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Einleitung

1 Einleitung

Die Drehkrankheit, eine durch Myxobolus cerebralis hervorgerufene parasitire Erkrankung
von Salmoniden, hat sich seit den 50er Jahren unter anderen in den USA sowohl zu einem
wirtschaftlichen als auch zu einem 6kologischen Problem entwickelt. Im Jahr 1903 erstmals
von Hofer beschrieben (HOFER 1903), zihlt der Parasit zum Stamm der Myxozoa (GRASSE
1970). Seine heteroxene Entwicklung erfolgt obligat in einem Fisch und einem Oligochaet als
Wirt MARKIW und WOLF, 1983). Obwohl verschiedene Salmonidenarten empfinglich sind
(EL-MATBOULI et al. 2002), ist die aus den USA stammende Regenbogenforelle
(Oncorhynchus mykiss) am schwersten betroffen. M. cerebralis befdllt dabei das
Knorpelgewebe des noch nicht verknocherten Skeletts jiingerer Fische. Durch die dort
stattfindende massive Vermehrung von Entwicklungsstadien kommt es zu einer Auflosung
der Knorpelstruktur und zur Storung der Ossifikation, deren Folge eine Deformation am
gesamten Skelett ist (HOFFMAN et al. 1962). Die Schwarzfirbung der kaudalen
Korperpartien, und das fiir die Erkrankung Namen gebende schnelle horizontale Drehen um
eine senkrechte Achse sind weitere Symptome (SCHAPERCLAUS 1990; ROSE et al. 2000).
Wihrend die Schédden in den Fischzuchten durch Optimierung der Haltungsbedingungen noch
im Rahmen gehalten werden konnten, kam es in den groBen Fliissen zu einer starken
Dezimierung der dort heimischen Regenbogenforellen (HEDRICK et al. 1998; WALKER
und NEHRING 1995; NICKUM 1999; VINCENT 1996). Die Erkrankung bei
Wildpopulationen resultiert aus komplexen Wechselwirkungen zum einen zwischen dem
Parasit und seinen beiden Wirten, zum anderen zwischen dem Parasit und seiner Umwelt und
sowie zwischen den Wirten und ihrer Umwelt (HEDRICK et al. 1988). Diese
Wechselwirkungen sind komplexer, wenn sie in unterschiedlichen geographischen Regionen
variieren und mehr als ein Wirt im Lebenszyklus beteiligt ist.

Der ubiquitdr vorkommende Oligochaet Tubifex tubifex (Annelida, Ringelwiirmer) ist als
einzige Spezies empfinglich fiir den Parasiten. Zwischen den Darmepithelzellen der
Oligochaeten entwickeln sich die oral aufgenommenen Stadien nach circa drei Monaten zu
den fiir den Fisch infektiosen Triactinomyxon-Sporen (WOLF und MARKIW 1984; WOLF
et al. 1986; EL-MATBOULI und HOFFMANN 1989). Schlamm von stehenden, sowie
flieBenden und auch stark verschmutzen Gewissern bildet den Lebensraum von 7. tubifex.
Aufgrund seiner Widerstandsfihigkeit gegen extreme Umweltbedingungen, wie
Sauerstoffmangel, stellt er einen hervorragenden Bioindikator dar.

Zur Erforschung der Drehkrankheit ist es wichtig, den Entwicklungszyklus des Parasiten im
1
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Labor aufrechtzuerhalten. Deswegen ist eine Optimierung von Infektion und Haltung der
Oligochaeten erforderlich. Man weif} bis heute noch wenig tiber die Umweltfaktoren, welche
die Infektionsdynamik unter den Tubificiden beeinflussen, auBler dass die optimale
Temperatur fiir die Sporenentwicklung bei 15 °C liegt (EL-MATBOULI et al. 1999).
BLAZER et al. (2003) untersuchten geeignete Substrattypen fiir Oligochaeten aus dem Osten
der USA und fanden heraus, dass Schlamm der bevorzugte Bodengrund neben Sand und
Laubstreu ist.

Es liegen jedoch zurzeit keine ausreichenden wissenschaftlichen Erkenntnisse iiber geeignete
Futterzusammensetzungen und Substrat fiir die erfolgreiche Haltung der Tubificiden unter
Laborbedingungen vor.

In der vorliegenden Dissertationsschrift wird daher der Einfluss der Fiitterung und der
Substratbeschaffenheit des Bodens auf die Interaktion zwischen M. cerebralis und T. tubifex
untersucht. Die Resultate dieser Arbeit konnten zur Erkldarung der variierenden Epidemiologie
bzw. der lokalen Ausbriiche der Drehkrankheit in diversen Habitaten beitragen. Des Weiteren
sind die gewonnenen Erkenntnisse fiir die Etablierung bzw. Optimierung des

Entwicklungszyklus im Labor von grof3er Bedeutung.
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2 Literatur

2.1 Biologische Grundlagen der Myxozoa

2.1.1 Taxonomie

Der Erreger der Drehkrankheit der Salmoniden, M. cerebralis, ist ein Vertreter des Stammes
Myxozoa (GRASSE 1970). Dieser umfasst circa 1.350 Arten, die sich in 52 Genera gliedern
(LOM und DYKOVA, 1995). Er wurde zunichst durch die International Comission on
Protozoan Nomenclature in die zwei Klassen Myxosporea, Biitschli (1881) und Actinosporea,
Noble (1980) (Tabelle 1) unterteilt (LEVINE et al. 1980). Diese Einteilung konnte jedoch
nicht aufrechterhalten werden, nachdem entdeckt wurde, dass die Actinosporea das
Entwicklungsstadium einiger Myxosporea-Arten darstellen (KENT et al. 1994). Weiter unklar
ist die Zuordnung der Myxosporea zum Unterreich der Protozoa. Da sich Myxosporea-Sporen
aus somatischen und generativen Zellen zusammensetzen, fordern einige Autoren, sie den
Metazoa zuzuordnen (SMOTHERS et al. 1994; SCHLEGEL et al. 1996; SIDDALL et al.
1995).

