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1. Einleitung
1.1. Chemische Charakteristik der Peressigsaure

Die Peressigsaure (PES) ist ein stark oxidativer Stoff. Die chemische Formel ist CH3COsH.
Da reine PES hoch korrosiv und entflammbar ist, wird sie normalerweise in wassrigen
Losungen verwendet. In wassriger Losung unterliegt sie folgendem Gleichgewicht (Wagner et
al., 2002):

CH3;COOOH + H,0 < CH3COOH + H,O0,

Die Reaktion mit Namen Hydrolyse ist reversibel. Die PES-Losung ist somit ein
Gleichgewicht zwischen PES und Wasser auf der einen Seite sowie Essigsaure und
Wasserstoffperoxid auf der anderen. Kommerzielle PES-Losungen beinhalten zusatzlich
Stabilisatoren zur Sicherung des Gleichgewichts aller Komponenten. Bekannte Stabilisatoren
sind z. B. Phosphate (Yuan et al., 1997b) und Dipikolsaure (Quick and Harrison, 2010).
Kommerzielle Produkte in wassriger Losung beinhalten unterschiedliche prozentuale Anteile
an PES. In diesem Fall werden die Stabilisatoren verdiinnt und das Originalgleichgewicht
verandert. Neben der Hydrolyse kann PES spontan oder Metall-katalysiert degradieren (Yuan
et al., 1997a). Beide Reaktionen finden wie folgt statt:

2 CH;COO0H — 2 CH3;COOH + 0,

Ubergangsmetalle

CH;COOOH CH3COOH + O, + andere Produkte

Als Ergebnis der Degradierung sind alle Bestandteile des Gleichgewichts biologisch
abbaubar und umweltunschéadlich. Verglichen mit anderen oxidierenden traditionellen
Desinfektionsmitteln wie z. B. Ozon oder Hypochloriden wird PES als geringer fischtoxisch
(Crebelli et al., 2005; Reiser et al., 2010) und umweltschadlich betrachtet (Wagner et al.,
2002). Aus diesem Grunde wurden PES als Alternative zur Behandlung von Abwasser (Kitis,
2004), als Bleichmittel (Yuan et al., 1997a), zur Frucht- und Gemisedesinfektion (Alvaro et al.,
2009), zur Desinfektion in Krankenh&dusern (Loukili et al., 2006) und zur Behandlung von
Ballastwasser etabliert (de Lafontaine et al., 2009). In den letzten Jahren wurden zunehmend
Anstrengungen unternommen um PES in der Aquakultur als alternatives Desinfektionsmittel

zu etablieren.



1.2. Peressigsaure in der Aquakultur

Erste PES-Studien mit Fischpathogenen wurden in vitro durchgefiihrt. Verschiedene
Fischpathogene wurden mit verschiedenen PES-Produkten in unterschiedlichen
Konzentrationen in vitro getestet (Marchand et al., 2012; Picon-Camacho et al., 2012; Straus
and Meinelt, 2009; Straus et al., 2012). PES ist in Konzentrationen von 1 mg/l in der Lage,
verschiedenste Fischpathogenen zu bekdmpfen (Pedersen et al., 2013). Auch in vivo Studien
mit ausgewahlten Fischpathogenen wurden durchgefiihrt (Jussila et al., 2011; Sudova et al.,
2010). Der Effekt von PES ist auf die Haut- und Kiemenoberflache sowie das umgebende
Wasser beschrankt. Unter der Hautoberflache befindliche Parasiten werden durch eine
PES-Hygienisierung oftmals nicht erreicht (Meinelt et al., 2009). Der Grund besteht darin,
dass viele Fischpathogene Lebenszyklen mit verschiedenen Lebensstadien durchlaufen, die
mehr oder weniger sensibel auf eine PES-Hygienisierung reagieren. Uber die Bekimpfung
einzelner Lebensstadien ist die Einddmmung von Fischpathogenen mittels PES in vivo jedoch
prinzipiell moglich.

Zur Sicherstellung effektiver PES-Konzentrationen muss die Degradierung der
PES-Produkte untersucht werden. In wassrigen Losungen folgt die Degradierung dem
exponentiellen Zerfall erster Ordnung (Pedersen et al., 2009). Die Salinitat, die Wasserharte
und gelOste organische Substanzen (DOC) steigern den Zerfall der PES (Liu et al., 2014). Da
Aguakultursysteme sehr diverse Wasserparameter aufweisen, wird auch die Degradierung
der eingesetzten PES-Produkte sehr unterschiedlich sein. Aus diesem Grunde werden
anlagenspezifische Hygienisierungsstrategien empfohlen.

In der Aquakultur wurde PES zuerst in geschlossenen Kreislaufanlagen verwendet. Im
Prinzip zerfallt PES in RAS innerhalb weniger Stunden nach Applikation (Pedersen et al.,
2009). Auf Grund seiner bakteriziden Wirkung kdnnen nitrifizierende Bakterien der Biofilter
in RAS durch PES beeintrachtigt werden. Untersuchungen zur Minimierung des potentiellen
Einflusses der PES wurden durchgefihrt. Expositionen mit PES-Konzentrationen unter 1 mg/I

hatten keinen Einfluss auf die Biofilter (Pedersen et al., 2009). Konzentrationen tber 1 mg/I



PES konnen angewandt werden, wenn der Biofilter im Bypass betrieben wird.

Ein anderes praktisches Problem der Applikation von PES in RAS ist die Verteilung der
PES bei unterschiedlicher hydraulischer Beaufschlagung. Ungleiche Verteilungen der
Substanz kdnnen zu Uberdosierungen bzw. Unterdosierungen in bestimmten Bereichen der
RAS fihren. In RAS mit Rundbecken kann eine gleichmaRige Verteilung der PES mittels
Belliftung erreicht werden. Dahingegen ist in Rinnen-basierten RAS eine gleichmaRige
PES-Exposition nur schwierig zu erreichen. (Pedersen and Pedersen, 2012). Ein “single-spot”
und eine schnelle Zugabe der PES resultiert in Uberdosierung an der Zugabestelle sowie
PES-freien FlieRabschnitten. Eine “multi-spot”- und langsame Applikation sichert eine

gleichmaRige Verteilung des Wirkstoffs.

1.3. Vergleich der Peressigsaure mit anderen in RAS genutzten Desinfektionsmitteln
Ozon war das erste in RAS genutzte Desinfektionsmittel. Ozon ist in Konzentrationen von
0.01 mg/I toxisch fir Fische (Summerfelt and Hochheimer, 1997). Obgleich Ozon innerhalb
weniger Sekunden zerfallt, sind die durch Ozon erzeugten chemischen Verbindungen (OPO)
chronisch toxisch. Die Exposition mit OPO >0.06 mg/| erzeugt irreversible Kiemenschaden
und erhohte Kiemen-mRNA Expression (Reiser et al., 2011). Ultraviolette Strahlung (UV) ist
zur Reduzierung der Bakterien im RAS-Wasser ebenso effektiv. Die Effektivitat von UV ist
durch die Turbulenz im Wasser (Gullian et al., 2012) und die Schwebstoffe begrenzt (Sharrer
et al., 2005). Um das Problem zu I6sen wird UV kombiniert mit Ozon angewandt um
bakterizide Effekte zu erreichen (Sharrer and Summerfelt, 2007). Erst kirzlich wurde
niederfrequenter Ultraschall (LFUS) zur Desinfektion in RAS untersucht (Bazyar Lakeh et al.,
2013). Die Autoren bemerken eine effektive Inaktivierung von Parasiten wie Ciliaten,
Nematoden und Krustazeen durch LFUS. Nebenbei konnte die Effektivitat von UV durch die
Zerstorung der Schwebstoffe und der darin persistierenden Bakterien gesteigert werden.
Dennoch ist LFUS fir Fische in hoher Intensitat gefahrlich (Cobo et al., 2014). Das potentielle
chronische Gefahrenpotential bleibt bislang jedoch unbekannt. Aus diesem Grund miissen

die Desinfektionseinrichtungen von den Fischen isoliert werden und Oberflachen-gebundene



Pathogene konnen nicht bekampft werden. Wasserstoffperoxid (H,0,) ist ein nachhaltiges
Desinfektionsmittel da es Hydroxylradikale freigibt und anschielRend zu Wasser zerfillt. Die
Anwendung von H,0, in RAS ist durch die sehr hohe effektive Dosis und die potentielle
Gefahr der Schadigung der Filterbakterien begrenzt. Die empfohlene Dosis zur Desinfektion
betragt > 15 mg/I H,0, die sichere Konzentration fiir die Biofilter < 5 mg/| (Pedersen und
Pedersen, 2012). Dahingegen sind 1 mg/I PES ausreichend um die meisten Fischpathogene in
vitro abzutoten (Pedersen et al., 2013). Diese Dosis hat keinen Effekt auf die Ammonium- und
Nitrit oxidierenden Bakterien in den RAS (Pedersen et al., 2009). Aus diesem Grund besitzt

PES grol3e Vorteile gegeniiber anderen Desinfektionsverfahren.

