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Abkiirzungsverzeichnis

Banggai cardinalfish iridovirus BCIV
Basenpaar bp
Canines Adenovirus CAV
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Cyprinides Herpesvirus 1 CyHV-1
Cyprinides Herpesvirus 2 CyHV-2
Cyprinides Herpesvirus 3 CyHV-3
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Epizootisches Hamatopoetisches Nekrose Virus EHNV
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Escheria coli E. coli
European catfish virus ECV
Infectious spleen and kidney necrosis virus ISKNV
Koi Herpes Virus KHV
Koi-Flossen-1-Zelllinie KF-1
koi sleepy disease virus KSDV
Lymphocystis disease virus LDV
Lymphocystis disease virus 1 LCDV-1
Lymphocystis disease virus 2 LCDV-2
Marbled sleepy goby iridovirus MSGIV
Red sea bream iridovirus RSIV
Salmon gill pox virus SGPV
Salmon gill poxvirus Erkrankung SGPVD
Singapore grouper iridovirus SGIV
Species sp
Species pluralis spp
Threespine stickleback iridovirus TSIV

Turbot reddish body iridovirus TRBIV



1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Wirtschaftliche und globale Aspekte des Handels mit Zierfischen

Aquaristik und der Handel mit Zierfischen ist seit Jahren weltweit ein aufstrebender
Wirtschaftszweig und erfreut sich immer grélerer Beliebtheit. Etwa 4000-5000 Spezies
werden international als Zierfische in Gefangenschaft gehalten (Sales 2003). Der
internationale Handel mit lebenden Zierfischen wachst seit 1985 jedes Jahr um
durchschnittlich 14 % (Bartley 2000). Insgesamt wurde im Jahr 2016 ein Gesamtwert von
78,3 Millionen Euro durch Import von Zierfischen in EU-Mitgliedstaaten umgesetzt. Die
grofiten Importeure sind GrofRbritannien, Deutschland, Niederlande, Frankreich und Italien. Mit
74,8% kommt der Groliteil der gehandelten Zierfische aus nur 5 Landern: Singapur, Israel,
Japan, Thailand und Indonesien. In Mitteleuropa ist Tschechien der grof3te Drehpunkt im
Handel innerhalb der EU-Mitgliedstaaten und halt insgesamt 23,7% des Gesamtvolumens.
(Ornamental Aquatic Trade Association LTD). Fir die EU enthalt die Richtlinie 2006/88/EG
Vorschriften fir Tiere der Aquakultur zur Verhitung und Bekampfung bestimmter
Wassertierkrankheiten. Wildfange fir den Zoofachhandel sind von diesen Vorschriften nicht
betroffen, ebenso sind Wassertiere zu Zierzwecken, welche nicht in direkten Kontakt mit
naturlichen Gewassern kommen, von verschiedenen Teilen dieser Bestimmung
ausgenommen. Die Einfuhr von Wassertieren fur geschlossene Einrichtungen aus Drittlandern
ist nur dann zugelassen, wenn diese der Weltorganisation fur Tiergesundheit (OIE) angehdren
(RICHTLINIE 2006/88/EG, Verordnung (EG) Nr. 1251/2008). Es kommt jedoch durchaus vor,
dass nicht heimische Zierfische, die eigentlich in geschlossenen Systemen gehalten werden
sollten, in die Natur entkommen oder auch absichtlich entlassen werden. Auch wenn die
meisten importierten tropischen Arten in heimischen Gewassern nicht Gberleben koénnen,
lassen sich die groften Krankheitsausbriiche der europaischen Wassertierpopulation der
letzten Jahre auf einen Pathogentransfer durch die Einfuhrung von nicht heimischen Arten
zuruckfuhren (Peeler et al. 2011). Nicht nur die aquatische Wildpopulation wird bei Einfihrung
von Pathogenen gefahrdet, sondern dies kdnnte auch verheerende Auswirkungen auf die
Produktion von Fischen aus Aquakulturen haben. Nicht zuletzt ware auch der Handel mit
Zierfischen selbst durch wirtschaftliche Verluste und Verlust der Glaubwirdigkeit gefahrdet
(Ariel 2005).



1.2 Schwierigkeiten in der Diagnostik viraler Erkrankungen von Zierfischen

Zierfische sind anfallig fir viele virale Pathogene. In manchen Fallen sind die Anzeichen einer
viralen Erkrankung offensichtlich und die Diagnose kann schnell gestellt werden. Haufig jedoch
zeigen Fische nur unspezifische Symptome oder die eigentliche Erkrankung wird durch
sekundare Infektionen verschleiert (Lewisch 2016). Jedoch stof3t die notwendige Diagnostik
viraler Erkrankungen von Zierfischen aus verschiedenen Grunden an ihre Grenzen. Zum einen
sind die notwendigen virologischen Untersuchungen sehr teuer und aufwendig, da spezielles
Equipment wie Elektronenmikroskope bendtigt werden. Auf der anderen Seite muss der zu
untersuchende Fisch fur eine Diagnose meistens getotet werden (Bernoth und Crane 1995).
Dies ist eine grolle Hemmschwelle flr Tierbesitzer, da diese eigentlich wegen einer
Behandlung und potentiellen Heilung ihres Tieres an den/die Veterindrmediziner/in
herantreten. Zusatzlich ist die Behandlung von viralen Erkrankungen bei Fischen auf

Immunostimulantien und generelle Haltungsverbesserung beschrankt (Lewisch 2016).

Es gibt verschiedene Methoden um Erkrankungen, die von Viren ausgelést werden, zu
diagnostizieren. Man unterscheidet zwischen direkten und indirekten Verfahren. Direkte
Nachweisverfahren, die bei Fischen allgemein zur Diagnostik eingesetzt werden, sind das
Licht- und Elektronenmikroskop, Histopathologie und molekulare Methoden wie PCR (Ananda
Raja und Jithendran 2015, OIE 2017). Eine allgemeine Methode zum Nachweis von Viren ist
deren Vermehrung in Zellkulturen. Viren verursachen meistens einen typischen
zythopathischen Effekt, der eine morphologische Veranderung der Zelle beziehungsweise des
Zellrasens darstellt (Justus-Liebig-Universitat Giessen, Leland und Ginocchio 2007).
Problematisch ist allerdings, dass es haufig keine adaquaten Zellkulturen fir Zierfische gibt.
Im ,Manual of diagnostic tests” der OIE (2017) werden nur 11 Zelllinien angefuhrt, von denen
zwei von Zierfischen (Koi (Cyprinus carpio) und Quergestreifter Schlangenkopffisch (Channa
striata)) stammen, die flr die Diagnostik bei Fischen eingesetzt werden. Da eine Zellkultur
alleine meistens nicht fur eine Diagnose ausreichend ist, missen haufig noch weitere
Testverfahren wie PCR eingesetzt werden (Leland und Ginocchio 2007). Die Histopathologie
ist eine gute Methode flr moribunde oder gerade verendete Tiere. Es werden Gewebeschnitte
angefertigt, in denen die Prasenz mancher Viren durch charakteristische
Einschlusskdrperchen in Zytoplasma oder Kernen von Zielzellen festgestellt werden kann.
Man muss jedoch auf die richtige Anfertigung und Fixierung der Probe achten. Schwierig ist
auch die Detektion von geringen Virusmengen beziehungsweise geringgradigen Infektionen

der Fische (Ananda Raja und Jithendran 2015). Auch hier kann eine Kombination mit anderen



Untersuchungsmethoden wie PCR nétig sein (Adams und Thompson 2008). Eine weitere
Methode innerhalb der Histopathologie sind immunhistochemische Farbungen. Hierbei wird
ein virales Antigen durch spezifische Antikérper gebunden und durch den Zusatz von
speziellen Farbstoffen, die wiederum an den Antikérpern binden, mittels Lichtmikroskopie
sichtbar gemacht (Ananda Raja und Jithendran 2015). Diese wird laut OIE (2017) zum
Beispiel fur die Diagnostik von Megalocytiviren verwendet. Die PCR ist eine molekulare
Technik, die zur Identifikation von vielen Pathogenen bei aquatischen Lebewesen
weiterentwickelt wurde (OIE 2017). Durch die PCR ist es mdglich kleinste Mengen an
spezifischen DNA Sequenzen zu amplifizieren, um diese dann zu analysieren (Adams und
Thompson 2011, Garibyan und Avashia 2013). Diese Methode hat eine hohe Sensitivitat und
eignet sich sehr gut fir den Nachweis verschiedener Viren wie dem Koi Herpes Virus (KHV)
oder dem Red sea bream iridovirus (RSIV) (OIE 2017). Problematisch ist, dass die PCR sehr
anfallig fur technische Probleme ist und es haufig durch Kontamination zu falsch positiven oder
negativen Resultaten kommt (Adams und Thompson 2011, OIE 2017). Auch die Interpretation
der Ergebnisse ist oftmals schwierig (OIE 2017). Mittels konventioneller PCR kann nur eine
qualitative Aussage bezliglich der Ergebnisse getroffen werden — das gesuchte PCR Produkt
ist detektierbar oder nicht detektierbar (Garibyan und Avashia 2013, ILV 0. J.). Somit kann
diese Methode nur dazu verwendet werden ein bestimmtes Pathogen zu identifizieren
(Garibyan und Avashia 2013). Eine Moglichkeit zur Analyse der Morphologie von Viren ist die
Elektronenmikroskopie (Laue 2010). Diese wird besonders eingesetzt um die Identitat und
Struktur neuer unbekannter Viren zu bestimmen, aber auch fiir die Detektion bereits bekannter
Viren (Ananda Raja und Jithendran 2015). Der grofite Nachteil von Elektronenmikroskopie ist,
dass diese Methode sehr kostenintensiv ist (Choudhary und Malik 2017, Curry 2003). Jede
einzelne Probe muss einzeln untersucht und vorbereitet werden und die Verwendbarkeit der
Ergebnisse ist stark von der Erfahrung des Mikroskopierers abhangig (Curry 2003). Aus diesen
Grinden ist die Elektronenmikroskopie nicht flr die Routine Diagnostik geeignet (Roberts
2012).