Alle Vertreter dieses Stammes sind obligat parasitisch lebende Organismen. lhre Sporen
bestehen aus Schalenzellen, Polkapselzellen mit ausschleuderbarem Polfilament und einem
infektiosen Amoboidkeim. Einige wichtige pathogene Vertreter sind neben M. cerebralis,
Tetracapsuloides bryosalmonae, der Erreger der proliferativen Nierenerkrankung der
Salmoniden (Proliferative Kidney Disease), Sphaerospora renicola, Ausloser der
Schwimmblasenentziindung des Karpfens (Swimbladder Inflammation), sowie Hoferellus
carassi, welcher die infektiose Nierenvergrolerung beim Goldfisch (Cystic Kidney
Enlargement) verursacht. Die Actinosporea parasitieren in aquatischen Oligochaeten und
Sipunculiden, sie wurden von MARQUES (1984) in 44 Arten und 52 Gattungen unterteilt.
Der Entwicklungszyklus von M. cerebralis war lange Zeit unklar. Zunichst wurde ein
direkter Infektionsweg vermutet, aber Infektionsversuche von Fisch zu Fisch scheiterten.
MARKIW und WOLF (1983) fanden schlielich heraus, dass die Entwicklung des Parasiten
zu der fiir den Fisch infektiosen Form in Tubificiden (Tubifex tubifex Miiller 1774) erfolgt.
Laut dieser Entdeckung existieren also zwei Arten von Sporen: Die Actinospore als die fiir
den Fisch infektiose Form, und die Myxospore als die fiir den Tubificiden infektiose Form.
EL-MATBOULI und HOFFMANN (1989) bestitigten, dass der Oligochaet Tubifex tubifex

als zweiter Wirt fiir die Entwicklung von M. cerebralis notwendig ist.
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[ Stamm Myxozoa (Grassé€ 1970) }

%[ Klasse Myxosporea (Biitschli 1881) }

%[ Ordnung Bivalvulida (Shulman 1959) 1
%[ Unterordnung Platysporina (Kudo 1919) 1

%[ Familie Myxobolidae (Thélohan 1892) }
&> [ Gattung Myxobolus }
&> [ Art  Myxobolus cerebralis }

Tabelle 1: Die Stellung von M. cerebralis in der systemischen Einteilung der Myxozoa nach

LEVINE et al. 1980, LOM und NOBLE 1984 und LOM und DYKOVA 1992.
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2.1.2 Morphologie

Die M. cerebralis-Spore (Abbildung 1) ist in der Frontalsicht rund-oval und besteht aus zwei
Schalenzellen, die eine @uBlere Hiille bilden, zwei Polkapselzellen, in denen sich in fiinf bis
sechs Windungen aufspiralisierte Polfilamente befinden, und einem zweikernigen
Amoboidkeim (LOM und HOFFMAN 1971). Im Durchschnitt ist sie 8,7 um lang, 8,2 um
breit und 6,3 um dick. Die Sporen sind dulerst widerstandfihig gegeniiber Umwelteinfliissen.
Sie bleiben bis zu dreiBig Jahre infektios (HOFFMAN und PUTZ 1969) und werden weder
von niedrigen Temperaturen bis -20 °C noch von Hitze bis +66°C beeintridchtigt (HOFFMAN
1977; WOLF und MARKIW 1982). Die Sporen konnen den Verdauungstrakt von Hecht
(Esox lucius) und Stockente (Anas platyrhynchos) intakt passieren (EL-MATBOULI und
HOFFMANN, 1991).

o W

a.) Schalenwand
b.) Polfilament

c.) Polkapselzelle
d) Schalenzellkern
e.) Amoboidkeim

f.) Amoboidkeimzelle

Abbildung 1: Schematische Darstellung einer M. cerebralis-Spore nach EL-MATBOULI
(1996)

Die Triactinomyxon-Spore (Abbildung 2) besitzt drei durchschnittlich 193,2 um lange,
ankerformige Schwebefortsitze und einen etwa 146,7 um langen Stielfortsatz, in dem sich der
bewegliche Amoboidkeim befindet und an dessen Ende die drei Polkapseln sitzen. Im
Gegensatz zu der oben beschriebenen M. cerebralis-Spore ist die Triactinomyxon-Spore sehr
empfindlich und wenig widerstandsfihig. Ihre Uberlebenszeit im Wasser betrigt
durchschnittlich nur sieben Tage (HEDRICK et al. 1998) bei einer Temperatur von + 7 °C
und ist noch geringer bei hoheren Wassertemperaturen (MARKIW 1992).
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a.) Polkapsel

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

d.) Sporoplasma-umbhiillende Zelle
e.) Fortsatz

f.) Stiel

g.) Liange des Fortsatzes

h.) Polfilament

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer reifen, entfalteten Triactinomyxon-Spore nach
EL-MATBOULI (1998)
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2.1.3 Entwicklungszyklus
2.1.3.1 Entwicklung im Oligochaeten

