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Ansteckende Blutarmut der Lachse (Infectious Salmon Anemia, [SA)

1. Charakterisierung der Infektion

1.1 Erreger

Die Infektiose Anamie (Infectious Salmon Anemia, ISA) ist eine Infektionskrankheit der Atlantischen Lachse
(Salmo salar) und wird durch ein Orthomyxovirus, dem ISA-Virus (ISAV), verursacht. In Kanada wurde ISA
ursprunglich als ,,Hamorrhagisches Nieren Syndrom (HKS)“ beschrieben. Infizierte Lachsbestande sind in Ka-
nada, Norwegen, den USA, den Faroer- und den Shetland-Inseln, in Schottland und in Chile sowie in Irland
bei im Salzwasser lebenden Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) nachgewiesen worden. 2001 wurde
in Chile ein ISA-Ausbruch beim pazifischen Silberlachs (O. kisutch) bestatigt. Weiterhin konnte ISAV aus der
Meerforelle (Salmo trutta trutta) und dem Atlantischen Hering (Clupea harengus) isoliert werden. Diese
Fischarten erkranken wie die Regenbogenforelle nicht, kénnen aber als Ubertriger des Virus fungieren. Nach
der Aquakultur-Richtlinie 2006/88/EG (1) sind Regenbogenforelle, Atlantischer Lachs und Bachforelle emp-
fangliche Arten. Ein natirliches Reservoir des ISAV ist bisher nicht bekannt.

Eine Ausbreitung des Virus als eine Folge von subklinischen Infektionen der ,,Smolt“-Lachse erfolgte nach-
weisbar von Farm zu Farm durch Wellboats (Schiffe zum Transport oder zur Haltung von Fischen) bzw. von
Schlachthausern oder der Fischindustrie dann, wenn Fische transportiert oder Organmaterial ISA-infizierter
Tiere und unbehandeltes Abwasser direkt ins Meer eingeleitet wurden.

Zu den Umweltfaktoren, die die Infektion beeinflussen, zahlen in latent infizierten Populationen verschie-
dene Stressfaktoren, wie z. B. Behandlungen gegen Fischlause oder Cestoden, aber auch gegen andere In-
fektionskrankheiten. Diese Belastungen konnen zwei bis drei Wochen spater zu einem ISA-Ausbruch fuhren.

Deutschland wurde beziiglich ISA 2009 von der EU-Kommission als seuchenfrei erklart (Entscheidung
2009/177/EG).

Die ISA wird durch ein behiilltes Virus hervorgerufen, welches morphologische, biochemische und genomi-
sche Eigenschaften der Orthomyxoviren besitzt. Die Krankheit ist aber als nicht exotische Krankheit im An-
hang IV der Aquakultur-Richtlinie 2006/88/EG (1) aufgefiihrt. Laborarbeiten mit ISAV sollten unter L2-Be-
dingungen nur mit zusatzlichen Auflagen (eingeschrankter Personenverkehr, zwei Tage kein Kontakt zu Nutz-
fischen) gestattet werden. Fur Tierversuche werden L3-Bedingungen empfohlen.

Nach derzeitiger Rechtslage sind nur noch hochpathogene HPR-Del (Deletion in der hoch-polymorphen Re-
gion des Haemagglutininesterase-Gens), jedoch nicht mehr die apathogenen undeletierten HPR-0-Stamme
des ISAV von seuchenrechtlicher Relevanz.

Die Inzidenz der ISA kann erfolgreich durch die Einfiihrung von allgemeinen MaBnahmen, wie der Reglemen-
tierung des Fischtransports, einer obligatorischen Kontrolle der Bestande und der Schlachthauser, reduziert
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werden. Gleichzeitig mussen spezifische MaBnahmen festgelegt werden, die infizierte, infektionsverdach-
tige und deren benachbarte Betriebe betreffen. Die Schlachthaushygiene, das Rein-Raus-Prinzip in produ-
zierenden Farmen sowie die Desinfektion von Abwassern aus Farmen, Schlachthausern und der fischverar-
beitenden Industrie missen ebenfalls in die Bekampfung mit einbezogen werden.

1.2 Klinische Symptomatik

Klinisch ist die systemische und letal verlaufende Viruserkrankung durch Anamie, Ascites, geschwollene und
vergroBerte Leber (sehr dunkel) und Milz, aber auch durch petechiale Blutungen im Peritoneum gekenn-
zeichnet. Blutungen wurden ebenfalls im Auge beobachtet. Typische histopathologische Befunde sind dege-
nerative und nekrotische Veranderungen in den Leberzellen sowie tubulare Nekrosen und Blutungen in der
Niere. Die Erkrankung tritt meist bei Fischen auf, die im Salzwasser gehalten wurden bzw. Salzwasser aus-
gesetzt waren. Es haufen sich aber die Berichte Uber das Auftreten der ISA bei im SiuBwasser gehaltenen
Lachsen. In der Regel verbreitet sich das Virus dort langsam und besitzt nur eine geringe Virulenz, wohin-
gegen Ausbruche im Salzwasser durch eine hohe Mortalitat gekennzeichnet sind.

1.3 Differentialdiagnose

Differentialdiagnostisch sind alle mit Anamie und erhohter Sterblichkeit einhergehenden Erkrankungen emp-
fanglicher Arten in Betracht zu ziehen. Weitere differentialdiagnostische Kriterien sind im "Diagnostic Ma-
nual for Aquatic Animal Diseases” der OIE zu finden.

1.4 Diagnostische Indikation

In Abhingigkeit von der Art der Uberwachung oder, wenn als Ergebnis der klinischen und pathologisch-
anatomischen Untersuchung oder auf Grund epidemiologischer Erhebungen der Verdacht des Ausbruchs der
ISA geauBert wird, sind Fische an die zustandige diagnostische Einrichtung zur virologischen Priifung einzu-
senden. Ein weiterer diagnostischer Indikator kann Tierverkehr sein.

1.5 Zustandige Untersuchungseinrichtung

= Benannte Untersuchungseinrichtungen der Bundeslander
=  Friedrich-Loeffler-Institut, Nationales Referenzlabor fur ISA,
Sudufer 10, 17493 Greifswald-Insel Riems, Tel. +49 38351-7-1175

= EU Referenzlabor fiir Fisch- und Krebstierkrankheiten, BFU-National Veterinarylnstitute, Sectionfor

DTU National Institute of Aquatic Resources (DTU Aqua), Kemitorvet, building 202, 2800 Kgs. Lyngby,
Denmark, Phone: +45 25 52 05 80
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Die Diagnostik zum Nachweis der Erregerfreiheit fur die Erklarung der Seuchenfreiheit von Zonen bzw. Kom-
partimenten (Aquakulturbetriebe), zur Uberwachung der Seuchenfreiheit bzw. zur Bestitigung oder Aus-
schluss eines ISA-Verdachts wird in den benannten Untersuchungseinrichtungen der Bundeslander durchge-
fuhrt. Deutschland gilt gemaB der Entscheidung 2009/177/EG als ISA-frei. Die Bestatigung eines Primaraus-
bruches erfolgt am NRL fiir ISA (NRL-ISA) des Friedrich-Loeffler-Instituts.

1.6 Rechtsgrundlagen

ISA ist eine anzeigepflichtige Tierseuche. Die Diagnose und Bekampfung der ISA ist in Deutschland seit dem
1. April 2016 durch den Durchfiihrungsbeschluss (EU) 2015/1554 naher geregelt. Dieser Durchfiihrungsbe-
schluss ist fur die Diagnose der ISA in der Bundesrepublik Deutschland verbindlich und dient daher der Er-
stellung der im Tierseuchenbekampfungshandbuch gegebenen methodischen Hinweise. Eine Anleitung zur
Diagnose der ISA findet man auch im "Diagnostic Manual for Aquatic Animal Diseases” der OIE in der jeweils
neuesten Fassung.