2 Die Bedeutung von Herpes-, Irido-, Adeno- und Poxviren bei Zierfischen

2.1 Herpesviren von Cypriniden und anderen Zierfischen

Das Genus Herpesvirus wurde 1971 vom Internationalen Komitee flir die Taxonomie von Viren
(ICTV) eingefuhrt (Wildy 1971). Dieses wurde 1979 zu Herpesviridae umbenannt und in drei
Unterfamilien geteilt: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae und Gammaherpesvirinae sowie
einige unbenannte Genera die sich nicht einteilen lieken (Fenner 1976). Bis 2009 wurde die
Ordnung Herpesvirales eingefuhrt. Diese enthalt nun die Familie Herpesviridae, mit den
Unterfamilien Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae und Gammaherpesvirinae, die Familie
Alloherpesviridae und die Familie der Malacoherpesviridae. Innerhalb der Alloherpesviridae
findet man Fisch- und Amphibienviren und innerhalb der Malacoherpesviridae Viren die
Wirbellose betreffen. Saugetierviren finden sich in allen Unterfamilien der Herpesviridae
(Davison et al. 2009). Fur Herpesviren gibt es ein Benennungssystem, das vorschreibt, dass
jedes Herpesvirus nach dem Taxon (entweder Familie oder Unterfamilie) des ersten

naturlichen Wirts, bei dem das Virus aufgetreten ist, benannt werden soll (Davison 2010).

Die Familie der Alloherpesviridae enthalt vier Genera welche bei den fir die Aquakultur
wichtigen Arten Karpfen (Cyprinus carpio), verschiedenen Salmoniden, Welsen, Aalen, Stéren
sowie Austern eine Rolle spielen (van Beurden und Engelsma 2012). Das fur diese Arbeit
wichtigste Genus ist das Cyprinivirus. Es enthalt die Herpesviren der Cypriniden (Familie
Cyprinidae), auch bekannt als Karpfenartige und ein Herpesvirus, das Europaische Aale als
Wirt infiziert. 2011 wurden von der ICTV folgende Spezies in diesen Genus aufgenommen:
Cyprinides Herpesvirus 1, Cyprinides Herpesvirus 2, Cyprinides Herpesvirus 3 und Anguillides
Herpesvirus 1 (Doszpoly et al. 2015, Pellet et al. 2011, Waltzek et al. 2005). Doszpoly et al.
(2015) beschreiben ein weiteres Herpesvirus beim Sichling (Pelecus cultratus), dessen
eindeutige Charakterisierung noch ausstandig ist. Im Folgenden soll auf die, fir Osterreich,

relevanten Cypriniviren eingegangen werden.

211 Koi Herpes Virus (KHV)

Das Cyprinide Herpesvirus 3 (CyHV-3), auch bekannt als KHV ist ein Virus, das vor allem bei
Karpfen (Cyprinus carpio) einschliellich seiner bunten Zuchtform, dem Koi, eine groRRe
Bedeutung besitzt. Die ersten Berichte Uber eine Krankheit, die Massensterben bei Karpfen
und Kois verursacht, stammen aus dem Jahr 1997 aus Deutschland (Bretzinger et al. 1999)
und den USA (Hedrick et al. 2000) und 1998 aus lIsrael (Ariav et al. 1999). Aufgrund von

elektronenmikroskopischer Untersuchung epithelialer Zellen des Respirationstrakts und



zerstorter Kiemenlamellen betroffener Fische ging man von einem Herpesvirus als
atiologisches Agens aus (Bretzinger et al. 1999). Durch unkontrollierten Fischverkehr breitete
sich die Krankheit innerhalb kirzester Zeit rasant aus. So waren bis Ende des Jahres 2000
circa 90% aller israelischen Aquakulturen mit dem neuen Erreger infiziert (Perelberg et al.
2003). Die Erstisolation von KHV erfolgte 1997 durch Hedrick. Es wurden etliche
Gewebeproben, inklusive Kiemen, Leber, Niere, Milz und Darm, von Fischen mit typischen
Symptomen untersucht (Hedrick et al. 2005). Auch nach der Identifizierung verbreitete sich
das Virus durch intensive Aquakultur, Koi Ausstellungen sowie regionalen und internationalen
Handel in weiten Teilen der Welt (Gilad et al. 2003). KHV wurde bisher in 28 Landern
nachgewiesen und man geht davon aus, dass viele weitere betroffen sind und das Virus nur
noch nicht identifiziert wurde (OIE 2017). Aufgrund der hohen Bedrohung fur die Aquakultur
von Karpfen ist KHV derzeit im Anhang 1 der Aquakultur-Seuchenverordnung (BGBI.II Nr.
315/2009) als anzeigepflichtige Seuche gelistet.

Auch bei Karpfen-Hybriden konnten in Versuchen Mortalitaten aufgrund einer Infektion mit
CyHV-3 nachgewiesen werden (Hedrick et al. 2006). Daruber hinaus wurde das Virus bei
Silberkarpfen (Hypophthalmichthys molitrix) sowie in Goldfischen (Carassius auratus),
Graskarpfen (Ctenopharyngodon idella) und Schleien (Tinca tinca) nachgewiesen. Bei diesen
Arten kam es jedoch zu keiner Erkrankung (Bergmann et al. 2010). Dabei konnte die
Ubertragung von infektionsfahigem Virus vom Goldfisch (Carassius auratus) auf Karpfen

gezeigt werden (Bergmann et al. 2010).

Die Ubertragung von KHV erfolgt horizontal. Eine vertikale Ubertragung tiber Eier wurde bisher
nicht nachgewiesen. Die horizontale Ubertragung kann entweder direkt von Fisch zu Fisch
oder indirekt Uber Vektoren stattfinden. Wasser ist hierbei der wichtigste Vektor (OIE 2017).
Es wurde nachgewiesen, dass das Virus bei 23-25° mindestens 4 Stunden im Wasser infektios
bleibt (Perelberg et al. 2003). Die Dauer der Infektiositdt im Wasser hangt neben der
Temperatur auch von anderen Faktoren wie dem jeweiligen Mikrobiom oder der Besiedelung
mit anderen aquatischen Tieren ab und wurde mit bis zu vier Monaten beschrieben (Haramoto
et al. 2007). Die fur KHV wichtigste Eintrittspforte in den Wirt ist die Haut (Costes et al. 2009).
Virus-DNA wurde in hohen Konzentrationen auch in den Kiemen, den Nieren, der Milz, der
Schleimhaut, der Leber und dem Darm gefunden (Gilad et al. 2004). Ausgeschieden wird das

Virus unter anderem Uber Urin und Faeces (Dishon et al. 2005).

Das klinische Auftreten von KHV ist von verschiedenen Faktoren abhangig. Einer der

wichtigsten Einflisse ist die Temperatur. Die meisten Ausbriiche im Feld fanden im Frihling



bei 18-25 °C statt (Adamek et al. 2014). In experimentellen Studien wurde bewiesen, dass es
zu keiner Mortalitat bei Infektionen unter 13 °C und tber 30 °C kommt (Bretzinger et al. 1999,
Gilad et al. 2003). Auch bei der Replikation von KHV in Koi-Flossen-1-Zelllinien (KF-1) konnte
ein optimales Wachstum des Virus zwischen 15 °C und 25 °C festgestellt werden. Hingegen
wurde keine Virusvermehrung unter 10 °C und uber 30 °C festgestellt (Gilad et al. 2003). Bei
mehreren Studien wurde jedoch gezeigt, dass Karpfen sich bei niedrigen Temperaturen (unter
13 °C) sehr wohl infizieren kdnnen, ohne jedoch klinischen Symptome zu zeigen. Erhdhte man
in der Folge die Wassertemperatur machten die vormals scheinbar gesunden Tiere eine
klinische Infektion mit KHV durch (Bretzinger et al. 1999, Gilad et al. 2003). Dies fuhrte zu der
Annahme, dass das Virus in Fischen persistiert und im Frihling, wenn die Temperaturen
wieder steigen, reaktiviert wird und zu einem Ausbruch der Krankheit fihrt (Gilad et al. 2003).
Fische, die eine Infektion bei niedriger Temperatur Uberleben, kdnnen also als Reservoir fir
das Virus dienen (Gilad et al. 2004). Das Auftreten solcher unauffalliger Carrier spielt eine

wesentliche Rolle in der Verbreitung der Krankheit.

Zu den klinischen Symptomen zahlen Lethargie, erhdhte Atemfrequenz, Anorexie oder
Enopthalmus (Ariav et al. 1999, Bretzinger et al. 1999, Hedrick et al. 2000, Perelberg et al.
2003).

2.1.2 Haematopoetische Nekrose der Goldfische

Die Hamatopoetische Nekrose der Goldfische wird verursacht durch das Cyprinide
Herpesvirus 2 (CyHV-2). Von dieser Erkrankung betroffene Spezies, aus dem Genus
Carassius, sind C. auratus und der Giebel (Carassius gibelio) (Danék et al. 2012, Doszpoly et
al. 2011, Jung und Miyazaki 1995). Der erste Bericht Uber diese Erkrankung stammt aus den
Jahren 1992 und 1993 in Japan (Jung und Miyazaki 1995). Die Autoren berichteten von
Krankheitsausbrichen im Herbst und Frihling, als die Wassertemperaturen sich zwischen
15-25 °C befanden. Die Mortalitat erreichte bis zu 100 % in betroffenen Populationen (Jung
und Miyazaki 1995).

Klinisch zeigen infizierte Tiere Symptome wie blasse Kiemen, eine erhéhte Respirationsrate
und Aszites. Man beobachtet haufig, dass betroffene Goldfische apathisch sind und sich
bevorzugt am Boden aufhalten. Histologisch zeigte sich primar das hamatopoetische Gewebe
von Leber und Niere betroffen. Es kommt aber auch zu Nekrose in Darm und Pankreas
(Giovannini et al. 2016, Goodwin et al. 2006, Hedrick et al. 2006, Jung und Miyazaki 1995).



