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1 Einleitung

Die Virale Hamorrhagische Septikamie (VHS) und die Infektiosenbtopoetische
Nekrose (IHN) sind zwei Rhabdovirus-Infektionskrankheiten bei SalmonideeAs
Coregonen, Hechten und verschiedenen marinen Fischarten. Die VHS und IHN
verursachen, besonders bei der Regenbogenfor@ieofthynchus mykiss hohe
Verluste im Fischbestand, verlaufen héufig seuchenhaft und sind dahder
Aquakultur wirtschaftlich bedeutsam. Beide Erkrankungen sind nach dem
Tierseuchenrecht anzeigepflichtig. Die FischseuchenbekampfudgirwiDeutschland

zum Teil sehr verhalten betrieben. Die Keulung der seuchenkrankambEstande und

die unmittelbare Verwertung ansteckungsverdachtiger Fische mawh amtlicher
Feststellung bei Ausbruch der VHS oder IHN in der Praxis kaurecadget. Grund
dafur ist, dass die Kosten einer solchen MafRnahme nicht von denutlerakassen
getragen werden kénnen. So zdgert sich die Ausschaltung eines Seubéerdfer
langere Zeit hinaus und die infizierten Fischhaltungsanlagen emittitiber das
Ablaufwasser laufend eine unbekannte Menge an Virus in das angesohlosse
Gewassersystem. Viele Fachleute halten infolgedessen eirfelgreche
Fischseuchenbekdmpfung in Anlagen an Fliel3gewassern fir nicht dubanfuta
angenommen wird, dass die Erreger in den Oberflachengewdssern derch di
Wildfischpopulationen endemisch werden. Es wird beflrchtet, dass nach eine
Betriebssanierung tber den Wasserzulauf VHS- bzw. IHN-Virusuérn die Anlage
gelangen und ein erneutes Seuchengeschehen auslésen koénnten, wenn der
Wildfischbestand im angeschlossenen Gewasser nicht in die Bekampaffrgghmen

mit einbezogen wird.

Diese Arbeit soll Mdglichkeiten aufzeigen, wie der Status innmatdichen ,VHS-
Endemiegewassern” erfasst werden kann und demonstrieren, wie bededis
Virusemission aus verschiedenen infizierten Anlagen ist. Dafiurden in
unterschiedlichen Einzugsbereichen von VHS infizierten Anlagen
Wildfischpopulationen virologisch untersucht. Halterkasten mit ernesgenf Versuchs-
Regenbogenforellen wurden unterhalb und oberhalb der Einleitungssietie

infizierten Anlagen in Fliel3gewéassern eingesetzt um ferneBellutung von ,Virus-
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Carriern im Wildfischbestand zu prufen. Im Ablaufwasser eikiiranlage wurde
untersucht, ob sich darin gehaltene erregerfreie Versuchsforkiieh die Gber den
Zulauf  zugefuhrten Schlachtabwasser eines VHS und IHN behafteten

Fischverarbeitungsbetriebes mit diesen Viren infizieren lassen.

Die virologischen Untersuchungen wurden mittels Virusanzucht irZzdigkultur mit
anschlieBender Erregeridentifikation durch indirekte Immunfluoreszgnike sowie
mittels einer hochsensitiven VHS- und IHN- RT-PCR mit ansBeleler seminested
PCR direkt aus dem homogenisierten Organmaterial durchgefuhrt.h Ddie
Sequenzierung des Glykoprotein-Gens wurden die Virusisolate bz~ R@plifikate

bestétigt und durch die Erstellung von Alignments vergleichbar gemacht.
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2 Literaturtibersicht

2.1 Geschichte der VHS und IHN

2.1.1 Virale Hamorrhagische Septikdmie (VHS)

Die VHS wurde mdglicherweise erstmalig 1938 von Schéaperclaus alsnktkrg bei
Regenbogenforellen unter der Bezeichnung ,Nierenschwellung“hbeben. In
Infektionsversuchen mit filtriertem Organmaterial von erkraniRegenbogenforellen
konnte Schéperclaus 1941 per |Injektion die Erkrankung auf gesunde
Regenbogenforellen Ubertragen (nach Amlacher, 1992). In der Nalodes Egtved

in Ostjutland in Danemark trat 1949 die Erkrankung seuchenhaft in éideelinen auf
(Rasmusen, 1965) und wurde darum als Egtved-Disease bezeichnet. iShihdjelding

es Jensen 1965 die virale Atiologie klarzustellen. Im gleichenwattte die bis dato
unterschiedlich bezeichnete Erkrankung ((infektibse) Nierenschwellung,
Leberdegeneration, Egtved-Disease, Forellenseuche) von d€Ofiée International

des Epizooties) im Animal Health Code aufgenommen und die BezeicMH@&dur

eine einheitliche Nomenklatur empfohlen (nach Amlacher, 1992).

2.1.2 Infektiose Hamatopoetische Nekrose (IHN)

Die IHN gilt als endemische Viruserkrankung bei Brut und Jungfischen vedsster
Pazifiklachsarten an den Flissen der Westkiiste Nordamerika©régon-Sockeye-
Virus beim Rotlachs @ncorhynchus nerRawurde von Rucker et al. (1953), ein
Sacramento-River-Chinook-Virus beim Koénigslacn¢orhynchus tshawytschaon
Ross et al. (1960) und ein Infectious Hematopoietic Necrosis Virus bei
RegenbogenforellerOncorhynchus mykissyon Amend et al. (1969) beschrieben (aus
Roberts, 2001). Durch einen Plaque-Neutralisationstest wurde serblogisc
nachgewiesen, dass es sich um das gleiche Virus handeltaifMeCal., 1971). Uber
infizierte Eier aus Alaska wurde die IHN Anfang der 70drrdanach Japan gebracht
(Wolf, 1988). 1987 wurde die IHN in Frankreich (Baudin Laurencin, 1987) undntal
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(Bovo et al., 1987) diagnostiziert. Durch infizierte Regenbogenforellen Italien

wurde 1992 die IHN erstmals nach Deutschland eingeschleppt (Enzmann et al., 1992).

2.2 Pathogenese, klinisches und pathologisch-anatmches Bild

Die VHS und IHN sind schwerwiegende Viruserkrankungen bei ve&dehen
Fischarten. Fur Fischhaltungsbetriebe mit empfanglichen Fischadind sie
wirtschaftlich sehr bedeutsam, da beide Erkrankungen seucheanftadétesn und die

Verluste im Fischbestand bis zu 100% betragen kénnen.

2.2.1 VHSV empfangliche Fische
Nachdem die VHS anfanglich nur bei Regenbogenforellen (Ghittino, 18@bginigen

anderen SufRwasserfischen, wie Bachfor8ii@mo trutta f. fario(de Kinkelin & Le
Berre, 1977), Asch&hymallus thymallugWitzigmann et al., 1980), HecEisox lucius
(Meier et al, 1980 & 1981; Witzigmann et al., 1980) und Felceregonussp. (Ahne
& Thomsen, 1985), als Infektionskrankheit Bedeutung hatte, wurde 1991 awuch be
Steinbutt Scophthalmus maximusm Salzwasser VHSV als Pathogen identifiziert
(Schlotfeldt et al., 1991). Inzwischen wurde bei mehr als 45 Fischiante$u3- und
Salzwasser VHSV isoliert. Davon entfallen mindestens 7 Artein Laichsartige
(Salmoniformes), 1 Art bei Hechten (Esociformes), 4 Arten begringen
(Clupeiformes), 11 Arten bei Dorschen (Gadiformes), 7 Arten HaitfiBchen
(Pleuronectiformes), 3 Arten bei Stinten (Osmeriformes), 6 Atten Barschen
(Perciformes), 2 Arten bei Skorpionsfischen (Scorpaeniformes),rtlbgéi Aalen
(Anguilliformes), 1 Art bei Zahnkarpflingen (Cyprinodontiformes) und &eA bei
Stichlingen (Gasterosteiformes) (OIE, 2003b). Potentiell werdenSalmoniden und

deren Kreuzungen als empfangliche Fische angesehen.

Im Aquatic Animal Health Code 2004 des OIE werden Regenbogenforelle
(Oncorhynchus mykiss Bachforelle $almo truttd, Asche Thymallus thymallys
Coregonen Qoregonus spp.), Hecht Esox luciu} Forellenbarsch Micropteus
salmoide} Japanische FlundeP4ralichthys olivaceysund Steinbutt $cophthalmus

maximu$ als Fischarten genannt, die an der VHS klinisch erkranken.
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2.2.2 IHNV empfangliche Fische

Die fur IHN empfanglichen Arten stammen ausschlie3lich aus~den. Salmonidae.
IHNV wurde aus der Regenbogen- und Steelhead-For@llecqrhynchus mykigs

verschiedenen Pazifik-Lachsarte@ncorhynchus nerkaOncorhynchus tshawytscha
Oncorhynchus ket@Oncorhynchus maso®@ncorhynchus rhodurusnd Oncorhynchus

kisutch und dem Atlantischen LachSglmo salayisoliert (OIE, 2004).

Von einem IHNV-Isolat vom europaischen AaAnguilla anguilld wurde bei
Bergmann et al. (2002a) berichtet. Experimentell konnte Bachfobelle Salmo
trutta, ~0,6 g) (LaPatra et al., 1990a), HechtbEgdx luciu} (Dorson et al., 1987) und
Brut vom weilRen StérAcipenser transmontanumit IHNV infiziert werden (LaPatra
et al., 1995).

2.2.3 Pathogenese

Bei dem natirlichen Infektionsweg Uber das Wasser wird ramgmen, dass die
Infektion mit dem Virus Uber die Kiemen (Neukirch, 1984a; Droledlgt1994) oder
auch Uber den Gastrointestinaltrakt (Wolf, 1988; Drolet et al., 19943u¥erIn
immunhistochemischen Untersuchungen koMi&Y 1 Tag p.i. JHNV 2 Tage p.i. im
Kiemenepithel von Regenbogenforellen nachgewiesen werden. Die Niere ilmd M
gelten als Zielorgane fur die Virusreplikation. Beide Erreggigen eine Affinitat zu
Endothelzellen. 28 Tage p.i. konnten die Erreger vor allem noch im Gehirn
nachgewiesen werden (Bruderseth et al.,, 2002). Beiden Erregerreinranogliche
Persistenz im Wirtsorganismus nach Uberstandener Erkrankungschtigben.
Neukirch (1986) hat 421 Tage pVYHSV aus dem Gehirn experimentell infizierter
Regenbogenforellen isoliert und zeigte, dass die Infektion mitWHs Verlauf nicht
unbedingt mit erkennbaren Krankheitssymptomen vergesellschaftehgs#n Drolet et

al. (1995) konnten bei Uberlebenden Regenbogenforellen 1 Jahr nach emfedieéme
IHNV - Infektion inaktive "truncated“ Viruspartikel im hamatopoetischeaw&ne
nachweisen und stltzten so die Hypothese der Persistenz von IHNVheastatidener

Infektion.
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2.2.4  Abhangigkeiten von der Wassertemperatur

Ausbruch und Verlauf der VHS und IHN sind abhangig von der Wassertatmpd¥ur
den Ausbruch devYHS wird ein Temperaturbereich von 1 bis 12°C angegeben (Wolf,
1988). Bei Temperaturen von 14 bis 15°C und mehr ist die VHS bei adulrefkis
klinisch i. d. R. nicht mehr zu beobachten. In Versuchen mit 0,2 g und 2 grechwe
Regenbogenforellenbrut gab es jedoch auch erhebliche Verluste Dbei
Wassertemperaturen Uber 14°C. Je schwerer die Forellen, umso eviedtigdie
Sterblichkeit. Je niedriger die Wassertemperaturen, desto haagseerlauft die
Krankheit doch umso hoher ist die Gesamtmortalitéat (Neukirch, 1984bjogAdazu
verhalt sich die Erreger-Persistenz im Organismus. Bei nexdWjassertemperaturen
(5°C) bleibt der Erreger l&anger nachweisbar (bis 98 Tage p.i.). &apé&raturen von
Uber 15°C ist VHSV nach ein bis zwei Wochen mit Hilfe der Zelikutiicht mehr

nachweisbar (Jgrgensen, 1982).

In der Praxis kann eine Haufung von VHS- Ausbriichen in Fischhaltunigses in
den Ubergangsmonaten im Frihjahr, besonders im Mai, beobachtet werden
(Witzigmann et al., 1983). Einen Anstieg der Mortalitat konnte beeR®&ggenforellen
beobachtet werden, nachdem sie 9 Wochen nach Infektion von 10°C in 20°C warme

Halterungen umgesetzt wurden (Jgrgensen, 1982).

Bei der IHN wurden natlrliche Ausbriiche nie bei Wassertemperaturen tber 15°C
berichtet (Roberts, 2001). Versuche durch Erhhung der Wassertemperatur auel8°C di
IHN nach i.p. Infektion bei Rotlachs-Fingerlinge@ncorhynchus nerRakontrollieren

zu koénnen, wurden von Amend (1970) durchgefuhrt.

Die Inkubationszeiten von VHS und IHN sind ebenso abhangig von der
Wassertemperatur. Bei sehr niedrigen Wassertemperaturen véaogeter Ausbruch
(Wolf, 1988). Bei experimentell mit VHSV infizierter Regenboigeallenbrut gab es 2
Tage p.i. erste Verluste (Neukirch, 1984b).



2 Literaturtibersicht 15

2.2.5 Klinische Symptomatik bei Regenbogenforellen

Bei derVHS, wie sie bei Regenbogenforellen in Aquakultur auftritt, erkrankeahii
aller Altersklassen. Es wird eine akute, eine chronische und eméseeForm bzw.
Phase unterschieden (Ghittino, 1965).

Zu Beginn eines Ausbruchs stehen die Fische lethargisch an idboAerflache oder
am Teichrand. Die Forellen zeigen eine Dunkelfarbung und Exophthaimius
periokularen Blutungen. Die Kiemen sind blass durch die allgemg&iréanie und
haben feine punktférmige oder streifige Blutungen. Die Verluste wi@ldrend der
akuten Phase hoch. Bei der chronischen Form werden die Symptome Dibuokejfa
Exophtalmie und Anamie ausgepréagter. Die Fische entwickelnrem&n Aszites, die
hamorrhagische Diathese nimmt ab und die Verluste im Bestdmeh gaurlick. Die
nervose Form zeichnet sich ggf. durch gekrimmte Koérperhaltungerahmalmes
Schwimmverhalten mit Drehungen um die Langsachse aus. Nach ailoerser
Erkrankung koénnen die Fische Kklinisch vdllig gesund erscheinen und dennoch
Virustrager sein (Liversidge et al. 1985; Bauer/Rapp, 2003; Center of Foodt$and
Public Health 2003b).

Bei derlHN erkranken Uberwiegend Britlinge und Setzlinge mit hoher Mottaktiz.
Auch groR3ere Regenbogenforellen kbnnen erkranken, die Verluste im@édéegben
dabei meist moderat. Die erkrankten Forellen zeigen DunkelfarbuotgaGGgen, ein
angeschwollenes Abdomen, blasse Kiemen sowie Blutungen auf dewvétdrdl der
Seitenlinie, an den Flossenansétzen, um den Maulbereich und imBeaigenger Brut

ist der Dottersack mit blutiger Flissigkeit gefllt. Erkrankische stehen lethargisch
an der Wasseroberflache oder zeigen vereinzelt abnormes oder hypsrakt
Schwimmverhalten. Pseudofaeces hangen aus dem After. Die klirgyohgtomatik
kann, insbesondere bei gro3eren Forellen, ganz ausbleiben (Wolf, 1988; Raflixris,
Center of Food Security and Public Health 2003a).
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2.2.6  Pathologisches Bild bei der Regenbogenforelle
Die VHS a&uRRert sich durch eine hamorrhagische Diathese mit patEchbis

flachenhaften Blutungen auf den Serosen, in den Schleimhduten und in den
Parenchymen. Typisch sind die petechialen bis kommaférmigen Blutungeieri
Muskulatur sowie Blutungen im visceralen Fettgewebe, im Intestinauf, der
Schwimmblase, im Kiemengewebe und im Auge. Erkrankte Fischesrzegine
ausgepragte Anamie. Die Milz ist geschwollen, vereinzelt werlf#ianekrosen
beobachtet. Die Leber ist bei der akuten Form dunkelrot, spaterupldsgeschwollen

mit Einblutungen; die Bauchhohle ist dann oftmals mit FlissigkeitligeDie Niere ist

in der akuten Phase geroétet, in der chronischen Phase grau verfabtyalles und
knotig verandert. (Liversidge et al. 1985; Bauer/Rapp, 2003; Hoffmann, 2005).

Histologisch sind erst disseminierte Nekrosen und Degenerationem iBrdmthelien

der GefalRe, den Sinus des hamatopoetischen Nierengewebes urebdesinusoiden

zu finden. Degenerationen und Nekrosen weiten sich ausgedehnt auf das
hamatopoetische Gewebe von Niere und Milz sowie Leber und Pankreasparamnishym
Hinzu kommt eine Herzmuskelfaserdegeneration und eine lymphoaviigkarditis
(Hoffmann, 2005). Bei der nervosen Form sind pathologisch-anatomische
Veréanderungen i.d.R. nicht signifikant, ggf. gibt es DegenerationerMdskulatur.

Histologisch ist jedoch eine nichteitrige Enzephalitis erkennbar (Hoffmann, 2005).

Das pathologisch-anatomische Bild didN ist dem der VHS sehr &hnlich. Man findet
Aszites, petechiale Blutungen im Peritoneum, auf den Pylorusschigudire
Intestinum, im visceralen Fettgewebe und auf der Schwimmblase, Miére und
Leber sind blass-anamisch, Magen und Darm sind mit klarer, weif3bhchgelblicher,
fadenziehender Flussigkeit gefullt. Britlinge weisen Blutungen inteBsatck auf. Bei
Uberlebenden Fischen findet man haufig Wirbelsdulendeformationen (Rdt@bis
Center of Food Security and Public Health 2003a; Hoffmann, 2005).

Histologisch stehen die Degenerationen im hamatopoetischen Gewelddeverund
Milz im Vordergrund. Ausgedehnte Nekrosen im Pankreas, dem Gasstomaltrakt

und im Nebennierendquivalent sind weiterhin zu finden (Hoffmann, 2005).
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2.2.7 Virale Hamorrhagische Septikdmie bei anderen Fischarten

2.2.7.1 VHS bei Bachforellers@lmo trutta forma farip

Bachforellen erkranken meist nur inapparent an der VHS, bilden ati#bfper gegen
VHSV (Enzmann et al., 1985; Konrad, 1986). Bei Infektionsversuchen mitvit¢®a
Isolat Fi 13 (Serogruppe 1) zeigten die Bachforellen (25 cm —n30am 3. Tag p.i.
Dunkelfarbung und ab dem 6. bis 19. Tag Andmie. Verluste gab es b¥edarchs-
Bachforellen keine (Konrad, 1986; Konrad & Enzmann, 1986). Im Infektionsversuc
mit dem Bachforellen-Isolat 23-75 verendeten 50% der 3 bis 4 cmrgBdsdhforellen
mit der typischen VHS-Symptomatik (de Kinkelin & Le Berre, 197 0hi&feldt &
Ahne (1988) berichteten uber einen pathogenen F1-Stamm bei 1,5 bis@)@eren
Bachforellen. Glass et al. (1991) infizierten experimentetihBarellen-Fingerlinge mit
vier verschiedenen Serotyp 1 Stammen Uber das Wasser. VHSV kentéis 19%

der Versuchsforellen nachgewiesen werden, die Mortalitat betrug lediglishl(bidho.

2.2.7.2 VHS bei Coregonef¢regonusspp.)

Ahne & Thomsen (1985) isolierten erstmalig VHSV bei 300 g schweskllebenden
Renken Coregonussp.). Im nachfolgenden Infektionsversuch mit diesem VHS-Isolat
zeigten die verendeten 3 cm grofRen Renken lediglich Blutungen an dehnfl@ssen,
weitere pathologisch-anatomischen Veranderungen waren nicht vorhahelen et al.
(1986) infizierten 2 bis 3,5 cm grofRe Felch&oiegonussp.) Uber das Wasser und
zeigten, dass die Virulenz von der infektiosen Dosis mit abhartgigkall et al. (2004)
infizierten 1,5 g schwere Schnap€lofegonus lavaretyseine anadrome Coregonenart
in Danemark, mit verschieden VHSV-Stdmmen. Bei erfolgter Irdaktiiber das
Wasser betrug die kumulative Mortalitat bei den fur Forellen jgatien Virusstammen
knapp 20%. Die verendeten Fische zeigten Dunkelfarbung, Exophtalmie, Blutunge

der Haut, in die Augen und um das Gehirn.

2.2.7.3 VHS bei Hechtereéox luciu®

Bei an VHS erkrankter Hechtbrut findet man ausgepragte Bjetuin der Haut und
Muskulatur sowie Exophtalmie (Meier, 1981), Hamorrhagien an Brust- und
Schwanzflossen, gelbliche oder blutige Bauchhdhlenflussigkeit, blassbterLebern

und milchig-schleimigen Darminhalt (Meier & Pfister, 1981). Va3 einer Pike Fry
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Rhabdovirus -Infektion (PFR) sient man bei Hechtbrut die Ausbildungs eine
Hydrocephalus (Hoffmann, 2005). GroRere Hechte (~35 cm) zeigen eine
unterschiedlich stark ausgepragte Krankheitssymptomatik mitipalee Blutungen an

der Flossenbasis von Brust-, Bauch- und Afterflossen, allgemeinemidnéand
Atrophie der Kopfniere mit massiven Blutungen in die benachbartekuVatar
(Konrad, 1986; Konrad & Enzmann, 1986). Das Temperaturoptimum fur einen VHS-
Ausbruch bei Hechten liegt bei 12 bis 15°C (Enzmann et al., 1993b). Hathtekeln

mit zunehmendem Alter eine Resistenz gegen VHS. Bei 1,5 JabreHechten (30

cm; 300 g) wurde Uber eine VHS-Erkrankung mit hoher Mortalitatbist (Lehmann

et al. , 1989). Zwei- und mehrjdhrige Hechte erkranken nach expegifeerit. p.)

Infektion nicht mehr an der VHS, sind aber latente Virustrager (Meier, 1985).

2.2.7.4 VHS bei Aschermbiymallus thymallys

Neben Regenbogenforellen sind Aschen eine hoch empfanglicherEiéchdie VHS.
Im Infektionsversuch lber das Wasser erkrankten auch altened\ét Jahr; 8 =11 cm)
mit hoher Mortalitat. Pathologisch-anatomisch zeigen Aschen diisctyen VHS-
Symptome. Auffallig fur diese Fischart sind fokale, subkutane Blutunge
Kopfbereich (Meier & Wahli, 1988).

2.2.7.5 VHS bei Meeresfischen

Bei Ross et al. (1994) werden folgende Verdnderungen beim VH&ekreBteinbutt
(Scophthalmus maximuseschrieben: Exophtalmie, aufgetriebenes Abdomen, diffuse
Blutungen auf der ventralen Seite der Fische, Aszites, blasmsarbung der Leber und
weildliche Verfarbungen der Niere, des Intestinums und des Herzesgedehnte
Blutungen in der Haut, an den Flossen, in der Muskulatur und den Orgardemvoer

der japanischen FlundePdralichthys olivaceysbeschrieben (Muroga et al., 2004).
Meyers et al. (1993) berichteten Gber Hautulcera, subkutane Blutungemndsntan

der Flossenbasis und Lethargie bei 5 Jahre alten laichreifafisplaen Heringen
(Clupea harengus pallasiim Prince William Sound Alaska. Nordamerikanisches
VHSV wurde in hohen Titern nachgewiesen, andere Pathogene konnten bei den

erkrankten Heringen nicht isoliert werden.
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2.3 VHSV und IHNV

Die Erreger der VHS und IHN gehdren zur Familie Rhabdoviridae, Genus
Novirhabdovirus (Walker et al., 2000). Das Genom der Rhabdoviren bestetinaus
nicht-segmentierten einzelstrangigen RNA negativer Polaritddvirhabdoviren
zeichnen sich dadurch aus, dass sie _eim-Moion -Protein-Gen besitzen (Kurath,
2000).

Bei VHSV besteht das Genom aus 11.158 Basen und codiert das Nucleoprotein N,
Phosphoprotein P, Matrix-Protein M, Glykoprotein G, Non-Virion -Proteinutd die
RNA-Polymerase L. Die Gene sind in der Folge 3’-N-P-M-G-N8’ angeordnet
(Schitze et al., 1999).

Bei IHNV besteht das Genom aus 11.137 Basen und codiert das Nucleoprotein N, die
Matrixproteine M1 und M2, das Glykoprotein G, Non-Virion -Protein NKd die
RNA-Polymerase L. Die Gene sind in der Folge 3’-N-M1-M2-G-N\&* angeordnet
(Schitze et al., 1995; Morzunov et al., 1995).

2.3.1  Serotypisierung

Anfanglich stitzte sich die Einteilung voiVHSV-Isolaten auf serologische
Eigenschaften. Mittels der Serotypisierung lasst sich jedoate k&ussage Uber die
Pathogenitat ableiten. Marine VHS-Isolate kénnen serologisch wiehtSil3wasser-
Isolaten unterschieden werden, da kein Zusammenhang zwischen denisgreiog
Eigenschaften und der Wirtsspezies erkennbar ist. Die groRteutBadehaben die

serologischen Eigenschaften fir die Labordiagnostik (Olesen et al. 1993).

Serotyp 1 (F1): Der Referenzstamm wurde 1962 in Déanemark von der
Regenbogenforelle isoliert (Jensen, 1965).

Serotyp 2 (HE): Hededam-Isolat von der Regenbogenforelle aus D&nema
(Jargensen, 1972).

Serotyp 3: Isolat 23-75; pathogener Stamm von der Bachforelle aus

Frankreich (de Kinkelin & Le Berre, 1977).
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IHNV -Isolate sind serologisch einheitlicher, bilden eine Serogruppe w@sédnlasich
durch polyklonale Antikérper nicht unterscheiden. Unterschiede lassén nsic
monoklonalen Antikérpern und durch die elektrophoretische Auftrennung der
Strukturproteine feststellen (aus Roberts, 2001; McAllister, 1993).

2.3.2  Genotypisierung

Die molekularbiologische Analyse des Virusgenoms ermdoglicht deteliing von
Stammbaumen und erlaubt eine Aussage uber die phylogenetischentfschaft von
Virusstammen. Fir die Genotypisierung werden das vollstandige Taler des G-

Gens, NV-Gens bzw. des N-Gens sequenziert.

