer vergleichbaren Dosis von Y.

ruckeri ahnliche Mortalitatsraten beobachtet.

Von der Gruppe, die mit der niedrigsten Keimzahl infiziert wurde (Dosis 3: 1x10*
Keime/Fisch), verstarben nur wenige Tiere — 3 Fische von Stamm H und ein Fisch von
Stamm T. Die Mortalitatsrate betrug 15 % (H) bzw. 5 % (T).

Auch bei dieser Gruppe traten die Symptome bei beiden Stammen gréRtenteils in gleichem
Umfang auf. Die einzige Auffalligkeit bestand darin, dass deutlich mehr Fische von Stamm H

als von Stamm T eine Dunkelverfarbung der Haut aufwiesen.

Die bei den beiden Stdmmen etwas voneinander abweichenden Schwerpunkte in der
klinischen Symptomatik bei der mittleren Dosierung und die im Vergleich zu Stamm H
geringfugige zeitliche Verzdgerung, mit der Verluste bei Stamm T auftraten, weisen auf eine
geringgradig unterschiedliche Form der Manifestation der Erkrankung bei den beiden
Stammen hin. Trotzdem waren bei jeder Dosierung die auftretenden Verluste bei Stamm H
und Stamm T anndhernd gleich, und deswegen kann abschlieRend gesagt werden, dass keine
signifikanten Unterschiede in der Empfanglichkeit von Stamm H und Stamm T gegeniber der

Infektion mit Y. ruckeri gefunden werden konnten.

53 VHS

Bei diesem Versuch erfolgte die Erregerexposition tber ein infektioses Wasserbad. Dieses
Infektionsmodell wurde gewahlt, weil es sich zuvor schon in verschiedenen Arbeiten bewéhrt
hatte (SNOW & CUNNINGHAM 2000, KING et al. 2001b, QUILLET et al. 2001,
SLIERENDRECHT 2001). AuBerdem wurde diese Methode vom Nationalen Referenz-
laboratorium fur Viruskrankheiten der Fische, Insel Riems (BFAV) empfohlen, von welchem
das Virus zur Verfligung gestellt worden war (BERGMANN, pers. Mitteilung).

Der Versuch wurde bei einer Wassertemperatur von 12 °C durchgefihrt, weil Temperaturen
von 9-12°C fur die Virusvermehrung im Fisch am glnstigsten sind. Bei Temperaturen Uber
15°C wird das Wachstum des Virus gehemmt und es treten in der Regel keine
Krankheitsausbriiche mehr auf (VESTERGARD JORGENSEN 1982).

Den Beweis flr die erfolgte Infektion mit dem VHS-Virus erbrachten zusatzlich zum
klinischem Erscheinungsbild und den pathologischen Verdnderungen der Nachweis eines
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CPE in der Zellkultur und die positiven Ergebnisse der PCR. Bei sé&mitlichen infizierten
Fischen beider Stamme, auch bei denjenigen, die bis zum Versuchsende uberlebt hatten, war
die PCR positiv und in der Zellkultur trat ein CPE auf. Dies weist darauf hin, dass auch bei
den Uberlebenden Fischen der Erreger bis zum Ende des Versuches nach 21 Tagen nicht
vollstdndig eliminiert werden konnte. Auch PFEIL & WIEDEMANN (1977) konnten mittels
Immunofluoreszenz und Zellkultur das Virus (ber einen Zeitraum von 23 Tagen p.i.

nachweisen.

Der Krankheitsverlauf bei den beiden Stdmmen war insgesamt sehr &hnlich. Die Mortalitét
war sowohl bei Stamm H (86,7%) als auch bei Stamm T (93,3 %) hoch, und bei beiden
Stammen traten die grofiten Verluste zwischen dem funften und dem siebten Tag p.e. auf.

Sowohl bei Stamm H als auch bei Stamm T wurden bei der Sektion die fir die Krankheit
charakteristischen Symptome wie anamische Muskulatur, Dunkelverfarbung, Exophthalmus
und Einblutungen in Muskulatur, Haut und Auge gefunden (GHITTINO 1965, SMAIL 1999).
Eine Auffalligkeit bestand darin, dass bei Stamm T deutlich hdufiger Blutungen ins Auge
auftraten als bei Stamm H, aber abgesehen davon kamen die beobachteten Symptome bei

beiden Stammen vergleichbar haufig vor.

Insgesamt waren bei der Infektion mit VHS keine signifikanten Unterschiede in der
Empfanglichkeit der beiden Stamme gegenlber dem Virus zu erkennen.

Die Empfanglichkeit verschiedener Regenbogenforellenstdamme und ihrer Kreuzungsprodukte
wurde sowohl in Frankreich als auch in D&nemark im Rahmen von Studien eingehend
untersucht. Die Mortalitatsraten der verschiedenen Stdamme lagen zwischen 30 und 95%
(DORSON et al. 1995) bzw. zwischen 58-75% (SLIERENDRECHT et al. 2001). Die Autoren
konnten mit Kreuzungsversuchen einen genetischen Hintergrund fur die vorhandenen
Resistenzen verschiedener Regenbogenforellenstamme gegenlber der VHS nachweisen.

Mit Mortalitatsraten von 86,7% (H) und 93,3 % (T) weisen beide untersuchten Stamme keine
erhdhte Resistenz gegenuber der VHS auf. Vielmehr sind beide Stamme empféanglich fir eine

Infektion mit dem Virus.
Bei keinem der durchgefiihrten Infektionsversuche mit PKD, ERM und VHS wurden

gravierende, statistisch signifikante Unterschiede hinsichtlich des Krankheitsverlaufes, der

Symptomatik und der Mortalitatsraten zwischen den beiden Stdmmen gefunden. Die
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Empféanglichkeit des deutschen (H) und des amerikanischen Regenbogenforellenstammes (T)
gegenlber diesen Krankheiten ist vergleichbar.