Den nachfolgenden Kapiteln liegt der Durchfuhrungsbeschluss (EU) 2015/1554 im Wortlaut zu Grunde, wobei
gegebenenfalls Erganzungen vorgenommen wurden.

Weitere Rechtsgrundlagen:

= Aquakultur-Richtlinie 2006/88/EG des Rates vom 24. Oktober 2006 mit Gesundheits- und Hygienevor-
schriften fur Tiere in Aquakultur und Aquakulturerzeugnisse und zur Verhutung und Bekampfung be-
stimmter Wassertierkrankheiten

= Verordnung uber anzeigepflichtige Tierseuchen in der derzeit gliltigen Fassung

= Fischseuchenverordnung (FischSeuchV) in der derzeit gultigen Fassung

= Gesetz zur Vorbeugung und Bekampfung von Tierseuchen (Tiergesundheitsgesetz - TierGesG) in der der-
zeit gultigen Fassung

= Durchflihrungsbeschluss der Kommission 2015/1554 vom 11.09.2015 mit Durchfiihrungsbestimmungen
zur Richtlinie 2006/88/EG hinsichtlich der Anforderungen an die Uberwachung und der Diagnoseme-
thoden

= "Diagnostic Manual for Aquatic Animal Diseases” der OIE in der jeweils aktuellen Ausgabe
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2. Untersuchungsmaterial

Der Betreiber eines Aquakulturbetriebes hat seinen Fischbestand regelmafig durch die zustandige Behorde
und durch die ,,mit der Gesundheit von Wassertieren befassten qualifizierten Dienste“ (in Deutschland sind
das i. d. R. die Fischgesundheitsdienste) klinisch und ggf. auch virologisch untersuchen zu lassen. Die Kon-
trollhaufigkeit ist abhangig von der Einordnung des Aquakulturbetriebes in die Kategorien und der damit
festgelegten Art der Uberwachung laut EU-Richtlinie 2006/88/EG. Sie ist im Anhang |, Teil 3 dieser Richtlinie
festgelegt.

Aufgrund des Seuchenfreiheitsstatus erfolgt die Uberwachung auf ISA in Deutschland jedoch passiv. Die pas-
sive Uberwachung bedeutet eine verbindliche unverziigliche Meldung des Auftretens der ISA oder einer er-
hohten Mortalitat bzw. eines entsprechenden Verdachts. In diesem Falle mussen Gesundheitsuntersuchun-
gen und Laboruntersuchungen eingeleitet werden.

Bei der Beprobung und Laboruntersuchung fiir die Durchfiihrung von Uberwachungs- oder Tilgungsprogram-
men gemal Anhang | Teil 3 des Durchfiihrungsbeschlusses (EU) 2015/1554 oder zur Bestatigung des Vorlie-
gens der ISA oder zur Ausraumung eines Verdachts darauf gemaB Artikel 57 Buchstabe b der Richtlinie
2006/88/EG ebenfalls in Verbindung mit Anhang | Teil 3 des Durchfiihrungsbeschlusses (EU) 2015/1554 sind
die unter den Nummern 1.1, 1.2 und 1.3 ausgeflihrten detaillierten Methoden und Verfahren anzuwenden.

2.1 Diagnosemethoden und amtliche Untersuchungen

2.1.1 Proben

Untersucht werden mussen:
a) Histologie: Kopfniere, Leber, Herz, Pankreas, Darm, Milz und Kieme;
b) Immunhistochemie: Rumpfniere, Herz einschlieBlich Herzklappen und Bulbus arteriosus;
c) RT-gPCR-Analyse:  Rumpfniere und Herz;

d) Zellkultur: Rumpfniere, Herz, Leber und Milz.
Organteile von hochstens funf Fischen konnen gepoolt werden.

2.1.2. Diagnosemethoden fiir die Erlangung oder Erhaltung des Seuchenfreiheitsstatus in Bezug auf die
ISA

Die Diagnosemethode fiir die Erlangung oder Erhaltung des Seuchenfreiheitsstatus in Bezug auf die ISA gemali

den Nummern 1.2 und 1.3 des Durchflihrungsbeschlusses (EU) 2015/1554 ist die RT-qPCR, gefolgt von der
Sequenzierung positiver Proben gemal den in Anhang Il Teil 3 des Durchfuihrungsbeschlusses (EU) 2015/1554
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ausgefuhrten detaillierten Methoden und Verfahren. Ergibt die RT-qPCR einen Positivbefund, so sind weitere
Proben zu untersuchen, bevor erste BekampfungsmaBnahmen gemaB Artikel 28 der Richtlinie 2006 /88/EG
durchgefuhrt werden. Diese Proben sind im Einklang mit den weiter unten aufgefiihrten detaillierten Me-
thoden und Verfahren wie folgt zu untersuchen:

a) Screening der Proben mittels RT-qPCR, einschlieBlich Sequenzierung des HE-Gens zum Nachweis
der HPR-Deletion
und

b) Untersuchung von Gewebepraparaten mittels spezifischer Antikorper gegen ISAV (IHC an fixierten
Gewebeschnitten oder IFAT an Abklatschpraparaten) oder

c) Isolierung und Nachweis des ISAV in einer Zellkultur von mindestens einer Probe von einem belie-
bigen Fisch im Betrieb.

2.1.3 Amtliche Untersuchung und Diaghosemethoden fiir den Ausschluss bzw. die Bestatigung des Vor-
liegens der ISA

Muss ein Verdacht auf ISA gemaB Artikel 28 der Richtlinie 2006/88/EG bestatigt bzw. ausgeraumt werden,
so ist folgendes Untersuchungs-, Probenahme- und Testverfahren anzuwenden:

a) amtliche Untersuchung, die mindestens eine Gesundheitsuntersuchung und eine Beprobung von
zehn moribunden Fischen umfasst, wenn klinische oder postmortale Anzeichen der ISA beobachtet
werden. Werden keine klinischen oder postmortalen Anzeichen der ISA festgestellt, so wird nach
der Gesundheitsuntersuchung eine gezielte Beprobung von mindestens 30 moribunden Fischen oder
soeben verendeten Fischen normaler Verfassung gemaB Nummer I.1 des Durchfiihrungsbeschlusses
(EU) 2015/1554 durchgefuhrt. Die Proben werden gemalB den in Buchstabe b des Durchfiihrungs-
beschlusses (EU) 2015/1554 aufgefiihrten Diagnosemethoden untersucht;

b) ergibt die RT-qPCR einen Positivbefund fiir HPR-deletiertes ISAV, so sind weitere Proben zu unter-
suchen, bevor erste BekampfungsmafBnahmen gemah Artikel 28 der Richtlinie 2006/88/EG durch-
gefuhrt werden. Ein Verdacht auf ISA-Infektion wird unter Verwendung der detaillierten Methoden
und Verfahren in Anhang Il Teil 3 des Durchfihrungsbeschlusses (EU) 2015/1554 nach folgenden
Kriterien bestatigt:

i) Nachweis des ISAV mittels RT-qPCR, einschlieBlich Sequenzierung des HE-Gens zum Nach-
weis der HPR-Deletion, und Nachweis des ISAV in Gewebepraparaten mittels spezifischer
Antikorper gegen ISAV (IHC an fixierten Gewebeschnitten oder IFAT an Abklatschpraparaten)
oder

ii) Nachweis des ISAV mittels RT-qPCR, einschlieBlich Sequenzierung des HE-Gens zum Nach-
weis der HPR-Deletierung und Isolierung und Nachweis des ISAV in einer Zellkultur von min-
destens einer Probe von einem beliebigen Fisch im Betrieb;
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c) werden klinische, pathologisch-anatomische oder histopathologische Veranderungen beobachtet,
die auf ISA hindeuten, so muss dieser Befund gemaB Anhang Il Teil 3 des Durchfiihrungsbeschlusses
(EU) 2015/1554 durch einen Virusnachweis mittels zweier Diagnosemethoden unterschiedlichen
Nachweisverfahren, wie beispielsweise RT-qPCR und IHC, erhartet werden.

