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Einleitung

1. EINLEITUNG

Die Drehkrankheit der Salmoniden ist eine Parasitose, die hauptsachlich bei Forellen
vorkommt und 1903 erstmals durch HOFER beschrieben wurde. Der Erreger, Myxobolus
cerebralis, gelangt nach dem Eindringen in die Haut und einer Wanderung durch das
Nervengewebe schlieBlich in den Knorpel heranwachsender Fische. Hier fuhrt die starke
Vermehrung und Sporenbildung zur Auflésung der Knorpelstruktur und zur Stérung der
Ossifikation, wodurch es zu Deformationen am gesamten Skelett der betroffenen Tiere
kommt. Schwarzfarbung der kaudalen Korperpartien und das Namen gebende schnelle
horizontale Drehen um eine senkrechte Achse sind weitere wichtige Symptome, die nach
einer Infektion auftreten kdnnen.

Die Krankheit trat urspringlich in Europa auf und wurde wahrscheinlich durch den
verstarkten internationalen Handel in den 50er Jahren in fast alle Forellen produzierenden
Lander verbreitet.

Vor allem in den USA, wo der Fliegenfischtourismus eine groRe Rolle spielt, entstanden
erhebliche wirtschaftliche Defizite. Wahrend die Schdden in den Fischzuchten durch
Optimierung der Haltungsbedingungen noch im Rahmen gehalten werden konnten, kam es in
den grolien Flussen zu einer starken Dezimierung der dort heimischen Regenbogenforellen.
Aus diesem Grund wurde, ausgehend von einer Bevolkerungsinitiative in den Vereinigten

Staaten, im Jahre 1994 die ,,Whirling Disease Foundation“ gegriindet.

Unter den Salmoniden gibt es erhebliche Unterschiede in der Empfanglichkeit gegentiber der
Drehkrankheit. So erweisen sich die Regenbogenforellen als hochempféngliche Wirte,
wohingegen die Bachforellen nur geringe Krankheitsauspragungen zeigen. Neue Studien
zeigen jedoch, dass es auch unter den Regenbogenforellen-Stdmmen Unterschiede in der
Empféanglichkeit gibt. So erwies sich vor allem ein aus Deutschland stammender
Regenbogenforellen-Zuchtstamm als resistent gegentber der Infektion.

Momentan wird darliber diskutiert, die Situation in den USA durch das Aussetzen eines
weniger empfanglichen Stammes zu entschérfen. Da beim Aussetzen eines Stamms in ein
neues Okosystem auch unvermeidlich Kreuzungen mit den dort heimischen empfanglichen
Forellen-Stammen stattfinden, ist es wichtig herauszufinden, wie die Resistenzlage bei diesen
Tochtergenerationen ist. Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit werden Kreuzungen aus
empfanglichen und weniger empfénglichen Regenbogenforellen-Stéammen auf ihre
Empféanglichkeit beziiglich einer Myxobolus cerebralis-Infektion untersucht. Da fir das

-1-
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Uberleben in der freien Natur auch die Genvielfalt eine Rolle spielt, um der Selektion Raum
zu lassen, besteht das Ziel einen Wildstamm zu finden, der sich als &hnlich resistent
gegenuber der Drehkrankheit erweist wie der bisher bekannte Zuchtstamm aus Deutschland.
In dieser Arbeit wird ein bisher unbekannter Wildstamm aus der Schweiz auf seine
Empféanglichkeit gegeniiber der Drehkrankheit untersucht.

Die Mechanismen, die fir die unterschiedlichen Empfénglichkeiten gegeniiber der
Drehkrankheit verantwortlich sind, sind bis dato unbekannt. Im zweiten Teil der Arbeit
werden deswegen ein hoch und ein weniger empfindlicher Regenbogenforellen-Stamm mit
Triactinomyxon-Sporen infiziert. Am ersten Tag post infectionem soll der Verlauf der Zahl
der intakten und degenerierten Parasitenstadien in der Haut der Fische bei diesen beiden
Stammen vergleichend histologisch bestimmt werden. AuRerdem werden die Parasiten
elektronenmikroskopisch auf morphologische Veranderungen untersucht.

Im dritten Teil der Arbeit werden bei diesen beiden unterschiedlich resistenten Stdammen die
Lysozymwerte im Fischmukus 1 Tag, 1 Monat, 2 Monate, 3 Monate und 4 Monate nach einer

Infektion mit 1000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch bestimmt.
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2. LITERATUR

2.1 Myxozoa

Myxobolus cerebralis, der Erreger der Drehkrankheit der Salmoniden, gehort zum Stamm
Myxozoa Grassé, 1970. Die weitere Unterteilung erfolgte durch die International Comission
on Protozoan Nomenclature (LEVINE et al., 1980) in die Klassen Myxosporea Biitschli, 1881
und Actinosporea Noble, 1980 (Tabelle 1). SMOTHERS et al. (1994) und SCHLEGEL et al.
(1996) konnten durch molekularbiologische Untersuchungen zeigen, dass es sich bei beiden
Klassen um mehrzellige Parasiten handelt, die mit den Bilateria verwandt sind. Im Gegensatz
dazu schlugen SIDDAL et al. (1995) vor, die Myxozoa in den Stamm der Cnidaria
(Nesseltiere) einzubeziehen.

Alle Vertreter des Stammes Myxozoa Grassé sind obligate Parasiten, die charakteristische aus
Schalenzellen, Polkapselzellen mit ausschleuderbaren Polfilamenten wund infektiosem
Amoboidkeim bestehende Sporen bilden.

LOM & DYKOVA (1995) berichteten iiber etwa 1350 Arten, die in 52 Gattungen unterteilt
werden. Dabei handelt es sich zum groB8en Teil um Fischparasiten. Einige wichtige pathogene
Vertreter sind neben Myxobolus cerebralis, dem Erreger der Drehkrankheit, Tetracapsuloides
bryosalmonae, der Erreger der Proliferativen Nierenerkrankung der Salmoniden, die auf
Sphaerospora renicola zuriickzufiihrende Schwimmblasenentziindung der Karpfen sowie die
durch Hoferellus carassi verursachte Infektiose NierenvergroBerung beim Goldfisch.
Besonders anfillig fiir diese Krankheiten sind Tiere mit geschwidchtem Immunsystem (EL-
MATBOULI & HOFFMANN, 1986). Nur wenige Arten haben Reptilien, Amphibien oder
Wirbellose zum Wirt.

Die Actinosporea werden von MARQUES (1984) in 44 Arten und 14 Gattungen unterteilt. Am
Ende der Entwicklung im Darmepithel des Wirts bilden sie charakteristische Sporen, die in das
Wasser freigelassen werden und somit die Ubertragung auf einen anderen Wirt ermoglichen
(JANISZEWSKA, 1955). Die Flotationsfahigkeit wird durch ihr besonderes Bauprinzip
ermoglicht. So bestehen sie aus drei radialsymmetrisch angeordneten Schalenzellen, drei
apikalen Polkapselzellen mit ausschleuderbaren Polfilamenten und dem infektidsem
Amoboidkeim, der unterschiedliche Anzahlen an Kernen enthélt. Die Schalenzellen bilden die
charakteristischen Fortsidtze, mit deren Hilfe die einzelnen Arten unterschieden werden

konnen.
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Es wird dariiber diskutiert, die Taxonomie den aktuellen Forschungsarbeiten anzupassen.
KENT et al. (1994) schlugen vor, die Klasse Actinosporea aufzulosen. Somit konnten alle
Actinosporea als Kollektivgruppe behandelt werden und wiirden nicht mehr mit dem
Gattungsnamen der Myxosporea konkurrieren. Diese neue Einteilung ist jedoch bis heute nicht

erfolgt.

Tabelle1:  Stellung von Myxobolus cerebralis in der systematischen Einteilung der
Myxozoa nach LEVINE et al. (1980), LOM & NOBLE (1984) und LOM & DYKOVA
(1992)

STAMM Myxozoa Grassé¢, 1970
KLASSE Myxosporea Biitschli, 1881
ORDNUNG Bivalvulida Shulman, 1959
UNTERORDNUNG Platysporina Kudo, 1919
FAMILIE Myxobolidae Thélohan, 1892
GATTUNG Myxobolus
ART Myxobolus cerebralis

2.2 Die Drehkrankheit der Salmoniden

2.2.1 Geschichte und Vorkommen der Drehkrankheit der Salmoniden

Die Drehkrankheit der Salmoniden ist eine durch den Parasiten Myxobolus cerebralis
verursachte Krankheit, die 1898 von Hofer zum ersten Mal in Deutschland beobachtet wurde
(HOFER, 1903). In der Folgezeit wurde die Krankheit in zahlreichen weiteren Léndern
nachgewiesen und kommt heute in fast allen Forellen produzierenden Léndern vor
(HALLIDAY, 1976).

Wihrend Siidamerika wohl eines der wenigen Myxobolus cerebralis freien, intensiv
Aquakultur betreibenden Gebiete darstellt (HEDRICK et al, 1998), erreichte die
Drehkrankheit vor allem in den USA enorme Ausmalle und breitete sich in den vergangenen
Jahren in 22 Bundesstaaten aus (VINCENT, 1996). Der Erreger gelangte wahrscheinlich iiber
kontaminiertes Fischmaterial im anwachsenden Handel der 50er Jahre nach Amerika

(HALLIDAY, 1976). HOFFMAN (1990) vermutet eine Einschleppung durch gefrorene
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Forellenfilets aus Dianemark. 1956 konnte Myxobolus cerebralis zum ersten Mal in
Pennsylvania auf der Benner Spring Fish Research Station und fast simultan in Nevada
diagnostiziert werden. Dann wurde er im Jahre 1961 in Connecticut, 1965 in Virginia und
1966 in Kalifornien Massachusetts nachgewiesen (HOFFMAN, 1990). Viele der
amerikanischen Salmonidenarten entpuppten sich als hochempfinglich. Die so entstandenen
erheblichen wirtschaftlichen und Okologischen Schéden erregten die Aufmerksamkeit der
Offentlichkeit (WOODBURY, 1996).

WALKER & NEHRING (1995) zeigten in 1993 durchgefiihrten Untersuchungen die starke
Dezimierung der drei vorhergehenden Regenbogenforellen-Jahrgéinge. Die Flusssysteme
Montanas wiesen in 8 von 21 untersuchten Fillen infizierte Salmoniden auf, bei denen die
Infektionsraten zwischen 4 und 69% lagen (BALDWIN et al., 1997).

Die unterschiedlichen Befallsintensititen der verschiedenen Gewisser konnten noch nicht
begriindet werden. Es wird aber vermutet, dass der Befall mit Myxobolus cerebralis und der
Ausbruch der Krankheit multifaktorielle Geschehen darstellen. In diesem Zusammenhang
genannte Stressoren sind Wasserqualitit, Wassertemperatur, die im Wasser gelosten
atmosphirischen Gase, die verfligbaren Nahrungsquellen, die Artzusammensetzung des
Habitats und auch die Intensitdt menschlicher Einfliisse. Die am schwersten befallenen Fliisse
scheinen gleichzeitig auch bevorzugte Ziele fiir die Fischerei zu sein und einem intensiven
Management zu unterliegen (SCHISLER & BERGERSEN, 1998).

Es wurden im Laufe der Jahre verschiedene Versuche unternommen die Ausbreitung der
Krankheit einzuddmmen. So wurden in Kalifornien in den Jahren 1965 bis 1984 660.000 kg
Fisch und fast 2.300.000 Briitlinge aus kontaminierten Zuchten vernichtet (MODIN, 1998). Im
Staat Michigan wurden betroffene Zuchten unter Quarantéine gestellt. In den friihen Siebzigern
desinfizierte man den ndrdlichen Teil des Tabacco River mit Chlorid (HNATH, 1988).
HOFFMAN et al. (1962) berichteten von der radikalen Keulung aller Fische und der
anschlieenden Desinfektion der Gerdtschaften in den betroffenen Zuchtstétten.

In jiingeren Jahren beschrinkten sich die Eindimmungsversuche auf mildere MaBBnahmen, die
vor allem darauf abzielten die weitere Ausbreitung der Drehkrankheit zu verhindern. So
betonierte man Wasserleitungen, desinfizierte Erdteiche und ziichtete in sporenfreiem Wasser

(NICKUM, 1999).
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2.2.2 Ethiologie

Die Drehkrankheit der Salmoniden wird durch Myxobolus cerebralis verursacht. Hierbei
handelt es sich wahrscheinlich um den fiir Fische am stirksten pathogenen Vertreter des
Stammes der Myxozoa (LOM & DYVOKA, 1992).

Die Myxobolus cerebralis-Spore kommt im Knorpelmaterial des Wirts vor und hat in der
Aufsicht ovale bis rundliche Gestalt. In der Seitenansicht ist sie in der Regel linsenformig
(Abbildung 1). Sie hat eine Linge von 7,4-9,7um, eine Breite von 7,0—10,0pm und eine Hohe
von 6,2-7,4um. Jede Spore besteht aus je 2 Schalenzellen, 2 Polkapselzellen, in denen sich in
fiinf bis sechs Windungen aufspiralisierte Polfilamente befinden, und einem zweikernigen
Amoboidkeim (LOM & HOFFMAN, 1971).

Die Myxobolus cerebralis—Sporen sind sehr widerstandsfahig gegen Umwelteinfliisse. Im
Flusssediment konnen sie bis zu 30 Jahre iiberdauern (HOFFMAN & PUTZ, 1969). Weder
Temperaturen von -20°C {iiber einen Zeitraum von 3 Monaten noch Warmeeinfluf§ bis 66°C
konnen die Infektiositdt beeintrachtigen (HOFFMAN, 1977; WOLF & MARKIW, 1982). Die
Sporen konnen den Verdauungstrakt von Hecht (Esox lucius) und Stockente (Anas
platyrhynchos) intakt passieren (EL-MATBOULI & HOFFMAN, 1991).

Schalenwand

Polfaden Polkapselzelle
Polkapselzellen Nahtlinie
Amdoboidicennzellen Schalenwand
Schalenzellkein

a Frontalansicht b Lateralansicht

Abbildung 1:  Schematische Darstellung Myxobolus cerebralis-Spore (nach EL-
MATBOULLI, 1996)
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Die Triactinomyxon—Sporen werden von infizierten Oligochaeten ausgeschieden und sind in
der Lage im Wasser zu flotieren. Dies wird vor allem durch die drei 147,4-214,2um langen
Schwebefortsitze ermoglicht. Diese befinden sich an einem Stiel, der 135,2—155,8um misst
und in dem sich der bewegliche Amoboidkeim befindet (Abbildung 2). Der Amdboidkeim
enthilt 64 Zellen. Am apikalen Ende des Stiels liegen 3 Polkapseln (EL-MATBOULI et al.,
1995).

Die Uberlebenszeit der Triactinomyxon—Sporen ist mit 7 Tagen bei 7°C im Vergleich zu den
widerstandsfahigen Myxobolus cerebralis—Sporen nur relativ gering (HEDRICK et al., 1998).
MARKIW (1992a) beschrieb bei einer Wassertemperatur von 12,5°C nur eine Uberlebenszeit
von 3 bis 4 Tagen.

a.) Polkapsel

b.) Sporoplasma (= Amoboidkeim)
c.) Amoboidkeimzellen

d.) Sporoplasma-umhiillende Zelle
e.) Fortsatz

f.) Stiel

g.) Lange des Fortsatzes

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer reifen,
entfalteten Triactinomyxon-Spore (nach EL-MATBOULI
et al., 1998)
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2.2.3 Entwicklungszyklus

Die Myxobolus cerebralis—Sporen werden vor allem nach dem Tod der Salmoniden
freigesetzt. Dies erfolgt entweder durch Verwesung der verendeten Tiere oder durch
Ausscheidung der Sporen iiber den Kot von Raubtieren wie Vogeln und Raubfischen, die die
erkrankten Forellen zuvor erbeutet haben. NEHRING et al. (2002) wiesen in neuen
Untersuchungen bei der Bachforelle darauf hin, dass die Ausscheidung der Sporen bereits zu
Lebzeiten der Fische kontinuierlich stattfindet. EL-MATBOULI (nicht ver6ffentlichte Daten)
machte bei Regenbogenforellen dhnliche Beobachtungen.

Die freigesetzten Myxobolus cerebralis—Sporen werden dann vom Oligochaeten der Art
Tubifex tubifex oral aufgenommen (WOLF et al., 1986; EL-MATBOULI & HOFFMANN,
1989).

Die Sporen gelangen mit dem Futter ins Darmlumen der Oligochaeten. Dort schleudern sie
ihre Polfilamente aus und heften sich am Darmepithel fest. Nach einem komplexen
Entwicklungszyklus, der bei einer Wassertemperatur von 15°C etwa 90 Tage andauert, werden
die ersten Triactinomyxon—Sporen ausgeschieden (EL-MATBOULI & HOFFMANN, 1998).
Die charakteristische Ankerform der Sporen entwickelt sich osmotisch bedingt erst im Wasser
(EL-MATBOULI & HOFFMANN, 1989). Die Ausscheidung der Triactinomyxon-Sporen
kann iiber einen Zeitraum von einem Jahr anhalten (MARKIW, 1986).

EL-MATBOULI et al. (1995) zeigten den Eintritt der Triactinomyxon—Sporen iiber das
Epithel von Haut und Flossen sowie die Maulhdhle und die Kiemen. Wahrscheinlich werden
die Sporen chemotaktisch zu den sekretorischen Offnungen der Epidermisschleimzellen und
zum respiratorischen Epithel der Kiemen geleitet.

Nach Anheftung an vorbeischwimmenden Fischen mit Hilfe der Ausschleuderung der
Polfilamente, wird der Amoboidkeim in das Epithel injiziert (EL-MATBOULI et al., 1992).
MANDOK (1993), EL-MATBOULI et al. (1995) und EL-MATBOULI (1996) beschrieben
den weiteren Infektionsweg wie folgt:

Die Amoboidkeimzellen, die zunédchst interepithelial liegen, wandern in die Epithelzellen ein.
Nach mehrmaliger Teilung werden weiterentwickelte Stadien des Parasiten frei und befallen
entweder wiederum andere Zellen oder wandern in tiefere Schichten der Dermis und Subcutis
ein. Uber die peripheren Nervenendigungen gelangen sie in das zentrale Nervensystem ihres
Wirts, wo sie erstmals nach 4 Tagen nachweisbar sind. Nach Durchlaufen mehrerer weiterer
Entwicklungsstufen koénnen nach 90 Tagen post infectionem fertig ausgebildete Myxobolus

cerebralis—Sporen im Knorpelgewebe nachgewiesen werden.
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2.2.4 Klinische Symptomatik

Die drei Leitsymptome der Drehkrankheit sind Schwarzfarbung der kaudalen Korperpartie,
wirbelartige Drehbewegungen und Deformationen des Wirbel- und Schédelskeletts.

Die eindeutige Kliarung der Ursache fiir die Schwarzfiarbung der kaudalen Korperpartie konnte
noch nicht erbracht werden. Es wird jedoch angenommen, dass deformierte Knorpelanteile der
Wirbelsdule Druck auf die im Sympathikus enthaltenen pigmentomotorischen Nervenzellen
ausiiben, die die Pigmentzellen des Schwanzes regulieren. Somit kann es durch Irritationen zu
Farbiéinderungen in den kaudalen Korperpartien kommen (SCHAPERCLAUS, 1990).

Die wirbelartigen Drehbewegungen, die erkrankte Tiere auf Stresssituationen zeigen, waren
fiir die Drehkrankheit namengebend. PLEHN (1904) und HOFFMAN et al. (1962) machten
Knorpel- und Knochenwucherungen im Bereich des Vestibularorgans dafiir verantwortlich,
konnten aber keinen Zusammenhang zwischen Deformationsgrad und Ausmal} des
pathologischen Schwimmverhaltens nachweisen.

Im Gegensatz dazu beobachteten ROSE et al. (2000), dass die Bewegungsmuster von Tieren
mit geschidigten Vestibularorganen grundlegend von dem Verhalten drehkranker Fische
abwichen. Sie beschrieben zum einen Tiere, die kopfiiber auf der Stelle verharren und zum
anderen Bewegungsablédufe, die von einer pldtzlich eintretenden Starre unterbrochen wurden.
Die betroffenen Forellen sanken zu Boden und fiihrten nur noch Atembewegungen aus, bis die
Starre nach gewisser Zeit wieder aufgehoben war. Histologisch fanden die Autoren eine
ringartige Einengung des Riickenmarkkanals, die durch eine granulomatdse Entziindung
hervorgerufen wird. Hier fanden sich degenerierte Faserziige, Trophozoiten und eine kleine
Anzahl an reifen Myxobolus cerebralis—Sporen. Die fiir die Drehkrankheit spezifischen
Drehbewegungen werden wie folgt erklédrt: Durch eine spontane Bewegung des Fisches wird
das Riickenmark an der eingeengten Stelle in seiner Position fixiert. Der so entstandene Zug an
den im duBleren Bereich liegenden Axonen fiihrt zu einer Flut von aufsteigenden Impulsen, die
die retikulospinalen Neuronen aktivieren und somit zu einer erneuten Drehbewegung fiihren.
Die Wiederholung dieser Ereignisse ergibt eine Kettenreaktion mit Drehbewegungen, die nur
durch kompetitive Reize oder endogene neurale Ereignisse unterbrochen wird.

Die Deformationen des Schidel- und Wirbelskeletts resultieren aus unregelmifBigen Knorpel-
Knochenwucherungen in der Folge einer massiven Vermehrung von Entwicklungsstadien und
Bildung der Myxobolus cerebralis—Sporen im Knorpelgewebe des infizierten Fisches. Die
Auflésung der Knorpelstruktur und die Stérung der enchondralen Ossifikation fithren zu

deformierten =~ Schiddeln  (so  genannte = Mopskdpfe),  missgestalteten  Kiefern,
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Kiemendeckelverkiirzungen und Wirbelsdulenverkrimmungen. Im Gegensatz zu den beiden
erstgenannten Symptomen sind die Deformationen irreversibel (PLEHN, 1904;
SCHAPERCLAUS, 1931; HOFFMAN et al., 1962).

Die Bewegungsstorungen und Deformationen filhren zu einer verminderten
Futteraufnahmefahigkeit. Siechtum und Tod sowie das zum Opfer fallen von Fressfeinden in

der freien Natur bestimmen das weitere Schicksal der betroffenen Fische (PLEHN, 1904).

2.2.5 Diagnose

Eine Verdachtsdiagnose kann anhand der fiir die Krankheit relativ typischen Symptome ab
Tag 60 post infectionem erfolgen (WOLF & MARKIW, 1975).

Die definitive Diagnose wird durch den Nachweis der Myxobolus cerebralis—Sporen gestellt.
Es sind hierbei verschiedene Moglichkeiten gegeben:

Bei der routineméBigen Nativuntersuchung wird ein Stiick Knorpel zerkleinert und fiir die
Lichtmikroskopie auf einem Objekttrager mit etwas Wasser ausgestrichen (HOFFMAN et al.,
1968).

Die Sporen konnen auch in mit Giemsa oder Methylenblau gefdarbten Schnittpréparaten
diagnostiziert werden (SCHAPERCLAUS, 1931).

Eine Sporenanreicherung ist mit der Verdauungsmethode nach MARKIW und WOLF (1974)
oder mit der Planktonzentrifugenmethode nach O’GRODNICK (1975) moglich. MARKIW
und WOLF (1980) beschrieben eine Kombination beider Methoden.

Die  Drehkrankheit kann  sowohl durch  Sporennachweis  mittels indirekter
Fluoreszenzantikdrpertechnik (IFAT) (WOLF & MARKIW, 1975), als auch mittels
serologischen Nachweises der Antikérper mit IFAT (GRIFFIN & DAVIS, 1978) und
Immunperoxidasetechnik (HOFFMANN et al., 1991) nachgewiesen werden.

ANDREE et al. (1998) entwickelten eine verschachtelte (nested) PCR zum Nachweis der
genomischen DNA von Myxobolus cerebralis bereits 2 Stunden nach der Infektion.

Eine in situ-Hybridisierungstechnik erlaubt das Sichtbarmachen der verschiedenen
Entwicklungsstadien des Parasiten im Gewebe des Fisch- und Oligochaeten-Wirts

(ANTONIO, 1998).
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2.2.6 Differentialdiagnosen

Abnormes Schwimmverhalten und Drehbewegungen treten auch bei Enteritiden (PLEHN,
1904), bei der Infektiosen Pankreasnekrose (IPN) und bei der Viralen Hadmorrhagischen
Septikdmie (VHS) auf (HALLIDAY, 1973a).

Skelettdeformationen und Schwarzverfarbungen des Schwanzes werden sowohl bei
Tryptophan— oder Ascorbinsduremangel (WOLF et al., 1981), als auch bei der Infektion mit
dem Bakterium Flexibacter psychrophila beobachtet (MARGOLIS et al, 1996).

HALLIDAY (1973b) beschrieb Skelettdeformationen bei genetischen, nutritiven und
haltungsbedingten Méngeln.

Beim Sporennachweis kann es zur Verwechslung mit Myxobolus kisutchi, Myxobolus arcticus
und Myxobolus insidiosus kommen. Diese parasitieren zwar nicht im Knorpel, kénnen aber in
Gewebsausstrichen bei Nativuntersuchungen durch ihre Lokalisation im Nerven- und

Muskelgewebe auch auf dem Objekttrager zu finden sein (MARKIW, 1992).

2.2.7 Therapie

Die Ausbreitung der Drehkrankheit kann laut SCHAPERCLAUS (1931) durch radikale
Vernichtung und unschidliche Beseitigung aller infizierten Fische eingedimmt werden. Nach
WOLF & MARKIW (1982) konnen betroffene Tiere auch gerduchert und anschlieBend
verspeist werden, da die Sporen diese Behandlung nicht {iberleben.

Die Bruthduser und verseuchten Teiche konnen mit verschiedenen basischen Substanzen
behandelt und desinfiziert werden (Branntkalk: 10-15t pro Hektar in Pulverform in Teiche
oder auf feuchte Teichbdden; Chlorkalk: 200-300mg/1 fiir 12 Stunden; Natronlauge: 2%ige
NaOH-Losung fiir minimal 40 Sekunden; Dosisangaben nach AMLACHER (1992))
(SCHAPERCLAUS, 1931; HOFFMAN et al., 1962). Der Teichschlamm soll nach diesen
MafBnahmen abtransportiert und der Teich abermals behandelt werden. Die basischen
Substanzen bewirken ein Ausschleudern der Polfilamente aus den Polkapseln. Die Sporen
verlieren dadurch ihre Infektiositdt (PLEHN, 1904; HOFFMAN & HOFFMAN, 1972).

Das endemische Auftreten der Drehkrankheit in einem Betrieb kann also nur durch
unschédliche Beseitigung aller infizierten Fische, griindliche DesinfektionsmaB3nahmen sowie
Wiederaufzucht mit spezifisch pathogenfreien Setzlingen erfolgreich bekdmpft werden

(NOGA, 1996).
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Der Entwicklungszyklus des Parasiten kann durch Entzug der Lebensgrundlage der
Tubificiden durch Betonieren der Erdteiche unterbrochen werden. Die Zufuhr von
Triactinomyxon—Sporen durch den Zufluss der Anlagen ist allerdings auf diese Weise
trotzdem nicht ausgeschlossen. Moglichkeiten zur Reinigung dieses ZufluBwassers mit Hilfe
von Filtern und UV-Licht wurden von HOFFMAN (1974, 1975) und HEDRICK et al. (2000)
beschrieben.

Untersuchungen mit den Antibiotika Fumagilin und TNP-470 ergaben eine niedrigere
Infektionspravalenz und geringere Sporenanzahlen im Kopfknorpel der behandelten Tiere im
Vergleich mit der jeweiligen Kontrollgruppe. Elektronenmikroskopische Untersuchungen
zeigten Verdnderungen der Schalenzellen sowie der Polkapseln und Amdboidkeime der
reifenden Sporen. Die infolge der Behandlung auftretenden Leberverdnderungen bei den

Fischen waren reversibel (STATON et al., 2002).

2.2.8 Die Empfanglichkeit verschiedener Salmoniden gegentiber der Drehkrankheit

Die Krankheit trat urspriinglich in Europa auf und wurde wahrscheinlich durch den
verstirkten internationalen Handel in den 50er Jahren in fast alle Forellen produzierenden
Léander verbreitet.

Vor allem in den USA, wo der Fliegenfischtourismus eine grofe Rolle spielt, entstanden
erhebliche wirtschaftliche Defizite. Wihrend die Schdden in den Fischzuchten durch
Optimierung der Haltungsbedingungen noch im Rahmen gehalten werden konnten, kam es in
den grofen Fliissen zu einer starken Dezimierung der dort heimischen Regenbogenforellen.
Nachdem Anfang der 90er Jahre festgestellt wurde, dass die Drehkrankheit fiir die
Dezimierung der Regenbogenforellen-Bestinde in Colorado und Montana verantwortlich war,
wurde die Whirling Disease Foundation gegriindet. Im Rahmen dieser Organisation entstand
im Jahre 2001 das Projekt "Resistant Trout", das aus zwei kolaborierenden
Forschungsgruppen besteht. Die eine Gruppe arbeitet an der University of California in Davis
(USA) und steht unter der Leitung von Prof. Dr. R.P. Hedrick. Die zweite Forschungsgruppe
ist an der Ludwig-Maximilians-Universitédt in Miinchen tatig und steht unter der Leitung von
Prof. Dr. M. El-Matbouli. Ziel der Whirling Disease Foundation ist es, das Problem der
Drehkrankheit in den USA innerhalb eines 10-jahrigen Projekts zu entschirfen. Um dieses
Ziel zu erreichen, wurde zuerst ein Regenbogenforellen-Stamm gesucht, der sich als resistent
gegeniiber der Erkrankung zeigt. Dieser wenig empfangliche Stamm soll eventuell spéter in

den amerikanischen Gewdssern ausgesetzt werden, um die fiir die Resistenz verantwortlichen
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Gene in die dort heimischen Populationen einzukreuzen (WEIS, 2003). Ziel der vorliegenden
Arbeit und anderen zukiinftigen Studien soll es sein, die Empfanglichkeit von Kreuzungen
dieser  unempfanglichen  mit  empfinglichen  Stimmen  herauszufinden, die
Resistenzmechanismen bei diesem unempfianglichen Stamm zu ergriinden und die
Empfinglichkeit dieses unempfianglichen Stammes gegeniiber anderen Erkrankungen zu
testen.

Zum Thema der unterschiedlichen Empfanglichkeit gegeniiber der Drehkrankheit sollen im
Folgenden wichtige bisherige Arbeiten vorgestellt werden:

HEDRICK et al. (1999a) zeigte erstmals in Laborversuchen, bei denen Fischalter, FischgrofB3e
und Infektionsdosis bekannt waren und andere &uBlere Einfliisse ausgeschlossen werden
konnten, dass die Bachforelle weniger empfanglich fiir die Drehkrankheit ist als die
Regenbogenforelle. So zeigte diese in Europa einheimische Art signifikant geringere klinische
Anzeichen und Sporenzahlen im Kopfknorpel. Aulerdem machten sich die Symptome bei der
Bachforelle erst bei hoheren Infektionsdosen (ab 1000 Triactinomyxon-Sporen) bemerkbar
und hatten geringere Auspriagung wie bei der Regenbogenforelle. Die Autoren vermuteten,
dass erst die hohen Infektionsdosen das Immunsystem der Bachforelle iiberwinden konnen.
Unterschiede zur Regenbogenforelle ergaben sich auch darin, dass die Bachforelle zu keinem
Zeitpunkt das Symptom ,,pathologisches Drehverhalten® zeigte und kein proportionaler
Anstieg der Sporenmenge im Kopfknorpel im Verhéltnis zur Infektionsdosis erkennbar war.
Andere Untersuchungen zeigten, dass die Empfanglichkeit nicht nur Spezies bedingt variiert,
sondern auch dass verschiedene Individuen einer Population deutlich unterschiedliche
Auspriagungen der Erkrankung nach der Exposition mit Myxobolus cerebralis-Sporen
aufweisen (MARKIW, 1992).

EL-MATBOULI et al. (1999) fiihrte Expositionsexperimente mit Triactinomyxon-Sporen mit
verschiedenen nicht-Salmoniden (Goldfisch (Carassius auratus), Karpfen (Cyprinus caprio),
Nase (Chondrostoma nasus) und Guppy (Poecilia reticulata)) im Vergleich mit der
Regenbogenforelle durch. Nur bei der Regenbogenforelle (und bei einem Guppy) wurden
histologisch in die Haut penetrierte Parasitenstadien nachgewiesen. Auch der prozentuale
Anteil der leeren Triactinomyxon-Schalen im Wasser nach der Exposition war bei dieser
Spezies signifikant hoher (60% im Gegensatz zu 25 bis 32%). Es konnten aber keine
morphologischen Verdnderungen an den Triactinomyxon-Sporen festgestellt werden, wenn
sie ausschlieBlich mit separierten Flossen oder mit Schleim der Regenbogenforellen in
Kontakt kamen. Die Autoren vermuten deshalb, dass sowohl mechanische als auch chemische

Reize eine Rolle bei der Spezifitit der Infektion spielen.
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HEDRICK et al. (1999b) verglichen 4 verschiedene Salmonidenspezies auf ihre
Empfinglichkeit gegeniiber der Drehkrankheit. Sie infizierten die Regenbogenforelle
(Onchorhynchus myciss), die Stierforelle (Salvelinus confluentus), den Saibling (Thymallus
arcticus) und zwei verschiedene Cutthroat Forellen (O. clarki bouvieri und O. clarki lewisi)
mit zwei unterschiedlichen Infektionsdosen (100-200 und 1000-2000 Triactinomyxon-
Sporen/Fisch). Die Regenbogenforelle erwies sich als am empfindlichsten, aber auch die
Cutthroat-Forellen und die Stierforelle waren empfanglich. Hingegen zeigte sich der Saibling
in diesen Versuchen resistent gegeniiber der Infektion..

DENSMORE et al. (2001) bewiesen erstmals in Labor- und Feldversuchen die
unterschiedliche Empfanglichkeit von verschiedenen Regenbogenforellenstimmen und
Stahlkopfforellen. Beim Feldversuch waren keinerlei klinische Anzeichen zu entdecken.
Beim Laborversuch hingegen iiberwogen beim Regenbogenforellenstamm ,,Mt. Lassen* die
Symptome ,,pathologisches Drehverhalten* und ,,Deformationen* und beim Stamm ,,Cayuga-
Lake* die ,,Schwarzfarbungen der Kaudalpartien“. Ein besonders deutlicher Unterschied
zwischen Stahlkopf- und Regenbogenforelle war in der Histologie des Koptknorpels zu
entdecken. So zeigten beide Regenbogenforellenstimme selbst bei niedrigen Infektionsdosen
noch leichte bis deutliche Verdnderungen, wahrend die Stahlkopfforelle keine Anzeichen
einer Entziindung erkennen lieB. Die Autoren begriinden den groBeren Unterschied bei den
geringeren Infektionsdosen damit, dass bei resistenteren Arten die Immunantwort gegen eine
geringe Anzahl von Erregern ausreicht eine Erkrankung abzuwehren, wihrend bei hohen
Dosen diese begrenzte Immunitét zusammenbricht.

In neueren Untersuchungen zeigte KUPPERS (2003) in Feld- und Laborversuchen die
unterschiedlichen Empfénglichkeiten verschiedener Regenbogenforellenstimme im Vergleich
mit der Bachforelle. Nach Infektion mit 10, 100, 1000 und 5000 Triactinomyxon-
Sporen/Fisch erwiesen sich 3 deutschen Stdmme und im besonderem Mafe der deutsche
Zuchtstamm Ho als sehr widerstandsfdhig. Die Autorin schdtzte die Resistenzlage der
deutschen Regenbogenforellenstimme als dhnlich gut wie bei der Bachforelle ein, wihrend
sich der amerikanische Stamm TL als hoch empféinglich erwies. Auch in Zusammenarbeit mit
der University of California Davis konnte gezeigt werden, dass der amerikanische Stamm TL
viel empfinglicher ist als der deutsche Stamm Ho. Beide Stdmme wurden zu den
Tagesgradaltern von 570 und 999 jeweils mit 10, 100, 1000, und 10000 Triactinomyxon-
Sporen infiziert. Die Tiere wurden dann im Verlauf der ersten 5 Monate nach der Infektion
auf klinische Anzeichen der Erkrankung beobachtet. Nach diesem Zeitraum wurde die

Privalenz der Infektion, die Sporenmenge im Koptknorpel und die Schwere der
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histologischen Verdanderungen im Kopfknorpel bestimmt und zwischen den beiden Stimmen
verglichen. Neben schwereren klinischen Anzeichen der Erkrankung, einer hoheren
Infektionspriavalenz und schwereren histologischen Verdnderungen, wurden beim
amerikanischen Stamm TL bis zu 100mal hdhere Sporenzahlen diagnostiziert wie beim
deutschen Stamm (HEDRICK et al., 2003).

