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Zusammenfassung

Das Fertigarzneimittel Blutegel wird in den letzten Jahren in Deutschland wieder vermehrt be-
notigt, der jahrliche Bedarf liegt derzeit bei etwa 500.000 Egeln. Dies betrifft die Arten Hirudo
medicinalis, Hirudo verbana und Hirudo orientalis. Als Alternative zur bisher Uberwiegend
praktizierten Verwendung von Blutegeln aus Wildfangen wird eine Versorgung aus Vermeh-
rungsbetrieben angestrebt, was eine intensive Haltung bedingt. Sowohl der Tierschutz als auch
die Wirtschaftlichkeit verlangen eine verlustarme Aufzucht. Das Lebensumfeld der Blutegel in
solchen Betrieben wird hauptsachlich durch die Qualitat des Haltungswassers bestimmt. Durch
den Eintrag von Stoffwechselprodukten und Blut, dem Futtermittel fur Blutegel, verandern sich
chemische Wasserzusammensetzung und mikrobiologische Situation in ihrem Umfeld regel-
maRig negativ fiir die Blutegel. Eine besondere Schwierigkeit resultiert aus den grol3en zeitli-
chen Abstédnden zwischen den Fitterungen. Bisher gab es keine systematischen Untersuchun-

gen zum Einfluss intensiver Haltung auf die Blutegelgesundheit.

Fur die vorgelegte Arbeit wurden zwei Haltungsanlagen mit sechs technisch unterschiedlichen
Wasserbehandlungssystemen konstruiert, in der Biebertaler Blutegelzucht GmbH (bbez) auf-
gebaut und deren Eignung fur die Blutegelhaltung untersucht. Auch wurde eine Analyse des
bisher praktizierten Haltungsverfahrens durchgefiihrt, um Schwachstellen zu identifizieren.
Eine Pilotanlage arbeitete mit funf zirkulierenden Wasserbehandlungssystemen: je ein kleiner
und groRer biologischer Filter, durch Eichenextraktzugabe leicht saures Haltungswasser, Ozo-
nisierung des zirkulierenden Wassers sowie eine kombinierte Hochfrequenz- und ultraviolette
Lichtbestrahlung wurden eingesetzt. Die beiden Biofilter-Anlagen verhielten sich mikrobiolo-
gisch sehr ahnlich, in beiden stiegen die Abundanzen der kultivierbaren Bakterien nach der
Futterung kaum an. Auf etwas niedrigerem Niveau dhnlich war der Konzentrationsverlauf in
der Eichenextrakt-Anlage. In den Anlagen mit der Ozonisierung sowie der Hochfrequenz- und
UV-Bestrahlung sanken hingegen nach der Futterung die Abundanzen der kultivierbaren Bak-
terien und verblieben auf dem niedrigeren Niveau. Die Zellzahlen hingegen verblieben bis zum
Versuchsende auf einem leicht erhdhten Niveau, ein Beleg fur Verdnderungen in der Zusam-
mensetzung der Bakteriengemeinschaft. In den Versuch einbezogen wurde eine Fltterung der
Blutegel mit Blut. Die Konzentration der Stickstoffabbauprodukte erschien, insbesondere kurz
nach der Fltterung, kurzzeitig jedoch zu hoch fur ein gesundes Umfeld fiir Blutegel. Die Hal-

tung der Blutegel im leicht sauren Milieu schien ihrer Gesundheit férderlich zu sein.
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Zur tiefergehenden Untersuchung der Hinweise aus der Pilotanlage wurden in einer Haupt-
Versuchsanlage drei Wasserbehandlungssysteme tber einen Zeitraum von 15 Monaten einge-
setzt. Drei Versuchsdurchgange mit zwei Futterungen lieferten Daten. Untersucht wurden zwei
Anlagen mit leicht saurem Haltungswasser, eine Ansauerung erfolgte mittels Eichenextrakt,
eine zweite mittels Kohlendioxid in Umkehrosmosewasser, jeweils kombiniert mit einem bio-
logischen Kanisterfilter. Eine dritte Anlage behandelte zirkulierendes Trinkwasser in einem
Kanister- und einem Schwimmsandfilter. Verfahrenstechnische Méngel konnten in den beiden
ersten Versuchsdurchgangen behoben werden. Die drei Systeme waren nach einer Anlaufzeit
in der Lage, Ammonium und Nitrit zu oxidieren. Unmittelbar nach der Fltterung stiegen in
allen Anlagen die Konzentrationen beider Stickstoffverbindungen drastisch, um dann nach kur-
zer Zeit wieder abzufallen. Die Nitratkonzentration stieg in allen Anlagen nach der Futterung
kontinuierlich und Uber einige Wochen an, fiel dann aber auch wieder ab, hier vollzogen sich
An-und Abstieg Uber einen deutlich langeren Zeitraum. Kriterium zur Beurteilung der Leistung

der Systeme waren in allen VVersuchen die Anzahl der tberlebenden Egel sowie ihr Wachstum.