Der Verdacht auf ISA kann ausgeschlossen werden, wenn Tests und Untersuchungen Uber einen Zeitraum von
zwolf Monaten ab dem Zeitpunkt der Verdachtsmeldung keine weiteren Hinweise auf ISA ergeben.

Tabelle 3.A: Uberwachungssystem fiir Zonen und Kompartimente wihrend des zweijahrigen Kontroll-
zeitraums gemaB Nummer 1.2.1 vor der Erlangung des Seuchenfreiheitsstatus in Bezug auf
die ISA

Jahr der Uberwachung

Zahl der Gesundheitsuntersu-
chungen pro Jahr (zwei Jahre)

Zahl der Laboruntersuchungen
pro Jahr (zwei Jahre)

Zahl der pro Jahr zu
beprobenden Fische

Jahr 1

6

20

2* 75

Jahr 2

6

20

2* 75

(1) Die Proben miissen wahrend zweier jahrlicher Testzeitraume von jeweils einem Monat (ndamlich im Friihjahr und im Herbst)

entnommen, gelagert und untersucht werden oder wenn es aufgrund praktischer Uberlegungen angemessen erscheint.
@2 Hochstzahl Fische pro gepoolte Probe: 5.

Tabelle 3.B: Uberwachungssysteme fiir Zonen oder Kompartimente zur Erhaltung des Seuchenfrei-

heitsstatus in Bezug auf ISA gemaB Nummer 1.3

Risikoniveau Zahl der Gesundheitsuntersu- Zahl der Laboruntersuchungen Zahl der pro Jahr zu bepro-
chungen pro Jahr pro Jahr benden Fische
hoch 2 20y 2*30
mittel 1 10) 30
gering einmal alle zwei Jahre einmal alle zwei Jahre 30 alle zwei Jahre

() Die Proben missen wahrend zweier jahrlicher Testzeitraume von jeweils einem Monat (namlich im Frihjahr und im Herbst)
entnommen, gelagert und untersucht werden oder wenn es aufgrund praktischer Uberlegungen angemessen erscheint.

@ Gilt nicht fur Betriebe, in denen ausschlieBlich Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) und/oder Forellen (Salmo trutta)
aufgezogen werden und deren Wasserversorgung ausschlieBlich aus StiBwasserquellen stammt, in denen kein Atlantischer Lachs
(Salmo salar) lebt.
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2.2 Aufbereitung der Fischproben

Fischproben fur die Zwecke der Laboruntersuchungen auf ISA sind moglichst nicht zu poolen. Fir die Zwecke
der Uberwachung auf ISA diirfen jedoch zwei bis fiinf Fische gepoolt werden. Von allen beprobten Fischen
sind Proben fiir die Analyse mittels RT-PCR zu entnehmen. Mithilfe eines sterilen Instruments ist ein Teil der
Rumpfniere zu entnehmen und in ein Microfuge-Rohrchen mit 1 ml RNA-Konservierungslosung von erwiesener
Wirksamkeit (z. B. RNALater) zu uiberfiihren. In einem Rohrchen mit Transportlosung kann Gewebematerial
von bis zu funf Fischen zusammengefiihrt werden, das dann eine gepoolte Probe darstellt. Das Gewicht des
Gewebes in einer Probe muss 0,5 g betragen. Sind die Fische zu klein, um eine Probe mit dem erforderlichen
Gewicht zu entnehmen, so sind Teile von Niere, Herz, Milz, Leber oder Pylorusblindsacken — in dieser Rei-
henfolge — zu entnehmen, bis ein Gesamtgewicht von 0,5 g erreicht ist.

Gewebe fiir histologische Untersuchungen sind moglichst von frisch getoteten Fischen zu entnehmen, die
auf ISA hindeutende klinische Symptome aufweisen. AuBere oder innere Lasionen sind zu beproben, und auf
jeden Fall sind den einzelnen Fischen mithilfe eines Skalpells Proben von Rumpfniere, Herz, Leber, Pan-
kreas, Darm, Kiemen und Milz zu entnehmen und in 8 - 10 % (vol : vol) gepufferte Formalin-Kochsalzlosung
zu uberfuhren. Das Verhaltnis des Fixierungsmittels zum Gewebe muss mindestens 20 : 1 betragen, damit
eine ausreichende Erhaltung der Gewebe gewabhrleistet ist. Fir die immunhistochemischen Untersuchungen
sind Proben von Rumpfniere und Herz zu entnehmen.

Von allen beprobten Fischen ist Gewebematerial fir virologische Untersuchungen in Zellkultur zu entneh-
men. Mithilfe eines sterilen Instruments werden Teile von Leber, Kopf- oder Rumpfniere, Herz und Milz
entfernt und in Kunststoffrohrchen mit 9 ml Transportmedium Uberfiihrt. In einem Rohrchen mit Transport-
losung kann Gewebematerial von bis zu fiinf Fischen zusammengefiihrt werden, das dann eine gepoolte
Probe darstellt. Das Gewicht des Gewebes in einer Probe muss 1,0 + 0,5 g betragen.

2.3 Versand von Fischproben

Fische konnen unzerteilt (ganz) zum Labor gesandt werden, sofern die in Absatz 3 festgelegten Tempera-
turanforderungen wahrend des Transports erfullt werden konnen. Ganze Fische mussen mit Saugpapier um-
hiillt und gekiihlt in einem Kunststoffbeutel versandt werden.

Fische konnen auch lebend transportiert werden, jedoch nur unter der Aufsicht des Nationalen Referenzla-
bors und unter Berucksichtigung der Biosicherheit bei der Beforderung von lebenden Fischen.

Die Blutproben und Rohrchen mit Fischgewebe fiir die virologische Untersuchung oder fir die RT-PCR-Ana-
lyse sollten in Isolationsbehalter, z. B. dickwandige Styroporkasten, gepackt werden, die geniugend Eis oder
Kihlelemente enthalten, um zu gewahrleisten, dass die Proben beim Transport zum Labor gekiihlt gehalten
werden. Ein Anfrieren ist zu vermeiden.
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In Ausnahmefallen konnen RT-PCR-Proben und Proben fiir die virologische Untersuchung schockgefroren und
bei -20 °C oder darunter zum Labor verbracht werden.

Fir die RT-PCR-Analyse von Gewebe in RNAlater muss die RNA-Extraktion je nach Lagertemperatur der Pro-
ben innerhalb folgender Zeitraume vorgenommen werden:

bei 37 °C gelagerte Proben: innerhalb eines Tages;
bei 25 °C gelagerte Proben: innerhalb einer Woche;
bei 4 °C gelagerte Proben: innerhalb eines Monats;
bei -20 °C gelagerte Proben: unbefristet.

Wird Fischgewebe in Fixierungsmittel flir histologische Untersuchungen transportiert, so ist es in auslaufsi-
cheren Rohrchen in stoBfesten Behaltern zu versenden. Das Einfrieren der Proben ist zu vermeiden.