1.4. Toxizitdt von Peressigsaure gegen Fische

Die Anwendung von PES in der Aquakultur als Desinfektionsmitte fihrt zwangslaufig zu
einer Exposition der Fische. Zur Vermeidung von Schaden wurde die Toxizitat von PES gegen
Fische ermittelt. Marchand et al. (2013) ermittelten 24-h-LCso von PES in Abhangigkeit von
der Wasserharte gegen Zebrabéarblingesembryonen (Danio rerio) von 2.24 - 7.14 mg/|. Straus
et al. (2012) bestimmten die 24-h-No Observed Effect Concentration (NOEC) von PES mit 2.2
mg/| fur Dottersackbrut und 1.3 mg/I fur frei schwimmende Brut des Kanalwelses (/ctalurus
punctatus). Héhere Konzentrationen verursachten Schadigungen des Kiemengewebes und
nachfolgend Mortalitat. Diese Studien belegen die akute Fischtoxizitdt von PES. Auch
potentiell chronische Effekte von PES wurden untersucht. PES und seinen Abbauprodukten

wurde jedoch eine fehlende Mutagenitat bestatigt (Crebelli et al., 2005).

1.5. Ziele der vorliegenden Studie

Obwohl vorangegangene Studien die sichere Anwendung von PES in RAS belegen,
wurde ein abnormales Verhalten der Fische nach PES-Desinfektion beobachtet. Dieses
Verhalten impliziert, dass die Fische Stress durch die PES-Exposition erfahren kénnten. Eine
regelmaRige prophylaktische Desinfektion in RAS wird jedoch empfohlen. Chronischer Stress

kdnnte die Folge dieser DesinfektionsmaRnahmen sein. Es ist bislang unbekannt, ob sich



Fische an diese Art Stress adaptieren kénnen, oder ob sie unter diesem leiden. Stress kann zu
Energieverlusten flihren (Gregory and Wood, 1999) und nachfolgend die Immunabwehr
beeintrachtigen (Tort, 2011). Aus diesem Grunde konnte die regelméaRige PES-Desinfektion
eventuell zu immunsuppressiven Effekten fliihren und das Wachstum der Fische

beeintrachtigen. Diese Fragestellung zu beantworten war Inhalt vorliegender Studie.

2. Materialien und Methoden
2.1. Chemikalien

Es wurden zwei technische PES-Produkte geprift. Wofasteril” E400 (Kesla Pharma
Wolfen GmbH, Greppin, Germany) besteht aus 40% PES und 12% m/v H,0,. Das Aqua Oxides
(S. SORENSEN — THISTED, Thisted, Denmark) besteht aus 18% PES und 12% H,0,. Zusatzliche

Chemikalien waren reinsten Grades und wurden lokal bezogen.

2.2. Experimentelles Design
2.2.1. Test 1: Effekt von Peressigsaure auf Karpfen in Massenproduktion-RAS

Karpfen (Cyprinus carpio) wurden von einer lokalen Fischfarm bezogen und 3 Monate in
Quarantidne gehalten, bevor sie in die RAS gesetzt wurden. Die RAS bestand aus einer
Haltungseinheit, einer mechanischen und biologischen Filtereinheit. Die Haltungseinheit
wurde vor dem Besatz desinfiziert. Sie bestand aus 16 parallel in zwei Reihen angeordneten
Becken. Jedes Becken mit einem Wasservolumen von 300 | wurde mit 6 Karpfen besetzt und
kontinuierlich beliiftet. Die Karpfen wurden iber 6 Monate akklimatisiert und wahren dieses
Zeitraums mit kommerziellen Karpfenpellets (1% der Biomasse taglich) gefiittert. Die
Wassertemperatur betrug 21-22°C, der pH 7.3-7.7 und der Sauerstoffgehalt 8-8.5 mg/I. Acht
Becken einer Reihe dienten als Negativkontrolle, die anderen 8 Becken als
Expositionsgruppen. Den Behandlungsgruppen wurde je Becken zweimal wochentlich 750 pl
Wofasteril” E400 appliziert. Dies entsprach einer PES-Konzentration von 1 mg I™. Der
Kontrollgruppe wurde 750 pl destilliertes Wasser appliziert. Die Wasserzirkulation wurde

Uber 3 h wahrend der Exposition gestoppt. Die Karpfen wurden nach der ersten Exposition



einmal je Monat beprobt (n=12). Blut wurde mittels Spritze aus der Caudalvene der Fische
entnommen. Der Hematokrit wurde nach Zentrifugation bei 1000 g tiber 5 min in den
Kapillarréhrchen bestimmt.

Nach der Blutentnahme wurde 6 Karpfen jeder Gruppe getotet. Lange, Breite und
Biomasse wurden bestimmt. Die Kopf- und Rumpfniere wurden aseptisch entnommen.
AnschlieBend wurden sie durch ein steriles Sieb (70 um, Easy strainer) passiert und in
geeistem Waschmedium suspendiert (RPMI-1640 mit Phenolrot + 10% Destilliertem Wasser
+ 100 U/ml Penicillin-streptomycin + 2 mM L-Glutamin + 25 mM Hepes Puffer + 10 U/ml
Heparin, 0,22 um sterile filtriert). Der zweite Kiemenbogen der rechten Seite wurde fir
histologische Untersuchungen entnommen.

Zwischen den Probennahmen wurden Wasserproben in einem zufélligen Becken jeder
Gruppe vor und 3 h nach der Behandlung mit PES in zwei zufalligen Wochen genommen. Die
Koloniebildende Einheit (KBE) der Wasserproben wurden nach der Methode beschrieben

von Meinelt et al. (2015) bestimmt.

2.2.2. Test 2: Effekt von Peressigsaure auf Karpfen in Pilot-RAS

Zwanzig Karpfen (649 + 183 g) wurde in einer Pilot-Kreislaufanlage gehalten. Das System
bestand auf einem Fischhaltungsbecken (1000 I), einem Reservebecken (600 |) und einem
Biofilterkomplex (400 ). Der Biofilter beinhaltete Biirsten Schwamme und Kies. Die
Sedimente im Reservoir und Biofilterkomplex wurden wochentlich entfernt und das Wasser
ausgetauscht. Die Anlage hatte eine Durchflussrate von 10 I/min. Die
Tag/Nacht-Photoperiode betrug 12/12 Stunden. Die Beleuchtung erfolgte mit OSRAM L
18W/865 Tageslicht (OSRAM GmbH, Munich, Germany). Die Wassertemperatur betrug 20 +
1 °C; der pH war 7,740.3 und die Sauerstoffkonzentration 8 - 9 mg/I. Die Karpfen wurden
Uber 3 Monate an die Kreislaufanlage adaptiert und mit 1% der Kérpermasse gefiittert.

Wofasteril” E400 wurde mit einer nominellen Konzentration von 1 mg/| PES in den
Haltungsbecken aller 3 - 4 d Giber 5 Wochen exponiert. Das Wasser wurde in 1-I-Glasflaschen

am Auslauf der Becken nach jeder zweiten Applikation gesammelt. Bei jeder Probenahme



wurde Kontrollwasser (0 h) und zwei Wasserproben direkt nach Applikation entnommen.
Nach der Applikation wurden weitere Proben (n=3) nach 0.5, 1, 2, 4, 6 und 24 h genommen.
Akustische und visuelle Storungen der Karpfen wurden wahrend der Applikation und der
Probenahme vermieden. Die Fitterung wurde zwei Tage vor Applikation eingestellt.
Wahrend der PES-Applikationen ohne Probennahme wurde die Degradierung von PES und
H,0, in den Becken bestimmt. Zum Verstandnis der Verteilung von PES in den Becken wurde
ein Modell, basierend auf der Hypothese, dass sich PES gleichmaRig verteilt und die
Hydrolyse vernachladssigbar ist, entwickelt.

d/dt (C1)=Q/V1*(C3- C4)

d/dt (C;)=Q/V,*(C:1 - Cy)

d/dt (C3)=Q/V3*(C; - G3)

In diesen Gleichungen sind C;, C,, C3 und V3, V,, V3 die PES-Konzentrationen und
Wasservolumina in den Fischbecken, dem Reservoir und der Filtereinheit; Q ist die FlieRrate.

Das anfangliche C; war 2 mg/I PES, wahrend das anfangliche C, und C3 0 mg/I PES betrug.