Beim Aussetzen eines Stamms in ein neues Okosystem werden auch unvermeidlich
Kreuzungen mit den dort heimischen Tieren stattfinden. Es ist somit wichtig die Resistenzlage
solcher Kreuzungen von hoch und wenig empfinglichen Stdmmen zu untersuchen (sieche
vorliegende Arbeit). AuBerdem muss untersucht werden, ob die auszusetzenden
Regenbogenforellen vielleicht empfénglicher fiir andere Krankheiten sind. Unter der Leitung
der Whirling Disease Foundation laufen momentan Arbeiten, die sich mit dieser Thematik
beschiftigen. Da die reduzierte Genvielfalt eines Zuchtstamms (Stamm Ho) die
Uberlebensfihigkeit in der freien Natur einschrinkt (BEHNKE, 2002), ist man momentan auf
der Suche nach einem Wildstamm, der sich als dhnlich resistent gegeniiber der Drehkrankheit
erweist wie der Zuchtstamm Ho (siche Wildstamm S aus der vorliegenden Arbeit). Des

Weiteren sollen die Resistenzmechanismen bei der Drehkrankheit erforscht werden.

Eine Ubersicht iiber das Vorkommen der Drehkrankheit bei verschiedenen Salmonidenarten
ist in Tabelle 2 dargestellt. Dabei sind die jeweiligen Salmonidenarten in absteigender

Reihenfolge ihrer Empfanglichkeit aufgelistet.

2.2.9 Die Erblichkeit der Krankheitsresistenz bei Fischen

Nach FJALESTAD et al. (1993) besteht ein groBes Interesse die natiirliche
Krankheitsresistenz von Fischen in Fischzuchten zu erhohen. Krankheitsausbriiche
vermindern die Profitabilitdt der Betriebe. Somit ist es erstrebenswert, den Ausbruch von
Krankheiten durch hohe Futterqualitit, Vakzinen und Antibiotika zu minimieren. Jedoch
muss bei letzterem beachtet werden, dass sich zunehmend Resistenzen entwickeln und
Riickstdnde in den als Lebensmittel verwendeten Tieren und im Gewésser zuriickbleiben. So
konnen diese oben genannten Moglichkeiten nur schwer zu einer langfristigen Losung des
Problems fiihren. So bleibt als effektive BekdmpfungsmaBnahme vor allem die Entwicklung
von natiirlichen Krankheitsresistenzen. Bei den kiinstlichen Lebensbedingungen in
Fischzuchten ist die direkte Selektion fiir bessere Uberlebensfihigkeit der Fische aber nur

gering. Die Messung der Krankheitsresistenz kann nach Meinung der Autoren auf 3
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verschiedene Weisen erfolgen: 1) Die Selektion nach verbesserte Uberlebensrate wird vor
allem bei groflen Populationen verwendet. Sie wird aber sehr durch andere Faktoren, wie
andere Pathogene oder verschiedene Managementprobleme beeinflusst.
2) Laborinfektionsversuche werden mit kleineren Gruppengroflen durchgefiihrt und finden
unter konstanten Bedingungen statt. Durch die Unterschiede zu den Bedingungen in der freien
Natur ist die Effektivitdt dieser Versuche aber reduziert. 3) Als dritte Moglichkeit kann durch
Messung von immunologischen Parametern wie Kortison, Lysozym, Transferrin, Antikdrpern
oder anderen erfolgen. Der Wert dieser Messungen in Zuchtprogrammen héngt von deren
Erblichkeit und der genetischen Korrelation zur Uberlebensfihigkeit der Tiere ab. So zeigten
Regenbogenforellen, die eine geringere Kortisonausschiittung auf Stressreize hatten, eine
héhere Uberlebensfihigkeit nach einer Konfrontation mit der Furunkulose (FEVOLDEN et
al., 1992). CIPRIANO & HEARTWELL (1986) selektierten Bachforellen eine Generation
nach hohen Werten von Hautschleimprizipitinen gegen Aeromonas salmonicida und
produzierten auf diese Weise Nachkommen, die resistenter gegen die Furunkulose waren.
Infektionsversuche mit verschiedenen Pathogenen zeigten signifikante genetische Variation
bei der Sterblichkeitsrate zwischen verschiedenen Familien. Eine Verbesserung der
Uberlebensfihigkeit durch gezielte Zucht ist also mdglich. AuBerdem wurden in
verschiedenen Studien Zusammenhinge zwischen der Wachstumsrate und der
Uberlebensfihigkeit bemerkt. Dies konnte nach FJALESTAD et al. (1993) damit
zusammenhéngen, dass die kiinstliche Zucht nach Wachstumsraten Fische hervorbringt, die
dem Leben in Gefangenschaft besser angepasst und weniger stressempfindlich sind. So
schitzten RYE et al. (1990) den genetischen Zusammenhang zwischen der Wachstumsrate
und der Uberlebensfihigkeit beim Atlantischen Lachs und bei der Regenbogenforelle auf 0,37
und 0,23. Auch GJEDREM et al. (1991) schitzten die genetische Korrelation dieser beiden
Parameter bei der Furunkulose auf 0,3 ein. Wenn man also nach erhohtem Wachstum
selektiert, ist nach Meinung der Autoren auch eventuell eine bessere Uberlebensfihigkeit
gegeben. Auch signifikante Variationen bei immunologischen Parametern wurden gefunden.
Aber man muss noch mehr {iber die Zusammenhinge dieser Parameter mit der
Sterblichkeitsrate herausfinden, um eine indirekte Selektion realisieren zu konnen.

Es kann in Zukunft eventuell von Interesse sein, resistente Linien gegen bestimmte
Krankheiten zu erzeugen und anschlieBend zu kreuzen, um Hybriden zu produzieren. So
zeigten Kreuzungen zwischen verschiedenen Stammen beim Karpfen Heterosis-Effekte fiir
das Uberleben (HINES et al., 1974). Kreuzungen bei Salmoniden gaben verschiedene
Ergebnisse (KLUPP, 1979; AYLES & BAKER, 1983), so dass es nicht mdglich ist die
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Uberlebensfihigkeit von Kreuzungen vorauszusagen. Es kann also keine generelle Antwort
gegeben werden, ob Kreuzungen in Fischzuchten verwendet werden sollten, um die
Uberlebensrate zu steigern. So zeigten CHEVASSUS & DORSON (1990) zwar eine erhhte
Resistenz gegen bestimmte Krankheiten bei bestimmten Kreuzungen, aber die geringe
Uberlebensfihigkeit dieser Hybriden machten sie wenig interessant fiir die kommerzielle
Zucht.

Die Autoren FJALESTAD et al. (1993) folgerten aus dem oben gesagten, dass die Selektion
der beste Weg ist, die natiirliche Resistenz bei Fischen zu erhéhen. Die Selektion sollte nach
der Uberlebensrate der verschiedenen Stimme erfolgen. Studien nach den
Resistenzmechanismen sollen folgen, um das Basiswissen zu erhohen und Faktoren zu finden,
die mit der Resistenzlage korrelieren. Somit wire es auch moglich eine indirekte Selektion
nach diesen Faktoren durchzufiihren. Die Gene, die fiir die Resistenzen gegen bestimmte
Krankheiten verantwortlich sind, sind bis jetzt noch nicht identifiziert. Die Gentechnik wird
es in Zukunft vielleicht erlauben, die Gene zu isolieren, die die Krankheitsresistenz regulieren

(FJALESTAD et al., 1993).

IBARRA et al. (1994) untersuchten einen hochempfianglichen, einen wenig empfanglichen
Regenbogenforellen-Stamm, die F1- und F2 -Generationen und die Riickkreuzung mit den
Elternstimmen auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber einer Infektion mit dem Parasiten
Ceratomyxa shasta. Nach einer kurzen und einer langen Expositionszeit (7 beziehungsweise
120 Tage) wurden keine einfachen Mendel'schen Gesetze der Vererbung der
Sterblichkeitsrate und der durchschnittlichen Zeit bis zum Tod gefunden. Dies liel vermuten,
dass beide Parameter von mehreren Genorten bestimmt werden. Die beiden Kreuzungen F1
und F2 lagen in der Empfinglichkeit in der Mitte ihrer Elternstimme und die
Riickkreuzungen lagen wiederum in der Mitte zwischen den F1- und F2-Generationen und der
zugehorigen Elternstimme. Der hoch empfangliche Regenbogenforellen-Stamm Mt. Shasta
erkrankte nach der Infektion akut, wahrend sich die Krankheit bei dem wenig empfindlichen
Stamm Pit River chronisch entwickelte. Auch hier lagen die Kreuzungen wiederum in der
Mitte zwischen den Elternstimmen. So entwickelten die F1- und F2-Generationen einen
subakuten bis chronischen Krankheitsverlauf. Die Analysen der genetischen Komponenten
beider gemessener Faktoren zeigten signifikante additive, dominante und digenetische Effekte

sowie eine Dominanz der Allele des Stamms Pit River tiber die Allele des Stamms Mt. Shasta.
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Laut BARTHOLOMEW (1998) gibt es bei der Empfanglichkeit der Salmoniden gegeniiber
einer Infektion mit Ceratomyxa shasta interspezfische und intraspezifische Unterschiede.
Infektionen bei der Regenbogenforelle verlaufen schwer, wahrend die Bachforelle nur leicht
erkrankt. Aber auch zwischen verschiedenen Stimmen gibt es Unterschiede in der
Empfanglichkeit (SCHAFER, 1968). So fanden ZINN et al. (1977) heraus, dass Stimme in
Gegenden, wo die Ceratomyxose natiirlich vorkommt geringere Mortalitit (13%) nach einer
artifiziellen Infektion zeigen als Stamme in Gegenden ohne natiirliches Vorkommen (88-
100%). Auch die Erblichkeit der Resistenz gegeniiber C. shasta wurde bei der
Regenbogenforelle schon gezeigt. Hierbei erwiesen sich die Nachkommen von resistenten
und empféanglichen Elternstimmen als intermediér in ihrer Empfanglichkeit. Hierbei war der
Beitrag der ménnlichen und weiblichen Eltern fiir die Empfanglichkeit der Nachkommen

jeweils gleich (IBARRA et al., 1992, 1994).

BEACHAM & EVELYN (1992) untersuchten die genetische Variation der Sterblichkeit und
der mittleren Zeit bis zum Tod bei 3 verschiedenen Populationen von Chinook Salmoniden
(Oncorhynchus tshawytscha) nach Infektion mit den Erregern der Vibriose (Vibrio
anguillarum), der Furunkulose (Aeromonas salmonicida) und der Bakteriellen
Nierenerkrankung (Renibacterium salmoninarum). In jeder Population wurden die
Nachkommen von 10 Miannchen und 20 Weibchen auf ihre Empféanglichkeit beziiglich dieser
Infektionen untersucht. Die Erblichkeit der Mortalitdt wurde bei der Vibriose auf 0,00, bei der
Furunkulose auf 0,00-0,34 und bei der Bakteriellen Nierenerkrankung auf 0,00-0,38
geschétzt, wihrend die Erblichkeit der mittleren Zeit bis zum Tod bei der Vibriose 0,00, bei
der Funrunkulose 0,00-0,02 und bei der Bakteriellen Nierenerkrankung 0,06-0,50 betrug. Bei
der Erblichkeit der Mortalitdt wurden maternale Effekte in 6 von 9 Schitzungen gefunden.
Diese Resultate zeigen, dass vielleicht schon die Eier Faktoren beinhalten, die ein gewisses
MaB an Krankheitsresistenz an die jungen Fische iibertragen. Von den 3 verschiedenen
Populationen erwies sich der Kitimat River Chinook Salmonide als am unempfindlichsten.
Die Autoren vermuteten bei diesen Tieren ein nichtspezifisches Immunsystem, das den beiden

anderen Populationen iiberlegen ist.

DORSON et al. (1995) initiierten ein Selektionsprogramm fiir die Resistenz gegen das VHS-
Virus bei Regenbogen-Forellen. Hierbei wurden iiber drei Jahre die Nachkommen von
verschiedenen Miannchen mit einer VHS-Infektion konfrontiert. Die Mortalitit reichte zu

Beginn des Experiments zwischen 30% und 95%. Die 14 Miannchen des Versuchsbeginns
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wurden nach der Sterblichkeit ihrer Nachkommen sortiert. Die Erblichkeit der Resistenz
wurde auf 0,63+-0,26 geschitzt. Aus den wenigsten empfindlichen Individuen wurden die
folgenden Generationen weitergeziichtet. Dabei verbesserte sich die mittlere Resistenz
gegeniiber der Erkrankung. So war die Mortalitdt einiger weiblichen Nachkommen dieses
Zuchtprogramms mit 0 bis 10% relativ gering, wihrend die Kontrollfische zu 70 bis 90%
verendeten. Auch die mittels Gynogenese entwickelten Nachkommen dieser oben erwihnten
Weibchen zeigten eine Sterblichkeitsrate von unter 10%. Bei weiteren Infektionsversuchen
wurden die Nachkommen des unempfindlichsten Ménnchens des ersten Versuchs mit anderen
Nachkommen dieses Mannchens gekreuzt. Hierbei lag die Sterblichkeit nach einer VHS-
Infektion bei 21%, wihrend die Mortalitit der Kreuzungen aus Nachkommen dieses wenig
empfindlichen Ménnchens mit empfindlichen Fischen bei knapp 40% lag. Kreuzungen, bei
denen beide Elternteile als empfanglich galten, hatten im Vergleich eine Sterblichkeitsrate
von 81,7%. So konnten die Autoren mit dieser Arbeit den starken genetischen Einfluss der
Resistenz bei einer VHS-Infektion zeigen. Dies steht auch im Einklang mit anderen Arbeiten
bei Salmoniden, bei denen eine starke genetische Variation der Resistenz gegen VHS
beschrieben wurde (KAASTRUP et al., 1991). Die Erblichkeit fiir die Resistenz wurde somit
in den Arbeiten von DORSON et al. (1995) und KAASTRUP et al. (1991) sehr viel hoher
eingeschdtzt, als in vorigen Studien. Dies konnte nach Meinung der Autoren ein viel
versprechender Ansatz fiir zukiinftige Zuchtprogramme sein. AufBlerdem wurde in
letztgenannter Studie die wichtige Rolle der oberflachlichen Gewebe bei der Abwehr einer
VHS-Infektion gezeigt. So vermehrten sich die Viren in den Flossen der resistenten Fische

weit weniger als in den Flossen der empfanglichen.

GJEDREM et al. (1991) fiihrten Untersuchungen mit der Furunkulose beim Atlantischen
Lachs durch, die damals eine der schwersten Erkrankungen bei Salmoniden in Norwegen
darstellte. Ein Einsatz von Antibiotika war nicht wiinschenswert und Vakzinen lieferten
keinen effektiven Schutz. Das Ziel ihrer Studie war es, die GroBle des Einflusses der
genetischen Variation auf die Sterblichkeitsrate nach einer experimentell ausgelOsten
Furunkulose-Erkrankung herauszufinden. Sie infizierten insgesamt 5000 iiber ein Jahr alte
Fische per intraperitonealer Injektion mit Aeromonas salmonicida ssp. salmonicida. Die Tiere
wurden individuell markiert und wihrend des Versuchs gemeinsam in einer grolen Tonne
gehalten. Nach 11 Tagen post infectionem starben die ersten Fische und die héchste Todesrate
war am Tag 12 bis 22 nach der Injektion zu erkennen. Hierbei zeigte sich eine Mortalitdt von

69%, wobei jeweils grole Unterschiede zwischen den verschiedenen Familien zu erkennen
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waren. Die Erblichkeit der Sterblichkeitsrate war hoch und wurde auf 0,48 und 0,32 geschétzt.
Die Autoren folgerten aus den Ergebnissen der hohen Erblichkeit und der groB3en
phinotypischen Varianz, dass das Problem der Furunkolose effektiv durch Zuchtprogramme
verbessert werden kann. Die Frage nach den verantwortlichen Mechanismen fiir die
genetischen Unterschiede in der Empfanglichkeit konnte in dieser Studie aber nicht geklart
werden.

Die Ergebnisse stimmen auch mit den frithen Arbeiten von EMBODY & HAYFORD (1925)
iiberein, die die Uberlebensrate bei einer Population mit Furunkulose von 2% auf 69%

innerhalb von 3 Generationen steigerten.

QUILLET et al. (2001) untersuchten in einer Studie die Virusreplikation des VHS-Virus im
Flossengewebe von Regenbogenforellen als ein mdgliches Kriterium, um die Resistenz von
Gruppen oder Individuen vorauszusagen. Die Empfanglichkeit der Versuchsfische reichte
von extrem empfindlich bis zu total resistent gegeniiber einer VHS-Infektion. Hoch
signifikante Ubereinstimmungen zwischen der Virusreplikation und der Uberlebensfihigkeit
nach Kontakt zum VHS-Virus wurden gefunden. Bei einem weiteren Versuch, bei dem die
Versuchstiere individuell markiert wurden, stellte sich heraus, dass der mittlere VHS-
Replikationswert bei den resistenteren Fischen geringer war als bei den empféinglichen. Als
die Autoren Klone fiir die Experimente einsetzten, wurde eine sehr hohe Korrelation zwischen
der Uberlebensfihigkeit und der Virusreplikation gefunden (R=0,96). Dies war in der
Literatur der erste Beweis einer starken Beziehung zwischen der Resistenz der Fische und
anderen Faktoren. Auflerdem zeigten die Autoren mit ihren Versuchen die Wichtigkeit der
oberflachlichen Gewebe bei der Abwehr von Pathogenen. Obwohl diese Versuche unter
kontrollierten Laborbedingungen durchgefiihrt wurden und nur bedingt auf die freie Natur
libertragbar sind, brachten die Autoren hiermit neues Licht in die Suche nach den
verantwortlichen Resistenzmechanismen. Genanalysen der verschiedenen Gruppen, die in den
Experimenten eingesetzt wurden, zeigten, dass das Ausmal} der Virusreplikation zu einem
groflen Teil genetisch festgelegt ist. Diese Ergebnisse ermutigen, dass das Problem der VHS

vielleicht durch gezielte Zucht und Selektion verbessert werden kann.
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2.3  Faktoren, die die Empfanglichkeit eines mit Myxobolus cerebralis infizierten

Fisches beeinflussen kdnnen

Die Ausprdgung der Drehkrankheit beim Salmonidenwirt hingt im hohen Mafle von
verschiedenen Faktoren wie Fischalter, Fischspezies, Infektionsdruck und Umweltstressoren

ab.

Schon SCHAPERCLAUS (1931) beschrieb die starke Abhiingigkeit der Empfinglichkeit des
betroffenen Fisches vom Alter. Bei jungen Fischen ist der Knorpelanteil am Skelett viel hoher
als bei dlteren Tieren, bei denen nach dem Ossifikationsprozess weniger Zielgewebe fiir den
Parasiten zur Verfiigung steht.

Auch zum spdteren Zeitpunkt der Verknocherung konnen die Parasiten noch
Skelettdeformationen hervorrufen, die aber bei weiten nicht das Ausmal} erreichen wie bei
Jungfischen. Man geht davon aus, dass sich etwa ab dem 6. Lebensmonat keine klinischen
Anzeichen der Erkrankung mehr manifestieren (HALLIDAY, 1976).

Trotzdem kann eine Ausbreitung der Sporen durch diese symptomlosen Tréager erfolgen (EL-

MATBOULI et al., 1992).

Die Auspragung der Drehkrankheit ist auch in starkem Malle vom Fischwirt abhdngig. Nach
einer Infektion mit Myxobolus cerebralis erkranken nahezu alle Salmoniden. Vergleichende
Untersuchungen an Bach- und Regenbogenforellen aber zeigten, dass die Regenbogenforelle
am starksten befallen wird, wéhrend sich die Bachforelle (Salmo trutta) als relativ resistent
erwiesen hat (HOFER, 1903; HOFFMAN & PUTZ, 1969).

Auch HOFFMAN et al. (1962) beschrieben eine Widerstandsfahigkeit der Bachforelle nach
Exposition mit dem Parasiten. Die Autoren konnten bei dieser in Europa einheimischen
Fischspezies zwar die Infektion nachweisen, die Tiere zeigten jedoch keine klinischen
Anzeichen der Erkrankung.

Die Bachforelle wird deswegen als natiirlicher Wirt und Trager des Parasiten angesehen und
stellt somit ein Erregerreservoir dar (HOFFMAN, 1970).

HALLIDAY (1976) und O'GRODNICK (1979) zeigten in ihren Untersuchungen, dass die
Bachforelle nach Infektion mit der Drehkrankheit weniger Sporen produziert als die
Regenbogenforelle.

Im Gegensatz dazu beschreiben neuere Untersuchungen im Westen der USA und in

Deutschland Bachforellen, die die Symptome ,,Schwarzfiarbungen der Kaudalpartien” und
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,Deformationen‘ aufweisen (NEHRING, Colorado Division of Wildlife, MONTROSE, nicht
publiziert; M. EL-MATBOULLI, pers. Beobachtungen).
Weiteres siche Kapitel 2.2.8.

Tabelle 2: Vorkommen der Drehkrankheit bei verschiedenen Salmonidenarten in

absteigender Reihenfolge ihrer Empfanglichkeit nach O’'GRODNICK (1979)

Salmonidenart Ursprung
Regenbogenforelle Pazifisches Becken
(Oncorhynchus mykiss)

Huchen (Hucho hucho) Europa

Rotlachs (Oncorhynchus nerka) Pazifisches Becken
Bachsaibling (Salvelinus fontinalis) Nordamerika
Konigslachs Pazifisches Becken

(Oncorhynchus tshawytscha)

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

(Salvelinus namaycush)

RYCE et al. (1998) beschrieben in ihren Untersuchungen eine Abhdngigkeit zwischen
Auspragung der Drehkrankheit und Infektionsdosis. So entwickelten mit 1000 und 10000
Triactinomyxon-Sporen infizierte Forellen nach 6 bzw. 5 Wochen erste klinische Symptome,
wihrend die Tiere, die mit 100 Sporen infiziert worden waren, erst ab 7 Wochen auffillig

wurden.

Fische sind sowohl unter natiirlichen als auch unter kiinstlichen Haltungsbedingungen
verschiedenen Stressfaktoren ausgesetzt, die Einfluss auf den Verlauf einer Erkrankung haben
konnen. So spielen in der freien Natur vor allem Temperaturschwankungen und endogene
Rhythmen wie das Laichen und das Abwandern der Salmoniden ins Meer eine Rolle.

ANDERSON (1990) titulierte diese Faktoren als ,,natiirliche Stressoren®.
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ADAMS (1990) definierte akute Stressoren als einzelne oder mehrfache Exposition auf einen
Reiz, wihrend chronischer Stress eine Reaktion auf immer wiederkehrende, meist milde
Ereignisse sei.

Akuter Stress tritt laut PICKERING et al. (1982) und FLOS et al. (1988) beim Umsetzen und
Sortieren der Fische auf (,,handling stress*).

Chronischer Stress kommt haufig vor. Beispiele sind die Haltung bei schlechter
Wasserqualitit oder Uberbesatz bei Tieren in Gefangenschaft. Folge solcher unzureichenden
Lebensbedingungen sind erhohte Kortisolwerte im Blut und daraus resultierende hohere

Krankheitsanfdlligkeit der Tiere (BOLLARD et al. 1993).

2.4 Die Haut als entscheidende Abwehrbarriere

Wie aus den vorigen Kapiteln ersichtlich wird, weill man zwar, dass es Unterschiede in der
Empfanglichkeit gegeniiber einer Myxobolus cerebralis-Infektion gibt. Die Mechanismen, die
dazu fiihren, sind allerdings noch weitgehend unbekannt. In den folgenden Kapiteln werden
die wichtigsten Faktoren, die bisher bei der Drehkrankheit bekannt sind besprochen.
Untersuchungen, die zu diesem Thema bei anderen Krankheiten gemacht wurden, werden

vorgestellt.

Myxobolus cerebralis, der Erreger der Drehkrankheit, wandert im Verlauf der Infektion des
Salmonidenwirtes durch 3 verschiedene Gewebearten. Die Penetration der Triactinomyxon-
Sporen erfolgt durch die Epidermis und das Kiemenepithel. In der Haut werden nur die ersten
2 Tage nach der Infektion Parasitenstadien gefunden. Diese wandern iiber die peripheren
Nervenendigungen ins zentrale Nervensystem ab und konnen ab dem 20. Tag post
infectionem im Knorpel des befallenen Fisches gefunden werden (EL-MATBOULI et al.,
1995).

Im Folgenden werden die bisher bekannten Immunvorginge der Haut, des Nerven-, und des

Knorpelgewebes bei einer Myxobolus cerebralis-Infektion vorgestellt.

2.4.1 Haut

Nach bisherigen Erkenntnissen stellt die Haut eine sehr wichtige Abwehrbarriere im Kampf
gegen eine Vielzahl von Krankheitserregern dar. Hierbei spielen sowohl immunologische

Faktoren als auch die reine mechanische Abwehr eine Rolle (ANDERSON, 1974).
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Schon die den Korper umhiillende, auf der Epidermis liegende Schleimschicht ist von groB3er
Bedeutung. Durch die fortlaufende Produktion werden Zelltrimmer und Mikroorganismen
von der Haut der Fische nach aullen abtransportiert und dadurch abgewaschen. Auf diese
Weise wird eine Anhaftung von Pathogenen erschwert. Es wird auflerdem ein fiir
Mikroorganismen ungiinstiger pH-Wert des Schleims diskutiert (ANDERSON, 1974).
NILSON (1995) berichtete iiber eine Steigerung der Mukusproduktion als Reaktion auf
chemische und physikalische Reize.

Es wurden von verschiedenen Autoren antimikrobiell wirksame Substanzen im Hautschleim
von Fischen gefunden. So fanden FLETCHER und WHITE (1973) das Lysozym und
HARRELL et al. (1976) Komplementfaktoren und akute Phase Proteine.

BRAUN et al. (1990) fanden beim Lachs (Salmo salar L.) Schleim sezernierende, dorsale
Epithelzellen, die zur Unterstiitzung der unspezifischen Abwehr Trypsin enthalten.

INGRAM (1980) beschrieb eine erhohte Hautschleimproduktion nach Stresssituationen.
Untersuchungen bei Ingern (Eptatretus stoutii) zeigten, dass zwei verschiedene Zelltypen
nach Stresssituationen rupturieren und auf folgende Weise den Schleim erzeugen: Die aus den
Fadendriisenzellen freigesetzten Fédden entrollen sich und aggregieren mit den mucinhaltigen
Substanzen aus den Vesikeln der Schleimdriisenzellen. Die Aufgabe der Féden besteht in der
Modulation des Wassergehalts und der Viskositét des Schleims. Sie sichern gleichzeitig die
Anhaftung an der Fischhaut (KOCH et al., 1991).

AL-HASSAN et al. (1986) beschrieben, dass sich der Kreuzwels (Arius thalassinus) bei
Bedrohung oder Verletzung mit einer dicken Schicht proteinreichen Schleims umgibt, der
sich vom in normalen Situationen produzierten Schleim deutlich in der Zusammensetzung
unterscheidet. Dieser besondere Schleim verkiirzt die Heilungsdauer von Hautwunden von
Sdugern um bis zu 60%. AuBlerdem wird die Blutgerinnung sowie die Hadmolyse und
Agglutination von Erythrozyten beschleunigt. Die Autoren beschrieben auch eine
Vasokonstriktion.

AuBler der Schleimschicht sind der geringe Verhornungsgrad und die Existenz vieler
verschiedener Zelltypen charakteristisch fiir die Fischhaut. Die meisten der hoheren Fische
besitzen Schuppen, die die Haut vor &uBeren Einfliissen schiitzen. Zwischen den
Epidermiszellen kann man Makrophagen, die hdufig Melaningranula enthalten, und
neutrophile und eosinophile Granulozyten finden (ANDERSON, 1974; COOPER et al.,
1990).

Untersuchungen bei Japan-Karpfen (Oryzias latipes) zeigten, dass nach Hautverletzungen

eine verstirkte Wanderung von Leukozyten stattfand. Nach Entfernung einer Schuppe wurde

-4 -



Literatur

diese mit Tusche markiert und reimplantiert. Darauf wurden kohlenstoftbeladene
Makrophagen beobachtet, die liber die Hautoberfldche abgestoBen wurden (NAKAMURA et
al., 1992).

Bei dhnlichen Untersuchungen von Sommerflundern (Paralichthys olivaceus) schlossen sich
die eingewanderten Leukozyten zu Riesenzellen zusammen. KIKUCHI et al. (1990)
vermuteten deswegen eine aktive Rolle der Haut bei der Elimination von Fremdkorpern.

In vitro-Untersuchungen zum Wanderungsverhalten der Epithelzellen von Salmoniden und
threr Phagozytosefdhigkeit lassen vermuten, dass diese Zellen aktiv am Prozess der
Wundheilung teilnehmen und an der Lysis von Mikroorganismen teilnehmen (ASBAKK &
DALMO, 1997).

NAKANISHI & OTOTAKE (1997) zeigten, dass die Antigenaufnahme in der Haut durch
Makrophagen und Epithelzellen vor allem zelluldre Abwehrmechanismen stimuliert.
PELETEIRO & RICHARDS (1990) fanden in der Haut von Regenbogenforellen Zellen, die
Phagosomen und Melanin enthielten und zur Phagozytose fahig waren. Sie konnten allerdings
keine granulahaltigen, dentritenartig verzweigten Zellen finden, die den Langerhans-Zellen
des Menschen entsprechen. lhre Funktion besteht im Antigen-Trapping und Antigen-
Presenting.

Bei der Drehkrankheit wurden bisher vor allem intrazelluldr degenerierte Parasitenstadien
gefunden. Dies spricht flir eine Aufnahme durch zur Phagozytose beféhigte Zellen und einem
nachfolgenden enzymatischen Verdau (EL-MATBOULI et al., 1995). Es konnte jedoch keine
Anhédufung solcher Zellen nach dem Eindringen der Amdboidkeime beobachtet werden
(DEMMEL, 1999).

AMLACHER (1992) konnte neben den zelluliren Abwehrmechanismen der Haut auch
humorale Faktoren finden. Er entdeckte im Hautschleim, im Darmschleim und im Blut dem
Ig-M der Sduger dhnliche Antikorper. Ob sie die Phagozytose bei der Drehkrankheit durch
Opsonisierung verstdrken konnen, ist momentan aber noch unklar.

EL-MATBOULI (personliche Mitteilung) postuliert, dass die Entscheidung iiber die
Manifestation einer Myxobolus cerebralis-Infektion bereits in den frithen Hautphasen der
Erkrankung fdllt. Er vermutet einen Unterschied in der immunologischen Kompetenz dieses

Gewebes bei resistenten und nicht resistenten Arten.
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2.4.2 Nerv

Schon ab dem 4. Tag nach der Infektion mit den Triactinomyxon-Sporen kdnnen erste
Parasitenstadien im Nervengewebe festgestellt werden. Zwischen dem 6. und 14. Tag
befinden sich die meisten Parasiten im Riickenmark, spéter im Verlauf der Infektion dann im
Gehirn und den Kopfganglien (EL-MATBOULI et al., 1995). Das friilhe Erscheinen des
Parasiten im Nervengewebe weist auf einen ausgesprochenen Neurotropismus hin. Hierdurch
wird nicht nur der kiirzeste Weg zum Zielgewebe verfolgt, sondern auch die Flucht vor dem
Immunsystem des Wirts spielt hier wohl eine wesentliche Rolle. Dieses Phdnomen ist auch
bei Herpes- und Rhabdovirusinfektionen der Sduger zu beobachten.

EL-MATBOULI und HOFFMANN (1993) konnten keine Immunreaktionen oder
Entziindungsvorgénge im Nervengewebe der infizierten Regenbogenforelle feststellen.
HEDRICK et al. (1999a) fanden auch keine Immunreaktionen bei der Regenbogenforelle,
hingegen zeigten sie bei spidteren Untersuchungen Infiltrationen von eosinophilen
Granulozyten ins Nervengewebe bei Bachforellen.

Uber die Aufgabe der eosinophilen Granulozyten im Nervengewebe von Fischen ist bis heute
nicht viel bekannt. Sie wurden bisher bei akuten Entziindungen von Darm und Kiemen
angetroffen (POWELL et al. 1991, HOLLAND & ROWLEY 1998).

EL-MATBOULI (1996) schrieb diesen Zellen bei der Drehkrankheit eine Sporenanzahl

limitierende Funktion zu.

2.4.3 Knorpel

Ab dem 20. Tag nach der Infektion kdnnen die ersten Parasitenstadien im Knorpel festgestellt
werden. Sie fithren durch ihre vegetative Vermehrung schnell zu einer Auflosung der
Knorpeltextur (HOFFMAN et al., 1962).

Nach HALLIDAY (1974) kommen zwei Mechanismen fiir die Knorpelerosion in Frage: Zum
einen machte er Enzyme des Parasiten fiir diese Verdnderungen verantwortlich. Bei dieser
Form ist der Knorpel um das membrandse Labyrinth weitgehend zerstort und es finden sich
neben Mengen degenerierten Knorpels Granulationsgewebe und zahlreiche Sporen. Zum
anderen beschrieb er eine iiberschieBende Entziindungsreaktion des Wirts, die fiir die Nekrose
des Knorpels verantwortlich sein soll. In diesen Entziindungsherden finden sich vor allem

Trophozoiten und Sporoblasten.
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HEDRICK et al. (1999a) beobachteten, dass bei den relativ resistenten Bachforellen weniger
Parasiten das Sporenstadium erreichten als bei den hoch empfindlichen Regenbogenforellen.
Dieser Unterschied verstirkt sich bei hoheren Infektionsdosen. Ein proportionaler
Zusammenhang zwischen Sporenanzahl und Ausprigung der Knorpelldsion impliziert, dass
die granulomatdse Entziindungsreaktion der Regenbogenforelle weniger effektiv in der Lage
ist, die Vermehrung des Parasiten einzuddammen.

EL-MATBOULI (personliche Mitteilung) vermutet, dass die Erkrankung nach Erreichen des
Knorpels durch die Parasitenstadien schon manifestiert ist. Eine Einflussnahme durch das
Immunsystem des Wirts auf den weiteren Verlauf der Erkrankung sei deswegen zu diesem
Zeitpunkt nur noch begrenzt moglich. Die Immunmechanismen, die resistente Arten von den
empfianglichen unterscheiden, miissten seiner Meinung nach also eher frither im Verlauf der

Infektion greifen.

2.5  Die Rolle des unspezifischen Immunsystems bei der Abwehr einer

Infektionskrankheit

Das Immunsystem der Fische besteht aus einem spezifischen und einem unspezifischen Teil.
Um die Problematik der Resistenzmechanismen weiter zu beleuchten, werden in den
nachfolgenden Kapiteln verschiedene Bestandteile des unspezifischen Immunsystems beim
Fisch vorgestellt. Hier werden insbesondere die jeweiligen Leistungen bei der Abwehr
unterschiedlicher Erkrankungen besprochen. Das spezifische Immunsystem spielt in diesem
Zusammenhang bei der Drehkrankheit wahrscheinlich keine Rolle (EL-MATBOULI,
personliche Mitteilung). Die Ausbildung des spezifischen Immunsystems erfolgt erst zu
einem Zeitraum, bei dem die Erkrankung schon manifestiert ist. Die Reaktionszeit der
spezifischen Immunantwort ist bei den herrschenden niedrigen Wassertemperaturen stark
verlangsamt. Auflerdem entfaltet dieser Teil des Immunsystems erst nach wiederholtem
Kontakt mit dem betreffenden Antigen seine volle Wirkung (BALDO & FLETCHER, 1973).
Auch die passive Immunisierung von jungen Forellen mit Serum, das Myxobolus cerebralis-
Antikorper enthielt, zeigte nur minimale Wirkung (ADKINSON et al., 1997).