Mit der virologischen Untersuchung auf Zellkultur ist baldmoglichst zu beginnen, spatestens jedoch
48 Stunden nach der Probenahme. In Ausnahmefallen kann die virologische Untersuchung innerhalb von
72 Stunden nach der Materialentnahme begonnen werden, sofern das Untersuchungsmaterial durch das
Transportmedium geschuitzt war und die Temperaturanforderungen wahrend des Transports erfullt wurden.

2.4 Entnahme von zusatzlichem Diagnosematerial

Mit Einverstandnis des Diagnoselabors konnen andere Fischgewebe, als die in Nummer 2.1 genannten, ent-
nommen und fiir Zusatzuntersuchungen aufbereitet werden.

3. Untersuchungsgang

Werden Laboruntersuchungen nach den in Anhang | Teil 3 Abschnitt Il des Durchfuhrungsbeschlusses (EU)
2015/1554 aufgefiihrten Diagnosemethoden zum Zweck der Erlangung oder Erhaltung eines bestimmten Ge-
sundheitsstatus in Bezug auf ISA gemaB Anhang | Teil 3 Abschnitt | des Durchfiihrungsbeschlusses (EU)
2015/1554 oder zum Zweck der Bestatigung des Vorliegens von ISA oder zur Ausraumung eines Verdachts
darauf gemaB Artikel 57 Buchstabe b der Richtlinie 2006/88/EG durchgefiihrt, so sind die im Folgenden
unter den Nummern 3.1 bis 3.5 aufgeflihrten detaillierten Methoden und Verfahren anzuwenden.

3.1 Untersuchung von Proben mittels RT-PCR

Die Diagnosemethode der Wabhl fiir das Screening auf ISA ist die RT-qPCR. Da die Ergebnisse der RT-gPCR in
Abhangigkeit von den Bedingungen, unter denen sie durchgefuhrt wird, unterschiedlich ausfallen konnen,
sind geeignete Positiv- und Negativkontrollen und Amplikons einzubeziehen.
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3.1.1 Gesamt-RNA-Extraktion
Alle Arbeiten mit RNA werden auf Eis und unter Verwendung von Handschuhen durchgefiihrt.

Die Gesamt-RNA ist mithilfe der Phenol-Chloroform-Methode durch RNA-Affinitats-Saulen oder durch andere
geeignete Methoden (z. B. magnetisch) entsprechend den Anweisungen des Herstellers zu extrahieren.

Die gereinigte RNA wird in destilliertem, RNAse-freiem Wasser (namlich mit 0,1 % Diethylpyrocarbonat be-
handeltem Wasser) erneut suspendiert.

Konzentration und Reinheit der extrahierten RNA sind mittels Messung der optischen Dichte bei 260 nm und
bei 280 nm zu uberpriifen. Alternativ konnten interne Kontrollen einbezogen werden, die speziell auf das
Virusgenom abzielen.

Isolierung viraler und zellularer RNA aus Zellkulturiiberstand

RNeasy Mini Kit, Qiagen

100 pl Zellkulturiberstand in 1,5 ml ED-Rohrchen uberfiihren
Zugabe von 500 pl RLT + B-Mercaptoethanol (B-ME) (1ml RLT + 10 pl B-ME)

— mit Pipette mischen
Zugabe von 600 pl 70 % Ethanol — mit Pipette mischen
700 pl des Probenmaterials auf Saule — 15"’ >8.000 ¢
Saule in neues Rohrchen ohne Deckel
Restliches Probenmaterial auf Saule — 15" >8.000 ¢
Saule in neues Rohrchen ohne Deckel
700 pl RW1 auf Saule — 15>  >8.000¢
Saule in neues Rohrchen ohne Deckel
500 pl RPE auf Saule — 15"  >8.000¢
Saule in neues Rohrchen ohne Deckel
500 pl RPE auf Saule — 2’ >8.000 ¢
Saule in neues Rohrchen ohne Deckel — 1’ >8.000 ¢
Elution der RNA mit 30 - 50 pl sterilem
destilliertem Wasser (SDW) — 1’ >8.000 ¢
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Isolierung viraler und zellularer RNA aus Zellkulturiiberstand

(TRIzol, Life Technologies, UK)

Zellkulturmaterial frieren/tauen (-20 °C/Raumtemperatur)

1 - 5 ml zentrifugieren, 20 min 4.000 g 4 °C

Pellet in 500 pl des geklarten Uberstandes aufnehmen und gut mischen
1 ml TRIzol zugeben und gut mischen

5 min schiitteln bei Raumtemperatur

Abzentrifugieren

Zugabe von 200 pl Chloroform

20 sec vortexen

Zentrifugation 20 min 8.000 g 4 °C

Fallung der RNA durch Zugabe des Uberstands zu 0,5 ml Isopropanol
Vorsichtig invertieren (nicht vortexen!!!)

Zentrifugation 10 min 8.000 g 4 °C

Uberstand entfernen

Pellet mit 75 % Ethanol (Ethanol + SDW) ,,waschen“

Zentrifugation 5 min 10.000 g 4 °C

Uberstand entfernen

Pellet trocknen

Losen der RNA in 50 pl SDW

Alternativ konnen weitere geeignete Extraktionsverfahren eingesetzt werden.

3.1.2 Nachweis von ISAV mittels RT-PCR

Fir die Amplifikation des ISAV-Genoms konnen mehrere RT-PCR-Methoden verwendet werden. Es kann eine
zweistufige RT-PCR verwendet werden, bei der die reverse Transkription (RT-Schritt) und die eigentliche
PCR-Reaktion in zwei separaten Ansatzen durchgefiihrt werden. Bevorzugt wird die einstufige Reaktion, bei
der diese beiden Schritte in einem Rohrchen durchgefiihrt werden, wobei die Gefahr von Kreuzkontamina-
tionen ohne Verlust von Sensitivitat weiter minimiert werden kann.

Es sind die hier beschriebenen Primer und Assays zu verwenden, namlich das ILA1- bzw. ILA2-Primerpaar,
die auf das Segment 8 abzielen und als fiir den Nachweis des ISAV bei Ausbriichen und bei Tragerfischen
geeignet befunden wurden. Der ILA-2-Ruckwartsprimer entspricht nicht den Isolaten aus Nordamerika; daher
sollte in diesen Fallen ein alternativer Primersatz verwendet werden.

Vorwartsprimer (ILA1): 5-GGCTATCTACCATGAACGAATCT-35;
Rickwartsprimer (ILA2): 5-GCCAAGTGTAAGTAGCACTCC-3".
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Testkit: OneStep RT-PCR Kit (Qiagen)

25 pl Ansatz: 14,5 pl RNAse-freies Wasser (variabel)
5,0 ul 5 x RT-PCR Puffer

0 ut dNTP-Mix (jeweils 10mM)

0 ut Primer forward (10 pmol/pl)

0 ul Primer reverse (10 pmol/pl)
0
5
0

pl Enzyme-Mix
pl RNAsin (40 U/ul; Promega)
pl RNA (variabel)

Zyklusbedingungen:

1 Zyklus bei 50 °C Uber eine Dauer von 30 Minuten,
1 Zyklus bei 94 °C Uber eine Dauer von 15 Minuten,
40 Zyklen bei 94 °C Uber eine Dauer von 30 Sekunden,

bei 55 °C Uiber eine Dauer von 30 Sekunden,

bei 72 °C Uber eine Dauer von 60 Sekunden;
1 Zyklus bei 72 °C Uber eine Dauer von 5 Minuten.
ProduktgroBe ist 155 bp.