Bernard et al. (1992) verglichen den européaiscWeiSV- Referenzstamm mit dem
nordamerikanischen Makah-lsolat Uber das N-Gen. Einer-Jensen €t194I5)
sequenzierten das N-Gen verschiedener nordamerikanischer und europ¥isShe
Isolate und konnten damit zwei Gruppen definieren. Basurco et al. (1995)
differenzierten nordamerikanische und europaische VHSV -Isolatedibebene des

G- und NV-Protein, gruppierten Genotypen und errechneten eine Divendgnz
nordamerikanischen und européaischen VHS von vor 600 Jahren. Die Einteilung der
Genotypen erscheint nicht ganz einheitlich und ist regional beeinfllisgry et al.
(2002) beschreiben drei Genotypen. Genotyp | wurde weiter in 4 Subgrupiesteilt

und enthalt 97,7% der franzdsisch-kontinentalen VHS-Isolate. Enzmann(20@2b)

bilden fir VHS 4 Genotypen auf Basis des G-Gens und des NV-GenKlatisische
Gruppe, die Klapmglle-Gruppe, die Studeuropagruppe mit zwei Subgruppen und eine
Marine Gruppe mit Subgruppen. Snow et al. (2004) und Einer-Jensen (20G4)
definieren die Genotypen | bis IV. Die phylogenetischen Stammbéasieren auf

dem N- bzw. dem G-Gen, dabei stimmen die KlassifizierungeBasit dieser beiden
Gene vollstandig tberein (Snow et al., 2004). Eine Ubersicht dariibeTajietle 1.

Die Eingruppierung uber verschiedene Gene ist in der Regel eatlefEnzmann et al.
(2002a) stellten jedoch dar, dass eine Rekombination der Virusgeneirsei

Doppelinfektion mit zwei verschiedenen VHS-Virusstammen mdglich erscheint.
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Tabelle 1: Ubersicht der VHS- Genotypen nach Eilarsen et al. (2004) / Snow et al. (2004)

Genotyp | Subtyp Herkunft

I a Europaische SulRwasser-Isolate

b Ostsee, Skagerrak, Kattegat, Armelkanal (marine Isolate)
C alte danische SulRwasser-Isolate

d alte norwegischeund finnische Isolate { importiert;

P Regenbogenforellen aus Brackwasser)

e Georgien (Regenbogenforelle)

Il Ostsee (marine Isolate)

Il v.a. Nordsee / Nordatlantik (marine Isolate)

\Y% Nordamerika (Makah-Isolat, marine pazifische Isolate)

Kurath et al. (2003) konnten die nordamerikanisch#N -Stamme auf Basis des G-

Gen in 3 Hauptgenogruppen einteilen. Die drei Gruppen korrelieren nat ihr
geographischen Herkunft, so gibt es eine U- (upper), eine M- (niddie eine L-
(lower) Gruppe. Die in Deutschland aufgetretenen IHN-Stamme rbiklee sehr
homogene Gruppe und gehoéren der M-Gruppe aus dem "Columbia River Basin"
(Fichtner et al., 2005; Enzmann et al., 2005), konnen jedoch von den
nordamerikanischen Stammen unterschieden werden. Ein IHN-Isolat vom Aa
(Bergmann et al., 2002a) unterscheidet sich von allen anderen deutschen und

nordamerikanischen Referenzstammen (Enzmann et al., 2002).

2.3.3 Pathogenitat

Die Pathogenitdit von VHS-Stammen ist sehr unterschiedlich. Ein an
Regenbogenforellen angepasster Virus-Stamm verursacht lsgndi kumulative
Mortalitaten. Marine VHS-Isolate verursachen i. d. R. bei Reggetiforellen-
britlingen (0,6 — 3,0 g) keine oder nur sehr milde KrankheitssymptomeMeziuste,
wenn die Forellen Uber das Wasser infiziert werden. Nach i.p. -lorfieltird jedoch
haufig ein signifikanter Anstieg der Mortalitat deutlich (Skalbl., 2004). Die Virulenz
des marinen VHS-Stammes 860/94 vom Steinbutt konnte durch vielfachgoin vi
Passagen mittels i.p. -Infektion bei Regenbogenforellen (2 bis dh@f)teverden, ohne
dass eine Mutation im G-Gen des Virusstamms nachzuweisen waw (&
Cunningham, 2000). Ein VHS-Isolat vom européaischen Amhggilla anguillg

verursachte nach i.p. —Injektion bei 3 Monate alten Regenbogenforatienhehe
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Mortalitat, bei 5 Monate alten Regenbogenforellen hingegen konntee kédrluste
beobachtet werden (Castric et al., 1992).

LaPatra et al. (1990b) verglichen die Pathogenitat kv -Stdmmen verschiedener
Herkunft bei Regenbogenforellenbritlingen (4 2,8 g). Die Virulenz deddian
Regenbogenforellen angepassten ldaho-Stammes war deutlich anehoBesgmann
et al. (2003) konnten dies nicht bestatigen. Der IHN-Stamm aus rHageralley
(Idaho, USA) wurde jedoch vor dem Infektionsversuch vielfach auf E&lIErZ
passagiert. Die Pathogenitat eines IHN-Stammes idefetkch von vielen Faktoren,
wie Alter, Spezies, Entwicklungsstadium der Fische sowie von Uipavaimetern, wie
Wasserqualitat und insbesondere der Wassertemperatur abhaagigtrd, 1998).
Bergmann et al. (2003) untersuchten die Abhangigkeit der Virulenz var Aitd
Gewicht bei Regenbogenforellen (2 g bis 50 g). Die Mortalitéhnmi meist mit
zunehmendem Alter bzw. der GroRRe der Fische ab, die Virulenz deStimme ist

sehr verschieden.

2.4 Rechtsvorschriften

241 EU-Rechtsvorschriften

Damit die nationalen Tierseuchen-Rechtbestimmungen innerhallvedschiedenen
EU-Mitgliedsstaaten ahnliche tierseuchenrechtliche Erfordeenerfillen, werden die
Rahmenbedingungen in EU-Richtlinien festgelegt. Im Gegensatz dazu E3U-

Entscheidungen fur die Mitgliedstaaten in der verotffentlichten Form bindend.

In der Richtlinie 91/67/EWG, in der jeweils giltigen Fassung, sind die
tierseuchenrechtlichen Vorschriften fur die Vermarktung von TiarehErzeugnissen
der Aquakultur verankert. Im Anhang A der Richtlinie sind die VHS liid in der
Liste 2 aufgefuhrt. Die Liste 2 umfasst endemische Krankmneitke langfristig

eingedammt und getilgt werden sollen.

In derRichtlinie 93/53/EWG, in der jeweils giltigen Fassung, sind die Anforderungen
an die EU-Mitgliedstaaten hinsichtlich der Fischseuchentberwacmah&ekampfung
beschrieben. Das Kapitel 1l regelt die amtlichen MalRhahmenBekampfung der

Krankheiten der Liste 2.
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In der Entscheidung 2001/183/EGzur Festlegung der Probenahmeplane und
Diagnoseverfahren zur Erkennung und zum Nachweis bestimmter Fisohisesiod

die Methoden zum Nachweis von VHSV und IHNV verbindlich festgelegt.

In den Entscheidungen der Kommission zur Genehmigung von Programmen zur
Erlangung des Status zugelassener Gebiete und zugelaf3emmbe in nicht
zugelassenen Gebieten hinsichtlich der Fischseuchen virale hagisciie Septikamie
(VHS) und infektibse hamatopoetische Nekrose (IHN) sind die EUlasggnen
Betriebe und Gebiete aufgelistet. Diese EU-Entscheidungen ewerdgelmaliiig

aktualisiert.

2472 Bundes-Rechtsvorschriften

Neben der ISA und der KHV-Infektion sind, bei den Fischkrankheitenydig und
IHN in der Bundesrepublik Deutschland anzeigepflichtige Tierseuchen

(TierseuchengesetzVerordnung Uber anzeigepflichtige Tierseucheh

Die Verordnung zum Schutz gegen Fischseuchen, Muschelkrankheiten und zur
Schaffung seuchenfreier Fischhaltungsbetriebe und Gebiete
(Fischseuchenverordnung) in der jeweils gultigen Fassung, ist zum Schutz vor

Fischseuchen und fir die Fischseuchenbekdmpfung die wichtigste retional

Rechtsvorschrift.

Der Handel und das Verbringen von Fischen ist in der Verordnung Uber das
innergemeinschatftliche Verbringen sowie die Einfuhr und Durchfuhr verefiund

Waren Binnenmarkt-Tierseuchenschutzverordnung geregelt.

Die Bundes-Rechtsvorschriften dienen mit zur Umsetzung der EU-Rechtsakten.



24 2 Literaturiuibersicht

2.5 Diagnostik von VHS und IHN

2.5.1 Amtliche Untersuchungsmethoden

Far die Viruskontrolluntersuchung nach 85 der Fischseuchenverordnung dsr in
Anlage die Probennahme, das Probenvolumen und das Untersuchungsverfahren
angegeben und spiegelt die Vorgaben der Entscheidung 2001/183/EG wedte=P (4
Rechtsvorschriften). In der Entscheidung 2001/183/EG finden sich zudem die
Untersuchungs- und Probenahmeregelungen fir die Erlangung bzw. fir die
Aufrechterhaltung von EU-Zulassungen auf amtlich anerkannte AreiweiVHS und

IHN. Die rechtlich vorgeschriebene und somit amtliche Untersuchuethsihe ist der
Virusnachweis durch Erregeranzichtung in der Zellkultur auf BF-2+ Rd&-2- und

EPC- oder FHM-Zellen. Lorenzen et al. (1999) zeigten, dass BF-2Rued2-Zellen

die hochste Sensitivitat fur die Anzucht von VHSV bzw. EPC- und FHN&ZdUr

IHNV haben.

Fur den Virusnachweis nach offenkundigem Auftreten eines cpE sind nach
Entscheidung 2001/183/EG drei Verfahren zulassig: der Virus-Neutiatistest
(VNT), Immunfluoreszenz-Techniken (IFT) und Enzyme-linked Immunosorbent
Assays (ELISA).

Die Anleitung zur Erregeranzucht in Zellkulturen und anschliel3ender
Virusidentifikation findet man auch im Manual of Diagnostic Tests for Aguatimals
(OIE, 2003a).

252 RT-PCR

Bruchhof et al. (1995) entwickelten eine RT-PCR mit Primern, pkzisch in den G-
Genen von VHSV und IHNV binden. Die G-Gene von VHSV und IHNV sind
hochspezifisch und erméglichen somit die Differentialdiagnose von VHSIHINd
Durch einen anschlieBenden seminested PCR -Schritt wurde dieiv@énsitnd
Spezifitat weiter erhoht. Diese RT-PCR wurde von Miller (1998jamentwickelt und
evaluiert um VHSV und IHNV auch direkt aus Organmaterial und Bhwhweisen zu
kénnen. Bergmann et al. (2002b) entwickelten und validierten diese RTaRC,0One
Tube RT-PCR*. Die Evaluierung erfolgte mit 55 VHSV-Isolaten aien Serogruppen
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bzw. mit 12 IHNV-Isolaten der unterschiedlichen N-Protein-Elektroplesfggen. Die
gepriften Virusisolate stammten aus dem SiufRwasser und aus niderkanft. Eine
auf hochkonservierte Regionen des [-Aktin-Gens basierende RT-PCR-Kontrolle
vermindert Kontaminationen der PCR durch die Positivkontrolle. B-Aktin ist ein Protein
und Baustein des Cytoskeletts von eukaryotischen Zellen (Stryer, 188B)in
Fischzellkulturen nachweisbar. Die RT-PCR mit anschlieRendensstad PCR ist die
sensitivste Methode zum Nachweis von VHSV und IHNV (Miller &t &998;
Bergmann et al. 2002a).

Weitere molekularbiologische Methoden auf Basis der Polymerasenkedktion zum
Nachweis von VHS und IHN wurden ab der zweiten Halfte der neenzlghre
entwickelt und beschrieben (Wang et al., 1996; Guillou et al., 1999; W4lletnal.,
1999; OIE, 2003a; OIE, 2003b).

2.5.3 Weitere Methoden zum Nachweis von VHS und IHN

2.5.3.1 Immunbhistologie

Ein schneller VHS- Antigennachweis an Organ-Kryostatschnitten mittels
immunhistochemischen Techniken mdoglich. Bei dieser Methode werdenhjedoc
hauptsachlich nur akut erkrankte Fische erfasst (Witzigmann efl983). Sie ist
deutlich weniger sensitiv als die Virusanzichtung in der Zellkultwerigen et al.,
1994).

2.5.3.2 Antigen-ELISA

Ein kommerzielle’WHSV- Ag-ELISA wird von der tschechischen Fa. Test-Line Ltd.
angeboten und enthdlt eine Anleitung fur die Untersuchung direkt aus
Organhomogenaten. Eine Anleitung fur einBtNV Ag- ELISA findet sich bei
Bergmann et al. (2002a).

2.5.3.3 Serologie

Mit Beginn der Fischseuchenbekdmpfung in Deutschland wurden in derigachtz
Jahren serologische Untersuchungen mittels Serum-Neut@iis@st (SNT) zum
Nachweis von Antikrpern gegen d#HS durchgefiihrt um einen Uberblick Gber die

Verbreitung der Erkrankung zu erhalten. Die Ergebnisse waren aufdebtehder



26 2 Literaturiuibersicht

Sensitivitat und aufgrund falsch positiver Ergebnisse oftmals uebafend (Hoppe &
Wernery, 1985; Rapp, 1991). In entwickelten VHS- AK-ELISAs zeigten die
Testergebnisse unspezifische, falsch-positive Reaktionen und keine Konretdtdem
SNT (Cossarini-Durnier, 1985). Olesen et al. (1991) entwickeltehverglichen einen
VHS- AK-ELISA mit dem SNT und dem PNT. Der ELISA zeigtenee hohere
Sensitivitat als die beiden anderen Testmethoden zur Detektion vonasKkPiEanomen
der Serumproben von naiven Forellen, die im ELISA unspezifische Reaktionen
erzeugten, wurde mitdargestellt, konnte aber nicht abgestaiitew. Ein zuverlassiger
VHS-Antikdrpernachweis ist mittels Gegenstrom-Immunelektrophdi®He) moglich.
Diese Technik ist aufgrund der Verwendung von radioaktiv markiertemgeémti
aufwendig (Enzmann & Konrad, 1985; Konrad, 1986).

Ein IHN -Antikérper —ELISA wurde von de Avila et al. (1992) beschrieben, eine
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen im Plague-Test konnte jedodhheicjestellt
werden. Umfassende serologische Untersuchungen in tbereinstimmendaatiCor
mit einer IHNV-Infektion wurden mittels SNT erzielt (Hattendper-Baudouy et al.,
1995b). Traxler et al. (1997) nutzten fur serologische UntersuchungenRmtiaths
(Oncorhynchus nerRaeinen Plaque-Neutralisationstest (PNT). St. Hilaire ef2a@i01)
infizierten experimentell atlantische Lach&almo salay mit IHNV. Die ersten Fische
serokonvertierten nach 9 bzw. 12 Tagen, hohere Titer von IHN spezfisske

konnten 6 bis 30 Wochen lang nachgewiesen werden.

2.6 Vorkommen von VHS und IHN

Die VHS und IHN haben auf dem europdaischen Festland ihre grof3te Bedeutung als
Infektionskrankheiten in der Aquakultur von Salmoniden im SufRwasser, insbesonder
von Regenbogenforellen. Die Regenbogenforelle ist im SiuRwassaeddproduzierte
Speisefisch. 2004 wurden in der Deutschland 24.408 t Salmoniden, davon 21.436 t
Regenbogenforellen, in 4.035 Fischhaltungsbetrieben produziert. 21 VHS- uid 6 IH
Ausbriche wurden amtlich festgestellt und im TSN erfasst. Buadesrepublik
Deutschland stand bei der Forellenproduktion 2003 innerhalb der EUSallB. hinter

Frankreich, Italien, DAnemark und Spanien (Fichtner et al., 2005).
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Die VHS und IHN wird meist durch den Zukauf klinisch unverdachtijeche oder
durch kontaminiertes Wasser bzw. Oberflachen von Transportfahrzetgschaften,
Behéltnisse oder Stiefel in einen Fischhaltungsbetrieb einigggt. Die Ubertragung
erfolgt von Fisch zu Fisch oder Uber das Wasser (Baur/Rapp, 2003).ré3selnide
Vogel konnen als belebte Vektoren das Virus tbertragen. Im Kropf desetBersrwar
infektibses VHSV uber 120 min nachweisbar (Peters & Neukirch, 1986)védtikale

Ubertragung von IHN uber infizierte Bruteier wurde beim Rotlagbacorhynchus
nerkg nachgewiesen. IHNV wird bei infizierten Rognern mit der @giissigkeit

ausgeschieden (Mulcahy & Pascho, 1985).

2.6.1 VHS in FlieRgewéassern
Jargensen (1982) untersuchte elektrisch abgefischte ,wild leb&adghbogenforellen

in einem Fluss mit mehreren ansassigen VHS-infizierten Fohalleingsbetrieben und
konnte im Winter, auf Hohe der Betriebe, VHSV isolieren. Enzmann. g{1834)
wiesen in einem FlieBgewasser mit zwei VHS infizierten agblichen
Forellenhaltungsbetrieben bei Bachforellen und Hechten VHS-Antikdrpeh. Der
positive Antikorper-Nachweis mittels Gegenstrom-Immunelektrophogedang bei
Fischen ober- und unterhalb der Betriebe. Nach Haufung von VHS-Ausbriichen in
Forellenhaltungsbetrieben im Sidden Deutschlands wurden von HechtemorBleh
und Bodenseefelchen Blutproben entnommen und mittels GIE serologischesuait,
dabei konnten regelmallig VHS-Antikérper nachgewiesen werden (Enznhaain e
1993a). In einer infizierten Bachforellenpopulation im FlieRgewdssanten VHS-AK
Uber einen Zeitraum von 3 Jahren nach Virus-Exposition nachgewiesgéenwvilach 4
Jahren waren nur noch einzelne AK-Nachweise in der Populationam@ginzmann et
al., 1992). Bei Regenbogen- und Bachforellen sind nach experimentel&inféktion
Uber das Wasser 23 Tage p.i. VHS-Antikdrper mittels GIE zu detehti nach 100
Tagen p.i. fallt der AK-Titer ab, AK-Nachweise waren danach paralisch méglich
(Enzmann & Konrad, 1993a).
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2.6.2 Marines VHS

In Forschungsreisen mit Befischung der Meere wurde die Verbreitunghi8v Vh der
marinen Umwelt deutlich. Mortensen et al. (1999) befischten diee@stlas Kattegat

und Skagerrak sowie die Nordsee und sammelten 923 Proben von 7.344 Fischen von 29
Fischarten zur virologischen Untersuchung. Sie isolierten daraumaBYHSV. King et

al. (2001) beprobten 19.293 Fische von 23 Spezies aus der Nordsee, dem ostlichen
Atlantik und der Irischen See und isolierten 21 mal VHSV. Brudesélystein (2002)

fanden 2 mal VHSV im Skagerrak. In den Kistengewésser Norwegertden sie
dagegen nicht flindig (insgesamt 8.395 Fische). Bei den Untersuchumgknm die
Gewasser GroRbritanniens (Dixon et al., 2003) kam ab 1997 eine RT-RCRMm
diagnostischen Einsatz. Mittels RT-PCR konnten im ersten Jahr dirEr1998 6

Proben positiv getestet werden (jeweils 0 positiv in Zellkultur).

Mit der Entdeckung der nordamerikanischen VHSV bei anadromen pazifischerehachs
1988 (Winton et al.,, 1991) begann das Interesse der Erforschung der nmarine
pazifischen VHS. An der nordamerikanischen Pazifikklste wird bangen Clupea
harengus pallagiregelmallig VHSV isoliert (Traxler et al., 1994). Bei der &pa&n-

Kelp Fishery" werden laichreife Heringe eingefangen und irtizidéigen Uber
Kelpwalder Macrocystissp.) bis zum Ablaichen auf den Kelpblattern gehalten. Bei
diesen Heringen lassen sich hohe VHSV-Titer nachweisen, er&rarsgdhe zeigen eine
hamorrhagische Diathese und Ulcerationen an Korper und Maul (Hershiztrgl.,
1999). Hedrick et al. (2003) untersuchten die geographische Verbreitung de
nordamerikanischen VHS-Stamme bei verschieden VHS-empfanglichamnem
Fischarten und verglichen sie Uber Sequenzen des Glykoprotein-Gamsnes
(Sardinops saggx Makrelen Scomber japanicysund zwei StintartenThaleichthys
pacificus und Hypomesus petiosusbestimmten bei diesen Untersuchungen die

Pravalenz einer VHSV-Infektion.

2.6.3 IHN in Wildgewassern

Die IHN ist endemisch in den Gewassern und Flissen entlang dédikkRiare
Nordamerikas, von den "Kodiak Inseln” in Alaska bis zum "Sacramenter'Rin
Kalifornien und im Binnenland von Idaho (Center of Food Security and Pdbatth,
2004a; Kurath et al., 2003). Bei den in Nordamerika heimischen Raladesngl.
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"Sockeye Salmon'©ncorhynchus nerBaund Koénigslachsen (engl. "Chinook Salmon™;
Oncorhynchus tschawytschasind die IHN- Epidemien meist auf die Fischbrut
beschrankt. Krankheitsausbriche bei Jahrlingen oder alteren Lachsean wedrer
selten beobachtet (Burk & Grischowsky, 1994; aus Roberts 2001). IHNY dih
zuverlassig wahrend der akuten Phase der Infektion bis kurz danaehersoNach
Uberstandener Infektion gelingt ein Virusnachweis nur sporadischjalogireifen
Fischen erscheint IHNV wieder. Hohe Titer findet man in der @ikissigkeit der
Rogner (Arkush et al., 2004). Am Anfang der Infektionskette stétitvgahrscheinlich
die vertikale Ubertragung durch die infizierten Elternfische @dhy & Pascho, 1985).
Nicht ganz geklart ist, ob die Elternfische mit IHNV persistafiziert bleiben konnen,
nachdem sie als Jungfische die Erkrankung Uberstanden haben (Dable1@95) oder
sich wahrend den Laichwanderungen aus dem Meer, die Flisse hinaufnzu de
Laichgrinden mit IHNV (re)infizieren bzw., ob sogar ein bisher uniaies marines
Reservoir existiert (Traxler et al., 1997; Arkush et al., 2004).

Engelking et al. (1994) markierten die Nachkommen von IHNV positivamies
kontrolliert IHNV negativen laichreifen Konigslachsen und setztesedaus. Die nach
7 Jahren aus dem Pazifik zuriickkommende, inzwischen laichreifekbianfenschaft
wurde virologisch untersucht. Die IHN positiven Rickkehrer konnten stégsuad
ihrer Markierung eindeutig als Nachkommen der IHN positiven iieme zugeordnet
werden. In Ubertragungsversuchen konnte von experimentell IHN idizjedoch
klinisch gesunden Konigslachsen (@ 121,8 g) noch 5 Monate p.i. IHNV auf
virusnegative Atlantische Lachse (~50 g) Ubertragen werden {{8ireHet al., 2001b).
Der atlantische LachsSalmo salay gilt als sehr empfanglich fir IHNV. Uber den
erstmaligen natirlichen Ausbruch der IHN bei der Aufzucht von Alehndér Lachsbrut
in einem Endemiegebiet in Alaska 1984 berichteten Mulcahy & Wood (1986).

Hattenberger-Baudouy et al. (1995a) berichteten Uber ihre Erfatmrumigeler IHN in
infizierten  Forellenhaltungsbetrieben  in  Frankreich. Im  Rahmen  der
Fischseuchenbekdmpfung wurden Bachlaufe befischt bzw. elektrisafisabyy In
einem Fall konnten bei zwei ausgewilderten RegenbogenforellerSN# IHN
spezifische Antikorper festgestellt werden. Bei den abgefischbel in den Anlagen
untersuchten Bachforellen konnten weder IHNV- noch IHN spezifischédkper

nachgewiesen werden.
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2.6.4  Molekulare Epidemiologie

In denIHN - Endemiegebieten in Nordamerika konnte mittels der Sequenzierung von
Genen bzw. Genabschnitten der Uber die Jahre gesammelten IHNAte Is
Stammbaume erstellt werden. Emmenegger et al. (2000) sequenZieiltedes NV-

und des G-Gens von IHN-Stdmmen vorwiegend aus Alaska. Die phylsgbeet
Analysen ergaben, dass die IHN-Isolate mit ihrer geograpimgdbekunft korrelierten

und die Alaska-Stamme eine gemeinsame Stammlinie (Genotyp Hthketral., 2003;
siehe 2.3.2) mit den Isolaten aus British Columbia haben mussten. Etagler(2000)
untersuchten die Uber einen Zeitraum von 20 Jahren gesammelten lHM&SiEUS
dem US-Aquakultur-Zentrum der Forellenproduktion im "Hagerman Vyallem
"Snake River" in ldaho. 4 verschiedene Viruslinien des Genotyps MatK et al.,
2003; siehe 2.3.2) kursierten als Subgruppen in den verschiedenen Anlagen. In d
Sequenzanalysen zeigten die IHN- Linien eine hohe Divergenz deed\idld von bis

zu 7,6%. In weiterfihrenden Untersuchungen (Troyer & Kurath, 2003) wurden
weitere kleinere Linien identifiziert und es wurde dargestdiss die verschiedenen
IHN-Linien in den Anlagen und Brutanstalten nebeneinander zirkulieretCéhumbia
River Basin" und dem "Snake River" kursierten IHN-Stdmme vomoGe U und M.

Die genetische Vielfalt der verschiedenen regionalen nordeanechen IHN-Isolate
war im "Columbia River Basin" halb so hoch, wie im "Hagermatieya mit dem
Zentrum der US- Forellenproduktion, aber dreimal hoher als in AlaskevéGet al.,
2003).