Untersuchungen zeigten Effekte auf die Mikrobiologie im Haltungswasser. Die Blutfitterung
flhrte in allen Anlagen zu erhéhter Konzentration wasserassoziierter Bakterien, die im dritten
Durchgang erkennbar schwécher ausfiel. Die Verschiebungen in der Zusammensetzung der
Bakteriengemeinschaften wurden genauer untersucht. Flavobacterium spp. war nach der Blut-
fltterung in der Anlage mit Eichenextraktzugabe nicht mehr nachweisbar, wogegen dessen
Konzentration in den beiden anderen Anlagen leicht anstieg. Chryseobacterium spp. war in den
Anlagen mit Eichenextrakt und mit dem Schwimmsandfilter nach der Futterung in nur leicht
erhohter Konzentration nachweisbar, in dem angeséuerten Umkehrosmosewasser mit deutlich
hoherer Konzentration. Die Blutfutterung veranderte die Zusammensetzung der Bakterienge-
meinschaften. Bakterien der Gattungen Cupriavidus, Variovorax, Comamonas, Bosea und Bre-
vundimonas waren nur vor der Futterung, Bakterien der Gattungen Tahibacter, Morganella,
Aeromonas, Delftia, Aminobacter, Rhizobium, Pedobacter und Agrococcus nur danach nach-
weisbar. Ein Zusammenhang mit den auftretenden Erkrankungen der Blutegel war zu vermuten.
Ein positiver Effekt leicht sauren Haltungswassers auf die Egel liel sich in der Haupt-Versuchs-

anlage nicht bestatigen.

Erkennbar war, dass die Kombination aus verénderter mikrobiologischer und chemischer Situ-
ation im Haltungswasser, verbunden mit hufigen Stérungen der Blutegel, in der Verdauungs-
phase negativen Einfluss auf den Aufzuchterfolg hat. Die Bedeutung der chemischen Faktoren

alleine wurde hingegen bisher tberbewertet. Haltungssysteme mit zirkulierendem Wasser bie-
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ten hingegen mehrere Vorteile. Neben der Dampfung physikalischer und chemischer Anderun-
gen und der Minimierung von Stérungen der Tiere, sparen sie Ressourcen und kdnnen hygie-
nisierende Technik integrieren. Angefutterte Schwimmsandfilter sind fiir die Blutegelaufzucht
vorteilhaft. Wesentliche Erkenntnisse aus dieser Arbeit wurden in der bbez erfolgreich umge-

setzt.
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Abstract

Leeches for therapeutic use are classified as a drug according to German drug law. The demand
amounts to 500,000 leeches yearly. This number applies to the Hirudo medicinalis, Hirudo
verbana and Hirudo orientalis. Leeches for therapeutic use are predominantly caught in their
natural habitat. With the objective of providing more bred leeches for medicinal use, breeders
are aiming to increase the number of leeches from leech farms where they are raised under
thoroughly controlled conditions. The reasons for this are protection of the species, safe pro-
duction of the medicinal leech as a drug, as well as supply security. The concentration of met-
abolic substances in the water and changes in the bacterial population alter the living conditions
of the leeches in a way detrimental to health, vitality, growth, and fertility of raised leeches. To
this day, there is no research analyzing the influence of keeping requirements under intensive
cultivation conditions. For this thesis, two sites with recirculating water systems and six differ-
ent water treatment systems were designed and assembled at Biebertaler Blutegelzucht (bbez)
in order to test their ability to enhance water quality for leech raising. Existing leech keeping

techniques were examined to identify weak points.