2.2.3. Test 3: Effekt von Peressigsaure auf Regenbogenforellen in Durchflusssystemen
Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) mit einer mittleren Masse von 100 g
wurden vom Biomar research center (Hirtshals, Denmark) bezogen und in einer
Durchflussanlage (DTU-Aqua, Hirtshals, Denmark) gehalten. Diese Durchflussanlage besteht
aus 9 identischen Haltungsbecken (Wasservolumen: 180 I). 20 Fische per Becken wurden
Uber 3 Wochen akklimatisiert und anschlieBend sortiert. Die betaubten Fische (KALMAGIN
20%, Centrovet, Chile) wurden individuell gewogen und sortiert. 18 Fische je Becken
derselben Gewichtsklasse (11,83 + 0.14 kg) wurden gleichmaRig auf die 9 Becken verteilt.
AnschlieBend erfolgte wiederum eine Akklimatisierung der Fische liber eine Woche. Pellets
(EFICO Enviro 920, 4.5 mm, Biomar) wurden mittels Rotationsflitterer mit 0,8% der Biomasse
geflttert. Jedes Becken wurde mit einem Beliftungsstein beliiftet. Eine Pumpe (EHEIM
Compact 1000) stellte den radialen Fluss im Becken sicher. Der Zufluss betrug konstant 20 I/h.

Die Temperetur betrug 13 °C und die Sauerstoffsattigung 80-100% (gemessen mit OxyGuard®



Handy Polaris). Die neun Becken wurden zufallig in drei Gruppen aufgeteilt. Die
Pulsbehandlungsgruppe erhielt 1,053 ml Aqua Oxides (1 mg/I PES) 2 mal pro Woche. Die
Gruppe mit kontinuierlicher Behandlung wurde kontinuierlich aus einer Stammlésung (1:500)
Aqua Oxides mit einer FlieRrate von 0,195 ml/min exponiert. Dies entsprach einer
nominellen Konzentration von 0,2 mg I'* PES am Zufluss. Der kontinuierliche Zulauf wurde
durch eine Peristalticpumpe (ISMATEC® BVP Standard, Cole-Parmer GmbH, Wertheim,
Germany) und PharMed" Ismaprene Schldauchen realisiert. Die Kontrollgruppe erhielt keine
PES-Gaben. Wasser aus den Becken wurde wahren der ersten Pulsbehandlung in den ersten
4 Wochen gesammelt. Das Wasser wurde direkt vor Applikation sowie 1, 2, 4, 8, 24, 28, 32
und 48 h post applicationem mittels 1-I-Glasflaschen entnommen. In der 5. Woche erfolgte
zusatzlich die Stressung aller Fische fiir 90 sec durch Netzfang. Wasserproben wurden vor
sowie 1, 2, 4 h nach dem Stress entnommen.

Nach 6 Wochen Behandlung wurde die Fische betdubt und die Biomasse bestimmt. Zwei
zufallig ausgewahlte Fische wurden getotet und Masse, Lange und Breite bestimmt. Die
gesamte Leber wurde zur Bestimmung des Leber-Somatischen-Index (LSI) entnommen und
gewogen. Die Kopfniere wurde aseptisch entnommen durch ein steriles Sieb (70 um, Easy
strainer) passiert und in geeistem Waschmedium suspendiert (RPMI-1640 mit Phenolrot + 10%
Distilliertem Wasser + 100 U/ml Penicillin-streptomycin + 2 mM L-Glutamin + 25 mM Hepes

Puffer + 10 U/ml Heparin, 0,22 um steril filtriert).

2.3. Bestimmung der PES- und Wasserstoffperoxidkonzentration

Die Methode zur Bestimmung der PES und H,0, Konzentrationen war die DPD (N,
N-diethyl-p-phenylendiamine sulfate Salz) photometrische Methode (Liu et al. (2015). Ohne
Peroxidase, wird das transparente und farblose DPD durch PES in DPD" transformiert. Dieses
erscheint pink und hat eine maximale Absorption bei 550 nm. Durch Zugabe von Peroxidase
wird DPD durch PES und H,0, oxidiert. Zur Messung der PES Konzentration werden 1 ml der
PES Probe und 500 ul Pufferlosung (bestehend aus 30,25 g Na,HPO, - 12 H,0, 23 g KH,PO,,

0,01 g NaCl, und 0,5 g Kl in 1000 ml H,0) gemischt und in eine Plastikkyvette Gberfiihrt.



AnschlieBend werden 500 pl der DPD Losung (bestehend aus 1,6 g DPD, 200 pl 97% H,S04,
und 0,02 g EDTA in 100 ml H,0) zugegeben. Nach 30 sec, wird die 550 nm Absorption-A mit
einem DU®800 Spectrophotometer (Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Germany) bestimmt.
Fir die gemeinsame Messung von PES und H,0, wurde die gleiche Prozedur und die gleiche
Wellenldnge genutzt um die Absorption B zu erreichen. Statt Puffer A wurde Puffer B
verwendet (5 mg Peroxidase, Practical Grade 2, A3800; Applichem® GmbH, Darmstadt,
Germany) in 100 ml Puffer Losung A. Absorption-A stellt die Konzentration an PES dar,
wahrend Absorption-B die Konzentration von PES und H,0; reprasentiert. Die Standard Kurve
zwischen der 550-nm Absorption und der PES-Konzentration wurde mit einem Modell der

linearen Regression dargestellt.

2.4. Stressmonitoring der Fische

Cortisol als ein Stressindikator wurde im Wasser bestimmt. Cortisol im Wasser wurde
nach Extraktion mit einem Elisa test kits (IBL international GmbH, Hamburg, Germany)
bestimmt. Die Extraktion folgte dem Testprotokoll von Briining et al. (2015) mit leichten
Modifikationen. Generell wurde jede Kartusche mit 5 ml Methanol aktiviert und mit 5 ml
Reinstwasser gereinigt, bevor die 1 | Wasserprobe mit einer Durchflussrate von 10 ml/min
durch die Kartusche gepumpt wurde. Nachfolgend wurden die Kartuschen mit 5 ml
Reinstwasser gereinigt. Schlussendlich wurde das Cortisol mit 5 ml Ethylacetat geldst und in
einem Wasserbad (40 °C) unter einem N, stream verdampft. Im Versuch 2 wurde die
Extraktion automatisch mit einem Dionex™ AutoTrace™ 280 Festphasenextraktionsinstument
mit 6 ml Dionex™ SolEx™ C18 Silica-Based SPE Cartridges (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA). Im Versuch 3 wurde die Extraktion manuell mit einer Peristaltischen Pumpe
(ISMATEC® BVP Standard, Cole-Parmer GmbH, Wertheim, Germany) mit Sep-Pak C18 Plus
Kartuschen (Waters, Eschborn, Gemany) durchgefiihrt. Die verdunsteten Cortisol Proben
wurden in 0.5 ml Phosphate gepufferter Salzlésung (PBS + 5% Ethanol + 0,1% Rinder Serum

Albumin, 0,22 um steril filtriert) vor der Messung riickgel6st.



2.5. Messung der angeborenen zelluldren Immunitat

Zellsuspensionen der Niere wurden bei 400 g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Die
Leucozyten-angereicherte Schicht wurde mittels steriler Pasteurpipette in ein neues steriles
ZentrifugengefaR tberfihrt und zuriickgel6st (RPMI-1640 ohne Phenol rot + 100 U/ml
Penicillin-streptomycin +2 mM L-Glutamin + 25 mM Hepes Puffer [+10% destilliertem Wasser
im Versuch 1], 0,22 um steril filtriert). Die neue Suspension wurde zweimal mit eiskaltem
Medium gewaschen. Nachfolgend wurde die Zelldichte der Suspension mit einem
Hamozytometer (Neubauer improved, Brand GmbH, Wertheim, Germany) auf 10’ Zellen/ml
justiert bevor die Suspensionen in sterilen 96-cell-wells (Nunc, 100 ul Zell Suspension per
Well mit 6-8 Replikaten) ausgebracht wurden. Die Platten wurden in einer Feuchtekammer
Uber Nacht inkubiert (22°C im Versuch 1, 17 °C im Versuch 3). Die nicht adherenten Zellen
wurden entfernt.

Zu Bestimmung des respiratorisches Bursts (NBT assay), wurde 100 pl frisches
Kulturmedium geldst mit 1 mg ml™ Nitrobluetetrazolium (NBT) bei Umgebungstemperatur zu
jedem Cellwell dazugegeben. Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, 1 pg/ml) wurde als
Stimulanz der Halfte der Replikate genutzt. Die Platten wurden in die Feuchtekammer
zurlickgestellt und fir eine Stunde (Versuch 1) oder 3 h (versuch 3) inkubiert. Nachfolgend
wurde das Medium verworfen und die Zellen mit 100% Methanol fixiert und 2 mal mit 70%
Methanol gewaschen. Die getrockneten Wells wurden mit 100 ul dimethyl sulfoxide (DMSO)
und 100 pl 2M KOH zur Losung des Formazans zugegeben. Die Absorption wurde bei 620 nm
mit dem Plattenreader (Tecan Genios) bestimmt.

