FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT

FLI

Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
Federal Research Institute for Animal Health

Amtliche Methode
und Falldefinition

Koi-Herpesvirus-Infektion
der Karpfen (KHV-I)

Amtliche Methode und Falldefinition | FLI | Stand 01.09.2021



Inhaltsverzeichnis

AMEEChE Methode ... e e e et et et e e e e e aeaens 3
1.  Charakterisierung der Infektion. ... ... et ettt et eeeeeeaanns 3
1.1 =TT N 3
1.2 A T0) el o 1= 1] 0] o)1 - T | PP 4
1.3 DIffEreNZIaldiagNOSe . v e ettt ittt et ettt e e ettt e e et et e e e e e eeara e eeanaaeaaan 6
1.4 DiagnostisChe INAIKATION ..uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i ittt e ettt ettt eeeaeennnnnsaenaeaseeesennns 7
1.5 Zustandige UntersuchungseinriChtung ...o...ueiiiiiiiiiiiiiii it e e i ee e e aannaeaans 7
1.6 el ko1 (0] o | =T = 3 PP 7
2. Untersuchungsmaterial ........coiiiiiiiiiiiiiiiiiii it ettt ettt teeraeeeeeaaeeeeanaeeeeannneeens 8
2.1 [y | Cl 2 LT o] o] 1H 3V PP 8
2.2 Nicht-letale BeProbUNG ......uiiiii i e ettt e e ettt eeeateeeeanaeeeeeananeseeanneeeennns 8
2.3 Aufbereitung und Einsendung der Proben ......cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt e e e 9
3. UNtersUCRUNGSGANE ...ttt ettt ettt teeeteeeeeaeeeeaaaeeeeaannaeeessnneeeessnnnseesennnneens 10
3.1 Aufbereitung der Proben fiir die UntersuchUng.......coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeannns 10
3.2 Genomnachweis in Probenmaterialien........oveeeiiiiiiiiiiii i ereeeeaes 10
IR =] =Y | PPt 13
Falldefinition - Koi Herpesvirus-Infektion der Karpfen (KHV-l)..............cooiiiiiiiiiiinnnn, 14

2 | Amtliche Methode und Falldefinition | FLI | Stand 01.09.2021



Amtliche Methode

1. Charakterisierung der Infektion

1.1 Erreger

Der erste Ausbruch der Krankheit bei Nutzkarpfen wurde im Mai 1998 in Israel beobachtet. Bis zum Ende des
Jahres 2000 hatte die Krankheit bis zu 90 % der Fischfarmen Israels erfasst und verursachte in deren Aqua-
kultur jahrlich Kosten von 300 Mill. USS. In den USA wurde die Krankheit erstmals Ende 1998 bei einem aus
Israel importierten Koi beobachtet.

Erste Hinweise uber ,,Massensterben bei Nutzkarpfen in Verbindung mit dem KHV wurden 1997 und 1998 in
Deutschland beobachtet. In den Folgejahren wurde das KHV weltweit in zahlreichen Landern nachgewiesen.

Die wirtschaftliche Bedeutung des KHV als Erreger einer Fischseuche unterstreichen zwei Ausbriiche in
Deutschland. Im Sommer 2003 kam es zu Ausbriichen in 3 Teichwirtschaften in Sachsen. Die Mortalitat betrug
zwischen 20 und 100 %. Die Gesamtverluste betrugen 48 t Karpfen. Der direkte Schaden durch Fischverluste
wurde mit etwa 130.000 € beziffert. Fir Folgeschaden wurden nochmals 200.000 € errechnet. Ein weiterer
KHV-1-Ausbruch wurde 2004 in einer Teichanlage in Thiiringen festgestellt. Die Gesamtverluste betrugen
80 t Karpfen, mit einem direkten Schaden in Hohe von 310.000 € und Folgeschaden von insgesamt 106.000
€. Die KHV-I-Ausbriiche bei Nutzkarpfen setzten sich seither vor allem im Freistaat Sachsen fort.