A pilot installation was set up with a large organic filter, reduction of water acidity achieved by
adding oak extract, ozonation of circulating water, irradiation of circulating water with high
frequency and ultraviolet light, and a commonly used organic canister filter. Both systems with
organic filters had similar reactions, there being nearly no detectable reactions on blood feed-
ings. Reaction to the system with oak extract was comparable as well, but at a lower level.
However, the systems with hygienic technology (ozonation and irradiation) showed reduced
abundance of cultivable bacteria and were able to maintain that level. In contrast, cell numbers
remained at a slightly increased level, suggesting a change in the bacterial population. Keeping
leeches under lightly acidic conditions (pH approximately 6,5) seemed to be useful for keeping
them healthy. Based on the experience of the pilot installation, a second installation was de-
signed to examine three water treatment systems. Because oak extract not only reduces pH of
the water, but also adds several substances such as humins which might influence leeches, water
was alternatively acidified by injecting CO. into reverse osmosis water. The third installation
used a sand filter unit with floating sand. This principle test system was pursued over a period
of 15 months during three trials wherein two feedings were executed. The most important cri-
terion to evaluate efficiency of the water treatment systems was the rate of surviving leeches
and their growth. The first two trials in this site revealed faults in technical designs, which were
eliminated by the third trial. Ammonia and nitrite reduction was in working order in all of the
systems but with a certain delay. After feeding, concentration of both nitrogen compounds rose
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for a short period before subsiding. Concentration of nitrate rose continuously after blood feed-
ing of the leeches, but eventually did decrease. The period of time in which this increase and
decrease took place was noticeably longer.

Microbiological research revealed a strong impact of the water treatment on abundance and
type of water-associated bacterial population. After blood feeding of the leeches, concentration
of these bacteria rose in all three treatment systems. During the first trial, the increase was
clearer than during the third trial. Shifts in the bacterial population were observed by examining
Flavobacterium spp. und Chryseobacterium spp. The oak extract installation showed no detect-
able Flavobacterium spp. after leech feeding; in contrast, concentration of this bacteria rose
slightly in both other installations. Chryseobacterium spp. increased in abundance just slightly
in the installations with oak extract and sand filter unit, noticeably more so in the installation

with COz injection.

The composition of the bacterial population was highly influenced by the blood feeding. Chrys-
eobacterium spp. were found only before feeding, whereas Tahibacter, Morganella, Aer-
omonas, Delftia, Aminobacter, Rhizobium, Pedobacter und Agrococcus were found only after
feeding. A connection between these bacteria and health problems of the leeches can be as-

sumed.

After the pilot trial, it was to be expected that keeping leeches under slightly acidic conditions

would be beneficial; this supposition was not confirmed in the main trials.

Keeping leeches in systems with recirculating water has a number of advantages in comparison
with systems based on changing the water. There is less change in the chemical and physical
conditions of the water. There is a saving of resources and reduction in disturbance of the
leeches, and furthermore, hygienic technologies can be integrated.

Water treatment systems adapted to leech needs are able to influence water quality, especially

as related to blood feeding with the effect that more healthy leeches can be raised.

Overall results of the main trials showed that metabolic substances in the water combined with
shifts in the composition of the bacterial population have a decisive effect on the success rate
of raising leeches. It also demonstrates that the impact of nitrogen compounds was overrated.
The implemented sand filter unit combined with previous feeding was capable of improving

water quality with regard to leech needs.