Der spezifische Teil des Immunsystems ist bei Fischen weniger gut entwickelt, als bei
Saugetieren, weshalb dem angeborenen unspezifischen Mechanismen eine besondere Rolle

zukommt (INGRAM, 1980).
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25.1 Humorale Abwehrmechanismen

2.5.1.1 Das Komplementsystem

Das Komplementsystem besteht aus einer Gruppe von Proteinen, die im Serum verschiedener
Tierarten vorkommen. Es stellt eine der Hauptkomponenten einer Entziindungsreaktion dar
(WALPORT, 1991).

Bei allen Fischklassen konnte Komplementaktivitit nachgewiesen werden. Hitzelabilitit und
Abhingigkeit von zweiwertigen Ionen sind Grundeigenschaften der Komplementproteine, die
sowohl beim Sduger als auch beim Fisch vorkommen. Im Gegensatz zum Sauger liegt das
Temperaturoptimum des Fischkomplements bei 15-25°C. Es ist auch noch bei 0-4°C aktiv.
Somit ist selbst bei kalten Wassertemperaturen eine Funktionsfdhigkeit dieses Systems
gegeben, wohingegen die adaptive Immunantwort bereits vermindert ist. Das Optimum des
Saugetier-Komplements liegt mit 37°C moglichst nah an der durchschnittlichen
Korpertemperatur. Die Inaktivierung erfolgt beim Kaltwasserfisch bei 40-45°C, beim
Warmwasserfisch bei 45-54°C und beim Sauger bei 56°C (SAKAI, 1981).

Das Komplementsystem erhielt seinen Namen, weil es zuerst als ein hitzelabiler Bestandteil
des Serums entdeckt wurde, das die Rolle der Antikdrper bei der Bekdmpfung von Bakterien
unterstiitzt. Die meisten der Komplementproteine werden als inaktive Vorstufen synthetisiert.
Die Aktivierung erfolgt kaskadenartig auf 3 verschiedenen Wegen. So konnten FUJII et al.
(1992) und NONAKA (1985) auch beim Fisch den klassischen, den alternativen und den
Lektin abhédngigen Weg finden.

Der klassische Weg wurde als erstes entdeckt. Die Aktivierung erfolgt durch Bindung von
Antikorpern an Zelloberfldchen, durch akute-Phase-Proteine (z.B. das C-reaktives Protein)
(AGRAWAL et al.,, 2001) oder direkt durch mit Bakterien oder Viren befallene Zellen
(EBENBICHLER et al, 1991; SPILLER, 1998). Die Nummerierung der einzelnen
Komplement-Komponenten wurde nach der Entdeckungszeit und nicht in der Abfolge der
Aktivierung vorgenommen.

Im Gegensatz zum klassischen Weg wird der alternative Weg nur antikdrperunabhéngig durch
Viren, Bakterien, Pilze und Tumorzellen aktiviert, sobald die Komplementkomponente C3b
an Hydroxyl- oder Aminogruppen von Karbohydraten oder Proteinen der fremden

Zelloberflache bindet.
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Der Lektin abhingige Weg wird durch Bindung eines Proteinkomplexes initiiert, der
Mannose bindendes Lectin mit Protease 1 und 2 beinhaltet. So ist auch diese Form der

Aktivierung Antikdrper unabhingig.

Das Komplementsystem erfiillt vielseitige Aufgaben wie Zytolyse, Opsonisierung und
Chemotaxis:

Verschiedene Studien konnten die bakteriziden Eigenschaften des Komplements zeigen
(SAKALI, 1983; OURTH & WILSON, 1982; JENKINS & OURTH, 1990; BOESEN et al.,
1999). Vor allem nichtvirulente gramnegative Bakterien sind hochempfinglich gegen den
Angriff der Proteinkaskade, wéhrend virulente gramnegative und grampositive Bakterien
weniger empfindlich sind. Dies resultiert aus Unterschieden im Membranaufbau. So konnten
Untersuchungen zeigen, dass hohe Anteile an Sialinsdure (OURTH & BACHINSKY, 1987)
und Lipopolysacchariden (LPS) (BOESEN et al., 1999; AMARO et al., 1997) die Aktivierung
der Komplementproteine hemmen.

Auch bei der Bekdmpfung von Viren und Parasiten spielt Komplement eine grof3e Rolle. So
konnten = LORENZEN et al. (1999) die neutralisierende  Wirkung  von
Regenbogenforellenserum auf das VHS (Virale Himorrhagische Septikdmie)- Virus zeigen.
Der alternative Weg der Komplementaktivierung im Schleim und in der Haut von
Regenbogenforellen wurde durch die Karbohydrat-reiche AuBenschicht von Gyrodactylus
derjavini in Gang gesetzt (BUCHMANN, 1998; HARRIS et al., 1998).

Die Opsonisierung von Fremdpartikeln durch Komplement hat eine verstirkte Aufnahme
dieser Teilchen durch Phagozyten zur Folge. Dieser stimulierende Effekt des Komplements
auf die Fresszellen konnte durch den Vergleich von hitzedeaktiviertem mit normalem Serum
gezeigt werden. Die Aktivierung erfolgt {iber Rezeptoren auf der Oberfldche der Phagozyten.
Komplement abhingige Opsonisierung wurde bei verschiedenen Fischspezies beobachtet
(MATSUYAMA et al., 1992; LAMMENS et al., 2000). Komplement scheint vor allem wenig
virulente Mikroorganismen zu opsonisieren (IIDA & WAKABAYASHI, 1993). CLAIRE et
al. (2002) schlossen daraus, dass die Virulenz der Pathogene mit der Fahigkeit verbunden ist,
die Komplement-Aktivierung durch Verhinderung der Anheftung der Proteine an ihrer
Oberfliache zu meiden. Die Regulationsmechanismen des Opsinisierungsvorgangs sind heute
noch kaum verstanden.

Eine weitere Funktion des Komplementsystems ist die Markierung von Immunkomplexen.
Diese werden in Leber und Niere abtransportiert und dort durch ortsstindige Phagozyten aus

der Zirkulation entfernt und abgebaut (PASCUAL & SCHIFFERLI, 1992).
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Bei Entziindungsreaktionen werden auflerdem chemotaktisch Leukozyten angelockt
(GRIFFIN, 1984).

Bei Sidugern sind verschiedene Rezeptoren mit unterschiedlichen Affinititen zu
Komplementfaktor C3 gefunden worden. Sie kommen auf Leukozyten, Erythrozyten und
Thrombozyten vor und dienen der Regulation der Phagozytose und der Clearance von
Immunkomplexen (NEOPMUCENO et al., 1999; NASH et al., 2001). Homologe sind auch
bei niedereren Tieren wie Amphibien und Invertebraten gefunden worden (SEKIZAWA et al.,
1984).

Das Komplementsystem ist eng mit den spezifischen Abwehrmechanismen verbunden. So ist
die Aktivierung der Proteinkaskade durch Antigen-Antikorper Komplexe ein wichtiger
Mechanismus der adaptiven Immunantwort. Auch kommt dem Komplementsystem eine
wichtige Rolle beim Modellieren des adaptiven Immunsystems durch Bindung an spezifische
Oberflichenrezeptoren auf Sduger Lymphozyten zu (CARROLL & PRODEUS, 1998; SAHU
& LAMBRIS, 2001).

Obwohl die Erkenntnisse iliber die meisten Funktionen auf Beobachtungen bei Siugern
beruhen, konnen Parallelen zu Fischen gezogen werden. Auch sie haben eine grof3e
Bandbreite an Komplementkomponenten. So existieren beim Faktor C3 mindestens 5
Isoformen bei einer einzigen Spezies (SUNYER et al., 1997; NAKAO et al., 2000).

SUNYER et al. (1998) vermuten, dass diese Bandbreite einer Erweiterung der Erkennung von

Pathogenen dient.

Die Entwicklung des Komplementsystems erfolgte wahrscheinlich schon friih in der
Evolutionsgeschichte. So wurden auch bei manchen Invertebraten schon Komplementproteine
festgestellt (SMITH et al., 1999). Das Studium dieser Invertebraten konnte vielleicht dazu
dienen herauszufinden, welche Teile des Komplementsystems urspriinglich sind und welche
sich erst im Laufe der Zeit entwickelt haben (SUNYER & LAMBRIS, 1998).

Der Ammenhai (Ginglymostoma cirratum), ein Vertreter der Elasmobranchii, verfligt bereits
tiber ein Komplementsystem, das aus 6 Komponenten besteht und auf klassischem Weg
aktiviert werden kann (JENSEN et al., 1981).

Die Regenbogenforelle besitzt ein Komplementsystem, das antikdrperabhingig sowie
—unabhingig aktiviert werden kann und das dem System der Siuger sehr &dhnlich ist
(NONAKA et al., 1981b). Der Faktor C3, der aus zwei durch Disulfidbriicken verbundenen
Polypeptidketten besteht, enthélt eine charakteristische Thioesterbindung in der alpha-Kette
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und besitzt Aminoséuresequenzen, die dem Sduger sehr dhnlich sind. Die beim Menschen in
beiden Ketten hiufig zu findenden stark Mannose-haltigen Zucker sind nur in der beta-Kette
enthalten (NONAKA, 1985). Die Komponente C5 der Regenbogenforelle hat nach NONAKA
et al. (1981a) eine Konzentration, die unter Beriicksichtigung des Proteingehaltes um ein
Vielfaches hoher liegt als die des Sdugers. Die Autoren beschrieben auflerdem einen
makromolekularen Komplex, der dem Membranangriffskomplex der Sduger sehr dhnlich ist.
Beim quantitativen Vergleich des Komplementsystems von Karpfen und Siuger ergab sich,
dass die Aktivititen des klassischen Wegs sehr dhneln. Beim alternativen Weg hingegen lagen
die Werte beim Karpfen wesentlich hoher. Die beim klassischen Weg fiir die Aktivierung
benotigten Antikdrper konnen bei den niedrigen Temperaturen des Wassers nur vermindert
produziert werden. Deswegen iibernimmt hier moglicherweise der antikorperunabhéngige,
alternative Weg die filhrende Rolle in der Immunabwehr (MATSUYAMA et al., 1988).
Fische zeigen genetisch bedingte Unterschiede in der Resistenz und Empfanglichkeit
gegeniiber bestimmten Krankheiten (CHEVASSUS & DORSON, 1990; GJEDREM et al.,
1991). Dies konnte eventuell durch unterschiedliche Komplementaktivitidten begriindet sein.
So beschriecben RED et al. (1992) und WIEGERTIJES et al. (1993) unterschiedliche
Aktivitdten bei Familien vom Atlantischen Lachs (Salmo salar) und Karpfen.

Diverse Umwelteinfliisse, wie Uberbesatz und  Vitaminmangel, senken die
Komplementaktivitit beim Karpfen (YIN & SIN, 1995). Die direkte Messung des Levels
bestimmter Komplementproteine ist derzeit noch nicht moglich. Die Potenz des
Komplementsystems wird indirekt durch Messung der lytischen Aktivitit des Serums und der
Phagozytosefdhigkeit der Fresszellen bestimmt. Fische konnen die Komplementaktivitét als
akute Phase Antwort in Folge einer Entziindung hochregulieren (BAYNE & GERWICK,
2001).

2.5.1.2 Zytokine

Es ist bekannt, dass proinflammatorische Zytokine bei der Initiation von Wirtsreaktionen eine
zentrale Rolle spielen. So wurde von BUCHMANN et al. (1998) die Beteiligung solcher
Zytokine bei der Abwehr von Gyrodactyliden beim Fisch gezeigt.

IL-1P, ein wichtiger Vertreter der Zytokine, wurde von PLEGUEZUELOS et al. (2000) in der
Haut von Regenbogenforellen gefunden.

In aktuellen Studien infizierten LINDENSTROM et al. (2003) junge Regenbogenforellen mit

einem Vertreter der Monogenea, Gyrodactylus derjavini Mikailov. Nach der Infektion mit
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diesem Ektoparasiten wurde die Haut der Fische auf spezifische Genexpression der
vorinflammatorischen Zytokine IL-1f und dem Typ II-IL-1B-Rezeptor untersucht. Die
primire Infektion erfolgte bei 3 Wochen alten, die sekundire Infektion bei etwa 6 Wochen
alten Tieren. Hierbei wurde die Zytokin-Expression jeweils mit einer semiquantitativen PCR-
Technik bestimmt. In den nicht infizierten Kontrollfischen wurden nur geringe Level von
spezifischen IL-1B1-, IL-1B2- und IL-1RII-Gentranskripten gefunden. Im Gegensatz dazu
wurde vor allem wihrend der Initialphase der primédren Infektion eine klare Induktion der
beiden IL-1B-Isoformen beobachtet. Die kurz nach der Genesung eingeleitete sekundédre
Infektion hatte hingegen nur eine weniger offensichtliche Induktion der IL-1B-Expression zur
Folge. Die Tiere, die einen Monat nach ihrer Genesung erneut infiziert wurden, hatten keinen
hoheren Level der Expression wie die Kontrollfische. Trotzdem haben Tiere bei wiederholtem
Kontakt zu dem Ektoparasiten eine stdrkere und effektivere Immunantwort als bei
Erstkontakt. Die Autoren beobachteten aulerdem eine wachsende Expression von IL-1RII im
spiateren Verlauf der primdren Infektion. Diese konnte im Zusammenhang mit der
beobachteten Herunterregulation vor allem der IL-1B1-Isoform stehen. Die Arbeit war die
erste Studie, die eine Zytokin-Genexpression beim Fisch in Folge einer ektoparasitiren
Erkrankung belegte. Der exakte zelluldre Ursprung dieser Expression ist bisher noch unklar.
Es werden aber in diesem Zusammenhang Epithelzellen, Fibroblasten und infiltrierende
Leukozyten diskutiert. So ist beim Menschen die Haut als Reservoir von IL-1a bekannt

(HAUSER et al., 1986)).

2.5.1.3 Transferrin

Transferrin ist ein bei Tieren und Pflanzen auftretendes Protein, das Eisen binden und
transportieren kann. Es kommt im Serum aller Vertebraten vor. AuBerdem wird es im
Schleim, im Eialbumin und in der Milch gefunden. Die Wirkung des Transferrins beruht auf
dem Entzug des fiir Mikroorganismen lebensnotwendigen Eisens, deren Wachstum somit
wirkungsvoll gehemmt werden kann (PUTNAM, 1975; ALEXANDER, 1985).

Das Transferrin ist entwicklungsgeschichtlich wahrscheinlich ein alter Abwehrmechanismus.
So kommt es schon bei Ingern und Neunaugen, Vertretern der Cyclostomata, vor. Das
Molekulargewicht des Ingertransferrins liegt bei etwa 44.000 Dalton und bindet pro Molekiil
ein Eisenatom. Es kann nicht in Untereinheiten aufgeteilt werden (PALMOUR & SUTTON,
1971).
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Neunaugentransferrin  hingegen kann durch Elektrophorese in fiinf verschiedene
Komponenten aufgeteilt werden und enthdlt im Gegensatz zu den meisten
Wirbeltiertransferrinen keine Kieselsaure (BOFFA et al., 1967).

Untersuchungen beim Karpfen (Cyprinus caprio) ergaben, dass es verschiedene
Transferrintypen gibt, die dominant vererbt werden. Dabei zeigten heterozygote Jungtiere
eine hohere Uberlebensrate als homozygote Fische (BALAKHNIN & GALAGAN, 1972).

Bei Regenbogenforellen wurde ein Abfall des freien Eisens im Serum nach Injektion von
Lipopolysacchariden (LPS) festgestellt, womit das Transferrin ein positives akute-Phase-
Protein wire. SCHREIBER et al. (1989) beschrieben das Transferrin von Ratten und Hasen
als positives und das mancher anderer Sduger als negatives akute-Phase-Protein. Letzteres ist
iiberraschend, da Transferrin das fiir Bakterien lebenswichtige Eisen entzieht.

Von immunologischer Bedeutung koénnte die unterschiedliche Eisenaffinitdt verschiedener
Transferrin-Genotypen sein. So haben experimentelle Infektionen von Coho Lachsen drei
verschiedener Transferrin-Genotypen (AA, AC, CC) mit der bakteriellen Nierenerkrankung
gezeigt, dass die AA Tiere am empfanglichsten und die CC Tiere am resistentsten waren.
Eisengaben verdnderten die Pathogenitit des Erregers nicht. Erkrankte Fische hatten jedoch
hohere Eisenwerte im Blutplasma und in der Leber. Diese Ergebnisse lassen aber keine
Aussage dariiber zu, ob der Transferrin-Genotyp fiir die hohere Krankheitsempfanglichkeit
verantwortlich ist oder nur einen Marker fiir hohere Uberlebensfihigkeit dieser Fische
darstellt (SUZUMOTO et al., 1977; WINTER et al., 1980).

Weitere Untersuchungen mit Coho-Lachsen und Forellen, die mit dem Erreger Vibrio
anguillarum infiziert wurden, bestitigten diese Ergebnisse nicht. So zeigte sich hier kein
Zusammenhang zwischen Krankheitsempfanglichkeit und Transferrin-Genotyp. WINTER et
al. (1980) vermuteten, dass bei chronischen Krankheiten wie der bakteriellen
Nierenerkrankung genetische Faktoren eine grofere Rolle spielen als bei akuten wie der

Vibriosis.

2.5.1.4 C-reaktives Protein (CRP)

Das CRP ist ein akute-Phase-Protein, das wihrend der akuten Phase einer Infektion,
Entziindung oder Gewebsverletzung im Serum von Sdugern erscheint oder bis auf ein
Vielfaches seiner Ausgangskonzentration ansteigt. Der Name des CRP beruht auf seiner
Féhigkeit mit C-Polysacchariden in der Zellmembran von Pneumokokken zu reagieren.

AuBerdem stellen sie Liganden fiir Phosphorylcholine und dhnliche Strukturen dar, die auf
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Mikroben und Oberfldchen zerstorter eukaryontischer Zellen exprimiert werden. Die Funktion
wird nur in Anwesenheit von Ca’"" ausgefiihrt (MURAI et al., 1990; MALE & ROITT, 1991).
BALDO & FLETCHER (1973) beschrieben, dass das CRP das erste akute-Phase-Protein war,
welches sowohl beim Séduger als auch beim Fisch entdeckt wurde. Sie vermuten auBerdem
eine enorme Bedeutung im Abwehrsystem der Fische. Schon bei Sidugern ist das CRP eines
der wichtigsten akute-Phase-Proteine. Bei Fischen ist die adaptive Immunantwort wegen der
kalten Temperaturen sehr vermindert, so dass diesen primitiveren Vertebraten durch die
Serumproteine wohl eine wichtige Abwehrbarriere gegen Parasiten und Mikroorganismen zur
Verfligung steht.

RIJKERS (1982) beschrieb ein CRP dhnliches Protein, das bei vielen Fischarten vorkommt.
Dieses Protein reagiert auch bei Fischen als ein akute-Phase-Protein. So fiihrten bei Forellen
verschiedene Reize wie experimentelle Infektion mit Vibrio anguillarum, die Immunisierung
mit formalinabgetéteten Vibrio anguillarum und Terpetininjektion innerhalb 3 Tagen zu einer
drei bis fiinfzehnfachen Erhohung der Bakterienagglutinationsaktivitéit. Dies sind klassische
Indikatoren fiir akute-Phase-Proteine (KODOMA et al., 1989; MURAI et al., 1990;
WINKELHAKE & CHANG, 1982).

Bei der Forelle war der Plasmalevel eines CRP dhnlichen Proteins 48 Stunden nach Injektion
von verschiedenen Substanzen 10-20fach hoher als vor Exposition. Die gleichzeitige Injektion
des Blue Tongue Virus erhohte diesen Wert nochmals zusitzlich, wohingegen die alleinige
Verabreichung des Virus keinen Effekt auf den CRP Spiegel hatte. Man vermutete deshalb
eine schiitzende Funktion des CRP vor toxischen Substanzen (WINKELHAKE et al., 1983).
GHOSH et al. (1992) beobachteten, dass der CRP Spiegel von unter natiirlichen Bedingungen
lebenden tropischen Frischwasserfischen anstieg, nachdem sie verschiedenen Chemikalien
ausgesetzt wurden. Dies ergibt nach Meinung der Autoren vielleicht die Moglichkeit den
Plasmalevel als Biomarker fiir eine Exposition zu verwenden.

NUNOMURA (1990) beschrieb allerdings, dass es erhebliche Unterschiede in den Serum
Normalwerten zwischen verschiedenen Fischarten wie auch innerhalb einer Art gibt.
Bestimmungen bei der Regenbogenforelle ergaben einen zehnfach hoheren CRP-
Serumspiegel als bei Kaninchen. Die Autoren erkliren den hohen Wert bei der Forelle
dadurch, dass vielleicht auch schon Minimaltraumen in Gefangenschaft zu einem Anstieg
filhren konnten (WINKELHAKE & CHANG, 1982).

Die Vielseitigkeit von CRP wird durch dessen Fahigkeit illustriert als Oberfldchenrezeptor auf
zytotoxischen Zellen zu dienen. So konnten EDAGAWA et al. (1993) Forellen-Lymphozyten
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mit Hilfe von Hasen Serum gegen Forellen CRP erkennen. Nach Behandlung dieser Zellen
mit Antiserum und Komplement sank die Zytotoxizitit gegen Myelomzellen.

Untersuchungen bei Buntbarschen (Tilapia mossambica) mit einem kommerziellen CRP-
Testsystem ergaben einen positiven CRP-Nachweis nach einer nur leichten Flossenverletzung
mit nachfolgender Entziindung und Gewebsnekrose. RAMOS & SMITH (1978) berichteten
damit erstmals iiber ein Anwachsen oder Neuerscheinen eines Plasmaproteins nach
Entziindungsreizen und sehen dadurch die Maoglichkeit einer Fritherkennung von
Krankheitsausbriichen in Fischbestinden.

NAKANISHI et al. (1991) zeigten in ihren Untersuchungen einige Wirkungen von
Regenbogenforellen-CRP, die zu einer guten Resistenzlage des Tieres beitragen konnten. So
vermehrt sich der Verbrauch von Komplementproteinen im Beisein von CRP-haltigem akute-
Phase-Serum. Die Autoren deuteten aus diesen Ergebnissen, dass das CRP im
Zusammenwirken mit noch anderen unbekannten Faktoren aus dem akute-Phase-Serum das
Komplementsystem aktivieren kann. Aullerdem wurde das Wachstum von Bakterien (Vibrio
anguillarum) durch Zugabe eines akute-Phase-Serums oder eines CRP-Komplexes gehemmt.
Voraussetzung war allerdings die Anwesenheit von Komplement. So ist auch hier eine durch
CRP ausgeloste Komplementaktivierung die wahrscheinlichste Ursache.

KODOMA et al. (1989) und NAKANISHI et al. (1991) beschrieben eine durch hohen CRP-
Gehalt im Forellenserum gesteigerte Phagozytoserate von Bakterien. Somit wirkt CRP auch
als Opsonisin.

WINKELHAKE & CHANG (1982) beobachteten die Féhigkeit von CRP zur
Partikelagglutination. Dies fiihrt mdglicherweise zur Elimination der Fremdkorper iiber
Leber, Niere und Milz. Die Autoren schrieben dem CRP eine wichtige Rolle in der
unspezifischen Abwehr der wechselwarmen Tiere zu, die den Zeitraum bis zur verzégerten
spezifischen Abwehr im Vergleich zu den Sédugern, mit anderen effektiven Mechanismen

uberbriicken missen.

2.5.1.5 Serum Amyloid A (SAA)

Bei Sédugern ist Serum Amyloid A eines der wichtigsten akute-Phase-Proteine. Es wurde auch
bei nahezu allen anderen Vertebraten gefunden (UHLAR & WHITEHEAD, 1999).

Die Funktionen des SAA sind noch nicht vollstdndig aufgeklart, scheinen aber sehr vielfiltig
zu sein. So wurde schon iiber dessen Aufgaben bei der Entziindungsmodulation und dem

Lipidtransport berichtet. Auflerdem wird {iber eine Funktion bei der Bekdmpfung von
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Mikroorganismen und bei der Reparation von Gewebsschidden diskutiert (BERLINER et al.,
1995; BANKA et al., 1995).

JENSEN et al. (1997) berichten von einem Anstieg des SAA wéhrend einer Septikdmie beim
Fisch. Die Autoren injizierten den Fischen lebende Aeromonas salmonicida, dem Ausloser
der Furunkulose, und untersuchten anschlieBend auf das Vorkommen des Transkripts fiir
SAA. Wihrend bei den Negativkontrollen keine mRNA fiir SAA detektierbar war, konnte
schon 48 Stunden post injectionem ein Spiegel festgestellt werden, der 120 Stunden nach der
Infektion nochmals um das 40fache anstieg. Innerhalb dieses Zeitraums entwickelten die
Fische auch klinische Anzeichen der Krankheit.

FUIJIKI et al. (2000) stellten beim Karpfen (Cyprinus caprio) SAA als Antwort auf einen
Entziindungsreiz durch die Gabe von Terpentin fest.

In neueren Studien wurde davon berichtet, dass die Transkription des SAA-Gens beim Fisch
von dhnlichen Faktoren bestimmt wird wie beim Saduger. So stieg der Level von SAA-mRNA
nach Gabe von humanen Zytokinen (Interleukin-6, Tumornekrosefaktor-alpha, Interleukin-1-
beta) und Lipopolysacchariden (LPS) deutlich an, wobei die groBte Steigerung nach Gabe von
LPS festzustellen war (JORGENSEN et al., 2000).

2.5.1.6 Alpha-2-Makroglobulin

Bei verschiedenen Fischarten wurde ein Protein gefunden, das als Homolog zum alpha-2-
Makroglobulin des Menschen gilt. Es hat ein Molekulargewicht von 360kDa, wéhrend es bei
allen anderen Wirbeltieren etwa doppelt so schwer ist. Es handelt sich um ein aus zwei
Untereinheiten zusammengesetztes Glycoprotein. Es kommt in unterschiedlichen
Konzentrationen im Fischserum vor. Bei der Scholle (Pleuronectes platessa) macht es 10%
des Gesamtserumproteins aus (STARKEY & BARRETT, 1982a; STARKEY & BARRETT,
1982b).

Alpha-2-Makroglobulin hemmt die Aktivitdt von Trypsin, Thermolysin, Pankreaselastase und
Papain (STARKEY et al., 1982) und ist somit die vielseitigste bekannte Anti-Protease.
Nahezu alle Proteaseklassen konnen von ihr eingefangen und in der Aktivitdt gehemmt
werden (SOTTRUP-JENSEN, 1989).

Die Immunantwort kann durch die Bindung und den Transport von Zytokinen beeinflusst
werden. Bei manchen Saugetieren zdhlt das alpha-2-Makroglobulin zu den akute-Phase-

Proteinen (JAMES, 1990; COUTINHO, 1999).
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FREEDMAN (1991) vermutete nach seinen Untersuchungen, dass es die unterschiedliche
Empfinglichkeit von Forellen auf bakterielle Pathogene begriinden kdnne. Es scheint hier
allerdings kein akute-Phase-Protein zu sein.

ELLIS et al. (1981) inkubierten fischtoxische Extrazelluldrprodukte von Aeromonas
salmonicida mit Regenbogenforellenserum, so dass die parenterale Gabe der sonst todlichen
Dosis keine Krankheitserscheinungen mehr hervorrief. Die Autoren machen fiir diesen Effekt
das alpha-2-Makroglobulin im Serum verantwortlich. Wegen der hohen Letaldosis der
Aeromonas-Toxine kénnen sich pathologische Erscheinungen scheinbar erst zeigen, wenn die

Reserven dieses Proteins ausgeschopft sind.

2.5.1.7 Interferone

Interferone sind Proteine, die die intrazellulire Phase des Wachstumszyklus von Viren durch
die Storung der RNA-Translation und der Proteinsynthese in Zellen blockieren und somit die
Virusreplikation wirksam hemmen (INGRAM, 1980).

AuBerdem konnen sie die Aktivitdit des Immunsystems durch Beeinflussung von
Makrophagen und natiirlichen Killerzellen erhohen (ALEXANDER, 1985).

INGRAM (1980) zeigte in vitro die Synthese von Interferonmolekiilen bei Fischen durch
virale Infektion von Regenbogenforellen- und Elritzen (Pimephales promelas)-
Gewebskulturen.

Untersuchungen an Fischinterferonen zeigten Ahnlichkeiten mit dem Interferon Typ I (alpha
und beta) der Sdugetiere sowohl im Molekulargewicht als auch in der Stabilitdt bei pH- und
Temperaturdnderungen. Die anderen beim Séduger vorkommenden Typ II und gamma-
Interferone dhneln dem Typ I-Interferon nicht. Hinweise auf gamma-Interferon bei
Regenbogenforellen lieferten Untersuchungen mit einem makrophagenaktivierenden Faktor,
der nur von Ig-negativen Lymphozyten in Anwesenheit akzessorischer Zellen gebildet wurde
und die Tiere vor der infektiosen Pankreasnekrose schiitzte. Wie gamma-Interferon war dieser
Faktor empfindlich gegen hohe Temperaturen, niedrige pH-Werte und Trypsinbehandlung
(GRAHAM & SECOMBES, 1990b).

DNA-Vergleiche des Regenbogenforellen- und menschlichen Typ I-Interferons zeigten
deutliche Homologie (TENGELSEN et al., 1991).

RIJKERS (1982) konnte Elritzenkulturen jedoch nicht mit interferonhaltigem Forellenserum
vor einer Virusinfektion schiitzen. Die Kulturen von ebenso behandelten Forellen konnten

aber gegen ein Rhabdovirus und gegen Viren der infektiosen Pankreasnekrose und der
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infektidsen hdmopoetischen Nekrose geschiitzt werden. Der Autor vermutete deshalb, dass
Fischinterferon nicht virus- sondern artspezifisch ist.

Weitere Untersuchungen bei Regenbogenforellen in vivo zeigten die Wichtigkeit von
Interferon bei der Infektion mit dem hd@morrhagischen Septikdmievirus und dem Virus der
infektiosen Pankreasnekrose. So konnten sehr junge Forellen, denen zuvor interferonhaltiges
Forellenserum injiziert wurde, vor dem Ausbruch der Krankheiten geschiitzt werden (DE

KINKELIN et al., 1982).

2.5.1.7 Lysozym

Das Lysozym ist ein in der Natur hdufig vorkommendes mukolytisches Enzym, das auch als
Muramidase oder N-Acetylmuramid-Glucanohydrolase bezeichnet wird. Es ist in der Lage,
beta-1-4-glycosidische Bindungen zwischen N-Acetymuraminsdure und N-Acetylglucosamin,
die in Bakterienzellwdnden vorkommen, zu spalten (KARLSON, 1984).

Auf die oben beschriebene Weise werden vor allem apathogene Gram-positive Bakterien
erfolgreich lysiert. Moglicherweise liegt aber gerade in der Empfindlichkeit gegeniiber dem
Lysozym ein Hauptgrund der Apathogenitit dieser Bakterien. Gram-negative Bakterien
werden durch das Lysozym nur unter der Mitbeteiligung des Komplementsystems oder von
Antikorpern zerstort (INGRAM, 1980).

Es wurde auch von einem begrenzt schiadigenden Einfluss des Lysozyms gegeniiber Chitin in
Pilzwinden und im Exoskelett vieler Invertebraten berichtet (FANGE et al., 1976; INGRAM,
1980).

Die Erkenntnisse iiber das Lysozym stammen vorwiegend aus Untersuchungen beim Sauger.
So wurde gezeigt, dass dieses Enzym viele Aufgaben wie Bakteriolyse, Opsonisierung und
Verdauungsfunktionen wahrnimmt. AuBlerdem wirkt es antiviral und antineoplastisch
(JOLLES & JOLLES, 1984; DOBSON et al., 1984).

Aber auch beim Fisch konnte es in verschiedenen Geweben nachgewiesen werden. So zeigten
sich hohe Aktivititen im granulozytenreichen, hdmatopoetischen Gewebe verschiedener
Knochenfische. Lysozym konnte auBerdem im Plasma und in der Lymphe einiger
Teleostierspezies gefunden werden (FANGE et al., 1976; FANGE et al., 1980).

MURRAY (1976) konnte bei immunhistochemischen Untersuchungen bei der Scholle
Lysozym in neutrophilen Granulozyten, Peritonealmakrophagen, Milz, Nieren, Haut und

Hautschleim nachweisen.
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Bei der Regenbogenforelle wurden Lysozymaktivititen in abnehmender Reihenfolge in Niere,
Verdauungstrakt, Milz, Hautschleim, Serum, Kiemen, Leber und Muskel gefunden. Da der
Enzymlevel vor allem in leukozytenreichen Geweben hoch ist, vermutet man diese Zellen als
Hauptquelle des Lysozyms. In der Niere traten auflerdem zwei verschiedene Varianten mit
14500 Dalton oder 23000 Dalton auf, wobei der leichtere Isotyp eine hohere Aktivitét
aufwies. Beim Atlantischen Lachs (Salmo salar) wurden nur geringe Lysozymspiegel
gefunden. Die unterschiedliche Lysozymaktivitit zweier Spezies kann durch verschiedene
Konzentrationen des Enzyms, durch verschiedene Isoenzyme mit unterschiedlicher Aktivitét
oder einer Kombination dieser beiden Faktoren begriindet sein. Man schreibt dem Lysozym
eine Funktion bei der Abwehr von Infektionskrankheiten zu. So wurden bei hoher
mikrobieller Invasion hohe Werte im Schleim, in den Kiemen und im Verdauungstrakt
gemessen. Beim mit Vibriosis oder ,,Cold Water Disease* infizierten Atlantischen Lachs, der
fiir diese Krankheiten als hoch empfanglich gilt, wurden nur geringe Werte an Lysozym
gemessen. Darin konnte die erhohte Empfanglichkeit dieser Spezies begriindet sein. Man
konnte aber nicht ausschlieBen, dass die Krankheiten selbst eine depressive Wirkung auf die
Lysozymspiegel hatten (OYSTEIN et al., 1989).

Das Lysozym des Hautschleims wird von spezifischen Epidermiszellen gebildet, wahrend das
Plasma-Lysozym vor allem in Leukozyten gebildet wird (FLETCHER & WHITE, 1973).

Die Suche nach Lysozym blieb bei manchen anderen Fischarten, wie zum Beispiel beim
Kabeljau (Gadus morhua L.) erfolglos. Beim Schellfisch (Melanogrammus aeglefinus) konnte
es lediglich in geringen Mengen nachgewiesen werden (FLETCHER & WHITE, 1973;
FANGE et al., 1976).

LUKYANENKO (1965) fand in frithen Untersuchungen bei verschiedenen Fischarten nur
geringe Lysozymaktivitidten vor. Er kam deshalb zu dem Schluss, dass das Enzym wohl nur
eine geringe Bedeutung in der Abwehr dieser Tiere spielt.

STUDNICKA et al. (1986) =zeigten in Untersuchungen beim Karpfen, dass der
Lysozymspiegel mit der Wassertemperatur und dem Alter der Tiere ansteigt. Bei Fischen in
der Fortpflanzungsphase konnten die hochsten Aktivitdten nachgewiesen werden. Auflerdem
machten sie die Beobachtung, dass die Serumlysozymwerte im Verlauf einer
Protozoeninfektion mit Eimeria subepithelialis signifikant anstiegen.

FLETCHER & WHITE (1973) bestimmten das Molekulargewicht von Schollen-Lysozym mit
14000 bis 15000 Dalton. Es bewegt sich hiermit im Bereich des Hiihnerei-Lysozyms. Im
elektrischen Feld wandert das Fisch-Lysozym allerdings nur etwa halb so weit auf die

Kathode zu. Dies ldsst auf einen Unterschied in der Aminosédurezusammensetzung schlieen.
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Das pH-Optimum liegt bei 5,4. AuBlerdem beschrieben sie, dass verschiedene Fischspezies
unterschiedliche Lysozymaktivitdten haben konnen.