Umfassende Sequenzanalysen und phylogenetische Stammbaume wactdéir alie
VHS erstellt. Jgrgensen et al.(1995) sequenzierten einen Abschnitt ylepGtein-
Gens von 6 déanischen Isolaten und dem F1- Referenzstamm vor und n&assagen
in der Zellkultur. Nach den 510 Passagen hatte eine Punktmutation imzeges
Abschnitt die Substitution einer Aminosaure hervorgerufen. Stone (@98I7) konnten
durch die Sequenzierung des G-Gens einen Zusammenhang zwischenH&m V
Ausbruch in einer Steinbuttfarm in der Ostsee und zwei VHS-Isolaien Kabeljau,
gefangen auf den Shetland Inseln, herstellen. Die Sequenzen stirant®8,4%
Uberein. Durch die Sequenzanalysen entwickelten sich nach und nawbr im
komplexere phylogenetische Stammbaume (Benmansour et al., 1997; tSaigw $99;
siehe 2.3.2).
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Es konnte aufgezeigt werden, dass die europaischen SuRwassemduileschnittlich
eine 2,5-fach hohere Codon-Substitutions-Rate als marine Linien haberdig=ur
Trennung der Sufwasserstamme von europaischen marinen Linien konnteBasgisler
einer Wahrscheinlichkeits-Verhaltnis-Rechnung, einer "Molekularehr”,U ein
Zeitrahmen von 50 (+ 4,8) Jahren errechnet werden. Ein Zeitrahmen vor 268(B)
Jahren wurde fur die Trennung der europaisch-marinen VHS- und der
nordamerikanischen VHS-Linie errechnet (Einer-Jensen et al., 26{&jte wird
angenommen, dass durch die Verfutterung unerhitzter Fischabfalleem®HSV auf

die Regenbogenforelle Ubergehen konnte und sich daraus in den 50er idahren
Danemark die VHS- SiRwasserstamme des kontinentalen Europaskehthaben
(Dixon, 1999; Einer-Jensen et al., 2004; Skall et al., 2004).

2.7 Viren, Fische und Abwasser

Hinsichtlich der Frage, ob VHSV oder IHNV durch das Abwasser von
Fischverarbeitungsbetrieben in der Umwelt verbreitet werden kauidam es den

Klarprozess in einer Klaranlage durchlaufen hat, ist in der Literatur vibesichrieben.

Fleischer et al. (2000) untersuchten die Eliminationsleistung vecsater Klaranlagen
bezuglich humanpathogener Enteroviren und anderer viraler und badteriel
enteropathogener Erreger beim Menschen. Abhangig von der Elimineistmsy) der
Klaranlage konnen fast alle enteropathogenen Erreger die Kléaniag
infektionstiichtigem Zustand passieren. In den Untersuchungsergebnissesn Kot

bis 99,9 % der Enteroviren und 59,4 bis 99,9 % der anderen enteropathogenen Viren

durch den Klarprozess eliminiert werden.

2.7.1 Tenazitat von VHSV und IHNV

Ausfuhrliche vergleichende Untersuchungen Uber die StabilitatidenvirenVHSV,

PFR, SVCV und IPNV wurden von Ahne (1982) durchgefiihrt. Unter simulierte
Umweltbedingungen bei 10°C war VHSV im Trinkwasser 28 Tage undussWwasser

49 Tage lang infektios. Im Teichschlamm konnte infektioses VHSV @ Temg bei 4

und 10°C nachgewiesen werden. HANV wird eine 90 % ige Inaktivierung nach 5
Tagen nach Suspensiam 12°C kaltem Wasser angegeben (nach Bauer/Rapp, 2003).
Yoshinaka et al. (2000) zeigten, dass IHNV in hohem MalRe von Bentdoetem, und
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anderen Feststoffen adsorbiert wird und infektiés bleibt. So blieb an,L€hoiin
(Porzellanerde) und Kieselgur adsorbiertes IHNV bei 4°C tber 9 Wdahgrnnfektios

fur Regenbogenforellenbritlinge.

2.7.2  Versuche mit Regenbogenforellen im Abwasser von Klaranlagen

Hoeger et al. (2004) untersuchten den immunologischen Einfluss von Abwalsdas a
weil3e Blutbild bei Regenbogenforellen und setzten die Versuchsfiscl32 Wochen
einer Abwasserbelastung aus. Die Belastung bewirkte eine per@amespezifische

Stimulation des Immunsystems mit chronischer Entziindungssymptomatik.

Bei einem Versuch mit Regenbogenforellensetzlingen im Abladara einer
Klaranlage wurde im Zulauf der Klaranlage 5 Liter einer Suspanagiit Yersinia
ruckeri, der Erreger der Rotmaulseuche (ERM), zugeben. Nach 18 Tagen wdieden
Regenbogenforellen pathologisch-anatomisch und bakteriologisch unterfdieht.
Versuchsforellen erschienen klinisch gesund, es konnte abschlieRendritektimn

mit dem Erreger der ERM festgestellt werden (Rapp et al., 2004).
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3 Material und Methoden

3.1 Epidemiologische Untersuchungen in Wildgewasseund
Feldversuche

3.1.1 Untersuchung von FelchefCoregonus lavaretus) aus dem Bodensee

Im Dezember 2002 wurden im Rahmen der Laichfischerei 300 Blaufe{Cloeegonus
lavaretus) aus dem Bodensee-Obersee gefangen. Unmittelobar nach der
tierschutzgerechten Totung wurden Herz, Milz und Kopfniere fur wilielogische
Untersuchung entnommen (Probenliste 1). 180 Felchen wurden im Mindungsgebiet
von Fluss A, einem Bodenseezufluss und 120 Felchen im HafengebieStadeam

Bodensee gefischt.

300 Felchen (laichreif, 300 g bis 500 g) gefischt im Dezember 2002;
Probenbezeichnunij Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von
WbO01 bisWb18 je 10 Felchen (gefischt im Mundungsbereich von Fluss A)
Wb19 bis Wb30 je 10 Felchen (gefischt im Bereich des Hafengebietes)
Wassertemperatur: 7°C im Uferbereich

Probenliste 1

3.1.2  Organproben von Fischen aus dem Bodensee

Von der Fischereiforschungsstelle in Langenargen wurden gesanforgi@proben
von insgesamt 96 Felche(Coregonus lavaretus)6 Hechten (Esox lucius) 8
Seeforellen (Salmo trutta f. lacustrisjund 20 SeesaiblingefSalvelinus alpinus
Ubergeben (Probenliste 2). Diese Fische wurden tber einen ZeitcauMai 2001 bis
Januar 2002 im Bodensee (Obersee) gefangen. Milz, Herz und WMigden den
Fischen entnommen und fangweise in Kunststoffbeutel eingeschwearitzudn
Zeitpunkt der Ubergabe im Marz 2002 wurden die Beutel bei —20°C geldgen bei
—80°C im Tiefgefrierschrank. Nach dem Auftauen und Offnen der Beutelabor

wurden die Organe in Transportmedium A+P gegeben.
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Organproben von Fischen aus dem Bodensee-Obersee

Proben- Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von
bezeichnung
Wb70 1 Hecht 34 cm, gefischt am 07.05.2001
1 Hecht 68 cm, gefischt am 05.07.2001
Wh71 9 Felchen, gefischt am 15.05.2001
Wb72 10 Felchen, gefischt am 21.06.2001
Wb73 4 Seeforellen, gefischt am 17.07.2001
1 Seeforelle 28 cm, gefischt am 28.08.2001
Wb74 11 Felchen, gefischt am 17.07.2001
Wb75 10 Felchen, gefischt am 08.08.2001
Wb76 10 Felchen, gefischt am 28.08.2001
Wb77 10 Felchen, gefischt am 18.09.2001
Wb78 1 Hecht 50 cm, gefischt am 28.11.2001

1 Hecht 86 cn¥ 5020 g, gefischt am 03.12.2001
1 Hecht 58 cm?, 1450 g, gefischt am 05.12.2001
1 Hecht 60 cm, 1465 g, gefischt am 06.12.2001

Wb79 10 Seesaiblinge, gefischt am 16.11.2001
Wb80 10 Seesaiblinge, gefischt am 22.11.2001
Wb81 1 Seeforelle 60 cri, 2500 g, gefischt am 03.12.2001

1 Seeforelle 62 crig, 3045 g, gefischt am 06.12.2001
1 Seeforelle 67 crR, 3420 g, gefischt am 07.12.2001

Wb82 10 Forellen, gefischt am 03.12.2001
Whb83 5 Felchen, gefischt am 11.12.2001

Wb84 10 Felchen, gefischt am 07.12.2001
Wb85 11 Felchen, gefischt am 23.01.2001

Probenliste 2

3.1.3 Feldversuche mit Regenbogenforellen im Bereich eines
fischverarbeitenden Betriebes

In einem fischverarbeitenden Betrieb in einer Stadt am BodeKsete (1) wurde bei
Kontrollen nach 85 Fischseuchen-Verordnung im Februar und Marz 2003H&ei
Regenbogenforellen wiederholt amtlich nachgewiesen (STUA Aulendoofogische
BefundeF13/03 und F28/03. Dieser Fischverarbeitungsbetrieb bezog zum Zeitpunkt
regelmalig Regenbogenforellen und andere Fischarten von verschiedenen
FischgroRhandlern, die in Becken auf der Anlage bis zur Schlachuischengehaltert
wurden. Die Wasserentnahmestelle fur die Halterungen des Eischeiters liegt 650

m flussaufwarts der Mindung von Fluss A. Von dort wird das Wasser in die

Halterungen gepumpt und 5 m unterhalb der Entnahmestelle wieder eingeleitet.
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1530 m oberhalb der Miindung des 35 km langen Flusses A wurde an einem 2 m hohen
Wehr ein neuer Fischaufstieg fertiggestellt. Der Fischagfatimmgeht auf 40 m das
Wehr auf 6stlicher Seite. Die Fliel3geschwindigkeit wird alfe bis zwei Meter durch

im Bett des Fischaufstiegs rechenartig aufgestellte Felsbrockelbrabpt.

3.1.3.1 Feldversuch mit drei Halterkasten von Dezember 2002 bis Januar 2003
In der Zeit vom Dezember 2002 bis Januar 2003 wurden fur 31 Tage 3 Hsitarkiit
Versuchsforellen an zwei Stellen in Fluss A eingesetzt. ddie Holz gezimmerten
Halterkasten (AulRenmalRe: L 90 cm x B 108 cm x H 46 cm; Innenrhefiecm x B
98 cm x H 36,5 cm) hatten 2,0 cm breite Spalten zwischen den Halziatiedas
Durchstromen von Wasser zu ermdglichen. Eine Seite der Kaarezuw Aufklappen.
Die Halterkasten wurden vor dem Einsatz griindlich gereinigt, dasmfund waren

vollstandig ausgetrocknet.

Fur die erste Stelle wurde ein Platz im FischaufstieghésKarte 1) ausgewéhlt. Um
dort einen Halterkasten installieren zu konnen, wurde das Welnremdi der
Installation gedffnet um den Wasserdurchfluss im Aufstieg ztingarn. Mit Ketten
und Verschlissen wurde der Halterkasten befestigt, verankert ui@etarigewichten

beschwert.

Fur die zweite Stelle wurde ein Platz direkt an der MunduiefpésKarte 1) von Fluss
A ausgewahlt. Zwei Halterkasten konnten dort schwimmend an eBeotssteg

befestigt werden.

In jeden eingesetzten Halterkasten wurden 15 Versuchsforellgyesetzt. Die
RegenbogenforelleifOncorhynchus mykissyurden unmittelbar vor Versuchsbeginn
aus einem EU-zugelassenen VHS- und IHN-Virus freien Bet(iekBW-F-18)
bezogen. Die Versuchsfische in den Halterkasten an der Flussmindung wuraheal zwe

die Woche mit einem handelsiblichen pelletierten Forellenfutter geflttert

Nach 14 Tagen wurden die Halterkdsten an beiden Stellen gedffdekontrolliert.
Verendete Versuchsfische wurden entnommen. Nach 31 Tagen wurdéerderch

beendet und alle Versuchsfische zur Untersuchung enthnommen (Probenliste 3).
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Karte 1: Gewasserverlauf von Fluss A mit Fischaefsund Fischverarbeitungsbetrieb
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1 Halterkasten mit 15 Regenbogenforellen (Oncorhynchus myki8s0g) vom
Fischaufstieg (Versuchsdauer: 31 Tage von Dez 2002 bis Jan 2003)

Probenbezeichnun¢| Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von

Whb37 6 Regenbogenforellen (getotet; Enthahme nach 31 Tagen)
Wb100 5 Regenbogenforellen (verendet; Enthnahme nach 14 Tagen)
Wb38 4 Regenbogenforellen (verendet; Entnahme nach 31 Tagen)

2 Halterkasten mit je 15 Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykids0g) von

der Flussmindung (Versuchsdauer:31 Tage von Dez 2002 bis Jan 2003)
Probenbezeichnun¢| Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von

Wb31 bisWb35 je 5 Regenbogenforellen (getotet; Entnahme nach 31 Tagen)
Wb36 4 Regenbogenforellen (getodtet; Entnahme nach 31 Tagen)
Wb99 1 Regenbogenforellen (verendet; Entnahme nach 14 Tagen)

Wassertemperaturen zu Beginn: 6°C am Fischaufstieg und 7°C an der Mindung
Am Ende des Versuchs: 5°C am Fischaufstieg und 6°C an der Mindung

Probenliste 3

3.1.3.2 Feldversuch mit vier Halterkasten von Januar 2003 bis Marz 2003

Der Versuch wurde von Januar 2003 bis Marz 2003 ein weiteres mal elfifciigZum
Schutz der Versuchsfische in den Halterkdsten am Fischaufebiegzu starker
Stromung wurden die Frontseiten der Hélterkdsten mit einem vesmiridech von

aulen verblendet.

Zwei verblendete Halterkasten mit 15 Regenbogenforellen (D-BV8)Fwurden im
Fischaufstieg eingesetzt, zwei Halterkasten mit jeweilgdrsuchsforellen wurden wie

im ersten Versuchsdurchlauf an der Flussmindung eingesetzt (Probenliste 4).

Die Versuche an Fluss A wurden nach vorheriger Absprache nach 84z Ahsa

Tierschutzgesetz (TierSchG) der zustadndigen Behdrde angezeigt.

2 Halterkasten mit je 15 Regenbogenforellen (Oncorhynchus myki3ds0g) vom
Fischaufstieg (Versuchsdauer: 44 Tage von Januar 2003 bis Marz 2003)
Probenbezeichnung| Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von

Wb43 undWb44 je 5 Regenbogenforellen (getbtet; Entnahme nach 44 Tagen)
Wb102 20 Regenbogenforellen (verendet; Enthahme nach 44
Tagen)
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2 Halterkasten mit 15 bzw. 16 Regenbogenforellen (Oncorhynchus niyk35€g)
von der Flussmiundung (Versuchsdauer: 44 Tage von Januar 2003 bis Mérz 2003)

Probenbezeichnung| Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von

Wb39 7 Regenbogenforellen (getbtet; Enthnahme nach 44 Tagen)
Wb40 bisWb42 je 6 Regenbogenforellen (getdtet; Entnahme nach 44 Tagen)
Wb101 6 Regenbogenforellen (verendet; Entnahme nach 44 Tagen)

Wassertemperaturen zu Beginn: 5°C am Fischaufstieg und 6°C an der Mindung
Am Ende des Versuchs: 3°C am Fischaufstieg 5°C an der Miindung

Probenliste 4

3.1.4  Versuch mit Regenbogenforellen im Ablaufwasser einer Klaranlage

Der in 3.1.3 erwéahnte fischverarbeitende Betrieb leitet seinea@thbwasser in die
Kanalisation der Stadt. Die Klaranlage dieser Stadt hat eusbaigrof3e fur 87.000
Einwohner und arbeitet mit physikalischen, biologischen und chemischen
Reinigungsstufen. Aus den Absetzbecken flie3t das geklarte Abwadsézt in den
Ablauf. Das geklarte Abwasser wird Uber eine Kanalleitung dem igdart

Gewassersystem in an einer unzuganglichen Stelle wieder zugefihrt.

Es wurde ein Versuchsbecken aufgebaut, in dem Regenbogenforellen als
Versuchsfische im Ablaufwasser gehalten werden sollten. Um dems&digehalt im
Ablaufwasser von unter 1,0 mg/l zu erhéhen und um eine Halterung von
Regenbogenforellen in diesem Wasser zu ermoglichen, wurdeimeit Tauchpumpe
aus dem 3 m tiefen Ablaufkanal der Klaranlage geklartes Abwassaren 4 m hohen
Beluftungssturm gepumpt. Auf drei Ebenen in diesem Turm befanden sich
Beluftungselemente, in denen das Wasser verrieselt wurde und nstctdem

Luftsauerstoff anreichern konnte.

Das Wasser wurde nach der Verrieselung in einer Wannefanfge und Uber eine
Rohrleitung in das 1 frgroRe Versuchsbecken geleitet. Fiir das Versuchsbecken wurde
ein gesauberter, industrieller Chemikalienbehdlter genutzt,idedein Versuchzweck

prapariert wurde.

Nach der Installation wurde im Versuchsbecken ein Sauerstoffgaimalt0,5 mg/l bei
7,2°C gemessen. Die Forderleistung der Saugpumpe im Ablauf wurde #sf 2
eingedrosselt, damit ergab sich eine 17- bis 18-fache Erneuerung desrkdgpers im

Versuchbecken pro Tag. Nach einem achttagigen Probelauf wiandegbruar 2003 10
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RegenbogenforellensetzlingeOrfcorhynchus mykiss (Gewicht: 50 g) in das
Versuchsbecken eingesetzt. Sieben Tage spater wurden weitere 50
Regenbogenforellensetzlinge aus gleicher Herkunft (D-BW-Fut®®) Bestand dazu
gesetzt (Probenliste 5). Nach der Eingewéhnung wurden die Versrailesf mit
einem handelsiblichen Forellenfutter fir Jungfische gefiittert.

Die Fische wurden taglich Uberwacht, regelmaflig wurden die aNmsameter
Temperatur, pH-Wert, Sauerstoffgehalt und Ammonium-StickstoffgeNgdt/NH4")
im Versuchsbecken gemessen. pH-Wert, Ammonium-Stickstoff-, Nunt Nitrat-

Gehalt im Ablaufwasser sowie die Wasserzulaufmenge sind vom SigiteKlaranlage

dokumentiert.

e

s il

e
«

Bild 1: BeIUftungsturm und Versuchsbecken in dérdflage
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Regenbogenforellensetzlinge (Oncorhynchus myki€s) g)

(Versuchsdauer: 62 Tage von Februar 2003 bis April 2003)

Probenbezeichnun¢| Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von

WDb51 bisWb55 je 10 Regenbogenforellen (getbtet; Enthahme nach 62 Tagen)
Wb56 7 Regenbogenforellen (getdtet; Entnahme nach 62 Tagen)

Probenliste 5

Der Versuch wurde nach vorheriger Ricksprache mit der zustan8ejerde nach 8§88

Abs. 7 Nr. 2 Tierschutzgesetz (TierSchG) angezeigt.

3.1.5 Feldversuche mit Regenbogenforellen im Bereich eines VHS midirten
Betriebes

In einem kleinen Fischhaltungsbetrieb wurde im Winter 2002/2003 diewiei&erholt
amtlich festgestellt (CVUA Stuttgart, virologischer Befufd10/03). Die Anlage, eine
ehemalige Muhle, wurde mit Bachwasser aus zwei Bachen verBag entnommene
Wasser aus dem Bach B und Bach C und Wasser aus kleinerennQuettle der
Anlage uUber den Muihlkanal zugefiihrt (siehe Karte 2). Die Anlagearmbsim
wesentliche aus einem 2,50 m breiten und 45 m langen FlieBkanal, indidem
Regenbogenforellen gehalten wurden. Das Ablaufwasser aus der Amlade Uber
einen 126 m langen, teilweise unterirdisch gelegenen Kanal zurtdkninBach B
geleitet. Die Anlage hatte ca. 20 I/s Wasser zur Verfggide Fische in der Anlage
wurden speisereif eingekauft und auf der Anlage frisch oder gerduahedie

Kundschaft vermarktet.

3.1.5.1 Feldversuch 2003
In der Zeit vom Februar 2003 bis Marz 2003 wurden zwei wie in 3.1.3.1 bdschrie

Halterkasten mit Versuchsforellen an zwei Stellen im Bach B edtajes

Halterkasten Nr. 1 wurde 80 m bachaufwarts der Einleitungsstelkentiege in Bach B
an einer geeigneten tiefen Stelle eingesetzt. Halterk&ste2 wurde unmittelbar an der
Einleitungstelle aus der Anlage in Bach B eingesetzt. landdalterkasten wurden 15
RegenbogenforelleOncorhynchus mykisg§sewicht: 300 g) aus einem VHS und IHN
seuchenfreien Betrieb mit EU-Einzelbetriebszulassung (D-B¥2)Feingesetzt. Die
Halterkasten wurden mit Ketten am Ufer befestigt und mit Geencbeschwert. Zum

Schutz der Versuchsfische vor zu starker Wasserstromung wurdémnodiseiten der
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Halterkdsten mit Kunststofffolie verblendet. Die Versuchsfischa&lan Halterkésten
(Probenliste 6) wurden taglich kontrolliert und regelmafiig mit eihandelsiublichen,

pelletierten Forellenfutter gefittert.

Die Versuche nach vorheriger Absprache der zustandigen Behdrde nadisdi4d 3,

Tierschutzgesetz (TierSchG) angezeigt.

Halterkasten Nr.1: 15 Regenbogenforellen (Oncorhynchus myki860g)
80 m oberhalb Auslal3 (Versuchsdauer: 21 Tage von Januar bis Marz 2003)
Probenbezeichnunc| Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von

Wb45 bisWb47 |je 5 Regenbogenforellen (getdtet nach 21 Tagen)

Halterkasten Nr.2: 15 Regenbogenforellen (Oncorhynchus myki860g)
am Auslal3 (Versuchsdauer: 21 Tage von Januar bis Mérz 2003)

Probenbezeichnung| Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von
Wb48 8 Regenbogenforellen (getdtet nach 21 Tagen)
Wb49 5 Regenbogenforellen (getotet nach 21 Tagen)
Wb50 2 Regenbogenforellen (verendet, nach 20 Tagen)

Probenliste 6

3.1.5.2 Feldversuch 2004
Im Winter 2003/2004 wurde in diesem Betrieb erneut die VHS amtlistydstellt
(CVUA Stuttgart, virologische Befun&Vv84/03). Ein weiterer Feldversuch wurde in

ausgebauter Form durchgefuhrt.

Es wurden 4 verblendete Halterkasten (siehe 3.1.3.1), wie in Karte 2 ddt,gadeich

B eingesetzt. Halterkaster.1 wurde 220 m bachaufwarts vom Auslald der Anlage
eingesetzt. Dort floss Bach C in Bach B und bildeten einen 40 d¢em teumpen.
Halterkasten Nr.2wurde 80 m bachaufwarts vom Auslal3 der Anlage eingesetzt.
Halterkasten Nr.3 wurde 640 m unterhalb des Auslasses im Bah einer 80 cm
tiefen Stelle schwimmend eingebracht. Haélterkasten Nr.4 wurddztzudeekt am
AuslalR der Anlage eingesetzt. Alle vier Halterkdsten wurden jait 15
RegenbogenforelleOncorhynchus mykisgus dem EU-zugelassenen Betrieb (D-BW-
F-42) besetzt. Die Halterkasten wurden taglich kontrolliert und \kesuchfische

wurden regelmafig gefuttert.

Nach 21 Tagen wurde bei den Versuchsfischen in Halterkastert Mine VHS-

Erkrankung Klinisch festgestellt. Unmittelbar vor vollstandigem&hine der Forellen
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aus Halterkasten Nr.4 wurden je 5 Versuchsforellen aus den HélemniNr.1, Nr.2
und Nr.3 entnommen. Nach 35 Tagen wurde der Versuch beendet und alle veebliebe

Versuchsfische entnommen (Probenliste 7).

Fur den Versuch wurde nach 88 Tierschutzgesetz (TierSchG) einar@gonag durch

die zustandige Behorde eingeholt.

— | ” , _ B ol
Karte 2: Ubersichtskarte mit Gewéasserverlauf, Bétrund Darstellung der eingesetzten Halterkasten
im Feldversuch 2004
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HalterkasterNr.1: 15 Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykis2509)

220 m oberhalb Auslal3 (Versuchsdauer: 35 Tage von Januar bis Marz 2004)
Probenbezeichnun¢ Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von

Wh86 5 Regenbogenforellen (getotet; Enthnahme nach 21 Tagen)
Wb92 undWb93 je 5 Regenbogenforellen (getttet; Entnahme nach 35 Tagen)

HalterkasterNr.2: 15 Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykis3509)
80 m oberhalb Auslald (Versuchsdauer: 35 Tage von Januar bis Marz 2004)
Probenbezeichnung| Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von

Whb87 5 Regenbogenforellen (getotet; Entnahme nach 21 Tagen)
Wb94 undWb95 je 5 Regenbogenforellen (getdtet; Entnahme nach 35 Tagen)

HalterkasterNr.3: 15 Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss); Gewi¢B60g
640 m unterhalb Auslal’ (Versuchsdauer: 35 Tage von Januar bis Marz 2004)

Probenbezeichnung| Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von

Whb91 5 Regenbogenforellen (getotet; Entnahme nach 21 Tagen)
Wb96 5 Regenbogenforellen (getotet; Enthahme nach 35 Tagen)
Whb97 3 Regenbogenforellen (getotet; Entnahme nach 35 Tagen)
Wb98 2 Regenbogenforellen (verendet; Enthahme nach 35 Tagen)

HalterkasterNr.4: 15 Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss); Gewi¢B60g
am Auslald (Versuchsdauer: 35 Tage von Januar bis Méarz 2004)

Probenbezeichnun¢ Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von

Wh88 5 Regenbogenforellen (getotet; Enthahme nach 21 Tagen)
Wb89 6 Regenbogenforellen (getotet; Entnahme nach 21 Tagen)
Wb90 4 Regenbogenforellen (verendet; Entnahme nach 21 Tagen)

Probenliste 7

3.1.6  Epidemiologische Untersuchungen im Bereich eines VHS inBrien
Fischhaltungsbetriebes

In einem groRReren Salmonidenhaltungsbetrieb wurde im Mai 2003 ein VHSuabsbr
amtlich festgestellt (CVUA Stuttgart, virologische Befun@€37/03 und FV74/03).
Dieser Betrieb lag am Bach D im Schwarzwald. Der Bachfibrte einen
durchschnittliche Wassermenge von 120 I/s, hat einen Oberlauf von 11,2 laur bis
Anlage und mindet 345 m unterhalb der Anlage in den Fluss E. In der Amleide

ein  Angelpark betrieben. Dafir wurden halbwichsige und speisereife
RegenbogenforellenOncorhynchus mykisszugekauft, in Fischteichen ausgemastet
und in die Angelteiche besetzt. Die Anlage erstreckte sieh 286 m Bachstrecke und
bestand zum damaligen Zeitpunkt aus 14 Fischteichen mit einer &elohflon 4.646

m® und 6 Angelteichen mit einer Teichflache von ca. 8.7830te 14 Fischteiche und
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ein grol3er Angelteich befanden sich auf der westlichen Seiengelteiche auf der

Ostlichen Seite von Bach D (siehe Karte 3). Die gesamte Anlage wesgdeigt von

Abschnitte
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durchschnittlich 60 I/s Bachwasser, die an einem kleinen 45 cm hohen Wehr
unmittelbar oberhalb der Anlage entnommen wurden und Uber einen Kanal und

Rohrleitungen den Fisch- und Angelteichen zugefuhrt wurden.

