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1 Zusammenfassung

In latent infizierten Laichkarpfenbestanden Iasst sich das Koi-Herpesvirus (KHV) wahrend und nach dem
Abfischstress nachweisen, dies jedoch bei wenigen Tieren und mit geringer Viruslast. In der Routinediag-
nostik wird es deshalb moglicherweise Ubersehen. Das Virusgenom kann in Geschlechtsprodukten und in
Proben von befruchteten Eiern nachgewiesen werden. Eine Infektion der frisch geschlipften Bratlinge (Ko)
scheint allerdings nicht zu erfolgen. Damit ist auch eine Ubertragung der Infektion auf nicht infizierte Be-
stdnde durch Karpfenbrut, die von KHV-positiven Laichern abstammt, unwahrscheinlich. Britlinge von
Laichfischen, die aus KHV-positiven Bestanden stammen, haben eine héhere Resistenz gegeniber einer
erneuten KHV-I. Der Besatz mit dieser Brut ist in Endemiegebieten mdglich, aber insbesondere in KHV-
freien Regionen nicht generell zu empfehlen.

2 Einleitung

Die durch eine Infektion mit dem Cypriniden Herpesvirus 3 (CyHV-3), oder Koi Herpesvirus (KHV) bei
Karpfen (Cyprinus carpio L.) ausgeldste Erkrankung (KHV-I) verursacht in Karpfenbestanden in Sachsen
seit ca. 10 Jahren erhebliche Sterblichkeiten in betroffenen Bestdnden und in der Folge wirtschaftliche
Verluste. Besonders betroffen sind Betriebe in der Karpfenregion Oberlausitz; in den letzten Jahren wurde
eine Ausbreitung in Richtung Westen beobachtet. Wahrend im Zusammenhang mit einer KHV-I verstor-
bene zweisémmrige und altere Karpfen von betroffenen Teichen abgelesen, beziffert und anschlielend
entsorgt werden kénnen, bleiben Verluste bei jiingeren Karpfen, insbesondere bei Brut und vorgestreckten
Karpfen aufgrund ihrer geringen Kérpermasse wahrend der Produktionsphase weitgehend unentdeckt und
werden erst bei der Abfischung registriert. Insgesamt wurde der wirtschaftliche Gesamtschaden in der
Karpfenteichwirtschaft in Sachsen in der Zeit vom ersten Auftreten der Erkrankung bis zum Beginn des
Forschungsvorhabens im Juli 2019 auf mehr als 5 Mio. Euro geschatzt.

400 1
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300 +
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Abbildung 1: Entwicklung der KHV-Situation in Sachsen bis 2020 (TSK 2021)
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Die Erkrankung war zu Beginn des Forschungsprojekts gemal Fischseuchenverordnung als nicht exotische
anzeigepflichtige Fischseuche eingestuft. Der Freistaat Sachsen hat durch umfangreiche Anstrengungen
und insbesondere durch die Umsetzung des Programms zur Tilgung der Koi-Herpesvirusinfektion gemaf
Artikel 32 der Verordnung (EG) Nr. 1198/2006 uber den Zeitraum von 2009 bis 2016, in enger Zusammen-
arbeit mit der Sachsischen Tierseuchenkasse (TSK), den Veterinar- und Naturschutzbehdrden und den be-
troffenen Fischhaltern die Seuche in einigen Regionen erfolgreich zurtickdrangen kénnen, was sich in einem
deutlichen Rickgang der infizierten Fischbestande und der betroffenen Betriebe zeigt (Abbildung 1).

In einem regional abgegrenzten Gebiet der Oberlausitz mit einer grofen Anzahl von Karpfenteichwirtschaf-
ten, die Uber eng benachbarte Teiche oder Teichgruppen verfiigen und die eine hohe Pradatorendichte
aufweisen, konnte die KHV-I trotz konsequenter Anwendung der Ublichen Methoden zur Fischseuchenbe-
kampfung (Abfischen, Desinfektion, Neubesatz) jedoch bisher nicht zufriedenstellend eingedammt werden.
In dieser Region sind Karpfenteiche besonders wertvolle Hot Spots fir den Biotop- und Artenschutz. Bei
regelmafig hohen Fischverlusten durch die KHV-I ware ihr langfristiger Erhalt deswegen bedroht, weil eine
dauerhaft ausbleibende Wirtschaftlichkeit Unternehmen der Karpfenteichwirtschaft zur Betriebsaufgabe
zwingen konnte.

Mittlerweile gewinnen einige Unternehmen in der Region wieder Karpfenbrut aus dem eigenen Laich-
fischbestand. Aufgrund des dauerhaften Vorhandenseins von Feldvirus ist daher anzunehmen, dass
die Elterntiere in diesen Betrieben latent mit KHV infiziert sind. In einigen Fallen ist der Nachweis bei
den Elterntieren auch belegbar.

Bisher ist allerdings wenig dartber bekannt, ob Karpfen wahrend des naturnahen Ablaichens das KHV
horizontal, das heil3t Gber Wasser, Schleim oder Geschlechtsprodukte auf die Brut Gbertragen koénnen.
Ebensowenig war bekannt, ob im weiteren Verlauf eine vertikale Ubertragung des KHV von Elterntieren
auf die Brut, also Uber das Eiinnere bzw. den Britling, mdglich ist oder erfolgt.

Nach klassischem Verstandnis der Fischseuchenbekdmpfung ist eine Brutgewinnung aus latent infizierten
Laichkarpfen abzulehnen, da beflirchtet werden muss, dass dadurch eine vollstandige Bekampfung der
KHV-I verhindert und bei Weitergabe der Brut sogar die Ausbreitung der Infektion geférdert wird. Folglich
waren latent infizierte Virustrager im Falle der konsequenten Seuchenbekampfung zu merzen.

Gegen eine Merzung von Laichkarpfenbestanden, die bereits mit dem KHV Kontakt hatten, sprechen hingegen
folgende Punkte:

I Durch eine Merzung von Laichfischbestanden kdnnen wertvolle regional angepasste Karpfenherkinfte
in der Oberlausitz endgliltig verloren gehen. Diese missten durch KHV-freie, aber értlich weniger ange-
passte Bestande ersetzt werden. Das konnte wiederum die Leistung der Nachkommen, die Fisch-
gesundheit und damit letztlich die wirtschaftliche Situation der Betriebe negativ beeintrachtigen.

I Es kann vermutet werden, dass nach einem KHV-Ausbruch in einem Bestand diejenigen Karpfen Uber-
leben, die eine geringere Empfanglichkeit fur die Infektion oder die Entwicklung der Erkrankung haben.
Werden diese Karpfen als Nachwuchslaicher ausgewahlt, kdnnten ihre Nachkommen mdglicherweise eine
hohere Resistenz gegeniber einer KHV-I aufweisen.

Im Rahmen des Projekts sollte untersucht werden, ob potenziell KHV-positive Laichfische die Infektion wah-
rend des natirlichen Ablaichens in klassischen Laichteichen auf die Brut Ubertragen und Nachkommen sol-
cher Laichfische hohere Uberlebensraten im Falle einer KHV-I haben. Beide Fragen wurden wissenschaft-
lich bisher nicht untersucht. Die Ergebnisse der Untersuchungen kénnten aber weitreichende Konsequenzen
fur die Praxisbetriebe der Karpfenteichwirtschaft in Regionen haben, in denen nach wie vor KHV-Infektionen
auftreten oder zu befiirchten sind.
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2.1 Forschungsfragen

Im Rahmen der Untersuchungen waren im Detail folgende Fragen zu beantworten:

Sind die Laichfischbestande in Unternehmen der ehemaligen Kategorie V ("Seuchenbetrieb"), die mehrere
Jahre einem hohen Feldvirusdruck ausgesetzt waren, nachweislich latent mit dem KHYV infiziert?

1. Ist die Infektion von Laichkarpfen serologisch nachweisbar?
2. Entspricht das nachgewiesene Virusgenom der in Deutschland zirkulierenden KHV-Variante?

3. Ist bei infizierten Laichkarpfen das Virus auch in den Geschlechtsprodukten (Eiern und Spermien)
nachweisbar?

4. Findet eine Infektion der Brut durch latent infizierte Laichkarpfen statt?
5. Hat sich in der Nachkommenschaft gegenliber dem Virus bereits eine Resistenz aufgebaut?

6. Konnen unter bestimmten Bedingungen die potenziell KHV-positiven Laichfischbestande wahrend der
Sanierungsmalnahmen erhalten werden?

7. Welche Konsequenzen ergeben sich aus den Ergebnissen fur die Seuchenbekdmpfung?

3 Forschungsdesign

Fir die Untersuchungen wurden zwei Fischhaltungsbetriebe der ehemaligen Kategorie V (,Seuchenbetrieb®)
nach der bis 2021 geltenden Fischseuchenverordnung in Verbindung mit der Aquakulturrichtlinie 2006/88/
EG aus dem KHV-Risikogebiet ausgewahlt. Die Betriebe waren zur Mitarbeit am Projekt bereit und hatten
eigene Laichfischbestande (Betrieb A und B). Zusatzlich wurde ein weiterer Betrieb ohne bekannte KHV-
Infektion (ehemals Kategorie Il - KHV-unverdachtiger Betrieb) als Kontrolle mit in die Versuche integriert
(Betrieb K).

3.1 Beprobung der Laichfische und der Brut (Ko)

F

Abbildung 2: Einbringen des Transponders in den Musculus adductor mandibulae
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In den Betrieben A und B wurden wahrend der routinemafigen Kérung und Geschlechtertrennung der Laich-
fischbestande jeweils im Frihjahr 2020 und 2021 mannliche und weibliche Laichkarpfen individuell mittels
steriler RFID-Tierchips 1,4 x 8,5 mm im Bereich des M. adductor mandibulae markiert. Die Markierungsstelle
wurde so ausgewahlt, dass der Transponder nicht abwandern und relativ dicht unter der Schleimhaut plat-
ziert werden konnte (Abbildung 2). Beides ist fUr ein zlgiges erneutes ldentifizieren der Individuen unab-
dingbar. Die langfristige Kennzeichnung der Tiere hat fir den Tierhalter auch in Zukunft Vorteile.

Gleichzeitig wurden von den nunmehr individuell markierten Laichfischen Kiemenbioptate und Serumpro-
ben zur Untersuchung auf Vorliegen einer KHV-Infektion entnommen.

Die markierten Laichfische wurden in Laichteichanlagen der Betriebe A und B nach dem jeweiligen be-
trieblichen Protokoll zum Ablaichen ausgesetzt und nach dem Ablaichen aus den Laichkammern entfernt.
Dabei wurden den Laichfischen erneut Kiemenbioptate sowie nach Mdglichkeit Geschlechtsproduktspro-
ben (Eier oder Sperma) zur Untersuchung auf eine Infektion entnommen. Zusatzlich wurden aus den
Laichkammern befruchtete Eier und spater frisch geschlipfte Karpfenbrut gesammelt und portionsweise
zur Untersuchung auf KHV-Genomsequenzen beprobt. Die Proben wurden zur Konservierung der Nukle-
insduren in GefalRe mit RNA-later Uberflhrt und tiefgefroren, nur Serum- und Spermaproben wurden ohne
Konservierungsmittel eingefroren.

Alle Gewebe-, Ei- und Spermaproben wurden mittels quantitativer reverser-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (QRT-PCR) auf fiir das KHV spezifische Genomsequenzen untersucht und die Serumpro-
ben mit Hilfe eines Serum-Neutralisationstests (SNT) auf neutralisierende spezifische Antikérper gegen
das KHV kontrolliert.

Die Kennzeichnung der Laichkarpfen durch die Transponder, alle weiteren klinischen Untersuchungen und
Probenahmen fir die Labordiagnostik wurden von Tierarztinnen des Projektpartners TSK durchgefihrt.

3.2 Vorstrecken der Versuchsfische

Die Karpfenbrut der Betriebe A und B wurde anschlieRend in der Uberwinterungs- und Hélteranlage (UHA)
der Lehr- und Versuchsteichanlage Kénigswartha (VTA) Gber jeweils etwa 4 Wochen in je zwei Halterbe-
cken vorgestreckt (Abbildung 3). Die Halter wurden hierbei etwa 50 cm hoch angestaut und mit in Netzen
eingebundener Grindingung fur das Vorstreckverfahren vorbereitet (Abbildung 4). In einem weiteren Hal-
ter erfolgte die Aufzucht der Kontrollgruppe von Karpfenbrut aus einem Vermehrungsbetrieb ohne be-
kannte KHV-Infektion (Betrieb K).
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Abbildung 3: Eines der zum Vorstrecken eingesetzten Hilterbecken in der UHA Koénigswartha, mit
Netz gegen Pradatoren uiberspannt

Das Vorstrecken der Brut erfolgte in Betonbecken der UHA-Kénigswartha, da hier die Abschirmung gegen
Pradatoren durch Uberspannung sicherer zu gewahrleisten war, als in "klassischen" Vorstreckteichen in-
mitten eines grolien Teichgebiets. Aulerdem war eine sichere seuchenhygienische Abgrenzung zur Ver-
meidung des Eintrags von Feldvirus Uber Pradatoren aus umliegenden Teichen mdglich. Dieser hatte die
Klarung fast aller Versuchsfragen unmaoglich gemacht. Um eine Virusibertragung auch zwischen den Ver-
suchsgruppen auszuschlie3en, waren auflerdem umfangreiche Hygienemalinahmen erforderlich. Zum ei-
nen stand fur jede Versuchsgruppe ein separates Equipment (Kescher etc.) zur Verfligung und zum an-
deren wurden jeweils Desinfektionswannen und -matten bereit gestellt, um alle Kontaktflachen (Stiefel,
Hande etc.) vor dem Betreten zu sdubern (Abbildung 5).