Auch GRINDE (1989) beschrieb in seinen Untersuchungen, bei denen er Lysozymarten zwei
verschiedener Fischspezies mit Hiithnerlysozym verglich, dass die Regenbogenforelle die
hochsten Aktivititen zeigt. Der Autor vermutet eine wichtige Rolle des Lysozyms in der
Immunabwehr der Fische. So totet das Lysozym Pathogene bereits in Mengen, in denen es
physiologisch vorkommt. Da die Potenz des Enzyms in vivo durch andere Faktoren noch
potenziert wird, unterschétzt man in Studien eher die Wichtigkeit des Lysozyms. Der Autor
hofft, dass in Zukunft die Konzentration des endogenen natiirlichen Lysozyms in einer
Spezies mit geringer Aktivitit durch Ubertragung von strukturellen und regulatorischen
Genen einer anderen mit hoher Aktivitit gesteigert werden kann. So konnten gestresste und
immunsuprimierte Tiere aus Gefangenschaft von der dort hoheren bakteriellen Belastung
geschiitzt werden.

Uber das AusmaB der Lysozymaktivititen bei infizierten und nicht infizierten Tieren wurden
bereits verschiedene Studien angefertigt. CRONIN et al. (2001) fanden keinen
Zusammenhang zwischen einer Parasiteninfektion der flachen Auster (Ostrae edulis (L.)) und
dem Lysozymspiegel. Sie beobachteten nur starke Schwankungen zwischen den Individuen,
die sie aber nicht in einen Zusammenhang bringen konnten.

Bei anderen Studien mit drei verschiedenen Austernstimmen wurden die Versuchstiere mit
einer Parasiteninfektion konfrontiert. Dabei zeigte sich der Stamm mit der hdchsten
Lysozymaktivitét als am unempfindlichsten (HAWKINS et al., 1992).

CHU et al. (1993) infizierten Austern mit dem Parasiten Perkinsus marinus und beobachteten
in der Folge aber keinen Zusammenhang zwischen Infektion und Lysozymaktivitit. Sie
beschrieben jedoch eine hohere Uberlebensfihigkeit von Tieren mit hohen Enzymspiegeln.
Untersuchungen mit Salmoniden-Eiern zeigten die antibakteriellen Eigenschaften des
Fischlysozyms. So wurden die Bakterien Aeromonas hydrophila und Carnobacterium
piscicola schon durch relativ niedrige Konzentrationen (700ug/ml) des Enzyms abgetotet,
wihrend Renibacterium salmoninarum auch bei hoheren Konzentrationen (1900ug/ml) seine
Lebensfahigkeit nicht verlor. Die Autoren sahen hier vielleicht den Grund, dass die
letztgenannte Bakterienart im Gegensatz zu den beiden anderen eine vertikal {libertragbare
Krankheit darstellt (YOUSIF et al., 1994), denn alle drei Bakterienarten iiberschreiten die fiir
diesen Ubertragungsweg erforderliche HochstgroBe nicht (COLLINS et al., 1990).

Obwohl in vielen Untersuchungen gezeigt wurde, dass Lysozym ubiqitdr bei verschiedenen

Organismen vorkommt und hohe Wirksamkeit bei der Bekdmpfung von Pathogenen hat,
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erfilllten Behandlungen mit diesem Enzym auch in Kombination mit anderen Medikamenten
die Erwartungen nicht. Da einige Substanzen unter natiirlichen Bedingungen erst volle
Effektivitit als Dimer oder Polymer erreichen, untersuchte KICZKA (1994) das Verhalten
eines dimerisierten Lysozyms. Es zeigte sich eine hohe Aktivitidt gegen Bakterien und Viren
und eine geringe Toxizitdt. KICZKA et al. (1994) erklirten die immunstimulatorische
Wirkung dieses Lysozymdimers durch Aktivierung der Phagozytose, Erhohung der
Interferonsynthese und der Modulation der TNF-Produktion.

Auch SIWICKI et al. (1998) untersuchten zum ersten Mal die Wirkung eines dimerisierten
Lysozyms (KLP-602) auf das unspezifische Immunsystem der Regenbogenforelle bei einer
Aeromonas salmonicida-Infektion. Die Mortalitit der Versuchsfische sank von 85% bei der
Kontrollgruppe auf 45% nach einmaliger Verabreichung und 25% nach zweimaliger
intraperitonealer Injektion. Die unterschiedlichen Dosierungen von 10 oder 100ug/kg
Lysozym brachten keine signifikanten Unterschiede. Da es sich bei dem dimerisierten
Lysozym um ein natiirliches Produkt handelt, wurde nach der Injektion keine Toxizitéit
festgestellt. Die Autoren erhoffen sich eine Verringerung von Krankheitsausbriichen durch die
Verstiarkung des unspezifischen Immunsystems durch Immunstimulantien. In zukiinftigen
Studien sollen die hierfiir erforderlichen Dosen erforscht, Injektionsprotokolle erstellt und
eine eventuelle orale Applikation untersucht werden.

PAULSEN et al. (2001) berichteten, dass die Produktion von Lysozym beim Atlantischen
Lachs durch eine Makrophagenkultur am Tag 6 nach der Stimulierung mit LPS und beta-
Glucan um den Faktor 5-6 mal hoher war als bei der Kontrollgruppe. Dabei 16ste beta-Glucan
eine lineare Steigerung zwischen 1 und 250ug/ml aus, wihrend LPS ein Optimum bei
10pg/ml zeigte. Der Anstieg des Lysozymspiegels war kombiniert mit einem Anstieg der
mRNA, was vermuten ldsst, dass die induzierte erhdhte Lyszymsekretion aus einer erhohten
Gen-Transkription resultiert. Es wurde auflerdem beobachtet, dass Makrophagen, die nach
einer nicht tddlichen Ichtyobodo necator-Infektion gesammelt wurden, eine erhohte Féhigkeit
hatten nach Stimulierung mit beta-Glucan und LPS Lysozym zu bilden. Die Makrophagen
von infizierten Fischen scheinen also eine sensibilisierte Lysozymantwort zu haben. Man
vermutete als Ursache der Steigerung wie bei hoheren Vertebraten eine Anderung der
Differenzierungsstadien der Makrophagen (CROSS et al., 1988) oder eine direkte Aktivierung
der Lysozym-Gen-Transkription der Makrophagen durch Polysaccharide (GOETHE & PHI-
VAN, 1998). Uber die Mechanismen, die hinter der Lysozym-Regulation bei den Salmoniden
stecken, kann man bisher nur spekulieren. Fiir die Regulation des Hiihner-Lysozym-Genorts

existiert bisher nur ein Modell (BONIFER, 1997). In diesem Modell wird vermutet, dass sich
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das Chromatin des Lysozym-Gens in bestimmten Schritten reorganisieren muss. Dies héngt
von der Entwicklungsstufe der Makrophagen ab. In den multipotenten Progenitorzellen ist das
Lysozym-Gen inaktiv, wéhrend ein Silencer zu diesem Zeitpunkt aktiv ist. Wéhrend der
Reifung werden Aktivatoren aktiv und die Hemmer inaktiv, was die Transkription des
Lysozym-Gens erlaubt. Somit ist eine Bildung von hohen Mengen Lysozym nach einer LPS-
Stimulierung moglich. Bei Salmoniden stehen dhnliche Untersuchungen noch aus.

Die Bestimmung der Lysozymaktivitit kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. PARRY et
al. (1965) beschrieben die Turbimetrie, bei der nach Zugabe des Bakteriums Micrococcus
lysodeikticus die Abnahme der Absorbtion mit einem Photometer bestimmt wird. Bei der
Lysoplattenbestimmung werden Zonen auf einer Agaroseplatte gemessen, die in Folge der
Lysis von Micrococcus lysodeikticus entstchen (OSSERMANN et al., 1966). Bei der
Elektrophorese, die von VIRELLA (1977) beschrieben wurde, wird die Lysozymaktivitét als

farblose Stelle auf einem gefarbten Hintergrund abgelesen.

2.5.2 Der zelluléare Teil des unspezifischen Immunsystems

Den wichtigsten Teil des zelluldren unspezifischen Immunsystems stellen die Phagozyten dar.
Dies sind verschiedene Zellen, die Partikel in ihr Zytoplasma aufnehmen kdnnen. Bei diesem
als Phagozytose bezeichnetem Vorgang lagert sich der Phagozyt, der auch als Fresszelle
bezeichnet wird, beispielsweise an ein Bakterium an, bildet Pseudopodien aus, die
zusammenflieBen und das zu phagozytierende Teilchen in ein Phagosom einschlieBen. Durch
die Vereinigung von Phagosom und Lysosom entsteht der Phagolysosom, in dem Erreger
durch verschiedene mikrobiozide Mechanismen abgetdtet und verdaut werden kann. Der
Vorgang der Phagozytose findet bei PartikelgroBen von 1um und mehr statt, wiahrend kleinere

Teilchen und Fliissigkeitstropfen pinozytiert werden (MALE & ROITT, 1991).

2.5.2.1 Die Monozyten

Monozyten wurden schon bei allen Fischklassen gefunden und haben einen Anteil von 1 bis
8% an den Gesamtleukozyten. Sie kommen im peripheren Blut der Tiere vor. Die Struktur der
Zellen ist speziesunabhdngig relativ einheitlich. Der Durchmesser betrdgt zwischen 7 und
14um, kann aber nach Einverleibung von Teilchen auch héher sein. Fiir den Monozyten
charakteristisch ist sein exzentrischer, hufeisen- bis nierenféormiger Kern, der nur wenig

lockeres Chromatin enthilt. Das Zytoplasma ist leicht basophil, nicht granuliert und enthélt
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rauhes endoplasmatisches Retikulum, einen Golgi-Apparat mit Vesikeln, eine Zentriole,
Heterophagosomen und periphere pinozytotische Vesikel, wobei die beiden letzteren auf
Phagozytoseaktivitidt hinweisen. Aktive Zellen konnen durch die im Ausstrich unscharfen
oder gezackten Linien erkannt werden, die von den Protoplasmaausldufern herriihren. In
Fischmonozyten wurde oft saure Phosphatase nachgewiesen. Bei Goldfischen (Carassius
auratus) und beim Karpfen kommt Peroxidase vor (McCUMBER et al., 1982; ROWLY et al.,
1988).

2.5.2.2 Die Granulozyten

Die vor allem im Blut vorkommenden Granulozyten koénnen weiter in neutrophile,
eosinophile und basophile Zellen unterteilt werden. Sie unterscheiden sich durch ihre
Férbeeigenschaften und ultrastrukturelle Charakteristika (ROWLEY et al., 1988).

Schon bei den Chondrichtyes finden sich unterschiedliche Granulozyten. Bei den meisten
Spezies konnten neutrophile und eosinophile gefunden werden.

Bei den verschiedenen Osteichtyes-Spezies zeigt sich bei den Untersuchungen auch kein
einheitliches Bild. Beim Karpfen und bei einigen anderen Arten wurden alle 3 Zelltypen
(neutrophil, eosinophil und basophil) nachgewiesen, wihrend beim Katzenwels, beim Inger
und bei adulten Neunaugen bisher nur neutrophile Granulozyten gefunden wurden. Auffillig
war auch, dass Ammocoeten (Larven) von Lampetra spp. noch eosinophile Zellen besal3en,

die beim erwachsenen Tier nicht mehr vorgefunden werden konnten.

2.5.2.3 Die Makrophagen und Melanomakrophagen

Makrophagen sind Fresszellen, die im Gegensatz zu den Monozyten nicht im Blutstrom
zirkulieren, sondern in verschiedenen Geweben, wie zum Beispiel der Haut, dem
Bindegewebe, dem Herz, der Peritonealhdhle, den BlutgefaBBen, der Niere sowie den meisten
lymphomyeloiden Geweben, vorkommen. Auf Grund der dhnlichen Morphologie vermutet
man aber, dass sie von den Monozyten abstammen.

In den Vakuolen der Fischmakrophagen sind teilweise Pigmente wie Lipofuscein,
Hamosiderin und Melanin enthalten. Diese Zellen werden deshalb auch als
Melanomakrophagen bezeichnet (FERGUSON, 1984; ROWLEY et al., 1988; ZELIKOFF et
al., 1991).

-43 -



Literatur

ZAPATA & COOPER (1990) beschrieben bei ihren Untersuchungen, dass alle Fischarten
Melanomakrophagen im hdmatopoetischen Gewebe aufwiesen. Die Zellen sind jedoch bei
den verschiedenen Fischklassen unterschiedlich wverteilt und organisiert. So treten
Melanomakrophagen bei den Cyclostomata und den Knorpelfischen als einzelne Zellen auf,
wiahrend sie bei den Knochenfischen in den so genannten Melonomakrophagenzentren
(MMZ) organisiert sind. Aulerdem nimmt die in den Zellvakuolen enthaltene Pigmentmenge
bei hoher entwickelten Fischen zu. Die Autoren entdeckten erste Melanomakrophagen
frithestens bei Fischen nach der ersten Futteraufnahme. Zunehmendes Alter, aber auch
Hungerzustinde und Krankheiten, die zu Gewebsuntergang fiihren, haben eine Zunahme der
Anzahl dieser Zellen zur Folge.

AGIUS (1985) fand Melanomakrophagen bei Knorpel- und primitiven Knochenfischen
hauptsédchlich in der Leber vor. Bei hoheren Fischen hingegen sind sie vor allem in Nieren
und Milz lokalisiert. Der Autor konnte hdufig einen Ring aus Lymphozyten um die Aggregate
dieser Zellen beobachten. Das am hiufigsten in den Melanomakrophagenzentren
anzutreffende Pigment ist das Lipofuscein, das aus der Peroxidation der bei Fischen in grofB3er
Zahl vorkommenden ungeséttigten Fettsduren entsteht. Das hiufig gleichzeitig vorkommende
Melanin dient als Elektronenaustauscher und schiitzt die Zellen so vor freien Radikalen und
toxischen Kationen. Das &hnlich wirkende Vitamin E spielt bei Fischen nur eine
untergeordnete Rolle. Das aus Apoferritin und einer Eisenkomponente bestehende
Hémosiderin ist bei Teleostiern hauptsdchlich in den Melanomakrophagenzentren der Milz
anzutreffen und entsteht aus dem Abbau degenerierter roter Blutkdrperchen. Dieses als
Speicherform fiir Eisen dienende Pigment konnte jedoch nicht bei den Elasmobrachii
nachgwiesen werden.

Auch PAGE & ROWLEY (1984) fanden bei Flussneunaugen pigmenthaltige Zellen in
Kiemen, Leber, Niere und im Supraneuralorgan.

Im Gegensatz zu den anderen Autoren fanden RAVAGLIA & MAGGESE (1995)
Melanomakrophagenzentren auch im Stroma der Gonaden des Grubenaals (Synbranchus
marmoratus Bloch). Sie vermuten eine Aufgabe dieser Zentren beim Abbau von Follikeln
nach der Fortpflanzungsperiode.

Die pigmenthaltigen Zellen beim Goldfisch befinden sich im ganzen Nierengewebe
gleichmiBig verteilt, wihrend sie in der Milz vor allem in der unmittelbaren Nédhe der
Ellipsoide vorkommen. Auch an den Nervenendigungen sitzen die Melanomakrophagen. Die
Fresszellen befinden sich in einem Geflecht aus Retikuldrzellen, welches an manchen Stellen

eine Kapsel bildet. Zelltriimmer aus Erythrozyten und Granulozyten sowie Pigmente sind im
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Zytoplasma der Phagozyten enthalten. Die Autoren vermuten neben der Speicherung von
Pigment noch andere Funktionen der Melanomakrophagen. So konnten Kohlepartikel, die
Goldfischen injiziert wurden, nach einiger Zeit in den Melanomakkrophagenzentren gefunden
werden. Auflerdem stieg die Anzahl der Zentren nach Immunisierung mit Schaferythrozyten
stark an. Der Transport der roten Blutkdrperchen in die Zentren erfolgte wahrscheinlich mit
Hilfe von Milzmakrophagen und Retikulédrzellen der Niere (HERRAEZ & ZAPATA, 1986).
Spitere Untersuchungen bei der Immunisierung mit Yersinien (Yersinia ruckeri) ergaben
keine Mengen- oder Grofenzunahme der Melanomakrophagenzentren. Es konnte aber
teilweise Antigen-Trapping festgestellt werden. Die weniger ausgeprigte Reaktion wie bei
den Schaferythrozyten wird von den Autoren durch die stirkere Antigenitit der Bakterien
erklart, die dann von Makrophagen leicht aufgenommen werden konnen, ohne dass die
Melanomakrophagenzentren eine besondere Rolle spielen miissen (HERRAEZ & ZAPATA,
1987).

2.5.2.4 Die Phagozytosefahigkeit der Fischphagozyten

PARISH et al. (1985) beschrieben, dass die neutrophilen Granulozyten und Monozyten beim
Hundshai (Scyliorhinus canicula), einem Vertreter der Knorpelfische, in vitro eine grof3e
Palette von Antigenen aufnahmen. Wihrend Latex- und Kohlepartikel sowie xenogene
Erythrozyten nur von Monozyten phagozytiert wurden, nahmen beide oben erwihnten
Zellarten Hefe- und Bakterienzellen auf. Die Konzentration von zuvor injizierten Bakterien
im Blut konnte aber nicht {iber einen lingeren Zeitraum gesenkt werden. So sank die Anzahl
der Bakterien anfangs rapide ab, blieb den folgenden Monat aber auf einem konstanten
Niveau. AuBBerdem konnten nur tote Bakterien von den Phagozyten aufgenommen werden. Da
der Hundshai aber in tiefen Gewdssern bei kalten Temperaturen lebt, wo nur wenige
Pathogene existieren, reichen vermutlich andere Mechanismen wie humorale Faktoren oder
hohe Harnstoff- und Salzkonzentration im Blut aus die Mikroorganismen zu inaktivieren. Die
Phagozyten haben in diesem Fall nur noch die Aufgabe des Beseitigens der toten Zellen.

In vivo und in vitro Untersuchungen beim Hornhecht (Lepisosteus platyrhincus) zeigten
Monozyten und Makrophagen, die in der Lage waren, Bakterien, Hefen und
Schaferythrozyten zu phagozytieren. Es wurde aullerdem elektronenmikroskopisch die
Zerstorung der aufgenommenen Mikroorganismen nachgewiesen (RIJKERS, 1982b).
McARTHUR et al. (1983) injizierten der Scholle, einem Vertreter der Teleostei, mit Chrom51

markierte Steinbutterythrozyten. Nach 30 Minuten waren nur noch 10% der urspriinglichen
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Zahl der fremden roten Blutkorperchen im Blut, wéihrend der iiberwiegende Anteil in den
Phagozyten der Leber und der Milz zu finden waren.

Studien beim Karpfen zeigten die Phagozytose von Bakterien (Bacillus megaterium) durch
Monozyten und neutrophile Granulozyten, wihrend eosinophile und basophile Granulozyten
die Mikroorganismen nur umflossen und nicht einverleibten. Eine grofle Anzahl leerer
Vesikel spricht fiir eine Entleerung der Granula (TEMMINK & BAYNE, 1987).
BRAUN-NESJE et al. (1982) fanden in der Vorderniere von Regenbogenforellen 3
verschiedene Populationen von Makrophagen. Diese unterschieden sich in ihrer Morphologie,
nicht aber in der Phagozytoseaktivitit. Die Autoren konnten auflerdem einen Gehalt an saurer
Phosphatase in den Makrophagen feststellen.

FERGUSON (1984) beschrieb bei Regenbogenforellen ein renales Pfortadersystem, das als
effektives Phagozytosefilter dient und dem Leberpfortadersystem der Sduger dhnlich ist. Die
dort befindlichen Makrophagen nehmen Bakterien aktiv auf. Somit ist diesen Tieren ein

Gefillsystem gegeben, das ein effektives Antigen-Trapping ermoglicht.

2.5.2.5 Die Migration der Leukozyten

Nach einer Gewebsschidigung infolge von Traumen oder mikrobieller Infektion entsteht eine
Entziindung, in deren Ablauf vermehrt weille Blutkorperchen am Ort des Geschehens
erscheinen. Die Richtung und Geschwindigkeit der Wanderung dieser Zellen wird durch
chemische Faktoren bestimmt. Dabei unterscheidet man grundsétzlich 2 verschiedene
Abldufe. Die Chemokinese ist eine verstidrkte ungerichtete Wanderungsaktivitét von Zellen,
wihrend die Chemotaxis eine gerichtete Migration entlang eines Konzentrationsgradienten
verschiedener chemischer Faktoren darstellt. Beide Phanomene kommen auch bei Fischen vor
(ROITT et al., 1991).

NEWTON et al. (1994) stimulierten granulozytenreiche Leukozytenfraktionen von Ingern mit
Saduger Komplementfaktor C5a oder mit LPS-aktiviertem Inger-Plasma. Die Zellen reagierten
auf diesen Reiz mit chemotaktischer Migration. Die Autoren vermuteten deshalb, dass der
Mechanismus im Verlaufe der Evolution relativ konstant geblieben ist, so dass sogar
Sdugerkomplementbestandteile an Ingerzellen binden konnen.

Bei in vitro Untersuchungen von neutrophilen Granulozyten aus der Niere einer Scholle, die
Extrakten von Bakterien und Parasiten ausgesetzt wurden, ergab sich eine erhdhte Migration
der Zellen. Da die Wanderung ungerichtet und nicht entlang eines Konzentrationsgradienten

erfolgte, vermuteten die Autoren eine Chemokinese (NASH et al., 1986).
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SHARP et al. (1991) beschrieben eine &dhnliche Reaktion bei Nierenleukozyten von
Regenbogenforellen, die gegeniiber Extrakten eines Cestodenplerocercoids getestet wurden.
Andere Studien bei der Regenbogenforelle ergaben eine Reaktion der Peritonealmakrophagen
auf Formyl-Methionin-L-Leucin-L-Phenylalanin (FMLP), einem aus Bakteriensekreten
isolierten Peptid, sowohl mit Chemokinese als auch mit Chemotaxis. Dabei war die
chemokinetische Reaktion bei Zellen von den Tieren 8 bis 10mal hoher, die zuvor eine
intraperitoneale Injektion mit LPS oder formalinabgetétetem Aeromonas salmonicida
erhielten. AuBlerdem ergab sich eine Chemotaxis in Richtung der Komplementkomponente
C5a in zymosan-aktiviertem Forellenserum. Man vermutete deshalb, dass ein
Oberflachenrezeptor fiir diesen Komplementfaktor besteht (ZELIKOFF et al., 1991).

Die gerichtete Wanderung entlang eines Konzentrationsgefilles beobachtete GRIFFIN (1984)
vor allem in Anwesenheit korpereigener Stoffe. Periphere Blutleukozyten der
Regenbogenforelle wurden mit Forellenserum als Komplementquelle in eine Richtung
gelockt, wihrend dasselbe Experiment mit fetalem Kélberserum nicht funktionierte. Die
Reaktion fand jedoch nur in Anwesenheit spezifischer AntikOrper statt, so dass eine
Komplementaktivierung auf dem klassischen Weg vermutet wurde.

Untersuchungen beim Ammenhai ergaben, dass die Leukozyten nach Stimulation mit LPS-
aktiviertem Ammenhaiplasma nur mit Chemokinese reagieren, wahrend sie durch LPS-
aktiviertes Rattenserum chemotaktisch angelockt werden (OBENAUF & HYDER SMITH,
1985).

SHARP et al. (1991) zeigten, dass auch Eicosanoide die Wanderung der weillen
Blutkorperchen beeinflussen kdnnen. Sie fanden eine deutliche chemotaktische Reaktion bei
Vordernierenleukozyten von Regenbogenforellen nach Anlockung mit dem Uberstand aus
einer Ca-lonophor A 23187 stimulierten Leukozytenkultur. Die Autoren vermuten die
chemotaktische Wirkung bei Arachnidonsdureabkémmlingen, weil Leukotrien B4, B5, C4
und einige Lipoxide nach Ca-Stimulierung von Forellenleukozyten freigesetzt werden.

Die Lipoxide, die eine Klasse der Eicosanoide darstellen, werden von
Regenbogenforellenmakrophagen synthetisiert, wobei vor allem das Lipoxin A4 bei optimaler
Konzentration einen deutlichen Einfluss auf die Migration ausiibt. Man schreibt dem Lipoxin
A4 deshalb eine wichtige Rolle im Entziindungsprozess von Regenbogenforellen zu
(ROWLEY et al., 1990).

Untersuchungen bei mit Antigen immunisierten Karpfen lieen eine chemokinetische
Aktivitdt von Lymphokinen vermuten. Leukozyten zeigten vermehrte Migration, nachdem sie

mit den Uberstéinden antigenstimulierter Vornierenzellkulturen in Kontakt gebracht wurden.
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Bei den chemokinetischen Faktoren handelte es sich aber weder um Immunglobuline noch um

Komplementfaktoren (HOWELL, 1987).

2.5.2.6 Die Forderung der Phagozytose durch Opsonisierung

Die Phagozytose von eingedrungenen Mikroorganismen kann durch die Anlagerung von
Opsonisinen gefordert werden. Beispiele fiir diese im Serum vorkommenden Faktoren sind
Komplementbestandteile und Antikérper (MALE & ROITT, 1991).

Untersuchungen bei Katzenwelsleukozyten ergaben, dass verschiedene Bakterien (Aeromonas
hydrophila, Edwardsiella ictaluri, Edwardsiella tarda, Micrococcus lueus) nur in
Anwesenheit von Serum phagozytiert wurden. Nach einer Hitzebehandlung des Serums und
daraus resultierenden Komplementinaktivierung war dieser Effekt nicht mehr so stark
ausgepragt.

SAKAI (1984) berichtete, dass Aeromonas salmonicida durch Makrophagen und
Granulozyten von Salmoniden kaum phagozytiert wurde. Die Zugabe von spezifischen
Antikorpern dnderte diese Tatsache nur wenig. Erst das Hinzufiigen von Serum mit den darin
enthaltenen Komplementfaktoren lie eine deutliche Steigerung der Aufnahmerate erkennen.
Der Autor vermutet daher auch beim Fisch Fc-Rezeptoren fiir Antikorper und C-Rezeptoren
fiir Komplement wie auf der Oberflache von Sdugerleukozyten.

Im Gegensatz dazu gelang MICHEL et al. (1991) eine starke Stimulierung der
Phagozytoserate durch Zugabe von spezifischen Antikdrpern.

Untersuchungen beim Karpfen zeigten, dass eine Zugabe von Antikdrpern die Aufnahme von
Schaferythrozyten durch neutrophile Granulozyten nicht steigern konnte, wéhrend
komplementhaltiges Serum eine deutlich stimulierende Wirkung hatte. Bei der Verabreichung
von C3-freiem Serum war aber keine Steigerung zu beobachten. Um diese Ergebnisse zu
verifizieren, wurden die Versuchsfische vorher mit Kaninchen-Anti-C3-Immunglobulin
behandelt. Eine deutliche Reduktion der Phagozytoseaktivitidt war zu verzeichnen. In einem
anderen Versuchsansatz wurden die Proteine auf den Granulozytenoberflichen mit Trypsin
zerstort. Auch hier war eine verminderte Aufnahme die Folge. Man vermutete deswegen C3-
Rezeptoren auf den Granulozytenoberflichen (MATSUYAMA et al., 1991).

NAKANISHI et al. (1991) konnten die Phagozytose von Vibrio anguillarum durch
Makrophagen von Regenbogenforellen stimulieren, indem sie gereinigtes CRP oder

hitzeinaktiviertes CRP-haltiges Serum zugaben. Die gesteigerte Phagozytose war auch durch
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normales Serum zu erreichen, nicht aber durch hitzeinaktiviertes normales Serum, was
wiederum auf die Opsonisierungsfahigkeit der Komplementfaktoren hinweist.

Die fir die Opsonisierungserkennung durch die Leukozyten erforderlichen
Oberflachenrezeptoren konnten erstmals von HAYNES et al. (1988) nachgewiesen werden.
Sie beobachteten eine Rosettenbildung, nachdem sie Phagozyten des Ammenhais und des
Menschen mit Hai-IgM beschichteten Erythrozyten zusammenbrachten. Eine Hemmung
dieser Rosettenbildung war mit Hilfe einer Zugabe von gereinigtem IgM oder FCS5-
Fragmenten moglich, nicht aber durch Haitransferrin, Rinderserumalbumin oder fetalem
Rinderserum. Die Autoren konnten aullerdem weitere Eigenschaften eines Rezeptorverhaltens
nachweisen, wie zum Beispiel Séttigung oder Reversibilitdit der Bindung und vermuteten
deshalb einen spezifischen Oberflachenrezeptor fiir Opsonisine auf der Oberfliche der
Fischphagozyten.

Ahnliche Ergebnisse wurden bei Versuchen mit Makrophagen der Gelbschwanzmakrele
(Seriola quinqueradiata) und Fremderythrozyten gemacht. Die Zugabe von Antikdrpern
gegen C3 und Immunglobuline hatten eine Hemmung der Rosettenbildung zur Folge,
wihrend nach der Gabe von monoklonalen Antikdrpern gegen andere Antigene kein solcher
Effekt zu verzeichnen war. HAMAGUCHI & KUSUDA (1992) vermuten folglich auch, dass
Rezeptoren fiir Komplement und Immunglobuline auf der Oberfliche der Makrophagen
existieren.

Spiatere Untersuchungen beim Karpfen lassen vermuten, dass sich die Rezeptoren in
verschiedenen Organen unterscheiden. Die Makrophagen des Intestinums banden
Immunglobulin und opsonisierten im Gegensatz zu den Zellen aus der Vorniere offensichtlich

iiber Rezeptoren (KOUMANS-VAN DIEPEN et al., 1994).

- 49 .



Eigene Untersuchungen

3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 MATERIAL

3.1.1 Regenbogenforellen zur Gewinnung von Myxobolus cerebralis—Sporen

Die Gewinnung der Myxobolus cerebralis-Sporen erfolgte aus drehkranken, institutseigenen
Regenbogenforellen. Die Tiere wurden in 1001 fassenden Plastiktonnen bei konstant 12°C und
permanentem Frischwasserzulauf von etwa 0,81 pro Minute gehalten. Kieselgurausstromer
wurden zur Versorgung der Fische mit Luftsauerstoff angebracht. Fiir die Fiitterung wurde

pelletiertes Forellenfutter aus dem Handel verwendet.

3.1.2 Haltung der Tubificiden und Produktion der Triactinomyxon-Sporen

Die parasitenfreien Tubificiden der Gattung Tubifex tubifex stammen aus eigener Zucht und
wurden in einer 2001 Tonne mit permanenter Wasserzufuhr von 0,51 pro Minute und
Sauerstoffzufuhr mittels Kieselgurausstromer bei konstant 12°C gehiltert. Um fiir das Labor
zu jedem Zeitpunkt Triactinomyxon-Sporen gewinnen zu konnen, wurden jeden Monat
20-30g der Oligochaeten mit einem Sieb entnommen, gereinigt und in vorbereitete 101
Becken verbracht, deren Boden mit einer ca. 3cm hohen Schicht hellen, keimfreien Sandes
bedeckt waren. AnschlieBend wurden die Oligochaeten mit den zuvor gewonnenen
Myxobolus cerebralis—Sporen infiziert (ca. 3000 bis 5000 Sporen pro Tubifex tubifex). Das
Wasservolumen des Beckens wurde im Laufe einer Woche sukzessiv aufgefiillt. Die Becken
wurden in einem Brutschrank der Firma Binder® bei konstant 15°C und Zufuhr von
Luftsauerstoff durch einen Kieselgurausstromer gehalten. Nach wdchentlichem
Wasserwechsel und Fiitterung der Tubificiden mit Spirulina—Algen konnten erstmals nach
drei Monaten Triactinomyxon—Sporen mittels Filtration durch einen Filter mit 12pum
Porengrofle gewonnen werden. Die gleichzeitige Haltung zirka zehn solcher Oligochaeten-
Becken sollte zu jeder Zeit die ausreichende Gewinnung von Triactinomyxon—Sporen fiir die

Infektion der Regenbogenforellen ermoglichen.
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3.1.3 Regenbogenforellenbriitlinge fiir die Infektionsversuche

Alle Versuche wurden mit Forellenstimmen durchgefiihrt, die als Eier im Eipunktstadium
erhalten und in einem SPF-Raum (spezifisch-pathogen-frei) des Instituts zum Schliipfen
gebracht wurden.

Fiir die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden neben dem als relativ resistent bekannten
deutschen Stamm Ho und dem als empfianglich geltenden amerikanischen Stamm TL die
Kreuzungshybriden TL(Eier)xHo(Spermien) und Ho(Eier)xZFF(Spermien) verwendet. Da
auch der institutseigene Stamm ZFF als empféanglich gegeniiber der Drehkrankheit gilt, stellen
beide Kreuzungen somit Hybriden aus jeweils einem als resistent und einem als empfanglich
geltenden Stamm dar. Auflerdem wurde der Wildstamm S aus der Schweiz in den Versuchen
eingesetzt. Dieser Stamm S ist der bisher einzig bekannte selbst produzierende
Regenbogenforellen-Stamm iiberhaupt und stammt aus dem Werdenberger Binnenkanal Hohe
Buchs.

Voraussetzung fiir alle Versuche der vorliegenden Arbeit war die Infektion der
Regenbogenforellen mit Triactinomyxon-Sporen. Da nicht geniligend Sporen auf einmal aus
den Oligochaeten-Becken gewonnen werden konnten, um alle Infektionen gleichzeitig
durchzufiihren, wurden die Versuche teilweise gestaffelt durchgefiihrt. Alter, Gewicht und

GroBe der Versuchstiere wurden soweit wie moglich aufeinander abgestimmt.

3.1.4 Haltung der Versuchsfische

Alle Fische wurden in 701 Glasaquarien bei etwa 12°C und permanenter Sauerstoffzufuhr
durch einen Kieselgurausstromer gehalten. Die Fiitterung erfolgte einmal pro Tag mit
handelsiiblichem Forellenfutter. Die Frischwasserzufuhr mit entchlortem Miinchener

Leitungswasser der Hirte 16,8°dH betrug ca. 11 pro Minute.

Zusitzlich zu den Laborversuchen wurde ein Feldversuch in einer Fischzucht bei Landsberg
am Lech durchgefiihrt, in der die Drehkrankheit seit Jahren endemisch ist. Die Fische wurden
in einem Behilter aus hochverdichtetem HDPE—Kunststoff gehalten. Die Einspeisung des
Wassers erfolgte aus dem Abfluss eines dariiber liegenden, 200m* Wasser fassenden Teiches.

Der Fischbehélter hatte die AuflenmaBle von 300x80x60cm und war in 3 gleich grof3e
Kompartimente mit jeweils 2161 Wasserinhalt aufgeteilt. Wéhrend das erste lediglich als

Zulautbecken genutzt wurde, befanden sich in den anderen je ca. 100 Versuchsfische der 2
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verwendeten Stimme des Feldversuchs. Der Wasserstrom von 21 pro Sekunde erfolgte vom
Zulaufbecken durch die lochrigen Gitterabtrennungen, die zur Trennung der Stimme
eingebracht wurden, durch alle Kompartimente hindurch, um am anderen Ende des Behélters
das Becken wieder zu verlassen. Zum Schutz vor Fressfeinden wurde ein Deckel angebracht.
Die Fiitterung erfolgte mit handelsiiblichem Forellenfutter.

Eine Ubersicht iiber alle verwendeten Stimme und Kreuzungen der vorliegenden Arbeit ist

aus Tabelle 3 ersichtlich.