Nach einem fehlgeschlagenen Sanierungsversuch im Februar 2004 wuvide 2004
bei der Nachbeprobung durch den Fischgesundheitsdienst in einem iEisehnieut
die VHS nachgewiesen (CVUA Stuttgart, virologische BefuRd87/04 und FV50/04)
und verbreitete sich dann rasch binnen weniger Wochen tber die gesdage. Nach
dem Ansteigen der Wassertemperaturen auf tber 14°C war gederd&tMonats Juli

klinisch kein Seuchengeschehen mehr zu beobachten.

Im September 2004 wurde unter Leitung von Veterindramt und Fsehdieeitsdienst
mit der Betriebsanierung begonnen. Der Fischbestand wurde netwddie letzten
verblieben Regenbogenforellen aus den Angelteichen wurden gekeulStitinprobe
von 60 Regenbogenforellen (Probenliste 8) wurde am CVUA Stuttgantogisch

beprobt.

Gekeulte Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss; 350 bis 7509)
Probenbezeichnung | Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von

FV62-1/04bis-4/04 |je 15 Regenbogenforellen aus Angelteichen 1 bis 6
Wassertemperatur: 13°C

Probenliste 8

3.1.6.1 Elektroabfischung am Bach D

Mit Hilfe der Fischereisachverstdndigen des zustandigen Regsgm@sidiums und
dem lokalen Fischereiverein wurde ein Tag nach Keulung deetetztrbliebenen
Regenbogenforellen in der Anlage, zeitgleich zu den Reinigungs- und
DesinfektionsmalBhahmen in dem Fischhaltungsbetrieb eine Elektroabfisdasng
Bachs D zur Entfernung der im Bach vorhandenen empfanglichen und angteckun
verdachtigen Fische durchgefuhrt. Der abzufischende Teil des Bachgrd2 \wm 5
Abschnitte unterteilt (siehe Karte 3). Die Grenzen fir die Absihniurden durch die

am Bach gegebenen Hindernisse, natirliche Gewasserabsatze,aSkEmizonen, der
Einmindungsstelle des Bachs D in Fluss E und durch die Lage der Anlage defigiert. D
Abschnitte 1 und 2 befanden sich oberhalb der Anlage, bachaufwérts vom madr a
Wasserentnahmestelle und wurden zuerst elektrisch abgefisdigi Wurde vom Wehr

beginnend bachaufwérts gefischt. Die Abschnitte 3, 4 und 5 lagen unteesaltdehres
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bis zur Einmindung des Bachs D in das grol3ere FlieRgewassderMibfischung der

unteren 3 Abschnitte wurde an der Stelle der Einmindung des BachobBnleegund

bachaufwérts bis zum Wehr elektrisch abgefischt. Insgesamt mvurdeallen 5

Abschnitten 452 BachforellefSalmo trutta f. fariojund 22 Regenbogenforellen

(Oncorhynchus mykisg)ektrisch abgefischt (Probenliste 9).

Abschnitt 1:Wehr Anlage bis 1. Absatz bachaufwarts (Wegstrecke 90 m)

Probenbezeichnung

Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von

FV63-1/04 20 Bachforellen > 30 cm

FV63-2/04 20 Bachforellen 20-30 cm

FV63-3/04und-4/04 |20 und 30 Bachforellen 10-20 cm

FV63-5/04 19 Bachforellen < 10 cm

FV63-6/04 2 Regenbogenforellen > 30 cm

Abschnitt 2:0berhalb der Anlage, vom 1. Absatz bis zum 2. Absatz (Wegstrecke 30 m)
Probenbezeichnung | Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von

FV63-7/04 1 Bachforelle < 10 cm; 9 Bachforellen 10-20 cm

FV63-8/04 2 Bachforellen 20-30 cm; 13 Bachforeller80 cm

Abschnitt 3: Mindung Bach D bis Flachwasserzone an Briicke (Wegstrecke 245 m)

Probenbezeichnung

Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von

FV63-9/04

30 Bachforellen > 30 cm

FV63-10/04

20 Bachforeller?0-30 cm

FV63-11/04und-12/04

30 und 30 Bachforellen 10-20 cm

FV63-13/04bis-15/04

30, 32 und 30 Bachforellen 10-20 cm

FV63-16/04

42 Bachforellen < 10 cm

Abschnitt 4: Briicke bis unteren Absatz der Anlage (Wegstrecke ca. 140 m)

Probenbezeichnung

Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von

FV63-17/04 12 Bachforellen > 30 cm

FVv63-18/04 30 Bachforeller20-30 cm

FV63-19/04 6 Regenbogenforellen > 30 cm; 1 Regenbogenforelle 20-30 cm
FVv63-20/04 26 Bachforellen 10-20 cm

FV63-21/04 11 Bachforellen < 10 cm

Abschnitt 5:Unterer Absatz bis Wehr der Anlage (Wegstrecke ca. 285 m)

Probenbezeichnung

Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von |

FV63-22/04 3 Bachforellen > 30 cm; 6 Bachforellen 20-30 cm
FV63-23/04 5 Bachforellen 10-20 cm; 11 Bachforellen < 10 cm
FV63-24/04 6 Regenbogenforellen > 30 cm; 1 Regenbogenforelle 20-30 cm

Wassertemperatur: 11°C in Bach D

Probenliste 9
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Die Befischung wurde bei 700 V Gleich-Spannung (E-Teil: Fis€@ig7/4 400/700 V,
5 KW; Diesel: Hatz ES780, 6,6 KW) durchgeflhrt.

3.1.6.2 Elektroabfischung des Zulaufkanals eines Wasserkraftwerkes ak Fluss

18 Tage nach der elektrischen Abfischung an Bach D wurde ginBees Oktobers
2004 im Rahmen von Revisionsarbeiten an einer Turbine zur Stromerzeugehg dur
Wasserkraft, der Zulaufkanal zum Kraftwerk abgestellt undirdi&anal befindliche
Fischpopulation zur Umsiedlung elektrisch abgefischt. Der 909 m lange und
durchschnittlich 2,5 m Breite liegt 226 m unterhalb der Einmindungssketl Bach D

an Fluss E (Karte 4). Der Wasserzulauf zum Kanal wird Ubeweahr reguliert. Am
Ende des Kanals ist ein Rechensystem, ab dort wird das Wassgirdisch zur

Turbine gefuhrt und dann zurick in die Fluss E geleitet.

%-)'/B f’if/

Karte 4: Ubersichtsplan tiber Kanal mit Lage voniiend Turbine

Die Abfischung wurde mit einem tragbaren Elektrofischeretg&BKO-Leutkirch Typ
FEG 1500, 1,5 KW) vom lokalen Fischereiverein durchgefiihrt. Es wurdgasiast
331 Bachforeller{Salmo trutta f. fario) 5 GroppenCottus gobio) 25 Bachneunaugen
(Lampetra planeri)und 28 RegenbogenforellefOncorhynchus mykissglektrisch
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abgefischt. Die Regenbogenforellen und 7 Bachforellen wurden virologisphobt
(Probenliste 10).

Fische aus dem Zulaufkanal

Probenbezeichnuni| Probeninhalt: Organpool (Herz, Milz, Kopfniere) von
FV67-1/04 7 Bachforellen 10-15 cm

FV67-2/04 7 Regenbogenforellen aus ,Rohr* >30 cm
FV67-3/04 11 Regenbogenforeller30 cm

FV67-4/04 10 Regenbogenforellen >30 cm

Wassertemperatur: 12°C
Probenliste 10
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3.2 Totung, Organentnahme, Probentransport und
Probenaufbereitung
Die untersuchten Fische wurden unmittelbar nach der Entnahme alilierk&sten
bzw. nach Abfischung durch Kopfschlag betdubt und durch Organentnahme mit
Ausbluten tierschutzgerecht getttet. Mit einem sterilen Messede die Bauchhohle
eroffnet und die Organe Herz und Milz wurden mit einer steriférmuigischer Pinzette
und Schere unmittelbar entnommen. Mit der Pinzettenspitze wurderdsalder dem
Nierengewebe durchstochen und angeritzt. Mit einem sterilerespfiaffeeltffel unter
zu Hilfenahme der Pinzette wurde so die Kopfniere herausgelast.a8eptisch
entnommenen Organe wurden in gekuhlte und sterile 100 ml Glasflasclhen mi
Glasperlen und 15 ml Transportmedium A+P (MEM-Earle + 10 ml/| Gl@g7,5% +
200 L.E./ml Penicillin; 333ug/ml Streptomycin + 0,51g/ml Partricin + 10% FKS)
gegeben. Das Organmaterial von mehreren Fischen wurde, abhangiyersach
(siehe Probenlisten 1 bis 10), in einer Flasche gepoolt. Fir jedgangaol wurde
frisches steriles Entnahmenbesteck verwendet. Bei der Orgametnaurden die
Fische pathologisch-anatomisch untersucht. Durch Schitteln dehé&tasvurde das
Organmaterial vollstdandig vom Transportmedium Uberdeckt und vorzernkleine
Anschluss wurden die Probenflaschen in einer Styropor-Transportbox mit
Kiuhlelementen unmittelbar ins Labor transportiert. Die Tempenater Transportbox
betrug 4 bis 8°C (Hostnik et al., 2002).

Im Labor wurde das Gewebematerial und Transportmedium A+P enf
Mischungsverhéltnis von 1:10 eingestellt. Mittels der Glasperlearobengefald wurde
das Organmaterial durch starkes Schiitteln der Flaschen rditstdomogenisiert und
im Transportmedium A+P suspendiert. Das Homogenat wurde in mefersahiedene
Gefal3e verteilt: 1 steriles und verschraubbares 14 ml Rohrchére fdirusanziichtung

in der Zellkultur, 1 steriles und RNA-freies 1500 Reaktionsgefal? fur die RT-PCR
Untersuchung und 2 sterile 20QDReaktionsgefal3e zur Ruckstellung. Die Behaltnisse

wurden bis zur weiteren Aufarbeitung bei —80°C eingefroren.
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3.3  Virologische Untersuchungen

Die Aufbereitungen und virologischen Untersuchungen in der Zellkultur wurden
Anlehnung an die Entscheidung der Kommission 2001/183/EG zur Festlegung der

Probenahmepléane und zum Nachweis bestimmter Fischseuchen durchgefuhrt.

3.3.1 Virusanzucht in Zellkultur

3.3.1.1 Vorbereitungen

Die 10 ml Probenréhrchen mit dem Organhomogenat wurden im Kuihlschrank Uber
Nacht aufgetaut und anschlie3end fiir 15 Minuten bei 3000 g in einer Kihlzentrifuge bei
5°C zentrifugiert. FUr die Anzichtung wurden 24-Well-Zellkultur-RlagCorning Inc.,
Costar 3524) benutzt. Maximal wurden pro Ansatz 10 Proben bearbeitetd{fizpl).

Jede Probe wurde im Doppelansatz bei unterschiedlicher Verdinnung @t2-Rind

EPC- Zellen in Simultantechnik verimpft.

Platte mit RT(-2 Platte nit EPC
_7Probe ! Probe 6 N

/- D 4 Y

\ N—Kulturkontroller /

Probe 1(

KKKO

Positivkontrollplatt

Abbildung 1 zeigt das angewandte Pipettierschema
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3.3.1.2 Filtration des Uberstands
1,2 ml Uberstand der zentrifugierten Proben wurden mit einerestétiiml Spritze aus

dem 14 ml Probenréhrchen enthnommen und ein steriler Membranfilt€;8m bzw.
0,45um PorengrofRe auf den Konus der Spritze fest aufgesetzt. 2 Tregfepl) und
1 Tropfen (~40ul) wurden so fur jede Probe in die zugeordneten Vertiefungen pro

Zellkulturplatten vorgelegt.

3.3.1.3 Positivkontrollen
Als Positivkontrolle wurde VHS-, IHN- und IPN- Kontrollvirus (Tak®IR) in eine

separate Zellkulturplatte, wie in Abbildung 1 dargestellt, eiriges2 Tropfen (~8Qul)
und 1 Tropfen (~4Ql) wurden in die zugeordneten Vertiefungen der Zellkulturplatten

mit einer sterilen 1 ml Pipette vorgelegt.

Tabelle 2: Eingesetzte Laborviren fiir Positivkohi&o

Virus: VHS- Virus
Serotyp: 1 (F1), Serogruppe |
Virusstamm: Fi13

Lfd.Nr.NRL-VF: |V935

Virus: IHN- Virus

Virusisolat: 332

Lfd.Nr.NRL-VF: |IHN 265

Virus: IPN- Virus
Serotyp: SPJARRUP (Sp.)
Bezeichnung: IPN 345

3.3.1.4 Beimpfen

Fur die Virusanzichtung wurden 5 bis 10 Tage alte RTG-2- und EPC- Zaiéul
eingesetzt. Die Zellen wurden aus den 88 Zeilkulturflasche (Fa. Nunc) abtrypsiniert
(Trypsin / EDTA- Loésung 0,05/0,02% (w/v) in PBS w/o’GaMg®"; Biochrom AG)
und in 30 ml Anzuchtmedium A+P (MEM-Earle + 10 ml/l NaHC05% + 200 LE./ml
Penicillin; 333ug/ml Streptomycin + 0,%g/ml Partricin + 10% FKS) aufgenommen.
Mit einer sterilen 10 ml Pipette wurde 1 ml Zellsuspension i dertiefungen
pipettiert. Zuerst wurden die Kulturkontrollen (KuKo) einer Platteynddie Wells mit
dem Probensubstrat, anschlieRend die Kulturkontrollen auf der Positivkolattell

dann die mit VHS-, IHN- und IPN- Kontrollvirus vorgelegten Vertigfan befillt. Bei
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einer Ausgangsverdinnung der Organsuspension von 1:10 ergab sich bei Worgabe
80 pl Substrat eine Verdunnung von 1:135 und beué8ubstrat eine Verdiinnung von
1:260. In einem Umkehrmikroskop (Will, Wilovert) wurde in 40-fachergv@éerung
die homogene Verteilung und der Zustand der beimpften Zellen Uberpiéft.
beimpften Zellkulturplatten wurden zur Bebritung in einen ersahigsfreien CQ
Kuhlbrutschrank (Kendro, BBK 6220 mit externem Umwalzkihler: Haake, Therm

UWK45) mit 2,5% CQ-Atmosphéare bei 15°C Temperatur gestellt.

Nach 3, 5 und 7 Tage wurden die beimpften Zellkulturen unter dem Umikebskop
bei 40- bis 150-facher VergroRerung auf das Auftreten eines cpE iifberdgm
potentiell toxische Effekte durch das Substrat von cytopathischerkté&tffedoesser
unterscheiden zu konnen, wurden die unterschiedlich verdinnten Proben, die

Kulturkontrollen sowie die Positivkontrollen in die Beurteilung mit einbezogen.

3.3.1.5 Passagieren der Kulturen

Nach 7 Tagen war die erste Passage abgeschlossen. NachudeduBg wurden die
Zellkulturplatten mit den RTG-2- und EPC- Zelllinien sowie die Koliplatte bei —
70°C eingefroren. Das Einfrieren und anschlieRende Auftauen bewirkitlatasn der

Zellen und ggf. die Freisetzung von intrazellular gelegenem Virus.

Waren nur geringe Mengen von Virus im Ausgangssubstrat vorhanden, seinwar
virusbedingter cpE nach der ersten Passage oft noch nicht erkenmmnidiiache
Vermehrung von Virus wurde durch weitere Zellkultur-Passagen bewidgische
Eigenschaften des Ausgangssubstrates verringerten sich beingi®assalurch die

Verdiunnung. Ein virusbedingter cpE wurde so offenkundig.

Nach dem Auftauen der eingefrorenen Zellkulturplatten wurdederit Spitze einer
sterilen und gestopften 1 ml Pipette der Zellrasen der doppeaseatzgen Proben bzw.
der Positivkontrollen mit kreisender Bewegung abgeschabt und in eirzUgaimmen
gemischt. 10Qul respektive 5Qul des gemischten Agens wurden in die zugeordneten
Vertiefungen der frischen Zellkulturplatte vorgelegt. Je 1 mtifr abtrypsinierte RTG-

2- und EPC- Zellen wurden in der Reihenfolge Kulturkontrollen, Proben,
Kulturkontrollen, Positivkontrollen in die neuen Zellkulturplatten pipettibre Platten
wurden bei 15°C und 2,5% GG Atmosphare bebriitet, nach 3 und 5 Tagen kontrolliert

und nach 7 bzw. wiederholt nach maximal 10 Tagen beurteilt.
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3.3.1.6 Beurteilung
Die Zellkulturen wurden unter dem Umkehrmikroskop bei 40- bis 150-facher

Vergrol3erung beurteilt.

Der Zellrasen der Kulturkontrollen musste einheitlich dicht gewathsdas

Kulturmedium ungetriibt und frei von Verunreinigungen sein.

Die VHSV-, IHNV- und IPNV- Positivkontrollen mussten einen cpE aidem War
nach 7 Tage bzw. 10 Tagen bei einer oder mehreren Positivkontrollen kein cpE sichtbar,

musste die gesamte Anzichtung wiederholt werden.

War nach 7 bzw. nach max. 10 Tagen in der 2. Passage bei einekk€irolopE auf

RTG-2 oder EPC-Zellen erkennbar, wurde die Probe negativ beurteilt.

War nach 7 bzw. nach max. 10 Tagen in der 2. oder folgenden Passage ei
offensichtlich  virusbedingter cpE erkennbar, wurde eine Virusidertidika
durchgefuhrt. War nach 7 bzw. nach max. 10 Tagen bei einer Probeklamne
Beurteilung nicht moglich (unklare cpE) wurden weitere PassagenPdgven
durchgefuhrt. Die Virusidentifikation mittels indirekten Immunfluseenz-Tests bzw.
RT-PCR war als ergdnzende Option moglich. Bis zur Identifikatiordan die Platten

bei —70°C eingefroren.

3.3.2  Virusidentifikation mittels indirekten Immunfluoreszenz-Tests
Proben, bei denen in der 2. oder einer der folgenden Passage imusamyucht ein

cpE auftrat bzw. Proben, die nicht eindeutig negativ zu beurteilemwargden mit

indirekten Immunfluoreszenz-Tests (IIFT) untersucht.

Die Untersuchung wurde in einer 96-Well-Zellkulturplatte duréilge. Jeder Ansatz
einer Probe sowie die Positivkontrollen (PK) wurden auf die 96-Walkdlturplatte
Ubertragen und mittels IIFT auf VHSV, IHNV und IPNV untersucht wanch

Mehrfachinfektionen detektieren zu kbnnen (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Schema der Plattenbelegung fur die IIFTs

RTG-2 EPC RTG2 | EPC [RTG2 | EPC

VHS | Probe: | Probe:| Probe: | Probe: | Probe: | Probe: | Probe:| Probe:| KuKo | KuKo | VHSV | VHSV

VHS | Probe: | Probe:| Probe: | Probe: | Probe: | Probe: | Probe:| Probe:| KuKo | KuKo | VHSV | VHSV

IHN | Probe: | Probe:| Probe: | Probe: | Probe: | Probe: | Probe: | Probe:| KuKo | KuKo | IHNV | IHNV

IHN | Probe: | Probe:| Probe: | Probe: | Probe: | Probe: | Probe:| Probe:| KuKo | KuKo | IHNV | IHNV

IPN | Probe: | Probe:| Probe: | Probe: | Probe: | Probe:| Probe:| Probe:| KuKo | KuKo | IPNV | IPNV

IPN | Probe: | Probe:| Probe: | Probe: | Probe: | Probe:| Probe:| Probe:| KuKo | KuKo | IPNV | IPNV

Pro Vertiefung wurden 100ul frische abtrypsinierte RTG-2- bzw. EPC-
Zellkultursuspension vorgelegt. 26 Probentberstand wurden aus den aufgetauten 24-
Well-Zellkulturplatten fir den Reaktionsansatz eingesetzt. Wdim Passagieren wurde
vorher mit der sterilen Pipettenspitze der restliche am Bodenftantia Zellrasen
abgekratzt. Nach der Beimpfung wurden die Platten bei 15°C und 2,5%-CO
Atmosphare fir 3 bis 6 Tage bebriitet und regelmaRig im Umkehrmikroskdp-ais
150-facher VergroRerung kontrolliert. Die Bebritungsdauer wurde sé@hifevdass
keine vollstdndige cpE-bedingte Ablosung des Zellrasens vom Boden der
Zellkulturplatte auftrat. Fur den VHSV- Nachweis wurden gutéé&d&rgebnisse nach

3 Tagen und fur den IHNV- und IPNV- Nachweis nach 6 Tagen erzielt.

Die IIFTs wurden mit BIO-FLUO VHS (BIO K 06; Charge: R%04J12), BIO-FLUO
IHN (BIO KO08; Charge: FIHNO4123) und BIO-FLUO IPN (BIO K10; éige: F04J12)
Testkits (BioX Diagnostics) durchgefihrt.

Vorbereitung der Testkit- Reagenzien

e 1x 100 ml Waschkonzentrat: 10-fach konzentrierte PBS wurde verdinnt in 900

ml Aqua dest. und ergab die gebrauchsfertige Waschlésung.

» Jeweils 1 Flasche lyophilisierter monoklonaler Antikdrper (Maspgzifisch
gegen VHS, IHN bzw. IPN wurde aufgelost in 500Aqua dest. (Stocklosung),
aliquotiert und bei —20°C eingefroren. Unmittelbar vor Gebrauch wurde die

Stockldsung 1:20 mit gebrauchsfertiger Waschlosung verdinnt.

* 1 Flasche lyophilisiertes Fluorescein- markiertes ImmunglobikhTC-
konjugiertes anti-Maus Ziegen-lg) wurde in 5ADAqua dest. (Stocklésung)

aufgeldst, aliquotiert und in Glasbehéltern bei —20°C einfroren. Usibattvor
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Gebrauch wurde die Stocklésung 1:20 mit Verdinnungspuffer (enthalt Evan’s

blue) verdinnt.

Nach der Bebrutung wurde das Anzuchtmedium durch Abschleudern vonatier Pl
entfernt. Der Zellrasen am Boden jeder Vertiefung wurde mipi5Bceton-haltiger
Fixationslosung fur 20 min bei 4°C fixiert. Die Fixationslosung wutdech Umdrehen
der Platte entfernt und die Platte einige Sekunden zum Abtropfeisaagfahiges
Papier gelegt. Mit der Waschlosung wurde die Zellkulturplatteicitrg zweimal mit
Hilfe einer Mehrkanalpipette gewaschen und anschlielend zum Alstrogdé
saugfahiges Papier gelegt. 50 der gebrauchsfertigen Verdinnungen mit den
monoklonalen VHS-, IHN-, IPN- Antikorpern wurden in die entsprechenden
Vertiefungen pipettiert und 1 h bei 20°C inkubiert. Die monoklonalen Antikorper
wurden durch Umdrehen und leichtes Klopfen entfernt, abgetrocknet undadie Pl
zweimal mit Waschlosung gewaschen. B@ebrauchsfertiges Konjugat wurden in die
Vertiefungen zugegeben und 1 h bei 20°C inkubiert. Mit Waschlésung wurde aweim
gespult, die Platte auf saugfahigem Papier vorsichtig trock&opie und 50 pl

Eindeckmedium in die Vertiefungen geben.

3.3.2.1 Auswertung
Unter einem  Fluoreszenz-Umkehrmikroskop  (Leitz, Fluovert FS  mit
Fotodokumentation: Wild MPS46) wurde die 96-Well-Zellkulturplatte ausgewertet.

Die Kulturkontrollen wurden zuerst betrachtet. Es durften keine hellguichtenden
Partikel inner- und aufRerhalb der Zellen erkennbar sein. DienZeklbst sollten

dunkelrot angefarbt sein.

Die mit VHS-, IHN- bzw. IPN- Laborvirus inokulierten Positivkontrollelurften nur
bei der entsprechenden IF-Reaktion leuchtende Virus- Partikel unmegtaul3erhalb der

Zellen aufweisen.

Eine Probe wurde positiv bewertet, wenn in der spezifischen IFiBeakieine
hellgriin leuchtende Partikel in und aul3erhalb der Zellen zu erkennen (g&he Bild
2 und Bild 3). Das Fluoreszenzbild wurde zwischen der Probe und dewiRwsitolle
verglichen und sollte tbereinstimmen. Unspezifische Farbeartefaliiensnicht mit

Virus-infizierten Zellen verwechselt werden.
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5 : :
Bild 3: IHNV- Nachweis mittels indirekter IF auf 812 Zellen (250-fache Vergrof3erung)
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3.3.3  VHS-und IHN- RT-PCR

Die Untersuchungen erfolgten auf Grundlage der bei Miller ¢1.888) und Bergmann
et al. (2002b) beschriebenen Methode.

Fur die Aufarbeitung des Probenmaterials in der RT-PCR wurdehlidigots mit dem
Organhomogenat in den RNAse-freien 130Reaktionsgefal3en benutzt. Die Proben
wurden aufgetaut und fir 5 min bei 720 g gekuhlt zentrifugiert. Fuedien PCR-
Durchlaufe wurden 5Q1 Uberstand, fiir Wiederholungsuntersuchungen 80 bzwuill00
Uberstand aus dem Homogenat eingesetzt. Fur die RT-PCR- Uhtargea aus
Zellkulturiberstanden wurden 1Qf Zellkultursuspension nach dem Einfrieren und

Wiederauftauen der Zellkulturen eingesetzt.

3.3.3.1 B-Aktin -Kontrolle
Um Kontaminationen durch eine Positivkontrolle bei der PCR zu vermeiderde

eine auf hochkonservierten Regionen fle&ktin-Gens basierende RT-PCR Kontrolle

verwendet (Bergmann et al., 2002b).