Wihrend der Entwicklung bilden sich zwei sporogene Phasen. Da im Oligochaeten Tubifex
tubifex die Reduktionsteilung und die Gametenfusion stattfinden ist er Endwirt, wéihrend die
Salmoniden als Zwischenwirte anzusehen sind (EL-MATBOULI und HOFFMANN 1998).
Nach dem Tod der infizierten Fische werden durch Verwesung oder Passage des
Verdauungstraktes von Raubfischen oder Vogeln die reifen Sporen freigesetzt (EL-
MATBOULI et al. 1992). Diese werden fiir ihre weitere Entwicklung durch die Tubificiden
mit der Nahrung aufgenommen (WOLF et al. 1986; EL-MATBOULI und HOFFMANN
1989) und gelangen in das Darmlumen. Dort schleudern die Sporen ihre Polfilamente aus und
heften sich an die Darmepithelzellen (EL-MATBOULI und HOFFMANN 1998). Die
Schalenzellen o6ffnen sich entlang einer Nahtlinie und entlassen den zweikernigen
Amoboidkeim zwischen den Darmepithelzellen (1)%, wo er eine dreiphasige Entwicklung mit
Schizogonie, Gametogonie und Sporogonie durchlduft (Abbildung 3).

Wihrend der Schizogonie kommt es zu einer vegetativen Vermehrung. Dabei durchlaufen die
beiden Kerne des Amoboidkeims zahlreiche Teilungen und es entstehen vielkernige Zellen
(2). Diese teilen sich wiederum in viele einkernige Zellen (Einzell-Stadium) (3), die
anschlieBend zwischen die Darmepithelzellen einwandern. Durch die so genannte
Plasmogonie entstehen dann aus jeweils zwei einkernigen Zellen zweikernige Zellen (4), die
ab dem 25. Tag nach der Infektion zwischen den Darmepithelzellen nachweisbar sind (EL-
MATBOULI 1996). In der Gametogonie bilden sich aus den zweikernigen Zellen durch
Teilung vierkernige Stadien (5).

Je zwei dieser Zellen umschlieBen die beiden verbliebenen (6) und nach weiteren Teilungen
entstehen 60-120 Tage nach der Infektion vierzellige Pansporozysten. Diese bestehen aus
zwel dufleren somatischen Hiillzellen und zwei inneren generativen Zellen (7). Die beiden
inneren generativen Zellen aufgrund unterschiedlicher Genome als a- und B-Zellen bezeichnet
vollziehen drei mitotische Teilungen, die Hiillzellen jeweils zwei. Es entstehen 16 diploide
Zellen (je 8 a- und B-Gameten), die von acht Hiillzellen umgeben werden (8). Die sechzehn
diploiden Gameten durchlaufen eine Reduktionsteilung, woraus sechzehn haploide Gameten

(8 a- und B-Gameten) und sechzehn Polkorper entstehen (9). Je ein a- und ein B-Gamet

? Die Nummern 1 bis 13 beziehen sich auf die Abbildung 3
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verschmelzen und bilden je eine Zygote (Gametogonie). Somit enthélt die Pansporozyste nun
acht diploide Zygoten (10). Jede Zygote teilt sich zweimal mitotisch (Beginn der Sporogonie)
und es entstehen vier pyramidenformige Zellstadien (Vierzellstadium), drei periphere und
eine zentrale Zelle (Ursprungszelle des Amoboidkeims) (11). Nach einmaliger mitotischer
Teilung der drei peripher gelegenen Zellen entstehen drei Polkapselzellen und drei
Schalenzellen (12). Die vierte zentrale Zelle durchliduft viele mitotische Teilungen und bildet
auf diese Weise den Amoboidkeim (= Sporoplasma) der Actinosporea-Spore. Somit entstehen
innerhalb einer jeden Pansporozyste am Ende der Sporogenese acht reife, infektiose
Triactinomyxon-Sporen mit je drei Schalen- und Polkapselzellen und einem Amd&boidkeim
mit circa 64 diploiden Zellen (EL-MATBOULI et al. 1995) (13). Die reifen Triactinomyxon-
Sporen werden nach dem Aufplatzen der Pansporozyste in das Darmlumen entlassen und iiber
den Darmkanal des Tubificiden ins Wasser abgegeben (EL-MATBOULI 1988; EL-
MATBOULI und HOFFMANN 1989; EL-MATBOULI et al. 1992). Nach circa 90 Tagen
post infectionem beginnen die Oligochaeten Triactinomyxon-Sporen auszuscheiden (EL-
MATBOULI und HOFFMANN 1998). Im Wasser entfalten sich die Sporen zu ihrer

typischen Ankerform.
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Gametogonie

Schizogonie3

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Entwicklungszyklus von M. cerebralis im
Oligochaeten-wirt nach EL-MATBOULI (1998)

2.1.3.2 Entwicklung im Fisch

Die Triactinomyxon-Sporen gelangen durch Kontakt iiber sekretorische Offnungen der
Epidermisschleimzellen und das respiratorische Kiemenepithel oder durch die orale
Aufnahme von infizierten Oligochaeten in den Fischwirt (WOLF und MARKIW 1984; EL-
MATBOULI und HOFFMANN 1989) (14)’. EL-MATBOULI und HOFFMANN (1998)
berichteten, dass eine Kombination aus chemischen und mechanischen Reizen fir die
Adhision und das Eindringen der Triactinomyxon-Spore notig ist. Die Sporen schleudern ihre
Polfilamente aus, heften sich an und entlassen den Amoboidkeim, der schlieSlich die
Epidermis penetriert. Bereits 5-10 Minuten post expositionem (post exp.) konnen die
Amoboidkeime lichtmikroskopisch nachgewiesen werden. Im Einzelnen laufen dabei
folgende Vorginge ab (Abbildung 4) (EL-MATBOULI et al. 1995; EL-MATBOULI 1996):