Mittlerweile gibt es publizierte Berichte zum Auftreten der Erkrankung aus der USA (Groff et
al. 1998), Australien (Stephens et al. 2004) und Taiwan (Chang et al. 1999). In Europa ist diese
Erkrankung bisher unter anderem in England (Philbey 2006), in Italien (Fichi et al. 2013) und
in der Schweiz (Giovannini et al. 2016) beschrieben worden. Bei C. gibelio ist diese Erkrankung
bisher in Tschechien (Danék et al. 2012) und Ungarn (Doszpoly et al. 2011) aufgetreten. Da
diesem Pathogen bisher nicht viel Aufmerksamkeit geschenkt wurde und es in Zellkulturen
sehr schwer anzuzlchten ist, ist die tatsachliche Verbreitung nicht bekannt. Durch den
internationalen Handel mit Goldfischen kann man annehmen, dass weltweit

Goldfisch-Populationen betroffen sind (Goodwin et al. 2006).

2.1.3 Karpfenpocken

Das Cyprinide Herpesvirus 1 (CyHV-1) verursacht eine Krankheit welche umgangssprachlich
auch als Karpfenpocken oder Fischpocken bezeichnet wird. Es ist das am l&angsten bekannte
virale Fischpathogen und wurde bereits im Mittelalter beschrieben (Calle et al. 1999). Die
Infektion &ulert sich in einer Hyperplasie der epidermalen Epithelzellen. Betroffen sind primar
Cypriniden, hierbei vor allem Karpfen oder Koi. Es wurde aber zum Beispiel auch ein Ausbruch
in Populationen von Orfen (Leuciscus idus) beschrieben (McAllister et al. 1985).

Karpfenpocken sind weltweit verbreitet (McAllister et al. 1985).

Die hyperplastischen Veranderungen zeigen sich als milchig-weil’e bis graue proliferative
Hautlasionen, die sich von der normalen Haut ein bis mehrere Millimeter abheben (McAllister
et al. 1985). Die Veranderungen sind benigne und zeigen sich vor allem an den Brustflossen
und an der Schwanzflosse sowie am Koérperstamm und an den Lippen (McAllister et al. 1985,
Sano et al. 1991). Am haufigsten treten Karpfenpocken auf, wenn die Wassertemperaturen im
Herbst und Winter fallen. Es wurde beobachtet, dass die Hautveranderungen mit steigenden
Temperaturen wieder heilen und auch spontan verschwinden (Hedrick, Groff, Okihiro et al.

1990). In jungen Karpfen verlauft die Tumorprogression weitaus schneller als in alteren Tieren.

In einem Versuch von Sano et al. (1991) wurde Mortalitdt und die Auswirkung von CyHV 1 auf
unterschiedlich alte Brut verschiedener Fischarten untersucht. Es wurde festgestellt, dass
jungere Fischbrut bei einer Infektion mit diesem Virus eine hdhere Mortalitat aufweist als altere.
Bis zu 60,8% der Uberlebenden Jungfische zeigen nach 6 Monaten Neoplasien an den
Flossen, dem Korper und den Lippen. Zusatzlich zu den Lasionen zeigen infizierte Fische
Symptome wie reduzierte Bewegungslust, das Aufhalten am Boden und Appetitlosigkeit.

Histologische Untersuchungen dieser Fische Uber den gesamten Zeitraum des Versuchs von



Sano et al. (1991) zeigen eine ausgedehnte Nekrose im Leberparenchym, in den Nieren, und
in der Lamina propria der intestinalen Mukosa. Auch fand man Cowdry-Kérperchen vom Typ
A in Zellkernen von Hepatozyten im nekrotischen Bereich und teilweise in den Zellkernen von
neoplastischen Zellen der papillomatésen Veranderungen (Sano et al. 1991). Diese sind

eosinophile Einschlusskoérperchen, die man unter anderem bei Herpesvirus Infektionen antrifft.

2.2 Iridoviren

Die Familie der Iridoviridae enthalt die Genera Iridovirus, Chloriridovirus, Ranavirus,
Lymphocystivirus und Megalozytivirus (Fauquet et al. 2005). Die Gattung Chlorirdovirus ist flr

diese Arbeit nicht relevant, weswegen auf diese nicht eingegangen wird.

2.21 Megalozytivirus

Megalozytiviren sind bedeutende Pathogene fir Zier-, Wild- und Nutzfische im SuR- und
Salzwasser. Innerhalb dieses Genus unterscheidet man 4 Spezies: erstens das RSIV,
zweitens das Infectious spleen and kidney necrosis virus (ISKNV), welches die 2 Genotypen
ISKNV und Banggai cardinalfish iridovirus (BCIV) sowie marbled sleepy goby iridovirus
(MSGIV) enthalt, drittens das turbot reddish body iridovirus (TRBIV) und viertens das
threespine stickleback iridovirus (TSIV) (Kurita und Nakajima 2012, Sriwanayos et al. 2013,
Waltzek et al. 2012). Die erwahnten Viren zeigen eine signifikante Homologie von mindestens
97% Ubereinstimmung der Aminosduren fiir das major capsid protein (Hick et al. 2016).
Innerhalb dieser Arbeit wird das ISKNV besprochen, da dieses besonders Siliwasserfische
betrifft.

ISKNV wurde bei verschiedensten Fischarten in Salz-, SU3- und Brackwasser nachgewiesen
(Jung-Schroers et al. 2016). Zu den empfanglichen StiRwasserfischen zahlen unter anderem
Zebrafische (Danio rerio) (Bermudez et al. 2018), verschiedene Gourami-Spezies
(Trichogaster species pluralis spp. und Colisa spp.) (Jeong et al. 2008), Skalare (Pterophyllum
spp.) (Jung-Schroers et al. 2016), Schwerttrager (Xyphophorus hellerii) (Paperna et al. 2001),
Platy (Xyphophorus maculatus) (Paperna et al. 2001), Mandarinfisch (Siniperca chuatsi) (He
et al. 2002) und Murray-Dorsch (Maccullochella peelii) (Go und Whittington 2006). Die
Infektion mit ISKNV erfolgt horizontal Gber Wasser und Futter (He et al. 2002, Jung-Schroers
et al. 2016). Klinische Symptome und Mortalitat treten bei dieser Erkrankung bei Temperaturen
ab 20° C auf. Bei tieferen Wassertemperaturen werden klinische Anzeichen unterdrtickt. Man
geht jedoch davon aus, dass infizierte Tiere bei Temperaturen unter 20° C als Carrier

fungieren (He et al. 2002). Klinische Symptome reichen von Lethargie, Depression, nicht



Reagieren auf Wasserturbulenzen, Aufhalten an der Seite und am Boden, blasse Pigmentation
des Korpers, blasse Kiemen, Appetitlosigkeit bis zu petechialen Hamorrhagien am
Kiemendeckel, unter dem Kiefer, Augen, Basis der dorsalen und ventralen Flossen, sowie
kaudaler Flosse und Bauch (Go und Whittington 2006, He et al. 2000, He et al. 2002, Jung-
Schroers et al. 2016). Typische pathologische Lasionen sind eine geschwollene und braun
verfarbte Niere, geschwollene Milz, blasse und vergrollerte Leber mit petechialen
Hamorrhagien und eine blasse Verfarbung des Herzens. Histologisch findet man vor allem in
der Milz und den Nieren hypertrophe Zellen mit basophilen Einschlissen. Betroffene Zellen
zeigten auRerdem eine Pyknose des Zellkerns und ein basophiles granuliertes Zytoplasma
(Go und Whittington 2006, He et al. 2000, He et al. 2002, Jung-Schroers et al. 2016).

2.2.2 Ranavirus

Ranaviren verursachen systemische Krankheiten von Fischen, Amphibien und Reptilien. Das
Genus umfasst derzeit die sechs Spezies Ambystoma tigrinum virus, Bohle iridovirus, Frog
virus 3 (Viren von Amphibien und Reptilien), Epizootic haematopoietic necrosis virus
(Epizootisches Hamatopoetisches Nekrose Virus, EHNV) sowie das genetisch nahe
verwandte European catfish virus (ECV) und die Spezies Singapore grouper iridovirus (SGIV)

und Santee-Cooper ranavirus (Fauquet et al. 2005).

Die Epizootische hamatopoetische Nekrose (EHN) wird durch das EHNV verursacht. Der erste
Bericht Gber EHN betraf Flussbarsche (Perca fluviatilis) und stammt aus Australien im Jahre
1984 (Langdon et al. 1986). Sowohl die Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) als auch
der Flussbarsch sind Beispiele fur EHNV empfangliche Arten, die in europaischen Gewassern
vorkommen. Auch einige Arten, die in Europa gerne als Zierfische gehalten werden, sind
empfanglich fir EHN. Dazu gehdért zum Beispiel der Rotgesprenkelte Regenbogenfisch
(Melanotaenia fluviatilis), der Moskitofisch (Gambusia affinis) oder der Ostliche Moskitofisch
(Gambusia holbrooki) (OIE 2017). Trotzdem ist der Nachweis einer Infektion mit EHNV bisher
auf Australien beschrankt geblieben und es gibt bis dato keine Informationen Uber
Erkrankungen von Fischen in Europa (OIE 2017). Die Ubertragung geschieht horizontal tiber
Wasser oder die Aufnahme von Gewebe infizierter Fische (Jensen et al. 2011, Langdon et al.
1988, Langdon 1989, Whittington et al. 2010). Als klinische Anzeichen wurden bei Langdon et
al. (1988) eine reduzierte Futteraufnahme, dunkle Verfarbung der Haut und Ataxie
beschrieben. Pathologisch sind vor allem geschwollene und vorgewdlbte Nieren, und eine
blasse, geschwollene Milz auffallig. Pathohistologisch findet man fokale Nekrosen in der

Leber, vor allem auf oder in der Umgebung von Leberarterien oder —venen. In der Milz findet
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man diffuse nekrotische Veranderungen in der roten und weiflten Pulpa. Im hamatopoetischen

Gewebe der Nieren findet man auch diffuse Nekrosen (Langdon et al. 1988).

2.2.3 Lymphocystivirus

Zur Unterfamilie Lymphocystivirus gehort die Spezies Lymphocystis disease virus 1 (LCDV-1)
und die vorlaufigen Spezies Lymphocystis disease virus 2 (LCDV-2), LCDV-C und das
LCDV-RF (Borrego et al. 2017, Fauquet et al. 2005).