Dafiir wurde eine 80 chrzellkulturflasche mit 7 Tagen alten EPC-Zellen abtrypsiniert
und in 10 ml Anzuchtmedium A aufgenommen. 100 pl der Zellsuspension wurden in
sterile und RNAse-freie 150Qul Reaktionsgeféal3e portioniert und bei —-20°C

eingefroren.

3.3.3.2 Aufreinigung mit dem RNeasini Kit (Qiagen)
Fir jede Probe, den Leerwert (L%Negativkontrolle) und di@-Aktin-Kontrolle (BA-

AN

Kontrolle £ Positivkontrolle) wurden in einem Stander RNase -freie 1p00
Reaktionsgefal3e vorbereitet und mit 350 RLT-Puffer mit 1% (v/iv) B-
Mercaptoethanol (Roth, Best. Nr. 4227.1) vorgelegt. In die Reaktionsgetie das
einzusetzende Probenmaterial (8080 pl oder 100ul Uberstand aus Organhomogenat
bzw. 100 ul Zellkultursuspension) hinein pipettiert und mit einem Vortex-Mischer
vermischt. Die LW-Kontrollen wurden ohne Probenmaterial bearbdiietdie BA-
Kontrollen wurde 5Qul Zellkulturmaterial eingesetzt. Die Reaktionsgefale wurdgén m
dem Deckel verschlossen und fur 2 min bei 15.000 U/&it4(000 g) zentrifugiert
(Eppendorf; Mini Spin Plus).
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Es wurden 400ul 70%iger Ethanol (Roth, Best. Nr. 7301.1) in die Probengefal3e
gegeben, mit einem Vortex-Mischer gemischt und anschlieRend furc15es&0.000
U/min zentrifugiert. Die RNeasy Mini-Zentrifugen-Saulen aus dét wurden auf 2 ml

Mini Kit- Sammelréhrchen gesteckt, der gesamte Inhalt aus j&Riesitionsgefald auf
jeweils eine Saulen pipettiert und fir 15 sec bei 10.000 U/min zemerfudder
Durchflul wurde verworfen, neue Rohrchen auf die Saulen aufgesteckt) RW1-
Puffer dazugegeben und fir 15 sec bei 10.000 U/min zentrifugiert.DDeahflul3
wurde verworfen, die Saulen auf neue RO6hrchen gesteckt, JhORPE-Puffer
dazugegeben und fir 15 sec bei 10.000 U/min zentrifugiert. Der Durchfluske w
verworfen, die Saulen auf die Rohrchen wieder aufgesteckt, bOBPE-Puffer
dazugegeben und 2 min bei 14.500 U/min zentrifugiert. Der Durchflu wurde
verworfen, die Saulen in neue Ro6hrchen gesteckt und erneut bei maximale
Geschwindigkeit zentrifugiert. In den Saulen durfte kein RPE-Pufehr vorhanden
sein! Die Rohrchen wurden verworfen und die Saulen auf gekennzeicimoeRNase -
freie 1500l ReaktionsgefalRe aufgesteckt. BORNase -freies Wasser wurde in die
Séaulen dazugegeben und 1 min bei 10.000 U/min zentrifugiert. Zuletzt wurelen di

Saulen verworfen und die ReaktionsgefalRe mit den Deckeln sofort verschlossen.

Da aufgereinigte RNA nicht stabil ist, wurden die Proben unmitteibader RT-

Reaktion weiterbearbeitet.

3.3.3.3 1. PCR-Schritt (One-Tube RT-PCR)
RT-Reaktion mit 1.PCR wurden unter Verwendung des Qiagen OneSteRRKits
durchgefuhrt. Pro Ansatz wurden maximal 10 Proben, der LW und die BAd{lent

bearbeitet.

Herstellung des Mastermix |

Im 1500 pl Reaktionsgefald wurden fur die RT- PCR der Mastermix zusammen-

gemischt (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Zusammenstellung des Mastermix | fUlPRR

Anzahl 1. 2. 3. 4, 5. 6. Gesamt

Portionel| DEPC | 5x Puffer| Q-Solution| dNTPs| RNasin | Enzym| menge

1 18,5ul 10ul 10ul 2ul 0,5l 2l 43 ul

5 92,5l 50 pl 50 ul 10ul 2,5u| 10ul 215ul

10 185ul 100ul 100ul 20 ul S5ul| 20yl 430l

12 222l 120l 120l 24 pl u| 24yl 516yl

13 240,54l 130ul 130ul 26 ul 6,5ul| 26ul 559l
BA-Kontrolle

43 pl Mastermix | wurden fir die BA-Kontrolle in ein 200l Reaktionsgefald

abpipettiert und di@-Aktin- Primer (1pl bal+ 1 pul ba2) hinzugegeben.

BA-Kontroll- Primer (fir RT- und seminested PCR)
(Thermo Electron GmbH; Charge: OR174238-1 /-2)
bal Position 357 — 377, sense Primer
5- GAC CCA GAT CAT GTT TGA GAC -3’
ba2 Position 1092 — 1076, antisense Primer
5-CTC GTC GTACTCCTGCTT G -3

In dem verbliebenen Mastermix | wurden pro Portion j& (60 pmolfl) der sense und
antisense PrimeNVG1/VD3 bzw.1G1/ID3; Endkonzentration 1 uM) zugegeben. Die

L6sung wurde gut durchmischt und jed5n die 200ul Reaktionsgefélie verteilt.

Primer fur 1.PCRBruchhof et al., 1995)

VHS-Primer fur 1.PCR (50 pmaqil)

(Thermo Electron GmbH; Charge: OR172677-1 /-2)

VGl (VHSV G-Gen), sense Primer, Position 1 — 21
5-ATG GAATGG AACACTTTTTTC -3

VD3 (VHSV G-Gen), antisense Primer, Position 697 — 678
5-TGT GAT CAT GGG TCC TGG TG -3’

IHN-Primer fur 1.PCR (50 pmall)

(Thermo Electron GmbH; Charge: OR173665-1 /-2)

IG1 (IHNV G-Gen), sense Primer, Position 1 — 21
5- ATG ATC ACC ACT CCG CTC ATT -3

ID3  (IHNV G-Gen), antisense Primer, Position 682 — 663
5- GAT TGG AGA TTT TAT CAACA -3
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Es wurden 5ul des aufgereinigten Probenmaterials in die Reaktionsgefalidemit
vorgelegten Primer-Mastermix pipettiert, mit einem Vortexsdhier durchmischt, kurz
zentrifugiert (Nat. Labnet. Co.; Mini Centrifuge C1200) und in den mbeycler

gestellt.

One-Tube RT-PCR

Die Reverse Transkription und die 1. Polymerase- Kettenreaktion mundeinem

Reaktionsgefal’ durchgefihrt.

Der beheizbare Deckel des Thermocyclers (Eppendorf, Mastercgchdient; PCR
lizenziert) verhinderte bei SchlieBung des Cyclers das seltditggd Offnen der
ReaktionsgefalRe wahrend der Erhitzung, ein Verdampfen von Probenhsatereadie

Bildung von Kondenswasser durch Temperaturunterschiede im Probengefal3.

Thermoprofil 1.PCR
Deckeltemperatur: 99°C

1. 50°C fur 40 min Reverse Transkription
2. 95°C fur 15 min Initiale Denaturierung
3. 94°C fir 1 min Denaturierung

4. 52°C fur 1 min Annealing

5. 72°C fir 1 min Elongation

Schritt 3. bis 5. mit 35 Amplifikationszyklen

6. 72°C fir 10 min Finale Elongation
7. 4°C bis Ende Kihlung

3.3.3.4 Seminested PCR
Der RT-PCR wurde eine seminested PCR angeschlossen. Firwese RCR wurde
der Eppendorf Mastermix 2,5x (Eppendorf, Best. Nr. 0032 002.250; Charge: PD 223 A)

verwendet.

Herstellung des Mastermix Il

In einem 1500ul Reaktionsgefal3 wurde fur die seminested PCR der Mastefmix |

zusammengemischt (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Zusammenstellung des Mastermix Il férsgiminested PCR

Anzahl 1. RNase - | 2. Mastermix| Gesamt-
Portioner | freies Wasse menge
1 22 ul 20 pl 42 ul
5 44 pl 40 pl 88 ul
10 220l 200l 4400l
12 264 ul 240ul 504 ul
13 286 ul 260ul 546 ul

43 pl Mastermix 1l wurden fur die BA-Kontrolle in ein 20Qll Reaktionsgefal

abpipettiert und di@-Aktin- Primer (1pl bal+ 1pul ba2) hinzugegeben.

In dem verbliebenen Mastermix Il wurden pro Reaktionsansatz jd (55omolfjul) der
sense und antisense PrimébD@/VD5 bzw.ID3/ID4 ; Endkonzentration 150 nM) fur
die seminested PCR zugegeben. Die L6ésung wurde gut durchmischt ung ja de

200l Reaktionsgefal3e verteilt.

Primer fir seminested PQRruchhof et al., 1995)

VHS-Primer fur seminested PCR (5 pnp)/

(Thermo Electron GmbH; Charge: OR172677-2 /-3)

VD3 (VHSV Diagnose 3), antisense Primer, Position 697 - 678
5- TGT GAT CAT GGG TCC TGG TG -3’

VD5 (VHSV Diagnose 5), sense Primer, Position 254 - 272
5-TCC CGC TATCGG TCACCAG -3

IHN-Primer fur seminested PCR (5 pmd)/

(Thermo Electron GmbH; Charge: OR173665-2 /-3)

ID3  (IHNV Diagnose 3), antisense Primer, Position 682 - 663
5- GAT TGG AGA TTT TAT CAACA -3’

ID4 (IHNV Diagnose 4), sense Primer, Position 134 — 154
5-CTC TGG ACA AGC TCT CTA AGG -3’

Es wurden 5ul des DNA-Materials aus der 1. PCR in die Reaktionsgefalie ipipett
mit einem Vortex-Mischer durchmischt, kurz zentrifugiert (Nahbhet. Co.; Mini
Centrifuge C1200) und in den Thermocycler (Eppendorf; Mastercycldiegta PCR

lizenziert) gestellt.
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Thermoprofil seminested PCR

Deckeltemperatur: 105°C
1. 95°C fir 5 min Initiale Denaturierung

2. 95°C flr 30 sec Denaturierung

3. 52°C fur 40 sec Annealing

4. 72°C fur 40 sec Elongation
Schritt 2. bis 4. mit 25 Amplifikationszyklen

5. 72°C flr 5 min Finale Elongation
6. 4°C bis Ende Kihlung

3.3.4  Agarose-Gelelektrophorese
Die PCR-Produkte aus der RT-PCR und der seminested PCR wurdemeuf rait
Laufpuffer Gberschichteten 2%igen Agarose-Gel elektophoretisch tearfge Es

wurden Gele mit 8, 16 bzw. 2x 16 Taschen hergestellt.

Fur ein 2%iges Gel mit 16 Taschen wurden in eine 200 ml Glasfl@sghgarose und
100 ml gebrauchsfertigen TBE-Laufpuffer gegeben und durch Aufkochen im
Mikrowellengerat aufgelést. Nach Abkihlung auf ca. 50°C wurden ul5
Ethidiumbromid-Stammlésung dazugegeben und das flissige Gel untaeideng
von Luftblasenbildung in die Gelkammer gegossen. Fir die Taschenlimu@k ein

Kamm eingesetzt bis das Gel vollstandig abgekuhlt war.

Das erstarrte Gel wurde in die mit TBE-Laufpuffer ge#llElektrophoresekammer
gesetzt. Die erste und die letzte Tasche wurden mit 7 pl Markerldsung (1ul 100 bp
DNA-Ladder + 4 ul Aqua dest. + 2 ul Ladungspuffer) befullt. Je 8ul der PCR-Produkte
wurden in 50 pl Mischgefal3en mit 2ul Ladungspuffer gemischt und vorsichtig in die
Geltaschen pipettiert. Der Deckel der Elektrophoresekammer (Kewizrde
geschlossen und die Kabel zum Elektrophorese-Netzgerat (Conmsgechlossen. Fir

ein kleines Gel mit 8 Taschen wurde fir 10 min eine Spannung von 6 fiala20

bis 25 min eine Spannung von 130 V angelegt. Fur ein groRes Gel mit 16Xifw. 2
Taschen wurde fur 10min eine Spannung von 90 V, dann fir ca. 20 bis 25 min eine

Spannung von 250 V angelegt. Nach 30 bis 35 min Laufzeit war die Bromphenolbla
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Fraktion im Ladungspuffer 4 bis 4,5 cm weit von der Tasche in Richtummgde\

gelaufen.

3.3.4.1 Photodokumentation

Nach der Elektrophorese wurde das Gel aus der Kammer genoumaheiorsichtig auf
einen UV-Transilluminator (Benda; TFX-M/10194) gegeben. Das UV-Lidbhs
Transilluminators (302nm) wird vom EtBr-DNA-Komplex absorbiert undaatnges
Licht (590nm) reemittiert. Das Ergebnis der Elektrophorese wurde emem
Dokumentationssystem erfasst. Eine auf einer Abdeckhaube (Dmo#) installierte
Digitalkamera (Kodak 290 Zoom) war mit einem Rechner (PCwhitdows XP) mit
Dokumentationssoftware (Alpha Innotech; Alpha Digi Doc V) verbunden. Die
Abdeckhaube wurde Uber den Transilluminator gesetzt und Uber die aBoftw
fotografiert. Das Bild vom Gel wurde mit der Software inigttund beschriftet und als

gangige tif- oder jpg- Bilddatei auf der Festplatte abgespeichert und audgedr

3.3.4.2 Auswertung der Gele
Um die Bandengréf3en vergleichen zu kénnen, wurden die Marker (100 bp-DNA-Leiter)

mitgefuhrt.

Eigenkontrollen:
Der LeerwertLW darf im 1. PCR-Schritt (RT-PCR) und im 2. PCR-Schritt

(seminested PCR) keine Bande zeigen.

Die BA-Kontrolle muss im 1. PCR-Schritt (RT-PCR) und im 2. PCR-Schritt

(seminested PCR) eine Bande mit einer Gro3e von 719 bp zeigen.

VHS bzw. IHN spezifische Banden zeigen folgende GroRen:
VHS: 1. PCR-Schritt (RT-PCR): 697 bp 2. PCR-Schritte (seminested PCR): 444 bp

IHN: 1. PCR-Schritt (RT-PCR): 682 bp 2. PCR-Schritte (seminested PCR): 549 bp

Proben mit spezifischen Banden im 1. und 2. PCR-Schritt wurden alsy pmesitertet.
Proben mit spezifischen Banden im 2. PCR-Schritt wurden als pbsitiertet. Proben
ohne oder ohne spezifische Banden wurden als negativ bewertet. Bagindditigen

PCR Ergebnissen wurde der gesamte Ansatz wiederholt.
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3.3.5  Wiederholte Virusanziichtung
Fur die Proben, die in der RT-PCR VHS- oder IHN- spezifische Baadiviesen, bei

denen aber in der Zellkultur zunéchst kein Virus angeziichtet werden kewnte die

Virusanzichtung nochmals in modifizierter Form durchgefuhrt.

Die bei —80°C eingefrorenen und zurlckgestellten 2QD0Reaktionsgefal’e mit
Organhomogenat wurden im Kuhlschrank aufgetaut, durchmischt und in einer 5°C
Kihlzentrifuge fur 5 min bei 720 g abzentrifugiert. In 24-Well Kaliurplatten wurden

pro Vertiefung 0,05 ml bzw. 0,1 ml Uberstand pro Probe unfiltriert veggelm nicht

an organisches Material gebundenes Virus oder an den Fiké&ostatisch gebundenes
Virus zu verlieren. Ein Doppelansatz wurde auf RTG-2- und fir EPIefZel
durchgefuhrt. Positivkontrollen mit VHSV, IHNV und IPNV auf beideellihien
wurden auf einer separaten Zellkulturplatte mitgefihrt. 1,5 ndHrabtrypsinierte und

in Anzuchtmedium A+P aufgenommene RTG-2 und EPC-Zellen wurden pro Vertiefung
einpipettiert. Dabei wurden erst die Kulturkontrollen, dann die Proberinmet neuen

10 ml Pipette die Kulturkontrollen der Kontrollplatte und zuletzt dieitR&entrollen
befullt. Fir die wiederholte Virusanziichtung ergab sich bei einegahgsverdinnung

des Homogenats von 1:10 eine Endverdinnung von 1:160 bei 0,1 ml bzw. 1:320 bei
0,05 ml Agens. Absolut wurde die Menge an potentiell infektiosem A@énss in der
Probe) und der Menge an empfanglichen Zellen in der modifiziertersahziichtung
erhoht. Unter taglicher Kontrolle wurden die Platten bei 15°C und 2,5% CO
Atmosphére im Kuhl-Brutschrank bebrttet. Nach drei Tagen Inokulation wuri@0

ul des Uberstands aus den Zellkulturplatten mit einer sterilen und gestop@00ul
Pipette unter gré3tmoéglicher Schonung des Zellrasens am Boden liteltdiplatte
abpipettiert und durch 1000 pl frisches und 15°C temperiertes Anzuchtmedium A+P
vorsichtig ausgetauscht. Nach anschlieender Kontrolle des Zellragans
Umkehrmikroskop wurden die Zellkulturen unter taglicher Beobachtung inL8&d

CO,- Kuhl-Brutschrank zuriickgestellt. Nach 1 bis 2 weiteren Tagéagtieresich ggf.
erste cytopathische Effekte und die Zellkulturplatten wurden bei —8@¢@feoren und

wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben bis zu 4 mal passagiert. Fur veigi&éhroben wurde

ein Virusnachweis mittels indirekter Immunfluoreszenz bzw. audteliRT-PCR aus

dem Zellkulturtiberstand durchgefthrt.
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3.3.6  Sequenzierung

Die Sequenzierung der Virusisolate und der PCR-Produkte wurden von.-Dr. P
Enzmann am Friedrich-Loeffler-Institut, BundesforschungsinsiituT fergesundheit in
Tubingen durchgefiihrt. Es wurden das gesamte Glykoprotein-Gen bze.daeon

sequenziert und Alignments zusammengestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der untersuchten Felcher€oregonus lavaretus) aus
dem Bodensee

4.1.1  Pathologisch-anatomische Untersuchungen

Die pathologisch-anatomische Untersuchung verlief fur alle 3@chEn ohne

besonderen Befund.

4.1.2  Virologische Untersuchungen

Die Virusanzucht in der Zellkultur (nach 2. bzw. 3. Passage) sti@i¢HS- und IHN-
PCR verliefen bei allen ProbeWp01 bis Wb30, siehe Probenliste 1) mit negativem
Ergebnis.

4.2 Ergebnisse der virologischen Untersuchungen der
Organproben von Fischen aus dem Bodensee

Von den gefangenen Hechten, Felchen, Seesaiblingen und Seeforelieh dierl

Virusanzucht (nach 2. Passage), die VHS- und IHN-PCR furPatdben YWb70 bis

Whb8S5; sieheProbenliste 2) mit negativem Ergebnis.
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4.3 Feldversuche mit Regenbogenforellen im Berei@ines
fischverarbeitenden Betriebes

4.3.1 Ergebnisse des Feldversuchs mit drei Halterkasten von Dezember 2002
Januar 2003 an Fluss A

4.3.1.1 Kilinische und pathologisch-anatomische Untersuchungen

Fischaufstieq:
Klinisch erschienen die Versuchsfische geschwécht, pathologischrasetiozeigten

die 6 Uuberlebenden Regenbogenforell@b87; Probenliste 3) bei der &ulieren
Untersuchung oberflachliche Abschurfungen der Haut im Bereich ddemens. Die
Untersuchungen der inneren Organe war pathologisch-anatomischbelorderen
Befund.

Die verendeten Regenbogenforell&b38 und Wb100; Probenliste 3) zeigten einen
unterschiedlich fortgeschrittenen Verwesungsgrad. Die Sektion deatingbe

untersuchungsfahigen Fische war ohne besonderen Befund.

Flussmiindung:
29 Versuchsforellen Wb31 bis Wb36; Probenliste 3) hatten die Halterung gut

Uberstanden und waren Kklinisch gesund. Die pathologisch-anatomischen
Untersuchungen waren ohne besonderen Befund. Eine Versuchsfonéti@o;(
Probenliste 3) verstarb kurz nach dem Einsetzen und war nach Entpatiokegisch-

anatomisch nicht mehr untersuchungsfahig.

4.3.1.2 Virologische Untersuchungen

Die Virusanzichtung in der Zellkultur (nach 2. bzw. 3. PassageestieiVHS- und
IHN-PCR verliefen fur alle Proben (Fischaufstieyvb37, Wb38, Wb100;
FlussmindungWb31 bisWb36, Wb99; Probenliste 3) mit negativem Ergebnis.
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4.3.2 Ergebnisse des Feldversuchs mit vier Halterkésten von Januar 2003 bis
Marz 2003 an Fluss A

4.3.2.1 Kilinische und pathologisch-anatomische Untersuchungen

Fischaufstieq:
Klinisch erschienen die Uberlebenden Regenbogenforellen deutlichagestivb43

und Wb44; Probenliste 4). AuRerlich zeigten die Fische besonders im dBedss
ventralen Abdomens oberflachliche Abschirfungen; weiterhin warenisitbe=ohne
besonderen Befund. Die verendeten Regenbogenfor&ibhq2, Probenliste 4) waren,

sofern untersuchungsféahig, pathologisch-anatomisch ohne besonderen Befund.

Flussmindung:
Die Uberlebenden Regenbogenforellgvb@9 bis Wb42; Probenliste 4) waren bei der

klinischen Untersuchung deutlich geschwacht. Bei pathologisch-anak@misc
Untersuchungen waren alle Versuchsfische ohne besonderen Befund.ré@ideien

VersuchsfischeWb101; Probenliste 4) waren nur eingeschrankt untersuchungsfahig.

4.3.2.2 Virologische Untersuchungen
In der erstmaligen Virusanzucht konnte bei allen Prob&h3@ bis Wb44, Wb101,

Wb102; Probenliste 4) nach zwei Passagen in der Zellkultur kein Virus isoliert nverde

In der IHN-PCR konnten fir die Prob&39, Wb40, Wb42 undWb101 (Probenliste
4) (Einsatz: 50 ul Homogenat) in der seminested PCR spezifische Banden fur IHNV

erzielt werden. Die VHS-PCR verlief mit negativem Ergebnis.

In der wiederholten Virusanzucht konnte in der Préafi®2 nach der 4. Passage und
mit der indirekten Immunfluoreszenz-Technik IHNV nachgewiesen werdas IHN-

Isolat wurde vom FLI in Tubingen bestatigt.
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Zuordnung siehe Probenliste 4
FischaufstiegJanuar 2003 - Mérz 2003)

Befund | Methode Ergebnisse der Proben
Wb43 & Wb44 (je 5 Rf) Wb102 (20 Rf 1)

VHS Zellkultur negativ negativ
VHS PCR negativ negativ
IHN Zellkultur negativ negativ
IHN PCR negativ negativ
IPN Zellkultur negativ negativ
FlussmindungJanuar 2003 - Marz 2003)

Befund | Methode Ergebnisse der Proben

Whb39 Whb40 Whb41 Wh42 Wb101

(7R |(6RN (6 Rf) (6 Rf) (6 Rf 1)
VHS Zellkultur negati\?vz_ negatiWZ negati?aZ negatiWZ negati?aZ
VHS RT-PCR | negativ negativ negativ negativ negativ
IHN  |Zellkultur |negativ"“|negativ'*|negativ | positiv>'* | negativ"“
IHN RT-PCR positiv positiv negativ | positiv positiv
IPN Zellkultur | negativ'“| negativ"“ | negativ'“ | negativ"“ | negativ '~

2VZ \viederholte Virusanzucht durchgefiihrt
T : verendet
Virologische Befunde 4.3.2.2
4.4 Ergebnisse des Versuchs mit Regenbogenforelliem
Ablaufwasser einer Klaranlage

4.4.1 Klinische Untersuchungen
Klinisch waren alle 57 Regenbogenforellensetzlinge nach einer kurzen

Eingewdhnungszeit bis zum 62. Versuchstag unauffallig. Die Fisohigten

physiologisches Schwimm- und Fitterungsverhalten.

4.4.2

Pathologisch-anatomische Untersuchungen

Bei der pathologisch-anatomischen Untersuchung zeigten diechsfssche aul3erlich
keine Veranderungen. Bei der Untersuchung der inneren OrganenzallgteFische
eine starke Fullung des Verdauungsapparates. Folgende patholddgesénelerungen
wurden gefunden: blasse Farbe der Herzen; z.T. leicht brichige koasttr Milz;

Nieren z.T. schmutzig-braun gefarbt, 1x kleiner Abszess im krani@ereich
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(hamatopoetischer Teil), 1x im kaudalen Bereich (exkretorisckdy der Niere; 2x

einzelne petechiale, nicht verstreichbare Blutung im kaudalen Bereichus&uldtur.

4.4.3  Virologische Untersuchungen

Die Virusanzucht in der Zellkultur (nach 2. Passage) sowie die MHSEIHN-PCR
verliefen fur die Probeb51 bisWb56 (Probenliste 5) mit negativem Ergebnis.

4.4.4 Wasserparameter im Fischversuchsbecken

Der Anteil des fischtoxischen Ammoniaks (BJHim Messwert Ammonium-

Stickstoffgehalt (NH/NH,") ist abhéngig von der Wassertemperatur und dem pH-Wert

und bewegte sich an 60 Tagen im grenzwertigen Bereich. An Yessiuchstagen

wurde der Grenzwert von 0,01 mg/l klberingfuigig Uberschritten (Tag 46: 0,117 mg/l;

Tag 48: 0,135 mg/l NJ. Eine Ubersicht tGber die tagliche Abwasser-Zulaufmenge ist

in Abbildung 2 dargestellt, Eck- und Mittelwerte der Wasserpatar im Ablaufwasser

sind in Tabelle 6 wiedergegeben.