In der ersten Phase, der prisporogonischen Vermehrung, wandert der Améboidkeim zunéchst
interzelluldr in die Epidermis und das Kiemenepithel ein. Es folgt die Auflosung der die

diploiden Amoboidkeimzellen umhiillenden Zelle (15) und die Keimzellen durchlaufen

3 Die Nummern 14 bis 28 beziehen sich auf die Abbildung 4
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intrazelluldr eine endogene Zellteilung. Aus dieser Sekundirzelle (16), die von einer
Primérzelle umschlossen wird, entstehen durch weitere endogene Teilungen Doppelzell-
Stadien (17). Diese bestehen wiederum aus einer inneren und einer umhiillenden Zelle und
befinden sich nach wie vor innerhalb der Primirzelle (18). AnschlieBend rupturiert die
Zellmembran der urspriinglichen Primérzelle (20). Nach Platzen der Wirtzelle werden die
Doppelzell-Stadien (21) freigesetzt und infizieren entweder benachbarte Epithelzellen oder
dringen tiefer in die Dermis oder Subkutis ein. Dort kommt es interzelluldr zu einer
Vermehrung der Doppelzell-Stadien durch weitere endogene Teilungen der Sekundirzellen
(22). SchlieBlich rupturiert die umbhiillende Primirzelle (23) und die freigewordenen
Doppelzellstadien wandern interzelluldr tiber periphere Nerven zum Zentralnervensystem
(Riickenmark 6-14 Tage post exp., Gehirn 16-24 Tage post exp.). Nach 20 Tagen post exp.
dringen Doppelzell-Stadien in umgebendes Knorpelgewebe ein, in dem die Sporogonie
stattfindet: Zunichst wachst die Primérzelle des Doppelzell-Stadiums, teilt sich und bildet
zahlreiche vegetative Kerne. Zeitgleich teilt sich die Sekundirzelle und bildet zahlreiche
innere generative Zellen. Dadurch entwickelt sich im Knorpelgewebe ein mehrzelliges
Parasitenstadium, welches als Plasmodium bezeichnet wird (24) und 40 Tage post exp.
nachweisbar ist (EL-MATBOULI et al. 1995). Nach Auflosung der umhiillenden Zelle (25)
wird entweder dieser Sporogonie-Zyklus von jeder einzelnen freigewordenen Zellen
wiederholt, wobei sich neue Plasmodien bilden, oder die freigewordenen Zelle vereinigen
sich miteinander (EL-MATBOULI et al. 1995) in der Weise, dass eine duflere somatische,
sogenannte Perizyte, eine innere generative, sogenannte Sporoblast-Zelle umhiillt (26) und
eine Pansporoblaste (27) bildet (EL-MATBOULI et al. 1995). Durch eine anschlieende
mitotische Teilung entstehen zwei diploide Sporoblasten-Zellen (24), die sich wiederum
mitotisch zu 12 diploiden Zellen teilen, welche letztlich zwei reife M. cerebralis-Sporen
ergeben (28). Dabei umschlieBen je zwei Schalenhilften-bildende Zellen (Valvogenic cells)
zwel Polkapsel-bildende Zellen (Capsulogenic cells) und den zweikernigen Amoboidkeim
(KENT et al. 2001; HALLYDAY 1973b). Die reifen Myxosporen sind histologisch ab dem
90. Tag post exp. im Knorpelgewebe nachweisbar (EL-MATBOULI et al. 1992).

10
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N 25

Knoroel Sporogonie

)

27

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Entwicklungszyklus von M. cerebralis im
Fischwirt nach EL-MATBOULI (1998)

2.2 Biologie der Tubificiden

Die Vertreter der Familie Tubificidae, die auch als "Schlammrohrenwiirmer" bezeichnet
werden, besiedeln nahezu samtliche limnische Gewdésser mit zum Teil weit tiber 100.000
Individuen je Quadratmeter Bodenfliche und bilden somit einen wesentlichen Teil des
Makrozoobenthos. Der Oligochaet Tubifex tubifex (Miiller), stellt eine weltweit
vorkommende Spezies dar (HOFFMAN 1970). Er ist meistens in der Ufer-, und Tiefenzone
von Seen und FlieBgewdssern verbreitet. Auch in den Absatzbecken von Fischzuchtanlagen
und im Abwasser von Bierbrauereien, sowie von Zucker-, und Stirke-Verarbeitenden
Fabriken kommt er hédufig vor (LIEBMANN 1962). Seine bevorzugte Umwelt sind langsam
flieBende Gewdsser mit sehr vielen organischen Substanzen und tonige Substrate; er ist aber
auch in anderen Milieus zu finden. Aufgrund seiner hiamoglobinhaltigen Korperfliissigkeit ist
der Tubificid in der Lage, auch sehr sauerstoffarme Gewésser zu bewohnen. Er gilt daher als
Bioindikator fiir die starke Belastung eines Gewdssers mit organischen Stoffen. Demnach

kann der Oligochaet in verschiedenen Biotopen {iberleben und toleriert extreme
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Umweltbedingungen. Er entwickelt und vermehrt sich bei Temperaturen von 0 bis 30 °C,
wobei die Optimaltemperatur zwischen 20 und 25 °C liegt (TIMM 1972). Im Labor kann er
ohne kiinstliche Sauerstoffzufuhr 16 Wochen iiberleben (REYNOLDSON 1987). Bei
Nahrungsmangel bilden die Oligochaeten eine schiitzende Zyste und reduzieren ihre
Stoffwechselrate (ANLAUF 1990).

T. tubifex spielt eine doppelte Rolle in der Nahrungskette. Er verdndert biochemisch
unassimilierbare Sedimente fiir andere Organismen und stellt eine hervorragende Nahrung fiir
Fische dar.