Tabelle 3:  Ubersicht iiber alle verwendeten Stimme und Kreuzungen der vorliegenden

Arbeit

Versuch la: Vergleich der Empfanglichkeit beim Laborversuch

Stamm Schlupfdatum GréRe (cm) Gewicht (g) Tagesgradalter ¢
TLxHo 03.02.2002 2,7 0,3 852
HoxZFF 04.02.2002 4,2 0,7 840

S 05.03.2002 3,1 0,4 492

Ho 05.02.2002 3,3 0,4 828

TL 28.01.2002 3,6 0,5 924

Versuch 1b: Vergleich der Empfénglichkeit beim Feldversuch

Stamm Schlupfdatum Gréle (cm) Gewicht () Tagesgradalter ¢
Ho 29.01.2002 3,1 0,4 852
TL 23.01.2002 3.2 0,4 924

Versuch 2:Histopathologie

Stamm Schlupfdatum GréRe (cm) Gewicht (g) Tagesgradalter ¢
Ho 21.12.2002 3,0 0,3 360-528
TL 13.12.2002 3,1 0,3 324-492

Versuch 3: Lysozymbestimmung

Stamm Schlupfdatum GréRe (cm) Gewicht (g) Tagesgradalter ¢
Ho 15.07.2002 2,7 0,1 240
TL 21.07.2002 2,2 0,1 196

. Das Tagesgradalter am Tage der Infektion (also zu Versuchsbeginn) errechnet sich
aus dem Produkt des Alters der Fische in Tagen und der Wassertemperatur

3.1.5 Tierversuchsantrag

Die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden durch die Regierung von Oberbayern unter der

Nr. 211-2531-37/ 2001 nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes genechmigt.
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3.2 METHODEN

3.2.1 Gewinnung der Myxobolus cerebralis—Sporen

Es wurden durchschnittlich etwa 10 bis 15 drehkranke Regenbogenforellen zur Gewinnung
der Myxobolus cerebralis—Sporen verwendet. Nach Betdubung der Tiere mit MS 222
(0,007%) und anschlieBender Totung durch einen Genickschnitt, wurde der Kopf mit einer
Schere vom Korper abgetrennt, die Augen entfernt und das anhaftende Muskelfleisch grob
entfernt. Die so préparierten Kopfe wurden mit etwas Wasser in einen Mixer der Firma
Moulinex® gegeben und bei hochster Stufe 10 Minuten homogenisiert. Grobe Bestandteile
wurden mit Hilfe einer Gaze herausgefiltert.

Die weitere Behandlung erfolgte nach der Planktonzentrifugenmethode nach O’GRODNICK
(1975).

Die so erhaltene sporenhaltige Suspension wurde auf 100ml aufgefiillt. Die Gesamtzahl der
erhaltenen Myxobolus cerebralis—Sporen wurde nach Auszéhlung von 50ul bei 400facher

Vergroferung im Lichtmikroskop auf das Ausgangsvolumen hochgerechnet.

3.2.2 Infektion der Oligochaeten

Pro Infektionsversuch wurden ca. 20 bis 30g Oligochaeten mit einem Sieb separiert und in die
mit einer ca. 3cm dicken, keimfreien Sandschicht befiillten Plastikbecken verbracht.
Darauthin wurde die Sporensuspension gleichmdfig auf den Tubificiden verteilt. Das
Wasservolumen wurde nur langsam innerhalb einer Woche auf das Gesamtvolumen
aufgefiillt, um eine hohe Sporenkonzentration und somit eine erfolgreiche Infektion zu
gewihrleisten. Die erste Fiitterung erfolgte erst nach ca. 3 Wochen, damit die Sporen als bis
dahin einzige Nahrungsquelle gut und in hohen Zahlen oral von den Oligochaeten

aufgenommen werden konnten.

3.2.3 Gewinnung der Triactinomyxon-Sporen

Nach etwa 4 Monaten konnten die infizierten Oligochaeten erstmals zur Gewinnung der
Triactinomyxon—Sporen herangezogen werden. Hierfiir wurde das Wasser mit einem
Schlauch abgelassen und durch einen Filter mit der Maschenweite 12um geschickt. Die im

Filter hingen gebliebenen Sporen wurden mit Leitungswasser in ein Gefdll gespiilt. Die
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Zéhlung erfolgte im Lichtmikroskop bei 100facher Vergroferung. Die erhaltene Anzahl der

intakten Sporen in 50ul wurde auf das Ausgangsvolumen hochgerechnet.

3.2.4 Infektion der Forellenbriitlinge mit Triactinomyxon—Sporen

Voraussetzung jedes Versuchs dieser Arbeit war die Infektion von Forellenbriitlingen mit
Triactinomyxon—Sporen. Die Abzéhlung und Aufteilung der notigen Sporenmengen erfolgte
gruppenweise, z.B. wurden fiir eine 30 kopfige Gruppe (bei einer Infektionsdosis von 1000
Sporen pro Fisch) 30000 Sporen abgezéhlt und in ein 500ml Aquarium verbracht. Nachdem
anschlieBend das Wasservolumen aufgefiillt wurde, sind alle Versuchsfische einer Gruppe mit
einem Késcher gleichzeitig ohne weiteren Wasserzusatz in das Infektionsbecken verbracht
worden. Erst nach einer halben Stunde erfolgte Sauerstoffzugabe mit einem
Kieselgurausstromer, um die Infektionsfédhigkeit der Sporen in den ersten wichtigen Minuten
der Infektion nicht zu beeintrachtigen. Nach einer Zeit von 3 Stunden wurden die Tiere
inklusive des Sporenwassers in die vorbereiteten 701 Glasaquarien geschiittet, in denen die
Haltung wihrend des gesamten Versuchszeitraums erfolgte. Die Zufuhr von Luftsauerstoff
erfolgte mit Hilfe von Kieselgurausstromern. Es war kontinuierlicher Wasserzulauf von ca. 11
pro Minute gegeben. Die Temperatur betrug wéhrend des Versuchszeitraums zwischen 11
und 13°C. Das verwendete Miinchener Leitungswasser der Harte 16,8°dH wurde durch eine

Entchlorungsanlage vorbehandelt.

3.2.5 Versuchsiibersicht

3.2.5.1 Vergleich der Empfanglichkeit der Kreuzungen TL(Eier)xHo(Spermien) und
Ho(Eier)xZFF(Spermien) und des Wildstamms S mit den Referenz-Stammen Ho und

TL

a) Laborversuch

Fir die Untersuchung der Empfanglichkeit gegeniiber der Drehkrankheit wurden die
Kreuzungsprodukte TL(Eier)xHo(Spermien) und Ho(Eier)xZFF(Spermien) und der selbst
produzierende Wildstamm S aus der Schweiz jeweils mit 100, 1000 und 5000
Triactinomyxon—Sporen pro Fisch infiziert. Dabei dienten der als hoch empfanglich geltende

Stamm TL aus den USA und der als wenig empfanglich geltende Stamm Ho aus Deutschland
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als Referenzstimme (sieche Tabelle 4). Gleichzeitig wurde jeweils eine nicht infizierte
Kontrollgruppe gehalten. Nach 1 und 4 Stunden wurden Fische aus jeder Gruppe in Formalin

eingelegt, um einen histologischen Infektionsnachweis zu gewihrleisten.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die GruppengroBen und die Anzahl der

entnommenen Fische fiir die Histologie nach 1 Stunde und 4 Stunden

Stamm Infektionsdosis* | Ausgangsmenge Entnahmen
TLxHo 100 40 12
1000 40 12
5000 40 12
HoxZFF 100 20 6
1000 20 6
5000 20 6
S 100 25 6
1000 25 6
5000 25 6
Ho 100 40 12
1000 40 12
5000 40 12
TL 100 40 12
1000 40 12
5000 40 12

* Triactinomyxon-Sporen/Fisch

Nach Auftreten der ersten Symptome wurden die Versuchsfische téglich auf die klinischen
Anzeichen pathologisches Drehverhalten, Schwarzfirbung der kaudalen Partien und
Deformationen beobachtet. Das Untersuchungsergebnis sowie die Gesamtzahl der jeweils
verbleibenden Fische pro Aquarium wurden tabellarisch festgehalten.

Nach einem Zeitraum von 5 Monaten wurden die Versuchsfische mit MS 222 (0,007%)
betdubt und mit einem Genickschnitt getdtet. Mit einem Scherenschnitt kranial der
Riickenflosse wurde der Kopf inklusive eines Teils der Wirbelsdule von den kaudalen
Korperpartien getrennt. AnschlieBend erfolgte mit einem sagitalen Skalpellschnitt die
Zerteilung des Kopfes in zwei anndhernd gleich grof3e Stiicke. Die eine Hilfte wurde sofort in
Formalin fixiert und diente spater fiir die histologische Beurteilung des Kopfknorpels und des
Entziindungsgeschehens. Die andere Hélfte wurde fiir die Sporenzidhlung verwendet.

Von jeder Probe wurden mindestens 2 Schnitte angefertigt und in dem Gradierungsschema
der MacConnell-Baldwin Numerical Scale beurteilt. Diese histologische Beurteilungsmethode

ist in eine Skala von Grad null bis fiinf gegliedert und findet sich im Standard Protocol for
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Whirling Disease Research (BARTHOLOMEW et al. 2001). Sie orientiert sich an der
Qualitit und Quantitéit der Wirtsreaktion wie folgt:

0)

)

2)

3)

4)

5)

Keine Abnormalitaten.

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

Leukozyten assoziiert.

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

gemaBigte Anzahl Leukozyten infiltrieren bzw. umsdaumen den lytischen Knorpel.

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

umliegende Gewebe aus.

Multifokale (4 oder mehr) bzw. zusammenflieBende Bereiche der Knorpelnekrose.
MaiBige bis grofle Anzahl an Leukozyten umgibt bzw. infiltriert den lytischen Knorpel.

Lokal ausgedehnte Bereiche mit Leukozyten infiltrieren das umliegende Gewebe.

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

finden. In zweifelhaften Féllen wird Grad vier bevorzugt.

b) Feldversuch

Fiir den Feldversuch wurden die Regenbogenforellen-Stimme Ho und TL verwendet, von

denen jeweils etwa 100 Tiere in den Plastikbehilter eingesetzt wurden. Die Infektion mit den

Triactinomyxon—Sporen erfolgte kontinuierlich und quantitativ nicht bestimmbar mit dem

Zustrom des Teichwassers. Fir die Dauer von 5 Monaten wurden alle 2 Wochen die

Versuchsgruppen auf klinische Symptome der Krankheit beobachtet. Das Ergebnis wurde

tabellarisch festgehalten. Die Praparation der Tiere fiir die Histologie und die Sporenzéhlung

erfolgte analog 3.2.5.1 a).
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3.2.5.2 Histopathologische Untersuchungen

Fiir die histopathologischen Untersuchungen wurde ein als hoch (TL) und ein als wenig
empfinglicher (Ho) geltender Stamm verwendet.

Es erfolgte zum einen der quantitative Vergleich auf Parasitenstadien in der Haut der
Testfische im Verlauf der ersten 12 Stunden (nach 4 Stunden, 6 Stunden, 8 Stunden, 10
Stunden und 12 Stunden, 24 Stunden) post infectionem. Zu jedem Zeitpunkt wurde auch das
Verhéltnis von ,intakten und ,nicht intakten Parasitenstadien festgehalten. AuBlerdem
wurde die Wirtsreaktion beobachtet. Zum anderen wurden im weiteren Verlauf der Infektion
alle 3 Tage bis zum 21. Tag post infectionem Fische entnommen (Tag 3, 6,9, 12,15 ,18 und
21 post infectionem) und auf Parasiten und Wirtsreaktionen im Nervengewebe untersucht..
Die Infektion der Fische erfolgte zuerst mit einer Dosis von 1000 beziehungsweise 5000
Triactinomyxon-Sporen/Fisch. Da daraufhin kaum Parasitenstadien in der Haut gefunden
wurden, wurde der Versuch abermals mit einer Infektionsdosis von 20000 Triactinomyxon-
Sporen/Fisch durchgefiihrt. Hierbei sind zwar bei beiden Stimmen einige Parasitenstadien
gefunden worden, aber fiir einen statistisch aussagefdhigeren Vergleich der beiden Stimme
wurde die Infektionsdosis schlielich auf 35000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch erhoht. Da die
hohe Sporenmenge nicht auf einmal gewonnen werden konnte, wurden die Fische jedes
Stammes innerhalb des Zeitraums von 2 Wochen gestaffelt infiziert.

Zu jedem Entnahmezeitpunkt wurden je zwei Tiere jeder Gruppe entnommen und mit MS
222 (0,007%) euthanasiert. Ein Fisch wurde nach Eroffnung der Bauchhohle fiir die
Histologie in Formalin fixiert, der zweite wurde fiir die Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) in Probenstiicke mit ca. 2mm Kantenlidnge zerteilt und in 6,25%iges Glutaraldehyd
eingelegt.

Das weitere Procedere kann Abschnitt 3.2.6 enthommen werden.

3.2.5.3 Bestimmung des Lysozyms im Fischschleim

Fiir die Bestimmung des Lysozyms im Fischschleim wurde der als hochempfinglich geltende
Stamm TL und der als weniger empfindlich geltende Stamm Ho verwendet.

Jeweils 100 Tiere jedes Stamms wurden mit 1000 Triactinomyxon—Sporen pro Fisch infiziert.
Als Kontrollgruppen wurde die gleiche Anzahl an Fischen ohne Sporenexposition eingesetzt.
Die Gewinnung des Fischschleims erfolgte 1 Tag, 1 Monat, 2 Monate, 3 Monate und 4

Monate nach der Infektion. Hierfiir wurden pro Gruppe jeweils 9 Fische entnommen und
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mittels Genickschlag getdtet, um eine eventuelle Interaktion des Totungsbads mit der
Aktivitdt des Lysozyms zu verhindern. Die Schleimentnahme erfolgte durch Abstreifung mit
sterilen Skalpellklingen von den Seitenfldchen kaudal der Kiemendeckel. Da die gewonnenen
Schleimmengen relativ gering waren, wurde der Schleim von jeweils 3 Fischen in einer
Sammelprobe zusammengefasst. Nach dem Abwiegen wurden die Proben mit 100ul Aqua
destilatum verdiinnt und mit einem Vortex—Gerit der Firma Heidolph® geschiittelt, um eine
gute Vermengung zu gewihrleisten. AnschlieBend wurde der Schleim (Uberstand) von
Verunreinigungen und zelluldren Bestandteilen durch 10 miniitige Zentrifugation bei 13000
Umdrehungen pro Minute separiert und konnte dann mit einer Pipette in ein frisches Gefal3
abgehoben werden. Die Aufbewahrung bis zur Messung erfolgte in einem Tietkiihlschrank

bei -22°C.

3.2.6 Untersuchungsmethoden

3.2.6.1 Auszédhlung der Myxobolus cerebralis—Sporen aus dem Kopfknorpel

Jeweils 20 Fische des Feldversuchs und 10 Fische des Laborversuchs wurden zur

Sporenzédhlung verwendet.

Nach Totung der Tiere wurde der Kopf kranial der Riickenflosse vom Korper abgetrennt und
danach mit einem Skalpell in der Mitte in einer senkrechten Linie in zwei Hilften geteilt. Eine

Halfte wurde zur Sporenzidhlung herangezogen.

Bei der Verdauungsmethode nach MARKIW und WOLF (1974; 1980) wird zunéchst der
Knorpel von den anderen Geweben separiert. Dies erfolgt nach Inkubation des Kopfes im
warmen Wasserbad und anschlieBendem Schiitteln mit 3 Glaskugeln. Das Knorpelmaterial
wird nacheinander von den Enzymen Pepsin und Trypsin verdaut, so dass schlielich eine
reine Sporensuspension iibrig bleibt. Die Auszdhlung erfolgt mit Hilfe der Neubauer-

Zahlkammer.

3.2.6.2 Histologische Untersuchungen

Die mindestens 48 Stunden lang in Formalin fixierten Prdparate wurden in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwissert. Nach der Einbettung in Paraffin wurden an einem

Mikrotom der Firma Reichert-Jung®, Modell 1140/Autocut 4um dicke Paraffinschnitte
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angefertigt. Nach vollstindiger Trocknung erfolgte die Farbung mit Hédmatoxylin—Eosin
(HE), die Eindeckelung mit Eukitt® und die Trocknung bei ca. 60°C im Trockenschrank.
Die Beurteilung der so vorbereiteten Proben erfolgte an einem Lichtmikroskop der Firma

Zeiss®.

3.2.6.3 Untersuchungen mit dem Transmissionselektronenmikroskop

Die bei den histopathologischen Untersuchungen am Lichtmikroskop erlangten Ergebnisse
sollten am Elektronenmikroskop bestitigt werden. Die fiir die Untersuchung relevanten
Organe (v.a. Haut und Riickenmark) wurden in Stiicke von ca. 2mm Kantenlidnge zerteilt und
in 6,25%iges Glutaraldehyd eingelegt. Nach 3 Stunden erfolgte die Pufferung mit Sérensen-
Saccharose-Puffer mit Methionin. Die Aufbewahrung bis zur weiteren Bearbeitung erfolgte
im Kiihlschrank bei 6°C.

Die Proben wurden zur Nachfixierung fiir 2 Stunden in eine Osmiumtetroxidlésung nach
Caulfield verbracht. Anschlieend erfolgte erneut eine dreimalige Pufferung mit Soérensen-
Saccharose-Puffer mit Methionin. Die so fixierten Proben wurden zunéchst fiir 20 Minuten in
75%iges Aceton, dann fiir abermals 20 Minuten in 95%iges Aceton und schlieBlich dreimal
fiir je 20 Minuten in absolutes Aceton (Methode nach Sitte) verbracht. Nach jeweils 10-
miniitigem Aufenthalt in aufsteigenden Aceton-Epon Gemischen (2:1, 1:1, 1:2) erfolgte die
Einbettung mit Hilfe von Gelatinekapseln in reinem Epon XX 812. Die Kapseln wurden zur
Polymerisation fiir 4 Tage in einen Trockenschrank bei 60°C aufbewahrt. AnschlieSend
wurden die Gelatinekapseln mit heilem Wasser entfernt. Die Blocke wurden auf dem
Trimmgerdt TM 60 der Firma Reichert—Jung® getrimmt. An einem Porter Blum® MT-1-
Ultramikrotom wurden Semidiinnschnitte mit der Dicke von 1pm angefertigt. Die Schnitte
wurden auf Objekttragern bei 60°C getrocknet und fiir 4 Minuten bei 180°C hitzefixiert. Die
Beurteilung der Semidiinnschnitte erfolgte nach Féarbung mit Tolouidinblau am
Lichtmikroskop. Nach Entfernung des iiberschiissigen Materials am Trimmgerdt wurden an
einem Ultracut der Firma Reichert-Jung® Ultradiinnschnitte mit einer Dicke von 0,5-1,0um
angefertigt. Die anschlieBende Kontrastierung erfolgte fiir 10 Minuten in einer
Uranylacetatlosung und fiir 1-2 Minuten in einer Bleiacetatlosung.

Die so vorbereiteten Priparate konnten mit einem Transmissionselektronenmikroskop vom

Typ EM 109 der Firma Zeiss® bei 60 bzw. 80kV betrachtet werden.
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3.2.6.4 Bestimmung des Lysozymwerts im Mukus

Die Methodik der Lysozymwert-Bestimmung wurde erstmals von PARRY et al. (1965)
beschrieben und beruht auf einem Abfall der Absorption von Licht durch die Lysierung des
grampositiven Bakteriums Mikrokokkus lysodeikticus durch das Lysozym. Fiir eigene Zwecke
wurde der Test geringfiigig modifiziert.

Fiir die Durchfithrung des Tests wurden auBBer den Schleimproben (Gewinnung sieche 3.2.5.3)

noch folgende Reagentien verwendet:

- Phosphatpuffer nach SORENSEN mit dem pH-Wert 6,2
Herstellung: 6,59g Na2HPO4
22,49g NaH2PO4
ad 1000ml Aqua destilatum
- Aqua destilatum
- 64er ELISA-Rundlochplatte
- Photometer der Firma Asys Hitech® mit der Wellenldnge 495nm
- Mikrokokkus lysodeikticus Suspension der Konzentration 1000ug pro ml
- Lysozymstammloung der Konzentration 0,1 Unit (U) pro ul
Herstellung: 100mg Lysozymfestsubstanz mit der Konzentration 23500 U pro mg
ad 2350ul Aqua dest.
ergibt Lysozymlosung der Konzentration 1000 U pro pl
Eingefrierung in 50ul Portionen
Auftauen einer Portion vor der Messung
Weiterverdiinnung auf 0,1 U pro pl Lysozymstammlosung
Durchfiihrung einer Messung:
Die ELISA-Rundlochplatten wurden wie folgt fiir die photometrische Messung vorbereitet:
- Negativkontolle: 100ul Phosphatpuffer
- Lysozymverdiinnungsreihe: aufsteigende Aktivititsreihe mit 1U, 2U, 4U, 6U, 8U und 10U;
hergestellt aus der Stammlésung und mit Phosphatpuffer auf
100l aufgefiillt
- Proben: Doppelbestimmung von je 20ul der Dreiersammelproben, die
mit Phosphatpuffer auf 100ul aufgefiillt wurden
Die Negativkontrolle, die Lysozymverdiinnungsreihe und die Proben wurden vor der

Messung mit je 200ul der Mikrokokken-Losung beschickt. Die Absorption wurde nach 0
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Stunden, 1 Stunde, 2 Stunden, 3 Stunden, 4 Stunden und 5 Stunden gemessen. Danach konnte
der Absorptionsabfall der Proben und des Standards bestimmt werden. Aus dem Abfall des
Lysozymstandards wurde eine Eichgerade erstellt, anhand der die Lysozymaktivititen der

Proben bestimmt werden konnten.
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4. ERGEBNISSE

4.1  Kontrolle des Infektionserfolgs

Um den Infektionserfolg vor Ablauf der Inkubationszeit beurteilen zu kénnen, wurden beim
Laborexperiment verschiedene Parameter wie das Zucken beim Einsetzen in das
Infektionsbad, die Anzahl der freien Amodboidkeimzellen und der histologische Nachweis der
penetrierten Parasitenstadien in der Haut untersucht.

Das charakteristische Zucken, das die Tiere teilweise beim Einsetzen in das Triactinomyxon-
Sporen Infektionsbad zeigen, entsteht wahrscheinlich bei der Penetration der Parasiten in die
Haut und wurde nur in den beiden Infektionsgruppen mit hoher Sporenanzahl pro Fisch
beobachtet. Wahrend bei den 1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppen nur leichte
Anzeichen zu erkennen waren, zeigten die mit 5000 Triactinomyxon-Sporen infizierten
Fische deutliche Anzeichen fiir das Zucken. Unterschiede zwischen den verschiedenen
Regenbogenforellenstimmen waren nicht zu entdecken.

Die Untersuchung des Infektionsbads nach 3-stiindiger Expositionszeit der Parasiten mit den
Fischen kann den Anteil der Sporen aufzeigen, die ihre Amoboidkeime ausgeschleudert
haben. Dies ist zwar nicht automatisch gleichzusetzen mit einer erfolgreichen Infektion, aber
es konnte eine nicht erfolgte Infektion erkannt werden. In der vorliegenden Arbeit hatten
durchschnittlich 71% der Sporen ihre Amdboidkeimzellen und Polkapseln verloren. Es
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Infektionsdosen und
Stammen erkannt werden.

Nach einstlindiger Expositionszeit wurden aus jeder Gruppe Fische entnommen und
histologisch auf das Vorkommen von Parasitenstadien in der Haut untersucht. Wéhrend bei
der niedrigen Infektionsdosis keine Parasiten gefunden werden konnten, waren bei den beiden
hohen Infektionsdosen jeweils Parasiten anzutreffen. Da die Parasiten vermehrt in der
Epidermis der Flossen zu finden sind, ist die Anzahl stark von der jeweiligen Schnittebene
abhangig. Fur eine genaue Darstellung sind deshalb héhere Infektionsdosen und
Vergleichszahlen erforderlich (siehe Versuch ,,Histopathologische Untersuchungen®, Kapitel
4.2).

Beim Feldversuch wurde wegen der geringen Sporenzahlen kein Infektionsnachweis

durchgefiihrt.
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4.2 Die Empfanglichkeit der Kreuzungen TL(Eier)xHo(Spermien) und
Ho(Eier)xZFF(Spermien) und des Wildstamms S bezlglich der Referenz-
Stamme Hound TL

4.2.1 Vergleich der klinischen Symptomatik

Die Darstellung der klinischen Symptomatik erfolgt zwecks Ubersichtlichkeit zu den
Zeitpunkten 50 Tage, 100 Tage und 150 Tage post expositionem beim Laborversuch,
beziehungsweise am Tag 50, 100 und 120 beim Feldversuch.

Da bei den Kontrollgruppen kein Tier ein Symptom der Drehkrankheit zeigte, werden sie im
Nachfolgenden nicht gesondert aufgefuhrt.

Die Abbildungen 3 bis 7 zeigen die klinische Symptomatik bei den Kreuzungen und den
Stammen des Laborversuchs.

4.2.1.1 Tag 50 post expositionem des Laborversuchs

Eine Ubersicht iber die klinischen Anzeichen der Drehkrankheit am Tag 50 post
expositionem aus dem Laborexperiment gibt Tabelle 5.

Expositionsdosis 100 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Nur Tiere des als empfindlich geltenden Referenz-Stamms TL zeigten zu diesem friihen
Zeitpunkt klinische Anzeichen der Infektion. So zeigten jeweils 2 von 28 Tieren

pathologisches Schwimmverhalten bzw. Schwarzverfarbung der Kaudalpartien.

Expositionsdosis 1000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Die Symptome pathologisches Drehverhalten und Deformationen traten 50 Tage nach der
Infektion bei keiner Forelle dieser Infektionsgruppe auf.

Bei dem Wildstamm S und den Kreuzungen TL(Eier)xHo(Spermien) und
Ho(Eier)xZFF(Spermien) wiesen jeweils 1 von 8 Tieren, 2 von 28 Tieren und 1 von 14 Tieren
Schwarzférbungen der Kaudalpartien auf.

Beim unempfindlichen Referenz-Stamm Ho waren in dieser Gruppe keine Anzeichen fir

klinische Symptome der Drehkrankheit zu verzeichnen.
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Beim empfindlichen Stamm TL wurden 3 von 28 Tieren durch Dunkelféarbung der kaudalen

Kdorperpartien auffallig.

Expositionsdosis 5000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Bei der hochsten Infektionsdosis konnten zu diesem Zeitpunkt keine Deformationen gefunden
werden.

Bei der Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) konnten 4 von 28 Tieren mit Schwarzféarbungen
der Kaudalpartien und ein sich drehender Fisch entdeckt werden.

Kein Versuchstier des Hybrids Ho(Eier)xZFF(Spermien) wies Symptome einer Myxobolus
cerebralis-Infektion auf.

Bei 9 von 17 Tieren des Wildstammes S war die hintere Korperpartie dunkel geféarbt. Ein Tier
von 17 zeigte pathologisches Drehverhalten.

Das Symptom pathologisches Drehverhalten konnte bei einer von 28 Regenbogenforellen des
Referenz-Stammes TL provoziert werden. 4 Tiere wurden durch dunkle Kaudalpartien
Klinisch auffallig.

Beim als unempfindlich geltenden Stamm Ho wurden zu diesem Zeitpunkt auch bei der
hdchsten Infektionsdosis keine Symptome der Drehkrankheit entdeckt.
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Tabelle 5: Ubersicht tiber die klinischen Anzeichen des Laborversuchs am

Tag 50 post expositionem

100 TAMs/Fisch Drehverhalten Schwarzfarbung Deformationen
TLxHo 0(14) 0(14) 0(14)
HoxZFF 0(28) 0(28) 0(28)

S 0(13) 0(13) 0(13)
Ho 0(28) 0(28) 0(28)
TL 0(28) 2(28) 0(28)

1000 TAMs/Fisch Drehverhalten Schwarzfarbung Deformationen
TLxHo 0(28) 2(28) 0(28)
HoxZFF 0(14) 1(14) 0(14)
S 0(8) 1(8) 0(8)
Ho 0(28) 0(28) 0(28)
TL 0(28) 3(28) 1(28)

5000 TAMs/Fisch Drehverhalten Schwarzfarbung Deformationen
TLxHo 1(28) 4(28) 0(28)
HoxZFF 0(14) 0(14) 0(14)
S 1(17) 9(17) 0(17)
Ho 0(28) 0(28) 0(28)
TL 1(28) 4(28) 0(28)

4.2.1.2 Tag 100 post expositionem des Laborversuchs

Eine Ubersicht uber die Klinischen Anzeichen der Drehkrankheit am Tag 100 post
expositionem aus dem Laborexperiment gibt Tabelle 6.

Expositionsdosis 100 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Keines der 24 Tiere der 100 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe der Kreuzung
TL(Eier)xHo(Spermien) liel’ sich stimulieren, drehende Schwimmbewegungen auszufiihren. 2
Fische hatten schwarz gefarbte Kaudalpartien und ein Tier zeigte Deformationen im
Schadelbereich.

Bei der Kreuzung Ho(Eier)xZFF(Spermien) war eine von 14 Forellen durch stressinduziertes
Drehverhalten und 2 Versuchstiere durch Schwarzfarbung der Schwanzbereiche auffallig,

wéhrend Deformationen in dieser Gruppe nicht zu beobachten waren.
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Beim Wildstamm S drehte sich zu diesem Zeitpunkt eine von 12 Regenbogenforellen bei
Einfluss von aufleren Reizen, wahrend 2 Tiere dunkel geférbte Schwanzbereiche hatten. Ein
Tier von 12 wies deformierte Kiemendeckel auf.

Auch am 100. Tag nach der Exposition mit 100 Triactinomyxon-Sporen/Fisch waren beim
Referenz-Stamm Ho noch keine klinischen Anzeichen der Infektion zu erkennen.

7 von 24 Fischen des als empfindlich bekannten Stammes TL zeigten bei Stresssituationen
pathologisches Schwimmverhalten, waéhrend jeweils 10 Vertreter dieser Gruppe durch

Schwarzférbung der Kaudalpartien beziehungsweise Deformationen auffallig wurden.

Expositionsdosis 1000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Am Tag 100 nach der Exposition war in der 1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe der
Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) ein Tier von 15 mit pathologischem Drehverhalten, 7
Tiere mit schwarzen Schwénzen und 2 Tiere mit Deformationen zu entdecken.

Jeweils ein von 9 Vertretern der Kreuzung Ho(Eier)xZFF(Spermien) zeigte kreisende
Schwimmbewegungen beziehungsweise dunkle kaudale Kdorperdrittel. Deformationen
konnten bei 2 Versuchsfischen beobachtet werden.

Beim Wildstamm S konnten 3 von 8 Tieren bei Drehbewegungen beobachtet werden. Bei 5
Forellen waren dunkel gefarbte Kaudalpartien und 4 Deformationen zu erkennen.

Bei der mit 1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch Gruppe zeigte jeweils ein Vertreter des
Referenz-Stamms Ho pathologisches Drehverhalten beziehungsweise Deformationen,
wéhrend 4 Tiere schwarze Kaudalpartien hatten.

Beim Vergleichs-Stamm TL lieBen sich 6 von 17 Fischen durch Klopfen an die
Aquarienscheibe zu drehenden Bewegungen stimulieren und 8 der Vertreter dieser Gruppe
wurden durch Deformationen aufféllig. Schwarze Schwanzbereiche waren bei 16 der 17

Tiere zu sehen.

Expositionsdosis 5000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

3 von 14 Fischen der Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) zeigten stressbedingte
Kreisbewegungen, 7 Tiere hatten Schwarzverfarbungen und 2 litten an Deformationen.

In der 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe der Kreuzung Ho(Eier)xZFF(Spermien)
war eine Forelle wegen der fortlaufenden Kreisbewegungen und jeweils 2 Tiere wegen der

beiden anderen Kardinalsymptome der Krankheit auffallig.
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Beim Wildstamm S konnten 6 von 16 Tieren bei pathologischem Schwimmverhalten, 13 mit
schwarzen Schwanzen und 11 mit Deformationen entdeckt werden.

Bei der hochsten Expositionsdosis waren beim als unempfindlich geltenden Stamm Ho keine
Deformationen zu sehen. Eins von 9 Tieren wurde bei Drehbewegungen und 2 von 9 Tieren
wurden mit dunkel verfarbten hinteren Korperabschnitten beobachtet.

9 von 23 Fischen des Referenz-Stamms TL konnten durch &ufere Stimuli zu kreisenden
Bewegungen veranlasst werden. 22 Vertreter dieser Gruppe wiesen dunkle Kaudalpartien auf

und das Skelett von 11 Salmoniden war deformiert.

Tabelle 6: Ubersicht tiber die klinischen Anzeichen des Laborversuchs am

Tag 100 post expositionem

100 TAMs/Fisch Drehverhalten Schwarzfarbung Deformationen
TLxHo 0(24) 2(24) 1(24)
HoxZFF 1(14) 2(14) 0(14)

S 1(12) 2(12) 1(12)
Ho 0(22) 0(22) 0(22)
TL 7(24) 10(24) 10(24)

1000 TAMs/Fisch Drehverhalten Schwarzfarbung Deformationen
TLxHo 1(15) 7(15) 2(15)
HoxZFF 1(9) 1(9) 2(9)
S 3(8) 5(8) 4(8)
Ho 1(20) 4(20) 1(20)
TL 6(17) 16(17) 8(17)

5000 TAMs/Fisch Drehverhalten Schwarzfarbung Deformationen
TLxHo 3(14) 7(14) 2(14)
HoxZFF 1(11) 2(11) 2(11)
S 6(16) 13(16) 11(16)
Ho 1(9) 2(9) 0(9)
TL 9(23) 22(23) 11(23)
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4.2.1.3 Tag 150 post expositionem des Laborversuchs

Eine Ubersicht uber die Klinischen Anzeichen der Drehkrankheit am Tag 150 post
expositionem aus dem Laborexperiment gibt Tabelle 7.

Expositionsdosis 100 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Stressinduziertes Drehverhalten und Deformationen konnten bei jeweils einem von 20 Tieren
der Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) beobachtet werden. Kein Tier wies das dritte
Kardinalsymptom Schwarzférbung der Kaudalpartien der Krankheit auf.

Bei der Kreuzung Ho(Eier)xZFF(Spermien) waren bei 14 Tieren keine dunkel verfarbten
Schwénze zu sehen, aber jeweils ein Tier litt an Kreisbewegungen beziehungsweise an
Deformationen.

Jeweils eins von 11 Tieren des Wildstamms S war durch die Symptome Schwarzférbung des
hinteren Korperabschnitts und Kreisbewegungen aufféllig. 5 Regenbogenforellen dieses
Stamms waren deformiert.

Auch nach 150 Tagen zeigten die mit 100 Triactinomyxon-Sporen infizierten Tiere des
Vergleichs-Stamms Ho keine Anzeichen flr klinische Symptome der Krankheit.

Beim Referenz-Stamm TL zeigten zu diesem Zeitpunkt 13 von 22 Fischen das Symptom
pathologisches Drehverhalten, 21 Forellen eine Schwarzfarbung der Kaudalpartien und alle

Vertreter dieser Gruppe litten an Deformationen.

Expositionsdosis 1000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Am Ende der Versuchszeit war bei der Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) kein sich drehender
Fisch mehr zu finden. Sowohl Schwarzfarbung der Kaudalpartien als auch Deformationen
zeigten sich bei 3 von 14 Tieren.

Bei der Kreuzung Ho(Eier)xZFF(Spermien) war nach 150 Tagen kein Anzeichen flr
pathologisches Schwimmverhalten mehr zu erkennen. Ein Vertreter der 5000
Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe wurde durch eine dunkle hintere Korperpartie
auffallig, 2 andere litten an Deformationen.

Ungerichtete Schwimmbewegungen waren bei 2 von 6 Tieren des Wildstamms S zu
beobachten. Die Schwénze von 4 Fischen dieses Stamms waren dunkel verfarbt. Es fielen 5
Tiere durch Deformationen auf.
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Bei der mittleren Infektionsdosis zeigte keine Forelle des als wenig empfindlich geltenden
Stamms Ho pathologisches Drehverhalten nach Stimulation. Bei 3 von 18 Tieren wurde eine
Schwarzfarbung des hinteren Korperdrittels sichtbar. Das knorpel-kndchrige Skelett eines
Tieres war deformiert.

7 von 16 Tieren des Vergleichs-Stamms TL zeigten unkontrollierte Kreisbewegungen und 15
von 16 der Salmoniden hatten dunkle Kaudalpartien. Alle Vertreter dieser Gruppe waren

deformiert.