B
35.000+
30.000+
25.000+
20.000 ¢
15.000
10.000

5.000 1

m?/d

0 | E5 I L L I L s 5t e L L S R I s L e I T L I L 3 L 1 L R I I L L 5 S L = B L T S T

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61

Versuchstag

Abbildung 2: Taglicher Wasserzulauf der Klaranlage
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Tabelle 6: Wasserparameter im Ablaufwasser der diéage

Messwert: | Minimum: Maximum: @ Mittel: " Bemerkungen:

Temp.® 6,5 °C 12,5°C 9,6 °C im unproblematischen
Bereich

pH-Wert® [7,8 8,1 8,0 optimaler Bereich:
6,5 -8,0

0,-Gehalt® [ 7,20 mg/I 10,30 mg/I 9,15 mg/l optimaler Bereich:
7,0 - 30,0 mg/l

NH/NH4" ®[0,28 mgl/l 7,56 mg/I 2,84 mg/l

davon NH~ 0,006 mg/l 0,135 mg/I 0,049 mg/I kritischer Bereich:
0,1-0,2 mg/l

NO, * 0,08 mg/l 0,25 mg/l 0,13 mg/l

davon 0,01x10° |0,14 x 10" mg/1| 0,04 x 10" mg/! | kritischer Bereich:

HNO,® mg/| 2,0 - 5,0 x 1d mgl/l

NO;z * 4,2 mgl/l 17,7 mg/l 8,0 mg/l optimaler Bereich:
< 30 mg/l

A . - —
gemessen im Ablaufwasser Klaranlagg gemessen im Fischversuchsbecken
R
errechnete Werte

4.5 Ergebnisse des Feldversuchs mit Regenbogenfdealim
Bereich eines VHS infizierten Betriebes

45.1 Feldversuch 2003 an Bach B

4.5.1.1 Kilinische und pathologisch-anatomische Untersuchungen
Halterkasten Nr. 1(80 m oberhalb Auslald)
Alle 15 Regenbogenforellen in Halterkasten Nr. 1, 80 m oberhallAdsisasses der

infizierten Anlage Uberstanden die Halterung und waren klinisch gesund.

Halterkasten Nr. 2(am Auslal?)

Die Uberlebenden Versuchsforellen in Halterkasten Nr. 2 am Aus#alRAnlage

erschienen bei der klinischen Untersuchung geschwécht. EinigeeFasggten rostral
StolRverletzungen. Eine der beiden verendeten Regenbogenforellen zsigterb
pathologisch-anatomischen Untersuchung die typischen Zeichen einen akd&:
Erkrankung mit Blutungen in den inneren Organe und kommafdérmigen Blutungen i
der Muskulatur (siehe Bild 4).
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Bild 4: Regenbogenforelle mit VHS-typischen Bluamin der Muskulatur aus dem Hélterkasten Nr. 2

4.5.1.2 Virologische Untersuchungen

Halterkasten Nr. 1(80 m oberhalb Auslal)

Die virologischen Untersuchungen in der Zellkultur (nach 2. Passage aed VHS-
und IHN-PCR verliefen bei allen ProbeWi45 bis Wb47; Probenliste 6) mit

negativem Ergebnis.

Halterkasten Nr. 2(am Auslald)

VHSV konnte mittels Virusanzucht

(nach 2. Passage) und anschlieBender

Immunfluoreszenz-Farbung und in der VHS-PCR in allen Prodém8 bis Wb50;

Probenliste 6) nachgewiesen werden.

Zuordnung siehe Probenliste 6

Halterkasten Nr. 2

Befund | Methode Ergebnisse der Proben
Whb48 (8 Rf) Whb49 (5 Rf) Wb50 (2 Rf 1)
VHS Zellkultur |positiv positiv positiv
VHS RT-PCR | positiv positiv positiv
IHN Zellkultur | negativ negativ negativ
IHN RT-PCR | negativ negativ negativ
IPN Zellkultur | negativ negativ negativ

T : verendet

Virologische Befunde 4.5.1.2
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45.2 Feldversuch 2004 an Bach B
Wahrend der Versuchzeit von 35 Tagen gab es zweimal ein durch Schngleechm

bedingtes Hochwasser. Die maximale Wassertemperaturgh8f@ (Tag 10), die

minimale Wassertemperatur betrug 3°C (Tag 26 bis Tag 30) und im Mittel 5,1°C.

4.5.2.1 Kilinische und pathologisch-anatomische Untersuchungen
Halterkasten Nr. 1220 m oberhalb Auslal3)

Alle Fische waren klinisch gesund, bei Versuchsende erschienen dieclsiorellen

geschwacht, die pathologisch-anatomische Untersuchung war ohne besonderen Befund.

Halterkasten Nr. 2(80 m oberhalb Auslal?)

Alle Fische waren klinisch gesund, erschienen bei Versuchsende gebthw&inige

Versuchforellen zeigten ventral am Abdomen oberflachliche Hacit@iofungen.

Pathologisch-anatomisch waren alle Fische ohne besonderen Befund.

Halterkasten Nr. 3(640 m unterhalb Auslai)
Die Versuchforellen erschienen bei der klinischen Untersuchungsbeaeh der ersten

Entnahme nach 21 Versuchstagen geschwécht. Bei Versuchsende nach 35aragen w
2 Forellen verendet. Bei der pathologisch-anatomischen Untersuclaigtggnz 2
Uberlebende und die beiden verendeten Regenbogenforellen die Anzengreakaten

VHS- Erkrankung mit Blutungen in der Muskulatur.

Halterkasten Nr. 4tam Auslald)

Bei der taglichen Kontrolle zeigten die Regenbogenforellerh nB® Tagen ein

deutliches lethargisches Verhalten und nahmen kein Futter miefiregmp. 7°C). Eine
Versuchforelle verendete perakut an Tag 11, eine weitere@B0l&Bei der Entnahme
der Fische nach 21 Tagen waren insgesamt 4 Fische verendet. ibgzP \zerendeten
Fische und 3 Uberlebende Forellen zeigten pathologisch-anatomisc®ymigtome

einer akuten VHS-Erkrankung mit kommaférmigen Muskelblutungen.

4.5.2.2 Virologische Untersuchungen
Bei der Prob&Vb86 (nach 3. Passage), den Probéb88 bisWb91 (nach 2. Passage),
sowie den ProbeiVb96 bis Wb98 (nach 2. Passage) (Probenliste 7) konnte in der

Virusanzucht mit anschliel3ender Virusidentifikation mittels IIFFISX/ nachgewiesen



74

4 Ergebnisse

werden. In der VHS-PCR konnten fur diese Proben spezifische Band&er@mch von

444 bp erzeugt werden.

Zuordnung siehe Probenliste 7

Halterkasten Nr. 1220 m oberhalb Auslal?)

Befund | Methode Ergebnisse der Proben

Whb86 (5 Rf) Whb92 (5 Rf) Whb93 (5 Rf)
VHS Zellkultur positivFETG2 negativ negativ
VHS RT-PCR positiv negativ negativ
IHN Zellkultur negativ negativ negativ
IHN RT-PCR negativ negativ negativ
IPN Zellkultur negativ negativ negativ

RT

Halterkasten Nr. Z80 m oberhalb Auslalid)

G2 Virusanzucht gelang nur auf RTG-2 —Zellen

Befund | Methode Ergebnisse der Proben
Wb87 (5 Rf) Whb94 (5 Rf) Whb95 (5 Rf)
VHS | Zellkultur negativ negativ negativ
VHS |RT-PCR negativ negativ negativ
IHN Zellkultur negativ negativ negativ
IHN RT-PCR negativ negativ negativ
IPN Zellkultur negativ negativ negativ
Halterkasten Nr. 3640 m unterhalb Auslaf3)
Befund | Methode |Ergebnisse der Proben
Whb91 (5 Rf) |Wb96 (5 Rf) | Wb97 (3 Rf) | Wb98 (2 Rf 1)
VHS | Zellkultur | positiv positiv positiv positiv
VHS |RT-PCR | positiv positiv positiv positiv
IHN Zellkultur | negativ negativ negativ negativ
IHN RT-PCR |negativ negativ negativ negativ
IPN Zellkultur |negativ negativ negativ negativ
T : verendet
Héalterkasten Nr. 4am Auslal)
Befund | Methode Ergebnisse der Proben
Whb88 (5 Rf) Whb89 (6 Rf) Whb90 (4 Rf 1)
VHS | Zellkultur  |positiv positiv positiv
VHS |RT-PCR positiv positiv positiv
IHN Zellkultur negativ negativ negativ
IHN RT-PCR negativ negativ negativ
IPN Zellkultur negativ negativ negativ
T : verendet

Virologische Befunde 4.5.2.2
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45.3 Ergebnisse der Sequenzierung der VHS-Isolate

Am FLI wurden Teile bzw. das vollstandige Glykoprotein-Gen (Rwsitl - 1524) der

VHS-Isolate sequenziert. Eine Ubersicht ist in Tabelle 7 dargestellt.

Das amtliche VHS-IsolafV10/03 (siehe 3.1.5) aus der infizierten Anlage vom Winter
2002/2003 war identisch mit den Isoladb48 bis Wb50 aus dem Halterkasten Nr. 2
vom Feldversuch 2003 (siehe 4.5.1).

Das amtliche VHS-IsolatFV84/03 (siehe 3.1.5.2) aus der Anlage vom Winter
2003/2004 war identisch mit dem amtlichen I1séle.0/03 aus dem vorherigen Winter.

Die Isolate aus den Halterkasten NrV2bO1, Wb96 bis Wbh98) und Nr. 4 WWh88 bis
Wb90) vom Feldversuch 2004 (siehe 4.5.2) waren identisch mit den Isolaten aus der
infizierten Anlage FV10/03undFVv84/03).

Das VHS-IsolaWb86 aus dem Halterkasten Nr. 1, 220 m oberhalb des Auslasses vom
Feldversuch 2004 (siehe 4.5.2) zeigte, abweichend von den anderen sonst igentische
Isolaten aus der infizierten Anlage und Bach B, zwei Punktmutatiend dem
Glykoprotein-Gen. Die Mutation an Position 13 hat eine Anderung der A&ines
Sequenz zur Folge mit Austausch der AS Threonin gegen Alanin. DisRtnfutation

im G-Gen an der Position 900 blieb fir die Primarstruktur desewr@lykoproteins

ohne Folge (Alignment siehe unter 8.3 im Anhang).

Tabelle 7: Ubersicht iiber die am FLI Tiibingen sewigrten Abschnitte der VHS-Isolate

Proben - | Herkunft (Zeitraum) Sequenz: Position

Isolat

FV10/03 | Isolat aus Anlage (Winter 2002/2003) 1 - 1524 (vollstandig)
Wb48 Halterkasten Nr. 2 (Feldversuch 2003) 1 - 1524 (vollstandig)
Whb49 Halterkasten Nr. 2 (Feldversuch 2003) 1-685

Wb50 Halterkasten Nr. 2 (Feldversuch 2003) 155 - 1200

FV84/03 | Isolat aus Anlage (Winter 2003/2004) 1 - 1524 (vollstandig)
Wh86 Halterkasten Nr. 1 (Feldversuch 2004) 1 - 1524 (vollstandig)
Wb88 Halterkasten Nr. 4 (Feldversuch 2004) 1 - 1524 (vollstandgig)
Wh91l Halterkasten Nr. 3 (Feldversuch 2004) 189 — 893

Whb97 Halterkasten Nr. 3 (Feldversuch 2004) 1 - 1524 (vollstandig)

Zuordnung siehe Probenliste 6 und Probenliste 7
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4.6 Ergebnisse der epidemiologischen Untersuchungen Bereich
eines VHS infizierten Fischhaltungsbetriebes

4.6.1 Pathologisch-anatomische und virologische Untersuchungen der |etat
verbliebenen Regenbogenforellen aus der infizierten Anlage zum
Zeitpunkt der Keulung

Bei den pathologisch-anatomischen Untersuchungen der letztergé@li®genforellen
wurden regelmaniig Entziindungen der Maulschleimhaut, Organschwellungen von Lebe
und Milz, Rétungen der Darmschleimhaut und leichte diffuse RétungenadehBohle

gefunden. Die Muskulatur war im paramedianen Anschnitt stets ohne Befund.

Die Virusanzucht der ProbéfvV62-1/04bis FV62-4/04(Probenliste 8j)n der Zellkultur
(nach 2. Passage) und die VHS- und IHN-PCR verliefen fir alle Rieben mit

negativem Ergebnis.

4.6.2  Elektroabfischung am Bach D

4.6.2.1 Pathologisch-anatomische Untersuchungen

Alle 452 elektrisch abgefischten Bachforellesalmo trutta f. fari und 22
RegenbogenforellefOncorhynchus mykissdus den 5 Abschnitten wurden bei der
Organentnahme pathologisch-anatomisch untersucht. Bei verdachtighenFisurde

ein paramedianer Schnitt durch die Muskulatur durchgefuhrt. Bei den eauler
Untersuchungen wurden regelmallig feine Blutungen auf den Kiemeldamel
gefunden. Bei Untersuchungen der inneren Organe wurden folgende Befunde
festgestellt: Herzen, teilweise blass; regelmalig punktf@niBfutungen auf den
Lebern; regelmalig kugelige Schwellung der Milz; vereinzeltched begrenzte
Blutungen auf Schwimmblase, regelmal3ig Schwimmblasenwirf@ystidicola
farionis), vereinzelt punktformige Blutungen im Depotfett, regelméaf3ig Rétungen de
Darmserosa und der Pylorusschlauche, teilweise diffuse Ré6tungen de

Bauchhohlenauskleidung.
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4.6.2.2 Virologische Untersuchungen
Die Virusanzuchtung in der Zellkultur verlief fur alle 24 ProbEw&3-1/04bis FV63-
24/04nach 3. Passage; Probenliste 9) mit negativem Ergebnis.
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Abbildung3:
Agaros+-Gel der VHS
seminested PCR
(Primer: VD3/VD5)

mit spezifischer Bande
bei Probe FV63/24

ProbeFV63-24/04:(7 Regenbogenforellen; Abschnitt 5)
In der VHS-PCR konnte bei der ProB¥63-24/04(Einsatz: 50 ul Homogenat) in der
seminested PCR eine spezifische Bande fur VHSV erzietlamefsiehe Abbildung 3).

Bei der Probe handelte es sich um 7 abgefischte Regenbogenfarelbschnitt 5 auf
Hohe der Anlage (siehe Probenliste 9). Die wiederholte Virusanzuati 3. Passage)

verlief mit negativem Ergebnis.

Zuordnung siehe Probenliste 9

E-Fischung am Bach [5eptember 2004)

Befund | Methode Ergebnisse der Proben
FV63-1 /04bis FV63-23/04 | FV63-24 /04(7 Rf)
VHS  [Zellkultur negativ negati®’”
VHS RT-PCR negativ positiv
IHN Zellkultur negativ negati/’”
IHN RT-PCR negativ negativ
IPN Zellkultur negativ negati’”

2VZ \iederholte Virusanzucht durchgefihrt

Virologische Befunde 4.6.2.2
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4.6.3 Ergebnisse der Elektroabfischung im Zulaufkanal eines
Wasserkraftwerkes an Fluss E

4.6.3.1 Pathologisch-anatomische Untersuchungen

Alle 28 elektrisch abgefischten Regenbogenforell®mcprhynchus mykissund 7
Bachforellen $almo trutta f. farip wurden pathologisch-anatomischen untersucht. Bei
der auf3eren Besichtigung wurden bei 7 Regenbogenforel®f67¢(2/04 siehe
Probenliste 10)eichte Hauttribungen festgestellt. Die Fische hatten sichineme
ausgedienten blind endenden Ablaufrohr aufgehalten. Bei der Untersuchungeden
Organe wurden vereinzelt eine blasse Farbung der Herzen, pungegdBhitungen im
Depotfett und kleine Blutungen auf der Serosa des Darms und denug3ghlauchen
festgestellt. In einem Fall wurde bei einer Regenbogenforelie septischem
Sektionsbild und einer hochgradig geschwollenen, grau, grobknotigen Verandesung

Nierengewebes bakteriologisch BKD (Bacterial Kidney Diseasajndistiziert.

4.6.3.2 Virologische Untersuchungen
Die Virusanzichtung in der Zellkultur verlief fir alle 4 ProbEN§7-1/04 bis FV67-
4/04, Probenliste 10) mit negativem Ergebnis (nach 3. Passage). IRTGECR

konnten keine spezifischen Banden fur VHSV bzw. IHNV erzielt werden.

4.6.4  Ergebnisse der Sequenzierung der VHS-Isolate

Das Glykoprotein-Gen wurde bei allen amtlich gewonnenen VHS-Isetdlstandig
sequenziert (Position: 1 — 1524). Die Isolate des VHS-Ausbruchs von BUG3/03

und FV74/03 waren identisch. Die Isolate vom Ausbruch 2004 nach Sanierung
(FV37/04undFV50/04) waren identisch. Die Isolate aus dem Jahr 2004, verglichen mit
den Isolaten aus dem Jahr 2003, zeigten an Position 775 des G-Gens eine
Punktmutation mit Austausch der Base Guanin gegen die Base AdeaiMubation
bedingte einen AS-Austausch von Alanin nach Threonin. Das 444 bp lange PCR-
Produkt der ProbdéV63-24/04 (Probenliste 9) von 7 Regenbogenforellen aus dem
Abschnitt 5 auf Ho6he der Anlage aus Bach D unterschied sich dewnati
Punktmutationen (Positionen 327 und 668) von den Isolaten aus dem Jahr 2003 und

2004. Die Mutation bei Position 327 bedingte keine Anderung der Primarstrdigur,
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Mutation bei Position 668 bedingte den Austausch der AS Alanin durch Thr&asn.
Alignment ist unter 8.4 im Anhang abgebildet.

4.7 Untersuchungen auf IPN

Mittels der durchgefuhrten Virusanzucht wurde eine mdgliche [PMNektion
miterfasst. Bei samtlichen in der Zellkultur virologisch unterserchtischen konnte

kein einziges Mal das Virus der Infektiosen Pankreasnekrose (IPNV) isodigten.
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5 Diskussion

5.1 Derzeitige Situation Uber die Verbreitung der VS und IHN in

den Wildgewassern Deutschlands
Uber die Verbreitung der VHS und IHN in Seen, Flissen und Bachesdb&ands ist
nur wenig bekannt. Krankheitsausbriiche bei wildlebenden Fischen sind kaum
beschrieben. Dennoch wird das Infektionsrisiko, welches von der Wiidgbgeilation
ausgeht als sehr hoch eingeschatzt. Man nimmt an, dass vor allemlahgjérige
VHS infizierte Fischhaltungsbetriebe oder durch infizierte Bifisahe die Salmoniden
in der Wildfischpopulation subklinisch und persistent infiziert und die gérre
endemisch geworden sind. Misslungene VHS-Bekdmpfungsprogramme bei
Bachwasserbetrieben, wie z. B. in Programmgebieten in Danemahken diese
Befiirchtung (Rdésch, 2005; personliche Mitteilung, Rapp 2005). Andere ntpdm
aus dem Sudwesten Deutschlands haben gezeigt, dass auch Gebistnidielé/HS
endemisch war (Konrad et al., 1984), saniert und inzwischen als Etlagsgne,

seuchenfreie Gebiete anerkannt werden konnten (Entscheidung 2003/458/EG).

Uber die Existenz von IHN- Endemiegebieten in den Gewé&ssernddiutds kann
lediglich spekuliert werden. Endemisch ist die IHN in den Flussen\Mestkiste
Nordamerikas. Regelmé&lig treten dort bei pazifischen Lachseifitiémien bei Brut
und Setzlingen auf. Aufgrund der Gewasserstrukturen und der Laichwagda der
IHN- empfanglichen pazifischen Lachsarten ist die Situatiozedtenicht mit der in
Deutschland und Mitteleuropa vergleichbar. Ein wichtiger Unterdchesteht in der
starken Verbauung der deutschen Fliel3gewasser durch kunstlichiedshfstdernisse,
wie Schleusen, Wehre oder Wasserkraftwerke und das Fehlen véauBsiciumen,
Okologischen Nischen und nattirlichen Laichgrinden durch Uferbegradigundetie
Verbauung von Flussauen. Mit dem Riickbau der Oberflachengewasser uAt lokm
von kunstlichen Aufstiegshindernissen bzw. der Installation funktionstiichtige
Fischaufstiegsmoglichkeiten gemalR der EU-Wasserrahmemiehtl2000/60/EG

konnte sich die Situation andern.
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511 Rechtlicher Rahmen fir die Freiheit eines Gewassers auf VHAd IHN
Die EU ermdoglicht es in der Richtlinie 91/67/EWG Binnenwassgrgie als VHS und

IHN freie Gebiete zuzulassen. Ein zugelassenes Gebiet daiobit von den Quellen bis
zur Mindung ins Meer bzw. bis zu einem kunstlichen oder natirlichen Hiaderni
welches eine Stromaufwartswanderung der Fische verhindert. Balini erster Linie

die Laichwanderung, insbesondere durch die Bachforellen, unterbunden werden. Um
ein Gebiet zulassen zu kénnen, missen sédmtliche Fische Uber eitr@unZeron
mindestens vier Jahren klinisch gesund sein. Samtliche Fischhalttrredsben Gebiet
stehen unter amtlicher Aufsicht, werden Kkontrolliert und virologisch beprobt
Besatzfische dirfen nur aus EU zugelassenen Betrieben bzwidgbeti@mmen oder
aus Anlagen in denen keine empfanglichen Fischarten gehaltdenvéiir die Flisse
und die grol3en Strome in Deutschland ist die Anerkennung auf Seuchenimgilie)-
Zulassung nach den derzeitigen Regelungen somit kaum erreichbar. Doervé&t)
geforderten Malinahmen zur Erlangung und Aufrechterhaltung der Séedhnet in
einem Gewasser spiegeln die Bedenken beziglich des Infektionsgdstedér

Wildfischpopulation wieder.

52 Bodenseefelchen und VHS

Mit der virologischen Beprobung von laichreifen Felchen sollte d#vdbenz von
VHSV im Bodensee untersucht werden. Wahrend der Laichzeit steh&rmsdme unter
Stress, zudem sind die Wassertemperaturen im Winter in eineeiclBeder den

Ausbruch einer VHS ermdglicht.

Die Laichfischerei auf BlaufelchenCéregonus lavaretyswar am Bodensee im
Dezember 2002 fur vier Nachte freigeben (siehe 3.1.1). Die dabei dirigasietze
hatten eine Maschenweite von 44 mm, damit wurden adulte FelchexinentGrolde
von 300 g und mehr gefangen (Résch, 2002). Die Laichreife Blaufelchem eatt
Alter von 3 bis 5 Jahren. Der Laich der gefangenen Felchen wimrddie
Fischbrutanstalten zur Aufzucht verbracht. Bei der Felchenbrut wurdden vom
Fischgesundheitsdienst betreuten Fischbrutanstalten bisher noch msxhkloder
virologisch VHS nachgewiesen. Auch von Schweizer Seite sind keine (fhs&bron
VHS in den Fischbrutanstalten bei Coregonen beschrieben worderr @flaile, 1991;
Wabhli et al., 1992; Knuesel et al., 2003). Enzmann et al. (1993b) konnten jegioch b
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45% von 120 gefischten Bodenseefelchen mittels Gegenstrom-Immunelektrephores

Antikdrper gegen VHSV nachweisen.

Nach dem Leitfaden zur Bestimmung von Stichprobenumféangen nach CamhBoan
(1990) betragt in einem Bestand (N) venTieren und bei einem Stichprobenumfang
(n) von 299 Individuen (bei 10.000 Tieren, 294 Individuen) die Wahrscheinlichkeit 95%
um mindestens 1 infiziertes Tier zu erfassen. Ist unter densuokgen Tieren kein
infiziertes Tier, so ist die Pravalenz fur eine nachweisba#ektion in der Population

geringer als 1%.

Grundsatzlich wére eine subklinische Verlaufsform der VHS beiead@bregonen zu
erwarten. Lediglich Coregonen-Britlinge und Jungfische erkranken nach
experimenteller VHS-Infektion (Ahne et al., 1985; Meier et al., 198&ll et al.,
2004). Mit zunehmendem Alter scheinen Coregonen aber eine Resistenzejege
VHS-Erkrankung zu entwickeln (Meier et al. 1994) und der Virusnachweider
Zellkultur verlauft mit negativem Ergebnis (Skall et al., 2004).

Eine Pradsenz von VHSV konnte bei den untersuchten laichreifen Felchestemus
Bodensee nicht nachgewiesen werden. Die VHS als Erkrankung lsgi€ltoregonen
keine bedeutsame Rolle. Coregonen sind jedoch als potentielle \anmeC

einzustufen.

5.2.1 Andere Fischarten aus dem Bodensee

Eine Verbreitung der VHS unter den anderen beprobten Fischartemaifiags
Salvelinus alpinus Seeforelle, Salmo trutta f. lacustris Hecht, Esox luciuy im
Bodensee (siehe 3.1.2) konnte nicht nachgewiesen werden. Eine groR3ere,
reprasentativere Stichprobe ware allerdings notwendig, um endieftere Aussage

Uber die Pravalenz von VHSYV, IHNV und auch IPNV im Bodensee machen zu kénnen.
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5.3 Die Virusemission aus infizierten Fischhaltundsetrieben und

die Verbreitung der VHS in einem Fliel3gewasser
Durch den Einsatz von Halterkasten unterhalb und oberhalb der Auslasssion
infizierten Fischhaltungsbetrieben sollten praktische Erkenntrisssichtlich der
Virusemission aus infizierten Anlagen gewonnen werden (Feldversutt® & 3.1.5)
Es sollte untersucht werden, ob durch aufsteigende Wildfische Viroaifwarts
verschleppt und eine Ubertragung auf naive Versuchsregenbogemforile

Halterkasten erfolgen kann.

Mit den Sanierungsmalinahmen bei einem VHS infizierten BetrieBaoh D war es
maoglich, die gesamte Salmonidenpopulation im Bach D im Bereich wlagé bis zur
Mindung in Fluss E elektrisch abzufischen und virologisch zu untersucledre (si
3.1.6). Durch eine weitere elektrische Abfischung an dem Zulaufkanadtuss E
unterhalb der Einmindungsstelle von Bach D konnten 18 Tage spateeviatelien,

insbesondere ,wilde* Regenbogenforellen, virologisch beprobt werden.

531 Der fischverarbeitende Betrieb am Fluss A

Zum Zeitpunkt der Beprobungen nach 85 der Fischseuchen-Verordnung konnte in dem
fischverarbeitenden Betrieb wiederholt VHSV nachgewiesen wegiene 3.1.3). Der
Betrieb hélterte die lebenden Fische fir wenige Tage zwidsisediese geschlachtet

und verarbeitet werden. Wéahrend der Zeit von Dezember 2003 bis Méarz 2003 wurde
ca. 13 t Regenbogen- und Lachsforellen, 3 t Saiblinge und etwakaypfen, Welse

und Stdre verarbeitet. In Uber 60 Lieferungen wurden Fische unbekanrkentigon

Fischh&ndlern und Grol3betrieben angeliefert.