Als Erreger wurde ein Herpesvirus isoliert und als Koi-Herpesvirus (KHV) bezeichnet. Die Erkrankung wird
international ,,KHV Disease (KHVD)“, in Deutschland aber Koi-Herpesvirus-Infektion der Karpfen (KHV-I) ge-
nannt. Wissenschaftlich wird das Virus, in Abgrenzung vom ,,Karpfenpockenvirus“ (carp pox virus, CyHV-1)
und dem ,,herpesviral haematopoietic necrosis virus (HYHNV)* oder ,,Goldfish Herpesvirus“ (GHV, CyHV-2),
als Cyprinid Herpesvirus 3 (CyHV-3) eingeordnet.

Die erste Isolierung des KHV erfolgte mit der Zelllinie von der Flosse eines Koi (koi fin cell line- KF-1). Eine
weitere Zelllinie vom Gehirn des Karpfens, die common carp brain cell line (CCB), ist ebenfalls zur Anzlich-
tung des KHV geeignet. Beide Zelllinien befinden sich unter den Registriernummern 843 und 816 in der
Zellbank fur Zelllinien in der Veterinarmedizin (Collection of Cell Lines in Veterinary Medicine, CCVM) des
FLI und stehen den Untersuchungseinrichtungen zur Verfugung. Aufgrund der sehr geringen Isolierungsrate
des KHV aus Zellkulturen, wird diese Methode nicht fiir die Diagnostik des Erregers empfohlen.

Elektronenmikroskopische Ultradunnschnittuntersuchungen infizierter Zellen zeigen zahlreiche Stadien ei-
ner Virusproduktion, wie sie fur bisher untersuchte Herpesviren beschrieben wurden (Abb. 1). Dazu gehoren
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vor allem Nukleokapsidbildung im Zellkern, primare Umhillung an der inneren Kernmembran und die sekun-
dare Umhiillung im Bereich des Golgi-Apparats. Morphogenetisch besonders auffallig ist die vergleichsweise
groBe Zahl akkumulierter Nukleokapside im Zellkern bzw. Zytoplasma. Dies fiihrt zu zahlreichen pseudokris-
tallinen Einschlissen im Zellkern, die haufig aus inkompletten Nukleokapsiden bestehen.

Die groBe Anzahl produzierter Nukleokapside steht in deutlichem Widerspruch zur geringen Ausbeute an
reifen Virusnachkommen. Dieses Missverhaltnis diirfte auch die Beobachtung erklaren, dass bei elektronen-
mikroskopischer Untersuchung der Virusanziichtungen bzw. Organanreibungen infizierter Tiere im Negativ-
kontrastverfahren nur sehr selten komplette Virionen nachzuweisen sind. Eine relativ hohe Empfindlichkeit
kompletter Virionen gegeniiber auBeren Einflissen zeigt sich besonders im Nachweis zahlreicher deformier-
ter Nukleokapside, wie sie flir andere Vertreter der Ordnung Herpesvirales bisher nicht bekannt sind.

Das doppelstrangige DNA-Genom des KHV ist mit etwa 295 kbp groBer als die Genome aller anderen bisher
bekannten Herpesviren.

B
Abb. 1: A: KHV markiert mit polyklonalem Hyperimmunserum vom Kaninchen und kolloidalem Gold
(10 nm, GAR 10)
B: KHV markiert mit monoklonalem Antikérper mab 11A4 und kolloidalem Gold

(10 nm, GAM 10). Die Markerlédnge entspricht 100 nm (Fotos: Granzow, FLI Insel Riems)

1.2 Klinische Symptomatik

Die Krankheit zeigt sich klinisch bei Wassertemperaturen zwischen 16 und 29 °C, in einigen Fallen auch bei
Temperaturen zwischen 4 und 12 °C.

Die Inkubationszeit betragt, abhangig von der Wassertemperatur, der Virulenz des Erregers und der Emp-

fanglichkeit der Fische, 4 bis 21 Tage, kann aber auch einige Monate dauern. In latent infizierten Fischen
kann der Viruseintrag Jahre zurlick liegen. Die Morbiditat betragt bei Wassertemperaturen zwischen
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