Im Labor werden die Tubificiden bisher mit Spirulina (Futter aus Algenbasis) gefiittert. In
einem Versuch hat KORIOSEK (1974) festgestellt, dass Individuen, die er mit verdorbenem
Salat erndhrte, die hochste Wachstumsrate und Fruchtbarkeit erreicht wurde. Tubificiden
konnen andere Fischparasiten wie die Cestoden Archigetes und Caryophyllaeus und die
Nematoden Eustrongylides iibertragen (KENNEDY 1965; MILBRINK 1975; MEASURES
1988).

2.2.1 Taxonomie der Tubificiden

Zum Stamm der Annelida (Ringelwiirmer) gehoren die zwei Klassen der Polychaeta und
Clitellata. Zu letzterer gehort Tubifex tubifex, der von Miiller schon im Jahr 1774 beschrieben
wurde. Dennoch ist die Identifikation und Taxonomie dieser Spezies sowie die weitere
Aufgliederung in Subspezies noch nicht komplett abgeschlossen. Bis zur eindeutigen
Einordnung von T. tubifex in die Systematik der Anneliden gilt die Klassifizierung von
BRINKHURST und JAMIESON 1972 (gedndert von JAMIESON 1978 (Tabelle 2)). Die
Identifizierung basiert hauptsdchlich auf morphologischen Kriterien wie Chaeten oder
Geschlechtsorganen. Die  Tatsache, dass nach der Reproduktionsperiode die
Geschlechtsorgane fast zuriickgebildet sind und die Form der Chaeten sich je nach
Umweltbedingung (Salzgehalt) dndern kann (CHAPMAN und BRINKHURST, 1980), macht
es schwierig, eine Bestimmung allein anhand dieser Kriterien durchzufiihren. Junge 7. tubifex
konnen phinotypisch schwer von anderen Oligochaeten mit dhnlichen physikalischen
Merkmalen, wie Ilyodrilus templetoni und Rhyacodrilus spp. unterschieden werden. Nach
dem Bestimmungsschliissel fiir die in Deutschland verbreiteten Arten, mit besonderer
Beriicksichtigung von nicht geschlechtsreifen Tieren nach SAUTER 1995, hat T. tubifex eine
chitinisierte Penisscheide im 11. Segment, ventrale Borsten im 10. Segment und die dorsale
Gabelborste im 5. Segment (Abbildung 5). Neue Arbeiten deuten auf die Existenz von T.

tubifex Subspezies mit unterschiedlichen genetischen Besonderheiten, einschlieBlich ihrer
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unterschiedlichen Empfinglichkeit gegeniiber M. cerebralis hin (ANLAUF, 1994; ANLAUF
und NEUMANN, 1990, 1997; STURMBAUER et al. 1999; BEAUCHAMP et al. 2001, 2002;
SJOLIN et al. 2005).

w%@%

A- Dorsale Gabelborste B- Ventrale Borste

C- Chitinisierte Penisscheide D- Minnlicher Samenleiter

Abbildung S5: Morphologische Erkennungsmerkmale von 7. fubifex nach SAUTER (1995)

[ Stamm Annelida }

% [ Klasse Oligochaeta }
&> [ OrdnungTubificida }
% [ Unterordnung Tubificina }
&> [ FamilieTubificidae }
% [ Gattung Tubifex (Lamarck 1819) }
%[ Art Tubifex tubifex (Miiller 1774) }

Tabelle 2: Die Stellung von 7. tubifex in der systemischen Einteilung der Anneliden nach
BRINKHURTS und JAMIESON (1972), gedndert von JAMIESON (1978).
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2.2.2 Biologie der Tubificiden

Tubificiden sind d@uBerlich homonom segmentierte Wiirmer (Metamerie). Sie besitzen wenige
Borsten, daher der Name "Oligochaet" und kénnen bis zu 6 cm lang und 8 mg schwer werden.
Viele Parameter beeinflussen die Geschlechtsreife wie beispielsweise die Wassertemperatur
und die Populationsdichte der Tiere. Bei 20 °C und einer Dichte unter 20000 Tieren/m” sind
die Oligochaeten schon nach 2 Monaten geschlechtsreif. Bei niedrigen Temperaturen unter 2
°C und Dichten iiber 70000 Tubificiden/m® kann dies bis zu 10 Monate dauern. Die
Oligochaeten sind, abhédngig von der Temperatur, der Konzentration des gelosten Sauerstoffs
und der Populationsdichte, iiber einen Zeitraum von 4 bis 12 Monaten fruchtbar. Bei
gleichzeitigem Abfall des Sauerstoffgehaltes und der Temperatur wird die Reproduktion
gestoppt. Danach miissen sich die Geschlechtsorgane iiber mehrere Zyklen regenerieren
(PODDUBNAYA 1971). Die im Winter und Friithjahr abgelegten Eier werden in einem
Kokon (Imm lang; 0,7mm breit) eingeschlossen und entwickeln sich nach 7-26 Tagen,
abhédngig von der Temperatur. Ein Oligochaet kann, bei optimaler Fiitterung und Temperatur,
in einem Jahr 100 bis 200 Eier ablegen (TIMM 1972). Die Tiere sind in der Lage, sich durch
Parthenogenese (unbefruchtete Eier) asexuell zu vermehren (PODDUBNAYA 1984). Die
Anzahl der aus einem Kokon schliipfenden Tubificiden variiert zwischen 2 und 20 und ist von
der Temperatur abhingig. Berichte iiber die Lebensdauer der Oligochaeten sind sehr
unterschiedlich. PODDUBNAYA (1984) berichtet, dass sich durch Parthenogenese
vermehrende 7. tubifex zwischen 70 und 530 Tage leben konnen. MATSUMOTO und
JAMMOTO (1966) geben an, dass Tubifex hattai vier bis sechs Jahre leben kann. Obwohl
sich die Zahlen stark unterscheiden, kann man davon ausgehen, dass die Oligochaeten

mehrere Jahre tiberleben konnen.
2.2.3 Wechselwirkung zwischen M. cerebralis und T. tubifex