Abbildung 4: Netzbeutel mit Griindiingung zur Nahrstoffversorgung der Naturnahrung fiir die Karp-
fenbrut in den Becken der UHA Konigswartha
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Abbildung 5: DesinfektionsmaBnahmen beim Vorstrecken der Karpfenbrut in der UHA Koénigs-
wartha: Desinfektionsmatte und Desinfektionswannen (Hintergrund)

Die Haltung von Fischen zu wissenschaftlichen Zwecken ist in der Lehr- und Versuchsteichanlage (VTA)
und der Uberwinterungs- und Halteranlage (UHA) gemaRk Bescheid der Landesdirektion Sachsen vom
22. Juni 2015 unter dem Aktenzeichen DD24-5131/346/1 unbefristet erteilt worden.

3.3 Abfischung der Kv und Vorbereitung der Fische fiir weitergehende
Untersuchungen

Nach Vorstrecken der fressfahigen Brut in der UHA Kdnigswartha wurden pro Gruppe jeweils etwa 1.000 Stiick

der nun etwa 1 g schweren Karpfen getrennt verpackt und unter Sauerstoffatmosphare per PKW an die TiHo

Hannover Uberflhrt (Abbildung 6). Dort wurden sie in die Fischhaltung der Abteilung Fischkrankheiten und

Fischhaltung aufgenommen und weiter nach Herkunft getrennt in mit Leitungswasser befliliten zuvor desinfi-

zierten Becken gehalten.

Abbildung 6: Vorbereitung der Ky fiir den Versand zur TiHo Hannover
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Die vorgestreckten Karpfen aller drei Betriebe (A, B und K) wurden jeweils ein, drei und neun Monate nach
Einstallung mit KHV infiziert und anschlieBend wurde die Uberlebensrate sowie die Entwicklung der Vi-
ruslast in verstorbenen und Uberlebenden Karpfen mittels quantitativer PCR bestimmt.

Die daflir angewandte Methodik und die erzielten Ergebnisse werden im Folgenden detailliert beschrieben.

4 Untersuchungen zu einer moglichen vertikalen Ubertragung von KHV
Karpfen

4.1 Methoden

4.1.1 Beprobung der Karpfen

4.1.1.1 Laichfischbestand

Im Betrieb A erfolgte im Jahr 2020 die Markierung und Probennahme von 42 mannlichen und 20 weiblichen
Karpfen am 21.04.2020 und im Betrieb B von 41 mannlichen und 20 weiblichen Karpfen am 15.04.2020.
Neben Kiemenproben, die einzeln in Isopropanol tberfihrt wurden, wurden Serumproben gewonnen. Alle
Proben wurden zunachst bei -20 °C eingefroren und anschlielend in der Abteilung Fischkrankheiten und
Fischhaltung der TiHo bis zur Untersuchung auf KHV-spezifische Genomsequenzen bzw. Antikérper bei -
80 °C gelagert.

Im April 2021 wurde versucht, die identischen Laichkarpfen wie im Vorjahr zu beproben. Im Betrieb A
konnten 56, im Betrieb B 50 der bereits im Vorjahr untersuchten Fische wiedergefangen und beprobt
werden. Die Stichprobe wurde mit 26 (Betrieb A) bzw. 10 (Betrieb B) zusatzlichen, erstmalig untersuch-
ten Laichkarpfen erganzt.

4.1.1.2 Laicher in der Laichkammer, Geschlechtsprodukte und befruchtete Eier
Proben von Laichern aus den Laichkammern, von Geschlechtsprodukten und von befruchteten Eiern wur-
den sowohl im Jahr 2020 als auch im Jahr 2021 gewonnen.

Die markierten Laichfische wurden in den Betrieben A und B auf Gbliche Weise zum Ablaichen gebracht und
nach dem Ablaichen aus der Laichkammer der Dubischanlage entfernt. Gleichzeitig wurden den Fischen
erneut Kiemenproben und Geschlechtsprodukte zur Untersuchung auf eine Infektion mit KHV entnommen.

Aus den Laichkammern wurden befruchtete Eier gesammelt und portionsweise zur Untersuchung auf
KHV-Genomsequenzen beprobt. Die Kiemen- und Eiproben wurden zur Konservierung in Gefalte mit
RNA-Later tberflihrt und anschlie®end bei -20 °C gelagert. Die Proben mit Karpfenmilch wurden direkt
in Probengefalle gesammelt und bei -20 °C gelagert.

4.1.1.3 Geschliipfte Larven und fressfiahige Brut

Nach dem Schlupf der Larven in den Jahren 2020 und 2021 wurden durch den Projektpartner TSK aus
den Laichkammern je Betrieb Brutlinge mit ca. 25 Larven entnommen, in RNA-Later konserviert und bis
zur Untersuchung auf KHV-spezifische Genomsequenzen bei -20 °C gelagert. Die Proben aus den Fisch-
haltungsbetrieben A und B wurden mit Britlingen aus dem Kontrollbetrieb K erganzt und in die Untersu-
chung eingeschlossen.
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4.1.1.4 Karpfenbrut

Die schwimm- und fressfahige Karpfenbrut aus den drei Betrieben A, B und K wurde im Frihjahr 2020
in der UHA Konigswartha bis zu einem Stiickgewicht ca. 1 g aufgezogen und anschlieRend an die TiHo
Hannover transportiert. Hier wurden die Fische nach Herkunft getrennt in desinfizierte mit Leitungswas-
ser befullte Kunststoffwannen in die Laborhalterung ibernommen und bei 20 - 23 °C weiter gehalten.
Bei Ankunft in der TiHo Hannover wurden aus jedem Bestand (Betriebe A, B und K) jeweils 30 Karpfen
durch Einsetzen in eine L6sung von 0,5 g Tricain pro Liter Wasser getotet, die Organe (Haut, Kiemen,
Niere und Gehirn) entnommen und bis zur molekularbiologischen Untersuchung auf KHV-spezifische
Genomsequenzen in RNA-later bei -20 °C eingefroren. Dieses Prozedere wurde mit den Proben des
Jahres 2021 in gleicher Weise wiederholt.

4.1.2 Molekularbiologische Untersuchung der Proben

Aus den Kiemenproben, Organproben, Bratlingen, Eiern und Karpfenmilch wurde nach mechanischer
Lyse von 25 mg Gewebe (Tissue Lyser Il, Qiagen, Hilden, Deutschland) mit Hilfe des QIAmp DNA Mini
Kits (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers genomische DNA extrahiert. Die Konzentration der
erhaltenen DNA wurde in allen Proben photometrisch bestimmt (NanoDrop,Thermo Scientific, USA), mit
Nuklease-freiem Wasser (ThermoFisher Scientific, USA) auf 50 ng/ul eingestellt und bei -80 °C bis zur
Verwendung in der PCR gelagert. Als negative Kontrollen dienten Proben von nicht mit KHV infizierten
Karpfen aus der eigenen SPF-Fischhaltung der Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung der TiHo
Hannover, die dort unter virusfreien Bedingungen aus befruchteten Eiern aufgezogen wurden.

Zum Nachweis von KHV-spezifischen Genomsequenzen in den Proben und zur Quantifizierung der Virus-
last wurde eine quantitative reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreation (QRT-PCR) verwendet. Zum
Einsatz kamen die von GILAD et al. (2004) entworfenen Startsequenzen und das in der zitierten Publikation
beschriebene Amplifikationsprogramm (ADAMEK et al. 2013). Verwendet wurden die Startsequenzen KHV-
86F und KHV-163R sowie die Sonde KHV-109. Die Startsequenzen amplifizieren ein Fragment des CyHV-
3-ORF 89 und ORF 90 (Genbank ID: AF411803, GILAD et al. 2004). Das PCR-Reaktionsgemisch bestand
aus 1 x MasterMix (Maxima Probe qPCR-Kit, Thermo Fisher Scientific), 800 nM jeder Startsequenz und
100 nM der fluoreszierenden Sonde, 5 ul extrahierte DNA sowie nukleasefreies Wasser bis zu einem Ge-
samtvolumen von 20ul. Die gesamte Amplifikation erfolgte wie bei ADAMEK et al. (2013) beschrieben tber
insgesamt 40 Amplifikationszyklen.
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Abbildung 7: Vorgehen bei der Quantifizierung der Viruslast in untersuchten Proben. Obere Abbil-
dung: Amplifikations-Kurven von Standardiésungen und von Proben. Untere Abbildung: Standard-
kurve mit Messpunkten fiir die Standardlésungen sowie fiir die untersuchten Proben.

Die Quantifizierung der Viruslast erfolgte durch einen Plasmid-basierten Standard, indem das PCR-Produkt,
das nach Amplifikation mit den Primern KHV-86F und KHV-163R erzielt wurde, in den pGEM-T Easy Vektor
(Promega, USA) ligiert und in JM109 kompetenten Escherichia coli Bakterien (Promega, USA) vermehrt
wurde. Nach der Vermehrung wurde das Plasmid mit dem GenJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo) isoliert
und eine Verdiinnungsreihe von 1 bis 10.000.000 Gen-Kopien erstellt. Aus dieser Verdiinnungsreihe wurde
eine Standardkurve erstellt, die zur Quantifizierung der Anzahl Genkopien in jeder Probe verwendet wurde
(Abbildung 7).
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Die Ergebnisse wurden angegeben als Anzahl Genkopien pro 250 ng DNA.

Alle Proben wurden im Doppelansatz untersucht und als KHV-positiv gewertet, wenn in beiden Proben
des Doppelansatzes KHV-spezifische DNA nachweisbar war. Wenn nur in einer Probe des Doppelansat-
zes ein Signal fur KHV-spezifische DNA auftrat, wurde die Probe als ,fraglich positiv* bewertet.

Das Serum aus den Blutproben der Laichkarpfen wurde von den Mitarbeiterinnen des Projektpartners TSK
auf den Partnerbetrieben gewonnen und in der Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung der TiHo bei
- 80 °C gelagert. Zunachst wurden von jeder Probe 3 Aliquots von 10 pl flr 30 min bei 45 °C inaktiviert
(Eppendorf 5331 Master Cycler Gradient Thermocycler). Anschlielend wurden 190 pl Zellkulturmedium
fur KFC-Zellen (Minimum Essential Medium mit Eagle’s Salzen, 10 % fotalem Kalberserum, 1 x nicht es-
sentielle Aminosauren, 100 IE/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin) zugegeben und das Serum
wurde in einer Serie von 1:1 Verdinnungen in eine Kulturplatte mit 96 Vertiefungen (Nunc, Thermo Fisher
Scientific) pipettiert. Von jeder Probe wurden jeweils 2 Serum-Aliquots in einer Verdinnung von 1 : 20 bis
1:2.560 verwendet, um 100 pl einer CyHV-3-L6sung mit 1.000 Kultur-Infektiosen Dosen 50/ml eines vi-
rulenten polnischen Isolats des Virus zu inaktivieren. Dieses flihrte dazu, dass die Fahigkeit des Serums
zur Neutralisation des KHV in einer endgultigen Verdinnung von 1 : 40 bis 1 : 5.120 getestet wurde. Um
zytotoxische Eigenschaften des Serums zu erfassen, wurde das dritte Aliquot mit 100 ul Zellkulturmedium
fur KFC Zellen gemischt. Alle Serumverdinnungen oder Serum-Virus-Verdinnungen wurden fir 24 h bei
4 °C inkubiert und dann in eine Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen mit einem konfluenten Zellrasen mit
fur KHV empfanglichen KFC-Zellen Uberfuhrt und bei 20 °C inkubiert. Die Zellkulturen mit den Serum-
bzw. Serum-Virus-Verdinnungen wurden (ber einen Zeitraum von 14 Tagen auf die Entwicklung von zy-
topathischen Effekten untersucht.

4.1.3 Statistische Analysen

Fir die statistischen Analysen wurde das Computerprogramm SigmaPlot 12.5 (Systat Software) verwendet.
Zunachst wurden die Daten mit einem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung gepruft und anschlieend
wurden Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen bei normalverteilten Daten mittels Varianzanalyse
mit nachfolgendem Tuckey-Test auf Signifikanz gepruft, bei nicht normalverteilten Daten erfolgte die Prifung
mit dem ANOVA on ranks-Test von KRUSKAL-WALLIS und DUNNS Post-Hoc-Test. Unterschiede zwischen
Behandlungen wurden bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p <0,05 als signifikant eingestuft.