In dem Versuch mit vier Halterkasten (siehe 3.1.3.2) an der Miundung use Al
infizierten sich die Versuchsforellen in den Halterk&sten mittds. Es erscheint sehr
wahrscheinlich, dass fur die IHN-Infektion der Versuchsfischenlfeeldversuch mit
vier Halterkasten an der Flussmindulgb@9, Wb40, Wb42, Wb101, siehe 4.3.2.2)

der fischverarbeitende Betrieb verantwortlich ist. Im Versuctrazen von Dezember
2003 bis Marz 2004 konnten bei den zwei Kontrolluntersuchungen in dem
Verarbeitungsbetrieb nach 85 Fischseuchen-Verordnung jedoch keinV IHN

nachgewiesen werden.
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Ein anderer Ubertragungsweg fur die IHN- Infektion ware Ubar Kentakt mit
Wildfischen aus dem Bodensee denkbar. Die Landesfischereiverordnuen-Ba
Wadrttembergs verbietet zwar den Besatz von Regenbogenforellem ilBaliensee-
Zuflissen, dennoch existieren im Bodensee in geringem Mal3e RegemelEmfals
einzige bekannte fur IHN empfangliche Fischart. Coregon@oregons spp.),
Saiblinge Salvelinusspp.), Hechte Esox luciuy und Bachforellen almo trutta
werden nicht als IHN empfangliche Fischarten im Aquatic Ahikhealth Code 2004
der OIE aufgefuhrt. Lediglich Bachforellen- (LaPatra &, 1990) und Hechtbrut
(Dorson et al., 1987) lassen sich experimentell infizieren. {esmtnis ist sicherlich
auf die im Bodensee heimische Seeforedalifno trutta forma lacustrjdibertragbar. In
den epidemiologischen Untersuchungen Uber die IHN in Frankreictie(Harger-
Baudouy et al., 1995) konnten bei Bachforell&al(no trutta in den IHN infizierten
Anlagen und bei Elektroabfischungen der angeschlossenen FlieRgewaédseilHNV
isoliert, noch Antikérper gegen IHNV serologisch nachgewiesen weifdamit spielt

die Bachforelle fir die IHN sehr wahrscheinlich keine bedeutsame Rolle.

Es besteht die theoretische Mdoglichkeit der Ubertragung vorViddtch infizierten
wildlebenden Regenbogenforellen auf die Versuchsforellen in den kidten an der
Mindung von Fluss A oder es existierte eine weitere unbekannte IHNV-
Emissionsquelle. Jedoch verfestigt sich der Verdacht, dass durchintkguBg von
IHNV durch den verarbeitenden Betrieb eine Infektion der Versuchs-
Regenbogenforellen 650 m flussabwaérts verursacht wurde. WéiéNliendemisch im
Gewasser von Fluss A und Bodensee, hatte man auch mit einem IHNveposi
Ergebnis am Fischaufstieg 1530 m oberhalb der Mindung rechnen kénnen, elaedort
Engstelle fur aufsteigende Wildfische bestand und ein Kontakt nmt dietigen

Versuchsfischen stattfinden musste.

Das virologische Untersuchungsergebnis (siehe 4.3.2.2) bestatigt éie [8#nsitivitat
der RT-PCR mit anschlieRender seminested PCR (4 positive Photxd9, Whb40,
Wb42 und Wb101) gegenuber der Virusanzucht in der Zellkultur (1 positiver
NachweisWb42) (Bergmann et al., 2002a) im praktischen Einsatz.
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5.3.2  Virusemission aus dem VHS infizierten Betrieb an Bach B

Der betroffene Forellenhaltungsbetrieb wurde im Nebenerwertelbet und hatte sich

die VHS im Fruhjahr 2002 durch Regenbogenforellen von einem Fischhandler
eingeschleppt. Im Winter 2002/200B8\10/03) sowie im Winter 2003/2004{84/03
wurde die VHS Klinisch und virologisch erneut amtlich festgestelk. Betreiber der
Anlage kauften regelmaRig speisereife Regenbogenforellen ein, ase diisch
geschlachtet oder gerauchert an die Kundschaft zu vermarkten. Nactrstemaligen
Ausbruch der VHS wurden die Fische nur noch aus einer zugelassicbauEht

bezogen.

Der Bach B (siehe Karte 2) hat einen Oberlauf von ca. 3,94 km uikiedesre Bach C

(3,91 km Bachstrecke) mindet 220 m oberhalb vom Auslal3 der Anlage in Bach B.
Bachaufwarts beider Bache existieren keine oberliegende Fiseiden. Vorwiegende
Fischart in diesem Gewassersystem ist die Bachfqi®#kmo trutta f. farig) weiterhin

gibt es nach Auskunft des Fischwasserpachters Grog@aitus gobio) und
BachneunaugeriLampetra planeri).Ein Besatz mit Bachforellen in Bach B wurde
zuletzt im Frihjahr 2001 durchgefuhrt. Die Besatzfische stamiauis einem im EU-
Zulassungsverfahren befindlichen und vom Fischgesundheitsdienst betreuten
seuchenfreien Quellwasserbetrieb. Die Populationsdichte der delbdi in diesem

Gewasser konnte als gering eingestuft werden.

5.3.2.1 Feldversuch an Bach B 2003

In dem Feldversuch 2003 (siehe 3.1.5.1 & 4.5.1) konnte dargestellt werdezffakiiv
die Ubertragung von VHSV durch den Vektor Wasser ist. Die Distaaz\blaufkanals
zwischen Ablauf der Anlage und der Einleitungsstelle in den BachuBI43) betrug
126 m. Bereits nach 20 Tagen Versuchsdauer konnte bei den Versuldrsfore
Halterkasten Nr. 2 am Auslald der Ausbruch der VHS klinisclydetllt werden. Aus
allen drei Organpools dieser VersuchsfiscWéh48 bis Wb50) konnte das identische

VHSYV aus der infizierten Anlage nachgewiesen werden.

5.3.2.2 Feldversuch an Bach B 2004

Im ausgebauten Feldversuch 2004 (siehe 3.1.5.2 & 4.5.2) konnte das Ergebnis vom
Versuch 2003 reproduziert werden. Aus allen Probain88 bis Wb90) aus dem
Halterkasten Nr. 4 am Auslaf3 konnte VHSV isoliert werden. Weitaghlang es, das
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identische VHSV aus der Anlage bereits nach der Probennahme anthé&tag) 21 bei
5 VersuchsfischenWb91) (Halterkasten Nr. 3) 640 m unterhalb vom Auslal3 der

Anlage nachzuweisen.

Zudem konnte aufgezeigt werden, dass eine VHS- Infektion bachaufvesibiseitet
werden kann. Das bei der Probennahme von 5 Versuchsforellen nach 21 Tagen aus de
Halterkasten Nr. 1 (220 m oberhalb vom Auslall) isolierte VH8NE6) hatte zwei
Punktmutationen auf dem G-Gen. Dieser VHS-Stamm konnte nicht duras3abfiles
Wasser aus der Anlage auf die Versuchsfische Ubertragen wordemgeilnfektion
musste Uber einen anderen Vektor stattgefunden haben. Der Hadterkiastl befand

sich an einer Stelle, die nach Aussage des Fischwasserpagatezum Fischen
geeignet war. Wahrend der Versuchszeit wurde vom Fischwassenpder Kontakt

der Versuchsfische mit wildlebenden Bachforellen an diesereStmdistatigt. Es
erscheint am wahrscheinlichsten, dass die Ubertragung einer in der
Bachforellenpopulation vorhandenen VHSV- Mutante auf die Versuchsfisohe
Halterkasten gelungen sein kénnte. Der an die Regenbogenforelleeadapius der
Anlage isolierte VHS-Stamm (Isolat&/10/03 & FV84/03) erfuhr tber den Zeitraum
vom Winter 2002/2003 bis zum Winter 2003/2004 in der
Regenbogenforellenpopulation keine  Mutation des Glykoprotein-Gens. Die
Glykoproteine der Virushulle (Envelope) von Rhabdoviren vermitteln die Adearpti
der Viruspartikel an bestimmte zellulare Strukturen der Wilttszem anschliel3end in

die Zelle gelangen zu kdnnen (Penetration) (Modrow et al., 2003). Austienérer

Sicht erscheint es sinnvoll, dass Virus-Mutanten, die besser anneiree Spezies
angepasst sind, sich bei der neuen Art etablieren. Ein solches Ges&lbanée im
Verlauf durch die permanente Virusemission aus der VHS inrieAnlage in das
Gewassersystem passiert sein. Im Zusammenhang mit derigwalet VHS wird die
Adaptation von marinem VHS an die Regenbogenforelle durch Mutatioritsbere
diskutiert (Skall et al., 2004). Das Glykoprotein von VHSV besteht 508
Aminosauren (Schitze et al.,, 1999). Einer-Jensen et al. (2004) erreclieten
SiiRwasser-Isolate eine Codon-Substitutions-Rate von bis zu 1,74 Sulititutionen

im G-Gen pro Jahr. Rechnerisch wirden so 1 Codon in 0,88 Jahren bzw. 1,13 Codone
pro Jahr ausgetauscht werden. Die Hohe einer Substitutions-Rab@asigay von der

Populationsdichte. Je hoher die Populationsdichte, desto schneller tnatimmevi auf.
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Diese Erkenntnis gibt es auch bei phylogenetischen UntersuchungeiMuaus
Nordamerika (Kurath et al., 2003).

In Anlehnung an die aufgefluihrten Berechnungen nach Einer-Jensen et al. (2004)
erscheint das Auftreten einer Mutant®/h86) in diesem Gewdassersystem mit
Substitution eines einzelnen Codons in dem zeitlichen Rahmen durchaus

wahrscheinlich.

5.3.3  Elektroabfischungen im Bereich des VHS infizierten
Fischhaltungsbetriebes am Bach D und im Zulaufkanal bei Fluss E

Die Untersuchung Uber die Eintragung der VHS in den Fischhalbetgeb ergab, dass
aller Wahrscheinlichkeit nach VHSV Uber kontaminierte Geréatsshabzw. ein
kontaminiertes Transportfahrzeug in die Anlage gelangen konnte. &iefegten
Forellen stammten zwar aus einer EU zugelassenen Anlage, das Tifahspeug hatte

zuvor jedoch mehrere Betriebe angefahren.

Das erste und das letzte amtliche VHS-Isdfat37/03 vom Mai 2003;FV74/03 vom
Oktober 2003) aus dem Betrieb erfuhren keine genetische Mutation irnGNaeh
dem Wiederausbruch der VHS 2008V@7/04 und FV50/04, Anfang und Ende Mai
2004) zeigten die Isolate eine einzelne Punktmutation auf dem nG-Bg ist
anzunehmen, dass die Ursache fur den Wiederausbruch der VHS im Maeigé04
unzureichende Desinfektion im Februar 2004 gewesen ist. Eine Reinfektidn diar
Wildfischpopulation kann zwar nicht ganz ausgeschlossen werden, deialdgines
Wehr die Wasserentnahmestelle von den Wasserauslassstellen, tistn diese

Maglichkeit weit weniger wahrscheinlich.

Es Uberraschte sehr, dass durch die Elektroabfischungen im BadbhB 8s1.6.1 /
4.6.2) und 18 Tage spater unterhalb im Zulaufkanal am Fluss E (siehe B4.6.2)

bei der Beprobung von 452 + 7 Bachforellen und 22 + 28 Regenbogenforalen ke
VHSV angeziichtet werden konnte. Lediglich bei den abgefischtganRegenforellen

auf Hohe der Anlage konnte mittels VHS-PCR ein spezifisches-PG&ukt erzeugt
werden. Das 444 bp grol3e PCR- Amplifikat zeigte zwei, zu darsiwlaten von 2003

und 2004, differente Punktmutation. Es kann nicht genau beantwortet werdenhob nac

vielfacher Amplifikation und anschlieBender Aufreinigung bei der Segering
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einzelne Fehler in der Nukleotidsequenz auftreten kdnnen. Unabhéngig siajeaioch

die Verwandtschaft zu den VHSV-Isolaten aus der Anlage eindeutig gegeben.

Die magere virologische Ausbeute muss mit der grenzwertignh@dressertemperatur
Uber den Sommer hinweg erklart werden. Ein klinisches Seuchéepesckonnte in
der Anlage bis Mitte Juli beobachtet werden. Bei der virologis@sgrobung FV62-
1/04 bis —4/04 der letzten Fische zu Sanierungsbeginn im September 2005 konnte
virologisch  kein VHSV  nachgewiesen werden. Die tagesrhythnische
Temperaturschwankungen eines raschen und gut beschatteten Bachesldasdes

im Sommer betragen nach Dyk (1940) etwa 3 bis 4°C (aus Konrad, 1888hem
Infektionsversuch mit Regenbogenforellen bei andauernden Temperatan&cimgen
(8°C bis 15°C) wurde deutlich, dass eine VHS-Erkrankung weitaus westlgerer und
mit geringerer Mortalitdt und teilweise auch inapparentauét] Die dabei ermittelten
Virustiter aus den Seren der Versuchsforellen waren bei didgesuch deutlich

geringer als bei Versuchen mit 15°C Wassertemperatur und weniger (Konrad, 1986).

Weiterhin ist davon auszugehen, dass die freilebenden Bach- undbieggeforellen
zum Zeitpunkt der elektrischen Befischungen bereits eine Immumggngdie VHS
aufbauen konnten. Der Wiederausbruch der VHS in der Anlage bestareptenm®er
bereits seit Uber 4 Monate. Mit der zusatzlichen Entnahme von Geltemah hatte der

Anteil positiver VHS Proben ggf. erhoht werden kénnen (Neukirch, 1986).

Die pathologisch-anatomischen Befunde bei den abgefischten dforellForm von
kleinen Blutungen in den verschiedenen Organen sind als Folge der efhairis

Einwirkungen zu erklaren (Bretzinger, 2001).

5.4  Virusemission im Ablaufwasser des fischverarb&nden
Betriebes nach dreistufiger Reinigung in einer Klaanlage

Beim Schlachtvorgang virusinfizierter Fische gelangt viruskontames Wasser Uber

die Kanalisation in eine Klaranlage und nach dem Klarprozesntmt wieder ins

Wildgewasser. In diesem Versuch sollte beleuchtet werden, imwieifiee Infektion mit

den Fischviren auf naive Versuchsforellen durch das geklarte Ablaufwasgkchmst.

Bei der Schlachtung von Fischen in dem fischverarbeitenden Betrielenvaach der

elektrischen Betaubung der Fische die Bauchhdhlen eroffnet uraidn@itSchlachthilfe
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die Bauchorgane mit Unterdruck abgesaugt und am Schlund abgetrennt.
Fischkonfiskate wurden in der Tierkdrperbeseitigungsanlage entsSdegbliebene
Reste von Nierengewebe ventral der Wirbelsdule wurden mit eotesrenden
Auswaschbuirste entfernt und ausgewaschen. Mit der Schlachtung von VHISV, |
oder auch IPNV infizierten Salmoniden wurden aus den Erfolgsorganen Igegiggen
an Virus direkt freigesetzt. Die Schlachtabwasser sowie &/d8s die Reinigung der
Maschinen, Gerate, sonstiger Oberflachen und Bdden gelangten ulléandiksation

zur Klaranlage.

Die Schlachtabwasser aus dem Fischverarbeitungsbetrieb erfuohiden Kanalisation

bereits eine enorme Verdinnung. Durchschnittlich wurden wéhrend désdfsuchs

Die

taglich 18.920 mbzw. 219 I/s Abwasser im Zulauf der Klaranlage gemessen (siehe

Abbildung 2). Das Abwasser im Zulauf floss durch einen Grob- und Feemea den
Sandfang. Grobere Partikel wurden dort entfernt. Im folgenden Voeklien floss das
Wasser sehr langsam damit Fakalstoffe sich absetzten konBtem 30% der
organischen Belastung konnten hier entfernt werden. Der angefaliem@dehlamm
gelangte nach Voreindickung in den Faulturm und verbliebt dort 8dMeage bei 37°C
im anaeroben Milieu. Der Schlamm aus dem Turm wurde eingedicktinumther
Zentrifuge entwdassert. Das entstandene Zentrat-Wasser wuardéick ins
Vorklarbecken geleitet. In der nachsten Stufe im Belebungsbeckedenvidurch
Beluftung des Abwassers geldste Abwasserinhaltsstoffe dusdtiefienschlamme
biologisch abgebaut. Durch zugesetztes Falimittel wurden Phospbgefallt und die
Absetzeigenschaften der Bakterienschlamme im Nachklarbeckdmesgert. Der

Uberlauf im Nachklarbecken gelangte in den Ablauf der Klaranlage.

Ahne (1982) konnte zeigen, dass VHSV im Flusswasser oder im Tewhmsuohl
suspendiert bei niedriger Temperatur deutlich langer infektios bédghtim reinen
Trinkwasser. Yoshinaka et al. (2000) demonstrierten die FahigkeAdsarption von
IHNV an nicht organische Stoffe und einer damit verbundenen erhdhten taenBzi
kann somit vermutet werden, dass fur wasseradaptierte RhabdovireAdsiogption
auch an organisches Material mit einer Erhéhung der Tenazitatcmasi und ggf.
auch VHSV oder IHNV den Klarprozess in einer Klaranlage in inbsktin Zustand

Uberstehen kdnnen. Fir andere Virustypen ist dies bekannt (Fleischer et al., 2000).
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Bei den im Ablaufwasser gehaltenen Fischen waren die negaBvgebnisse der
virologischen Untersuchungerwp51 bis Wb56, siehe 4.4.3) aufgrund des hohen
Verdunnungseffektes und des dreistufigen Klarprozesses zu erwarteiteré/V
experimentelle Versuche waren notig, um dieses Thema deterllimu untersuchen.
Erfreulicherweise war es vdllig unproblematisch, die VersucibBéor in dem
unverdinnten mit Luftsauerstoff angereicherten Ablaufwasser rigneZeitraum von
62 Tagen zu halten, obwohl der Anteil des toxischen Ammoniakss)(Nid
Ammonium-Stickstoffgehalt (NkWNH;") sich oftmals im grenzwertigen Bereich
befand. Durch den leicht alkalischen pH-Wert des Ablaufwassars das
Dissoziationsgleichgewicht des Fischgiftes salpetrige S&8IMO,) auf Seiten des
unproblematischen Nitrits (NQ. Bei der Sektion der im Ablaufwasser gehalterten
Fische zeigte sich, dass pathologisch-anatomische Veranderungéiorin von
unspezifischen, leichten Entzindungsreaktionen, vereinzelt mit einer ripkale
abszedierenden Infektion im Nierengewebe doch zu finden waren. &wisiehmen,
dass diese Veranderungen Folgen der Wasserqualitdt und des hohemnuklesmm

Ablaufwasser waren (Hoger et al., 2004).

5.5 Die Bedeutung der VHS bei der Bachforelle

Die Bachforelle $almo truttd ist als VHS empfangliche Fischart gegenuber einer
VHS- Erkrankung sehr widerstandsfahig. Sie erkrankt nach Infektion ireagpa
(Konrad, 1986), lediglich Bachforellenbrut und kleine Setzlinge zeigenktgische
und pathologisch-anatomische Veranderungen einer VHS-Erkrankungir{kieliiK &
LeBerre, 1977). Ob die Pathogenitat eines VHSV wirklich abh&ngigpmtSerotyp sei
an dieser Stelle angezweifelt. Moglicherweise héangt dieuléiz eines VHSV-
Stammes eher von der Adaptation an die Wirtsspezies ab (Neuk@@h; Snow &
Cunningham, 2000). Es erscheint vielmehr, dass Bachforellen eine édistanz
gegen die Ausbildung einer VHS-Erkrankung entwickeln und die Virulen¥/H&/
fur Bachforellenbrut und kleine Setzlinge abhangig von der Anpassung &pdries
ist. Nach der Infektion tber das Wasser repliziert sich dass\im Zielgewebe, der
Virustiter im Fischserum erreicht aber langst nicht die Hohee bei
Regenbogenforellen (Konrad, 1986). Die erregerbedingten Lasionen iteg@viebe

sind pathophysiologisch damit weniger folgenschwer und die AusscherdangHSV
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weniger hoch. Nach etwa 3 Wochen kommt es zur Serokonversion (Enzmann &
Konrad, 1993). Auch wenn nach Ausbildung einer gewissen Immunitat der
Virusnachweis nicht mehr mdoglich ist, muss dennoch davon ausgegangkemwiass
manche Fische persistent infiziert bleiben (Neukirch, 1986). DehfBeelle hat ihre
groRte Bedeutung als stummer Virustrager und Virusreservoir. éasdJbertragung
von VHSV auch im Feldversuch auf die naive Regenbogenforellen mégéicheant,

konnte in dieser Arbeit aufgezeigt werden.

5.6 Die VHS und IHN und ihre epidemiologische Beddung fur die
Wildfischpopulation und die Fliel3gewasser

In dieser Arbeit konnte dargestellt werden, dass die Emission v@V\édler IHNV

Uber das abflieRende Wasser infizierter Anlagen epidemiologisich bedeutsam ist

und die infektibse Dosis hoch genug ist, um mehrere hundert Meter ubtedral

kleinen und mittelgroRen Flie3gewéassern Versuchsfische in kiidten zu infizieren.

Je langer die Virusemission aus einer Anlage besteht, dester vkain sich die

Erkrankung in einem Gewassereinzugsgebiet verbreiten und etablieren.

Der Anteil hochempfanglicher Fischarten wund die Fischdichte in der
Wildfischpopulation sind sehr wahrscheinlich miteinscheidend, ob die &% IHN
in einem Wassereinzugsgebiet endemisch werden. Vergleichtdmeaituation in
Nordamerika, so befinden sich in den IHN- Endemiegebieten hochempFféngl
Fischarten, die tatsachlich auch an der Seuche mit hoher Midredikranken. Es ist
davon auszugehen, dass die Sanierung eines VHS infizierten Gewdssaiser
Population an hochempfanglichen Regenbogenforellen viel schwierigaeevaitigen
ist, als in einem Gewasser in dem lediglich inapparent @mbare Bachforellen
vorkommen. Enzmann (1989) ermittelte fur ein VHS infiziertes(¥gexvasser einen
Zeitraum von 4 Jahren bis die Infektionskette bei der Bachforellenpmpuédibrechen
konnte. Ob ein Abriss der Infektionskette in einer Population mit hochegimiden

Fischarten mdglich ist, erscheint fraglich.

Bei andauernder Virusexposition in einem Gewassersystem ist ziamechnen, dass
eine Adaptation des Virus auch an weniger empfindliche Arten oibglird und sich
mit erhohter Virulenz bei diesen Arten etabliert (Neukirch, 1991; Ssa@wnningham,
2000). Diese Hypothese stitzt sich auch die Erkenntnis, dass sehtheatiish in den
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50er Jahren des zwanzigsten Jahrhunderts durch die Verfitterung von ztererhit
Seefischabfallen einem VHSV-Stamm marinen Ursprungs demgptang auf die

Regenforelle gelungen ist (Dixon, 1999).

Mit dem nach der EU-Wasserrahmenrichtlinie (WRRL) 2000/60/EG gegiaAbbau

von kinstlichen Aufstiegshindernissen in unseren heimischen Oberflacliessgew
wird die akute Fischseuchenbekampfung und die Vermeidung von Virusemissigse
infizierten Betrieben immer bedeutsamer. B&ache und Flisse sihd mihr durch
Aufstieghindernisse in 0Okologisch separate Abschnitte untersolt,dass grol3ere
Laichwanderung von Salmoniden u. a. Fischarten moglich werden. Mit der
Wiederansiedlung des Altantischen Lachsgalrio salay in unseren Flissen und den
groBen Stromen Deutschlands kénnte das IHNV als endemische Haedgutung
erlangen, da der Atlantische Lachs eine hochempfanglich FidahaitNV ist und mit
hoher Mortalitéat auch daran erkrankt (St-Hilaire et al., 2001).

Es gilt zu verhindern, dass sich Virus in der Wildfischpopulation astapind etabliert.
Daher ist es Aufgabe der Fischseuchenbekadmpfung, in Fischhaltureisdetdie
Virusemission in die Umwelt rasch und mit Nachdruck abzustellenerlizgende
Fischhaltungsbetriebe und ggf. auch die Wildfischpopulation missen in die
Bekdmpfungsmalnahmen miteinbezogen werden. Letztendlich sind die i§eribled

und die Gesundheit der Fische fir die Produktion eines in Aquakulturgézneu
qgualitativ  hochwertigen und konkurrenzfahigen Lebensmittels entscheidende
Wirtschaftlichkeitsfaktoren und flr Teichwirtschaften mittel- bigngfristig

unabdingbar.

Das wirtschaftliche Interesse von Fischverarbeitungsbetriebetzt seandere
Schwerpunkte. Durch die Halterung schlachtreifer Fische bis/etarbeitung ist es
den Betrieben mdglich, eine hohe an den Markt angepasste Faiil gewahrleisten
und stets frische Ware liefern zu kénnen. Aus Sicht der Fischseu&kbemifeing ist in
solchen Betrieben zumindest die rasche Verwertung ansteckungsweyeé Fische
aus Seuchenanlagen gegeben. Eine Mdglichkeit zur Vermeidung degriissgn aus
solchen Anlagen in das angeschlossene Gewassersystem bestind&ntkeienung

des Ablaufwassers aus den Halterungen durch die Behandlung mit tid@48g
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(Qye & Rimstad, 2001). Zur Entkeimung humanpathogener Erreger isudaAsser

von Klaranlagen gibt es solche technischen Lésungsansatze bereits (ATV, 1998).

5.7 Die Wildfischpopulation und ihre seuchenhygienche

Bedeutung fur die Aquakultur
In dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass die UbertragumgVMSV auf
Versuchsfische uber die Wildfischpopulation in einem Endemiegewalksedurchaus
maoglich erscheint (siehe 5.3.2.2). Es werden in der Fachliteratliadttoren diskutiert,
die dazu fuhren kdnnen, dass ein klinischer Ausbruch stattfindet oder sriigestr
(Enzmann, 1989; Hoffmann, 2005). Damit sich ein seuchenfreier naiver
Regenbogenforellenbestand in einer Teichwirtschaft durch Wildfisdimeren lasst,
muss Virus in einer ausreichend hohen infektibsen Dosis bis zu deheRiin die
Anlage gelangen. Geht die Infektion bei einem einzelnen Fisch inmdagdéan, kann
die Infektionskette auf den Bestand weitergetragen werden. Diabledie Hohe der
Virusausscheidung durch die ,Wildfische" und die Distanz zum Bestaddr Anlage
wichtige Faktoren. Ein Risiko durch infizierte Fischarten, die elren Virusgehalt
im Gewebe replizieren und ausscheiden (z. B. Regenbogenforebadstitend hdher
zu bewerten als durch Fischarten (z. B. Bachforelle), die subkiiedaanken, keine
patente Infektion entwickeln und auch weniger Virus ausscheiden. aeidgystem
im Zulauf einer Bachwasseranlage ist der wichtigste Schutziankindringen von
Wildfischen in die Anlage zu vermeiden. Es muss derart konstisgent dass keine

Fische, auch keine Jungfische, in die Anlage gelangen kdnnen.