Die Aufnahme der M. cerebralis-Sporen, die Entwicklung im Darmepithel und die

Ausscheidung werden von vielen Umweltfaktoren beeinflusst:
2.2.3.1 Individuelle Wirtsfaktoren

Im Jahr 1983 erkannten MARKIW und WOLPF, dass die Entwicklung des Parasiten zu der fiir
den Fisch infektiosen Form nur im Oligochaeten 7. tubifex stattfindet. So sind zum Beispiel
Limnodrilus hoffmeisteri, Ilyodrilus templetoni, Quistadrilus multisetosus (WOLF et al.
1986), Dero spp., Stylaria spp., Aeolomsoma spp. (MARKIW und WOLF 1983), und Tubifex
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ignotus (EL-MATBOULI und HOFFMAN 1989) nicht empfinglich fiir M. cerebralis.
Aufgrund der Infektion nimmt die Reproduktionsfihigkeit der Oligochaeten ab oder kann sich
einstellen. GILBERT und GRANATH (2001) zeigten, dass einzelne Individuen lebenslang
infiziert sein konnen und die Ausscheidung von Sporen periodisch erfolgt. In dieser Studie
wurden einzelne 7. tubifex auf die tigliche Triactinomyxon-Produktion hin untersucht; die
Infektion wurde mittels PCR iiberwacht. Ab Tag 74 post inf. bis einschlieBlich Tag 132
wurden die Sporen ausgeschieden. In dieser Zeit hat jeder Oligochaet durchschnittlich 1.5 *
10* Triactinomyxon-Sporen zwélfmal ausgeschieden. Die Ergebnisse der PCR nach 5, 7, 9
und 15 Monaten post inf. waren positiv und die anhaltende Infektion wurde noch nach 20

Monaten bestétigt.
2.2.3.2 Genetische und geographische Faktoren

Tubificiden zeigen genetische und geographische Unterschiede hinsichtlich ihrer
Empfinglichkeit fiir M. cerebralis. STEVENS et al. (2001) zeigte, dass Oligochaeten aus
zwel verschiedenen geographischen Regionen der USA unterschiedlich auf die Infektion mit
M. cerebralis reagieren. T. tubifex Populationen aus unterschiedlichen Gebieten in
Nordamerika und Europa zeigen eine unterschiedliche Phylogenie (ANLAUF 1994, 1997,
STURMBAUER et al. 1999; ERSEUS et al. 2000, BEAUCHAMP et al. 2001, 2002;
KERANS et al. 2004) und lokale Populationen kénnen aus verschiedenen Stimmen bestehen
(BEAUCHAMP et al. 2002; GRANATH und GILBERT 2002). Insgesamt wurden 6 Stamme
(6 mitochondriale Linien I-VI) beschrieben. Vier Stimme (I, III, V und VI) aus dem Fluss
Colorado (BEAUCHAMP et. al 2001) und fiinf (I-V) in Europa (STURMBAUER et al.
1999). Die Stamme II und IV sind bisher nur aus europdischen Gewdssern beschrieben
worden (STURMBAUER et al. 1999). Die Stimme I und III sind empfinglich gegeniiber M.
cerebralis, wiahrend V und VI nicht empfinglich sind (BEAUCHAMP et al. 2002, 2005 und
2006; DUBEY et al. 2005).

2.2.3.3 Okologische Parameter

Sowohl in FlieBgewissern (KORN 1963) als auch in Seen (LANG 1989) werden Tubificiden
als Indikator fiir den 0kologischen Zustand eines Gewdssers herangezogen. Dabei driicken
sich unterschiedliche Umwelteinfliisse in der Verdnderung der Artzusammensetzung, der
Besiedlungsdichte und im Anteil geschlechtsreifer Tiere einer Art aus. Die Verbreitung von 7.
tubifex ist von der Zusammensetzung sowie dem organischen Anteil des Substrates abhédngig.

Die Reichhaltigkeit von Tubificiden korreliert also mit der Sedimentationsrate und dem
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organischen Kohlenstoffgehalt der Gewisser (ROBBINS et al. 1989). Tubificiden sind in der
Lage, durch Umstellung auf anaeroben Stoffwechsel einer Vergiftung der Atmungskette
durch H,S zu entgehen, wenn der Sauerstoffgehalt weniger als 0,3 mg pro Liter betrigt. Die
Energieversorgung erfolgt dann aus Glykogenreserven mit Hilfe der Propionat- und
Succinatgiarung (HOFFMANN et al. 1987)

Der einflussreichste Faktor bei der Aufnahme von M. cerebralis-Sporen und der
Ausscheidung von Actinosporen durch den Tubificiden ist nach heutigen Kenntnissen die
Wassertemperatur. EL-MATBOULI et al. (1999) fanden die hochste Triactinomyxon-
Produktion bei Temperaturen zwischen 10°C und 15°C. Die untersuchten Oligochaeten
wurden bei 10 ° C infiziert und gehalten. Die Sporenproduktion stoppt vier Tage nach dem
Transfer von 15 °C in 25 °C oder 30 °C warmes Wasser und die Tubificiden weisen nach drei
Wochen bei 30 °C keine Entwicklungsstadien mehr auf. Bei Temperaturen, die noch niedriger
bzw. hoher lagen, war die Ausscheidung sehr gering.