4.2 Ergebnisse

4.2.1 Nachweis von KHV-Genomsequenzen in Kiemenproben von Laich-karpfen beim
Abfischen und Geschlechtertrennung - Versuchsjahr 2020 und 2021

Betrieb A: Aus Betrieb A lagen im Jahr 2020 vom Zeitpunkt der Abfischung Kiemenproben von 42 mann-
lichen und 20 weiblichen Karpfen vor. In diesen Proben konnten bei einem Milchner (A20, Transponder
Nr. 7481) KHV-spezifische DNA-Sequenzen in einer rechnerischen Konzentration von 7,9 Kopien in
250 ng Gesamt-DNA nachgewiesen werden. Bei den in Betrieb A beprobten weiblichen Karpfen wurde
KHV-spezifische DNA ebenfalls bei einem Karpfen (A54, Transponder Nr. 7572) in einer Konzentration
von 5,3 Kopien in 250 ng DNA nachgewiesen und bei zwei Karpfen wurden jeweils in einer Probe aus
dem Doppelansatz KHV-spezifische DNA nachgewiesen: Probe A49 (Transponder Nr. 7555) mit rechne-
risch 0,03 Kopien pro 250 ng DNA und Probe A51 mit rechnerisch 2,4 Kopien pro 250 ng DNA. Diese
beiden Karpfen wurden als ,fraglich® infiziert eingestuft.
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Fir das Jahr 2021 lagen aus dem Betrieb A Kiemenproben von 54 mannlichen und 29 weiblichen Karpfen
vor. In diesen Proben konnten KHV-spezifische DNA-Sequenzen bei einem Milchner (A24, Transponder
Nr. 7473) nachgewiesen werden. In der Probe von einem weiteren Milchner (A68, Transponder Nr. 3692)
wurde KHV-spezifische DNA in nur einer Probe aus dem Doppelansatz nachgewiesen. Bei einem Rogner
(A11, Tranponder Nr. 7798) wurde KHV-spezifische DNA nachgewiesen, bei einem weiteren Rogner (A80,
Transponder Nr. 3706) in einer Probe aus dem Doppelansatz. Die beiden Karpfen (A68, Milchner, A80,
Rogner) wurden als fraglich infiziert eingestuft (Abbildung 8). AuRerdem lagen im Jahr 2021 Spermienpro-
ben von 10 Milchnern zur Untersuchung auf KHV-spezifische DNA vor. Bei einem Milchner (A23) wurde
in einer Probe aus dem Doppelansatz KHV-spezifische DNA detektiert und die Probe als fraglich infiziert
eingestuft (Abbildung 8).

Betrieb A, Abfischung 2020,
Mannlich

\

u Nicht Nachweisbar  w Infiziert = Fraglich

Betrieb A, Abfischung 2020,
Weiblich

= Nicht Nachweisbar = Infiziert = Fraglich

Betrieb A, Abfischung 2021,
Mannlich

m Nicht Nachweisbar  m Infiziert = Fraglich

Betrieb A, Abfischung 2021,
Weiblich

= Nicht Nachweisbar = Infiziert = Fraglich

Betrieb A, Abfischung 2021,
Spermienproben

= Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich

Abbildung 8: Nachweis von KHV-spezifischen Genomsequenzen bei mannlichen und weiblichen
Laichfischen zum Zeitpunkt der Abfischung (vor der Reproduktion) in Betrieb A.

Betrieb B: Aus dem Betrieb B lagen Kiemenproben von 41 mannlichen und 20 weiblichen Karpfen vor. In
den Proben von mannlichen Karpfen wurden bei einem Karpfen (B30, Transponder Nr. 7358) KHV-DNA-
Sequenzen in beiden Proben des Doppelansatzes in einer Konzentration von 5,1 Kopien pro 250 ng DNA
nachgewiesen. Bei Karpfen B13 (Transponder Nr. 3416) wurden KHV-Genomsequenzen nur in einer der
beiden Proben des Doppelansatzes in einer Konzentration von 1,3 Kopien pro 250 ng DNA nachgewiesen,
so dass dieser Karpfen als ,fraglich” infiziert eingestuft wurde. Unter den weiblichen Karpfen wurden bei
Karpfen B57 (Transponder Nr. 3717) in beiden Proben des Doppelansatzes KHV-Genomsequenzen in
einer Konzentration von 9,9 Kopien pro 25 ng DNA nachgewiesen. Somit wurden als positiv Karpfen B30
(mannlich) und Karpfen B57 (weiblich) eingestuft, Karpfen B13 als fraglich infiziert (Abbildung 9).
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Im Jahr 2021 lagen aus dem Betrieb B Kiemenproben von 39 mannlichen und 21 weiblichen Karpfen vor.
In den Proben der Milchner konnten bei einem Karpfen (B60, Transponder Nr. 3720) und in den Proben
der Rogner ebenfalls bei einem Karpfen (B38, Transponder Nr. 7417) KHV-spezifische DNA nachgewie-
sen werden. In lediglich einer Probe aus dem Doppelansatz wurden bei 5 Milchnern (B07, Transponder
Nr. 6314, B35, Transponder Nr. 3479, B44, Transponder Nr. 3336, B55, Transponder Nr. 3715, B57,
Transponder Nr. 3717) KHV-DNA nachgewiesen sowie bei einem Rogner (B49, Transponder Nr. 7422).
Diese Karpfen wurden als fraglich infiziert eingestuft (Abbildung 9). Zudem lagen im Jahr 2021 von
37 Milchnern Spermienproben vor, die zum Zeitpunkt der Abfischung und Kérung gewonnen wurden. In
der Spermienprobe eines Milchners (B04, Transponder Nr. 7358) wurden in beiden Proben des Doppel-
ansatztes und in Spermienproben drei weiterer Milchner (B07, Transponder Nr. 6314, B13, Transponder
Nr. 3330, B14, Transponder Nr. 7365,) in jeweils einer Probe aus dem Doppelansatz KHV-DNA-Se-
quenzen nachgewiesen. Diese drei Proben wurden als fraglich infiziert eingestuft (Abbildung 9).

Betrieb B, Abfischung 2020, Betrieb B, Abfischung 2020,
Mannlich Weiblich

\

= Nicht Nachweisbar = Infiziert = Fraglich = Nicht Nachweishar = Infiziert = Fraglich

Betrieb B, Abfischung 2021, Betrieb B, Abfischung 2021, Betrieb B, Abfischung 2021,
Mannlich Weiblich Spermienproben

= Nicht Nachweisbar = Infiziert = Fraglich = Nicht Nachweisbar = Infiziert = Fraglich = Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich

Abbildung 9: Nachweis von KHV-spezifischen Genomsequenzen bei mannlichen und weiblichen
Laichfischen zum Zeitpunkt der Abfischung (vor der Reproduktion) in Betrieb B.

4.2.2 Nachweis von KHV-Genomsequenzen in Kiemenproben von Laichkarpfen aus der
Laichkammer nach dem Ablaichen

Im Betrieb A konnten 2020 nach dem Ablaichen Kiemenbioptate von 41 mannlichen und 20 weiblichen
Karpfen gewonnen werden. In der molekularbiologischen Untersuchung auf KHV wurden bei zwei mann-
lichen Karpfen (Transponder Nr. 7431, 7493) in nur jeweils einem Reaktionsansatz aus dem Doppelansatz
KHV-spezifische DNA-Sequenzen in einer rechnerischen Konzentration von 1,4 Kopien pro 250 ng DNA
und von 1,2 Kopien pro 250 ng DNA detektiert. Diese Karpfen wurden als ,fraglich“ infiziert eingestuft. Bei
keinem mannlichen Karpfen wurde ein eindeutig positives Ergebnis mit einem Nachweis von KHV spezi-
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fischen DNA-Sequenzen in beiden Reaktionsansatzen des Doppelansatzes erzielt. Von weiblichen Karp-
fen lagen 18 Kiemenproben vor. Die Untersuchung der weiblichen Karpfen ergab flir zwei Karpfen (Trans-
ponder Nr. 7555, 7569) einen eindeutigen Nachweis von KHV-Genomsequenzen in Kiemenbioptaten mit
4,2 bzw. 2,3 Kopien pro 250 ng DNA in beiden Reaktionsansatzen des Doppelansatzes. Hierbei handelte
es sich um die Karpfen, deren Infektionsstatus in der Untersuchung vor der Reproduktion als ,fraglich”
eingestuft worden war. Bei dem in der Untersuchung vor der Reproduktion als positiv befundeten Karpfen
konnten in der Beprobung nach dem Ablaichen keine KHV-spezifischen DNA-Sequenzen in Kiemenpro-
ben nachgewiesen werden.

Im Jahr 2021 wurden Kiemenbioptate von 51 mannlichen und 26 weiblichen Karpfen gewonnen und auf
Genomsequenzen von KHV untersucht. In der Kiemenprobe von einem Milchner (A56, Transponder
Nr. 7430) wurde eine Infektion mit KHV festgestellt. In der Kiemenprobe von 6 Milchnern (A15, Transpon-
der Nr. 3692, A22, Transponder nicht vorhanden, A52, Transponder Nr. 7423, A59, Transponder Nr. 7476,
A62, Transponder Nr 7431, A75, Transponder Nr. 7589) wurde in einer Probe aus dem Doppelansatz
KHV-spezifische DNA nachgewiesen. Diese Karpfen wurden als fraglich infiziert eingestuft. In den Kie-
menproben von Rognern wurden bei einem Fisch (A58, Transponder Nr. 7548) KHV-spezifischen DNA-
Sequenzen in einer Probe des Doppelansatzes (fragliche Infektion) nachgewiesen (Abbildung 10).

Betrieb A, Laichkammer, 2020 Betrieb A, Laichkammer, 2020
Maéannlich Weiblich

= Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich = Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich

Betrieb A, Laichkammer, 2021 Betrieb A, Laichkammer, 2021,
Maénnlich Weiblich

= Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich = Nicht nachweishar = Infiziert = Fraglich

Abbildung 10: Nachweis von KHV-spezifischen Genomsequenzen bei mannlichen und weiblichen
Laichfischen in der Laichkammer (nach der Reproduktion) in Betrieb A.

Betrieb B: Aus dem Betrieb B standen 2020 Kiemenbioptate von Karpfen aus der Laichkammer nach
dem Ablaichen von 41 mannlichen und 20 weiblichen Karpfen zur Verfligung. In der molekularbiologischen
Untersuchung wurden bei einem mannlichen Karpfen KHV-DNA-Sequenzen in einem Reaktionsansatz
des Doppelansatzes mit 1,3 Kopien pro 250 ng DNA nachgewiesen. Der Infektionsstatus dieses Karpfens
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wurde als ,fraglich® eingestuft. Aulerdem wurde bei einem weiblichen Karpfen in beiden Reaktionsansat-
zen des Doppelansatzes KHV-spezifische Genomsequenzen mit 4,7 Kopien pro 250 ng DNA gefunden.
Dieser Karpfen wurde als infiziert eingestuft.

Im Jahr 2021 gelangten aus Betrieb B Kiemenproben von 39 méannlichen und 19 weiblichen Karpfen nach
dem Ablaichen zur Untersuchung. Dabei erwiesen sich die Kiemenproben von 3 Milchnern (B22, Trans-
ponder Nr. 3719, B36, Transponder Nr. 3380, B53, Transponder Nr. 3342) sowie von einem Rogner (B11,
Transponder Nr. 7397) als fraglich infiziert (Nachweis von KHV-Genomsequenzen in einer der Proben des
Doppelsansatzes, siehe Abbildung 11).

Betrieb B, Laichkammer, 2020 Betrieb B, Laichkammer, 2020
Mannlich Weiblich

\

= Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich = Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich
Betrieb B Laichkammer, 2021 Betrieb B, Laichkammer, 2021
Mannlich Weiblich

M Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich = Nicht nachweishar = Infiziert = Fraglich

Abbildung 11: Nachweis von KHV-spezifischen Genomsequenzen bei mannlichen und weiblichen
Laichfischen in der Laichkammer (nach der Reproduktion) in Betrieb B.

4.2.3 Nachweis von KHV-Genomsequenzen in Geschlechtsprodukten von Laichkarpfen
aus der Laichkammer nach dem Ablaichen

Betrieb A: Aus dem Betrieb A lagen im Jahr 2020 von insgesamt 16 mannlichen Karpfen Spermienproben
vor und von 6 weiblichen Karpfen Proben von Eiern. In den Spermienproben wurden bei einem Karpfen
KHV-Genomsequenzen in einer Konzentration von 1,7 Kopien pro 250 ng DNA detektiert ("infiziert"), in
den Proben mit weiblichen Geschlechtsprodukten wurden keine KHV-Genomsequenzen gefunden.

Im Jahr 2021 lagen von 47 Karpfen Spermienproben und von 16 Karpfen Eiproben bzw. Ovarialflissigkeit
vor. In zwei Spermienproben von Karpfen A22 (Transpondernummer nicht vorhanden, Kiemenbioptat als
fraglich eingestuft) und A49 (Transponder Nr. 7830) sowie in einer Eiprobe von Karpfen A60 (Transponder
Nr. 3705) wurden in jeweils einer Probe des Doppelansatzes KHV-spezifische DNA-Sequenzen nachge-
wiesen. Diese Proben wurden als fraglich infiziert eingestuft (Abbildung 12).
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Betrieb A, Spermienproben Betrieb A, Eiproben nach
nach Ablaichen 2020 Ablaichen 2020

\

= Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich = Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich
Betrieb A, Spermienproben Betrieb A, Eiproben nach
nach Ablaichen 2021 Ablaichen 2021

= Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich = Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich

Abbildung 12: Nachweis von KHV-spezifischen Genomsequenzen in Ei- und Spermienproben von
Laichkarpfen aus Betrieb A.

Betrieb B: Aus diesem Betrieb lagen im Jahr 2020 von 40 mannlichen und von 17 weiblichen Karpfen Pro-
ben von Geschlechtsprodukten vor. Bei 6 mannlichen Karpfen lie sich KHV-spezifische DNA in den Ge-
schlechtsprodukten in jeweils einem Reaktionsansatz pro Doppelansatz einer Probe in einer Konzentration
von 2,0 bis 5,4 Kopien pro 250 ng DNA nachweisen, so dass diese Proben als ,fraglich infiziert“ eingestuft
wurden. Bei 2 weiblichen Karpfen lie3 sich in den Geschlechtsprodukten KHV-spezifische DNA in beiden
Ansatzen des Doppelansatzes in einer Konzentration von 3,8 bzw. 7,5 Kopien pro 250 ng DNA nachweisen
und diese Proben wurden als ,infiziert* eingestuft. Bei 2 weiteren Karpfen wurde in jeweils nur einem Ansatz
des Doppelansatzes KHV-spezifische DNA-Sequenzen in einer Konzentration von 2,3 und 6,1 Kopien pro
250 ng DNA nachgewiesen und diese Proben wurden als "fraglich" infiziert eingestuft (Abbildung 13).