Die Ergebnisse der PCR konnen je nach den Bedingungen, unter denen diese durchgefiihrt wird, unterschied-
lich ausfallen, insbesondere konnte in Bezug auf die Temperaturprotokolle je nach verwendetem Ther-
mocycler eine Optimierung erforderlich sein. AuBerdem konnen aufgrund von falschem Primer-Annealing
oder einer Kontamination des Labors falsch-positive Ergebnisse auftreten. Jeder Lauf muss Negativ- und
Positivkontrollen beinhalten. Alternativ konnen andere RT-PCR-Versionen mit erwiesenermaBen ahnlicher
Wirksamkeit verwendet werden.

3.1.3 Nachweis von ISAV mittels RT-qPCR

Durch die Verwendung der RT-qPCR konnen in der Regel eine hohere Empfindlichkeit und Spezifitat erreicht
werden. Die Methode kann schneller durchgefiihrt werden, da keine Gelelektrophorese erforderlich ist, und
sie verringert die Gefahr der Kreuzkontamination, da es moglich ist, die Menge der genomischen viralen RNA
im Probenrohrchen zu ermitteln ohne diese zu offnen. Ein Nachteil des RT-gqPCR-Assays ist, dass es oftmals
nicht moglich ist, amplifizierte Produkte zu sequenzieren. Bestehen jedoch Zweifel in Bezug auf die Spezi-
fitat des amplifizierten Produkts, ist ein weiterer ISAV-spezifischer Assay durchzufiihren, um das Ergebnis
zu Uberprifen.

Es ist der im Folgenden beschriebene Assay zu verwenden, der auf das Segment 8 des ISAV-Genoms abzielt.
Dieser Assay deckt Isolate aus der Europaischen Union, der Europaischen Freihandelsassoziation und Nord-
amerika ab. Es ist moglichst das einstufige Verfahren anzuwenden, da der Assay in einem einzigen Rohrchen
die Gefahr der Kreuzkontamination minimiert.
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Vorwartsprimer (ISAV for): 5'- CTACACAGCAGGATGCAGATGT -35
Rickwartsprimer (ISAV rev):  5- CAGGATGCCGGAAGTCGAT -3

Sonde (ISAV Probe): 5- FAM - CATCGTCGCTGCAGTTC - MGBNFQ -3'.
Produkt: 104 bp (nach Snow et al., 2006)

Als interne Kontrolle wird die Amplifizierung des Lachs-Elongationsfaktors 1alpha (ELF) empfohlen.
Vorwartsprimer (salmoELF-f): 5‘- GCTGTGCGTGACATGAGG -3¢
Ruickwartsprimer (salmoELF-r): 5‘- ACTTTGTGACCTTGCCGC -3*

Sonde (salmoELFprobe): 5 HEX - CTGTCGGTGTCATCATCAAGGCTGTTG - BHQ1 -3¢
Produkt: 88 bp (nach Ingerslev et al., 2009)

Jeder Lauf muss mindestens eine Negativ- und eine Positivkontrolle beinhalten.

Testkit: QuantiTect Probe RT-PCR Kit (Qiagen)

25 pl Ansatz: 5,25 ul RNAse-freies Wasser (variabel)
12,5 pl 2x QuantiTect Probe RT-PCR Master Mix
2,5 ul Primer fwd (5 pM)
2,5 pl Primer rev (5 uM)
1,0 pl Sonde ISA 8 Probe MGB (2,5uM)
0,25 pl QuantiTect RT Mix
1,0 ul RNA

Alternativer Testkit:

One step RT-PCR Reagents (Ambion-Applied Biosystems)

25 pl Ansatz: 4,0 ul RNase freies Wasser
12,5 pl 2 x Reaktionsmix
1,0 ul Reverse Transkriptase
1,0 ul Primer 1 (10 pM)
1,0 pl Primer 2 (10 pM)
0,5 ul Tagman Probe
5,0 ul RNA Template

Zyklusbedingungen:

1 Zyklus bei 50 °C Uber eine Dauer von 30 Minuten,
1 Zyklus bei 95 °C Uber eine Dauer von 15 Minuten,
40 Zyklen bei 94 °C Uber eine Dauer von 15 Sekunden,

bei 60 °C Uiber eine Dauer von 60 Sekunden;

Erforderlichenfalls sind Anpassungen vorzunehmen. Alternativ konnen andere RT-PCR oder RT-qPCR-Versio-
nen mit erwiesenermaBen ahnlicher Wirksamkeit verwendet werden.
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3.1.4 Sequenzierung amplifizierter PCR-Produkte
Vorwartsprimer (ILAs6-3F): 5-ATGAGGGAGGTAGCATTGCA -3
Rickwartsprimer (ILAs6-2R):  5-CATGCTTTCCAACCTGCTAGGA -3'.
Produkt: 146 bp

Jeder Lauf muss Negativkontrollen und Positivkontrollen beinhalten.

OneStep RT-PCR Kit (Qiagen) - Ansatz

Reagenzien Volumen
Rnase/Dnase fr. Wasser 14,5 pl
5xRT-Puffer 5ul
dNTP 1 ul
Primer fwd 10 pmol/pl 1ul
Primer rev 10 pmol/pl 1ul
Enzymmix 1ul
Rnasin 0,5 pl
Mastermix 24 ul
RNA 1l
Gesamt 25 pul

Zyklusbedingungen (einstufige RT-PCR):

1 Zyklus bei 50 °C Uber eine Dauer von 30 Minuten,
1 Zyklus bei 94 °C Uber eine Dauer von 15 Minuten,
40 Zyklen bei 94 °C Uber eine Dauer von 30 Sekunden,

bei 55 °C Uiber eine Dauer von 30 Sekunden,
bei 72 °C Uber eine Dauer von 60 Sekunden,
1 Zyklus bei 72 °C Uber eine Dauer von 5 Minuten;

Erforderlichenfalls sind Anpassungen vorzunehmen. Alternativ konnen andere RT-PCR oder RT-qPCR-Versio-
nen mit erwiesenermaBen ahnlicher Wirksamkeit verwendet werden.

Alternativ kann z. B. folgende Methode zur HPR-Sequenzierung in Segment 6 verwendet werden:

Vorwartsprimer: 5-GAC-CAG-ACA-AGC-TTA-GGT-AAC-ACA-GA-3;
Riickwartsprimer: 5'-GAT-GGT-GGA-ATT-CTA-CCT-CTA-GAC-TTG-TA-3’;
ProduktgroBe: 304 bp, wenn HPRO.
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OneStep RT-PCR Kit (Quiagen) - Ansatz

Reagenzien Volumen
Rnase/Dnase fr. Wasser 14,5 pl
5xRT-Puffer 5 ul
dNTP 1 ul
Primer fwd 10 pmol/pl 1ul
Primer rev 10 pmol/pl 1ul
Enzymmix 1l
Rnasin 0,5 pul
Mastermix 24 ul
RNA 1 ul
Gesamt 25 pul

Zyklusbedingungen (einstufige RT-PCR):

1 Zyklus bei 50 °C Uber eine Dauer von 30 Minuten,
1 Zyklus bei 95 °C Uber eine Dauer von 15 Minuten,
40 Zyklen bei 94 °C Uber eine Dauer von 30 Sekunden,

bei 60 °C Uber eine Dauer von 30 Sekunden,

bei 72 °C Uber eine Dauer von 45 Sekunden,
1 Zyklus bei 72 °C Uber eine Dauer von 10 Minuten;
Es konnen auch andere RT-PCR-Assays verwendet werden, die eine ahnliche Sensitivitat und ahnliche Spe-
zifitaten wie die hier beschriebenen Assays aufweisen.