Die Vitalitat der angehefteten Leukozyten wurde parallel bestimmt. Zur Messung der
Zellvitalitat (MTT Assay) wurden 100 pl frisches Zellkulturmedium mit 0,5 mg/ml Thiazolyl
blue tetrazolium bromide (MTT) bei Raumtemperatur zu jedem Cellwell dazugegeben. Die
Platten wurden in die Feuchtekammer zuriickgestellt und genau so lange wie das NBT Assay
inkubiert. Nachfolgend wurde das Medium verworfen und die Cellwells getrocknet. Das
Formazan wurde in 100 pl alkalischem DMSO (27 pl 2M KOH geldst in 10 ml DMSQO) gel6st

und die Absorption wurde bei 570 nm mit einem Plattenreader (Tecan Genios) nach
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Mischung gemessen. Zusatzlich wurde ein MTT Assay mit den angehefteten Leukozyten nach
einer Inkubation von 96 h (Test 1) oder 72 h (Test 3) ohne Stimulanzen durchgefiihrt. Das
Ergebnis wurde mit den initialen MTT Assays verglichen und die Uberlebensrate errechnet.
Zur Messung der Stickoxid (NO) Produktion wurde frisches Kulturmedium mit 4%
fetalem Rinderserum (Holzkohle gefiltert, GeneTex) geldst und bei Raumtemperatur auf die
Kopfnierenplatten aufgebracht (150 pl je Well). Lipopolysaccharid (LPS, 30 ug/ml) wurde als
Stimulanz verwendet. Die Platten wurden in die Feuchtekammer zurlickgestellt und fiir 96 h
bebriitet. Nachfolgend wurden die Platten bei 100 g fiir 2 min zentrifugiert. Das Supernatant
wurde in Duplikaten (50 pL) auf neues 96-Well Platten transferiert und mit 50 pl Griess
Reagenz (1% Sulfanilamid + 0,1% n-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride gel6st in
2,5% H3PO,4) gemischt. Nach Dunkelinkubation bei Raumtemperatur fir 10 min wurde die
Absorption bei 540 nm (Tecan Genios) bestimmt. Natriumnitrite in Konzentrationen von

0-100 uM wurden als Standard verwendet.

2.6. Histologische Analyse der Kiemen

Kiemenbogen wurden unmittelbar nach der Entnahme in Kassetten eingebettet und in
Bouin’scher Losung fir 24 h fixiert. Nachfolgend wurde die Bouin’sch Losung verworfen und
durch 100% Ethanol ersetzt. Das Ethanol wurde aller 24 h dreifach erneuert. Die
Kiemenproben wurden in einem Shandon™ Excelsior™ Tissue Processor entwassert bevor sie
manuell in Paraffinblocks eingebettet wurden. Die Kiemenproben in den Blocks wurden lber
5-8 h entkalkt. AnschlieRend wurden sie in einem Rotationsmikrotom auf eine Dicke von 3,5
um geschnitten. Die Schnitte wurden in ein Wasserbad (45°C) Gberfiihrt, auf Objekttrager
platziert und auf einer Warmeplatte getrocknet (45°C). Schlussendlich wurden alle Schnitte
mit HE gefarbt und mit Roti®-Histokitt Il (Carl Roth) verklebt.

Alle Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop bei 60-facher VergroRerung evaluiert. Je
Sample wurden auf je 6 Slides je 10 Sekundarlamellen der inneren Sektion untersucht.
Proliferationen/Hyperplasien wurden in zwei Regionen, primare

Filamente/Interlamellarraum und sekundére Filamente/distale Enden der Filamente,
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untersucht. Das Anheben von Epithel und das Auftreten von eosinophilen granuldre Zellen
wurden bewertet.

Der Schweregrad der Veranderungen wurde beurteilt. Die Anzahl der Schichten der
Epithelzellen definiert die Schwere der Hyperplasie. Bis zu 3 Schichten wurden als minimal
beeintrachtigt angesehen. 4 bis 7 Schichten wurden als moderat und > 8 wurden als schwer
betrachtet. Die Anzahl eosinophiler Zellen wurde in die Beurteilung des Schweregrades mit
einbezogen: 1 bis 4 galten als minimal, 5 bis 8 waren moderat und > 9 waren als schwer

anzusehen.

2.7. Statistics

Unabhangige t-tests und one-way ANOVA wurden genutzt, um zwei oder mehrere
Gruppen zu vergleichen. Im Falle ungleiche Varianzen, wurde eine Welch’s ANOVA anstatt
einer one-way ANOVA verwendet. Alle Tests wurden mit Hilfe von SPSS Statistics 21 (IBM,

Chicago, USA) durchgefiihrt.

3. Ergebnisse
3.1. Testl
3.1.1. Fundamentale physiologische Parameter

Die Biomasse und das Langen/Breiten-Verhaltnis der Kontroll- und Expositionsfische war
dhnlich (P>0,05). Die Hamatokritwerte der Kontroll- und Expositionsfische war dhnlich mit
der Ausnahme der dritten Probenahme nach PES-Behandlung von 2 Monate. Hier wiesen die
Behandlungsgruppen leicht hohere Hamatokritwerte als die Kontrollfische auf (Abb. 1,

P=0,037).
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Abb. 1: Himatokrit von den PES-behandelten Karpfen und der Kontrolle innerhalb 3 Monate.

Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar. *: P<0,05

3.1.2. Kiemenbhistologie

Die Kiemen der Expositionsgruppen wiesen signifikant weniger Veranderungen auf als
die der Kontrollgruppe. Der hauptsachliche Unterschied zwischen Kontroll- und
Expositionsgruppe bestand in dem Schweregrad der eosinophilen Granulozyten. Hohere

Schweregrade der eosinophilen Granulozyten wurde in der unbehandelten Kontrollgruppe

beobachtet (Abb. 2).
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Abb. 2: Schweregrad von Hyperplasie der Epithelzellen, Anheben von Epithel und Auftreten
von eosinophilen Granulozyten der Kiemen der Kontrolle und den PES-behandelten Karpfen.

*: P<0,05 im Verleich zur Kontrolle.

3.1.3. KBE im Haltungswasser

Die KBE vor der Behandlung mit PES bliebt stabil um 2.000-3.000 /ml und dnderte sich
nicht im Lauf der Zeit. Die KBE der Kontrolle und der PES-behandelten Gruppe waren vor der
Behandlung mit PES dhnlich. Nach 3 h der Behandlung mit PES stieg die KBE der Kontrolle 5-8

fach. Im Gegensatz dazu senkte die KBE der PES-behandelten Gruppe 80-90% (Abb. 3).
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Abb. 3: Die KBE im Haltungswasser der Kontrolle (weiler Balken) und der PES-behandelten

Gruppe (grauer Balken) vor und 3 h nach der Behandlung mit PES in zwei zufalligen Wochen.
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Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar.

3.1.4. Angeborene zellulare Immunitat

Der respiratorische Burst der Leukozyten der Kopf- und Rumpfniere war in den meisten
Fallen zwischen Kontroll- und Expositionsgruppe gleich. Der Stimulationsfaktor (SF) von PMA
auf den respiratorischen Burst der Leukozyten der Kopf- und Rumpfniere war generell
zwischen Kontroll- und Expositionsgruppe ahnlich. Eine Ausnahme des SF von PMA auf den
respiratorischen Burst der Leukozyten wahrend der 3. Probereihe (nach PES-Behandlung von
2 Monate) stellte die Rumpfniere dar, welche in der Behandlungsgruppe héher als in der

Kontrollgruppe war (P=0,003, Abb.4).
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Abb. 4: Stimulierungsfaktor von PMA auf dem respiratorischen Burst der Leukozyten aus der
Kopf- und Rumpfnieren in der Kontrolle und der PES-Behandlungsgruppe. Fehlerbalken

stellen den Standardfehler dar. **: P<0,01

Die Bestimmung von Stickoxidproduktion war nur fiir S3 erfolgreich. Unabhangig davon,
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ob die Leukozyten zuvor mit LPS stimuliert wurden oder nicht, konnte zwischen den Gruppen
kein Unterschied festgestellt werden (P=0,707 oder 0,665). Gleiches gilt fliir den SF von LPS
auf die NO Produktion von Leukozyten der Kopfniere (P=0,931). Es wurde weiterhin kein
Unterschied in der 96-h-Uberlebensrate der Leukozyten der Kopfnieren festgestellt

(P=0,131).