Im Jahr 2021 lagen aus dem Betrieb B Spermienproben von 38 Milchnern und Eiproben von 13 Rognern vor.
In 2021 wurden in Spermienproben von vier Milchnern (B09, Transponder Nr. 7372, B23, Transponder
Nr. 6318, B25, Transponder Nr. 3334, B47, Transponder Nr. 3477) sowie in der Eiprobe von zwei Rognern
(B33, Transponder Nr. 7422, B48, Transponder Nr. 7385) in jeweils einer Probe des Doppelansatzes KHV-
spezifische DNA-Sequenzen detektiert. Diese Spermien- und Eiproben wurden als fraglich infiziert eingestuft.
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Betrieb B, Spermienproben
nach Ablaichen 2020

® Nicht nachweisbar  m Infiziert = Fraglich

Betrieb B, Eiproben nach
Ablaichen 2020

= Nicht nachweisbar  ® Infiziert = Fraglich

Betrieb B, Spermienproben
nach Ablaichen 2021

Betrieb B, Eiproben nach
Ablaichen 2021

= Nicht nachweisbhar = Infiziert = Fraglich = Nicht nachweishar = Infiziert = Fraglich

Abbildung 13: Nachweis von KHV-spezifischen Genomsequenzen in Ei- und Spermienproben von
Laichkarpfen aus Betrieb B.

4.2.4 Nachweis von KHV-Genomsequenzen in befruchteten Eiern

Betrieb A: Aus dem Betrieb A standen im Jahr 2020 aus zwei Laichkammern jeweils funf Portionen befruch-
teter Eier zur Verfugung. Mittels molekularbiologischer Untersuchung konnten in allen Portionen keine KHV-
spezifischen DNA-Sequenzen nachgewiesen werden. Im Jahr 2021 kamen aus Betrieb A insgesamt 5 Pools
befruchtete Eier, jeweils zwei Pools aus zwei Laichkammern und ein Pool aus einer dritten Laichkammer.
KHV-spezifische DNA-Sequenzen wurden in dem Pool aus Laichkammer 3 in einer Probe des Doppelan-
satzes nachgewiesen, so dass dieser Pool als fraglich infiziert eingestuft wurde (Abbildung 14).

Betrieb B: Aus dem Betrieb B standen 2020 aus Laichkammer 1 drei Portionen befruchteter Eier zur Unter-
suchung zur Verfiigung und aus Laichkammer 2 zwei Portionen. Fir die molekularbiologische Untersuchung
wurden die Portionen aus Laichkammer 1 auf 5 Proben aufgeteilt, und die Proben aus Laichkammer 2 auf
weitere 5 Proben. In zwei Proben aus der Laichkammer 1 waren KHV-spezifische Genomsequenzen in jeweils
einem Ansatz des Doppelansatzes in einer Konzentration von 2,5 bis 2,7 Kopien pro 250 ng DNA nachweisbar.
Diese Proben wurden als "fraglich" infiziert eingestuft. In Proben aus der Laichkammer 2 wurden KHV-spezifi-
sche DNA-Sequenzen nicht detektiert (Abbildung 14). Im Jahr 2021 standen aus dem Betrieb B fiinf Pools
befruchtete Eier aus Laichkammer 1 und 5 Pools aus Laichkammer 2 fir die Untersuchung zur Verfigung. In
allen Pools wurden keine KHV-spezifische DNA-Sequenzen nachgewiesen (Abbildung 14).
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Betrieb A, Befruchtete Eier
2020

= Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich

Betrieb B, Befruchtete Eier
2020

= Nicht nachweisbar = Infizert = Fraglich

Betrieb A, Befruchtete Eier
2021

= Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich

Betrieb B, Befruchtete Eier
2021

= Nicht nachweisbar ® Infizert = Fraglich

Abbildung 14: Nachweis von KHV-spezifischen Genomsequenzen in befruchteten Eiern in Betrieb
A und B.

4.2.5 Nachweis von KHV-Genomsequenzen in geschlipften Larven

Betrieb A: Aus dem Betrieb A wurden 2020 insgesamt 10 Portionen mit geschlipften Britlingen unter-
sucht, jeweils flnf Portionen aus zwei Laichkammern. In allen Portionen konnten keine KHV-spezifischen
DNA-Sequenzen nachgewiesen werden. Aus diesem Betrieb kamen auch drei Portionen mit verstorbenen
Brutlingen zur Untersuchung. Auch bei diesen Bratlingen konnten keine KHV-spezifischen DNA-Sequen-
zen nachgewiesen werden. Im Jahr 2021 wurden ebenfalls geschliipft Britlinge aus allen drei Laichkam-
mern untersucht. Dabei konnte in den Proben aus Laichkammer 1 und 3 keine KHV-spezifischen DNA
Sequenzen nachgewiesen werden und bei Britlingen aus Laichkammer 2 in einer Probe aus dem Dop-
pelansatz, so dass diese Brutlinge als fraglich infiziert eingestuft wurden (Abbildung 15).

Betrieb B: Aus dem Betrieb B wurden 2020 ebenfalls aus zwei Laichkammern insgesamt 10 Portionen
frisch geschlipfter Brutlinge untersucht. Bei einer Portion aus Laichkammer 2 wurden in einem Ansatz
aus dem Doppelansatz KHV-spezifische DNA-Sequenzen in einer rechnerischen Konzentration von 0,6
Kopien pro 250 ng DNA nachgewiesen, was als ,fragliche“ Infektion gewertet werden kann. In der Unter-
suchung der ubrigen Portionen konnten keine KHV-spezifischen DNA-Sequenzen detektiert werden (Ab-
bildung 15). Aus diesem Betrieb gelangten keine verstorbenen Britlinge zur Untersuchung. Im Jahr 2021
wurden ebenfalls jeweils 5 Pools frisch geschllpfter Brutlinge aus beiden Laichkammern untersucht. In
diesen Proben wurden keine KHV-spezifischen DNA-Sequenzen nachgewiesen.

Betrieb K: Aus dem Betrieb K gelangten 2020 und 2021 jeweils 10 Portionen von Brutlingen zur Untersu-
chung. In beiden Jahren konnten bei diesen Karpfen keine KHV-spezifischen DNA-Sequenzen nachgewie-
sen werden.
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Betrieb A, Geschlupfte Larven Betrieb B, Geschliipfte Larven
2020 2020

= Nicht nachweishar = Infiziert = Fraglich = Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich

Betrieb A, Geschliipfte Larven
2021 Betrieb B, Geschlupfte Larven

2021

= Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich
= Nicht nachweisbar = Infiziert = Fraglich

Abbildung 15: Nachweis von KHV-spezifischen Genomsequenzen in geschliipften Larven in Be-
trieb A und B.

4.2.6 Nachweis von KHV-Genomsequenzen in angefitterter Karpfenbrut 2020 und 2021
Nach Aufzucht der Karpfenbriitlinge bis zu einem Stiickgewicht von ca. 1 g in der UHA-Kénigswartha wurden
sie an die TiHo Hannover transportiert und dort in die Laborhalterung ibernommen. Nach Ankunft in der
TiHo wurden aus jeder Herkunft (Betrieb A und B, sowie Betrieb K) jeweils 30 Karpfen beprobt und moleku-
larbiologisch auf KHV-spezifische DNA-Sequenzen untersucht. Bei allen Proben konnten keine KHV-spezi-
fischen DNA-Sequenzen nachgewiesen werden.

Analog wurden im Jahr 2021 Karpfenbrutlinge aus den Betrieben A und B aus dem KHV-Risikogebiet
sowie aus der Kontrolle (Betrieb K ohne KHV-Historie) in der VTA Koénigwartha aufgezogen und an die
TiHo Hannover transportiert, beprobt und molekularbiologisch auf KHV-spezifische DNA Sequenzen un-
tersucht. Auch in diesen Proben (erneut je 30 Karpfen) konnten keine KHV-spezifischen DNA-Sequenzen
nachgewiesen werden.

4.2.7 Sequenzierung des KHV Isolats aus positiv befundenen Karpfen
Aufgrund der sehr niedrigen Viruslast in allen Proben konnte aus den in der PCR erhaltenen Amplifikaten
keine Nukleotid-Sequenz fur das amplifizierte KHV-Fragment isoliert werden.

Alle Versuche, eine Nukleotid-Sequenz des amplifizierten KHV-Fragments zu erhalten, blieben ohne
ein Ergebnis.
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4.2.8 Neutralisierende Antikorper in Serumproben (SNT-Titer)

Nach Inkubation von infektionsfahigem Virus in unterschiedlichen Serumkonzentrationen von Laichkarp-
fen aus Betrieb A und B wurde beobachtet, dass die verwendete Virusldsung empfangliche Zellkulturen
nach Inkubation in Serumverdiinnungen von 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 und 1:320 zu infizieren vermochte.
Serum von Karpfen, welches das Viruswachstum in einer Verdiinnung von 1:20 oder 1:40 hemmte, wurde
als ,negativ, keine neutralisierenden Antikérper eingestuft. Serum von Karpfen, das die Replikation von
Virus bis zu einer Konzentration von 1:80 hemmte, wurde als ,fraglich positiv* beurteilt und Serumproben,
die die Replikation des KHV auch bei héheren Verdiinnungen (1:160, 1:320) hemmte, wurden als positiv
fur neutralisierende Antikorper eingestuft. Diese Einstufung beruht auf Ergebnissen aus experimentellen
Studien zur Impfstoffentwicklung zum Schutz von Karpfen vor KHV (ADAMEK et al. 2022). In der Mehrzahl
der Serumproben von Karpfen aus den Betrieben aus dem KHV-Risikogebiet wurde der Titer von 1:20 oder
1:40 gefunden. Im Jahr 2020 wurde bei einem mannlichen Laicher aus Betrieb A ein Serumtiter von 1:160
(positiv flr neutralisierende Antikérper) bestimmt und bei 6 mannlichen Laichern aus Betrieb B wurde ein
Serumtiter von 1:80 (fraglicher Gehalt an neutralisierenden Antikérpern) bestimmt (Abbildung 16).

Betrieb A, SNT 2020, Mannlich Betrieb B, SNT 2020, Mannlich

\

= 1:20 = 1:40 1:80 = 1:160 = 1:20 =1:40 = 1:80 1:160

Betrieb A, SNT 2020, Weiblich Betrieb B, SNT 2020, Weiblich

\ \

=1:20 =1:40 = 1:80 = 1:160 = 1:20 =1:40 = 1:80 = 1:160

Abbildung 16: Nachweis von Serum-neutralisierenden Antikorpern (SNT) in unterschiedlichen Ver-
diinnungen von Laichern aus Betrieb A und B im Jahr 2020.

Im Jahr 2021 wurde bei vier mannlichen Laichern und einem weiblichen Laicher aus Betrieb A ein Se-
rumtiter von 1:160 sowie bei einem mannlichen Laicher ein Serumtiter von 1:320 bestimmt. Aulzerdem
wurden bei sechs mannlichen und einem weiblichen Laicher ein Serumtiter von 1:80 ermittelt. Somit waren
in Betrieb A sechs Laicher positiv fir neutralisierende Antikérper gegen KHV, bei sieben Laichern wurde
ein fraglicher Gehalt an neutralisierenden Antikérpern bestimmt. Im Betrieb B wurden im Jahr 2021 im
Serum von insgesamt vier Laichern neutralisierende Antikérpfer gefunden: bei einem mannlichen Laicher
ein Serumtiter von 1:160 sowie bei zwei mannlichen und einem weiblichen Laicher ein Serumtiter von
1:320. Bei sechs mannlichen und einem weiblichen Laicher wurde mit einem Serumtiter von 1:80 ein frag-
licher Gehalt an neutralisierenden Antikérpern gemessen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Nachweis von Serum-neutralisierenden Antikérpern (SNT) in unterschiedlichen Ver-
diinnungen von Laichern aus Betrieb A und B im Jahr 2021.

Lediglich bei einem Karpfen aus Betrieb B wurden im Jahr 2021 neutralisierende Antikérper im Serum
bestimmt, bei dem in der Kiemenprobe KHV-spezifische DNA-Sequenzen nachgewiesen wurden. Aul3er-
dem enthielt die Serumprobe eines Karpfens aus diesem Betrieb mit einem "fraglichen" KHV Nachweis in
der Kiemenprobe neutralisierende Antikorper.

Aus dem Betrieb K ohne KHV-Historie lagen im Jahr 2020 30 Serumproben vor. In allen Proben wurde
ein SNT-Titer von 1:20 bestimmt und somit keine KHV-neutralisierenden Antikdrper nachgewiesen.