Das Lymphocystis Disease Virus (LDV) verursacht eine bei zahlreichen SuBR- und
Salzwasserfischen weltweit vorkommende Erkrankung (Whittington et al. 2010). In Europa
sind vor allem die Nordsee und die Mediterranen Zonen betroffen (Borrego et al. 2017).
Bekannte Zierfischarten bei denen eine Infektion mit LDV bekannt ist sind zum Beispiel der
Paradiesfisch (Macropodus opercularis) (Xu et al. 2014), Chanda baculis, der gepunktete
Fadenfisch (Trichogaster trichopterus) oder der Mosaikgourami ( Trichogaster leeri) (Hossain
et al. 2008). Man geht momentan davon aus, dass die Infektion mit LDV horizontal, Uber die
Haut oder die Kiemen durch direkten Kontakt oder Kontakt durch Wasser, geschieht (Borrego
et al. 2017, Bowser et al. 1988, Kvitt et al. 2008). Es ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht bekannt
ob LDV aulderhalb der Wirtszelle Uberleben kann (Kvitt et al. 2008). Jedoch geht man davon
aus, dass klinisch gesunde Fische, die eine Infektion mit typischen Lasionen durchgemacht
haben, als Carrier fur gesunde Individuen fungieren, nachdem die Lasionen abgeheilt sind
(Kvitt et al. 2008). Die Autoren Hossain et al. (2009) beschreiben in einer experimentellen
Infektion von Olivenflundern (Paralichthys olivaceus) eine temperaturabhangige systemische
Ausbreitung der Erkrankung. Klinische Symptome wurden bei in 20°C, aber nicht in 10 oder in
30°C, gehaltenen Fischen beobachtet. Infizierte Fische zeigen graue, weil3e oder auch pinke
nodulare Lasionen, die sich Uber den gesamten Korper ausbreiten konnen (Paperna et al.
1982, Xing et al. 2006). Es kann jedoch zu ahnlichen Veranderungen auf dem Mesenterium,
Peritoneum und inneren Organen kommen (Hossain et al. 2008, Xing et al. 2006). Die Autoren
Iwamoto et al. (2002) beschreiben aulerdem Anamie und eine geringe Wachstumsrate.
Pathohistologisch erkennt man Fibroblasten-dhnliche Zellen, die vergroflert sind und
zytoplasmatische Einschlusskorperchen beinhalten. Klinisch gesunde Fische dienen als
Carrier (Cano et al. 2006). Die Mortalitat bei LD ist sehr gering und beschrankt sich auf
Individuen deren Fahigkeit, zu schwimmen, atmen oder fressen, durch grof3e

Umfangsvermehrungen eingeschrankt ist (Colorni und Padrés 2011).
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2.3 Adenoviren

Die Familie der Adenoviridae unterteilt sich in die Unterfamilien Mastadenovirus,

Aviadenovirus, Atadenovirus und Siadenovirus (Fauquet et al. 2005).

Infektionen mit Adenoviren bei Fischen sind sehr selten und es gibt nur wenige Publikationen
Uber Erkrankungen, die auf diese Virusfamilie zuriickzufihren ist (Nagy 2016). Eine der
wenigen bekannten Erkrankungen ist die White sturgeon Disease. Diese wurde 1985 erstmals
bei juvenilen weilden Stéren (Acipenser transmontanus) beschrieben (Hedrick et al. 1985). Die
Autoren Hedrick et al. (1985) beschreiben einen chronischen Charakter der Erkrankung.
Betroffene Fische zeigen Abmagerung und Apathie bis hin zum Tod (Hedrick et al. 1985,
Hedrick, Groff, McDowell et al. 1990, Nagy 2016). Histopathologische Veranderungen betrafen
vor allem den Zellkern epithelialer Zellen des Verdauungstraktes. Dieser stellte sich hypertroph
dar und enthielt im Elektronenmikroskop nachweisbare Viruspartikel. Man geht davon aus,
dass die Aufnahme von Nahrstoffen durch die Veranderungen im Darm nicht mehr
ausreichend funktioniert, wodurch es zu der Abmagerung und darauf folgend zum Tod kommt
(Hedrick et al. 1985). Weitere mit Adenoviren assoziierte Erkrankungen sind die Lymphatische
Leukéamie der Japanischen Seebrasse (Pagrus major) und die epidermale Hyperplasie von
Kabeljau (Gadus morhua) und der Eisflunder (Limanda limanda) (Bloch et al. 1986, Miyazaki
et al. 2000).

2.4 Poxviren

Die Familie der Poxviridae teilt sich in die Unterfamilien Chordopoxvirinae und
Entomopoxvirinae. Zu ersterer gehdren die Genera Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Avipoxvirus,
Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Suipoxvirus, Molluscipoxvirus, und Yatapoxvirus. Zu der
Unterfamilie der Entomopoxvirinae gehdren 3 Genera: Alphaentomopoxvirus,

Betaentomopoxvirus und Gammaentomopoxvirus (Fauquet et al. 2005).

Fir Fische relevant ist das Salmon Gill Pox Virus (SGPV), welches die Salmon Gill Poxvirus
Erkrankung (SGPVD) verursacht und das Carp Edema beziehungsweise Koi Sleepy Disease
Virus (CEV/KSDV), welches die Odemkrankheit beziehungsweise die Schlafkrankheit der
Karpfen und Koi verursacht. Das SGPV ist das einzige Fisch-Poxvirus dessen Genom
charakterisiert und dessen Ergebnisse publiziert wurden. Es gehdrt zu den Chordopoxvirinae
(Gjessing et al. 2015, Gjessing et al. 2016). Kein Fisch-Poxvirus wurde jedoch bisher auf
Zellkulturen angezichtet und isoliert. Gemein haben die Poxviren der Fische eine Affinitat zu

den Kiemen und die Schadigung der Kiemenfunktion (Gjessing et al. 2016).
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Innerhalb dieser Arbeit werden das CEV/KSDV und das SGPV besprochen.

241 Carp Edema Virus und Koi Sleepy Disease Virus

Hohe Mortalitdten von juvenilen Koi aufgrund von CEVD/KSD wurde erstmals 1974 in Japan
beobachtet (Murakami et al. 1976, Ono et al. 1986). Mittlerweile gibt es Publikationen tber den
Ausbruch dieser Erkrankung in vielen Landern. In Europa wurde dieses Poxvirus unter
anderem in Deutschland, Osterreich, England, Frankreich, Italien oder Polen entdeckt (Jung-
Schroers et al. 2015, Lewisch et al. 2015, Sivasankar 2017). Betroffen sind sowohl Karpfen
als auch ihre Zierform Koi (Lewisch et al. 2015). Man unterscheidet zwei Kklinische
Manifestationen: die Odemkrankheit und die Schlafkrankheit (Gjessing et al. 2016). Diese
Erkrankungen treten vor allem im Frihling und Winter auf, wenn die Wassertemperatur sich
zwischen 15 °C und 25 °C befindet (Miyazaki et al. 2005). Im Gegensatz dazu zeigten die
CEV/KSDV positiven Falle in Osterreich klinische Symptome bereits zwischen 7 °C und 15 °C
(Lewisch et al. 2015). Infizierte Fische zeigen vor allem Schwellung des Kérpers durch Odeme,
bewegungsloses Liegen am Grund des Teiches, Apathie und Atemstérungen.
Histopathologisch fallt besonders apikal eine keulenférmige Verdickung der Kiemenlamellen,
mit sekundarer Fusion und Adhasion, auf. Zusatzlich findet man eine Infiltration mit
Entziindungszellen (Gjessing et al. 2016, Lewisch et al. 2015, Miyazaki et al. 2005, Ono et al.
1986). Eine horizontale Ubertragung tiber Wasser ist bekannt (Adamek et al. 2017, Oyamatsu
etal. 1997). Man geht davon aus, dass klinisch gesund erscheinende Fische als Carrier dienen
(Lewisch et al. 2015). Der Nachweis eines Poxvirus als ursachliches Agens erfolgt durch die
Amplifikation eines DNA Fragments, welches das Kernprotein P4a codiert. Alle
Kultivierungsversuche des Virus sind bisher fehlgeschlagen und es sind bisher nur Sequenzen

des Kernproteins P4a publiziert worden (Matras et al. 2017).

2.4.2 Salmon Gill Pox Virus

Erste Berichte Uber eine neue Erkrankung in norwegischen Lachsfarmen stammen aus den
1990ern (Gjessing et al. 2015, Gjessing et al. 2017). Die Autoren Nylund et al. (2008)
beschrieben diese Krankheit als SGPVD. Eine Erkrankung, durch dieses Virus verursacht, ist
bisher nur bei Wildlachs, Lachs aus Aquakulturen und Forellen bekannt (Garseth et al. 2018,
Gjessing et al. 2016). Man geht momentan davon aus, dass eine Ubertragung des Virus
horizontal Uber die Umwelt geschieht. Eine vertikale Transmission kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden (Garseth et al. 2018). Die Autoren Gjessing et al. (2016) beschreiben

Atemstoérungen und Aneinanderdrangen am Boden als klinische Symptome. Mortalitatsraten
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von bis zu 70% sind beschrieben (Gjessing et al. 2016). Pathoanatomisch findet man haufig
blasse Kiemen und innere Organe (Gjessing et al. 2016). Die Milz erscheint vergroRert. Die
Zielzellen von SGPVD sind epitheliale Kiemenzellen der sekundaren Kiemenlamellen.
Typische Lasionen, die man histologisch findet, sind Hypertrophie und ein degenerierter
Zellkern. Mittels Elektronenmikroskop lassen sich perinukledre Myelinfiguren darstellen
(Nylund et al. 2008).

2.5 Fragestellung

Die Entwicklung neuer, leistungsfahiger Diagnostikmethoden ist ein grundlegendes Problem
in der veterindrmedizinischen Forschung und der Tiergesundheit (Belak 2007). Viele Viren
sind schwer bis gar nicht zu kultivieren oder sind nicht mit einer fir den Menschen
bedeutungsvollen Krankheit assoziiert, sodass eine Charakterisierung unterbleibt. Auch bei
kultivierbaren Viren fehlen haufig diagnostische Antikorper oder PCR Tests (Hanson et al.
2006). Die Limitation der Diagnostik bei Zierfischen wurde bereits in Kapitel ,1.2.