3.2. Test2

Nach Applikation von PES erhéhte sich die Cortisolkonzentration vorribergehend. Bei
wiederholter Applikation verringerten sich jedoch die Cortisol Spitzenkonzentrationen (Abb.
5). Der Anstieg erfolgte schneller, jedoch wahrend der nachfolgenden Messreihen weniger
ausgepragt. Wahrend der ersten Messreihe wurde diese Verringerung nicht beobachtet, da
die Proben nicht nach einem Zeitraum von 6 h genommen wurden. Bei den Messreihen des
Wassercortisols erfolgte die Abschwachung bei aufeinanderfolgenden Messungen friiher.
Wahrend der fiinften Messreihe nahm die Cortisolkonzentration nach PES Applikation

innerhalb von 30 min ab.
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Abb. 5: Wassercortisolkonzentration 0,5, 1, 2, 4, 6 und 24 h nach der PES-Behandlung. Die
24-h Probe wurde in der 1. Woche nicht genommen. Fehlerbalken stellen den Standardfehler

dar.

Die grundlegende Cortisolkonzentration (Basalwert, 0 h) verblieb nach der zweiten
Messreihe erhoht (ANOVA, F,25=60,579, P<0,001) und stabilisierte sich auf ein mittleres
Level nach der dritten Messreihe (Tukey Test, P=0,244). Nach 24 h war die
Cortisolkonzentration immer hoher als der entsprechende Basalwert (unabhangiger T-Test,
df=10, P<0,001). Eine Ausnahme davon bildet die fiinfte Messreihe, bei der beide

Konzentrationen gleich waren (unabhéangiger T-Test, df=10, P=0,738, Abb.5)
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Abb. 6 Vergleich der Wassercortisolkonzentration am Anfang (0 h) und 24 h jeder Messzeit.

***: P<0,001 zwischen 0 und 24 h. Fehlerbalken zeigen sich der Standardfehler.

PES degradierte innerhalb von 6 h nach Applikation nahezu vollstandig (Reaktion
zweiter Ordnung, r*>0,999), H,0, degradiert hingegen langsamer. Nach 6 h verblieben noch
etwa 40 % H,0, im Wasser (Abb.7). Unserem Model folgend, wurde PES langsam von der
Fischkultureinheit zum Reservoir Tank und Biofilterkomplex verteilt. Eine gleichmaBige

Verteilung von PES im gesamten System war nach etwa 150 min erreicht (Abb.8).
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Abb.: 7 Zerfall von der PES und H,0; in Fischhaltungstank innerhalb 6 h nach PES-Applikation.
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Abb. 8: Theoritischer Verteilungsmodel der PES im Pilot-RAS, wobei der Zerfall der PES

ignoriert wurde.

3.3. Test3
3.3.1. Wassercortisol

Das Wassercortisol der Kontrollgruppe unterlag einem taglichen Rhythmus. Die
Konzentration stieg morgens leicht an, erreichte mittags ihr Maximum und fiel zum
Nachmittag wieder ab. Dieser Rhythmus war innerhalb der 4 Messwochen stabil. Die
Wassercortisolkonzentration der kontinuierlich behandelten Gruppe wies einen
vergleichbaren Rhythmus auf. Im Gegensatz dazu wurde bei der Pulsbehandlungsgruppe ein
signifikanter Anstieg nach der ersten PES Applikation gemessen. Die
Wassercortisolkonzentration war in Relation zu den beiden anderen Gruppen fir mehrere
Stunden erhoht. Wahrend der folgenden Wochen verringerte sich dieser Anstieg jedoch und

wurde geringfligig (Abb.9). Weiterhin wiesen die Fische Verhaltensanderungen als Reaktion
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auf der Pulsbehandlung von PES auf. Sie schwammen aktiver anstatt nur sich lediglich an die

radiale Strémung anzupassen. Intensitat und Dauer dieser Verhaltensanderung nahm mit

wiederholter PES-Applikation ab.
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Abb. 9: Die Wassercortisol der Kontrolle (®), der kontinuierlichen behandelten Gruppe (0)
und der Pulsbehandlungsgruppe (¥ ) in der ersten 4 Wochen. m: AusreiRer in der Kontrolle.
Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar. * and **: P< 0,05 bzw. 0,01 zwischen der
Kontrolle und der Pulsbehandlungsgruppe. # und ##: P< 0,05 bzw. 0,01 zwischen der

Kontrolle und der kontinuierliche behandelten Gruppe.

Innerhalb der ersten zwei Wochen und der flinften Woche wurden zufillig auftretende
AusreiRer festgestellt. Die Ausreillerbecken hatten hohere Wassercortisolkonzentrationen
und andere Verhaltensmuster als die anderen Replikate. Die Regenbogenforellen in diesen

Becken wiesen langfristiges abnormales Verhalten auf. Bei einigen wurde jagen und beil3en
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beobachtet, wahrend sich andere mit abwarst gerichtetem Kopf auf den Beckenboden
driickten. Die Regenbogenforellen in den anderen Becken zeigten friedliches
Schwarmverhalten.

Nach der Applikation des zusatzlichen Stressor in der 5. Messwoche stieg die
Wassercortisolkonzentration in allen Gruppen an. Der proportionale Anstieg war dabei in
allen Gruppen gleich (P=0,578). Weiterhin waren Steigung und Ordinatenabschnitt der
linearen Regression der Cortisol-Zeit-Gleichung in allen Gruppen dhnlich (P=0,7585 bzw.

0,0617, Abb.10).
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Abb. 10: Wassercortisol der Kontrolle, der kontinuierlichen behandelten Gruppe und der
Pulsbehandlungsgruppe innerhalb 4 h nach dem zusatzlichen Stressor (Netzfang) in der 5.
Woche. Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar. Die gepunkteten Linien stellt die

interpretierte lineare Regression zwische Zeit und Wassercortisolkonzentration dar.

3.3.2. Wachstum
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Mortalitat trat in keiner der Gruppen auf. Wachstumsrate und Futterkonvertierungsrate
war in allen Gruppen gleich (P=0,813 bzw. 0,907). Weiterhin konnte kein Unterschied
zwischen den Gruppen fiir das Langen/Breiten-Verhaltnis und den Leber-Somatischen-Index

nachgewiesen werden (P=0,771 bzw. 0,824; Tabelle 1).

Tabelle 1: Wachstumsparameter aller Gruppen am Ende der Versuche

Parameters Kontrolle Kontinuierlich Pulsbehandlung P-Wert
behandelt
Anfangbiomass [kg] 2,14+0,0306 2,126+0,0213 2,12+0,0306 0,694
Endbiomass [kg] 3,52+0,02 3,507+0,0115 3,507+0,0306 0,467
Wachstumsrate [%] 64,5+1,88 64,9+2,1 65,4+0,939 0,813
FCR 0,701+0,0116 0,701+0,0156 0,697+0 0,907
Leber-Somatischen-Index | 0,0116+0.00089 0,0118+0.00144 0,0114+0.0011 0,865
Langen/Breiten-Verhaltnis | 3,864+0,105 3,848+0,198 3,792+0,22 0,853

FCR: Futterkonvertierungsrate

3.3.3. Angeborene zelluldre Immunitat

Der respiratorische Burst war in beiden Expositions-Gruppen ahnlich dem der
Kontrollgruppe (Abb. 11, df=17, P=0,663). PMA hatte in allen Gruppen den gleichen
stimulierenden Effekt (df=17, P=0,714). Weiterhin bestand zwischen den Gruppen kein
Unterschied in der Lebensfihigkeit und der 72-h Uberlebensrate von Leukozyten der

Kopfniere (df=17, P= 0,597, 0,288 bzw. 0,187).
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Abb. 11: Respiratorische Burst der Leukozyten der Kopfnieren in der Kontrolle, der
kontinuierlich behandelten Gruppe und der Pulsbehandlungsgruppe am Ende der Versuche.

Fehlerbalken zeigen sich der Standardfehler.

3.3.4. Wasserwerte

Der pH Wert des Wasser schwankte in allen Gruppen taglich um < 0,2. Eine leichte
Absenkung trat nach der Fitterung auf, die anschlieBend wieder anstieg. Die Pulsbehandlung
der PES fiihrte zu einer vorriibergehenden Absenkung des pH-Wertes unmittelbar nach der
Zugabe, vergleichbar mit der durch die Fitterung hervorherufen. Wahrend der vierten
Woche war der pH der Kontrollgruppe geringer als in der ersten Woche. In der
Pulsbehandlungsgruppe bliebt der pH hingegen lGber den gesamten Versuchszeitraum

konstant. In der kontinuierlich behandelten Gruppe stieg der pH leicht (Abb.12).