5 Untersuchungen einer moglichen Resistenz der Brut gegeniiber KHV-I
5.1 Methoden

5.1.1 Aufzucht und Haltung der Karpfen

Karpfenbrutlinge aus den Betrieben A und B sowie K wurden im Jahr 2020 und 2021 in die VTA Koénigs-
wartha Uberfuhrt und dort nach Herkunft getrennt bis zu einem Stickgewicht von ca. 1 g aufgezogen.
Anschlielend wurden die nun vorgestreckten Karpfen an die TiHo Hannover transportiert und in der Fisch-
haltung der Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung nach Herkunft getrennt in desinfizierten Kunst-
stoffbecken, die mit Leitungswasser beflllt wurden, bei ca. 20 °C gehalten. Zur Aufrechterhaltung der
Wasserqualitdt wurden bei Bedarf Wasserwechsel von 30 — 40 % des Beckenvolumens vorgenommen.
Die Fitterung erfolgte mit Karpfen-Brutfutter (Trouvit®). Bei der Aufnahme der Karpfen in die Fischhaltung
wurden die Versuchstiere aus allen Herklnften klinisch-parasitologisch, mikrobiologisch und auf Infektion
mit dem Koi-Herpesvirus untersucht. Entsprechend der Untersuchungsergebnisse wurden Behandlungen
gegen einen Befall mit Ektoparasiten durchgefiihrt. Die Untersuchungen zum Zeitpunkt der Aufnahme in
die TiHo auf Infektion mit KHV verliefen in allen Fallen negativ (siehe oben unter Kapitel 4.2.6).
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5.1.2 Infektion von Karpfen mit KHV

Die Infektionsversuche von Karpfen mit virulentem KHV fanden unter Sicherheitsbedingungen der Stufe
BSL 2 in der Tierhaltung des Research Centers for Emerging Infections and Zoonoses (RIZ) der TiHo
Hannover nach vorheriger Tierversuchsgenehmigung durch das Niedersachsische Landesamt fir Ver-
braucherschutz und Lebensmittelsicherheit statt (Aktenzeichen: 33.8-42502-04-20/3414).

Fir die Infektionsversuche wurden die Versuchskarpfen der Fischhaltung der Abteilung Fischkrankheiten und
Fischhaltung entnommen, in die Tierhaltung des RIZ Uberfihrt und dort in 400 Liter fassende desinfizierte
Kunststoffbecken, beflillt mit Leitungswasser bei ca. 23 °C eingesetzt. Zur Akklimatisierung wurden die Karp-
fen zunachst nach Herkunft getrennt Gber 4 Tage gehalten. Wahrend dieser Zeit wurden die Fische mit han-
delsublichem Karpfenfutter gefuttert. Flr die experimentelle Infektion mit KHV wurden die Karpfen nach Her-
kunft getrennt in 20 Liter Wasser Uber eine Stunde in einer Virusldsung (320 TCID50 pro ml) eines virulenten
polnischen KHV-Virusisolats, das in der Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung der TiHo Hannover in
der Zellkultur vermehrt wurde, gehaltert. Die Infektion erfolgte aufgrund der geringen KorpergroRRe der Ver-
suchsfische, indem sie nach Herkunft getrennt in Netzkafige eingesetzt wurden, die dann in ein zuvor desin-
fiziertes Kunststoffaquarium mit dem virushaltigen Wasser eingehangt wurden (Abbildung 18).

Abbildung 18: Infektion von Karpfen der Versuchsgruppen A, B und K mit KHV in getrennt einge-
hdangten Netzkafigen

Auf diese Weise wurden alle Brutlinge in der identischen Virusldésung infiziert. Als Kontrollen wurden die
Karpfen aus den drei Betrieben (A, B und K) in gleicher Weise in eine Zellkulturldsung ohne Virus einge-
setzt. Anschliefend wurden die Fische in stabile Netzkafige tUberfuhrt, die in ein desinfiziertes, 300 Liter
fassendes Kunststoffbecken eingehangt waren und bei ca. 23 °C Uber 14 Tage gehaltert (Abbildung 19).
Alle Versuche erfolgten in dreifacher Wiederholung.

Wahrend der Haltung wurden die Versuchskarpfen 3 - 4 mal téglich hinsichtlich des Auftretens von Krank-
heits-symptomen und Mortalitdten beobachtet. Der Gesundheitszustand wurde anhand eines Bewer-
tungsrahmens beurteilt. Tote und moribunde Fische wurden entnommen und die Moribunden durch Ein-
setzen in eine Lésung von 0,5 g MS 222 pro Liter Wasser euthanasiert. Nach Abschluss der Beobach-
tungszeit wurden die Uberlebenden Versuchstiere wie oben beschrieben euthanasiert, ihre Herkunfte re-
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gistriert und fur eine PCR-Untersuchung auf Infektion mit KHV beprobt. Um sicherzustellen, dass Unter-
schiede im Krankheitsverlauf nicht auf zufélligen Effekten (Beckeneffekt) beruhten, wurde der Krankheits-
verlauf in drei parallel aufgestellten Becken verfolgt. Die nicht infizierten Kontrollkarpfen wurden in einem
separat aufgestellten Becken gehalten. Die Empfanglichkeit von Karpfen fir eine KHV-I wurde in Abhan-
gigkeit von der Entwicklung des Immunsystems an Brutlingen bzw. vorgestreckte Karpfen nach ca. einem
Monat, sowie nach drei und ca. neun Monaten Beckenhaltung gepruft. Dabei wurden aus Betrieb A, B und
K jeweils 60 Karpfen in 3 Gruppen zu jeweils 20 Karpfen mit KHV infiziert und das Uberleben der Karpfen
nach der Infektion registriert. Aulterdem wurden zur Kontrolle der Entwicklung der Infektion Karpfen einer
gesonderten Versuchsgruppe am Tag 2 und 5 wie oben beschrieben getétet und es wurden Gewebepro-
ben zur Bestimmung der Viruslast entnommen.

Abbildung 19: Haltung der Karpfen nach der Infektion in einem gemeinsamen Wasserkorper. Ins-
gesamt wurde der Infektionsverlauf in drei parallel aufgestellten Becken verfolgt. In einem vierten
Becken wurde die Entwicklung der Viruslast im Infektionsverlauf bei den Karpfen aus

den verschiedenen Herkiinften untersucht.

Die Infektionsversuche nach drei bzw. neun Monaten Beckenhaltung erfolgten mit Vorgestreckten des
Brutjahrgangs 2020. Wegen der Verzdgerung bei der Genehmigung des Tierversuchs konnte der Infekti-
onsversuch an den einen Monat alten Vorgestreckten nicht mit diesen Fischen, sondern erst mit denen
des Brutjahrgangs 2021 durchgefiihrt werden. Die Brut des Jahrgangs 2021 stammt jedoch teilweise sogar
von denselben Elterntieren wie die des Jahrgangs 2020.

5.1.3 Extraktion von DNA aus Gewebeproben und Bestimmen der Viruslast

Die Extraktion von DNA aus Gewebeproben von Kontroll-Karpfen sowie Versuchs-Karpfen, erfolgte nach
dem unter Punkt 4.1.1 beschriebenen Vorgehen. Die Untersuchung der extrahierten DNA auf fur KHV
spezifische Genomsequenzen sowie die Quantifizierung der Sequenzen erfolgte wie unter 4.1.2 beschrie-
ben. Zum Nachweis einer mdglichen Infektion von Karpfen mit dem Carp Edema Virus wurde DNA aus
Kiemengewebe extrahiert und mittels quantitativer PCR unter Verwendung des von MATRAS et al. (2017)
beschriebenen Verfahrens der ,CEFAS gPCR" untersucht.
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5.2 Ergebnisse

5.2.1 Empfanglichkeit der Karpfenbrut fiir eine KHV-I, die von Laichkarpfen aus dem
KHV-Risikogebiet abstammen

5.2.1.1 Empfanglichkeit der Karpfen nach drei Monaten Beckenhaltung

Die Karpfen aus den beiden Betrieben A und B aus dem KHV-Risikogebiet wiesen im Vergleich zur Karp-

fenbrut der Kontrolle (Betrieb K, ohne KHV-Historie) eine signifikant hohere Uberlebensrate auf. Wahrend

nur 1,45 + 2,51 % der Karpfen aus dem Betrieb K die Infektion Giberlebten, war dies bei 15,76 + 5,18 % der

Karpfen aus Betrieb A der Fall und bei 41,36 + 9,51 % der Karpfen aus Betrieb B. Auch wenn der Verlauf

der Verluste betrachtet wurde, konnte bei Karpfen aus dem Betrieb B ein verzogertes Auftreten der Morta-

litat beobachtet werden (Abbildung 20). In allen 3 Replikaten des Versuchs nahm das Auftreten der Morta-

litat einen gleichartigen Verlauf. Bei nicht infizierten Kontrollkarpfen wurden keine Verluste beobachtet.
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Abbildung 20 (links): Mortalitat bei Karpfen von Laichern aus dem KHV-Risikogebiet (Betrieb A und
B) nach drei Monaten Beckenhaltung im Vergleich zu Karpfen von Laichern aus einem Bestand
ohne KHV-Historie (Betrieb K). Dargestellt ist der Verlauf von Verlusten nach Infektion nach drei
Monaten Beckenhaltung mit einem virulenten polnischen Isolat des KHV und die kumulative Uber-
lebensrate als Mittelwert und Standardabweichung in 3 gleichen Versuchsgruppen. Saulen mit un-
terschiedlichen Buchstaben kennzeichnen signifikant unterschiedliche Uberlebensraten zwischen
den Herkunften.

5.2.1.2 Verlauf der Infektion und Viruslasten nach drei Monaten Beckenhaltung

In allen Versuchsgruppen nahm die KHV-I, bedingt durch den virulenten Charakter des verwendeten KHV-
Isolats, einen raschen Verlauf. Erste Verluste traten am Tag 5 nach der Infektion auf. Die Viruslasten der
Karpfen, die an diesem Tag verstarben bzw. aus Tierschutzgriinden getétet wurden, lagen zwischen 10.000
und 10.000.000 Viruskopien pro 250 ng DNA aus Hautgewebe und zwischen 1.000 und 1.000.000 Virusko-
pien pro 250 ng DNA aus Nierengewebe. Durch KHV-I bedingte Verluste setzten sich bis zum Tag 14 nach
der Infektion fort, am Tag 15 nach der Infektion wurden die Uberlebenden Karpfen getétet und auf Viruslast
untersucht. Im Verlauf der Infektion stieg die Viruslast in der Haut von Karpfen am Tag 6 nach der Infektion
bis auf 100.000.000 Kopien an (Abbildung 21). In der Niere wurden Uber den Infektionsverlauf Viruslasten
zwischen 1.000 bis 1.000.000 Genomkopien pro 250 ng DNA gemessen. Insgesamt wurden in der Haut
Uber den Infektionsverlauf hohere Viruslasten gefunden als in der Niere. Bei nicht infizierten Kontrollkarpfen
aus allen drei Betrieben wurden keine KHV-spezifischen Genomsequenzen nachgewiesen. Bei einem Ver-
gleich der Viruslasten in Haut, Kiemen, Niere und Gehirn von Karpfen aus den unterschiedlichen Herklinften
am Tag 2 und Tag 5 nach Infektion wurden signifikant niedrigere Viruslasten in Kieme und Gehirn von Karp-
fen aus Herkunft B von Laichern aus einem KHV Risikogebiet ermittelt als in Karpfen der Herkunft K ohne
KHV-Historie (Abbildung 22).
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Abbildung 21: Viruslasten in der Haut und Niere von Karpfen nach drei Monaten Beckenhaltung
aus unterschiedlichen Betrieben nach Infektion mit einem virulenten polnischen KHV-Isolat. An-
gegeben sind die Viruslasten in Geweben von Karpfen, die in der Zeit von 5 bis 14 Tagen nach der
Infektion verstarben oder aus Tierschutzgriinden getétet wurden.
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Abbildung 22: Viruslasten in Geweben von Karpfen nach drei Monaten Beckenhaltung aus einem
KHV- Risikogebiet (Betrieb A und B) im Vergleich zu Karpfen von Laichern ohne KHV (Betrieb K).
Historie am Tag 2 und 5 nach Infektion mit einem virulenten polnischen KHV-Isolat. Unterschiedliche
Buchstaben iiber den Saulen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen an.

5.2.1.3 Empfanglichkeit der Karpfen nach neun Monaten Beckenhaltung

Nach Infektion von Karpfen nach neun Monaten Beckenhaltung nahm die KHV-I einen vergleichbaren Ver-
lauf, wie bei den Fischen nach drei Monaten Beckenhaltung. Erste Verluste traten ebenfalls am Tag 4 — 5
auf und die Karpfen verstarben in den nachfolgenden Tagen. Bei Fischen aus den Betrieben B und K traten
die Verluste bis Tag 9 und bei Fischen aus Betrieb A bis Tag 13 auf. Die kumulative Uberlebensrate lag bei
Karpfen aus dem Betrieb K (Kontrolle) bei nur 2,78 + 4,81%, demgegenuber bei Karpfen aus den Betrieben
A (25,79 £ 7,81 %) und B (32,91 £ 5,42 %) signifikant hdher. Bei nicht infizierten Kontrollkarpfen aus allen
drei Betrieben wurden keine Verluste beobachtet (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Mortalitat bei Karpfen von Laichern aus dem KHV-Risikogebiet (Betrieb A und B) nach
neun Monaten Beckenhaltung im Vergleich zu Karpfen von Laichern aus einem Bestand ohne KHV-
Historie (Betrieb K). Dargestellt ist der Verlauf von Verlusten nach Infektion nach neun Monaten Be-
ckenhaltung mit einem virulenten polnischen Isolat des KHV und die kumulative Uberlebensrate als
Mittelwert und Standardabweichung in 3 gleichen Versuchsgruppen. Saulen mit unterschiedlichen
Buchstaben kennzeichnen signifikant unterschiedliche Uberlebensraten zwischen den Herkiinften.