Schwierigkeiten in der Diagnostik viraler Erkrankungen von Zierfischen“ dargelegt.

Hanson et al. (2006) entwickelten eine PCR, um groRe DNA-Viren und Adenoviren
verschiedener Spezies nachzuweisen. Diese basiert auf einem Abgleich bekannter
konservierter Regionen des DNA Polymerase Gens der betreffenden Virusgruppen. Anhand
dieser wurden bestimmte Primersets entwickelt. Verwendet wurde ein einziger reverse-Primer,
da sich alle untersuchten Virusgruppen eine Sequenz teilen, an die dieser binden kann.
Upstream dieser Region wurden drei verschiedene Sequenzen gefunden. Eine davon
reprasentativ fir Adenoviren, die andere reprasentativ flir Herpes-, und Iridoviren und die Dritte
fur Poxviren. Daher wurden drei forward-Primer entwickelt, welche zum allgemeinen
reverse-Primer passen. Da sich die Sequenzen, an die die Primer binden, in verschiedenen
Regionen befinden, erhadlt man je nach Virusgruppe Amplifikate unterschiedlicher Lange,

wodurch zwischen den Viren unterschieden werden kann (Hanson et al. 2006).

Innerhalb dieser Arbeit wird diese PCR Methode bei SuRwasser-Zierfischen als
Ausgangsmaterial angewendet. Es soll untersucht werden, ob diese Methode bei Zierfischen
angewendet werden kann und ob sie eine schnelle und unkomplizierte Methode darstellt, um
in der Routinediagnostik verwendet zu werden. Auch soll untersucht werden inwieweit das
Protokoll der Autoren Hanson et al. (2006) zur Diagnostik unbekannter Viren angewendet

werden kann.
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3 Tiere, Material und Methodik
3.1 Zoofachhandlungen und Tiermaterial

3.1.1 Zoofachhandlungen

Im Vorfeld der Untersuchungen wurden neun Zoofachhandlungen kontaktiert, das Projekt
vorgestellt und die Moglichkeit einer Mitwirkung abgeklart. Es nahmen sechs Betriebe an der
Untersuchung teil. Diese befinden sich alle in Wien, Osterreich in unterschiedlichen Bezirken.
Die Mitarbeiterinnen wurden in der Sammlung der Proben und Daten unterwiesen und flhrten
diese dann selbststandig durch. Dazu gehorten das Entnehmen, Verpacken und Lagern der
verendeten Fische sowie das Ausflllen der dafir entworfenen Datenblatter. Die Vorstellung

der Ergebnisse erfolgt anonymisiert.

3.1.2 Tiermaterial

Die verendeten Zierfische wurden nach maximal 12 Stunden entnommen, in vorbereitete
Einwegbehaltnisse (Tiefkihlbeutel) verpackt und in Tiefkihlern des jeweiligen Betriebs
bei -20 °C tiefgefroren. Mehrere Fische einer Art aus dem gleichen Becken und dem gleichen
Todestag wurden gemeinsam verpackt, ansonsten erfolgte die Aufbewahrung einzeln.
AnschlieBend wurden die Proben ohne Unterbrechung der Kuhlkette in Styroporboxen mit
Kuhlakkus auf die Klinik verbracht, um sie dort bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C zu

lagern.

Insgesamt wurden 29 der gesammelten Zierfische anhand ihres Erhaltungszustandes

ausgewahlt und verwendet (siehe Tabelle 1).

Zusatzlich wurden noch 37 Proben aus vorangegangen Projekten der Abteilung fur

Fischmedizin herangezogen und verwendet (siehe Tabelle 2).

Tab. 1 Ubersicht iiber die verwendeten Proben aus Zoofachgeschiften

Probennummer Deutsche Lateinische Symptome und sonstiges
Artbezeichnung Artbezeichnung

FMR 17-060 Fadenfisch Trichopodus leeri

FMR 17-061 Roter Neon Paracheirodon 20 Stlck verendet

axelrodi
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FMR 17-064 Roter Neon Paracheirodon 22 Stick  verendet; mit
axelrodi Erlenzapfen und Herbatana
behandelt

FMR 17-066 Engel-Antennenwels Pimelodus victus Aufgetriebener Bauch; mit
eSHa EXIT™ (keine
Angabe von Inhaltsstoffen
in der Packungsbeilage)

und Temperaturerhdhung
behandelt

FMR 17-068 Panzerwels Corydoras

FMR 17-070 Roter Neon Paracheirodon

axelrodi

FMR 17-072 Roter Neon Paracheirodon

axelrodi
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FMR 17-074 Buntbarsch Cichlid

FMR 17-077 Schwarzflossen- Corydoras Mit aufsalzen, taglich 20 %
Panzerwels leucomelas Wasserwechsel und

Herbatana behandelt

FMR 17-100 Gelber Antennenwels Ancistrus sp. L-144

FMR 17-129 Metallpanzerwels Corydoras aeneus

FMR 17-133 Juli-Panzerwels Corydoras julii

FMR 17-135 Metallpanzerwels Corydoras aeneus Milchige Hautoberflache

FMR 17-138 Zwergpanzerwels Corydoras

pygmaeus

FMR 17-156 Panda-Panzerwels Corydoras panda
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Tab. 2 Ubersicht iiber die verwendeten Proben aus vorangegangen Projekten der Abteilung fiir
Fischmedizin

Probennummer Deutsche Artbezeichnung Lateinische

Artbezeichnung

1-002 Koi Cyprinus carpio

1-004 Goldfisch Carassius gibelio forma

auratus

1-006 Koi Cyprinus carpio

1-008 Giebel Carassius gibelio

1-010 Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss

1-012 Koi Cyprinus carpio

1-014 Diskus Symphysodon

1-016 Lifalilis Buntbarsch Hemichromis lifalilli
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1-018 Goldfisch Carassius gibelio forma

auratus

1-020 Saibling Salvelinus

1-022 Diskus Symphysodon

1-024 Diskus Symphysodon

1-026 Gelber Labidochromis Labidochromis caeruleus

1-028 Diskus Symphysodon

1-030 Skalar Pterophyllum scalare

1-032 Diskus Symphysodon

1-034 Giebel Carassius gibelio

1-036 Zebrabarbling Danio rerio
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1-037 Zebrabarbling Danio rerio

3.2 Methodik

3.2.1 Sektion

Die gesammelten Proben wurden bei Raumtemperatur langsam aufgetaut und einzeln auf
sterile Sektionsplatten verbracht. Um eine Kreuzkontamination der Proben zu vermeiden,

wurde bei der Sektion jedes einzelnen Fisches mit sterilem Einmalbesteck gearbeitet.

Die Proben wurden je nach GroRe unterschiedlich aufbereitet. Bei Tieren unter 4 cm wurde
der ganze Fisch, ausgenommen Schwanz und Mandibula, mit Skalpellklingen in einer
Petrischale zerkleinert. Bei groReren Exemplaren ab 4 cm wurden die Organe (Milz, Leber,
Niere, Kiemen, Gehirn) einzeln entnommen und danach zerkleinert. Etwa 50 mg
Probematerial wurde in zwei ml Eppendorf Tubes verbracht und bis zur weiteren Verwendung
wieder bei -20 °C tiefgekuhilt.

3.2.2 DNA-Extraktion

Die Organe wurden mittels Tissuelyser (TissueLyser II, QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland)
homogenisiert und die DNA mit Hilfe eines DNeasy Blood & Tissue Kits (QIAGEN GmBH,
Hilden, Deutschland) entsprechend der Herstelleranweisungen mit leichter Modifikation

extrahiert. Zu jeder Extraktion wurden Negativkontrollen angesetzt.

3.23 PCR

Die PCR wurde nach dem Protokoll von Hanson et al. (2006) durchgefihrt.

3.2.3.1 Primer

Es wurden drei verschiedene Vorwartsprimer fir jeweils Adenoviren, Herpes- und Iridoviren
sowie Poxviren verwendet. Da bei allen Virusgruppen eine konservierte Downstream Sequenz
gefunden wurde, konnte ein einziger Reverseprimer fur alle erwahnten Virusgruppen

verwendet werden (Hanson et al. 2006).

Es wurden folgende Primer laut Protokoll verwendet:
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Tab. 3 Vorwirtsprimersequenzen fiir die zu detektierenden Viren (Hanson et al. 2006)

Virus Forward-Primersequenz Zu erwartendes
Amplicon

Adenoviren 5'-gggaatictaGAYATHTGYGGNATAYGC-3' ~ 1200 bp

Herpes- 5'-cggattctaGAYTTYGCNWSNYTNTAYCC-3' ~ 400-700 bp

und Iridoviren

Poxviren 5-TAYTGYATHCAYGAYGCBTG-3' ~ 882 bp

Tab. 4 Reverseprimersequenz fiir die zu detektierenden Viren (Hanson et al. 2006)

Viren Reverse-Primersequenz

Alle DNA-Viren 5'-cccgaattcagatcTCNGTRTCNCCRTA-3'

3.2.3.2 Mastermix

Die Reaktionen werden in einem Gesamtvolumen von 25 pl in 200 yl PCR-Reaktionsgefalien
durchgefuhrt.

Fir jeden PCR-Mastermix wurde folgendes bendtigt:

2x ReadyMixPCR Master Mix (REDTaq® 12,5 ul
ReadyMix™ PCR Reaction Mix, Sigma-Aldrich
Handels GmbH, Osterreich)

Vorwartsprimer (10pmol) Tl
. 1 ul
Reverseprimer (10pmol)
. X ul
Aufbereitete Probe (100 ng DNA)
Y ul

Steriles PCR Wasser ddH20

Die Menge an pl aufbereiteter Probe richtet sich nach der im Extrakt enthaltenen DNA

Konzentration. Es sollte eine Endkonzentration von circa 100 ng DNA enthalten sein, was
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durch entsprechende Verdiinnung mit DNA-freiem Wasser erreicht wurde. Dementsprechend

erfolgte eine Erganzung des Volumens auf 25 pl.