25



1. Woche

1.5
7,4 T T T 1
0 10 20 30 40 50
Zeit nach der Pulsbehandlung [h]
8,0 N 3 —
4. Woche
7,9

NENR

o

7,8 1

pH

7.7 1

\k\i‘l\ﬁ}“@\

~
~
o

10 20 30 40 50
Zeit nach der Pulsbehandlung [h]

Abb. 12: Der pH-Wert von der Kontrolle (®), der kontinuierlichen behandelten Gruppe (0)
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und der Pulsbehandlungsgruppe (V) in der 1. und 4. Woche. Die gestreifte Balken stellen die

Zeit der Fltterung dar.

Bei der Pulsbehandlungsgruppe war der Biofilm auf der Beckeninnenseite in Relation
zur Kontrolle verringert, bei der kontinuierlich behandelten Gruppe hingegen verstarkt
(Abb.13). Die Temperatur in allen Becken betrug konstant 13+0,2°C. Die Konzentration an
geléstem Sauerstoff war am bei der Pulsbehandlungsgruppe héchsten und in der

Kontrollgruppe am geringsten (Abb.14, P<0,001).

Kontrolle Pulsbehandlung \ontinuierlich behandelt

Abb. 13: Der Biofilm von der Kontrolle, der Pulsbehandlungsgruppe und der kontinuierlichen
behandelten Gruppe am Ende der Versuche. Der Biofilm auf der Beckeninnenseite bei der
Pulsbehandlungsgruppe wurde in Relation zur Kontrolle verringert, bei der kontinuierlich

behandelten Gruppe hingegen verstarkt
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Abb. 14: Sauerstoffskonzentrationen der Kontrolle (®), der Kontinuierlich behandelten

Gruppe (0) und der Pulsbehandlungsgruppe ( ¥ ) warend der Versuche. Fehlerbalken stellen

den Standardfehler dar.

Unabhangig von der Zeit der Messung wies die kontinuierlich behandelte Gruppe
ahnlich Werte an geldstem Ammonium, Nitrat und Nitrit wie die Kontrollgruppe auf. In der
Pulsbehandlungsgruppe wurden hingegen héhere Konzentrationen an Ammonium und Nitrit

und niedrigere Nitratkonzentrationen gemessen (Abb. 15)
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Abb. 15: Ammonium-, Nitrit- und Nitrat-Konzentrationen vonder Kontrolle, der kontinuierlich
behandelten Gruppe und der Pulsebehandlungsgruppe kurz und 12 h vor Fiitterung in der 6.
Woche. Fehlerbalken stellen den Standardfehle darr. * und **: P<0,05 bzw. 0,01 im Vergleich

zur Kontrolle.

Finf Minuten nach erfolgter Pulsbehandlung wurden PES Konzentrationen von etwa 0,7
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mg/| gemessen. Eine vollstandige Degradierung war innerhalb von 5 h erreicht. Mit der oben
beschriebenen Methode konnte bei der kontinuierlich behandelten Gruppe weder PES noch

H,0, nachgewiesen werden.

4 Diskussion
4.1 Adaptation der Fische an Peressigsaure-induzierten Stress

Cortisol wird tiberwiegend (iber passive Diffusion von den branchialen BlutgefalRen der
Kiemen ins Wasser abgegeben (Vermeirssen and Scott, 1996). Basierend auf dieser Theorie,
wurde die Messung des Cortisol Gehalts des Wassers an Stelle des Plasma-Cortisols als
verlasslicher Stressindikator fir zahlreiche Fischarten etabliert und bewiesen (Ellis et al.,
2004; Ellis et al., 2007; Fanouraki et al., 2008; Ruane and Komen, 2003; Scott and Ellis, 2007;
Sebire et al., 2007; Wong et al., 2008). Die Messung des Wassercortisols wurde zunachst in
Durchflussanlagen eingesetzt. Die Cortisol-Abgaberate (cortisol release rate; CRR) wurde
dabei basierend auf der gemessenen Cortisolkonzentration am Austritt in Relation zur
Wasseraustauschrate kalkuliert. Die CRR ist mit dem Plasmacortisolgehalt und auftretendem
Stress korreliert positiv (Ellis et al., 2004). In RAS kann die Verteilung des Cortisol durch
verschiedene Parameter beeinflusst werden. Dazu gehoren die BeckengroRe, Systemaufbau,
Durchflussrate, chemische Oxidation und biologische Degradation. Mota et al. (2014)
bewiesen dies, indem sie hohe Abweichungen im Cortisolgehalten in sieben verschiedenen
RAS nachwiesen. Es ist daher nicht moglich, in RAS den CRR basierend auf den
Wassercortisolkonzentration zu messen. Ungeachtet dessen, sollte die Anderung der
Cortisolkonzentration im RAS Wasser positiv mit der Exkretion/Produktion von
Plasmacortisol korrelieren. Die Konzentration des Cortisols im Wasser kann daher als
Biomarker verwendet werden, der die Stressantwort in Fischen anzeigt.

Im Test 2 wurden nachfolgend zur PES Applikation, abnehmende Peaks fiir die
Cortisolkonzentration gemessen. Dies weist darauf hin, dass die Plamsacortisolkonzentration
ebenfalls abnahm. Dies konnte Resultat von inhibierter Cortisolproduktion, gesteigertem

Cortisolkatabolismus oder beidem sein. Im Vergleich zur ersten Messreihe beobachteten wir
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einen friiheren Anstieg und schnelleren Abfall der Wassercotrisolkonzentration in
darauffolgenden Messungen. Dies weist darauf hin, dass sowohl Produktion als auch
Metabolismus des Plasmacortisols durch wiederholte PES Zugabe geférdert wurden. Bei
nachfolgenden PES Zugaben wurde weiterhin ein weniger ausgepragter Anstieg der
Wassercortisolkonzentration beobachtet. Wahrend der flinften Messung (neunte PES Zugabe)
stiegt die Konzentration nur geringfligig an und kehrte innerhalb von 24 h auf das Basislevel
zurlick. Die Ergebnisse lassen darauf schlief3en, dass die Karpfen sich an die PES-Behandlung
adaptierten und bei wiederholter Zugabe eine schnellere, aber weniger ausgepragte
Stressantwort zeigten. Mortalitdt wurde wahrend der Studie nicht nachgewiesen. Wenn das
Experiment noch weiter fortgefiihrt worden ware, hatten sich die Karpfen vermutlich
vollstdandig an die PES Zugabe adaptiert und keine bzw. eine vernachlassigbar geringe
Stressantwort gezeigt. Wir haben weiterhin festgestellt, dass der Basiswassercortisolwert
nach PES Applikation maRig anstieg. Dies kénnte durch die Applikation hervorgerufen
werden, jedoch sind hier weitere Untersuchungen notwendig. Goos and Consten (2002)
fanden eine dhnliche Adaptation auf wiederholte Temperaturshocks bei mannlichen Karpfen.
Anzumerken ist, dass deren Kontrollgruppe eine Varianz der Plasmacortisolkonzentration mit
der Zeit aufwies. Diese Abweichung ist vermutlich auf den circadianen Rhythmus des
Plasmacortisols, der in vielen Fischarten gefunden wurde, zurlickzufiihren (Lépez-Olmeda et
al., 2012; Montoya et al., 2010; Oliveira et al., 2013). Selbst mit den im vorliegenden
Experiment verwendeten festen Tag/Nacht Lichtperioden hat die angeborene biologische
Variabilitat der Fische kleine Fluktuationen des Cortisolgehaltes verursacht.

Im Test 3 hat die Pulsbehandlung mit PES in der ersten Woche eine starke Steigerung
des Wassercortisols verursacht. Bis zum zweiten Tag nach der Applikation blieb die
Konzentration relativ zur Kontrollgruppe erhéht. Zudem wiesen die Regenbogenforellen
unmittelbar nach der PES Zugabe ein aktiveres Schwimmverhalten auf.

Dies weist darauf hin, dass Regenbogenforellen durch die erste Pulsbehandlung in der ersten
Woche gestresst waren. Im Gegensatz dazu fiihrte die kontinuierliche Behandlung zu

ahnlichen Wassercortisolwerten und Verhalten wie in der Kontrollgruppe. Dies belegt, dass
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die kontinuierliche Applikation wahrend der ersten Woche fiir die Regenbogenforellen
stressfrei verlief. Grund dafir ist vermutlich, dass die PES Konzentration bei kontinuierlicher
Applikation unterhalb des fiir Regenbogenforellen detektierbaren Grenzwertes lag. Ab der
zweiten Woche war die Verhaltensreaktion der Regenbogenforellen auf die Puls-Anwendung
noch immer erkennbar, jedoch kiirzer und weniger intensiv. Dies weist darauf hin, dass
Regenbogenforellen die Veranderungen in ihrer Umwelt, die durch Pulsbehandlung mit PES
verursacht wurden, noch immer kognitiv wahrnehmen. Davon abgesehen wiesen alle
Gruppen vergleichbare Wassercoritsolkonzentration auf, was auf ahnliche
Plasmakonzentration in allen Gruppen schlieflen ldsst. Beide Behandlungsmethoden riefen
daher ab der zweiten Woche keine Stressreaktion hervor.