Zusammen mit den Ergebnissen der kalifornischen Arbeitsgruppe deutet dies darauf hin, dass
die Entwicklung einer Resistenz gegeniber der Drehkrankheit bei Stamm H nicht zu Lasten
einer hoheren Empfanglichkeit gegeniiber anderen Fischpathogenen erfolgte.

Der nachste Schritt wird sein, die Art und die Vererbung des Resistenzmechanismus zu

erforschen, den der deutsche Regenbogenforellenstamm gegeniber der Drehkrankheit besitzt.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Drehkrankheit ist eine wichtige parasitdre Erkrankung der Salmoniden, die in vielen
europdischen Léndern sowie in den USA zunehmend an Bedeutung gewinnt. In
vorangegangenen Untersuchungen wurde ein deutscher Regenbogenforellenstamm gefunden,

der gegeniiber der Drehkrankheit relativ unempféanglich ist.

Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war, diesen Regenbogenforellenstamm (H) auf seine
Empfanglichkeit gegeniiber folgenden, sowohl in Europa als auch in den USA bedeutenden
Krankheitserregern zu untersuchen: Der Parasit Tetracapsuloides bryosalmonae verursacht
die Proliferative Nierenerkrankung (PKD), das Bakterium Yersinia ruckeri ist der Erreger der
Rotmaulseuche (ERM), und das VHS-Virus ist das verursachende Agens der Viralen
Hé&morrhagischen Septikdmie (VHS). Ein Drehkrankheit-empfindlicher amerikanischer

Stamm (T) wurde zum Vergleich mituntersucht.

Beim Infektionsversuch mit PKD erfolgte die Erregerexposition fir 6 Tage unter
Feldbedingungen in einem Fischzuchtbetrieb, in dem die Krankheit seit Jahren endemisch
auftritt. Danach wurden die Fische ins Labor verbracht und bis zum Versuchsende 16 Wochen
p.e. dort unter kontrollierten Bedingungen gehéltert. Die Infektionsversuche mit Y. ruckeri
und dem VHS-Virus wurden unter Laborbedingungen durchgefiihrt.

Die erfolgte Infektion mit den Krankheitserregern wurde anhand von klinischer Symptomatik,
Histologie und PCR bestatigt. Bei der Rotmaulseuche wurden auBerdem bakteriologische
Untersuchungen durchgefiihrt, und bei der VHS erfolgte der Virusnachweis zusatzlich mittels
Zellkultur. Bei allen Fischen, die im Verlauf der Versuche verstarben, konnte der jeweilige

Krankheitserreger mit den genannten Diagnosemethoden nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten auf, dass der deutsche Stamm H und der amerikanische
Stamm T fir alle drei untersuchten Krankheiten eine vergleichbare Empfanglichkeit besitzen.
Weder bei Krankheitsverlauf und Symptomatik noch bei der Mortalitatsrate wurden
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Stdmmen gefunden.
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Zusammenfassung

Damit sind die Voraussetzungen fir den Beginn der dritten Phase des Projekts ,,Resistant
Trout”, welche fir einen Zeitraum von 7 Jahren geplant ist, erfillt. Es werden nun
weiterfuhrende Untersuchungen durchgefihrt, welche unter anderem Art und Vererbung der
Resistenzmechanismen des deutschen Regenbogenforellenstammes gegeniiber  der

Drehkrankheit klaren sollen.
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Summary

/___ SUMMARY

Investigation into the Susceptibility of Two Strains of Rainbow Trout to

Tetracapsuloides bryosalmonae, Yersinia ruckeri and Viral Haemorrhagic

Septicaemia Virus.

Whirling disease is an important parasitic disease of salmonids that attains increasing
importance in Europe and in the USA. Earlier studies have shown that a strain of rainbow
trout from Germany (H) is relatively resistant to Whirling Disease compared with 3 other
German strains and one North American strain.

The focus of this work was to examine the susceptibility of this rainbow trout strain to other
important pathogens, along with a North American strain (T), which is highly susceptible to

whirling disease.

The parasite Tetracapsuloides bryosalmonae causes Proliferative Kidney Disease (PKD),
the bacterium Yersinia ruckeri generates Enteric Red Mouth Disease (ERM) and the VHS-

virus is the causative agent of Viral Haemorrhagic Septicaemia (VHS).

The exposure to Tetracapsuloides bryosalmonae was conducted under field conditions for 6
days in a hatchery long known as endemic for the parasite. Fish were then transferred to the
wet laboratory and held under controlled conditions until the end of the experiment after 16
weeks. The infection trials with Yersinia ruckeri and viral haemorrhagic septicaemia virus
were taken place under controlled laboratory conditions until the end of the experiments on

day 21 p.e..

The infection was confirmed by means of clinical signs, histology and PCR for all the
pathogens investigated. For ERM an additional bacteriological examination was carried out
and for VHS the virus verification was also conducted via cell culture. Within all fish that
died following challenge with the pathogens the causative agent could be identified with at

least one of the above mentioned diagnostic methods.
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Summary

The results of this work demonstrate that the susceptibility of the German strain H is
comparable with that of the American strain T to all three pathogens investigated.
There were no significant differences in course of the disease, clinical signs and mortality

caused by the diseases.
Thus the conditions for the start of phase three of the project “Resistant Trout” are fulfilled.

Further investigations concerning the mechanisms of resistance of the German strain to

Whirling Disease are in progress.
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