Besatzfische sollten ausschliel3lich aus gesunden und kontrolliersnggativen
Betrieben stammen um den Eintrag von Virustrdgern in Gewassentewinden.
Durch den Verzicht des Besatzes mit hochempfanglichen Fisaohawie der
Regenbogenforelle, wird die Gegenwart eines hocheffektiven \agess im
Gewassersystem vermieden. Dies schlie3t entwichene Regerdrefienf aus der

Speisefischproduktion von Fischzuchten mit ein.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die epidemiologische Bedeutung daserirission

aus VHS oder IHN infizierten Fischhaltungsbetrieben untersucleinem Feldversuch
konnten Versuchsregenbogenforellédn¢orhynchus mykissaus einem Halterkasten,
der 640 m unterhalb der VHS infizierten Anlage installiert vmait, dem identischen
Virusstamm angesteckt werden. An einem anderen FlieRgewassere k@bt m

flussabwarts eines Fischverarbeitungsbetriebes bei Versuehboggenforellen in
Halterkasten IHNV isoliert werden. Dem Fischverarbeitungsdetiurden regelmafig
infizierte Fische geliefert, die bis zur Schlachtung in mit $hesser versorgten
Halterungen gehalten wurden. In einem Endemiegewéasseggdiltbertragung von
VHSV, vermutlich durch wildlebende Bachforelle®almo trutta f. farip 220 m

bachaufwérts der Einleitungsstelle eines VHS infizierten hRaltungsbetriebes auf

Versuchsforellen in einem Halterkasten.

Im Rahmen von Sanierungsmallinahmen eines groBen VHS infizierten
Bachwasserbetriebes wurde das betroffene Flie3gewass8patsommer elektrisch
abgefischt. Hierbei konnten zum Zeitpunkt der Befischung lediglich nodh be
.verwilderten* Regenbogenforellen mittels RT-PCR ein VHSSpezifischer

Genabschnitt nachgewiesen werden.

Durch die Sequenzierung der Virusisolate konnte demonstriert werdes, ida
infizierten Anlagen und im angeschlossenen Gewassersystemidviatatoei VHSV

auftraten.

In weiteren epidemiologischen Untersuchungen wurden im Rahmenraadrfitcherei
300 laichreife Bodenseefelche@dregonus lavaretyssowie weitere Organproben von
gefischten FelchenCoregonusspp.), SeeforellenS@imo trutta f. lacustris Hechten
(Esox luciuy und SeesaiblingenSélvelinus alpinysaus dem Bodensee virologisch

untersucht. Es konnte kein VHSV oder IHNV nachgewiesen werden.

In  einem Versuch im Ablaufwasser einer Klaranlage wurdenchna
Sauerstoffanreicherung Regenbogenforellen-Setzli@gedrhynchus mykisgehalten.

Der Klaranlage wurden die potentiell infektiosen Schlachtabwasser béeeits
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erwahnten Fischverarbeitungsbetriebes zugefuhrt. Nach der g2ridgkposition mit
dem geklarten Abwasser konnte gezeigt werden, dass VHSV oder |H&WV

dreistufigen Klarprozess offensichtlich nicht infektionsttichtig Gberstehen.
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7 Summary

Epidemiological studies on Viral Haemorrhagic Septaemia (VHS)

and Infectious Haematopoietic Necrosis (IHN) in the&southwest of
Germany

The purpose of this thesis has been to research the epidenablogortance of virus
emission from fish farms infected by Viral Haemorrhagigpt®aemia (VHS) or
Infectious Haematopoietic Necrosis (IHN). In a field experitm&inbow trout were
encaged 640 m below a VHS-infected farm. The rainbow trout weeetad by the
virus identical to the farm isolate. In an other watercourse-\4this was isolated from
experimental rainbow trout in water cages 650 m downstream a bskgsing plant,
which was regularly supplied with infected fish. In an endemeastrthe transmission
of VHS-Virus to experimental encaged trout succeeded, presunmablgh wild brook
trout Salmo trutta f. farip, 220 m upstream the discharge position of an VHS-infected

fish farm.

In the course of eradication of VHS-Infection in a large festmt, the supplying brook
was completely electrically fished in the late summerpéctfic VHSV gene sequence

could only be detected by means of RT-PCR in feral rainbow trout.

By sequencing the virus isolates it was possible to demonstrgtgions of VHSV in

infected farms and the connected watercourse-system.

Furthermore, during the spawning-fishery epidemiological studies,8Q@ky mature
white fish Coregonus lavaretysas well as on further organ samples of fished white
fish (Coregonusspp.), lake troutalmo trutta f. lacustrjs pike Esox luciuy and arctic
charr Galvelinus alpinusfrom Lake Constance were virologically examined. Neither
VHSV nor IHNV were detected.

Rainbow trout fingerlings were exposed to cleaned and oxygenatedeeaffluent for
62 days. Potential infectious waste water from slaughteritigeofibove-mentioned fish
processing plant was introduced to the sewage plant. VHSV or IbiNWbusly do not

endure the three-stage sewage treatment in infectious condition.
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8 Anhang

8.1 Abkurzungsverzeichnis

A Adenin

Ag Antigen

AK Antikorper

AS Aminosaure

BA Beta-Aktin

Bf Bachforelle $almo trutta forma farip

BF-2 Bluegill Fry =2 (-Zellen)

bp Basenpaare

C Cytosin

cpE cytopathischer Effekt

CVUA Chemisches und Veterindruntersuchungsamt
dNTP Desoxynucleotidtriphosphat

EPC Epithelioma Papuloma Cyprini (-Zellen)
ERM Enteric Redmouth Disease (Rotmaulseuche)
FHM Fathead Minnow (-Zellen)

FITC Fluoreszein-Isothiocyanat

FKS Fetales Kalberserum

G Guanin

GIE Gegenstrom-Immunelektrophorese

IF Immunfluoreszenz

Ig Immunglobulin
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IHN(V) Infektiose Hamatopoetische Nekrose (Virus)
IIFT Indirekter Immunfluoreszenz-Test

IPN(V) Infektiose Pankreasnekrose (Virus)

ISA Infectious Salmon Anaemia (Infektiose Anamie der Lachse)
KHV Koi-Herpesvirus

KuKo Kulturkontrolle(n)

LW Negativkontroll-Leerwert

M molare Masse (Molmasse)

mMAK monoklonale Antikdrper

OIE Office International des Epizooties

PCR Polymerase Chain Reaction = Polymerase Kettenreaktion
PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung

PFR Pike-Fry-Rhabdovirus

PK Positivkontrolle(n)

PNT Plaque-Neutralisationstest

Rf Regenbogenforell®©ncorhynchus mykiss

RT Reverse Transkription

RTG-2 Rainbow Trout Gonad -2 (-Zellen)

SNT Serum-Neutralisationstest

STUA Staatliches Tierarztliches Untersuchungsamt
SVC(V) Spring Viremia of Carp (Virus)

T Thymin

TSN Tierseuchennachrichten-System

VHS(V) Virale Hamorrhagische Septikamie (Virus)

VZ Virusanzichtung
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8.2  Abkirzungssymbole fir Aminosauren

Symbol Abklrzung Aminosaure
A Ala Alanin

C Cys Cystein

D Asp Asparaginsaure
E Glu Glutaminsaure
F Phe Phenylalanin
G Gly Glycin

H His Histidin

I lle Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin

N Asn Asparagin

P Pro Prolin

Q Gln Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin

V Val Valin

W Trp Tryptophan
Y Tyr Tyrosin
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8.3  Alignment der VHS-Isolate von den Feldversuchean Bach B
2003 und 2004

10 30 50

FV10/ 03 ATGGAATGGAACACTTTTTTCCTGGT GATCTTGATCATCATCATAAAGAGCACCACACCA
MBAB- 03
MBAO- 03
FVBA 08
WB86-04 ... ... G
MBBB- 04
MBO7- 04

FV10/ 03 MEWNTZFZFL VI LI I 1 1 KSTTP
WB48- 03

WB49- 03

Fv84/ 03 e

WB86- 04 .. . . A

\B88- 04

WB97- 04

70 90 110

FV10/ 03 CAGATCACTCAACGACCT CCGGTCGAAAACAT CTCGACGT ACCAT GCAGACT GGGACACT
VB4 8- 03
MBAO- 03
FVBA/ 08
MBBG- 04
MBBB- 04
MBO7- 04
FV10/ 03 QI T QR PPV ENI STYHADWDT
WB48- 03 C e e e e
WB49- 03

Fv84/ 03

WB86- 04

\B88- 04

WB97- 04

130 150 170

FVv10/ 03 CCGCTATACACTCATCCCTCCAACT GCAGGGACGATTCCTTTGT CCCGATTCGACCGGECT
VB4 8- 03
VBAG- 03
WB50-03
FVB4/ 03
MBBG- 04
MBB8- 04
MBI 7- 04

FV10/ 03 P LY TMHWPSNTCRDUDSUZFVPI RPA
WB48- 03
WB49- 03
WB50- 03
FVv84/ 03
V\B86- 04
WB88- 04
VBO7- 04
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190 210 230

FVv10/ 03 CAACTCAGGT GTCCTCATGAATTTGAAGACATAAACAAGCGACTGGT TTCCGT CCCAACC
VB4 8- 03
MBAO- 03
MBS 0- 03
FVBA/ 08
MBBG- 04
MBBB- 04
VBOL- 04
MBO7- 04
FV10/ 03 QL RCPHEUZFETDI NKGLV SV PT
WB48- 03 C e e e e
WB49- 03

WB50- 03

FVv84/ 03

V\B86- 04

WB88- 04

VB91- 04

WB97- 04

250 270 290

FVv10/ 03 AGGATCATCCATCTCCCGCTATCGGT CACCAGCGT CTCCGCAGT AGCGAGT GGCCACTAC
VB4 8- 03
VBAO- 03
MBS 0- 03
FVB4/ 03
MBBG- 04
MBB8- 04
MBI - 04
MBI 7- 04 e

FV10/ 03 R1 I HL PL SVTSVSAVASGHY
WB48- 03
VB49- 03
WB50- 03
Fv84/ 03
WB86- 04
\B88- 04
WB91- 04
VBO7- 04
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310 330 350

FV10/ 03 CTGCACAGAGTGACTTATCGAGT CACCTGT TCGACCGGECTTCTTTGGAGGGECAAACCATC
MBA8- 03
MBAO- 03
MBS 0- 03
FVBA 08
MBBG- 04
MBBB- 04
MBO - 04
MBO7- 04
FV10/ 03 L HRYV TYRVT CSTGFUZFGGO QT I
WB48- 03 C e e e e
WB49- 03

WB50- 03

FVv84/ 03

V\B86- 04

WB88- 04

VB91- 04

WB97- 04

370 390 410

FV10/ 03 GAAAAGACCAT CTTGGAGGCGAAGCT GT CCCGT CAGGAGGCCT CAGACGAGGCAGGCAAG
VB4 8- 03
MBAO- 03
MBS 0- 03
FVBA/ 08
MBBG- 04
MBBB- 04
MBO - 04
MBO7- 04
FV10/ 03 E K T1 L EAKULSRQEASUDTEAGK
WB48- 03 C e e
VB49- 03

WB50- 03

Fv84/ 03

WB86- 04

\B88- 04

WB91- 04

VBO7- 04
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430 450 470

FVv10/ 03 GATCACGAGTACCCGTTCTTCCCTGAACCCT CCTGCAT CTGGATGAAAGACAATGT CCAT
MBAB- 03
MBAO- 03
MBS 0- 03
FVBA/ 08
MBB6- 04
MBBB- 04
MBO L- 04
MBO7- 04

FV10/ 03 DHEYPFFPEWPSCI WMIKDNVH
WB48- 03
WB49- 03
WB50- 03
FVv84/ 03
V\B86- 04
WB88- 04
VB91- 04
WB97- 04

490 510 530

FV10/ 03 AAGGACATAACT CACTATTACAAGACCCCAAAAACCGT ATCGGT GGATCTCTACAGCAGG
VB4 8- 03
MBAO- 03
MBS 0- 03
FVBA 08
MBB6- 04
MBBB- 04
MBO - 04
MBO7- 04

FV10/ 03 K bl T HY Y KTW®PIKTV SV DWLY SR
WB48- 03
VB49- 03
WB50- 03
Fv84/ 03
WB86- 04
\B88- 04
WB91- 04
VBO7- 04



104 8 Anhang

550 570 590

FV10/ 03 AAATTTCTCAACCCTGATTTCATAGAGGEGEEGT TTGCACAACCT CGCCCTGTCAAACTCAC
MBA8- 03
MBAO- 03
MBS 0- 03
FVBA 08
MBBG- 04
MBBB- 04
MBO - 04
MBO7- 04
FV10/ 03 K F L NP DZFI EGVCTTSUPCOQTH
WB48- 03 C e e e e
WB49- 03

WB50- 03

FVv84/ 03

V\B86- 04

WB88- 04

VB91- 04

WB97- 04

610 630 650

FV10/ 03 TGGCAGGGAGT CTATTGGGT CGGT GACACACCCAAAGCCCATTGCCCCACGCCAGAAACA
VB4 8- 03
MBAO- 03
MBS 0- 03
FVBA/ 08
MBBG- 04
MBBB- 04
MBO - 04
MBO7- 04
FV10/ 03 wQ GV Y WV GDTWPIKAHZC CPTWPET
WB48- 03 C e e
VB49- 03

WB50- 03

Fv84/ 03

WB86- 04

\B88- 04

WB91- 04

VBO7- 04
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670 690 710

FVv10/ 03 CTAGAAGGACACCTGT TCACCAGGACCCACGAT CACAGGGT GGT CAAGGCGATTGT GGCA
VB4 8- 03
WB49-03

MBS 0- 03
FVB4/ 03
MBBG- 04
MBB8- 04
MBI - 04
MBI 7- 04

FV10/ 03 L EGHL FTRTMHIDMHRYVYV KAI VA
WB48- 03
WB49- 03
WB50- 03
FVv84/ 03
V\B86- 04
WB88- 04
VB91- 04
WB97- 04

730 750 770

FVv10/ 03 GGCCATCATCCCTGGGGACT CACAATGGCATGCACAGT GACAT TCTGCGGEGEGEGAGCGT GG
VB4 8- 03
MBS 0- 03
FVBA/ 08
MBBG- 04
BB 8- 04
MBI - 04
B 7- 04

FV10/ 03 GHHPWGLTMACTVTUFT CGGAW
WB48- 03
WB50- 03
Fv84/ 03
WB86- 04
\B88- 04
WB91- 04
VBO7- 04

790 810 830

FV10/ 03 ATTAAGACT GACCT GGGGGACCT GAT CCAGGT GACAGGACCGGAGGEGCACGAGRAAACT G
MBAB- 03
MBS 0- 03
FVBA/ 08
MBB6- 04
MBB8- 04
MBO L- 04
MBO7- 04
FV10/ 03 I K T DL GDULI QVTGUPUEGTRKL
WB48- 03 C e e e e
WB50- 03

Fv84/ 03

WB86- 04

\B88- 04

WB91- 04

VBO7- 04



106 8 Anhang

850 870 890

FV10/ 03 ACTCCAAACAAGT GT GT CAACACCGAT GT CCAGAT GAGGGGGGECAACAGACGACTTCTCT
MBA8- 03
MB50- 03
FVBA/ 03
MBBG- 04 Cc
MBB 8- 04
MBOL- 04

MBO7- 04
FV10/ 03 T P NKOCVNTDVQMRGATDDF S
WB48- 03 C e e
WB50- 03

FVv84/ 03

\B86- 04

WB88- 04

VBO1- 04

WB97- 04

910 930 950

FV10/ 03 TATCTCAACCATCTCATCACCAACATGGECT CAAAGAACCGAGT GCCTAGATGCCCATAGT
VB4 8- 03
MB50- 03
FVBA/ 03
MBBG- 04
MBB 8- 04
MBO7- 04
FV10/ 03 Y L NHL I T NMAQRTETCLDAMHS
WB48- 03 C e e
WB50- 03

FVv84/ 03

V\B86- 04

WB88- 04

VBO7- 04

970 990 1010

FV10/ 03 GATATCACCGCTTCTGGGAAAGTATCCCCATTTCTCCTCTCAAAGT TTCGTCCCAGCCAC
MBAB- 03
MBS 0- 03
FVBA/ 08
MBB6- 04
MBBB- 04
MBO7- 04

FV10/ 03 bl T A S GKV SPFLUL S KFRP S H
WB48- 03
WB50- 03
FVv84/ 03
\B86- 04
WB88- 04
VBO7- 04



8 Anhang 107

1030 1050 1070

FVv10/ 03 CCTGGGCCTGECAAGGCACACTATCT TCTCGACGGCCAAAT CATGCGAGGTGACTGTGAC
VB4 8- 03
MBS0- 03
FVBA/ 03
MBBG- 04
MBB 8- 04
MBO7- 04
FV10/ 03 P GP GKAMHY LL DGQI MR GUDCD
WB48- 03 C e e e e
WB50- 03

Fv84/ 03

WB86- 04

\B88- 04

WB97- 04

1090 1110 1130

FV10/ 03 TATGAGGCAGTAGT CAGCATCAACTACAATAGCGCTCAATACAAGACGGT GAACAACACA
VB4 8- 03
MB50- 03
FVBA/ 03
MBBG- 04
MBB8- 04
MBO7- 04
FV10/ 03 Y E AV VSI NYNSAQYKTVNNT
WB48- 03 C e
WB50- 03

FVv84/ 03

V\B86- 04

WB88- 04

VBO7- 04

1150 1170 1190

FV10/ 03 TGGAAAT CATGGAAACGGGT GGACAACAACACAGAT GGGTACGATGGGATGATATTTGGG
MBAB- 03
MBS 0- 03
FVBA/ 08
MBBG- 04
MBBB- 04
MBO7- 04

FV10/ 03 WK S WKW RVDNNTDGYDGMI F G
WB48- 03
WB50- 03
FVv84/ 03
V\B86- 04
WB88- 04
VBO7- 04



108 8 Anhang

1210 1230 1250

FV10/ 03 GACAAATTGATCATCCCGGACATCGAAAAGT ATCAGAGT GTCTATGACAGTGGAATGCTC
MBA8- 03
FVBA/ 08
MBBG- 04
MBBB- 04
MBO7- 04
FV10/ 03 DKLI1IT I P DI EKYQSVYDSGML
WB48- 03 C e e e e
Fv84/ 03

WB86- 04

\B88- 04

WB97- 04

1270 1290 1310

FV10/ 03 GI'TCAAAGAAACCTTGTGGAAGT CCCTCATCTGAGCATTGT GT TCGT CTCCAACACATCT
VB4 8- 03
FVBA 08
MBBG- 04
MBBB- 04
MBO7- 04
FV10/ 03 vV QR NL V EVPHL SI VF VS NT S
WB48- 03 C e e e e
FVv84/ 03

V\B86- 04

WB88- 04

VBO7- 04

1330 1350 1370

FV10/ 03 GACCTTTCCACTAATCACATCCACACCAACCTAATCCCTTCGGATTGGTCATTCAACT GG
MBAB- 03
FVBA/ 03
MBBG- 04
MBB8- 04
MBO7- 04

FV10/ 03 DL STNMHI HTNLI P SDWSFNW
W\B48- 03
Fv84/ 03
WB86- 04
\B88- 04
WB97- 04
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1390 1410 1430

FVv10/ 03 AGTCTTTGGCCATCATTAT CGGGGAT GEEEGET TGT GGGAGGEECCCTCCTTCTACTGGTA
VB4 8- 03
FVB4/ 03
MBBG- 04
MBB8- 04
MBI 7- 04 e

FV10/ 03 S LWPSL SGMGV YV GGALIULILLYV
WB48- 03
Fv84/ 03
WB86- 04
\B88- 04
WB97- 04

1450 1470 1490

FV10/ 03 CTCTCGCTGI TGCTGCAAGGCGT CCCCTCCCATTCCAAATTACGGEGAT TCCGATGCAGCAG
MBA8- 03
FVBA/ 08
MBBG- 04
MBBB- 04
MBO7- 04
FV10/ 03 L ¢ccccCKASPPI PNYGI P MOQAOQ
WB48- 03 C e e e e
FVv84/ 03

V\B86- 04

WB88- 04

VBO7- 04

1510

FV10/ 03 TTCTCCAGAAGTCAGATGGTCTGA
WB48-03
FV84/03
WBB6-04 .
WB88-04
VBO7-04

FV10/ 03 F S RS Q MYV *
W\B48- 03 e
Fv84/ 03 e
WB86- 04 *
\B88- 04 *
WB97- 04 *
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8.4  Alignment der VHS-Isolate aus dem Schwarzwaldn Bereich

des Fischhaltungsbetriebes am Bach D

1
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

1
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

51
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

18
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

101
FVv37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

34
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

151
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

51
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

201
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

68
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

ATGGAATGCGAACACTTTTTTCCTGGTGATCT TGATCATCATCATAAAGAG

MEWNTFFL VI LI I I I K S

CACCACACCACAGATCACTCAACGACCT CCGGT CGAAAACATCTCGACGT

ACCATGCAGACTGGGACACT CCGCTATACACTCATCCCTCCAACT GCAGG

Y HADWDTWPULYTHWPSNTCR

GACGATTCCTTTGT CCCGAT TCGACCGECTCAACTCAGGTGTCCTCATGA

ATTTGAAGACATAAACAAGGGACT GGT TTCCGT CCCAACCAGGATCATCC

N K GL V SV PTRI I



8 Anhang
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251
FVv37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24/ 04

84
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24/ 04

301
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24

101
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24

351
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24

118
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24

401
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24

132
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24

ATCTCCCGCTATCGGT CACCAGCGT CTCCGCAGTAGCGAGT GECCACTAC

HLPL SVTSVSAVASGHY

CTGCACAGAGTGACTTATCGAGT CACCTGT TCGACCGGCTTCTTTGGAGG

L HRYVY TYRVTTCSTGTFTF GG

GCAAACCAT CGAAAAGACCAT CTTGGAGGCGAAACT GT CCCGT CAGGAGG

CCTCAGACGAGGCAAGCAAGGATCACGAGTACCCGT TCTTCCCTGAACCC

A S DEASKUDMHEYPFFPE P
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8 Anhang

451
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24

151
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24

501
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24

168
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24

551
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24

184
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24

601
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24

201
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24

TCCTGCATCTGGATGAAGGACAATGTCCATAAGGACATAACTCACTATTA

s ¢l WMKDNVHIKDI T HYY

CAAGACCCCAAAAACCGTATCGGT GGATCTCTACAGCAGGAAATTTCTCA

K T P KTV SV DLY SRKF L

ACCCTGATTTCATAGAGGEGGEGT TTGCACAACCTCGCCCTGTCAAACTCAC

TGGCAGGGAGT CTATTGGGT CGGT GACACACCCAAAGCCCATTGCCCCAC

wWQ GV Y WV GDTWPIKAMHTZCUPT



8 Anhang
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651
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24

218
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04
FV63- 24

701
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

234
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

751
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

251
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

801
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

268
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

851
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

284
FV37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

GCCAGAAACACTAGAAGGACACCTGT TCACCAGGACCCACGATCACAGGEG

P ETLEGHTULFTRTMHDMHR

TGGTCAAGGCAATTGT GGCAGGCCATCATCCCTGGGGACT CACAATGGCA

TGCACAGT GACAT TCT GCGCGGEGGAGCGT GGAT TAAGACT GACCT GGGGGA

c T Vv TFZ CGGAWI KTDUL GD

CCTGATCCAGGT GACAGGACCGGAGGGCACGAGGAAACTGACTCCAAACA

LI Q VvV T GPEGTRI KL T PN

AGT GT GT CAACACCGAT GT CCAGAT GAGGGGEGEECAACAGACGACTTCTCT

K ¢CV NTDVQMRGATDD F S
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8 Anhang

901
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

301
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

951
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

318
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

1001
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

334
FVv37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

1051
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

351
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

1101
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

368
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

TATCTCAACCATCTCATCACCAACATGGCTCAAAGAACCGAGT GCCTAGA

TGCCCATAGTGATATCACCGCTTCTGGGAAAGTATCCCCATTTCTCCTCT

CAAAGT TTCGT CCCAGCCACCCT GGECCTGECAAGGCACACTATCTTCTC

S K FRPSHUPGP GKAMHYLL

GACGGCCAAAT CATGCGAGGT GACT GT GACTAT GAGGCAGTAGT CAGCAT

MR GDCDYEAV V S |

CAACTACAATAGCGCTCAATACAAGACGGT GAACAACACATGGAAATCAT

N Y NS A QY KTVNNT WK S



8 Anhang
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1151
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

384
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

1201
FVv37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

401
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

1251
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

418
FVv37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

1301
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

434
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

1351
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

451
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

GGAAACGGGT GGACAACAACACAGATGGGTACGATGGGATGATATTTGGEG

WK RV DNNTDGYDGMI F G

GACAAATTGATCATCCCGGACATCGAAAAGT ATCAGAGT GTCTATGACAG

TGGAATGCTCGT TCAAAGAAACCT TGTGGAAGT CCCTCATCTGAGCATTG

GML V QRNLVEV P HL S I

TGITCGTCTCCAACACATCTGACCTTTCCACTAATCACATCCACACCAAC

V FV SNTSDULSTNHI HTN

CTAATCCCTTCGGATTGGTCATTCAACTGGAGTCTTTGGCCATCATTATC

L1 P S DWSFNWSL WP S L S
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8 Anhang

1401
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

468
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

1451
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

484
FVv37/ 03
Fv74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

1501
FV37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

501
FVv37/ 03
FV74/ 03
FV37/ 04
FV50/ 04

GGGGATGGGEGT TGT GGGAGGGEGECCCTCCTTCTACTGGTACTCTGCTGT T

GMGVYV GGALULULULVL CC

GCTGCAAGGECGT CCCCTCCCATTCCAAAT TACGGGAT TCCGATGCAGCAG

TTCTCCAGAAGTCAGATGGTCTGA
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