Die Ergebnisse belegen, dass bei der ersten Exposition eine Konzentration von 1 mg/I
PES in Regenbogenforellen eine Stressantwort induziert. Diese Stressantwort wurde jedoch
bei darauffolgenden Expositionen runterreguliert. Erklarbar ist dies entweder mit Adaptation
oder Erschopfung. Wenn die Regenbogenforellen erschopft sind ist es wahrscheinlich, dass
sie verringertes Wachstum, supprimierte Immunitat und reduzierte Stressantwort gegen
weitere Stressoren aufweisen. In der vorliegenden Studie wiesen die Forellen der
unterschiedlichen Gruppen jedoch vergleichbares Wachstum, Immunitdt und Stressantwort
auf zusatzliche Stressoren (Netzfang) auf. Erschdpfung kann daher als Grund fir die
beobachten Ergebnisse ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse sind daher Folge von

Adaptation!

4.2 Einfluss der Sozialstruktur auf Wassercortisol

Im Test 2 wiesen alle Karpfen ein einheitliches Verhalten auf. Weder Kampfe noch
gegenseitiges jagen wurde beobachtet. Weiterhin wurden keine abnormalen Anderungen
der Wassercortisolwerte wahrend des Experiments gemessen. Im Gegensatz dazu wurden im
Test 3 wahrend der ersten beiden und der flinften Woche verschiedene AusreiRer in den
Konzentrationen in verschiedenen Gruppen beobachtet. Die Regenbogenforellen in den

AusreiBerbecken wiesen ein aggressiveres Verhalten als die anderen Wiederholungen der
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gleichen Gruppe auf. Dies war die Konsequenz von sozialem Stress, der normalerweise in
karnivoren Fischen auftritt. Dominante Fische kdnnen akuten und chronischen Stress bei
untergeordneten Fischen induzieren (Jeffrey et al., 2014; @verli et al., 1999; Sloman et al.,
2001). In der vorliegenden Studie handelte es sich bei der Mehrheit der Regenbogenforellen
in den AusreiBerbecken um untergeordnete Exemplare. Ihr Stressstatus flhrte zu abnormal

hohen Cortisolkonzentration im Wasser.

4.3 Peressigsaure hat keinen Einfluss auf Wachstum und angeborene zellulare Immunitat

Im Test 3 wiesen Regenbogenforellen aller Gruppen die gleiche Wachstumsrate,
Lever-Somatischen-Index und Futterkonvertierungsrate auf. Weiterhin wurde kein
Unterschied in der Kdrpermorphologie (Langen zu Breiten Verhiltnis) beobachtet.
Abgesehen davon, dass die Forellen durch die erste PES Applikation gestresst waren, war die
Energie, die ins Wachstum investiert wurde, nicht reduziert. Dies belegt, dass PES, sowohl bei
wiederholter Pulsbehandlungen mit Konzentrationen von < 2 mg/| als auch bei
kontinuierlicher Behandlung mit geringer Konzentration ein minimaler Stressor fiir die Fische
war und das Wachstum nicht beeinflusste.

In den Tests 2 und 3 wurden der respiratorische Burst und die Produktion von NO
verwendet, um die Produktion von ROS durch die Nierenleukozyten zu evaluieren. Um die
ROS Produktion zu stimulieren, wurden PMA oder LPS als Signale der Antigen Anerkennung
verwendet. Bei beiden Tests wurde kein Unterschied zwischen den Stimulationsmethoden
gefunden. Dies belegt, dass die Leberleukozyten die gleiche zellulare Immunitdt besaBen,
unabhangig davon, ob die Fische mit PES behandelt wurden oder nicht. Zusatzlich war die
Uberlebensrate der Leukozyten nach 72 h bzw. 96 h Inkubation zwischen PES-behandelten
Tieren und Kontrolle identisch. PES hat daher keinen Einfluss auf die Lebensfahigkeit von

Nierenleukozyten.

4.4 Einfluss von Peressigsdaure auf die mikrobielle Aktivitdt des Wassers

Im Test 1 wurde durch eine Konzentration von 1 mg/| PES eine Reduktion der KBE
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wahrend des vorriibergehenden Wasserstops festgestellt. Bakterielles Wachstum wurde
hingegen im unbehandelten Becken beobachtet. Nachdem erneutem Starten des
Wasserflusses, kehrte die KBE rasch wieder auf den Basalwert zuriick. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass der antimikrobielle Effekt von PES lediglich wahrend und kurz nach
dem Wasserstop vorlag. Unabhangig von diesem Kurzzeiteffekt war eine zweimalige
Applikation pro Woche ausreichend, den Zustand der Kiemen zu verbessern. Es ist
anzumerken, dass die Behandlung mit PES in den Aufzuchteinheiten keinen Effekt auf die
mikrobielle Dichte in den Biofiltern hatte.

Der Biofilm (Periphyton) ist eine Matrix, die hauptsdchlich aus Bakterien und Algen
besteht (Rao, 2010; van Dam et al., 2002). Im Test 3 hat die wiederholte Pulsbehandlungen
mit PES den Biofilm im Fischbecken fast vollstandig entfernt. Grund dafir ist der universelle
antimikrobielle Effekt von PES (Kitis, 2004). Die langsame Degradation von PES wahrend der
Pulsbehandlung war ebenfalls fir eine effektive Desinfektion forderlich. Als Ergebnis davon
war die totale mikrobielle Aktivitat in der Pulsbehandlungsgruppe stark inhibiert. Dies traf
auch auf die aerobe mikrobielle Respiration und Nitrifikation zu. Im Vergleich zur
Kontrollgruppen wurden daher hohere Sauerstoffwerte und geringere Nitrifikation (héhere
Ammonium- und Nitrit- sowie geringere Nitratwerte) gemessen. Weiterhin war die
mikrobielle Aktivitat so gering, dass der pH der Pulsbehandlungsgruppe innerhalb der 4
Wochen unverandert blieb.

Durch kontinuierliche Behandlung mit PES wurde der Biofilm der Beckeninnenseite
verstarkt. Die Anwendungs resultierte in nicht nachweisbaren Konzentrationen von PES, was
durch die schnelle Degradation verursacht wurde. Als Abbauprodukte entsteht unter
anderem Essigsaure, die eine Kohlenstoffquelle ist. Die Zugabe von Kohlenstoff konnte das
Wachstum der Algen und heterotrophen Bakterien im Biofilm steigern (Asaduzzaman et al.,
2008). Eine kontinuierliche Zugabe von Spuren von PES als exogene reaktive
Sauerstoffspezien (reactive oxygen species, ROS), kdnnte trotzdem ausreichen um oxidativen
Stress zu induzieren. Bakterien haben, insbesondere in der Wachstumsphase, eine geringe

Toleranz gegeniiber oxidativem Stress (Sigler et al., 1999). Fiir ein Uberleben unter oxidative
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Stressbedingungen miissen sie daher die Synthese von antioxidativen Enzymen steigern,
welches Energie verbraucht und daher die Reproduktion inhibiert. Im Gegensatz dazu,
unterlaufen Algen photoprotektive Prozesse die sie vor oxidativen Schaden schiitzen und
daher ihre Toleranz gegeniber oxidativem Stress erhdhen (Niyogi, 1999). Der kombinierte
Effekt von Kohlenstoff- und ROS-Zufuhr hat bei der kontinuierlichen Behandlung mit PES das
Algenwachstum geférdert und gleichzeitig das Wachstum der Bakterien im Biofilm inhibiert.
Die Algen nehmen bei ihrer Photosynthese CO, auf und geben O, ab wohingegen Bakterien
durch aerobe Respiration O, verbrauchen und CO, produzieren. Gesteigertes Algenwachstum
und inhibiertes Bakterienwachstum resultiert daher in h6herem O, — und niedrigerem CO, —
Gehalt. Da CO, in Wasser Kohlensaure bildet und den pH senkt, fiihrt ein geringerer CO, —
Gehalt zu einem Anstieg des pH. Dies wurde auch in der vorliegenden Studie beobachtet.
Wie zuvor diskutiert, reduzierte die kontinuierliche Behandlung von PES das bakterielle
Wachstum. Das Wachstum von nitrierenden Bakterien und der Nitrifikationsprozess sind
daher vermutlich ebenfalls inhibiert. Die kontinuierliche Behandlung mit PES fiihrte jedoch
zu gleichen Konzentrationen an Ammonium, Nitrat und Nitrit wie in der Kontrollgruppe. Die
inhibierte Nitrifikation wurde einerseits durch den Wasseraustausch des Durchflusssystems
gepuffert. Dies zeigte sich durch die gleichen tiglichen Anderungen der
Stickstoffkomponenten in allen gemessen Gruppen, die jeweis 12 h vor Flitterung gemessen
wurden. Die inhibierte Nitrifikation wurde durch das Algenwachstum kompensiert, da Algen
Ammonium, Nitrit und Nitrat assimilieren und in Proteine oder Nukleinsduren umwandeln

(Inokuchi et al., 2002; Mallick, 2002).