Nach elektrophoretischer Auftrennung werden die amplifizierten RT-PCR-Produkte entsprechender GroBe
aus den Gelen ausgeschnitten und mittels PCR-Fragment-Affinitats-Spinsaulen entsprechend den Anweisun-
gen des Herstellers aufgereinigt. Mit der so aufgereinigten DNA werden zwei separate PCR-Ansatze, jeweils
unter Verwendung des Vorwartsprimers und des Reversprimers aus der vorausgegangenen PCR gefahren,
wobei in die hierbei amplifizierten DNA-Fragmente fluorochromierte Nukleotide eingebaut werden, die fur
die anschlieBende Detektion im Sequenzierautomaten benotigt werden. Die im Sequenzierlabor ermittelten
Sequenzen sind mit der Suchfunktion BLAST zu analysieren und die Sequenzen mit anderen bekannten Se-
quenzen in der Nukleotid-Datenbank des US National Centre for Biotechnical Information (NCBI) oder ande-
ren Datenbanken zu vergleichen.

Mittels Sequenzvergleich wird einerseits ermittelt, ob es sich um ein Virusisolat mit Deletion in der hochpo-
lymorphen Region des Segmentes 6 (HPRdel) handelt oder ob die PCR Produkte die Maximallange von 146
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bzw. 304 Basenpaaren (HPRO) aufweisen. AusschlieBlich Nachweise von HPRdel-Isolaten ziehen seuchen-
rechtliche Konsequenzen nach sich. Andererseits lassen sich durch Sequenzvergleiche mit den bereits in der
Datenbank vorhandenen Sequenzen phylogenetische Beziehungen zu bereits bekannten Isolaten ermitteln.

3.2 ISAV-Isolierung in Zellkulturen

3.2.1 Vorbereitung der Proben

Das Gewebe kann bei -80 °C aufbewahrt werden, darf jedoch vor der Untersuchung nur einmal eingefroren
und aufgetaut werden. Untersuchungen fiir Uberwachungs- und Bekampfungszwecke sind so schnell wie
moglich durchzufuhren.

Jede Probe (Gewebepool in Transportlosung) wird mit einem Homogenisator vollstandig homogenisiert und
15 Minuten bei 2 000 bis 4 000 x g und 0 - 6 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird durch ein 0,45-um-Filter
filtriert und mit dem gleichen Volumen eines angemessen verdunnten Pools von Antiseren gegen die einhei-
mischen IPNV-Serotypen inkubiert. Bei einem 50%igen Plaquetest muss der Antiserumtiter mindestens
1: 2.000 betragen. Die Mischung wird eine Stunde bei 15 °C inkubiert. Dies ist das Inokulum. Die Behandlung
aller Inokula mit IPNV-Antiserum (in einigen Teilen Europas sind 50 % der Fischproben mit dem IPN-Virus
kontaminiert) dient der Vorbeugung gegen einen IPNV-induzierten zytopathischen Effekt (CPE) bei beimpf-
ten Zellkulturen. Eine solche Behandlung kann vorgenommen werden, um die Dauer der virologischen Un-
tersuchungen und die Zahl der Falle zu reduzieren, bei denen ein zytopathischer Effekt als Indiz fur ISAV
gewertet werden miisste. Stammen die Proben aus Produktionseinheiten, die als IPN-frei gelten, so kann
auf die Behandlung der Inokula mit IPNV-Antiserum verzichtet werden.

3.2.2 Beimpfen von Zellkulturen

Zur ISAV-Isolierung sind in erster Linie Nierenzellen vom Atlantischen Lachs (Atlantic Salmon Kidney, ASK,
Passage 65 oder niedriger) zu verwenden. Es konnen auch andere Zelllinien von erwiesener Wirksamkeit und
Empfindlichkeit flr die Isolierung von ISAV verwendet werden, wobei Stammvariabilitat und die Fahigkeit
verschiedener Stamme, sich in unterschiedlichen Zelllinien zu vermehren, zu bericksichtigen sind. ASK-
Zellen eignen sich offenbar fir die Isolierung und das Wachstum bislang bekannter Virusisolate, sofern eine
niedrige Passagenzahl verwendet wird. Bei ASK-Zellen kann ein deutlicherer zytopathischer Effekt (CPE)
auftreten als bei anderen empfanglichen Zelllinien wie SHK-1 (Salmon Head Kidney-1).

ASK-Zellen werden in L-15-Medium mit 10 % Rinderfotenserum, 2 % (vol : vol) 200 mM L-Glutamin und ggf.
0,08 % (vol : vol) 50 mM 2-Mercaptoethanol in Multiwellplatten kultiviert. Die antiserumbehandelte Organ-
suspension ist so auf junge, aktiv wachsende Zellkulturen zu impfen, dass sich eine Endverdiinnung des
Gewebematerials im Kulturmedium von 1 : 1.000 ergibt. Fir jede Organsuspension werden 40 pl Inokulum
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in ein Well mit entsprechenden Volumina von Kulturmedium gegeben. Um einer Kreuzkontamination vorzu-
beugen, sind fur Proben von unterschiedlichen Betrieben getrennte 12er- oder 24er- Mikrotiterplatten zu
verwenden.

Eine Platte, die als negative Kontrolle dienen soll, wird nicht beimpft. Eine getrennte Platte wird wie nach-
stehend beschrieben als positive Kontrolle mit einem Referenzisolat von ISAV beimpft. 100 pl einer Stamm-
zubereitung von ISAV (Mindesttiter 107 Gewebekultur-Infektionsdosis 50 (TCIDso ml™') werden in das erste
Well geimpft und vermischt. Ein Volumen dieses Materials wird vom ersten in das zweite Well Uberfuhrt,
sodass eine 1 : 10-Verdunnung entsteht, und vermischt. Dies wird Uber die gesamte Platte wiederholt, so
dass sich sechs 10-fache Verdiinnungen ergeben. Stamm-ISAV kann bei -80 °C mindestens zwei Jahre gela-
gert werden, muss aber nach dem Auftauen innerhalb von drei Tagen verwendet werden. Es ist darauf zu
achten, dass es nicht zu Kreuzkontamination der Testplatten durch positives Kontrollmaterial kommt. Die-
sem Risiko ist vorzubeugen, indem positive Kontrollen getrennt von den Testplatten bearbeitet werden.
Statt der Einbeziehung einer Positivkontrolle bei jeder Beimpfung kann auch alle sechs Monate ein Test auf
Sensitivitat von Nierenzellen von Atlantischem Lachs gegentiber ISAV-Isolaten durchgefiihrt werden.

Die Proben werden bis zu 15 Tage bei 15 + 2 °C inkubiert. Die Zellkulturen werden zweimal (5 - 7 Tage und
12 - 14 Tage nach dem Beimpfen) unter dem Mikroskop auf das Auftreten eines CPE Uberprift. Sollte ein
Pool CPE aufweisen, so ist sofort ein Virusnachweisverfahren gemaB Nummer 3.2.4 einzuleiten. Wird bis Tag
14 kein CPE festgestellt, so ist ein indirekter Immunfluoreszenztest (IFAT), ein Hamadsorptionstest oder
eine RT-PCR durchzufiihren.

3.2.3 Subkultivierung

Subkulturen sind zwischen Tag 13 und Tag 15 anzulegen. Der Kulturuberstand wird in geeigneter Verdiinnung
(1/10) in die Wells uberfihrt, die frische aktiv wachsende Zellen in Multiwellplatten enthalten, und bis zu
18 Tage bei 14 + 2 °C inkubiert. Die Zellkulturen werden zweimal (5 - 7 Tage und 14 - 18 Tage nach dem
Beimpfen) mikroskopisch auf das Auftreten eines CPE Uberprift. Sollte ein Pool CPE aufweisen, so ist sofort
ein Virusnachweisverfahren gemaB Nummer 3.2.4 einzuleiten. Wird bis Tag 14 - 18 kein CPE festgestellt, so
ist ein Hamadsorptionstest oder eine RT-PCR durchzufiihren.