Laut BLAZER et al. (2003) ist bei einer Temperatur von 13 °C in Sand oder Schlamm die
Ausscheidung von Triactinomyxon-Sporen am hochsten. Zwischen 9 °C und 17 °C nimmt die
Zeitspanne der Entwicklung ab, die Dauer der Ausscheidung verringert sich und die
Privalenz der Infektion steigt. Bei Temperaturen iiber 17,0 °C beginnen die Tubificiden
frither mit der Sporenproduktion. Da die Moglichkeit besteht, dass die Tubificiden lebenslang
infiziert sein konnen und nur in bestimmten Perioden Triactinomyxon-Sporen ausscheiden, ist
eine jahreszeitlich abhidngige Sporen- Ausscheidung denkbar (GILBERT und GRANATH
2001).
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2.3 Die Drehkrankheit

2.3.1 Symptome

Neben der Regenbogenforelle sind noch weitere Arten der Salmoniden empfinglich fiir eine
Infektion mit M. cerebralis (HALLIDAY 1976; EL-MATBOULI et al. 1992). Die
Auspriagung der klinischen Symptome korreliert mit der Dosis der Triactinomyxon-Sporen
und dem Alter der Fische (HEDRICK et al. 2000; RYCE et al. 2004). Da der Knorpel das
Zielgewebe der Erreger ist, stellt die Drehkrankheit vor allem ein Problem bei jungen Fischen
dar. Je jlinger die Fische sind, und je hoher der Knorpelanteil (im Stiitzskelett), desto stdrker
sind die Krankheitssymptome nach einer Infektion ausgeprigt (HOFFMAN et al. 1962; PUTZ
und HOFFMAN 1966). So konnte MARKIW (1992) durch Dauerexposition mit hohen Dosen
von Triactinomyxon-Sporen zwar einjdhrige Forellen infizieren, die Tiere zeigten jedoch
keinerlei klinische Symptome. Altere und klinisch unauffillige Salmoniden miissen daher als
potentielle Ubertriiger betrachtet werden (SCHAPERKLAUS 1931; EL-MATBOULI et al.
1992). Wie vormals schon erwihnt, wird das schnelle horizontale Drehen der Tiere um eine
senkrechte Achse durch eine granulomatdse Entziindung im Riickenmark und Hirnstamm
verursacht. (ROSE et. al 2000). Diese Drehbewegungen werden durch duBlere Stimuli bzw.
Stresssituationen ausgelost. Neben den klinischen Beobachtungen wurden den Versuchstieren
auch Teile des Gehirns entnommen und von den erwihnten Autoren histologisch untersucht.
Sie  entdeckten neben auffilligen  strukturellen  Verdnderungen der &dufleren
Hirnstammregionen zusitzlich in deren tieferen Arealen kleine aber klare erkennbare
Lasionen bei der Hilfte der kranken Fische. Diese Entziindungen umfassten den
Perineuralraum und manifestierten sich vorwiegend dort, wo eine Infiltration des betroffenen
Areals durch M. cerebralis zu erkennen war.

Des Weiteren kommt es in der kaudalen Korperpartie zu einer dunklen Verfirbung der Haut
(PLEHN 1905; HALLIDAY 1976; SCHAPERCLAUS 1990); die Ursache hierfiir ist bisher
nicht eindeutig geklirt. SCHAPERCLAUS (1990) vermutet, dass durch den mechanischen
Druck der deformierten Knorpelanteile der Wirbelsdule der Nervus Sympathikus und die in
ithm enthaltenen pigmentmotorischen Nervenfasern beeintriachtigt werden. Diese irritierten
bzw. geschiadigten Nervenzellen sind nicht mehr in der Lage die Pigmentzellen des
Schwanzes zu innervieren, was zur dunklen Fidrbung fiihrt. Fische die zum

Infektionszeitpunkt einen hohen Knorpelanteil im Skelett haben, zeigen eine deutliche

17



Literatur

Deformation an Kopf und Wirbelsidule. Die Genese dieser Symptomatik ist nicht restlos
geklért. Durch die Vermehrung des Parasiten innerhalb des juvenilen Knorpelgewebes des
Wirtes kommt es zu einer breitflichigen Zerstorung der Knorpelarchitektur (BECHARA et al.
2003) und einer Verzogerung der enchondralen Ossifikation. UngleichmifB3ige Wucherungen
im Knorpel, die vermutlich durch parasitire Proteasen ausgelost werden (KELLEY et al.
2003, 2004; DORFLER und EL-MATBOULI 2007), fithren zu Deformationen am Schidel,
Missbildungen am Kiefer, Verkiirzungen der Kiemen und Verkriimmungen der Wirbelsédule
(PLEHN 1905, SCHAPERCLAUS 1931, HOFFMAN et al. 1962).

Aufgrund der Symptome sind die erkrankten Tiere meistens nicht in der Lage, ausreichend
Nahrung zu sich zu nehmen. Die Fische, vor allem diejenigen mit starken Deformationen im
Kieferbereich, zeigen geringere Zuchtleistungen, verkiimmern und verenden schlieBlich an
Untererndhrung. FEine weitere Ursache fiir Verluste in freier Wildbahn ist die
Beeintrachtigung des Fluchtverhaltens wodurch sie schneller Fressfeinden zum Opfer fallen.
Die Symptome stellen einen Stressfaktor fiir die erkrankten Forellen dar und ziehen eine
Immunsuppression nach sich, was die Tiere wiederum anfélliger fiir Sekundérinfektionen
macht (PLEHN 1905).