Die Amplifikation der DNA wurde mit Thermocyclern (C1000 Touch™ Thermal Cycler, Bio-
Rad-Laboratories =~ Ges.m.b.H.Osterreich,  Osterreich; C1000™  Thermal Cycler,
Rad-Laboratories ~ Ges.m.b.H.Osterreich,  Osterreich)  durchgefilhrt. Das  DNA-
Amplifikationsprotokoll ist in Tabelle 5 ersichtlich. AnschlieRend wird bis zur Entnahme des
Amplifikates auf 4 °C gekuhlt.

Tab. 5 DNA-Amplifikationsprotokoll

Anzahl der Zyklen Temperatur °C/Zeit Temperatur °C/Zeit Temperatur °C/Zeit

1x 93 °C/60 s
35x 93 °C/30's 45°C/120s 72°C/180 s
1x 72 °C/240s

3.2.3.3 Kontrollen

Bei jeder durchgefluhrten PCR missen eine negative Extraktionskontrolle, eine Kontrollprobe
der Mastermixreagenzien (non template control, NTC) sowie eine Positivkontrolle mitgefihrt
werden. Diese demonstrieren, dass keine Kontamination oder Kreuzkontamination wahrend
der Vorbereitung der PCR stattgefunden hat beziehungsweise, dass die PCR zum Nachweis

der fraglichen Sequenz geeignet ist.

Auf eine positive Extraktionskontrolle musste aufgrund der hohen Anzahl an verschiedenen
Fischarten verzichtet werden. Der Nachweis einer erfolgreichen DNA-Extraktion wurde nur

Uber die DNA-Messung in den Extrakten erbracht.

In einem ersten Schritt sollte Uberprift werden, ob das gewahlte PCR-Protokoll mit
bekanntermalien positiven DNA-Proben (von denen auch Sequenzierungsergebnisse
vorlagen) die zu erwartenden Amplifikationsprodukte ergab. Anhand dieser Ergebnisse sollten
im nachsten Schritt aus diesen Proben die Positivkontrollen fir die weiteren Untersuchungen
ausgewanhlt werden. Die folgenden ausgewahlten Virus-DNA Proben wurden als Kontrolle zur
Funktion der PCR nach dem verwendeten Protokoll herangezogen. Dabei handelte es sich
teilweise um DNA aus Zellkulturiberstand und zum Teil aus Extrakten infizierter

Gewebsproben.



Tab. 6 Liste der verwendeten DNA-Proben

Virusgruppe Virus Material bp Herkunft

Adenovirus Equines Adenovirus ~1200bp Institut fir Virologie der

(297/73 EAdV-1) Veterinarmedizinischen

Universitat Wien

Iridovirus +ve Zebrafische ~400- Abteilung fur Fischmedizin
700bp der
Veterinarmedizinischen

Universitat Wien

Herpesvirus Cyprinides Herpesvirus 1 ~400- Abteilung fir Fischmedizin
700bp der
Veterinarmedizinischen

Universitat Wien
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Herpesvirus Cyprinides Herpesvirus 3 ~400- Abteilung fiir Fischmedizin
700bp der
Veterindrmedizinischen

Universitat Wien

Poxvirus Felines Orthopoxvirus ~600bp Institut fur Virologie der

(443/02, 773/12) Veterinarmedizinischen

Universitat Wien

Poxvirus Avipoxvirus ~600bp Abteilung fur Gefligel der
(+KCeloR76) Veterinarmedizinischen
Universitat Wien
Poxvirus CEV ~600bp Abteilung fur Fischmedizin

der
Veterinarmedizinischen

Universitat Wien

Die Auftrennung, der innerhalb dieser Arbeit mittels PCR amplifizierten DNA, erfolgt mittels
Gel-Elektrophorese. Es wurden pro Probe 10 ul des Amplifikates in die Taschen eines
1,5%igen Agarose-Gels Uberflhrt. Zum Vergleich der Lange der DNA-Fragmente wurde ein
100 Basenpaar (bp) Leiterstandard verwendet. Die Elektrophorese wurde fur 60 Minuten mit
einer Spannung von 100 V und einer Stromstarke von 450 mA durchgefuhrt. Das

Sichtbarmachen erfolgte mit Hilfe von UV-Licht.

Im ersten Anlauf wurde fur die Gruppe der Adenoviren ein Canines Adenovirus (CAV) und ein
Equines Adenovirus (EAV), fur die Iridoviren eine Probe mit einem Megalocytivirus, fur die
Herpesviren ein CyHV2 und fir die Poxviren ein Felines Orthopoxvirus verwendet. Alle
erwahnten Proben bis auf das CyHV2 und die Megalocytiviren wurden freundlicherweise vom
Institut fur Virologie der Veterindrmedizinischen Universitat Wien zur Verfigung gestellt.
Entsprechend dem Protokoll wurden drei Mastermix Reaktionen mit den jeweils

unterschiedlichen Vorwarts-Primern angesetzt.

Bei der Auswertung der PCR mittels Gelelektrophorese erschien jedoch nur eine
entsprechende Bande bei CAV, CyHV2 und Megalocytivirus (siehe Tabelle 6 fir die zu

erwartenden Basenpaare und Abbildung 1 fir das entsprechende PCR Bild). Um
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auszuschlie®en, dass zu wenig DNA amplifiziert wurde, um bei der Auswertung sichtbar zu
werden, wurde die PCR mit den Amplifikationsprodukten der ersten Runde wiederholt. Die
bereits ausgewerteten Banden aus der ersten Runde erschienen, bis auf die Megalocytiprobe,
in der zweiten Runde weitaus starker. Auch bei EAV erschien nun eine entsprechende Bande.

Die Probe fur die Gruppe der Poxviren blieb in beiden Runden negativ (siehe Abbildung 2).

r-..jT-I [:::I'l'_l':n.l.l' E-'[I'-ljl'-.-'l I‘-._IT:._' [:::'!."HI"."IE r'.'1E!E E|||:|_ HTE: 1|: |:| |:| fE'l F' o
n

Abb. 1 Auswertung der ersten Runde PCRs fiir die Auswahl der Positivkontrollen
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Abb. 2 Auswertung des ersten und zweiten Laufs der zweiten PCR fiir die Auswahl der Positivkontrollen

Um ein falsch negatives Ergebnis bezuglich des Pox-Virus auszuschlie®en, wurden die Primer
neu angesetzt und zusatzlich ein zweites Pox-Virus (Aviares Poxvirus; siehe Tabelle 5)
verwendet. Die PCR wurde mit den zwei erwahnten Pox-Viren einmal mit den alten Primern
und einmal mit den neu angesetzten Primern wiederholt. Gleichzeitig wurde ein weiteres
Iridovirus (+ve Zebrafische, siehe Tabelle 5) mitlaufen gelassen. Nach unserer Auswertung

waren alle drei Proben negativ (siehe Abbildung 3).
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Abb. 3 Auswertung der dritten PCR fiir die Auswahl der Positivkontrollen

Aufgrund der wiederholt negativen Ergebnisse wurden die Poxviren von den weiteren
Untersuchungen ausgeschlossen. Um einen besseren Eindruck von der universellen
Anwendbarkeit der Methode beziiglich Fisch-Herpesviren zu erhalten, wurden im nachsten
Schritt DNA-Proben welche CyHV-1 beziehungsweise CyHV-3 enthielten (siehe Tabelle 5),
mit dem PCR Protokoll untersucht. Auch die Anwendbarkeit auf ein weiteres Iridovirus wurde
Uberprift, mit einer DNA-Probe, die das Virus der Epizootischen Hamatopoetischen Nekrose
enthielt (siehe Tabelle 5). Entsprechend positive Banden waren bei der Auswertung bei EHNV
und CyHV-2 zu sehen (siehe Abbildung 4).
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Abb. 4 Auswertung der vierten PCR fiir die Auswahl der Positivkontrollen

Fir das weitere Vorgehen konnte nun zusammengefasst werden, dass das ausgewahlte PCR
Protokoll fir den Nachweis von piscinen Herpesviren bedingt geeignet war und fir zumindest
zwei bedeutende fischpathogene Iridoviren geeignet schien. Daher wurden als reprasentative
Viren fur die Herpesviren CyHV-2 und fir die Iridoviren EHNV als Positivkontrollen ausgewahlt.
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Um sicherzustellen, dass es sich bei den erhaltenen Amplifikaten auch tatsachlich um die
Genfragmente der fraglichen Viren handelte, wurden die Amplifikationsprodukte sequenziert.
Um ausreichend positive Kontrollproben fiir die Untersuchungen im zweiten Teil der Arbeit
(Untersuchungen von Feldproben) zu haben, wurden die Amplifikationsprodukte kloniert
(siehe Abbildung 5)

100
I‘I."IT 1|: ~~ EHH1 EHHZ I:.'|I|‘H w21 I:.'|I|‘H W22
4

Abb. 5 Klonierte Amplifikationsprodukte

3.2.3.4 Gel-Extraktion und Sequenzierung der Positivkontrollen

Fir die Sequenzierung wurde die amplifizierte DNA der Positivkontrollen mit Hilfe des MinElute
Gel Extraction Kits (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) aus dem Gel gewonnen. Es wurde
nach den Herstellerangaben vorgegangen.

Fir die Sequenzierung, die von der Firma LGC Genomics (Berlin, Deutschland) extern
durchgefuhrt wurde, wurden 10 pl extrahierte DNA der Positivkontrollen mit jeweils 4 ul der
jeweiligen Primer zugesetzt verschickt. Die Sequenzierungsergebnisse zeigten eine
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entsprechende Abfolge der DNA-Basen und 100% Ubereinstimmung fiir CyHV-2 und EHNV

(National Center for Biotechnology Information).

3.2.4 Klonierung der Positivkontrollen

Die zu klonierende DNA der Positivkontrollen wurde mit dem MinElute Gel Extraction Kit
(QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) aus dem Gel gewonnen. Es wurde nach den

Herstellerangaben vorgegangen.
Die Klonierung der Positivkontrollen wurde mit einem experimentellen Protokoll durchgefihrt.