Kommt es innerhalb der ersten sieben Tage der Inkubation zu Zytotoxizitat, so ist in dieser Phase eine
Subkultur anzulegen; die Zellen missen 14 - 18 Tage inkubiert werden, und es ist eine weitere Subkultur
anzulegen, die nochmals 14 - 18 Tage zu inkubieren ist. Tritt die Zytotoxizitat nach sieben Tagen auf, so ist
eine Subkultur anzulegen, und die Zellen sind so zu inkubieren, dass eine Gesamtinkubationszeit von
28 - 36 Tagen ab der Erstbeimpfung erzielt wird.

Kommt es in der Primarkultur zu bakterieller Kontamination, so ist der Test unter Verwendung des bei

-80 °C gelagerten Gewebehomogenats neu anzusetzen. Vor der Beimpfung ist das Gewebehomogenat
15 - 30 Minuten bei 4 000 x g und 0 - 6 °C zu zentrifugieren und der Uberstand durch ein 0,22-pm-Filter zu
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filtrieren. Kommt es in der Phase der Subkultur zu bakterieller Kontamination, so ist der Uberstand durch
ein 0,22-pm-Filter zu filtrieren, auf frische Zellen zu impfen und weitere 14 - 18 Tage zu inkubieren.

3.2.4 Virusnachweistests

Wird in einer beliebigen Phase ein CPE beobachtet oder ergibt der Hamadsorptionstest einen Positivbefund,
so ist ein Virusnachweisverfahren vorzunehmen. Die Methoden der Wahl fur den ISAV-Nachweis sind RT-PCR
gemal Nummer 3.1. und Immunfluoreszenz (IF) gemaB Nummer 3.2.6. Wird vermutet, dass andere Viren
vorhanden sind, so sind zusatzliche Virusnachweistests durchzuflihren. Haben diese Tests innerhalb einer
Woche keinen eindeutigen Virusnachweis erbracht, so ist der Uberstand zum sofortigen Nachweis weiterzu-
leiten an das nationale Referenzlabor fiir Fischkrankheiten gemal Anhang VI der Richtlinie 2006/88/EG.

3.2.5 Hamadsorption

Da die Replikation von ISAV in Zellkulturen nicht immer zu einem CPE fiihrt, ist jedes Well einem RT-PCR-
Test oder einem Hamadsorptionstest gemaB diesem Absatz oder dem IF-Test gemaB Nummer 3.2.6 zu un-
terziehen.

Aus jedem Well, auch denen mit den positiven und negativen Kontrollen, wird Zellkulturmedium entnom-
men, das in etikettierte sterile Rohrchen uberfuhrt wird. Jedem Well werden 500 pl einer 0,2 % (vol : vol)
Suspension gewaschener Erythrozyten vom Kaninchen oder Pferd oder einer 0,05 % (vol : vol) Suspension
gewaschener Erythrozyten von der Regenbogenforelle oder vom Atlantischen Lachs hinzugefiigt, und es wird
45 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Die Erythrozyten werden entnommen, und jedes Well wird
zweimal mit L-15-Medium gewaschen. Die einzelnen Wells werden unter dem Mikroskop untersucht.

An der Oberflache von Nierenzellen von Atlantischem Lachs anhaftende Cluster von Erythrozyten sind ein
Indiz fur eine Infektion mit einem Orthomyxovirus. Bei einem positiven Hamadsorptionstest ist sofort ein
Virusnachweistest gemah Nummer 3.2.4 vorzunehmen.

3.2.6 Immunfluoreszenz (IF)

ASK-Zellen (Passage 65 oder niedriger) missen in L-15-Medium mit 10 % Rinderfotenserum, 2 % (vol : vol)
200 mM L-Glutamin und ggf. 0,08 % (vol : vol) 50 mM 2-Mercaptoethanol in Multiwellplatten kultiviert und
verwendet werden, wenn mehr als 50 % Konfluenz erreicht ist. Andere Zelllinien oder Medien mit erwiesener
Wirksamkeit konnen ebenfalls verwendet werden. Je 225 pl des mutmallich virusinfizierten Kulturiber-
stands sind in zwei Wells zu Uberfiihren und zu mischen; 225 pl sind in zwei weitere Wells zu uberfiihren
(1 : 5-Verdunnung). Zwei zusatzliche Wells bleiben als Kontrollen unbeimpft. Proben von jedem Fischbetrieb
werden auf getrennten Platten untersucht, ebenso die Viruskontrolle. Fiir die Viruskontrolle wird ein Refe-
renzisolat von ISAV verwendet. Die Platten werden bei 14 + 2 °C inkubiert und bis zu sieben Tage mikrosko-
pisch untersucht. Wenn ein friiher CPE beobachtet wird oder wenn innerhalb von sieben Tagen kein CPE
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beobachtet wird, ist der nachste Schritt die Fixierung. Zunachst werden die Wells mit phosphatgepufferter
Kochsalzlosung (PBS) oder Zellkulturmedium gewaschen, unter Ventilatorenstrom bei Raumtemperatur ge-
trocknet und die Platten bei -20 °C vorgekuhlt. Bei den nachfolgenden Schritten ist in der Kalte und zugig
zu arbeiten, da die Platten ansonsten blind werden. Die Platten werden durch
10-miniitige Inkubation bei -20 °C mit einem vorgekiihltem (-20 °C) Gemisch aus Aceton und Ethanol (1 : 1)
fixiert. Die Platten werden nach Absaugen des Fixans sofort luftgetrocknet und entweder unmittelbar ange-
farbt, vor dem Anfarben hochstens 24 Stunden bei 0 - 6 °C gelagert oder fiir eine spatere Bearbeitung
eingefroren.

Die Replikatwells werden mit der in PBS verdiinnten Mischung aus den monoklonalen Antikorpern (MAK)
gegen ISAV 3H6F8, 10C9F5 oder mit anderen MAK, deren Wirksamkeit und Spezifitat nachgewiesen wurde,
angefarbt und 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die MAK sind abzusaugen und die Platten dreimal
mit PBS zu waschen. Jedem Well wird in PBS verdiinntes Anti-Maus-lgG-Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-
Konjugat zugegeben und 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Verdinnungen verschiedener Char-
gen von MAK und FITC-Konjugat sind in jedem Labor zu optimieren. Die Antikorper sind abzusaugen, die
Platten dreimal mit PBS zu waschen und mit einem Fluoreszenzerhaltungspuffer (gegebenenfalls unter Zu-
gabe von Kontrastfarbstoff Propidiumjodid) zu uberschichten.

Die Wells sind unverziglich mithilfe eines fiir Fluoreszenzmikroskopie eingerichteten Inversmikroskops mit
einem geeigneten Filter fur FITC-Anregung zu untersuchen. Ein Test gilt als positiv, wenn griin fluoreszie-
rende Zellen beobachtet werden. Ein Test ist nur dann gultig, wenn die positiven Kontrollen einen Positiv-
befund und die negativen Kontrollen einen Negativbefund ergeben.