Bei den Tubificiden ist die Pathologie der Erkrankung jedoch wenig erforscht, die
Schidigung scheint jedoch weniger ausgeprigt. Verdnderung im Hdmoglobingehalt (Farbe)
und Zerstorung der Darmschleimhaut sind die wichtigsten Befunde. Letzteres ist auf die
massive Vermehrung von M. cerebralis im Darmepithel zuriickzufiihren. Folge ist eine
Hypotrophie des Gewebes, was zu einer Reduktion der Absorptionsoberfldche und hierdurch
zu einer gestorten Futterverwertung fiihrt (EL-MATBOULI und HOFFMAN 1998;
HEDRICK und EL-MATBOULI 2002).

2.3.2 Diagnose

Durchschnittlich ab dem 60. Tag post inf. kénnen laut SCHAPERCLAUS (1990) die
Schwarzverfirbung der kaudalen Korperpartie sowie schnelle Drehbewegungen beobachtet
werden (PLEHN 1905; HALLIDAY 1976). Eine eindeutige Diagnose kann nur durch den
Nachweis der Sporen erfolgen, da die einzelnen Symptome auch durch andere Faktoren, wie
Vitaminmangel (WOLF et al. 1981), Enteritiden (PLEHN 1904) sowie genetische bzw.
nutritive Ursachen (HALLIDAY 1973b) verursacht werden konnen. Fiir den Sporennachweis
wird routineméBig ein Quetschpriparat von Knorpelmaterial angefertigt und unter dem
Lichtmikroskop ausgewertet (HOFFMAN et al. 1968). Die histologische Firbung von

Schnittpriparaten nach Giemsa oder mittels Methylenblau macht die Sporen besser sichtbar
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(SCHAPERCLAUS 1931). Am lebenden Fisch besteht die Moglichkeit des Nachweises der
spezifischen Antikérper im Serum mittels Immunfluoreszenzantikdrpertechnik (IFAT)
(GRIFFIN und DAVIS 1978) bzw. mittels Peroxidasetechnik ab dem 40. Tag post inf.
(HOFFMANN et al. 1991). Am toten Fisch konnen M. cerebralis-Sporen ebenfalls mittels
IFAT nachgewiesen werden (MARKIW und WOLF 1978).

Die Triactinomyxon-Sporen kénnen ab dem 90. Tag post inf. im Wasser nachgewiesen
werden. Unter dem Mikroskop kann ein geiibter Untersucher die Entwicklungsstadien im
Darmepithel der Oligochaeten finden. Durch einen histologischen Lingsschnitt der
Tubificiden mit anschlieBender Farbung konnen die Entwicklungsstadien nachgewiesen
werden. Durch in situ-Hybridisierung (ANTONIO et al. 1998) konnen Parasitenstadien
sowohl im Oligochaeten als auch im Fisch detektiert werden. Bereits zwei Stunden post exp.
bleibt es den Methoden von ANDREE et al. (1998) (nested PCR) und BALDWIN und
MYKLEBUST 2002 (single round PCR) vorbehalten, durch eine hochspezifische PCR die
18S ribosomale DNA des Genoms von M. cerebralis bei den beiden Wirten nachzuweisen.
Als Losung fiir eine relativ schnelle Felddiagnostik im Oligochaeten- und Fischwirt haben
EL-MATBOULI und SOLIMAN (2005) die Loop-mediated Isothermal Amplification
(LAMP)-Methode fiir M. cerebralis entwickelt. Mit einer Reihe von sechs Primern und einer
DNA-Polymerase kann nach Inkubation bei 65 °C iiber 60 min lang die DNA des Parasiten

vervielfiltigt werden.

2.3.3 Differentialdiagnose

Das abnorme Schwimmverhalten kann moglicherweise bei Enteritiden, bei der Viralen
Hamorrhagischen Septikdmie (VHS) und der Infektiosen Pankreasnekrose beobachtet werden
(PLEHN 1904; HALLIDAY 1973). Die Schwarzverfarbung der kaudalen Korperpartie ist
generell auf die Schidigung (mechanisch oder durch Toxineinwirkung) der
pigmentmotorischen Nervenzellen zuriickzufiihren. Sie kann auch durch Ascorbinsédure- bzw.
Tryptophanmangel sowie Infektionskrankheiten, z.B. durch Flexibacter psychrophilum
(MARGOLIS et al. 1996) hervorgerufen werden. Des  Weiteren fiihren
Sauerstoffiibersittigung, Stromeinwirkung (WALKER und NEHRING 1995) und die
intravendse bzw. intramuskulire Medikamentenapplikation zur Dunkelfarbung der
Kaudalpartie. Ascorbinsdure- und Tryptophanhypovitaminose konnen Skelettdeformationen

verursachen (WOLF et al. 1981).
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2.3.4 Therapie

Aufgrund der wirtschaftlichen und 6kologischen Folgen der Drehkrankheit bemiiht man sich
weltweit um die Entwicklung erfolgreicher Therapie- und Prophylaxemdglichkeiten. Fiir
SCHAPERCLAUS (1931) sind das Keulen und die unschédliche Beseitigung aller infizierten
Fische zu veranlassen. Dies bedeutet hohe wirtschaftliche Verluste fiir die betroffenen
Betriebe. Erst Jahre spiter fanden WOLF und MARKIW (1982) heraus, dass
lebensmitteltechnische Zubereitungsverfahren, wie das Riuchern, eine Inaktivierung der
Myxosporen zur Folge haben. Die Reinigung und Desinfektion der Teichanlagen und
Bruthiuser mit Brandkalk, Natronlauge oder Chlorkalk wur