5.2.1.4 Verlauf der Infektion und Viruslasten nach neun Monaten Beckenhaltung

Wie bei Karpfen nach drei Monaten Beckenhaltung beobachtet, nahm auch nach Infektion der Fische nach
neun Monaten Beckenhaltung die KHV-I einen sehr raschen Verlauf. Erste Karpfen verstarben zwischen
Tag 5 und 6 nach der Infektion, mit etwa 10.000 bis 10.000.000 KHV-spezifischen DNA-Kopien pro 250 ng
DNA in Hautproben und 100 und 1.000.000 KHV spezifischer DNA Kopien pro 250 ng DNA aus der Niere
(Abbildung 24).

Auch bei Karpfen nach neun Monaten Beckenhaltung lag die Viruslast in der Haut deutlich Gber der Virus-
last in der Niere (Abbildung 25). Bemerkenswert ist, dass nach dem Abklingen der Mortalitat, am Tag
14/15 nach der Infektion, bei einer relativ groRen Zahl von Karpfen aus den Betrieben A und B (KHV-
Risikogebiet) Viruslasten von weniger als 1.000 Virus-Genomkopien pro 250 ng DNA in der Haut und
weniger als 100 Virus-Genomkopien in der Niere ermittelt wurden. Dies la3t vermuten, dass diese Karpfen
die Infektion kontrollieren konnten.

Wurden die Viruslasten in Haut, Kiemen, Niere und Gehirn von Karpfen aus den KHV-Risikogebieten
(Betrieb A und B) mit der Viruslast in den Geweben von Karpfen aus Betrieb K ohne KHV-Historie vergli-
chen, wurden finf Tage nach der Infektion signifikant niedrigere Viruslasten in Kiemen und Gehirn von
Karpfen aus Betrieb B aus dem KHV Risikogebiet bestimmt als in den gleichen Geweben bei Karpfen
ohne KHV-Historie (Betrieb K). Bei nicht infizierten Kontrollkarpfen aus allen drei Herkunften wurden keine
KHV-spezifischen Genomsequenzen nachgewiesen (Abbildung 25).
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Abbildung 24: Viruslasten in Haut und Niere von Karpfen nach neun Monaten Beckenhaltung aus
unterschiedlichen Herkiinften (Betrieb A, B und K) nach Infektion mit einem virulenten polnischen
KHV-Isolat. Angegeben sind die Viruslasten in Geweben von Karpfen, die in der Zeit von 5 bis 14 Ta-
gen nach der Infektion verstarben oder aus Tierschutzgriinden getétet wurden.
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Abbildung 25: Viruslasten in Geweben von Karpfen nach neun Monaten Beckenhaltung aus einem
KHV Risikogebiet (Betrieb A und B) im Vergleich zu Karpfen von Laichern ohne KHV Historie (Be-
trieb K) am Tag 2 und 5 nach Infektion mit einem virulenten polnischen KHV-Isolat. Unterschied-
liche Buchstaben iiber den Saulen zeigen signifikante Unterschiede zwischen Versuchsgruppen
an. Fehlen Buchstaben, sind die Unterschiede nicht signifikant.

5.2.1.5 Empfanglichkeit von Karpfen nach einem Monat Beckenhaltung

Aufgrund der im Jahr 2020 verzdgert erteilten Genehmigung fur die erforderlichen Tierversuche durch die
zustandige Behorde konnte der Infektionsversuch mit vorgestreckten Karpfen nach einem Monat Becken-
haltung im Jahr 2020 nicht durchgefuhrt werden. Dank der Bereitschaft aller Partner, im Jahr 2021 erneut
am Projekt teilzunehmen, standen 2021 erneut ein Monat alte vorgestreckte Karpfen aus den Betrieben
A, B und K zur Verfugung. Die Behandlung der Laichfische sowie die Aufzucht der Brut erfolgte analog zu
2020. Erneut wurde bei Aufnahme der Fische in die Becken der TiHo aus beiden Partnerbetrieben aus
dem KHV Risikogebiet und aus aus dem Betrieb ohne KHV-Historie keine Infektion mit KHV festgestellt.
Die Infektion der Fische mit KHV und die nachfolgende Haltung erfolgte analog zu 2020. Nach der Infektion
setzte die Mortalitat ab Tag 4 bei allen Herklnften ein und alle Karpfen verstarben Gber einen Zeitraum
von bis zu 14 Tagen. Die Verluste traten bei den Fischen aus Betrieb K (Laicher ohne KHV-Historie) und
Betrieb B (Laicher aus dem KHV Risikogebiet) in zwei der drei replikaten Becken parallel und bei den
Britlingen aus Betrieb A in allen replikaten Becken etwas verzdgert auf. In Abbildung 26 sind in Mortali-
tatskurven fur die einzelnen Becken sowie die Mittelwerte dargestellt. Bei nicht infizierten Kontrollkarpfen
stellten sich ebenfalls Verluste ein, die zunachst bei Karpfen aus Betrieb A auftraten und anschliel3end
auch in den Netzkafigen mit Karpfen der Betriebe B und K auftraten (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Uberlebensrate bei Karpfen von Laichern aus dem KHV-Risikogebiet (Betrieb A und
B) im Vergleich zu Karpfenbrut von Laichern aus einem Bestand ohne KHV-Historie (Betrieb K).
Verlauf der Verluste nach Infektion von einem Monat alten vorgestreckten Karpfen mit einem viru-
lenten polnischen Isolat des KHV in drei Versuchsbecken (Mittelwert und Standardabweichung).

5.2.1.6 Verlauf der Infektion und Viruslasten nach einem Monat Beckenhaltung

Bei der Analyse der Viruslast wurden ab Tag 5 nach der Infektion in der Haut bei verstorbenen Karpfen aus
Betrieb K und Betrieb B sehr hohe Viruslasten im Bereich von 10.000 bis 10.000.000 KHV-spezifische Ge-
nomkopien pro 250 ng DNA ermittelt, wahrend bei verstorbenen Fischen aus Betrieb A sehr niedrige KHV-
spezifische Viruslasten im Bereich von nur 10 bis 1.000 Genomkopien pro 250 ng DNA vorlagen. Vergleich-
bare Befunde wurden auch fir die Viruslasten bei verstorbenen Karpfen in der Niere erhoben. Hier wurden
bei Karpfen aus Betrieb K und Betrieb B Viruslasten zwischen 1.000 bis 1.000.000 Genomkopien bestimmt,
wahrend insbesondere bei Fischen aus Betrieb A eine niedrige Anzahl von 10 bis 1.000 KHV-spezifische
Genomkopien pro 250 ng DNA vorlag (Abbildung 27). Aufgrund der frih auftretenden Verluste bei Karpfen
aus Betrieb A auch in der nicht infizierten Kontrollgruppe, wurden Gewebeproben dieser Karpfen zusatzlich
auf eine Infektion mit dem Carp Edema Virus (CEV) untersucht. Bei dieser Untersuchung konnten in Kie-
mengewebe aus den verstorbenen Karpfen aus Betrieb A CEV-spezifische Genomsequenzen nachgewie-
sen werden, die fir die Verluste verantwortlich gemacht werden konnten. In der Folge wurden CEV-spezifi-
sche Genomsequenzen auch bei verstorbenen Kontrollkarpfen aus den Betrieben B und K gefunden. Da
die Karpfen aus allen Betrieben jeweils im gleichen Wasserkorper gehalten wurden, 1aRt dieser Befund ver-
muten, dass, ausgehend von den Karpfen aus Betrieb A das CEV Uber das Haltungswasser wahrend des
Versuches auch auf die Karpfen aus den Betrieben B und K Ubertragen wurden und dort Verluste ausloste.
In gleicher Weise kann auch in den Becken mit KHV-infizierten Karpfen ausgehend von Karpfen aus Betrieb
A eine Infektion der Fische aus den Betrieben B und K mit CEV erfolgt sein. Die Infektion mit diesem Virus
kann neben KHV fir die beobachteten Verluste verantwortlich gemacht werden.
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Abbildung 27: KHV-Viruslasten in Haut und Niere von Karpfen nach einem Monat Beckenhaltung
aus unterschiedlichen Herkiinften (Betrieb A, B und K) nach Infektion mit einem virulenten polni-
schen KHV-Isolat. Angegeben sind die Viruslasten in Geweben von Karpfen, die in der Zeit von
5 bis 14 Tagen nach der Infektion verstarben oder aus Tierschutzgriinden getotet wurden.
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Bei der Analyse der Viruslast in den Organen Haut, Kieme, Niere und Gehirn wurde bei Karpfen aus Be-
trieb B in der Kieme am Tag 5 nach der Infektion eine signifikant niedrigere Anzahl von KHV-spezifischen
Genomkopien bestimmt als in den Karpfen aus Betrieb K.

Viruslast Haut Viruslast Kieme

100.000.000 [ = === === === === === m e mm——m e 100000000
S H

o 10.000.000 2 10.000.000
E o
o 3
wn ~N

~ 1.000.000 o  1.000.000
e E
o =
c 2

8 100.000 2 100000
g =
- 5

H 10.000 3 10.000
o @
o =
= 2

K 1.000 g 1.000
3
H 3

K3 100 2 100
z &

<) 10 z 10
5 g

g 1 < 1

Tag 2 Tags Tag 2 Tag5s
m Betrieb A ®Betrieb B ™ Betrieb K m Betrieb A m Betrieb B m Betrieb K
Viruslast Niere Viruslast Gehirn
100.000.000 [=============-=------e-me-s-meememe-meemmesmeseme——e-==a. 100,000,000 [ = = = = = = = = = = = = = =
S z
3 g
¥ 10000000 [-==-======= == eemeemem——e——————- W 10.000.000 [F---=-==== === === m e e

o o
= ]

g 1.000.000 9 1.000.000
a a
5 K

q 100,000 2 100.000
2 2
5 5

a 10.000 8 10.000
@ o
3 H
= =

£ 1.000 E 1.000
!_ o
& 2

) ” 100
> 100 E
5 3

% 10 z 10
H H

1 1

Tag 2 Tag5 Tag 2 Tag5
m Betriecb A mBetrieb B m Betrieb K W Betrieb A ™ Betriecb B ™ Betrieb K

Abbildung 28: KHV-Viruslasten in Geweben von Karpfen nach einem Monat Beckenhaltung aus ei-
nem KHV Risikogebiet (Betrieb A und B) im Vergleich zu Karpfen von Laichern ohne KHV Historie
(Betrieb K) am Tag 2 und 5 nach Infektion mit einem virulenten polnischen KHV-Isolat. Unterschied-
liche Buchstaben uiber den Saulen zeigen signifikante Unterschiede zwischen Versuchsgruppen an.
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6 Beantwortung der Forschungsfragen und Schlussfolgerungen fur die
teichwirtschaftliche Praxis

6.1 Sind die Laichfischbestande in Unternehmen, die mehrere Jahre einem hohen
Feldvirusdruck ausgesetzt waren, nachweislich latent mit dem KHV infiziert?

In Kiemenproben von Laichkarpfen aus zwei Betrieben (A und B) aus einem KHV Risikogebiet konnten
bei einigen Karpfen KHV-spezifische DNA-Sequenzen in geringer Kopienzahl nachgewiesen werden. Bei
Laichfischen aus Betrieb A und B wurden sowohl in 2020 als auch in 2021 jeweils nur einzelne Karpfen
aus einer Kohorte von 60 bzw. 83 Fischen eindeutig als KHV-positiv befunden. Bei diesen Karpfen wurden
KHV-spezifische DNA-Sequenzen in beiden Reaktionsansatzen aus der Kiemenprobe gefunden. Dartiber
hinaus wurde in beiden Betrieben bei weiteren Karpfen jeweils in nur einer der beiden Reaktionsansatze
aus der Kiemenprobe KHV-spezifische DNA nachgewiesen. Ein vergleichbares Ergebnis wurde bei der
Untersuchung von Serumproben aus den Laichkarpfen auf Serum-neutralisierende Antikorper (SNT) er-
zielt. Die Mehrzahl der Serumproben aus beiden Betrieben enthielt in beiden Versuchsjahren bei einem
SNT-Titer von 1:20 bis 1:40 keine die Replikation des KHV neutralisierenden Antikorper. Lediglich das
Serum einiger Karpfen wies mit einem SNT-Titer von 1:160 oder 1:320 eindeutig eine Virus-hemmende
Aktivitat auf, wahrend das Serum von weiteren Karpfen mit einem SNT-Titer von 1:80 eine nur geringe
neutralisierende Aktivitat zeigte. Die Virusnachweise und der eindeutig positive Nachweis neutralisieren-
der Antikdrper im Serum erfolgte in der Regel nicht bei den gleichen Individuen. Lediglich bei einem Indi-
viduum war sowohl der Virusnachweis als auch der SNT positiv. Auch konnten in den beiden aufeinander
folgenden Jahren virus-spezifische DNA oder neutralisierende Antikorper in der Mehrzahl der Falle nicht
wiederholt bei den gleichen Individuen festgestellt werden.

Die Arbeitshypothese, dass durch den Laichvorgang die Virusausscheidung erneut verstarkt wird, wurde
in dieser Studie nur in Einzelfallen bestatigt.

Diese Befunde lassen den Schluss zu, dass die Laichfisch-Population in beiden Betrieben latent mit KHV
infiziert war, dass allerdings in der Mehrzahl der Karpfen eine sehr geringe Viruslast vorlag, die nicht in
jedem Fall durch eine molekularbiologische Untersuchung einer Kiemenprobe entdeckt werden konnte.
Der geringe Titer neutralisierender AntikGrper im Blut 1&asst vermuten, dass eine aktive Kontrolle der Virus-
vermehrung bereits langere Zeit zurtick lag.