3.3 Untersuchung anderer Gewebe

Die Technik gemaB Nummer 3.2.6 kann auf Abklatschpraparate von Fischgeweben wie Niere, Leber, Milz
und Herz angewandt werden, vorausgesetzt, dass eine angemessene Zahl Endothelzellen, Leukozyten oder
Lymphozyten auf den Objekttrager aufgebracht werden kann. Das Anfarbeverfahren ist flir jedes Gewebe
gleich, doch bei einigen Geweben kann es ratsam sein, auf die Propidiumjodid-Farbung zu verzichten und
sich bei der Identifizierung der Zelltypen in den Abklatschpraparaten stattdessen auf die Phasenkontrastbe-
leuchtung zu stiitzen.

3.4 Histologie

Die in Paraffin eingebetteten Organe werden in 5 pm dicke Scheiben geschnitten und mit Hamatoxylin und
Eosin angefarbt.

Histologische Veranderungen bei klinisch erkranktem Atlantischen Lachs sind variabel, konnen jedoch Fol-
gendes umfassen:
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a) zahlreiche Erythrozyten im zentralen vendsen Sinus und in den Lamellenkapillaren der Kiemen, wo
sich auch Erythrozytenthromben bilden konnen;

b) multifokale bis konfluente Petechien und/oder Hepatozytennekrose in einiger Entfernung der gro-
Beren LebergefaBe; multifokale Erythrozyten-Akkumulation in erweiterten hepatischen Sinusoiden;

c) Erythrozyten-Akkumulation in BlutgefaBen der intestinalen Lamina propria und moglicherweise Blu-
tungen in die Lamina propria;

d) durch Erythrozyten-Akkumulation aufgeblahtes Milzstroma;

e) leichte multifokale bis starke intestinale Blutungen mit Tubulopathie in den Blutungsbereichen und
Erythrozyten-Akkumulation in den Nierenglomeruli;

f) Erythrophagozytose in der Milz und sekundare Blutungen in Leber und Niere.

3.5 Immunhistochemie (IHC)

Polyklonale Antikorper gegen das ISAV-Nukleoprotein werden auf Paraffinschnitten von Formalin-fixiertem
Gewebe verwendet. Die zu untersuchenden Organe sind die Rumpfniere und das Herz (Ubergangsbereich
einschlieBlich der drei Kammern und Klappen). Falle, in denen aufgrund pathologischer Anzeichen ein Ver-
dacht besteht, sind mit einem positiven IHC-Ergebnis zu bestatigen. Die histologischen Schnitte sind nach
den Standardmethoden anzufertigen.

(1) Vorbereitung der Gewebeschnitte

Die Gewebe sind gemal den Standardprotokollen fir mindestens einen Tag in 10%igem neutral phosphatge-
pufferten Formalin zu fixieren, in einer aufsteigenden Ethanolreihe zu entwassern, mit Xylol zu klaren und
in Paraffin einzubetten. Ca. 5 ym dicke Schnitte (bei IHC auf Poly-L-Lysin-beschichteten Objekttragern) sind
fur 20 Minuten bei 56 - 58 °C (maximal 60 °C) zu erwarmen, in Xylol zu entwachsen, mit einer absteigenden
Ethanolreihe zu rehydrieren und fir die Zwecke der Pathomorphologie mit Hamatoxylin und Eosin und fir
die Zwecke der IHC gemaB Nummer 2 einzufarben.

(2) Farbeverfahren fiir IHC
Die Inkubation findet, soweit in diesem Beschluss nicht anders verfligt, immer bei Raumtemperatur und auf
Wippmischern statt.

a) Die Antigendemaskierung erfolgt durch Kochen der Schnitte fiir 2 x 6 Minuten in 0,1 M Citrat-
pufferlosung (pH-Wert 6,0) gefolgt von 20-minitiger Blockierung mit 5 % fettarmer Trockenmilch
und 2 % Ziegenserum in 50 mM TBS (TBS; Tris/HCL 50 mM, NaCl 150 mM, pH-Wert 7,6);

b) die Schnitte werden dann Uber Nacht mit in TBS mit 1 % fettarmer Trockenmilch verdiinntem
Primarantikorper (monospezifischer Kaninchen-Antikorper gegen ISAV-Nukleoprotein) inkubiert
und anschlieBend dreimal in TBS mit 0,1 % Tween 20 gewaschen;

c) fir den Nachweis gebundener Antikorper sind die Schnitte mit Alkaline-Phosphatase-konjugier-
tem Kaninchen-1gG-Antikorper fir 60 Minuten zu inkubieren. Nach einer letzten Waschung sind
Echtrot (1 mg ml- 1) und Naphtol-AS-MX Phosphat (0,2 mg ml- 1) mit 1 mM Levamisol 0,1 M TBS
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(pH-Wert 8,2) hinzuzufiigen; danach 20 Minuten entwickeln lassen. Die Schnitte werden dann in
Leitungswasser gewaschen; danach erfolgt eine Gegenfarbung mit Harris-Hamatoxylin und die
Schnitte werden mit einem wassrigen Medium eingedeckt. ISAV-positive und ISAV-negative Ge-
webeschnitte sind als Kontrollen in jeden Aufbau einzuschlieBen.

(3) Interpretation des Ergebnisses der IHC - Die Interpretation des Ergebnisses des IHC-Tests erfolgt
gemal den Buchstaben a und b:

a) Kontrollschnitte gelten als positiv, wenn beobachtet wird, dass die Endothelzellen in Blutgefalen
des Endokards in den Kontrollschnitten eine deutlich sichtbare rote Farbung von Zytoplasma und
Nukleus aufweisen. Ein Testprobenschnitt gilt nur dann als positiv, wenn eine solche deutliche,
intranukleare Rotfarbung der Endothelzellen vorliegt.

b) Kontrollschnitte gelten als negativ, wenn sie keine signifikanten Farbreaktionen aufweisen.

Da die intranukleare Lokalisation charakteristisch fur das Orthomyxovirus-Nukleoprotein wahrend der Phase
der Virusreplikation, eine gleichzeitige zytoplasmatische Farbung jedoch oft dominant ist, gelten zytoplas-
matische oder andere Farbungsmuster ohne intranukleare Lokalisation als unspezifisch oder nicht schlussig.

Die starksten positiven Farbungsreaktionen werden normalerweise in den Endothelzellen von Herz und Niere
erreicht. Bei sehr umfangreichen hamorrhagischen Lasionen konnen die Endothel-Farbungsreaktionen ge-
ringflgig oder nicht vorhanden sein, moglicherweise aufgrund der Lyse der Endothel-Zellen.

3.6 Bezugsquellen fur diagnostische Reagenzien und Zellkulturen

Kommerziell erhdltliche Diagnostika:

Bio-X Diagnostics, Belgien:

Bio-X Anti-ISAV Monoklonaler Antikorper (BIO 337);

(Es sind nur die in Deutschland zur Diagnose der ISA zugelassene Chargen zu verwenden!)
mAk 18B11-M (B~Daubner/DrReiche Bio-Bank, FLI)

Referenzviren, im Handel nicht erhdltliche Diagnostika und Zelllinien:
Friedrich-Loeffler-Institut,

Bundesforschungsinstitut fir Tiergesundheit

Sudufer 10

D-17493 Greifswald - Insel Riems
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Zentralabteilung Zellbank-Bio-Bank:
Zelllinie SHK-1 (salmon head kidney); Katalog-Nr.: CCLV RIE 489,
Zelllinie ASK (Atlantic salmon kidney), Katalog-Nr.: CCLV RIE 926,

Institut fiir Infektionsmedizin, NRL fUir ISA
ISAV-Referenzstamm Glesvaer 2/90, Norway

Anti-ISAV mAk 18B11, M—Bauber Bio-Bank (Insel Riems)
Anti-ISAV mAk 3H6F8, K. Falk (Oslo)
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