Expositionsdosis 5000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch

Keiner der Fische der Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) wurde zu diesem Zeitpunkt durch
pathologisches Drehverhalten auffallig. Es konnten jeweils 2 der Tiere mit dunklen
Schwanzen beziehungsweise mit Deformationen beobachtet werden.

Bei der hochsten Infektionsdosis litt kein Vertreter der Kreuzung Ho(Eier)xZFF(Spermien) an
den stressinduzierten Kreisbewegungen. Ein Salmonide dieser Gruppe war im Kaudalbereich
dunkel verfarbt und 2 Tiere waren deformiert.

Beim Wildstamm S zeigten von 13 Fischen 3 unkoordinierte Kreisbewegungen, 11 dunkle
Kaudalpartien und alle 13 deformierte Skelettanteile.

Bei der hochsten Infektionsdosis des Referenz-Stamms Ho war bei keiner Regenbogenforelle
pathologisches Drehverhalten zu beobachten. Wahrend eine von 8 Fischen im
Schwanzbereich dunkel verféarbt war, litten 2 Tiere an Deformationen.

Unkontrollierte Schwimmbewegungen waren bei 9 von 21 Vertretern des als empfindlich
geltenden Stamms TL zu vermerken. Jeweils 20 der Tiere wurden durch dunkle Schwénze

beziehungsweise Deformationen auffallig.
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Tabelle 7:

Tag 150 post expositionem

Ubersicht tber die klinischen Anzeichen des Laborversuchs am

100 TAMs/Fisch Drehverhalten Schwarzfarbung Deformationen
TLxHo 1(20) 0(20) 1(20)
HoxZFF 1(14) 0(14) 1(14)

S 1(11) 1(11) 5(11)
Ho 0(22) 0(22) 0(22)
TL 13(22) 21(22) 22(22)

1000 TAMs/Fisch Drehverhalten Schwarzfarbung Deformationen
TLxHo 0(14) 3(14) 3(14)
HoxZFF 0(8) 1(8) 2(8)
S 2(6) 4(6) 5(6)
Ho 0(18) 3(18) 1(18)
TL 7(16) 15(16) 16(16)

5000 TAMs/Fisch Drehverhalten Schwarzfarbung Deformationen
TLxHo 0(11) 2(11) 2(11)
HoxZFF 0(11) 1(11) 2(11)
S 3(13) 11(13) 13(13)
Ho 0(8) 1(8) 2(8)
TL 9(21) 20(21) 20(21)
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Abbildung 3:  Kilinische Anzeichen beim Hybrid
TL(Eier)xHo(Spermien) (1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch); dunkle
Kaudalpartien mit Deformationen und Tiere Gleichgewichts-

storungen; teilweise klinisch gesunde Tiere

Abbildung 4:  Klinische Anzeichen beim Hybrid
Ho(Eier)xZFF(Spermien) (1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch);  ein
Tier mit dunkler Kaudalpartie; heterogene Grofie und Gewicht; leicht
verformter Kopfbereich; teilweise gesunde Tiere
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Abbildung 5:  Klinische Anzeichen beim Wildstamm S (5000
Triactinomyxon-Sporen/Fisch); schwarz verfarbte Kaudalpartien,
Deformationen, Tiere liegen mude auf dem Boden

Abbildung 6:  Klinische Anzeichen beim Stamm Ho (1000
Triactinomyxon-Sporen/Fisch); tberwiegend gesunde
Regenbogenforellen; ein Tier dunkel verfarbt und im Wachstum

zurilickgeblieben
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Abbildung 7:  Klinische Anzeichen beim Stamm TL (100
Triactinomyxon-Sporen/Fisch); deformierte Tiere mit teilweise
schwarzen Kaudalpartien; Orientierungslosigkeit und Mudigkeit; Tiere
liegen erschopft auf dem Beckengrund
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4.2.1.4 Klinische Anzeichen des Feldversuchs

Uber den kompletten Zeitraum des Feldversuchs wurden bei keinem der beiden verwendeten
Stamme Anzeichen fir die Symptome Deformationen und Dunkelfarbung der Kaudalpartien
gefunden.

Am Tag 50 post expositionem wurden keine Tiere mit pathologischem Drehverhalten
verzeichnet.

Stamm Ho zeigte auch am Ende des Versuchs keinerlei Symptome der Drehkrankheit.

Am Tag 100 post expositionem wurden 60 von 100 Tieren bei Stamm TL durch Stress
induzierte Drehbewegungen auffallig.

Am Tag 120 post infectionem wiesen 60 von 100 Fischen bei Stamm TL das pathologische

Schwimmverhalten auf.

4.2.2 Vergleich der Endgréfen und -Gewichte

Es wurden aus jeder Versuchsgruppe 10 heterogene Vertreter entnommen und die jeweiligen
Mittelwerte bei Grole und Gewicht bestimmt. AuBerdem wurde die Standardabweichung
errechnet.

Die durchschnittlichen GroRen des Laborversuchs finden sich in Abbildung 8, die mittleren
Gewichte in Abbildung 9.

4.2.2.1 GrolRen und Gewichte beim Laborversuch

Hinsichtlich GroRe und Gewicht Ubertrafen die Vertreter der 5000 Triactinomyxon-
Sporen/Fisch-Gruppe des Hybrids TL(Eier)xHo(Spermien) die Tiere der beiden anderen
Infektionsgruppen 100 und 1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch. Auch die grofiten
Abweichungen vom durchschnittlichen Gewicht gab es in dieser Gruppe, wohingegen die
grofte Standardabweichung bei der Grole in der mittleren Infektionsgruppe errechnet wurde.
Die mit 1000 Sporen infizierten Tiere des Hybrids Ho(Eier)xZFF(Spermien) waren am
groften und schwersten. Die grofiten Abweichungen vom Mittelwert kamen bei der hdchsten
Infektionsdosis vor.

Bei Wildstamm S waren die Tiere bei der niedrigsten Infektionsdosis am groRten und
schwersten, wahrend die groliten Abweichungen vom Mittelwert bei der mittleren

Infektionsdosis vorkamen.
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Beim Referenz-Stamm Ho waren durchschnittlich die schwersten und groten Tiere am Ende
des Versuchs in der 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe zu finden. Die grofiten
Abweichungen vom Mittelwert beim Gewicht gab es auch in der héchsten Infektionsgruppe,
bei der Gréle in der 100 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe.

Die Tiere der Kontrollgruppe des als hoch empfanglich geltenden Stamms TL waren nach 150
Tagen groer und schwerer als die infizierten Vergleichsfische. Die groRte
Standardabweichung war bei der Gréf3e bei den mit 5000 Triactinomyxon-Sporen und beim

Gewicht bei den mit 1000 Triactinomyxon-Sporen infizierten Forellen zu verzeichnen.
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EndgréfRen mit
Standardabweichung

GréReincm
20
15 -
10 - — — —
5 n || || ||
0 n
Kontrolle 100 TAMs | 1000 TAMs | 5000 TAMs
O TLxHo 10 13 12 15
W HoxZFF 10 13 15 15
as 10 13 10 10
OHo 10 13 13 15
mTL 13 12 10 10

Abbildung 8:  Endgr6Ren aus dem Laborversuch; Mittelwerte aus 10

Einzelwerten mit Standardabweichung

Gewichtin Endgewichte mit Standardabweichung
Gramm
70
60 -
I
40
30 -
20 -
10
0 |
-10
Kontrolle | 100 TAMs | 1000 TAMs | 5000 TAMs
@ TLxHo 10 22 21 40
B HoxZFF 12 26 43 39
os 11 25 15 16
OHo 11 26 28 42
BmTL 22 18 14 12

Abbildung 9:  Endgewichte aus dem Laborversuch; Mittelwerte aus

10 Einzelwerten mit Standardabweichung
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4.2.2.2 GroRRen und Gewichte beim Feldversuch

Da alle Tiere des Feldversuchs kurz vor Ende der Versuchszeit durch eine Unterbrechung in
der Frischwasserzufuhr verstarben und erst nach Einsetzen der Verwesung eingesammelt
werden konnten, wurde auf eine Bestimmung des Endgewichts verzichtet. Es konnten aber
jeweils 10 Kadaver zur GrolRenbestimmung herangezogen werden.

Die groReren Fische im Feldversuch waren bei Stamm Ho (Ho: 9,9cm und TL: 8,9cm) zu

finden. Dieser Stamm wies auch die héheren Abweichungen vom Mittelwert auf.

4.2.3 Infektionspravalenz

Die Infektionspravalenz gibt die Prozentzahl der untersuchten Fische jeder einzelnen
Infektionsgruppe an, bei denen Sporen im Kopfknorpel mit der Verdauungsmethode gefunden
werden konnten. Bei keinem der Kontrollfische konnten Myxobolus cerebralis-Sporen

gefunden werden.

4.2.3.1 Infektionsprévalenz beim Laborversuch

Die Infektionspréavalenz beim Hybrid TL(Eier)xHo(Spermien) lag bei 80% in der 100
Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe, bei 90% in der 1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-
Gruppe und bei 100% in der 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe (Tabelle 8).

Bei der niedrigen Infektionsdosis (100 Triactinomyxon-Sporen/Fisch) des Hybrids
Ho(Eier)xZFF(Spermien) wurden bei 70% der untersuchten Fische Sporen detektiert. Bei der
1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe waren alle Tiere dieses Stammes positiv bei der
Sporensuche. Die Infektionspravalenz der hdchsten Infektionsgruppe lag bei 90%.

Beim Wildstamm S waren wie beim Stamm TL unabhéngig von der Infektionsdosis bei allen
der untersuchten Regenbogenforellen Sporen im Kopfknorpel zu finden.

Die Infektionsprévalenz betrug beim Vergleichs-Stamm TL in allen 3 Infektionsgruppen
100%. Beim als wenig empfanglich bekannten Stamm Ho wurden bei der mittleren
Infektionsdosis (1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch) 80% und bei der hohen (5000
Triactinomyxon-Sporen/Fisch)  und  niedrigen (100  Triactinomyxon-Sporen/Fisch)

Infektionsdosis jeweils 70% der Tiere als Myxobolus cerebralis positiv befundet.
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Tabelle 8: Zusammenfassung der Infektionspravalenz der

Versuchsfische aus dem Laborversuch (Angaben in %)

TAMs/Fisch| TLxHo HoxZFF S Ho TL
100 80 70 100 70 100
1000 90 100 100 80 100
5000 100 90 100 70 100

4.2.3.2 Infektionsprévalenz beim Feldversuch

Beim Stamm Ho wiesen 20% der im Feldversuch untersuchten Tiere Myxobolus cerebralis-
Sporen im Kopfknorpel auf.

100% der Fische des Stamms TL waren beim Feldversuch infiziert.

4.2.4 Quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis-Sporen pro Kopf

4.2.4.1 Mittlere Anzahl der Myxobolus cerebralis-Sporen der Tiere des Laborversuchs

Die Gruppe des Hybrids TL(Eier)xHo(Spermien), die mit der niedrigsten Triactinomyxon-
Sporen-Dosis (100 Triactinomyxon-Sporen/Fisch) infiziert wurde, hatte eine mittlere
Myxobolus cerebralis-Sporenanzahl von 32.287. Die Tiere der 1000 Triactinomyxon-Sporen-
Gruppe wiesen durchschnittlich 114.843 Sporen im Kopf auf. Bei der hdochsten
Infektionsdosis (5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch) wurden im Schnitt 133.650 Sporen
detektiert.

Bei den mit 100 Triactinomyxon-Sporen infizierten Regenbogenforellen des Hybrids
Ho(Eier)xZFF(Spermien) entwickelten sich im Mittel 83.438, bei den mit 1000
Triactinomyxon-Sporen infizierten Tieren 65.075 und bei den Fischen der 5000
Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe durchschnittlich 78.375 Myxobolus cerebralis-Sporen.
Beim Wildstamm S lag die mittlere Sporenanzahl pro Kopf wie folgt: Bei der niedrigsten
Infektionsdosis wurden 128.925 Sporen, bei der mittleren 215.556 Sporen und bei der
hdchsten 205.256 Sporen aus dem Kopfknorpel ausgezéhlt (Abbildung 10).

Bei den mit 100 Triactinomyxon-Sporen/Fisch infizierten Tieren des Referenz-Stamms Ho
entwickelten sich im Schnitt 22.312 Myxobolus cerebralis-Sporen im Kopfknorpel. Bei der
néchst hdheren Infektionsdosis (1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch) konnten durchschnittlich
31.443 Sporen detektiert werden. Die Sporenanzahl in der 5000 Triactinomyxon-

Sporen/Fisch-Gruppe lag bei 95.737.
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Bei der 100 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe des empfénglichen Vergleichs-Stamms TL
entwickelten sich im Mittel 270.393 Myxobolus cerebralis-Sporen. Bei der mittleren
Infektionsdosis (1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch) wurden 759.375 Sporen nach der
Verdauung des Kopfknorpels ausgezéhlt. Bei der Gruppe mit der hdchsten Infektionsdosis
(5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch) wurden 547.687 Sporen gefunden (Abbildung 10).

Sporenanzahl Laborversuch

pro Kopf

1400000

1200000 - [

1000000

800000 - T

600000

400000

200000 +

0 |
-200000
100 TAMs 1000 TAMs 5000 TAMs
O TLxHo 32287 114843 133650
B HoxZFF 83438 65075 78375
as 128925 215556 205256
OHo 22312 31443 95737
BTL 270393 759375 547687
Abbildung 10:  Quantitative Erfassung der Myxobolus cerebralis-Sporenmenge pro

Kopf nach der Verdauungsmethode bei steigender Infektionsdosis;

10 Einzelwerten mit Standardabweichung
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4.2.4.2 Mittlere Anzahl der Myxobolus cerebralis-Sporen der Tiere des Feldversuchs

Die mittlere Sporenanzahl pro Kopf beim Stamm Ho lag im Feldversuch bei 3.750, wéhrend

die Regenbogenforellen des Stamms TL durchschnittlich 107.340 Sporen aufwiesen.

4.2.5 Pathohistologische Veranderungen

Die pathohistologische Beurteilung von 10 Tieren aus jeder Gruppe wurde nach dem Schema
von MacConnell Baldwin durchgefiihrt. Die Einteilung erfolgt in Grad 0 bis Grad 5, wobei
aufsteigende Grade auch groRere histopathologische Verdnderungen widerspiegeln. Die

Definitionen der einzelnen Grade findet sich in Abschnitt 3.2.5.

4.2.5.1 Pathohistologische Veranderungen beim Laborversuch

Der Grad der histopathologischen Verédnderungen beim Hybrid TL(Eier)xHo(Spermien) in
der 100 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe lag bei 1,0. Die mittleren Werte der beiden
hoheren Infektionsgruppen (1000 und 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch) lagen bei jeweils
1,6.

Die Einteilung der Tiere der niedrigsten Infektionsgruppe (100 Triactinomyxon-Sporen/Fisch)
des Hybrids Ho(Eier)xZFF(Spermien) nach der MacConnell Baldwin Numerical Scale
erfolgte durchschnittlich auf Grad 1,3. Die 1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe wurde
auf Grad 1,1 und die hochste Infektionsgruppe auf Grad 1,2 befundet.

Der mittlere Grad der histopathologischen Veranderungen bei der niedrigsten Infektionsdosis
(100 Triactinomyxon-Sporen/Fisch) des Wildstammes S war 1,4, bei der 1000
Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe 2,2 und bei der 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-
Gruppe 3,0 (Abbildung 11).

Der als wenig empfindlich geltende Vergleichs-Stamm Ho zeigte in der 100 Triactinomyxon-
Sporen/Fisch-Gruppe keine Anzeichen von histopathologischen Veranderungen. In der
mittleren Infektionsgruppe (1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch) dieses Stammes war der
Mittelwert der Veranderungen Grad 1. Bei der hochsten Infektionsdosis (5000
Triactinomyxon-Sporen/Fisch) war ein durchschnittlicher Grad von 1,2 zu verzeichnen.

Die Einstufung der Regenbogenforellen des Referenz-Stammes TL nach der MacConnell
Baldwin Numerical Scale erfolgte bei der 100 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe auf Grad
3,2. Die beiden hoheren Infektionsgruppen erreichten die Mittelwerte 3,6 bei der mittleren
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(1000 Triactinomyxon-Sporen /Fisch) beziehungsweise 4,0 bei der hdchsten (5000
Triactinomyxon-Sporen/Fisch) Infektionsdosis.
Darstellungen der histopathologischen Verénderungen der verschiedenen Stamme des

Laborversuchs finden sich in den Abbildungen 12 bis 21.

Patho-
histologischer Laborversuch

Grad

100 TAMs 1000 TAMs 5000 TAMs
O HoxZFF 13 11 1,2
E TLxHo 1,0 1,6 1,6
as 14 2,2 3,0
OHo 0,0 1,0 1,2
ETL 3,2 3,6 4,0

Abbildung 11:  Ubersicht der histopathologischen Veranderungen beim Labor-
versuch; Einteilung nach Graden der MacConnell Baldwin Numerical Scale;

Mittelwerte aus 10 Einzelwerten mit Standardabweichung
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Abbildung 12:  Hybrid TL(Eier)xHo(Spermien); 5000
Triactinomyxon-Sporen/Fisch; Granulom (G) mit Leukozyten (L) und

Entwicklungsstadien sowie reife Sporen von Myxobolus cerebralis
(M.c.); HE

Abbildung 13: Hybrid TL(Eier)xHo(Spermien); 5000 Triactino-
myxon-Sporen/Fisch; Myxobolus cerebralis-Sporen (M.c.); blasig
degeneriertes Knorpelmaterial (bdK); Granulozyten (GZ); HE
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Abbildung 14: Hybrid Ho(Eier)xZFF(Spermien); 5000 Triactino-
myxon-Sporen/Fisch; gesundes Knorpelmaterial (K) umgeben von
Granulomen (G); HE

Abbildung 15: Hybrid Ho(Eier)xZFF(Spermien); 5000 Triactino-
myxon-Sporen/Fisch; gesundes Knorpelmaterial (K); blasig
degenerierte Knorpellakunen (bdK) mit Granulozyten (GZ); HE
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Abbildung 16: Stamm S; 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;
gesunde Knorpelareale (K); zerstorte Knorpelbereiche blasig
degeneriert (bdK) mit Myxobolus cerebralis-Sporen (M.c.) und
Granulozyten (GZ2); HE

Abbildung 17: Stamm S; 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;

gesunde Knorpelareale (K); zerstérte Knorpelbereiche blasig
degeneriert (bdK) mit Myxobolus cerebralis-Sporen (M.c.) und
Granulozyten (GZ); HE
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Abbildung 18: Stamm Ho; 1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;
Ubersichtsaufnahme gesunder Knorpelarchitektur (K); keine Parasiten

bedingten histopathologischen Veranderungen erkennbar; HE

Abbildung 19: Stamm Ho; 1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;

Ubergang zwischen gesunder Knorpelarchitektur (K) und einem
Granulom mit massenhaft sporogonischen Stadien von Myxobolus
cerebralis (G); HE
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Abbildung 20: Stamm TL; 100 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;
massive  Leukozyteninfiltration zusammen mit verschiedenen

Entwicklungsstadien von Myxobolus cerebralis (L); Knorpel ist

vollstandig lysiert; HE

- . St b ~
Abbildung 21: Stamm TL; 1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;
massenhaft reife  Myxobolus cerebralis-Sporen (M.c.) mit etwas
Leukozyteninfiltration (L); HE
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4.2.5.2 Pathohistologische Verénderungen beim Feldversuch

Die pathohistologischen Verdnderungen des Stamms Ho beim Feldversuch lagen im Mittel
bei 0,2.

Die durchschnittliche Beurteilung nach der MacConnell Baldwin Numerical Scale beim
Stamm TL erfolgte auf Grad 2,0.

4.3  Histopathologische Untersuchungen

4.3.1 Anzahl der Parasitenstadien in der Haut in den ersten 12 Stunden nach erfolgter
Infektion

Nachdem bei Infektion mit 1.000, 5.000 und 20.000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch nur
wenige Parasitenstadien in der Haut der Versuchstiere gefunden werden konnten, wurde die
Infektionsdosis auf 35.000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch erhoht. Es wurden von jedem Fisch
mindestens je 8 histologische Schnitte angefertigt und die Mittelwerte aus den Parasitenzahlen
errechnet. Da schon lichtmikroskopisch auffiel, dass nicht alle Parasitenstadien in der Haut
intakt waren, erfolgte eine quantitative Unterscheidung in "intakte"” und "nicht intakte"
Parasitenstadien. Auch im Elektronenmikroskop wurden &hnliche Beobachtungen gemacht.
So fielen bei den degenerierten Stadien mehr oder weniger ausgepragte Dilatation und Lyse
der Mitochondrien und des Endoplasmatischen Retikulums, ein Strukturverlust und eine
Homogenisierung des Zytoplasmas, Vakuolisierung und Karyolyse auf. Weiterhin scheinen
die Wirtszellen nicht mehr von Membranen abgegrenzt und selbst vom Zelluntergang
betroffen zu sein (Abbildungen 23 bis 36). Diese auch schon von EL-MATBOULI et al.
(1995) beschriebenen Veranderungen der Parasitenstadien werden im Folgenden nicht mehr
differenziert, um eine gewisse Ubersichtlichkeit zu erhalten. Sie werden zusammenfassend als
"degenerierte”, "lysierte” oder "nicht intakte" Parasitenstadien tituliert.

Eine Ubersicht (iber die Zahl der gefundenen Parasitenstadien in der Haut der beiden Stamme
nach einer Infektion mit 35.000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch gibt Tabelle 10.

Eine Gegenuberstellung der Anzahl aller degenerierten und intakten Stadien in den Stunden 4,
6, 8, 10 und 12 post expositionem ist in Abbildung 24 gegeben. Auch 1 Tag und 2 Tage nach
der Infektion wurden vereinzelt in der Haut und Unterhaut der Forellen beider Stamme
Parasitenstadien gefunden. Wegen der geringen Zahlen wurde hier auf einen quantitativen
Vergleich verzichtet.
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4 Stunden post expositionem

Beim Stamm Ho waren nach 4 Stunden durchschnittlich 53,1 Parasitenstadien in der
Epidermis zu finden, wobei 0,8 degeneriert waren und 52,3 einen véllig intakten Eindruck bei
der histologischen Untersuchung machten.

Die mittlere Parasitenanzahl in der Haut der Tiere des Stamms TL war 110,5. Hierbei waren
im Schnitt 0,3 Stadien degeneriert. Die restlichen 110,3 Parasiten waren in ihrem &uferen

Erscheinungsbild nicht verandert.

6 Stunden post expositionem

Nach 6 Stunden konnten im Mittel 55,7 Parasiten bei der histologischen Untersuchung des
Stamms Ho entdeckt werden, wovon 12,6 nicht mehr das normale Aussehen eines intakten
Parasiten hatten. 43,1 Stadien schienen noch vollig intakt zu sein.

Die Addition von 7,6 degenerierten und 59,6 intakten Parasitenstadien ergab eine mittlere
Anzahl von 67,2 bei Stamm TL.

8 Stunden post expositionem

Die Suche nach Parasitenstadien in der Haut von Stamm Ho war 8 Stunden nach erfolgter
Infektion 33,9-mal erfolgreich. Hierbei wurden im Schnitt 9,9 Parasiten als unverandert
befundet. 24,0 Stadien zeigten Anzeichen einer Degeneration.

Beim Stamm TL konnten bei durchschnittlich 63,7 Hautstadien 46,3 als intakt gewertet

werden. 17,4 Stadien wiesen Veranderungen auf.

10 Stunden post expositionem

10 Stunden nach der Exposition mit 35.000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch waren beim Stamm
Ho 31,4 Parasitenstadien zu finden. Dabei zeigten sich 3,5 morphologisch unaufféllig. 27,9
Parasiten wiesen Veranderungen in ihrem Erscheinungsbild auf.

Die Zéhlung der Hautstadien von Myxobolus cerebralis beim Stamm TL ergab zu diesem
Zeitpunkt eine mittlere Anzahl von 16,8, wobei sich 2,9 als intakt und 13,9 als degeneriert

erwiesen.
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12 Stunden post expositionem

Nach 12 Stunden konnten in der Haut von Fischen des Stamms Ho noch insgesamt 4,8
Parasiten gefunden werden, wobei 0,4 Stadien noch duferlich unveréndert erschienen und 4,5
Defekte in ihrem Aufbau aufwiesen.

Beim Stamm TL ergab die Zahlung der Parasiten nach Ablauf von 12 Stunden eine Zahl von
15,9. Hierbei waren 4,1 Stadien noch intakt. 11,8 Stadien wiesen Veranderungen in ihrer
Struktur auf.

Tabelle 9:  Anzahl der Parasitenstadien in der Haut ; vergleichende Darstellung der
Stamme Ho und TL; Standardabweichung (STABWA); Mittelwert aus 8 Schnitten

Ho 4h 6h 8h 10h 12h
Mittelwert 53,1 55,7 33,9 31,4 4,8
STABWA 15,3 10,7 7,0 91 3,2

TL 4h 6h 8h 10h 12h
Mittelwert 110,6 67,2 63,7 16,8 15,9
STABWA 32,5 18,1 17,6 3,2 6,3
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Anzahl der lysierten und intakten Stadien im Vergleich bei Ho und TL

Anzahl der Stadien

120,0
100,0
80,0
60,0
40,0 -
20,0
4h 6h 8h 10h 12h
@ Ho lysiert 0,8 12,6 24,0 27,9 4,4
W Ho intakt 52,3 43,1 9,9 35 0,4
W TL lysiert 0,3 7,6 17,4 13,9 11,8
B TL intakt 110,3 59,6 46,3 2,9 41
Abbildung 22: Vergleich der Anzahl der lysierten und intakten Parasitenstadien der

Haut bei den Stammen Ho und TL; Mittelwerte aus 8 Einzelwerten
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Abbildung 23: Stamm Ho; 35000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch; 4
Stunden nach der Exposition; Parasitenstadien (P) liegen intakt
intrazellulér in den Epidermiszellen (E), deren Kerne (K) an den Rand
verdrangt sind; HE

Abbildung 24: Stamm TL; 35000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch; 4
Stunden nach der Exposition; Parasitenstadien (P) liegen intakt
intrazelluldr in den Epidermiszellen (E), deren Kerne (K) an den Rand

verdrangt sind; HE

-01 -



Ergebnisse

Abbildung 25: Stamm Ho; 35000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch; 6
Stunden nach der Exposition; Parasitenstadien (P); Bild der Lyse und
der Degeneration mit Zelltrimmern (ZT); Leukozyt (L); HE

Abbildung 26: Stamm TL; 35000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch; 6
Stunden nach der Exposition; Parasitenstadien (P) liegen intakt
intrazelluldr in den Epidermiszellen (E), deren Kerne (K) an den
Zellrand verdrangt werden; HE
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Abbildung 27: Stamm Ho; 35000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch; 8
Stunden nach der Exposition; Parasitenstadien (P) sind nicht mehr
intakt und liegen degeneriert in der Epidermis, HE

Abbildung 28: Stamm TL; 35000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch; 8
Stunden nach der Exposition; Parasitenstadien (P) liegen intakt
intrazelluldr in den Epidermiszellen (E), deren Kerne (K) an den Rand
verdrangt werden; HE
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Abbildung 29: Stamm Ho; 35000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;
4  Stunden nach  der  Exposition; mehrere intakte
Amoboidkeimzellen (A) mit Zellkern (K) Mitochondrien (M)
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Abbildung 30: Stamm Ho; 35000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;
8 Stunden nach der Exposition; intrazellulér liegende intakte
Amoboidkeimzellen (A) mit Zellkern (K) und Mitochondrien (M);
Primarzelle (PZ) mit eingeschlossener Sekundarzelle (SZ);
Wirtszellkern (W)
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Abbildung 31: Stamm Ho; 35000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;

8 Stunden nach der Exposition; phagozytierte Entwicklungsstadien
(PE)

S, oo = \
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4 Stunden nach der Exposition; phagozytierte Entwicklungsstadien
(pE) und Vakuolen (V)
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Abbildung 33: Stam
8 Stunden nach der Exposition; intrazellular liegende Amaoboid-

R ERIE

m TL; 35000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;

keimzellen (A) mit Zellkern (K); Primérzelle (PZ) mit einge-
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schlossener Sekundérzelle (SZ); Zellkern der Wirtszelle (
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Abbildung 34: Stamm TL; 35000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;
4 Stunden nach der Exposition; intrazellular liegende Amoboid-
keimzellen (A) mit Zellkern (K); Amdboidkeimzelle in friher
Telophase der Mitose mit Tochterkernen (K1 und K2) und
Endoplasmatischem Retikulum (ER)
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Abbildung 35: Stamm TL; 35000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;

£ AT

8 Stunden nach der Exposition; degenerierendes Parasitenstadium
(dP) und zahlreiche Vakuolen (V) neben intakten Amoboidkeimen
(A) mit Zellkern (K)
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Abbildung 36: Stamm TL; 35000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch;
8 Stunden nach der Exposition; degenerierte und vakuolisierte
Entwicklungsstadien (dE); Wirtszellkern (W); Amoboidkeimzelle

(A) mit Zellkern (2)
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4.3.2 Parasitenstadien im weiteren Verlauf der Infektion

Auf Grund der geringen GroRe der einzelnen prasporogonischen Zellen im Nervengewebe zu
den spateren Entnahmezeitpunkten 3 Tage bis 20 Tage post infectionem waren die
Parasitenstadien nur schwer lichtmikroskopisch darzustellen und sind nur eindeutig zu
identifizieren, wenn sie in gréfReren Gruppen im Gewebe liegen. Beim deutschen Stamm Ho
wurden keine Anzeichen fiir Parasitenstadien im Nervengewebe gefunden. Beim
amerikanischen Stamm TL fanden sich die Parasiten, wie die Abbildungen 37 und 38
veranschaulichen, vor allem in den knorpelnahen Bereichen des Nervengewebes.
Elektronenmikroskopisch konnten trotz Serienultradiinnschnitten keine neuralen Stadien
gefunden werden. Bei beiden Stdammen wurden auf3er vereinzelten eosinophilen Granulozyten

keine Anzeichen fur Wirtsreaktionen gefunden.
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Abbildung 37: Stamm TL; 35000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch; 9
Tage post infectionem; Knorpelgewebe (K); Nervengewebe (N);

prasporogonische Stadien von Myxobolus cerebralis (P); HE

Abbildung 38: Stamm TL; 35000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch; 9

Tage post infectionem; Knorpelgewebe (K); Nervengewebe (N);

prasporogonische Stadien von Myxobolus cerebralis (P); HE
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4.4  Bestimmung des Lysozymspiegels im Hautschleim

4.4.1 Kontrolle des Infektionserfolgs

Die Kontrolle des Infektionserfolgs wurde analog Abschnitt 4.1 durchgefiihrt. Alle drei
Parameter wie das Zucken beim Einsetzen in das Infektionsbad, die Anzahl der freien
Amoboidkeimzellen und der histologische Nachweis der penetrierten Parasitenstadien in der

Haut konnten bei den Untersuchungen nachgewiesen werden.

4.4.2 Vergleich der Lysozymspiegel

Die Bestimmung der Lysozymwerte im Hautschleim erfolgte bei den Stdmmen Ho und TL zu
den Zeitpunkten 1 Tag, 1 Monat, 2 Monate, 3 Monate und 4 Monate post expositionem mit
1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch. Die Kontrollgruppen wurden nicht infiziert.

Im Folgenden finden sich die Mittelwerte aus 3 Proben, die je als Doppelbestimmung
durchgefiihrt wurden. Jede Probe besteht wegen der nur kleinen Mengen des gewinnbaren
Fischschleims aus dem Mukus von 3 Tieren. Die Angabe der gemessenen Aktivitat erfolgt in
der Einheit Unit/Milliliter (U/ml).
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Lysozymspiegel im Fischmukus

U/ml
140
120 |
100 -
80 - T T
60
40 -
20 -
0 _
1.Tag 1.Monat 2.Monat 3.Monat 4.Monat
@ Ho Kontrolle 39,8 31,4 64,4 55,8 60,3
B Ho 1000 29,5 45,3 67,1 51,3 58,9
B TL Kontrolle 44,4 37,9 90,3 78,6 94,1
ETL 1000 92,5 47,2 112,1 98,2 101,2

Abbildung 39: Lysozymaktivitat im Fischmukus; Mittelwerte aus einer Doppel-
bestimmung von jeweils 3 Proben; Angabe der Aktivitat in U/ml

1. Tag post expositionem

Beim Stamm Ho lag die durchschnittliche Lysozymaktivitat bei der Kontrollgruppe bei 39,8
U/ml. Die infizierten Tiere dieses Stamms wiesen eine mittlere Aktivitat von 29,5 U/ml auf.
Die Lysozymaktivitat des Hautschleims beim Stamm TL lag im Mittel bei 44,4 U/ml in der
Kontrollgruppe und bei 92,5 U/ml bei den infizierten Tieren (Abbildung 39).

1. Monat post expositionem

Nach einem Monat hatte der Mukus der Kontrollgruppe des Stamms Ho eine mittlere
Aktivitat von 31,4 U/ml. Die Lysozymaktivitat der infizierten Gruppe lag bei 45,3 U/ml.
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Die Aktivitatsmessung des Fischschleim-Lysozyms bei Stamm TL ergab Werte von
37,9 U/ml bei den nicht infizierten und bei 47,2 U/ml bei den infizierten Tieren (Abbildung
39).

2. Monat post expositionem

Die enzymatische Aktivitdt des Mukus bei der Kontrollgruppe lag nach 2 Monaten
durchschnittlich bei 64,4 U/ml. Die Messungen bei den infizierten Fischen ergaben einen
Wert von 67,1 U/ml.

Die Lysozymwertbestimmung beim Stamm TL wurden mit den Ergebnissen 90,3 U/ml bei

der Kontrollgruppe und mit 112,1 U/ml abgeschlossen (Abbildung 39).

3. Monat post expositionem

Beim Stamm Ho lag die mittlere Enzymaktivitat bei den nicht infizierten Fischen bei 55,8
U/ml und bei den mit den Parasiten konfrontierten Tieren bei 51,3 U/ml.

Die Lysozymbestimmung des Hautschleims des Stamms TL ergab eine Enzymaktivitat von
78,6 U/ml bei der Kontrollgruppe und von 98,2 U/ml bei den infizierten Forellen (Abbildung
39).

4. Monat post expositionem

Nach 4 Monaten ergaben die Bestimmungen der Aktivitdt des Hautschleims der
Kontrollgruppe des Stamms Ho einen durchschnittlichen Wert von 60,3 U/ml. Bei der
infizierten Versuchsgruppe dieses Stamms wurden 58,9 U/ml gemessen.

Beim Stamm TL ergaben die Untersuchungen mittlere enzymatische Aktivitaten von 94,1
U/ml in der Kontrollgruppe und von 101,2 U/ml in der Gruppe, die mit den Parasiten infiziert
wurde (Abbildung 39).
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S. BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE UND DISKUSSION

5.1 Infektion der Regenbogenforellen-Britlinge mit der Drehkrankheit

Die Beurteilung der Infektion der Versuchsfische wurde anhand der Parameter "Zucken bei
Expositionsbeginn im Infektionsbad"”, "histologischer Nachweis von Amoboidkeimzellen in
der Haut nach einer Stunde" und "Anteil der Triactinomyxon-Sporen im Infektionsbad ohne
Amoboidkeim™ vollzogen.

Das charakteristische Zucken der Tiere kurz nach der Exposition mit den Triactinmyxon-
Sporen ist eine Abwehrreaktion auf die Injektion der Polfilamente in die Epidermis und das
Eindringen der Amodboidkeimzellen in die Schleimzellen (EL-MATBOULL et al., 1999). Bei
den eigenen Versuchen konnten diese Bewegungen vor allem bei den hohen Infektionsdosen
des Stammesvergleichs (5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch) und bei den Infektionen fiir den
Versuch Pathohistologie (35.000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch) beobachtet werden.
Unterschiede zwischen den verschiedenen Regenbogenforellen-Gruppen wurden nicht
wahrgenommen. Beim Feldversuch wurden aufgrund der langen Expositionszeiten und den
geringen Sporenzahlen keine Zuckungen der Tiere vermerkt. Dies entspricht den
Beobachtungen von KUPPERS (2003), die ebenfalls keine Unterschiede innerhalb der
untersuchten Regenbogenforellen-Stamme oder bei der Bachforelle feststellen konnte. Sie
verzeichnete das charakteristische Zucken wie in der vorliegenden Arbeit vor allem bei der
hohen Infektionsdosis (5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch).