Die TOPO Klonierungsreaktion wurde mit folgenden Reagenzien durchgefiihrt:

Reagent Chemisch kompetente E. coli
Gereinigtes PCR Produkt 4yl
Salzlésung 1ul
TOPO Vektor 1ul
Gesamtvolumen 6 ul

Man mischte das frische DNA-Produkt mit PCR 4-TOPO in PCR-Reaktionsgefallen und
inkubierte fur 30 Minuten bei 23 °C.

Die Reaktion wurde auf Eis gelegt und zu kompetenten Zellen transformiert. Es wurden
TOP 10 Escheria coli  (E. coli) Zellen verwendet und zu diesen 4 pul der TOPO
Klonierungsreagenz hinzugefliigt und gemischt, indem man mit einer Pipette vorsichtig

umruhrte.
Die Mixtur wurde fur 30 Minuten auf Eis inkubiert und dann bei 42 °C geschockt.

Das Reaktionsgefal wurde fir 1-2 Minuten auf Eis gelegt. Dann wurden 250 ul SOC Medium
zugesetzt. Wichtig ist, dass dieser Schritt unter einer Lamina durchgefuhrt wurde. Das

Réhrchen wurde mit Parafilm verschlossen und fiir 1 Stunde bei 37 °C und 200 rpm inkubiert.

Der Inhalt des ReaktionsgefalRes wurde mit einem sterilen Mikrobiologietupfer auf eine
vorgewarmte selektive Platte aufgetragen. Wichtig ist, dass dieser Schritt unter einer Lamina
durchgeflihrt wurde. Sobald die Platten trocken waren, wurden sie bei 37 °C Uber Nacht
inkubiert.
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Fur die weiteren Schritte wurden 4 g einer LB broth Lésung der Firma Invitrogen mit 200 ml
destilliertem Wasser angemischt und fir 15 Minuten bei 121 °C inkubiert und dann auf 50 °C
abgekihlt. 5 ml dieses Gemisches wurden mit 5 yl Ampicillin Lésung (50 pl/ml H20) in ein

50 ml Falcon Zentrifugenréhrchen gegeben.

Pro Falcon Zentrifugenréhrchen wurde mit einer Pipettenspitze eine Bakterienkolonie zugefuigt
und bei 37 °C und 150 rpm Uber Nacht inkubiert.

Die Pipettenspitze wurde entfernt und bei 3220 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand

wurde entfernt und das Ubriggebliebene Sediment mit 250 ul P1 Puffer resuspendiert.
Danach wurden 250 ul P2 Puffer hinzugefiigt und die Losung gewendet bis sie klar wurde.

Es wurden dann 350 ul N3 Puffer hinzugefligt und die Lésung wurde gewendet bis sie farblos

wurde.

Die Lésung wurde fir 10 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein

QIAprep Spinsaule gegeben und fur 1 Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde entsorgt.

Beim ersten Waschschritt wurden 500 pl PB Puffer hinzugefligt, 1 Minute zentrifugiert und der
Uberstand entsorgt. Dies wiederholte man mit 700 ul PE Puffer. Im letzten Waschschritt

zentrifugierte man ,leer* um die Waschpuffer zu entfernen.

Die Spinsaule wurde in ein 1.5 ml Tube gesteckt. Es wurden 50 pl EB Puffer hinzugeftigt und
fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Ldsung fur 1 Minute

zentrifugiert. Der Durchfluss enthielt nun die klonierte DNA.

3.2.5 Elektrophorese und DNA-Detektion

Die mittels Klonierung gewonnenen DNA Abschnitte wurden zur Uberpriifung, wie oben

beschrieben, mittels PCR amplifiziert und sichtbar gemacht.

3.2.6 Untersuchungen von Feldproben

Nach Vorbereitung der Positivkontrollen wurden die in Tabelle eins und zwei, des Punktes ,2.3
Tiermaterial®, genannten Proben mit dem von Hanson et al (2006) entwickelten PCR-Protokoll
(mit geringfugiger Modifikation) untersucht. Dabei wurden die Untersuchungen aus oben
genannten Grunden auf Irido und Herpesviren eingeschrankt. Stellvertretend fir diese beiden

Virusgruppen wurden EHNV und CyHV-2 als Positivkontrollen fur die PCR gewahilt.
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Die DNA-Extraktion sowie die Auftrennung mittels einer Gel-Elektrophorese und das
Sichtbarmachen des amplifizierten PCR Produkts der Feldproben erfolgte wie in ,Tiere,

Material und Methodik®* beschrieben.
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4 Ergebnisse

Insgesamt wurden 66 Proben von 162 Fischen aus dem Zoofachhandel, 130 klinischen Fallen
und 56 verschiedenen Spezies mittels der oben beschriebenen PCR Protokolle auf Herpes-
und Iridoviren untersucht. Dabei traten bei drei Proben (1-036, 1-037 und 1-008) Banden bei
600 bp sowie bei einer Probe (1-009) bei 400 bp auf. Diese Lange entsprach den
Positivkontrollen (600 bp Irido-, 400 bp Herpesviren). Um die positiven Ergebnisse besser
darzustellen wurde die PCR mit dem Amplifikat der erwdhnten Proben wiederholt (siehe Abb.
6). Bei den positiven Proben handelte es sich um zwei Zebrafische und zwei Giebel aus jeweils
einem Fall (siehe Tabelle 1), wobei eine Giebel-Probe mit 400 bp auf ein Herpesvirus
schliel3en liely, wahrend sich die Banden der Zebrafische und des zweiten Giebels auf Hohe
der Iridovirus-Positivkontrolle befanden. Die Sequenzierung der Banden brachte nur fur einen
Zebrafisch (Probe 1-037) ein Ergebnis, das eine 99%ige Ubereinstimmung mit Abschnitten
verschiedener Iridovirus Sequenzen zeigte. Nach einer Wiederholung der PCR konnte auch
die 400 bp Bande der Giebel Probe sequenziert werden und zeigte >99% Ubereinstimmung
mit CyHV-2. Die 600 bp Banden waren jedoch nicht reproduzierbar. Alle anderen untersuchten

Feldproben waren negativ auf die, innerhalb dieser Arbeit, untersuchten Viren.

100 +ye  HVE

NT  bp & X = EHMECyHYZ

Abb. 6 Positive Ergebnisse der untersuchten Feldproben
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5 Diskussion

Das Fehlen von schnellen, akkuraten und zuverlassigen Verfahren um Pathogene von Fischen
zu detektieren und zu identifizieren ist eine der groRten Limitationen innerhalb der
Fischdiagnostik (Frans et al. 2008). Auf PCR basierende Methoden werden immer mehr in der
Praxis implementiert, um eine zuverlassige ldentifikation von pathogenen Organismen zu
erlauben (Frans et al. 2008). Diese sind meistens gut geeignet um ein einzelnes Pathogen zu
identifizieren. Um jedoch nach einer groReren Zahl verschiedener Erreger zu suchen, bendtigt
man mehrere parallele Tests oder auch unterschiedliche Technologien (Frans et al. 2008,
Lievens et al. 2005). Die Autoren Hanson et al. (2006) entwickelten ein, auf PCR basierendes,
diagnostisches Verfahren, welches auf ein weites Spektrum an Viren anwendbar ist. Die Ziel-
Sequenz ist dabei ein in den untersuchten Viren hoch konservierter Abschnitt des DNA-
Polymerase-Gens. Innerhalb meiner Arbeit wurde untersucht, ob diese Methode als
kostengtinstige und schnelle Routinediagnostik bei Zierfischen angewandt werden kann und

ob unbekannte Viren detektiert werden konnen.

Wahrend der Etablierung des PCR Protokolls nach Hanson et al. (2006) zeigte sich, dass
keine Poxviren nachgewiesen werden konnten. Um die verwendeten Primer als Fehlerquelle
auszuschlieRen, wurde die Detektion der Positivkontrollen mit neuen Primern wiederholt. Die
Poxviren zeigten jedoch weiterhin keine entsprechenden Banden. Auch bei Hanson et al.
zeigten sich Probleme bei der Amplifikation der Pox-Sequenz, da das Protokoll urspriinglich
nicht die gewlnschte Spezifitdt aufwies. Die Autoren erzielten bessere Ergebnisse nach
Behandlung der Porben mit Nuclease und nach Konzentration des Virus. Dass es bei der hier
vorliegenden Arbeit zu gar keine Amplifizierung kam ist dennoch verwunderlich, da es sich bei
zwei der getesteten Proben um Chordopoxviren handelte (Avipox- und felines Orthopoxvirus),
welche laut Hanson amplifizierbar sein missten. Das ebenfalls getestete CEV hingegen ist
nach wie vor nicht genetisch charakterisiert und keine Zuordnung zu einer Unterfamilie der
Poxviren erfolgt. Insofern ist es mdglich, dass fiir dieses keine gentigende Ubereinstimmung

mit der Primersequenz vorlag.

Ein weiterer Grund fiir einen fehlenden Nachweis kdnnte sein, dass die Annealing-Temperatur
des Vorwartsprimers fir Poxviren mit 39,2° C viel geringer ist als die Temperatur (45° C) die
verwendet wurde und der Primer fir die Poxviren somit eventuell nicht binden konnte
(ThermoFisher Scientific 02.03.2019 10:21). Eine Abweichung zum Protokoll von Hanson et

al. (2006) ist, dass der in meiner Arbeit verwendete ReadyMix von der Firma Sigma-Aldrich



34

statt Fisher-scientific, wie im Paper angegeben, stammt. Dies kénnte eventuell auch der Grund

sein, wieso keine Poxviren nachgewiesen werden konnten.

Bei Untersuchung der Positivkontrollen fiir die Gruppe der Herpes- und Adenoviren wurde
ersichtlich, dass nicht alle der untersuchten Viren einer Gruppe nachgewiesen werden
konnten. Von den drei untersuchten Herpesviren war nur die Positivkontrolle, welche CyHV-2
enthielt, positiv. Als Faktor, wieso die eigentlich bekannt positiven Proben nicht als solches
nachgewiesen werden konnten, kdme eine unsachgemale Lagerung der Proben in Frage.
Dies ist aber auszuschliel3en, da die Lagerung der verwendeten Proben strengen Vorgaben
und Kontrollen unterliegt. Eine weitere Fehlerquelle ware, dass die Sequenzen, an die die
Primer binden sollten, eine Mutation aufweisen. Auch diese Mdglichkeit ist auszuschlieRen, da
unterschiedliche Proben mit dem selben Erreger getestet wurden und das Auftreten einer

Mutation bei mehreren Proben unwahrscheinlich ist.