Diese Beobachtung bestatigt Befunde von MEYER (2007), die eine Kohorte von 12 latent mit KHV infizier-
ten Karpfen Uber einen langeren Zeitraum beobachtete und verschiedenen Stress-Regimes aussetzte.
Dabei gelang bei allen Karpfen der Nachweis der Virusinfektion und es kam zu einer Ausscheidung des
Virus, allerdings in sehr unregelmaRigen Abstanden (MEYER 2007).

Somit kann festgehalten werden, dass Laichfische aus KHV-Risikogebieten (vergl. Betrieb A und B) mit
KHV infiziert sind, dass allerdings die Viruslast dul3erst gering sein kann und die Infektion in der Routine-
Diagnostik damit unentdeckt bleiben kann.
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6.2 Ist die Infektion von Laichkarpfen serologisch nachweisbar?

Wie oben ausgefiihrt, war im Serum der Laichkarpfen, die nur eine sehr geringe Viruslast aufwiesen, der
Titer von Virus neutralisierenden Antikdrpern sehr gering oder nicht nachweisbar. Es wurden bei einigen
Laichfischen aus dem KHV-Risikogebiet (Betrieb A und B) erhohte Titer neutralisierender Antikorper nach-
gewiesen. Allerdings wurden im vorliegenden Fall bei Karpfen, die in der molekularbiologischen Unter-
suchung als ,KHV-infiziert* oder als ,fraglich mit KHV infiziert* identifiziert wurden, nur in einzelnen Fallen
erhohte Titer neutralisierender Antikorper gefunden. Somit muss aufgrund dieser Befunde festgestellt wer-
den, dass wegen der sehr geringen Viruslast in den Laichfischbestanden weder mit molekularbiologischen
noch serologischen Methoden ein sicherer Nachweis der KHV-I bei einzelnen Individuen moglich ist. Auf
Bestandsebene ist der Nachweis einer latenten KHV-I jedoch mit einer angemessenen Probenzahl (mindes-
tens 30 Fische) maoglich.

6.3 Entspricht das nachgewiesene Virusgenom der in Deutschland zirkulierenden
KHV-Variante?

Die Viruslasten in den als positiv befundeten Karpfen waren sehr gering, so dass nach Abschluss der PCR

nur eine sehr geringe Menge eines Amplifikationsproduktes mit KHV-spezifischen Sequenzen vorlag. Aus

diesen Produkten liel sich trotz mehrfacher Bemiihung keine Nukleotidsequenz identifizieren. Somit konnte

diese Forschungsfrage nicht beantwortet werden.

6.4 Ist bei infizierten Laichkarpfen das Virus auch in den Geschlechtsprodukten
(Eiern und Spermien) nachweisbar?

Von Laichkarpfen aus beiden Betrieben aus dem KHV-Risikogebiet wurden in beiden Untersuchungs-
jahren Spermien, Eier, befruchtete Eier und geschlipfte Larven auf KHV-spezifische Genomsequenzen
untersucht. In allen Probenarten konnten in einzelnen Proben KHV-Genomsequenzen in geringer Ko-
pienzahl detektiert werden, in der Mehrzahl der untersuchten Proben war das KHV-Genom allerdings
nicht nachweisbar. Somit muss festgestellt werden, dass Eier, Spermien und befruchtete Eier von latent
mit KHV infizierten Laichkarpfen zwar Uberwiegend nicht infiziert sind, dass allerdings das Risiko be-
steht, dass Geschlechtsprodukte und befruchtete Eier von latent mit KHV infizierten Laichkarpfen das
Virus tragen kénnen.

Es konnte nicht abschlieliend ermittelt werden, ob es sich bei den in geringer Menge nachgewiesenen
KHV-Genomsequenzen um eine oberflachliche Kontamination der Geschlechtsprodukte oder um eine tat-
sachliche vertikale Infektion handelt.

6.5 Findet eine Infektion der Brut durch latent infizierte Laichkarpfen statt?

In dieser Studie wurde in zwei Betrieben aus dem KHV-Risikogebiet (Betrieb A und B) in zwei aufeinander
folgenden Jahren in einem naturlichen Laichakt Karpfenbrut von latent mit KHV infizierten Laichkarpfen
erzeugt. Obwohl sowohl bei den Laichkarpfen, als auch bei den Geschlechtsprodukten und den befruch-
teten Eiern in Einzelfallen KHV-spezifische Genomsequenzen nachgewiesen wurden, waren die so er-
zeugten Nachkommen in vielfachen PCR-Untersuchungen KHV-negativ. In beiden Jahren wurden bei den
untersuchten frisch geschlupften Briatlingen nur in Einzelféllen fragliche Befunde erhoben, bei den vorge-
streckten Karpfen jedoch keine KHV-spezifischen Genomsequenzen detektiert. Zudem wurden in den
Laichkammern oder wahrend der Aufzuchtphase keine Phasen erhéhter Mortalitat bei den Britlingen be-
obachtet. Auf der Grundlage dieser Beobachtungen kann geschlussfolgert werden, dass aus Brut von
latent infizierten Laichkarpfen KHV-freie Satzkarpfen aufgezogen werden kdnnen, die jedoch weiterhin fur
eine KHV-I empfanglich sind und dadurch bedingte Verluste auftreten kdnnen. Hat sich in der Nachkom-
menschaft gegentuber dem Virus bereits eine Resistenz aufgebaut?
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In insgesamt drei Infektionsversuchen wurden Nachkommen von latent mit KHV infizierten Laichkarpfen
mit einem virulenten KHV-Isolat infiziert. Die Infektionsversuche erfolgten einen, drei bzw. neun Monaten
nach Aufnahme in die Beckenhaltung. EinschlieRlich der einmonatigen Vorstreckphase in der VTA Ko&-
nigswartha waren die infizierten Karpfen dann zwei, vier bzw. zehn Monate alt. In allen Infektionsversu-
chen konnten die Fische, die von latent mit KHV infizierten Laichern abstammten, mit dem Virus infiziert
werden und sie entwickelten eine typische Koi-Herpesvirose. Dieses ist ein weiterer Hinweis darauf, dass
die Brutlinge zuvor nicht mit KHV infiziert waren. In den zwei Infektionsversuchen mit den Karpfen nach
drei und neun Monaten Beckenhaltung aus dem Jahr 2020 waren die Nachkommen von latent infizierten
Laichern in gleicher Weise wie die Kontrolle fir eine KHV-I empfanglich. Gegentiber der Kontrollgruppe
wiesen sie geringere Viruslasten, Symptome und Mortalitaten auf.

In beiden Infektionsversuchen Uberlebte ein groRerer Anteil der Karpfen, die von latent mit KHV infizierten
Laichern abstammte, als bei Nachkommen von Laichfischen ohne KHV-Geschichte. Ein grol3er Anteil der
Karpfenbrut der latent infizierten Laichfische, die die Infektion tberlebten und am Tag 14 nach Infektion
beprobt wurden, hatte zu dem Zeitpunkt relativ geringe Viruslasten in Haut und Kiemen in einem Konzent-
rationsbereich von nur 10" bis 10* KHV-Genomkopien pro 250 ng DNA. Dieses lag deutlich unter der
Viruslast von an KHV-I verstorbenen Karpfen mit 10° bis 107 KHV-Genomkopien pro 250 ng DNA aus
Hautgewebe. Diese Beobachtungen unterstreichen, dass bei Nachkommen von Laichkarpfen, die bereits
Kontakt mit dem KH-Virus hatten, eine hdhere Resistenz gegenuber einer KHV-| vorliegt.

Im Infektionsversuch mit Karpfen nach einem Monat Beckenhaltung aus dem Jahr 2021 verstarben alle
infizierten Fische, auch die Nachkommen von latent mit KHV infizierten Laichern. Bei der Betrachtung der
Viruslasten in den Geweben der verstorbenen Karpfen fiel auf, dass in den ersten Tagen nach der Infektion
(insbesondere an Tag 6), eine groRere Anzahl von Karpfen aus dem Betrieb A verstarb, die nur sehr
geringe Viruslasten aufwiesen. Bei Karpfen aus dem Betrieb A wurde dann zusatzlich zu KHV eine Infek-
tion mit dem CEV nachgewiesen. Dass dieses Virus flr einen Teil der beobachteten Mortalitaten verant-
wortlich war, wird an der Mortalitdtskurve von Becken 1 (Abbildung 26) deutlich. Das Wasser in diesem
Becken wurde, nachdem eine Infektion mit CEV bei verstorbenen Karpfen nachgewiesen worden war, mit
0,5 % Kochsalz versetzt — eine Therapie, die zur Behandlung der durch CEV verursachten Schlafkrankheit
der Koi und Karpfen (Cyprinus carpio) empfohlen wird. In diesem Becken liel3 sich anschlief3end ein ver-
zogerter Verlauf der Mortalitat bei den Fischen aus Betrieb A beobachten (Abbildung 26). Somit beschrei-
ben die Ergebnisse aus dem Infektionsversuch mit einem Monat alten Karpfenbritlingen eine Infektion bei
Interaktion von zwei Viren, die beide zu Sterblichkeiten bei Karpfen fihren und widersprechen nicht den
Ergebnissen der friiheren Infektionsversuche, in denen die Karpfenbrut von latent mit KHV infizierten Lai-
chern eine héhere Resistenz gegenlber der KHV-I aufwiesen.

Um einen moglichen Eintragsweg der Infektion mit CEV zu identifizieren, wurde die Nukleotid-Sequenz
eines Fragmentes des P4a Gens des CEV bestimmt. Diese Sequenz stimmte mit Sequenzen Uberein, die
in friheren Untersuchungen von Karpfen aus sachsischen Teichwirtschaften isoliert wurden.
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6.6 Konnen unter bestimmten Bedingungen die potenziell KHV-positiven Laich-
fischbestande wahrend der SanierungsmaRnahmen erhalten werden?

Nach den Ergebnissen dieser Studie kdnnen Laichfischbestande, die aus KHV-Risikogebieten stammen

und wahrend ihres Lebens potenziell Kontakt mit dem KHV hatten, fur die Reproduktion von Karpfenbrut

fur KHV-Risikogebiete erhalten werden, insbesondere wenn eine Sanierung des eigenen Betriebes auf

Grund der regionalen KHV-Seuchenlage in absehbaren Zeitrdumen wirtschaftlich nicht mdglich ist.

Bei potenziell KHV-positiven Laichfischen handelt es sich um an die értlichen Bedingungen gut angepasste
Elterntiere, deren Brut gegen einen hohen Feldvirusdruck durch eine hdhere Resistenz besser geschitzt
sein kann.

Unabhangig von einer moglichen KHV-Sanierung des eigenen Betriebes kdnnen somit diese ortlich ange-
passten Laichfischbestande trotz latenter KHV-I als genetische Ressource erhalten werden. Die in natur-
nahen Verfahren im Laichteich erzeugte Brut sollte ausschlieRlich als Besatz im eigenen Betrieb bzw. in
raumlich nahe gelegenen Betrieben mit gleichem Seuchenstatus eingesetzt werden.

6.7 Welche Konsequenzen ergeben sich aus den Ergebnissen fiir die Seuchen-
bekampfung?

Eine Viruserkrankung wie die KHV-I des Karpfens kann mittels klassischer Methoden der Fischseuchen-

bekampfung (Abfischen, Desinfektion, Neubesatz mit virusfreien Fischen) erfolgreich und nachhaltig zu-

rickgedrangt werden. Das belegen die Ergebnisse der KHV-I-Sanierung in zahlreichen Teichwirtschaften

im Freistaat Sachsen.

In den Uber Wasserlaufe eng vernetzten und rdumlich eng nebeneinander agierenden Unternehmen der
Karpfenteichwirtschaft in der Oberlausitz ist das KHV schwieriger zurickzudrangen. Wegen der raumli-
chen Nahe der einzelnen Teichgruppen und der Betriebsgrenzen, die im Extremfall nur durch einen Teich-
damm festgelegt sind, ist bei akutem Krankheitsausbruch kaum zu vermeiden, dass infizierte moribunde
oder frisch tote Fische von Teich zu Teich durch verschiedenste Pradatoren auch Uber Betriebsgrenzen
hinaus verbreitet werden.

Die in der vorliegenden Studie Uber natirliche Laichverfahren erzeugte Karpfenbrut von latent mit KHV
infizierten Laichkarpfen aus Seuchenbetrieben war nicht mit KHV infiziert. Bei allen Nachkommen, die
nach Aufnahme der Karpfen in die Fischhaltung der Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung der TiHo
Hannover untersucht wurden, sowie bei allen in den nachfolgenden Infektionsversuchen als nicht infizierte
Kontrollfische untersuchten Karpfen konnten KHV-spezifische Genomsequenzen nicht nachgewiesen
werden. Auch konnte eine Ubertragung des Virus auf Briitinge aus einem Bestand ohne KHV-Historie
nicht beobachtet werden. Somit kann geschlussfolgert werden, dass im natirlichen Laichverfahren mit
latent KHV infizierten Laichkarpfen KHV-freie Karpfenbrut erzeugt werden kann, von der dann keine In-
fektionsgefahr fur nicht infizierte Karpfenbestande ausgeht. Es wurde jedoch in Geschlechtsprodukten,
befruchteten Eiern und Larven in Einzelféllen KHV in geringer Menge nachgewiesen, sodass ein Restrisiko
fur die Infektion erhalten bleibt. Deshalb ist es auch bei dieser Verfahrensweise erforderlich, den KHV-
Status der Satzkarpfenbestédnde regelmafig zu tUberprifen. Wird bei diesen Untersuchungen eine KHV-I
nicht nachgewiesen, ware es moglich, mit der Nachkommenschaft aus latent infizierten Laichkarpfenbe-
stdnden eine stabile, zunachst KHV-freie Satzkarpfenproduktion flir die Versorgung regionaler Betriebe
zu erreichen.
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Die Grundsatze der betrieblichen Vorsorge, wie die Einhaltung von Biosicherheitsmaflinahmen (u. a. Kon-
trolle des Uberbetrieblichen Satzfischhandels, betriebsinterne Desinfektionsregeln, Teichhygienemalinah-
men) sind weiter zu beachten. Bei Abgabe der aus latent infizierten Laichern stammenden Brut hat ein
Hinweis an den Kaufer zu erfolgen

Der Erhalt von Laichkarpfenbestéanden, die im Verlauf ihres Lebens bereits Kontakt mit dem KHV hatten,
kann in Endemiegebieten sinnvoll sein. Die Brut solcher Laichkarpfen kann fur den eigenen Betrieb das
am besten geeignete Besatzmaterial sein. Diese Karpfenbrut weist nach der vorliegenden Studie eine
hdhere Resistenz gegeniber der KHV-I auf.