Der histologische Nachweis von Amoboidkeimzellen in der Fischhaut gelang bei allen
hoheren Infektionsdosen der Laborversuche, nicht aber bei den 100 Triactinomyxon-Sporen
pro Fisch-Gruppen und im Feldversuch. Da die Anzahl sehr stark mit der verwendeten
Schnittebene und somit dem Hautanteil schwankte, wurde nur im Versuch ,,Pathohistologie*
auf den quantitativen Vergleich zwischen den Stdmmen eingegangen.

Die Entnahme einer Wasserprobe aus dem Infektionsbad 3 Stunden post expositionem ergab
71% der Triactinomyxon-Sporen ohne Amdboidkeimzellen. Untersuchungen von HEDRICK
et al. (1999) ergaben einen Wert von 80%. EL-MATBOULI et al. (1999) beschrieben bei
ihren Untersuchungen, dass 60-70% aller Triactinomyxon-Sporen keine Amdboidkeimzellen
nach der Exposition hatten.

Aufgrund der oben aufgefuhrten Parameter kann die Infektion zusammenfassend als

erfolgreich bewertet werden.
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5.2  Vergleich der Empfanglichkeit der Kreuzungen TL(Eier)xHo(Spermien) und
Ho(Eier)xZFF (Spermien) mit den ,,Elternstammen* Ho und TL

In vorangegangenen Arbeiten erwies sich der deutsche Stamm Ho als relativ resistent,
wéhrend sich der amerikanische Stamm TL als hoch empféanglich gegeniiber einer Myxobolus
cerebralis-Infektion zeigte (KUPPERS, 2003). Im Vordergrund des Interesses dieses Teils der
vorliegenden Arbeit steht die Empfanglichkeit zweier Kreuzungen aus empfindlichen und
weniger empfindlichen Regenbogenforellen-Stdmmen. Diese Untersuchungen wurden in
kontrollierten Laborversuchen durchgefuhrt.

Da in der oben erwihnten vorangegangenen Studie von KUPPERS (2003) der Vergleich der
beiden Stamme Ho und TL, die in der vorliegenden Arbeit als empfangliche und wenig
empfangliche Referenzstamme dienen, im Feldversuch nur Uber einen kurzen
Versuchszeitraum durchgefihrt werden konnte, wurde dieser Versuch hier erneut

durchgefhrt.

5.2.1 Klinische Symptomatik

Der Vergleich der klinischen Symptomatik wurde beispielhaft am Symptom der
,Deformationen* durchgefuhrt, weil die beiden anderen Kardinalsymptome (pathologisches
Drehverhalten und Schwarzverfarbung der Kaudalpartien) reversibel sind (EL- MATBOULI
et al., 1992) und somit am Ende der Versuchsdauer, ndmlich nach 150 Tagen post
expositionem, keine zuverldssige Aussage mehr liefern konnen. AulRerdem wird das erste
Auftreten der klinischen Symptomatik bei den Kreuzungen TL(Eier)xHo(Spermien) und

Ho(Eier)xZFF(Spermien) vergleichend mit den beiden Stimmen Ho und TL dargestellt.

a) Klinische Symptomatik beim Laborversuch

Innerhalb der Infektionsgruppen waren die meisten Deformationen bei den 5000
Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppen zu beobachten, gefolgt von der 1000 Triactinomyxon-
Sporen/Fisch-Gruppe und der 100 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe, wobei jeweils keine
signifikanten Unterschiede zu verzeichnen waren.

Die Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) zeigte am Ende des Versuchzeitraums mehr
Deformationen als die Kreuzung Ho(Eier)xZFF(Spermien). Der Unterschied war jedoch nicht
signifikant. Beide Kreuzungen erwiesen sich beziiglich dieses Symptoms nur geringgradig

-104 -



Besprechung der Ergebnisse und Diskussion

empfindlicher als der als wenig empfindlich bekannte deutsche Stamm Ho, wobei sich jeweils
keine signifikanten Unterschiede ergaben. Der empfindliche amerikanische Stamm TL
hingegen wies am Tag 150 post infectionem signifikant mehr Deformationen auf als die
Kreuzungen (Stamm TL 98%, Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) 13,3% und Kreuzung
Ho(Eier)xZFF(Spermien). Der Unterschied entspricht einem Faktor von 7,4 beziehungsweise
6,5).

KUPPERS  (2003) verglich die  Symptompravalenz ~ zwischen  verschiedenen
Regenbogenforellen-Stdmmen anhand des Symptoms ,,pathologisches Drehverhalten® zum
Zeitpunkt 100 Tage nach der Exposition. Hier war der amerikanische Stamm TL beziglich
der Symptompravalenz als am empfindlichsten eingestuft worden, wéhrend sich der deutsche

Stamm Ho als relativ unempfindlich zeigte.

Beim Vergleich des primdren Auftretens eines Symptoms der Drehkrankheit wurde jeweils
bei allen Stdmmen beziehungsweise Kreuzungen das Symptom ,Schwarzverfarbung der
Kaudalpartie* als erstes beobachtet. Der erste Stamm, der dieses Symptom nach 45 Tagen
zeigte, war der amerikanische hoch empfangliche Vergleichs-Stamm TL. Wahrend dieses
Symptom bei den Kreuzungen TL(Eier)xHo(Spermien) und Ho(Eier)xZFF(Spermien) am
Tage 48 post expositionem auftrat, konnten beim wenig empfanglichen Vergleichs-Stamm Ho

erst am 51. Tag nach der Infektion dunkle Schwanzpartien beobachtet werden.

b) Klinische Symptomatik beim Feldversuch

Beim Feldversuch konnten weder beim Stamm Ho noch beim Stamm TL am Ende der

Versuchsdauer Deformationen festgestellt werden.

5.2.2 EndgréRen und -Gewichte

Schon PLEHN  (1904) beschrieb bei der Drehkrankheit die verminderte
Futteraufnahmefahigkeit der Fische auf Grund der Bewegungsstérungen und der
Deformationen. Zu erwarten wére deshalb beim folgenden Vergleich der Endgrdfen und
-Gewichte ein geringeres Wachstum derjenigen Tiere, die zum einen mit hohen Sporenzahlen

infiziert worden sind und zum anderen zu den empfindlichen Gruppen zahlen.
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a) EndgroRen und -Gewichte beim Laborversuch

Beim Vergleich der einzelnen Infektionsdosen ergaben sich signifikante Unterschiede
zwischen den nicht infizierten Kontrollgruppen und jeder einzelnen Infektionsgruppe (100,
1000 und 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe), wobei sich die nicht infizierten Tiere
als leichter und kleiner erwiesen. Dies steht scheinbar im Gegensatz zu der von PLEHN
(1905) beschriebenen verminderten Futteraufnahmeféhigkeit der von der Drehkrankheit
betroffenen Tiere im Gegensatz zu gesunden Fischen. Die Wachstumsraten werden aber
zusétzlich noch von anderen Faktoren bestimmt. In den Fischaquarien entsteht durch die
beengten Raumverhaltnisse ein gewisser Stress, der sich in bestimmten Situationen wie der
Futterung noch verstarkt. Je hoher die Besatzdichte in einem Becken ist, desto schlechter ist
die Wasserqualitdt und desto hoher ist der Stress, dem die Tiere ausgesetzt sind. Schon
BOLLARD et al. (1993) beobachteten bei in schlechter Wasserqualitidt gehaltenen Fischen
eine erhohte Kortisolausschittung und in der Folge vermindertes Wachstum. Da die
Todesraten bei den infizierten Tieren hoher waren und dadurch die Besatzdichte in diesen
Aquarien sank, erklaren sich die htheren Gewichte und GroRRen bei den infizierten Forellen.
Der Faktor Stress scheint hier also gegenlber dem Faktor Infektion eine dominierende Rolle
zu spielen.

Bei den Endgewichten gab es zwischen den einzelnen Infektionsgruppen (100, 1000 und 5000
Triactinomyxon-Sporen/Fisch) keinerlei signifikante Unterschiede. Beim Vergleich der
EndgroRen unterschieden sich nur die mit 100 Triactinomyxon-Sporen/Fisch von den mit
1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch infizierten Tieren signifikant, wobei sich die Tiere, die
mit der hoheren Anzahl an Sporen infiziert worden waren, als kleiner erwiesen als die Tiere
der 100 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe.

Sowohl bei der GroRe als auch beim Gewicht waren die Standardabweichungen bei den
Kontrollgruppen aller Stdmme geringer als bei den Versuchsgruppen, die mit
Triactinomyxon-Sporen infiziert worden waren. Die hdchsten Standardabweichungen waren
jeweils entweder in der 1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch oder in der 5000 Triactinomyxon-
Sporen/Fisch-Gruppe, also in den beiden hdchst dosierten Infektionsgruppen, zu finden. Der
hohere Betrag dieses Parameters kann wie folgt erklart werden: Die Auspragung der
Drehkrankheit ist nicht bei allen Individuen eines Stammes exakt gleich (MARKIW, 1992).
Manche Tiere leiden stark an Deformationen im Schadelbereich oder zeigen vermehrt die
stressbedingten Drehbewegungen. Beides kann zu einer eingeschréankten Futteraufnahme
fihren, wodurch diese Fische in Grofle und Gewicht gegeniber ihren Artgenossen
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zuruckbleiben (PLEHN, 1904). Den weniger betroffenen Tieren bleibt von der genau
eingeteilten Futterration mehr Ubrig. Sie zeigen in Folge forciertes Wachstum. Dieser Effekt
verstarkt sich bei den hohen Infektionsdosen. Dieser Umstand erklart die hohen
Standardabweichungen bei den infizierten Tieren und insbesondere bei den beiden héheren
Infektionsgruppen.

Bei der dosisunabhé&ngigen Betrachtung des Endgewichts der Kreuzungen ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen TL(Eier)xHo(Spermien) und Ho(Eier)xZFF(Spermien).
Wahrend sich beide Kreuzungen im Gewicht nicht signifikant vom deutschen wenig
empfanglichen Vergleichs-Stamm Ho unterschieden, waren die Tiere des amerikanischen, als
empfindlich geltenden Stamms TL signifikant leichter.

Beim Vergleich der EndgréRen zu Versuchsende ergab sich bis auf folgende Ausnahmen das
gleiche Bild wie beim Endgewicht: Die Fische der Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) waren
signifikant kleiner als die der Kreuzung Ho(Eier)xZFF(Spermien). Des Weiteren waren bei
der GroRe keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien)
und dem hoch empfanglichen, amerikanischen Stamm TL zu erkennen.

Zusammenfassend kann man auf Grund der starken Abhangigkeit der Parameter von der
verbleibenden Gruppengrofle im Aquarium nur vorsichtige Aussagen treffen. Wegen der
groReren Standardabweichungen bei GroBe und Gewicht scheinen aber die hohen
Infektionsgruppen stérker von der Drehkrankheit betroffen zu sein. Beim Vergleich der
Kreuzungen mit den Vergleichs-Stammen Ho und TL scheint der als hoch empféanglich
geltende amerikanische Stamm TL am stérksten betroffen zu sein. Die GruppengroéRRe beim
Stamm TL ist dhnlich wie beim deutschen wenig empfindlichen Stamm Ho und den
Kreuzungen Ho(Eier)xZFF(Spermien) und TL(Eier)xHo(Spermien). Somit ist der
Unterschied wohl vor allem dem Einfluss der unterschiedlichen Empfanglichkeiten der

verschiedenen Stamme gegentber der Drehkrankheit zuzuschreiben.

b) EndgroRen beim Feldversuch

Da die Forellen des Feldversuchs nach plétzlichem Wegfall der Frischwasserzufuhr kurz vor
Versuchsende verstarben und bei Einsammlung der Kadaver vor allem im Bauchbereich
schon autolytisch waren, musste die Bestimmung des Gewichts entfallen.

Beim Vergleich der durchschnittlichen EndgroBen der beiden verschiedenen
Regenbogenforellenstdmme Ho und TL waren keine signifikanten Unterschiede zu entdecken.
Beim Feldversuch waren die Krankheitssymptome nicht so stark ausgepragt wie beim
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Laborversuch. Es gab keine Deformationen und nur beim Stamm TL wurde pathologisches
Drehverhalten beobachtet. Diese geringen Beeintrachtigungen flihrten aber nicht zu dem
schon von PLEHN (1904) beschriebenen Minderwuchs auf Grund der Deformationen und
Drehbewegungen bei der Drehkrankheit. Somit konnten keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Stammen Ho mit 9,9cm und TL mit 8,9cm verzeichnet werden.

c) Vergleich der Wachstumspotenz der Stdamme Ho und TL

Es wurde in letzter Zeit immer wieder von verschiedenen Fischzlichtern berichtet, dass der
deutsche Stamm Ho nicht die Wachstumsfahigkeit des amerikanischen Stamms TL besitze
(nicht veroffentlicht). Im Laborversuch kann die Wachstumspotenz nur schwer verglichen
werden, da auf Grund der verschiedenen Besatzdichten unterschiedlicher Grad an Stress
entstent. Dies hat nach BOLLARD et al. (1993) einen mindernden Einfluss auf die
Entwicklung der jungen Fische. Am ehesten Il&sst sich ein Vergleich in der 100
Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe durchfiihren. Hier waren bei beiden Stdammen in etwa
vergleichbare Gruppengréfien (Stamm Ho (ber den ganzen Versuchszeitraum 22 Tiere;
Stamm TL allméhlich von 28 auf 22 abfallend) vorhanden. Dabei stieg die durchschnittliche
Grolie beim deutschen Stamm Ho von 3,3cm auf 13cm an, wéhrend beim amerikanischen
Stamm TL ein Wachstum von 3,6cm auf 12cm zu verzeichnen war. Beim Feldversuch, bei
dem identische Fischzahlen verwendet wurden, war ein Wachstum der deutschen Forellen des
Stamms Ho von 3,1cm zu Beginn des Versuchs auf 9,9cm am Ende des Versuchs zu
vermerken, wahrend die amerikanischen Forellen des Stamm TL von 3,2cm auf 8,9cm
wuchsen. Somit kdnnen oben genannte Behauptungen der starkeren Wachstumsfahigkeit des
amerikanischen Stamms TL gegenuber dem deutschen Stamm Ho auf Grund der Ergebnisse

der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden.
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5.2.3 Infektionspravalenz

Die Infektionspravalenz gibt an, wie viel Prozent der untersuchten Fische Sporen im

Kopfknorpel aufwiesen.

a) Infektionspravalenz beim Laborversuch

Der stammesunabhdngige Vergleich der Infektionsdosen ergab einen signifikanten
Unterschied zwischen den mit 1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch infizierten Tiere und der
100 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe, wobei die héher infizierte Gruppe auch eine
hohere Infektionspréavalenz verzeichnete. Alle anderen Vergleiche zwischen den
Infektionsdosen ergaben keine signifikanten Unterschiede.

Bei der Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) waren prozentual mehr Tiere infiziert (90%) als
bei der Kreuzung Ho(Eier)xZFF(Spermien) (87%), wobei der Unterschied nicht signifikant
ausfiel. Beide Kreuzungen wiesen nach 150 Tagen Versuchsdauer signifikant mehr infizierte
Tiere auf wie der als wenig empfindlich geltende deutsche Stamm Ho (73%). Im Vergleich
zum hoch empfindlichen Stamm TL, bei dem 100% aller Tiere infiziert waren, wies lediglich
die Kreuzung Ho(Eier)xZFF(Spermien) eine signifikant kleinere Infektionspravalenz auf,
wéhren sich die Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) von dem amerikanischen Stamm nicht
signifikant unterschied.

KUPPERS (2003) konnte bei ihren Versuchen weder innerhalb der deutschstammigen
Regenbogenforellen, noch zwischen dem sich als hochempfindlich erweisenden Stamm TL
und dem relativ resistenten Stamm Ho einen signifikanten Unterschied in der

Infektionspréavalenz feststellen.
b) Infektionspravalenz beim Feldversuch
Die beiden Stamme des Feldversuchs unterscheiden sich beztglich der Infektionsprévalenz

signifikant. Wahrend beim Stamm TL alle Tiere (100%) infiziert waren, wiesen beim Stamm
Ho lediglich 20% der untersuchten Tiere Sporen im Kopfknorpel auf.
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5.2.4 Myxaobolus cerebralis-Sporen-Zahlen pro Kopf

Die Zahlung der Myxobolus cerebralis-Sporen im Kopfknorpel mit der Verdauungsmethode
nach MARKIW und WOLF (1974) ist eine hdufig verwendete Technik die Sporenanzahl

eines infizierten Fisches zu bestimmen.

a) Myxobolus cerebralis-Sporen-Zahlen pro Kopf beim Laborversuch

Beim Vergleich innerhalb der verschiedenen Infektionsgruppen wurden durchschnittlich die
meisten Sporen bei der 5000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe gefunden, dicht gefolgt
von der 1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe. Der Unterschied zwischen diesen beiden
hohen Infektionsdosen war jedoch nicht signifikant. Im Gegensatz dazu waren bei der
niedrigsten Infektionsgruppe signifikant weniger Sporen zu finden als bei beiden hoheren
Infektionsdosen. NEHRING & THOMPSON (1998) beschreiben die Infektionslast der
nordamerikanischen Gewasser mit zirka 1000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch. Bei dieser
auch im Laborversuch verwendeten Infektionsdosis wurde beim Stamm TL mit 759.375
Sporen die hochste Anzahl der vorliegenden Arbeit erreicht. Somit weist er bei dieser
Infektionsdosis die grofiten Unterschiede zu allen anderen Stdmmen auf.

Beim Dosis-ubergreifenden Vergleich der durchschnittlichen Myxobolus cerebralis-
Sporenzahlen bei den Kreuzungen und den Referenz-Stdimmen wurden nicht signifikant mehr
Sporen im Knorpel der Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) detektiert als bei der Kreuzung
Ho(Eier)xZFF(Spermien). Beide Kreuzungen wiesen in den Sporenzahlen keine signifikanten
Unterschiede zu dem als wenig empfindlich geltenden Stamm Ho auf, wéhrend der als hoch
empféanglich geltende amerikanische Stamm TL die signifikant meisten Sporen hervorbrachte.
Bei der Infektionsdosis 1000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch, die laut NEHRING &
THOMPSON (1998) der Infektionslast der nordamerikanischen Gewaésser entspricht,
unterschieden sich die Sporenzahlen der Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) (114.843) um den
Faktor 7 und die der Kreuzung Ho(Eier)xZFF(Spermien) (65.075) um den Faktor 12 von dem
in Amerika heimischen, hoch empfindlichen Stamm TL (759.375).

b) Myxobolus cerebralis-Sporen-Zahlen pro Kopf beim Feldversuch

Die beiden Stdmme des Feldversuchs (Ho und TL) unterscheiden sich untereinander

bezuglich der durchschnittlichen Myxobolus cerebralis-Sporen-Zahlen pro Kopf signifikant.
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Mehr Sporen wurden hierbei bei dem amerikanischen Stamm TL gefunden (107.340),
wéhrend bei dem deutschen Stamm Ho eine mittlere Sporenzahl von 3.750 pro Kopf ermittelt

wurde. Somit unterscheiden sich die beiden Stamme im Feldversuch etwa um den Faktor 29.

5.2.,5 Pathohistologische Veranderungen im Kopfknorpel

Die histologische Beurteilung ist in eine Skala von Grad null bis finf gegliedert und findet
sich im Standard Protocol for Whirling Disease Research (BARTHOLOMEW et al., 2001),
wobei aufsteigende Gradzahlen vermehrte Parasiten bedingte Veranderung bedeuten.
KUPPERS (2003) fiihrte Korrelationsanalysen bei Regenbogenforellen zwischen dem Grad
der histopathologischen Veranderungen und der Sporenanzahl im Kopfknorpel durch. Dabei
fand die Autorin signifikante Korrelation zwischen diesen Parametern und vermutet deshalb,
im Gegensatz zu HEDRICK (1999a), dass die granulomatdse Entziindung, die meist um die
Parasiten assoziiert ist, nicht in der Lage ist die Infektion abzuschwéchen. Auf Grund dieser
Korrelation ware in der vorliegenden Arbeit eine ahnliche Staffelung nach Dosis und Stamm

zu erwarten wie bei der Sporenzahlung in Kapitel 5.2.4.

a) Pathohistologische Verénderungen im Kopfknorpel beim Laborversuch

Beim Vergleich der pathohistologischen Veranderungen im Kopfknorpel unterschied sich die
hochste Infektionsdosis (5000 Triactinomyxon-Sporen/ Fisch) von allen anderen signifikant
und wies die durchschnittlich schwersten Veranderungen auf. Auch die (Gbrigen
Infektionsgruppen unterschieden sich signifikant untereinander, wobei folgende Hierarchie
der pathohistologischen Verdnderungen in absteigender Reihenfolge entstand: 5000
Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe, 1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe, 100
Triactinomyxon-Sporen/Fisch-Gruppe.

Beim Vergleich der pathohistologischen Veranderungen bei den Kreuzungen im Gegensatz zu
den Vergleichs-Stammen waren keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kreuzung
TL((Eier)xHo(Spermien) und der Kreuzung Ho(Eier)xZFF(Spermien) zu erkennen. Beide
Kreuzungen wiesen in der 1000 Triactinomyxon-Sporen-Gruppe uberwiegend milde
pathohistologische ~ Veranderungen auf. So  wurden  bei der  Kreuzung
Ho(Eier)xZFF(Spermien) 50% der Tiere auf Grad 1 und 30% auf Grad O und bei der
Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) 40% der Forellen auf Grad 1 und 30% auf Grad 2 der
Verénderungen eingestuft. Wahrend die Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) signifikant mehr
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Verénderungen aufwies als der deutsche Stamm Ho, bei dem alle Tiere in Grad 0 bis 2
eingeteilt wurden, ergaben sich zwischen der Kreuzung Ho(Eier)xZFF(Spermien) und diesem
deutschen Vergleichs-Stamm keine signifikanten Unterschiede. Beide Kreuzungen wiesen
signifikant mildere pathohistologische Verdnderungen auf als der Stamm TL. Bei diesem
amerikanischen Stamm wiesen 40% der Tiere der 1000 Triactinomyxon-Sporen-Gruppe den
hochsten Grad 5 und weitere 30% den Grad 4 der pathohistologischen Verdnderungen auf.
Somit hatten 70% aller Fische des Stamms TL bei dieser den natlrlichen Bedingungen in
Amerika gleichenden Infektionsdosis (1000 Triactinomyxon-Sporen pro Fisch) einen der
beiden hdchsten Grade der Veranderungen.

Zusammenfassend ergibt sich bei der Einstufung nach den pathohistologischen
Veranderungen im Kopfknorpel von Grad 0 bis 5 folgende Reihenfolge, geordnet von hohen
zu weniger starken Verénderungen: TL, TL(Eier)xHo(Spermien), Ho(Eier)xZFF(Spermien)
und Ho. Damit ergibt sich die gleiche Reihenfolge wie bei der Sporenzahlung. Dieses
Ergebnis gleicht somit den Untersuchungen von KUPPERS (2003), die ebenfalls
Korrelationen zwischen den beiden Parametern "Histograde* und "Sporenanzahl” feststellte.
Besonders aufféllig ist das Ergebnis bei der Infektionsdosis 1000 Triactinomyxon-Sporen/
Fisch. Hier weist ein Groldteil der amerikanischen Forellen des Stamms TL schwere
Verénderungen auf, wéhrend die Mehrheit der Tiere des Stamms Ho und der Kreuzungen
Ho(Eier)xZFF(Spermien) und TL(Eier)xHo(Spermien) nur relativ milde
Entziindungsanzeichen und Knorpelldsionen aufweisen. Auch HEDRICK et al. (1999a)
beschrieben, dass die grofiten Unterschiede zwischen verschieden empfanglichen
Regenbogenforellen-Stammen bei mittleren Infektionsdosen zu Tage treten. Sie begriinden
diese Tatsache damit, dass hohe Sporenanzahlen auch das Immunsystem der weniger

empfindlichen Stamme Gberwinden kdnnen.

b) Pathohistologische Veréanderungen im Kopfknorpel beim Feldversuch

Die gravierenderen histopathologischen Verédnderungen wurden beim amerikanischen Stamm
TL gefunden. Hier erreichten 80% der Fische Grad 2 oder Grad 3 der Veranderungen. Nur
einer von 10 Fischen wies bei diesem Stamm keine Entziindungsanzeichen oder
Knorpeldegenerationen auf. Auch beim Stamm Ho konnten Veranderungen erkannt werden.

So wiesen 2 von 10 Tieren milde Veranderungen des Grads 1 auf.
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5.2.6 Zusammenfassende Diskussion der Empféanglichkeit der Kreuzungen
TL(Eier)xHo(Spermien) und Ho(Eier)xZFF(Spermien) im Vergleich mit den
Referenz-Stammen Ho und TL

Die untersuchten Kreuzungen der vorliegenden Arbeit entstanden jeweils aus einem
empféanglichen und einem nicht empfanglichen Elternteil. Nach KLUPP (1979) und AYLES
& BAKER (1983) ist es nicht moglich die Uberlebensfihigkeit von Kreuzungen und deren
Empfanglichkeit gegenuber einer Erkrankung vorauszusagen. Auch CHEVASSUS &
DORSON (1990) beschrieben zwar eine erhohte Resistenz gegen bestimmte Krankheiten bei
manchen Kreuzungen, aber die geringe Uberlebensfahigkeit dieser Hybriden machten sie
wenig interessant fur die kommerzielle Zucht. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit die
Empfénglichkeit der beiden Kreuzungen TL(Eier)xHo(Spermien) und
Ho(Eier)xZFF(Spermien) untereinander und im Bezug auf die bekannt empféanglichen und
wenig empféanglichen Stamme TL und Ho verglichen.

Beim Vergleich dieser beiden Kreuzungen untereinander erwies sich die Kreuzung
TL(Eier)xHo(Spermien) als etwas empfindlicher als die Kreuzung Ho(Eier)xZFF(Spermien),
wobei sie sich nur bei den erreichten EndgroRen am Ende des Laborversuchs signifikant
voneinander unterschieden. Beide Kreuzungen wiesen zwar dhnliche Tagesgradalter bei der
Infektion auf (TL(Eier)xHo(Spermien): 852 und Ho(Eier)xZFF(Spermien):840), aber die
Tiere der Kreuzung Ho(Eier)xZFF(Spermien) waren mit 4,2cm und 0,7g zu Versuchsbeginn
groRer und schwerer als die Tiere der Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) mit 2,7cm und 0,3g.
Da auch dieser Faktor einen Einfluss auf die Krankheitsentwicklung nimmt, kann die
Empfanglichkeitslage der beiden Kreuzungen als etwa gleich bewertet werden. So beschrieb
auch RYCE et al. (1998), dass wahrscheinlich vor allem bei sehr jungen Fischen auch die
GroRe der Tiere fur den Verlauf der Drehkrankheit eine wichtige Rolle spielt.

Im Vergleich zu den Ergebnissen der beiden Elternstamme TL und Ho lagen die gekreuzten
Stamme in allen untersuchten Parametern zwischen den Werten der beiden oben genannten.
Hierbei waren die Unterschiede zwischen den Kreuzungen und dem empfindlichen Stamm TL
bei allen Untersuchungsparametern jeweils immer signifikant, wahrend die Unterschiede zum
Stamm Ho bei der Symptompravalenz, den histopathologischen Veranderungen und den
Sporenanzahlen im Kopfknorpel nicht signifikant ausfielen. Im Gegensatz dazu war die
Infektionspréavalenz der Kreuzungen signifikant hoéher als beim Stamm Ho. Das erste
Erscheinen eines Symptoms der Drehkrankheit bei den Kreuzungen lag genau in der Mitte
zwischen den beiden Stdmmen TL und Ho. Somit scheint die Empfanglichkeitslage der
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beiden Kreuzungen zwischen den beiden Stdmmen TL und Ho zu liegen. Sie liegt wohl
jedoch etwas naher am weniger empfindlichen Stamm Ho. Nach HEDRICK & KIM (2000)
hat die Resistenz gegeniliber einer Krankheit oft eine signifikante genetische Komponente.
Wahrscheinlich wird die Vererbung der fir die Unempfanglichkeit verantwortlichen
Mechanismen von mehreren Genorten bestimmt. Auch SIMON & JONES (2001) vermuten,
dass angeborene Immunitéat und Resistenz bestimmende Faktoren unter genetischer Kontrolle
liegen und somit die selektive Zucht nach Resistenz gegen parasitdre Krankheiten méglich
sei. Genaue Vererbungsregeln (eventuell nach Mendel) kénnen aber auf Grund der relativ
kleinen Gruppenzahlen nach diesem Versuch nicht festgestellt werden. Der Vererbungsweg
der verantwortlichen Resistenzfaktoren scheint allerdings nicht geschlechtsspezifisch, sondern
geschlechtsunabhangig (autosomal) zu sein, denn beide Kreuzungen erwiesen sich als etwa
gleich empfindlich. Dabei war bei der Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien) der VVaterstamm der
resistentere und der Mutterstamm der empfindlichere, wahrend die Verhaltnisse bei der
Kreuzung Ho(Eier)xZFF(Spermien) genau umgekehrt liegen. Auch IBARRA et al. (1992,
1994)  untersuchten  einen  hochempfanglichen, einen  wenig  empféanglichen
Regenbogenforellen-Stamm und die F1- und F2-Generationen auf ihre Empfindlichkeit
gegenuber einer Infektion des Parasiten Ceratomyxa shasta. Es wurden keine einfachen
Mendel'schen Gesetze der Vererbung der Sterblichkeitsrate und der mittleren Zeit bis zum
Tod gefunden. Dies lieR die Autoren vermuten, dass die beiden Parameter von mehreren
Genorten bestimmt werden. Dabei lagen die beiden Kreuzungen F1 und F2 in der
Empfanglichkeit in der Mitte ihrer Elternstdmme. Der Beitrag der méannlichen und weiblichen
Elterntiere fir die Empfanglichkeit ihrer Nachkommen war hierbei jeweils gleich gro3. Die
Resistenzmechanismen sind allerdings ebenso wie bei der Drehkrankheit noch unbekannt.

Auch DORSON et al. (1995) zeigten in ihren Studien den starken genetischen Einfluss der
Resistenz bei einer VHS-Infektion. So lag die Sterblichkeitsrate von Nachkommen eines
unempfindlichen Ménnchens und empfindlichen Weibchen hoher als bei Kreuzungen

desselben Mannchens mit unempfindlichen Weibchen.

Wahrend beim Feldversuch keine signifikanten Unterschiede in der Grofie zwischen den
beiden Stdammen TL und Ho entstanden, hatte der amerikanische Stamm, der sich auch im
Laborversuch als am empfanglichsten zeigte, die meisten Sporen im Kopfknorpel, die
schwersten histopathologischen Veranderungen und die meisten klinisch auffélligen Tiere.
Somit unterschied er sich in diesen Parametern signifikant vom Stamm Ho, der sich auch im

Feldversuch als relativ unempfindlich gegentiber der Myxobolus cerebralis-Infektion zeigte.
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Somit konnte auch im Feldversuch bestitigt werden, was KUPPERS (2003) nach ihren
Laborversuchen beschrieb: Der deutsche Stamm Ho ist signifikant unempfindlicher
gegeniber einer Myxobolus cerebralis- Infektion als der amerikanische Stamm TL. Wahrend
NEHRNG & THOMPSON (1998) die Infektionsburde der amerikanischen Gewésser mit
einer einmaligen Infektion mit 1000 TAMs pro Fisch verglich, zeigte sich beim Feldversuch
in einem deutschen Gewaésser bei Landsberg am Lech, dass die Parasitenblrde sogar unter der
einmaligen Gabe von 100 TAMs pro Fisch liegt. Bei allen untersuchten Parametern lagen die
Ergebnisse der Stamme TL und Ho hinter den Ergebnissen der gleichen Stdmme beim
Laborversuch mit 100 TAMs pro Fisch zurlck. Dies ist wahrscheinlich mit der Verwendung
von weniger empfanglichen Stdmmen in Deutschland zu erklaren, wodurch sich die
Sporenausscheidung verringert. Folglich ist wohl auch die Infektionsbiirde der deutschen

Gewasser geringer als die der amerikanischen.

5.3  Empfanglichkeit des Wildstamms S

Der Wildstamm S aus der Schweiz nimmt in der Empféanglichkeit gegeniber einer Myxobolus
cerebralis-Infektion eine gewisse Zwischenstellung ein. Er ist in bei der Symptomprévalenz,
bei der Sporenzéhlung und bei der Einteilung nach histopathologischen Graden jeweils
signifikant empfindlicher als der deutsche Vergleichs-Stamm Ho und signifikant weniger
empfindlich als der amerikanische Vergleichs-Stamm TL. Obwohl die Versuchsgruppen bei
dem Stamm S klein waren, waren die durchschnittlichen EndgréRen und -Gewichte relativ
gering, was fur eine hohe Empfindlichkeit spricht. Man muss aber beachten, dass die Tiere
des Stamms S im Vergleich zu den anderen Stdmmen in einem geringeren Tagesgradalter
infiziert worden sind. Da dies nachgewiesenermalien einen fordernden Einfluss auf die
Krankheitsentwicklung hat (RYCE, 2001), ist der Stamm S wohl in Wirklichkeit im
Verhdltnis zu den Referenz-Stammen etwas unempfindlicher, als die Versuche der
vorliegenden Arbeit vermuten lassen. Im Gegensatz zu den Beschreibungen von BEHNKE
(2002), der Wildstamme flr krankheitsresistenter halt als Zuchtstimme, liegen hier die
Verhaltnisse zum Teil umgekehrt. Der Wildstamm S aus der Schweiz erwies sich zwar
resistenter als der amerikanische Zuchtstamm TL, nicht aber so resistent wie der deutsche
Zuchtstamm Ho. Somit kann momentan der Forderung von BEHNKE (2002) noch nicht
nachgekommen werden, lieber einen unempfindlichen Wildstamm in den amerikanischen

Gewassern auszusetzen, um der Selektion noch Raum zu lassen, da zurzeit noch kein
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Wildstamm bekannt ist, der eine ahnliche Resistenz gegenuber einer Myxobolus cerebralis-

Infektion aufweist, wie der deutsche Zuchtstamm Ho.

5.4  Histopathologische und elektronenmikroskopische Untersuchungen

Myxobolus cerebralis, der Verursacher der Drehkrankheit, macht im Salmonidenwirt im
Verlauf der Infektion eine Wanderung durch die Haut und das Nervengwebe des Fisches, bis
er schlie8lich sein Zielgewebe, den Knorpel, erreicht (EL-MATBOULLI et al., 1995). Da die
Krankheit beim Erreichen des Knorpels durch den Parasiten schon manifestiert ist und im
Nervengewebe nur wenige Immunreaktionen gefunden werden konnten, vermutet EL-
MATBOULI (unverdffentlicht) die Haut als entscheidende Abwehrbarriere einer Myxobolus
cerebralis-Infektion. Die vergleichenden Untersuchungen zwischen den unterschiedlich
empféanglichen Regenbogenforellen-Stdammen TL und Ho richteten sich deshalb vor allem auf
diese ersten Stunden nach der Infektion, in denen sich der Parasit in der Haut des Wirts
aufhélt. Es wurden aber bis zum 30. Tag nach der Infektion alle 2 Tage Proben entnommen,
um auch im Nerven- und Knorpelgewebe eventuelle Unterschiede zwischen den beiden
Stdmmen zu erkennen.