Fur die Etablierung der Herpesviren Detektion verwendeten Hanson et al. das Ictalurid

Herpesvirus 1 (,channel catfish virus“, CCV) und das ,blue catfish virus“ (BCV).

Fir beide Viren wurde Zellkultur-Uberstand und nicht Gewebe verwendet. Virustiter geben die
Autoren keine an. Die von mir getesteten cypriniden Herpesviren sind nur auf3erst schwierig

in Zellkultur zu kultivieren, eine Vermehrung vor der PCR kommt daher nicht in Frage.

Die Sensitivitat der Methode wird von den Autoren nicht thematisiert, und so bleibt die Frage
offen, ob in den untersuchten Gewebsproben genug Virus-DNA vorhanden war. Jedenfalls
war die Methode fir einen Nachweis des CyHV-2 geeignet. Durch Erganzung mit anderen
Methoden (Zellkultur, realtime quantitative PCR) liel3e sich hier die Sensitivitat bestimmen. Ein
Versagen der Methode fur den Nachweis von CyHV-1 und CyHV-3 muss wohl auf mangelnde
Ubereinstimmung mit den Primern zurlickgefiihrt werden. Fur die verwendete CyHV-3 Probe
|&sst sich sagen, dass es sich dabei um validiertes Referenzmaterial der Klinik handelte und
auch die CyHV-1 Probe war zuvor in einem spezifischeren PCR Protokoll Uberprift und

sequenziert worden.

Auffallend ist auch, dass bei Etablierung des Protokolls von Hanson et al. (2006) die
Megalozytivirus Positivkontrolle zuerst positiv war und dann bei Wiederholung der PCR mit
diesem Amplifikat eine entsprechende Bande nicht mehr erschienen ist. Der Fehler kdnnte in
der Aufbereitung des Amplifikates liegen, sodass zu wenig oder keine DNA mehr bei der
Wiederholung der PCR vorhanden war. Mdglicherweise waren die Amplifikationsprodukte

auch zu kurz und enthielten keine Bindungsstellen fiir die Primer.
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Bei der Untersuchung der Feldproben fallt auf, dass bei den meisten der Proben keine Viren
detektiert wurden. Eine mdgliche Fehlerquelle konnte eine Inhibition der PCR Reaktion durch
verschiedene Substanzen sein, welche zu einem falsch negativen Ergebnis flihren kann. Ein
wichtiger Punkt, der ein Grund fiir die Vielzahl an negativen Ergebnissen sein konnte, ist die
Probensammlung durch die Zoohandlungen. Viren haben keinen eigenen Stoffwechsel und
brauchen daher einen lebenden Wirt beziehungsweise lebende Zellen, um sich zu replizieren
(Uhlenhaut 2011). Da die Tiere bereits tot waren als sie enthommen wurden, ist nicht bekannt,
wie lange bereits autolytische Prozesse vonstatten gingen und welchen Einfluss dies auf das
virale Genom hatte. Eine weitere Variable ist, dass keine Informationen vorliegen von wie
vielen Handlern die untersuchten Fische stammen. Es konnte sein, dass diese nur von einem
Unternehmen oder sehr wenigen Zwischenhandlern kommen und dadurch nie in Kontakt mit
Carriern oder klinisch kranken Fischen gekommen sind. Hier gibt es Bedarf nach weiteren
Studien, um eine Aussage darlber treffen zu kdnnen, ob und wie viele Zierfische aus Wiener

Zoohandlungen mit relevanten Viren infiziert sind.

Drei der untersuchten Feldproben (zwei Zebrafische, ein Giebel) zeigten in der PCR Banden
auf Hohe der Iridovirus -Kontrolle, und eine der untersuchten Feldproben (Giebel) auf der von
Herpesviren. Jedoch konnte bei der Sequenzierung nur bei einer der Zebrafisch-Proben
tatsachlich das entsprechende Virus nachgewiesen werden. Bei schwachen Banden mit nur
wenig Amplifikationsprodukt oder Uberschneiden von Banden ist eine Sequenzierung mitunter
nicht erfolgreich. Dies (schwache Banden) durfte hier der Fall gewesen sein. Eine
Wiederholung der PCR produzierte eine starkere Bande und fiihrte zu einer erfolgreichen
Sequenzierung des ensprechenden Abschnittes von CyHV-2. Der Nachweis des CyHV-2 in
der Giebelprobe stimmte daruber hinaus mit einem PCR-Ergenis derselben Probe mit einem

fur CyHV-2 spezifischen Protokoll Uberein.

Die Bande, entsprechend einem Iridovirus von der Giebelprobe, erschien wenig glaubwtirdig
und stimmte nicht mit schon fiher in der Klinik erhobenen Befunden Uberein. Das Ergebnis
konnte auch nicht reproduziert werden. Ein Faktor, welcher zu einem falsch positiven Ergebnis
fuhren kann, ist die Kontamination wahrend der Probenaufbereitung oder Vorbereitung der
PCR. Jedoch wurde bei jeder DNA Extraktion eine negative Extraktionskontrolle und bei jeder
PCR eine Negativkontrolle mitgefuhrt, wodurch eine Kontamination der Feldproben
ausgeschlossen sein sollte. Daher ist es wahrscheinlicher, dass es sich hierbei um eine

unspezifische Bindung der Primer gehandelt hat.
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Dies zeigt sehr deutlich, dass das Ergebnis einer molekulargenetischen Untersuchung immer
im Zusammenhang mit anderen erhobenen Befunden gesehen werden muss. Nur so lasst

sich die Glaubwurdigkeit und Relevanz eines PCR Ergebnisses abschatzen.

Fur diese Arbeit wurde das von Hanson et al. vorgeschlagene PCR Protokoll verwendet. Es
ist durchaus méglich, dass eine Anderung der PCR-Bedingungen wie Temperatur,
Zyklusdauer oder Zykluszahl, zu anderen Resultaten gefuhrt hatte. Dies hatte aber den

Rahmen dieser Arbeit gesprengt.

Die von Hanson et al. (2006) entwickelte, auf PCR basierende, Methode stellt einen
interessanten Ansatz dar, um die Diagnostik viraler Erkrankungen bei Zierfischen zu
vereinfachen. Durch die Ergebnisse dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Anwendung der
Methode von Hanson et al. (2006) zur Diagnostik bei Zierfischen in der dargelegten Form
bekannte spezifischere Protokolle nicht ersetzen kann. Auch die Detektion von unbekannten
Stammen innerhalb der, von mir untersuchten, Virusgruppen durch dieses PCR Protokoll ist
nur bedingt mdglich, da nicht alle untersuchten Positivkontrollen als positiv erkannt wurden.
Hierbei mussen allerdings die bereits besprochenen, madglichen Fehlerquellen Uberpruft
werden, um eine genaue Aussage darlber treffen zu kdnnen. Verlasslich nachgewiesen
werden konnte das CyHV-2; um die Verlasslichkeit fur Iridoviren zu beurteilen, sind weitere

Untersuchungen nétig.
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6 Zusammenfassung

Das Hauptziel dieser Arbeit war die Anwendung und Evaluation einer PCR Methode nach
Hanson et al. (2006) zum Nachweis verschiedener Virusgruppen bei Zierfischen als

Ausgangsmaterial.

Es wurde gezeigt, dass die Diagnostik viraler Erkrankungen bei Zierfischen mit einigen
Problemen und Limitationen verbunden ist. Deshalb ware es winschenswert, eine einfache

und schnelle Methode zur Identifikation von viralen Pathogenen bei Zierfischen zu finden.

Anhand von 66 Proben wurde ein PCR Protokoll nach Hanson et al. (2006) angewandt,
welches groRe DNA-Viren und Adenoviren verschiedener Spezies durch spezifische
Primersets detektiert. Innerhalb dieser Arbeit wurde versucht, die flir Zierfische relevanten

Gruppen der Adeno-, Herpes-, Irido- und Poxviren nachzuweisen.

Bei der Anwendung dieser Methode konnten bestimmte Herpes- und Adenoviren, aber keine
Poxviren nachgewiesen werden. Um eine Aussage bezlglich Iridoviren zu treffen, waren

weitere Arbeiten ndétig.

Die Arbeit zeigt, dass die von Hanson et al. (2006) entwickelte, auf PCR basierende, Methode
eine interessante Mdglichkeit ware, die Diagnostik bei Zierfischen wesentlich zu vereinfachen.
Jedoch zeigen die momentanen Resultate dieser Arbeit, dass die Anwendung bei Zierfischen
nur bedingt geeignet ist. Weitere Untersuchungen und eine Optimierung des PCR Protokolls
sind notwendig, um eine genaue Aussage uber die Einsetzbarkeit dieser Methode treffen zu

kdénnen.
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7 Summary

The main aim of this work was the implementation and evaluation of a PCR method according
to Hanson et al. (2006) for identification of different virus groups. The tissue samples originated

from ornamental fish.

It could be shown that the diagnosis of viral diseases of ornamental fish, is associated with a
lot of problems and limitations. In consequence, there is an urgent need to find an easy and

fast method to identify viral pathogens from ornamental fish.

66 tissue samples originating from ornamental fish were examined using a PCR protocol
according to Hanson et al. (2006), which can detect large DNA-viruses and adenoviruses by
employing specific primer sets. This work tried to detect four relevant groups of viruses for

ornamental fish: adeno-, herpes-, irido- and poxviruses.

In the process of applying this method, certain herpes- and adenoviruses but no poxviruses

could be detected. To make a statement regarding iridoviruses further work is needed.

This work shows that the PCR based method developed by Hanson et al. (2006) is an
interesting option to simplify ornamental fish diagnostics. However, the present results of this
work indicate that the usage of this method is not suitable for ornamental fish. Further studies

are necessary to make an exact statement.
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