Obwohl eine vertikale Ubertragung des Virus wohl nicht stattfindet, sollte allein aus Griinden der Vorsorge
Brut dieser Laichfische aber nicht in bisher KHV-freien Betrieben als Besatzmaterial verwendet werden.

Ob Uberlebende Karpfen aus akut und verlustreich an KHV erkrankten Bestanden gezielt als Nachwuchs-
laichfische ausgewahlt werden, entscheidet die jeweilige Sanierungsstrategie des Betriebs. Es darf nicht
unterschatzt werden, dass die Nachkommen dieser Elterntiere empfanglich fir eine Feldvirusinfektion
bleiben und KHV-bedingte Verluste ausbilden kénnen.

KHV-freie Gebiete missen nach wie vor durch Pravention geschiitzt und bei eventuellem Seuchenaus-
bruch durch klassische Methoden der Seuchenbekampfung saniert werden. Die Verwendung von Brut aus
latent infizierten Laichfischbestanden ist abzulehnen.

In KHV-Endemiegebieten ohne Aussicht auf erfolgreiche Tilgung kdnnte jedoch die Arbeit mit latent
KHV-infizierten Laichfischen ein Baustein fiir das Uberleben von durch das KHV stark beeintrachtigten
Karpfenteichwirtschaften sein.
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Anhang

Tabelle A 1: Ubersicht iiber den KHV-Genomnachweise in Laichkarpfen und Geschlechtsprodukten
von individuellen Laichern aus Betrieb A im KHV-Endemiegebiet in den Jahren 2020 und 2021.

Abfischung Ablaichen Abfischung Ablaichen
21.04.2020 30.05.2020 15.04. 2021 04.06. 2021

Chip- Probe Probe
E":&_ Ge- Kiemen | SNT | Kiemen| Milch/ | Kiemen| Milch- | SNT | Kiemen- | Milch/
ziffer | schlecht | -Probe Titer -probe | Rogen | -probe | probe | Titer probe |Rogen
3617 m neg -
3618 m neg 20 neg
3625 m neg 20 neg neg
3633 m neg 20 neg neg
3634 m neg 80
3662 m neg 20 neg neg
3678 m neg - neg neg
3685 m neg 40
3686 m neg 40
3691 m neg 20
3692 m frag 80 frag neg
3693 m neg 20 neg neg
3694 m neg 80
3695 m neg 20 neg neg
3696 m neg 20 neg neg
3697 m neg 20 neg neg
3698 w neg 20 neg neg
3699 w neg 20
3700 w neg 20 neg neg
3701 w neg 20 neg neg
3702 w neg 20
3705 w neg 20 neg frag
3706 w frag 20 neg neg
3708 w neg 20 neg
3709 w neg 20 neg
3710 w neg
7405 m neg neg 20
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Chip-

Nr.

End- | Ge- Abfischung Ablaichen Abfischung Ablaichen

ziffer | schlecht 21.04.2020 30.05.2020 15.04. 2021 04.06. 2021

Probe Probe

Kiemen | SNT | Kiemen| Milch/ | Kiemen| Milch- | SNT | Kiemen- | Milch/
-probe Titer -probe | Rogen | -probe | probe | Titer probe |Rogen

7426 m neg 20 neg neg neg 20 neg

7427 m neg 20 neg neg neg 40 neg

7430 m neg 20 neg neg 80 neg

7431 m neg 20 neg neg 20 frag neg

7440 m neg 20 neg neg 20

7441 m neg 20 neg neg neg 20 neg

7444 m neg 20 neg neg 20 neg neg

7445 m neg 20 neg neg neg 20 neg neg

7460 m neg 20 neg neg neg 20 neg neg

7466 m neg 20 neg neg

7467 m neg 20 neg neg neg 20 neg neg

7468 m neg 20 neg neg neg 20 neg

7469 m neg 20 neg neg neg neg 20 neg

7472 w neg 20 neg neg 20 neg

7473 m neg 20 neg - 20 neg

7476 m neg 20 neg neg neg 20 neg neg

7477 m neg 20 neg neg neg 20 neg neg

7480 m neg 20 neg neg 20 neg neg

7481 m -I 20 neg neg neg - neg neg

7484 m neg 20 neg neg frag 20 neg

7488 m neg 20 neg neg 20 neg neg

7489 m neg 20 neg neg frag neg

7491 m neg 20 neg neg frag 20 neg neg

7493 m neg 40 - neg neg 20 neg

7496 m neg 20 neg

7497 m neg 20 neg neg 20 neg

7498 m neg 20 neg neg 20

7499 m neg 20 neg neg - neg

7500 m neg 20 neg neg 20 neg neg

7501 m neg 20 neg neg neg
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7502 m neg 20 neg 80 neg neg

Chip-

Nr.

End- Ge- Abfischung Ablaichen Abfischung Ablaichen

ziffer | schlecht 21.04.2020 30.05.2020 15.04. 2021 04.06. 2021

Probe Probe

Kiemen | SNT | Kiemen | Milch/ | Kiemen| Milch- | SNT | Kiemen- | Milch/
-probe Titer -probe | Rogen | -probe | probe | Titer probe |Rogen

7504 m neg 20 neg neg

7505 m neg 20 neg neg neg

7517 m neg 20 neg neg 20 neg neg

7520 m neg 40 neg neg 20 neg neg

7521 m neg 20 neg neg neg 20 neg

7530 m neg 20 neg neg - neg neg

7536 m neg 20 neg neg 20

7538 m neg ﬁ neg neg neg 20 neg neg

7540 w neg 20 neg neg 20

7541 w neg 20 neg

7544 w neg 20 neg neg 20 neg

7545 w neg 20 neg neg neg

7548 w neg 20 neg frag

7549 w neg 20 neg

7554 w neg 20 neg neg 20 neg neg

7555 w frag 20 neg - neg

7558 m neg 20 neg neg 20 neg

7569 w frag 20 neg neg 20 neg neg

7570 w neg 20 neg neg 20 neg

7571 w neg 20 neg neg 20 neg

7572 w -I 20 neg neg 20

7573 w neg 20 neg neg 80 neg

7577 w neg 20 neg neg 40 neg

7578 w neg 40 neg neg

7579 w neg 20 neg neg neg 20 neg neg

7581 w neg 20 neg neg 20 neg neg

7798 w neg 20 neg neg - 20 neg neg

7830 w neg 20 neg neg 20 neg frag

7831 w neg 20 neg neg 20 neg neg

9136 m neg neg 20
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Anmerkungen: Geschlecht: m: mannlich, w: weiblich, KHV-Nachweis: neg: negativ, kein Genomnachweis in der PCR sowie ein
SNT-Titer von 1:20 oder 1:40. Frag: KHV-Nachweis fraglich, KHV-Genomnachweis in nur einer Probe des PCR-Doppelan-
satzes oder ein SNT-Titer von 1:80, pos (oder Ziffer): positiv, KHV-Genomnachweis in beiden Proben des PCR-Doppelan-
satzes. Leere Zellen: keine Probe.

Tabelle A 2: Ubersicht iiber den KHV-Genomnachweise in Laichkarpfen und Geschlechtsproduk-
ten von individuellen Laichern aus Betrieb B im KHV-Endemiegebiet in den Jahren 2020
und 2021.

Abfischung Ablaichen Abfischung Ablaichen
15.04.2020 25.05.2020 23.04.2021 28.05. 2021

Chip- Kiemen-| SNT | Kiemen-| Probe | Kiemen-| Milch- | SNT |Kiemen-| Probe
Nr. probe Titer probe | Milch/ | probe | probe | Titer probe | Milch/
EirfIf(:-r scI?IZ;:ht AL Rogen
3330 m neg 20 neg neg neg frag 20 neg neg
3333 m neg 20 neg neg neg neg 20 neg neg
3334 m neg 20 neg pos neg neg 20 neg neg
3335 m neg 20 neg neg neg neg 20 neg neg
3336 m neg 20 neg frag neg 20 neg neg
3337 m neg 20 neg neg neg neg 20 neg neg
3338 m neg 20 neg neg neg neg 20 neg neg
3341 m neg 40 neg pos neg neg 20 neg neg
3342 m neg 80 neg pos neg 20 frag neg
3343 m neg 40 neg neg neg neg 20 neg neg
3345 m neg 20 neg neg 80 neg frag
3380 m neg 20 neg neg neg neg -I frag neg
3416 m frag 20 neg neg
3418 m neg 20 neg neg neg neg 20 neg neg
3449 m neg 80 neg neg neg neg 80 neg neg
3451 m neg 20 neg neg
3477 m neg 40 neg neg neg neg 20 neg frag
3479 m neg 80 neg neg frag neg 40 neg neg
3483 m neg 20 neg neg neg neg 20 neg neg
3485 m neg 20 neg neg
3711 m neg neg 20 neg neg
3712 w neg 40
3713 w neg 40 neg neg
3714 w neg 20
3715 m frag neg
3716 w neg 20 neg neg
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Abfischung Ablaichen Abfischung Ablaichen
15.04.2020 25.05.2020 23.04.2021 28.05. 2021

Chip- Kiemen-| SNT | Kiemen-| Probe | Kiemen-| Milch- | SNT |Kiemen-| Probe
Nr. probe Titer probe | Milch/ | probe | probe | Titer probe | Milch/
EirfIf(:-r scI?IZ;:ht AL Rogen
3717 m frag 20
3718 m neg neg 20 neg neg
3719 m neg neg 20 frag neg
3720 m - neg | 20
6154 m neg 80 neg neg neg neg 80 neg neg
6303 m neg 20 neg neg neg 40 neg neg
6308 m neg 20 neg neg neg neg 20 neg neg
6307 m neg 20 neg neg neg neg 20 neg neg
6313 m neg 20 neg neg neg neg 20 neg neg
6314 m neg 80 neg neg frag frag 80 neg neg
6316 m neg 20 neg -I
6317 m neg 20 neg neg
6318 m neg 20 neg neg neg 80 neg frag
7358 m - 20 neg neg neg 80 neg neg
7359 m neg 20 neg neg neg neg 20 neg neg
7364 m neg 40 neg neg neg neg 20 neg neg
7365 m neg 20 neg neg neg frag 20 neg neg
7366 m neg 20 neg neg neg neg 20 neg neg
7367 m neg 20 neg neg neg neg 40 neg neg
7368 m neg 20 neg neg neg neg 20 neg neg
7369 m neg 20 neg neg neg neg 20 neg neg
7370 m neg 20 neg -I
7372 m neg 80 neg neg neg neg 20 neg frag
7373 m neg 40 neg neg neg neg 20 neg neg
7382 w neg 20 neg neg
7383 w neg 20 neg neg neg 20 neg neg
7385 w neg 20 neg neg neg 20 neg frag
7386 w neg 20 neg neg neg 20 neg
7387 w neg 20 neg neg neg 20 neg
7388 w neg 20 neg neg neg 20 neg
7389 w neg 20 neg neg neg 20
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Abfischung Ablaichen Abfischung Ablaichen
15.04.2020 25.05.2020 23.04.2021 28.05. 2021

Chip- Kiemen-| SNT | Kiemen-| Probe | Kiemen-| Milch- | SNT |Kiemen-| Probe
Nr. probe Titer probe | Milch/ | probe | probe | Titer probe | Milch/
Eili:f(;-r scl?I:;:ht AL Rogen
7394 w neg 20 neg neg
7395 w neg 20 neg
7397 w neg 20 neg neg neg 80 frag
7398 w neg 20 neg neg neg 20 neg
7399 w neg 20 -I neg neg 20 neg neg
7412 w neg 40 neg neg neg 20 neg neg
7413 w neg 20 neg neg neg 20 neg neg
7415 w neg 20 neg neg neg -I neg neg
7416 w neg 20 neg
7417 w pos 20 neg neg
7420 w neg 20 neg neg 20 neg neg
7421 w neg 20 neg neg neg 20 neg neg
7422 w neg 20 neg frag 20 neg frag

Anmerkungen: Geschlecht: m: mannlich, m: weiblich, KHV-Nachweis: neg: negativ, kein Genomnachweis in der PCR sowie ein
SNT-Titer von 1:20 oder 1:40. Frag: KHV-Nachweis fraglich, KHV-Genomnachweis in nur einer Probe des PCR-Doppelan-
satzes oder ein SNT-Titer von 1:80, pos (oder Ziffer): positiv, KHV-Genomnachweis in beiden Proben des PCR-Doppelan-
satzes. Leere Zellen: keine Probe.
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