Hierfur wurden die Versuchsfische zuerst mit 1.000 beziehungsweise 5.000 Triactinomyxon-
Sporen infiziert, da diese Dosis laut NEHRNG & THOMPSON (1998) am ehesten der
Infektionsbiirde der amerikanischen Gewasser entspricht und es somit sinnvoll erschien den
Vergleich bei dieser Infektionsdosis zu vollziehen. Es konnten in der Folge aber nur
vereinzelt histologisch Parasitenstadien in der Haut gefunden werden. Selbst nach der
Erhéhung der Infektionsdosis auf 20.000 Triactinomyxon-Sporen wurden fir einen
aussagefahigen quantitativen Vergleich keine ausreichenden Mengen an Parasiten in der Haut
der Probanden gefunden. Somit wurde der Versuch schlief3lich mit einer Infektionsdosis von
35.000 Triactinomyxon-Sporen durchgefiihrt, obwohl diese Dosis nicht mehr den
Bedingungen der amerikanischen Gewasser entspricht.

Bei den elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Haut nach einer Infektion mit 35.000
Triactinomyxon-Sporen konnten keine qualitativen Unterschiede zwischen dem hoch
empfindlichem Stamm TL und dem wenig empfindlichen Stamm Ho festgestellt werden. Bei
beiden Stdammen fanden sich in den Stunden 4, 6 ,8 und 10 post infectionem sowohl vollig
intakte als auch degenerierte Parasitenstadien in der Haut der Versuchsfische. Wie schon von
EL-MATBOULI (1995) beschrieben, fielen bei den veradnderten Stadien Strukturverlust und
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eine Homogenisierung des Zytoplasmas, Vakuolisierung und Karyolyse auf (Abbildung 32
bis 39).

Diese Strukturverluste und Degenerationen der Parasitenstadien in der Haut der
Regenbogenforellen konnten auch im Lichtmikroskop beobachtet werden (Abbildung 26 bis
31). Hier erfolgte auBerdem der quantitative Vergleich der intakten-, degenerierten- und
Gesamtparasitenstadien in den ersten Stunden nach der Infektion beim Stamm Ho und TL
(siege Kapitel 5.4.1).

5.4.1 Anzahl der Parasitenstadien in der Haut in den ersten 12 Stunden nach erfolgter

Infektion

Beim Stamm Ho waren bei der ersten Entnahme nach 4 Stunden im Schnitt insgesamt 53,1
Parasiten zu finden. Hiervon waren noch fast alle Stadien intakt. Wahrend die Gesamtzahl der
Parasiten in der Haut nach 10 Stunden im Mittel allm&hlich auf 31,4 abgesunken ist, wuchs
der Anteil der nicht intakten Stadien betrachtlich. So waren zu diesem Zeitpunkt von 31,4
Stadien 27,9 degeneriert.

Beim Stamm TL war die Gesamtzahl der Parasiten in der Haut bei der ersten Entnahme mit
110,3 mehr als doppelt so hoch wie beim Stamm Ho. Wahrend beim Stamm Ho nach 8
Stunden schon 24 von 33,9 (70,9%) Parasiten nicht mehr intakt waren, wiesen beim Stamm
TL durchschnittlich lediglich 17,4 von 63,7 (27,3%) Parasitenstadien Anzeichen einer
Degeneration auf. Von den insgesamt 63,7 Stadien nach 8 Stunden waren 10 Stunden post
expositionem nur noch 16,8 in der Epidermis der Fische des Stamms TL zu finden. Dieser
Abfall wurde vor allem durch eine Verminderung der intakten Stadien verursacht. So sank
deren Zahl von 46,3 nach 8 Stunden auf 2,9 nach 10 Stunden (Tabelle 11).

Tabelle 11: Anzahl der intakten Parasitenstadien im Vergleich zur Gesamtzahl der

Parasitenstadien der Haut beim Stamm Ho und TL

Stamm 4h 6h 8h 10h 12h
Ho 52,3 (53,1) 43,1 (55,7) 9,9 (33,9) 3,5(31,4) 0,4 (4,8
TL 110,3 (110,6) 59,6 (67,2) 46,3 (63,7) 2,9 (16,8) 4,1 (6,3)

Stamm TL hat also im Vergleich zu Stamm Ho mehr als doppelt so hohe Ausgangszahlen an
Parasiten in der Haut (110,3 gegeniber 52,3). Ursache hierfiir kénnte beispielsweise ein

Unterschied in  den  Oberflichenmolekillen  der  Wirtsepidermis  der  beiden
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Regenbogenforellen-Stamme sein. Nach EL-MATBOULI et al. (1999) sind bei der
Auffindung und Anheftung am Wirt durch den Parasiten neben mechanischen auch
Chemorezeptoren wichtig. Eine hohere Affinitat zwischen den Oberflachenmolekilen des
Stamms TL und den Triactinomyxon-Sporen versetzt vielleicht mehr Parasiten in die Lage, an
die Wirtshaut des Stamms TL zu binden und den Amoboidkeim zu injizieren als an die des
Stamms Ho. Zum Thema der Lektin-abhéngigen Interaktion zwischen Parasit und Wirt laufen
zurzeit in der gleichen Arbeitsgruppe Dissertationen, die vielleicht bald neue Informationen in
diesen Bereichen liefern kénnen.

Beim Stamm Ho wird der Anteil der nicht mehr intakten Stadien im Verlauf der ersten
Stunden der Infektion immer hoher, bis schlieRlich nach 10 Stunden fast alle, nd&mlich 27,9
von 31,4 Stadien nicht mehr intakt sind. Zu diesem Zeitpunkt sind dann zum ersten Mal beim
Stamm Ho mehr Parasiten zu finden als beim Stamm TL (31,4 und 16,8). Bei letzterem ist der
groRte Abfall der Parasitenzahlen in der Haut zwischen der 8. und 10. Stunde nach der
Infektion zu verzeichnen. Vielleicht werden beim Stamm Ho die Parasiten durch das
Immunsystem des Fischs so verdndert, dass sie degenerieren und ihre Wanderung nicht
fortsetzten kdnnen. So sind nach 10 Stunden noch relativ viele, wenn auch zerstorte, Parasiten
in der Haut anzutreffen. Bei dem empféanglicheren Stamm TL hingegen kénnen sogar nach 8
Stunden noch hohe Zahlen an intakten Parasiten gefunden werden (46,3). Nach 10 Stunden
werden aber nur noch durchschnittlich 2,9 intakte Stadien in der Haut entdeckt. Dieser starke
Abfall der Parasitenstadien beim Stamm TL konnte dadurch erklart werden, dass die
Immunantwort der Haut bei diesem gegeniiber der Drehkrankheit empfanglicheren Stamm
geringer ausgepragt ist und folglich mehr Parasiten die von EL-MATBOULI et al. (1995)
beschriebene Wanderung Uber die peripheren Nervenendigungen fortsetzen kdénnen. Die
Immunmechanismen, die diese Unterschiede zwischen den empféanglichen und nicht
empféanglichen Stdimmen bedingen, bleiben bisher noch unbekannt. Sie sind auf Grund der
oben geschilderten Ergebnisse aber wahrscheinlich vor allem in der Haut zu suchen.
QUILLET et al. (2001) fanden in ihren Untersuchungen bei Regenbogenforellen eine hohe
Korrelation zwischen der Virusreplikation in der Haut und der Uberlebensfahigkeit der Tiere.
Dies war der erste Beweis in der Literatur, dass es einen Zusammenhang zwischen der
Uberlebensfahigkeit der Tiere und anderen Faktoren geben kann. Sie zeigten auRerdem die
Bedeutung der oberflachlichen Gewebe bei der Abwehr von Pathogenen. Nach den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ware diese hohe Bedeutung auch bei der Abwehr einer

Myxobolus cerebralis-Infektion denkbar.
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Da die Reaktionszeit des spezifischen Immunsystems bei niedrigen Wassertemperaturen
erhoht ist und die volle Wirkung dieses Teils erst bei wiederholtem Kontakt zu dem
betreffenden Antigen erfolgt (BALDO und FLETCHER, 1973), liegt der Grund flr die
verschiedenen Empfanglichkeiten vermutlich im unspezifischen Immunsystem. Hier kdnnen
humorale Faktoren, von denen das Lysozym im ndchsten Abschnitt ausfiihrlich besprochen
wird, und die zelluldaren Mechanismen eine Rolle spielen. So wurden zwischen den
Epidermiszellen Makrophagen, die haufig Melaningranula enthalten, neutrophile und
eosinophile Granulozyten gefunden (ANDERSON, 1974; COOPER et al.,, 1990). Bei
Regenbogenforellen wurden neutrophile Granulozyten und Makrophagen im Zusammenhang
mit Entzlindungsreaktionen nach parasitaren Invasionen in der Haut gefunden (FINN &
NIELSON, 1971). REITE (1998) beschreibt die Mastzellen als wichtigen Bestandteil der
Haut. Das Aufzeigen der Hypersensitivitdit vom verzogerten Typ beim Fisch gegen die
Protozoen Cryptobia salmositica (THOMAS & WOO, 1990) und Ichthyophthirius multifiliis
(SIN et al., 1996) lasst vermuten, dass eine &hnliche Antwort bei Regenbogenforellen aktiviert
werden kann  (BUCHMANN, 1999). Neue in vitro-Untersuchungen zum
Wanderungsverhalten der Epithelzellen von Salmoniden und ihrer Phagozytosefahigkeit
lassen vermuten, dass diese Zellen im Prozess der Wundheilung und Lysis von
Mikroorganismen wichtig sind (ASBAKK & DALMO, 1997). Fiir den Parasiten Myxobolus
cerebralis spielen die peripheren Nervenendigungen eine wichtige Rolle. HERRAEZ &
ZAPATA (1986) fanden an den Nervenendigungen von Fischen Melanomakrophagen. Man
kann also erkennen, dass dem Wirt Mechanismen zu Verfugung stehen, die eine Infektion mit
Myxobolus cerebralis eventuell schon in den friihen Stadien in der Haut abwehren kdnnen
(Genaueres siehe Literaturteil Abschnitt 2.5.2).

Bei einem anderen Vertreter der Klasse der Myxosporea, Sphaerospora dicentrarchi, wurden
mit Hilfe des Elektronenmikroskops Makrophagen und zum Teil auch Granulozyten bei der
Einverleibung von Parasitensporen beobachtet. Es wurden auflerdem grof3e Zahlen von
Zelltrimmern im Zytoplasma dieser Zellen gefunden. Die Produktion von reaktiven
Sauerstoffverbindungen durch Kopfnieren-Leukozyten war bei denjenigen Fischen hoher, die
mit dem Parasiten konfrontiert waren. Nach Stimulation dieser Zellen mit hitzeinaktiviertem
Serum wurden geringere Steigerungsraten der ,respiratory burst“-Aktivitdt gemessen als bei
normalem Serum. Die Autoren vermuten deshalb, dass die Bekdmpfung des Parasiten
Sphaerospora dicentrarchi vor allem mit Hilfe einer komplementinduzierten Phagozytose
durch Makrophagen erfolgt. Diese Zellen konnen die Parasiten in der Folge mit einer
Freisetzung von reaktiven Verbindungen abtéten (MUNOZ et al., 2000).
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Bei dem Befall mit dem Ektoparasiten Gyrodactylus monogenea wurde ein Abfall der
Parasitenzahlen nach 20 bis 30 Tagen festgestellt. SIMON & JONES (2001) vermuten
deshalb, dass auch hier das adaptive Immunsystem eine Rolle spielen kénnte.

Weitere Untersuchungen des spezifischen und unspezifischen Immunsystems mussen in
Zukunft folgen, um die Unterschiede zwischen den verschieden empfénglichen

Regenbogenforellenstimmen herauszufinden.

5.4.2 Die Parasitenstadien im Nervengewebe

Myxobolus cerebralis, der Verursacher der Drehkrankheit, macht im Verlaufe der Infektion
eine Wanderung durch die Haut ins Nervengewebe um schlielflich das Zielgewebe, den
Knorpel, zu erreichen. Schon ab Tag 4 nach der Infektion konnen nach EL-MATBOULLI et al.
(1995) Parasitenstadien im Nervengewebe festgestellt werden.

In der vorliegenden Arbeit konnten nach einer Infektion mit 35.000 Triactinomyxon-Sporen
ausschlieBlich beim als empfindlich geltenden amerikanischen Stamm TL Parasiten gefunden
werden, wobei die Suche vor allem zu den Tagen 6 bis 12 Tage nach der Infektion erfolgreich
war. Im Gegensatz dazu waren im Nervengewebe des unempfindlichen deutschen Stamms Ho
keine Anzeichen fur die Infektion zu erkennen. Da die Parasitenstadien im Nervengewebe
sehr Kklein sind, lassen sie sich im Lichtmikroskop nur schwer darstellen. Einzelne Stadien
sind deshalb nicht eindeutig als Parasiten anzusprechen. Beim Stamm TL erreichen groRe
Zahlen an Parasiten das Zielgewebe Knorpel (EL-MATBOULI & KUPPERS, 2002). Folglich
missen auch grof’e Mengen an Parasiten das Nervengewebe passieren, so dass sie wie in der
vorliegenden Arbeit in Gruppen liegen und somit gut erkennbar sind. Beim Stamm Ho
erreichen nur kleine Zahlen das Knorpelgewebe. Die vereinzelt vorkommenden Parasiten im
Nervengewebe dieses Stamms sind deswegen nur schwer zu finden beziehungsweise nicht
eindeutig als Parasit anzusprechen. Dieses Ergebnis ist somit ein weiteres Indiz fir die These
des vorigen Kapitels, dass der Unterschied der Empfanglichkeit der beiden Stimme Ho und
TL bereits in den friihen Hautstadien der Infektion zu suchen ist. So kénnen wahrscheinlich
beim Stamm Ho auf Grund effektiverer Abwehrmechanismen in der Haut trotz gleicher
Infektionsdosis nur weniger Parasiten das Nerven- und schlieflich das Knorpelgewebe
erreichen als beim Stamm TL. Auch HEDRICK et al. (2003) fand beim amerikanischen
Stamm bis zu 100mal héhere Sporenzahlen im Kopfknorpel wie beim deutschen Stamm.

Bei beiden Stdmmen fanden sich im Nervengewebe lediglich vereinzelte eosinophile
Granulozyten, die auf eine Reaktion des Wirts auf die parasitdre Infektion hinweisen.
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HEDRICK (1999b, 2001) stellte fest, dass die eosinophilen Granulozyten vor allem bei der
unempfindlichen  Bachforelle  vorkommen,  wahrend sie  bei  empfindlichen
Regenbogenforellen-Stammen kaum anzutreffen sind. Er vermutete deshalb, dass diese Zellen
eine Sporenanzahl limitierende Wirkung haben und somit vielleicht die Unterschiede in der
Empfanglichkeit begriinden kénnten. Auf Grund dessen, dass diese Art der Granulozyten in
der vorliegenden Arbeit bei beiden Stdimmen gleichermallen und nur vereinzelt vorkommen,
lasst sich vermuten, dass sie eher eine untergeordnete Rolle bei der Begriindung des

Unterschieds der verschiedenen Empfénglichkeiten der beiden Stdmme Ho und TL spielen.

55 Der Lysozymspiegel im Hautschleim

Wie im Literaturteil dargestellt, erwartet man die Immunmechanismen, die die
unterschiedliche Empféanglichkeit des deutschen Stamms Ho und des amerikanischen Stamms
TL begriinden, vor allem zu dem Zeitpunkt der Infektion (EL-MATBOULI, unveroffentlichte
Daten), bei dem sich der Parasit an die Fischhaut anheftet und dort in den ersten Stunden die
ersten Teilungen vollfihrt (EL-MATBOULI et al., 1995). Bei der Anheftung der
Triactinomyxon-Spore und der Penetration des Amoboidkeims in die Haut hat der Parasit
Kontakt zu der die Epidermis umgebenden Schleimschicht. Hier kénnten humorale Faktoren
des angeborenen Immunsystems einen wirksamen Schutz vor der Infektion aufbauen.
@YSTEIN et al. (1989) schreiben vor allem dem Lysozym eine wichtige Funktion bei der
Abwehr von Infektionskrankheiten zu. So wurden bei mikrobieller Invasion hohe Werte im
Schleim nachgewiesen. Bei mit Vibriosis oder ,,Cold Water Disease” infiziertem Atlantischen
Lachs wurden nur geringe Werte an Lysozym gemessen. Hier kdnnte nach Meinung der
Autoren die hohe Empfanglichkeit dieser Art gegeniliber diesen Krankheiten begriindet sein.
STUDNICKA et al. (1986) machten die Beobachtung, dass die Serumlysozymwerte im
Verlauf einer Protozoeninfektion mit Eimeria subepithelialis signifikant anstiegen.

Der deutliche Anstieg des Lysozymgehaltes nach Myxobolus-Infektion bei dem
empfanglicheren Stamm TL kann zweierlei bedeuten:

1) Der Versuch des Organismus in einer Akut-Phase-Reaktion den Erreger durch Lysozym zu
inaktivieren hat keinen Einfluss auf die Triactinomyxon-Spore oder den Amoboidkeim.

2) Die Infektiositat von Myxobolus cerebralis wird durch die enzymatische Wirkung des
Lysozyms auf die Triactinomyxon-Spore erhoht. Hier ware eine Spaltung von
Strukturproteinen der die Sporoplasmen umhillenden Membran des Améboidkeimes mit
einer nachfolgenden erhdhten Anheftungsfahigkeit zu diskutieren.
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Beides konnte Ursache flr die geringere Empféanglichkeit des Stammes Ho gegeniber der
Drehkrankheit sein. (KOLLNER, personliche Mitteilung)

Bei Studien mit 3 verschiedenen Austernstdmmen wurden die Versuchstiere mit einer
Parasiteninfektion konfrontiert. Dabei zeigte sich der Stamm mit der hochsten
Lysozymaktivitéat als am unempfindlichsten (HAWKINS et al., 1992). Obwohl Austern keine
Wirbeltiere sind, macht dieser Vergleich deutlich, dass auch innerhalb einer Spezies zwischen
verschiedenen Stdimmen Unterschiede in den Lysozymaktivitdten existieren kénnen, die eine
unterschiedliche Empféanglichkeit gegeniber einer Parasiteninfektion begriinden kdnnen.

Es schien deshalb interessant, auch die Lysozymspiegel von mit der Drehkrankheit infizierten

und nicht infizierten Regenbogenforellen-Stdimmen miteinander zu vergleichen.

Die Bestimmung der Lysozymwerte im Hautschleim erfolgte in der vorliegenden Arbeit bei
dem deutschen Stamm Ho, der sich als relativ unempfindlich gegenuber der Drehkrankheit
erwies und bei dem amerikanischen Stamm TL, der sich als sehr empfanglich gegentber
dieser parasitdren Krankheit zeigte. Die Messungen wurden bei infizierten (1000
Triactinomyxon-Sporen/Fisch) und nicht infizierten Tieren beider Stdamme zu den
Zeitpunkten 1 Tag, 1 Monat, 2 Monate, 3 Monate und 4 Monate post expositionem
durchgefihrt. In der vorliegenden Arbeit ist vor allem die erste Bestimmung am 1. Tag post
expositionem von Bedeutung, um der Erforschung der Resistenzmechanismen bei der
Drehkrankheit naher zu kommen. Die weiteren Bestimmungen nach 1, 2, 3 und 4 Monaten
post expositionem spielen in den folgenden Betrachtungen nur eine untergeordnete Rolle,
weil zu diesem Zeitpunkten die Infektion schon weitestgehend manifestiert ist und kein
Kontakt zwischen dem Lysozym im Hautschleim und dem Parasiten (ab dem 20. Tag post
expositionem schon im Knorpelgewebe) mehr stattfindet.

Beim dosis- und zeitpunktunabhéngigen Vergleich der beiden Stdmme ergab sich ein
signifikant hoherer Mittelwert des Lysozymspiegels beim Stamm TL, der mit im Schnitt 79,6
U/ml Lysozymaktivitat im Schleim aufzuweisen hatte, wahrend Stamm Ho einen mittleren
Wert von 50,3 U/ml erreichte.

Beim zeitpunktunabhangigen Vergleich der infizierten Fische mit den nicht infizierten
Kontrolltieren ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe
(Mittelwert 69,1 U/ml) und den infizierten Tieren (1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch)
(Mittelwert 90,2 U/ml) des Stamms TL. Hingegen unterschieden sich die Kontrollgruppe und
die mit dem Parasiten in Kontakt gekommenen Tiere des Stamms Ho nicht signifikant (50,3
U/ml bei der Kontrollgruppe und 50,4 U/ml bei der 1000 Triactinomyxon-Sporen/Fisch-
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Gruppe). Ebenfalls bei Regenbogenforellen fanden BUCHMANN & BRESCIANI (1998)
keine Unterschiede in der Lysozymaktivitdt zwischen den mit Gyrodactylus derjavini
infizierten Tieren und den Kontrollfischen.

Bei Betrachtung der Einzelwerte der nicht infizierten Kontrollgruppen des Stamms Ho (39,8
U/ml) und des Stamms TL (44,4 U/ml) des 1. Tags, die somit auch dem Level vor der
Parasitenexposition entsprechen, wird kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Stammen deutlich. Vermutlich kann also der weniger empféangliche Stamm Ho keinen
prophylaktischen Schutz aus einem hoheren Lysozympegel erreichen. Dies stimmt mit
Untersuchungen von GRINDE (1989) (berein, der von verschiedenen Fischspezies die
hdchste Lysozymkonzentration bei der Regenbogenforelle fand. Auch FAST et al. (2002)
fanden bei der Regenbogenforelle nicht nur hdhere Anzahlen an Schleimzellen in der
Epidermis, sondern auch signifikant héhere Lysozymspiegel als bei 2 anderen Spezies (Coho
Lachs und Atlantischer Lachs).

Am 1. Tag post expositionem steigt der Lysozymspiegel beim Stamm TL im Vergleich zur
Kontrollgruppe und zu Stamm Ho signifikant an. Dies kénnte im Sinne einer akute-Phase-
Antwort nach dem Entzindungsreiz der Infektion gesehen werden. So berichteten auch
RAMOS & SMITH (1978) erstmals tber ein Anwachsen eines Plasmaproteins nach
Entziindungsreizen. Ahnliche Beobachtungen machten STUDNICKA et al. (1986), die
beschrieben, dass die Serumlysozymwerte im Verlauf einer Protozoeninfektion mit Eimeria
subepithelialis signifikant anstiegen.

Der signifikante Unterschied des Lysozympegels der Monate 2, 3 und 4 gegenlber den ersten
beiden Entnahmen kann auch im Sinne eines Altersanstiegs gesehen werden. Auch
STUDNICKA et al. (1986) zeigten in Untersuchungen beim Karpfen, dass der
Lysozymspiegel mit dem Alter der Tiere ansteigt.

Zusammenfassend konnte nicht geklart werden, ob das Lysozym im Fischschleim eine
entscheidende Rolle im Zusammenhang mit den unterschiedlichen Empfénglichkeiten
gegenliber einer Myxobolus cerebralis-Infektion  spielt.  Weitere  vergleichende
Untersuchungen der humoralen und zelluldren Immunmechanismen bei diesen beiden
Stammen mussen in Zukunft klaren, welche Faktoren der Immunabwehr die unterschiedlichen

Resistenzlagen gegeniber der Drehkrankheit begrinden.
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5.6 Zukunftsaussichten fir die USA

Momentan gibt es noch keine effektiven Therapieformen fir die Drehkrankheit. Die
Bekédmpfungsmallnahmen beschranken sich auch in den schwer Dbetroffenen USA
(VINCENT, 1996) auf Einddammungsversuche. Deshalb wird diskutiert, ob man die Infektion
durch Einfuhrung eines weniger empfindlichen Stamms in die Flusssysteme und Fischzuchten
mildern kann. Es wurden allerdings noch keine amerikanischen Regenbogenforellen-Stamme
gefunden, die sich als widerstandsfahig gegenlber der Infektion erweisen (DENSEMORE,
2001). Die Mdglichkeit einen wenig empfindlichen, deutschen Stamm in die USA zu bringen,
um ihn dort in den Flilssen auszusetzen, wurde schon von KUPPERS (2003) beschrieben.
Man muss sich aber Uber die Problematik im Klaren sein, dass ein solcher Eingriff in das
Okosystem weit reichende Folgen haben kann. Man kann zum Beispiel nicht voraussagen, ob
sich der importierte Stamm gegen die einheimischen wilden Forellen in den fur sie fremden
Gewaéssern behaupten kann (BEHNKE, 2002). Es ware auch mdoglich, dass der importierte
Stamm wiederum empféanglicher fir andere Krankheiten ist, die in den Gewassern der USA
héaufiger auftreten. Somit konnte zwar die Drehkrankheit zurtickgedrangt werden, aber andere
Krankheiten konnten eventuell zum Problem werden. Zurzeit laufen Arbeiten, die die
Empféanglichkeit des deutschen Stamms Ho mit der des amerikanischen Stamms TL aus der
vorliegenden  Arbeit  gegenlber anderen  Krankheiten  vergleichen (MATTES,
unvertffentlicht). Ein weiteres Problem besteht in der eventuellen Homozygotie des
Zuchtstamms Ho. Durch die jahrelange Ziichtung eines Stamms geht die Genvielfalt durch die
unvermeidbaren Inzuchten verloren. So beschrieben HEDRICK et al. (2001) und COLTMAN
et al. (1999) eine hohere Krankheitsanfalligkeit von Tieren aus Inzuchten. Auch ARKUSH et
al. (2002) zeigten in ihren Versuchen eine hohere Anfélligkeit von Fischen gegenuber der
Drehkrankheit, die aus einer Inzucht stammen. Sie vermuteten einen Zusammenhang
zwischen Inzuchtgrad und sowohl der Wahrscheinlichkeit als auch mit der Schwere einer
Myxobolus cerebralis-Infektion. Auch BEHNKE (2002) &duRerte Bedenken, dass die Tiere des
Zuchtstamms Ho auf Grund der begrenzten genetischen Vielfalt in freier Natur (berleben
konnen. Er fordert deshalb eher die Aussetzung eines weniger empfanglichen Wildstamms
aus Deutschland, um der natirlichen und kunstlichen Selektion Raum zu liefern. In der
vorliegenden Arbeit wurde dies allerdings nicht bestatigt. So ist der Zuchtstamm Ho weniger
empféanglich als der Wildstamm S aus der Schweiz. AufRerdem ist bis heute kein Wildstamm
aus Deutschland bekannt, der sich ahnlich resistent gegentiber der Drehkrankheit verhélt wie
der Zuchtstamm Ho. Auch WEIS (2003) widerspricht den Einwénden von BEHNKE. So zeigt
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er die Moglichkeit auf, nicht einen Fluss mit einem neuen Stamm komplett zu fillen, sondern
die Resistenz in die dort heimischen Wildstdimme einzukreuzen. Danach kénne man hoffen,
dass die natirliche Selektion die gegeniber der Drehkrankheit weniger empfindlichen Tiere
begunstigt.

Da nach einer Einfuhrung eines neuen Stamms in ein Gewésser unvermeidlich auch
Paarungen mit dem dort heimischen Stamm stattfinden, kénnte sich ein weiteres Problem
ergeben. Wenn sich das Merkmal der hohen Empféanglichkeit bei der Kreuzung gegenuber
dem Merkmal der geringen Empfanglichkeit dominant verhélt, wére es moglich, dass nach
einigen Generationen wieder hoch empféngliche Tiere heranwachsen. In der vorliegenden
Arbeit wurden Kreuzungen aus hoch empfénglichen und weniger empfindlichen Stdimmen mit
ihren Elternstdimmen verglichen. Hier schien die Empfanglichkeit der Kreuzungen sogar eher
in Richtung des resistenteren Elternstammes Ho zu tendieren. Wenn sich also der importierte
Stamm in den fremden Gewaéssern zurechtfindet und gegen die dort einheimischen Tiere
behaupten kann, bleibt zu hoffen, dass auch nach einigen Generationen noch Tiere
heranwachsen, die sich weniger empfindlich zeigen als die momentan dort lebenden
einheimischen Forellen. Auf diese Weise konnte das Problem der Drehkrankheit eventuell

langfristig in den USA entschérft werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden zwei Kreuzungen aus hoch und wenig
gegenuber der Drehkrankheit empfindlichen Regenbogenforellen-Stdimmen mit verschiedenen
Triactinomyxon-Sporenanzahlen infiziert und beziiglich der Parameter Kklinische
Symptomatik, EndgréRen und —Gewichte, Infektionsprévalenz, Sporenanzahl pro Kopf und
pathohistologische Veranderungen im Kopfknorpel untersucht und mit den Elternstdammen
verglichen. Sowohl die Kreuzung TL(Eier)xHo(Spermien), als auch die Kreuzung
Ho(Eier)xZFF(Spermien) lagen in ihrer Empfanglichkeit zwischen jener der Vergleichs-
Stamme TL und Ho, wobei sich die Empféanglichkeitslage eher dem Stamm Ho annéherte. Die
Empfindlichkeit solcher Kreuzungen aus empféanglichen und wenig empfanglichen Stdmmen
kénnte in Zukunft von groflem Interesse sein. Ein eventuelles Aussetzen von Tieren des
Stamms Ho in amerikanischen Gewassern hatte unvermeidlich auch Kreuzungen mit den dort
heimischen empfindlichen Stammen zur Folge. Da das Aussetzen eines resistenten
Regenbogenforellen-Stammes in amerikanischen Gewassern diskutiert wird, ist man auf der
Suche nach einem Wildstamm, der sich als ahnlich unempfindlich erweist, wie der
Zuchtstamm Ho, dem auf Grund der eingeschrankten Genvielfalt schlechte
Uberlebenschancen in der freien Natur eingerdumt werden. Der hier untersuchte Wildstamm

aus der Schweiz zeigte sich allerdings als sehr empféanglich fiir die Erkrankung.

Im 2. Teil der Arbeit wurden Tiere der Stimme Ho und TL mit hohen Sporenanzahlen
infiziert. Anschliefend wurden jeweils 4 Stunden, 6 Stunden, 8 Stunden, 10 Stunden und 12
Stunden nach der Exposition die Parasitenstadien in der Haut der Forellen gezéhlt, wobei eine
Differenzierung in intakte und nicht intakte Parasitenstadien erfolgte. Beim Stamm TL
wurden nach 4 Stunden hohere Parasitenzahlen gefunden als beim Stamm Ho. Nach 8
Stunden waren beim amerikanischen Stamm TL die meisten Stadien noch intakt. Der groRte
Abfall der Parasitenzahlen bei diesem gegenuber der Drehkrankheit empfindlichen Stamm
erfolgte zwischen der 8. und 10. Stunde nach der Exposition. Beim weniger empfindlichen
deutschen Stamm Ho wurden geringere Parasitenzahlen 4 Stunden post expositionem
gefunden als beim Stamm TL. Der Anteil der nicht mehr intakten Parasitenstadien war zum
Zeitpunkt 8 Stunden post expositionem hoher als beim amerikanischen Stamm. AuRerdem
war der Abfall der Parasitenstadien in der Haut bei Stamm Ho zwischen der 4 Stunden- und
der 8 Stunden-Entnahme insgesamt weniger ausgepragt als beim Stamm TL. Nach den

Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann somit vermutet werden, dass das Immunsystem der
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Haut beim resistenteren Stamm Ho nach einer Myxobolus cerebralis Infektion besser in der
Lage ist, den Parasiten in den ersten friihen Stunden der Infektion zu bekdampfen, als das des
Stammes TL. Die aus den Aktivitdten des Immunsystems resultierende Schédigung der
Parasiten macht es vielleicht unmdglich, dass diese den weiteren Infektionsweg Uber die
Nerven ins Knorpelgewebe bestreiten, so dass beim Stamm Ho insgesamt weniger Parasiten
das Zielgewebe Knorpel erreichen konnen. Hierdurch waren auch die geringeren

Krankheitsauspragungen und Sporenzahlen im Kopfknorpel dieses Stammes zu erklaren.

Im 3. Teil der Arbeit wurden die beiden Stdmme Ho und TL mit 1000 Triactinomyxon-
Sporen pro Fisch infiziert. Nach 1 Tag, 1 Monat, 2 Monaten, 3 Monaten und 4 Monaten
wurden jeweils Schleimproben von infizierten und nicht infizierten Tieren beider Stimme
gewonnen. Anschlielend wurden die jeweiligen Lysozymaktivitdten bestimmt und
verglichen. Neben dem wahrscheinlich altersabhdngigen Anstieg der Lysozymaktivitat
zwischen den Entnahmen bei beiden Stdimmen, war vor allem der hohe Wert einen Tag nach
der Exposition bei den infizierten Tieren des empfanglicheren Stamms TL aufféllig. Dies
kdnnte als Antwort auf den starkeren Entziindungsreiz beim Stamm TL nach der Infektion
gesehen werden. Andererseits konnte gerade der hohe Lysozymspiegel kurz nach der
Infektion beim Stamm TL den Parasiten beginstigen, seine Wanderung ins Nervengewebe
fortzusetzen, wo er vor dem Immunsystem des Wirts sicher ist. So wére zum Beispiel ein
Angriff des Lysozyms gegen die Sporoplasmen umhillenden Zellen des Amdéboidkeims

maoglich, wodurch die Parasitenstadien leichter ins Gewebe gelangen konnten.

-127 -



Summary

7. SUMMARY

Investigation of the resistance mechanism of a rainbow trout strain against Myxobolus

cerebralis, the causative agent of whirling disease

In part one of this work, two different rainbow trout cross-breeds were tested for their
susceptibility to infection by Myxobolus cerebralis. The cross-breeds were created by mixing
one more-sensitive and one less-sensitive trout strain: TL(eggs)xHo(sperm) and
Ho(eggs)xZFF(sperm). The two strains were each exposed to different triactinomyxon-spore
concentrations (100, 1000 and 5000 per fish). After any infection had developed, fish were
measured (weight & length), and the prevalence of infection was quantified through counting
spores per head and through examination of any histo-pathological damage to cerebral
cartilage. The sensitivity of both cross-breeds was approximately midway between that of the
original TL and Ho strains (though marginally closer to Ho).

Future work could include investigation of the susceptibility of strains derived by crossing
sensitive strains (like TL and ZFF) and non-sensitive strains (Ho). We are also considering the
consequences of introducing the German Ho strain into the United States. This would
unavoidably result in cross-breeding with native, more-sensitive strains. New, non-sensitive
European wild strains are being searched for at this time: strains which should have similar
low susceptibility as the German cultured strain Ho (which is assumed to have lower survival
chances in the wild due to reduced gene polymorphism). We have already investigated one
wild strain (S) from Switzerland, which was very sensitive against to Myxobolus cerebralis

infection.

In part two of the work, the strains Ho and TL were exposed to high numbers of spores
(35.000 triactinomyxon-spores/fish). At intervals of 4, 6, 8, 10 and 12 hours post-exposure,
parasites in the skin of the trout were counted, and viable and non-viable parasite states were
noted. At 4 hours post-exposure, more parasites were found at the skin of the more sensitive
American strain TL. At 8 hours, most parasite states on TL trout were still viable. Between 8-
10 hours post-exposure, we detected the greatest decrease in parasite numbers on TL. At 4
hours post-exposure, there were significantly lower parasite numbers on Ho than TL. At 8
hours, the proportion of degenerated parasite states on Ho was higher than TL, however the
decrease in number of parasite states on Ho between 4-8 hours post-exposure was lower than
at that for TL.
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Summary

These results suggest that in the first hours after infection with Myxobolus cerebralis, there is
a more effective immune response in the skin of strain Ho that TL. That is probably why
fewer parasites are able to reach the target cartilage in strain Ho, leading to lower myxospore

counts and fewer clinical signs.

In the part three of the work, the two rainbow trout strains Ho and TL were infected with 1000
triactinomyxon-spores per fish. Mucous was sampled from exposed and non-exposed fish
from both strains, at 1 day, and at 1, 2, 3 and 4 months post-infection, and assayed for
lysozyme activity. We detected an age-dependent increase in lysozyme activity in both
strains. The exceptionally high one-day post-infection value from the more sensitive TL strain
was remarkable; this could possible be explained by a stronger inflammatory response of the
more sensitive TL post-infection. The high lysozyme activity of TL could also facilitate
passage of the parasite through the skin and into the nerves (where it is safe from the host
immune response): we suppose that lysozyme degrades the parasite cell enveloping its

infective sporoplasms, facilitating their passage into surrounding host tissue.
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