4.5 Peressigsaure fordert die Gesundheit der Fischkiemen in RAS

Im Test 1 wiesen Karpfen, die zwei Mal wochentlich mit 1 mg/I PES behandelt wurden,
geringere histopathologische Verdnderungen der Kiemen als die Kontrollgruppe auf. Die
behandelten Tiere hatten weniger Hyperplasien und Anhebungen der Kiemenfilamente als
die unbehandelten Tiere. Besonders in der Kontrollgruppe war eine groRe Anzahl

eosinophiler Granulozyten zu finden, wohingegen in den PES-behandelten Fischen nur
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wenige auftraten. Dies ist vermutlich auf suboptimale Wasserbedingungen zurickzufihren.
Dies wurde, wie zuvor diskutiert auch durch die Messung der im Wasser zu findenden
Bakterien belegt. Wahrend der PES-Behandlung wurde der Wasserdurchfluss angehalten. In
den unbehandelten Becken waren die Fische dabei einer einer héheren Anzahl von Bakterien
konfrontiert als in Becken, in welchen PES appliziert wurde. Auch wenn der Wasserfluss
wahrend der restlichen Zeit aufrechterhalten wurden und die Bakteriendichte daher im
gesamten RAS gleichmaRig war, hat die kurzzeitige Anwendung mit PES geholfen, die

Wasserqualitat und nachfolgend die Gesundheit der Kiemen zu steigern.

4.6 Anwendungsstrategie von Peressigsaure in RAS

PES in Konzentration bis zu 2 mg/I stellte einen adaptierbaren und minimalen Stress fiir
Fische dar. Die PES-Exposition hatte keinen Einfluss auf Wachstum oder die angeborenen
zellulare Immunitat. Sie hat die Gesundheit der Kiemen bei suboptimalen
Wasserbedingungen sogar geférdert. Wir empfehlen daher, dass PES direkt in die
Aufzuchteinheiten appliziert wird. Es ist anzumerken, dass Mischmafnahmen, wie Beliftung,
simultan erfolgen sollten, um eine bestmaégliche Verteilung zu gewahrleisten. Gleichzeitig hat
PES einen generellen antibakteriellen Effekt. Bei Konzentrationen hoher als 1 mg/l inhibiert
PES die Nitrifikationsprozesse. Bei geringen Konzentrationen blieb der Nitrifikationsprozess
unbeeinflusst. Damit nitrifizierende Bakterien geschiitzt werden, sollte darauf vermieden
werden, hohe Konzentrationen an PES direkt auf die Biofilter zu applizieren. Nach dem oben
aufgestellten Verteilungsmodel wird PES, welches der Aufzuchteinheit zugegeben wird,
zunachst im mechanischen Filter verdiinnt bevor es in den Biofilter gelangt. Die
Verdiinnungsgeschwidnigkeit ist dabei hauptsdchlich von der Durchflussrate und dem
Wasservolumen jeder Einheit abhadngig. Wenn man die spontane Degradation von PES in die
Betrachtung einbezieht, ist die Konzentration, die den Biofilter erreicht, deutlich geringer als
die applizierte Dosis. Zur Verringerung der PES-Konzentration welche den Biofilter
erreichen,kann der Wasserdurchfluss temporar verringert werden.

Wir empfehlen die Strategie der wiederholten Pulsbehandlungen mit héheren
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Konzentrationen (1-2 mg/I PES) gegentiber der kontinuierlichen Tropfen-Applikation. Grund
dafiir ist, dass die erstgenannte den Biofilm in der Aufzuchteinheit reduzieren kann,
wohingegen die letztgenannte die Bildung des Biofilms fordert. Dies ist gefahrlich, da der

Biofilm als Reservoir flr opportunistische Fischpathogene wirken kann.

5 Zusammenfassung und Perspektive

In der vorliegenden Studie konnten wir belegen, dass PES in Konzentration bis zu 2 mg/I
ein adaptiver und minimaler Stressor fiir Fische ist. Wachstum und angeborene zelluldre
Immunitat wurden durch die Anwendung nicht beeinflusst. Bei unglinstigen
Wasserbedingungen wirkte PES sogar forderlich auf die Gesundheit der Kiemen. In hohen
PES Konzentrationen (1-2 mg/I) wurde die Anzahl an Bakterien, inclusive Nitrifizierer,
verringert. Auch wenn geringe Konzentrationen an PES fir Bakterien nicht letal wirkt, kdnnte
es oxidativen Stress induzieren und daher ihren Metabolismus und Reproduktion behindern.
Damit eine gute Hygiene in RAS gewahrleistet und potenzielle Krankheiten verhindert
werden kénnen, empfehlen wir, PES in Konzentrationen von 1-2 mg/l wochentlich direkt in
die Aufzuchteinheit zu applizieren. Eine gleichzeitige Reduktion des Wasserdurchflusses bzw.
das Zugeben von Wasser zum mechanischen Filter verringert vermutlich adverse Effekte auf
den Biofilter.

Eukaryotische Algen kénnen Stickstoffkomponenten und CO, absorbieren. Im Gegenzug
bilden sie Algenbiomasse und setzten O, frei. Theoretisch erfiillen sie damit die Funktion
eines Biofilters. Weiterhin scheinen sie selbst bei Konzentrationen bis zu 2 mg/| extrem
tolerant gegeniiber PES zu sein. Basierend auf diesen Ergebnissen ware es moglich, ein
Biofilter-freies RAS zu entwickeln, welches Aquakultur und Algenproduktion kombiniert. PES
kann regelmaBig auf das gesamte System appliziert werden und daher ein geringes Risiko fir
pathogene Krankheiten aufrechterhalten werden.

Produkte auf PES-Basis sind geeignet fischpathogene Keime in Aquakulturanlagen zu
reduzieren und die Gesundheit der Fische ohne den Einsatz von Antibiotika oder

Medikamenten zu verbessern! Beim Einsatz von PES sind keine Riickstande im Produkt oder
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in der Umwelt zu erwarten. PES sollte regelmaRig prophylaktisch appliziert werden um von
vornherein die Bildung hoher Keimdriicke und somit Fischkrankheiten und Fischverluste zu
vermeiden. Eine PES-Applikation bei akutem Krankheitsgeschehen mit Verlusten ist
kontraproduktiv.

Flr die praktische Anwendung von PES in Aquakulturanlagen sind folgende
Empfehlungen abzugeben: PES sollte nur im Haltungsteil der Anlagen in Konzentrationen von
1-2 mg/| appliziert werden. Die benétigte Menge an PES muss anhand des Volumens des
Haltungsteil kalkuliert werden. Auf eine gleichmaRige Verteilung des Wirkstoffs im
Haltungswasser mittels Umwalzpumpen oder Beliiftung ist zu achten. Fir
Aquakultureinrichtungen mit hohem Haltungsvolumen ist die Desinfektion tber den
gesamten Haltungsbereich statt an einer Stelle vorzuziehen. Die PES-Desinfektion sollte
mindestens einmal wochentlich erfolgen. Der PES-Zerfall und somit auch die Wirksamkeit
sind von einer Vielzahl von Faktoren abhangig. Entscheidend sind, neben biologischen
Parametern wie Tierart und —alter, die chemo-physikalischen Wasserparameter wie der DOC,
die Wasserharte, der Salzgehalt und die Temperatur. In Abhangigkeit von diesen Parametern
variiert der PES-Zerfall zwischen ca. 15 min in triibem, belastetem bis ca. 5 h in reinem,
unbelastetem Wasser. In Aquakulturanlagen mit hoher Besatzdichte und triilbem Wasser ist
ein sehr schneller Zerfall von PES zu erwarten. In solchen Anlagen sollte eine haufigere
PES-Desinfektion erfolgen. Es empfiehlt sich die Desinfektion in RAS mit niedrigen
Konzentrationen zu beginnen und dann, falls notwendig, schrittweise zu steigern. Die
Nitrifikationsleistung der Biofilter ist wahrend und nach der Desinfektion zu messen. Falls
keine Effekte auf die Nitrifikanten zu beobachten sind kann die PES-Konzentration

schrittweise gesteigert werden.
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