Inhaltsverzeichnis VI

Inhaltsverzeichnis

ZUSAMIMENTASSUNG . ...ve vttt et sr e st e e s e sbeete e besre e b e s beeseesbeeteestesbeese e besaeeeesteaneesreateenrens 1
AADSTTACT ...ttt R R Rt R Rt bbb b e r e ne e \Y
INNAIESVEIZEICHNIS. ...t sttt et esae et eneesaeer e e tenreeneenne e Vil
ADDIHAUNGSVEIZEICNNIS ... et X
TADEIENVEIZEICHNIS. ...ttt bbbttt bt e b X1
ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS ...t sttt et e et sbeete e besneebesreeneennas A\
1 Einleitung Und ZIEISEIZUNG .......covviviiiiieiccies e 1
1.1 Generelle ProbleMSEIIUNG.........cc.oii it st 1
111 = S 01 =To 1= USROS 3
1.1.1.1  Systematische Einordnung der BIUtEgel ............oooiiiiiiiee 3
1.1.1.2  Anatomie der BIUTEGEL ........ooiiiiiieieeee et 4
1.1.1.3 Verhalten der Blutegel, Nahrungsaufhahme und FUErung ........c.ccccoevevveiiiicieieenc e 7
1.1.2 Rechtliche Rahmenbedingungen fur das Arzneimittel Blutegel...........ccooviiiiiincicnnn, 11
1.13 Wirkweise der Blutegelsaliva in der TRerapie..........cccoeveiiininineneieeeeses e 12
1.14 Versorgung des Marktes und wirtschaftliche Notwendigkeiten.........c.coccooeviiiciii e, 13
1.2 Herstellungstechniken, ProduktqUalitat............c.ccceeeeiiieciiieieeccce e 13
121 In der Literatur beschriebene Herstellverfahren ............ccooveveiiveiiniiiieieseee e 15
1.2.2 Haltungs- und Vermehrungsverfahren anderer Hersteller ..., 16
1.2.3 Etabliertes Verfahren der Biebertaler Blutegelzucht (bbez) ..o 17
1.3 Analyse des ProduktionSVerfarens...........ccoouiiiiiiiiiiieces e 22
131 Analyse von Haltungsfaktoren und Verlustquellen ..o 23
1.4 Methodischer Leitfaden und HYPOTNESE ..........cvciiiiiic e 34
1.5 ZERISELZUNG ...ttt bbbttt b b n e 35
2 Material UNd MELNOGBN. .......ccvii ettt st sre e see e 38
2.1.1 Aufbau der Pilotanlage, Fitterungen und BIUtegel..........covoiiiiiiiiiiic i, 38
2111 EE-ANIAQE. ..ottt b et be e et e te e e e sreetaenreare s 41
2.1.0.2  BIO-ANIAGE. ...ttt 43
P e T o |/ U Y Y ] - Vo RSP 44
N O O N o =T S STUSRRRSS 45
2.1.1.5  KONOI-ANIAGE ...ttt ettt ettt 46
212 Messung physikalischer und chemischer Parameter............c.covviiineniieiene e 48
2.1.3 Messung der mikrobiologischen Wasserparameter .............cooveeriiiiie e eeene e 50
2.2 Haupt-Versuchsanlage flr FULterungsversuChe ... 51
2.2.1  Aufbau der verbesserten Versuchsanlage ...........cooeveiviiiiiniii i 51

N R =t A o] - T L= SR 56



Inhaltsverzeichnis VIl

2212
2213
2.2.2
2.2.3
2.2.4

3

3.1
311
3.1.2
3.1.3
3.13.1
3.1.3.2
3.1.3.3
3.1.34
3.1.35
3.14
3141
3.14.2
3.14.3
3144
3.14.5
3.15
3.15.1
3.1.5.2
3.153
3.154
3.1.5.5
3.1.6
3.1.7
3.1.71
3.1.7.2
3.1.7.3
3.1.7.4
3.1.7.5
3.1.7.6
3.1.8
3.18.1
3.1.8.2
3.1.8.3

L@ LN o] Vo -SSP 57
] =B AN 1 - To - TSR 59
Messung chemischer und physikalischer Parameter ..o 62
Messung der mikrobiologischen WasSerparameter ............ccoovvierenereneiesiese s 64
Bewertung der Effektivitat der Wasserbehandlung anhand der Blutegel ............c.cccocovenenee. 67
Durchflihrung der Versuche und ErgebniSSe ........cccveieiieiiiiiiieeicie e sre et 68
Durchfihrung und Ergebnisse der VErsuChe .........oceveiiiiiiiiieeeees s 68
Durchflhrung des PIlOtVEISUCNS ........cciiieiiiece e 68
Ergebnisse zur Verfahrenstechnik im Pilotversuch ... 69
Ergebnisse chemischer Wasserqualitat im PilOtversuch..............covveieieiiiiisinnece 70
EE-ANIAGE. ... 70
T Lo R AN 1 - Vo SRR 71
HE/UV-ANTAGE ...ttt 72
O3-ANTAGE <.ttt b e 73
Qo 41110 B AN 1 - To SO OPRP 75
Ergebnisse mikrobiologische Untersuchungen des Wassers im Pilotversuch.............c.......... 79
EE-ANIAGE. ...ttt 79
T To R AN 1 - To OSSOSO PRP 81
(LT AT AN g1 - To T SRR 82
O3-ANTAGE ..ttt b b 83
KONITOH-ANTAGE ... et 84
Verhalten der Blutegel im PilOtVErSUCH .........ccviiiiic e 85
EE-ANIAGE. ...ttt 85
BHO-ANIAGE. ...t 85
HE/UWV=ANTAQE ..ottt sttt st be st b e te et sbeeneestesreeneesre e 85
L@ AN ] - To =TSSR 85
KONITOH-ANTAGE ... et 86
Zusammenfassung der Ergebnisse PIlOtVErSUCH .........ccooviiiiiiiiiicee e 87
Durchflihrung und Ergebnisse FUIerungsversuch L.........cccocvvveiiieiiieiecie s, 88
Durchfihrung FULEruNgSVEIrSUCH 1 ......c.ooiiiiiiiieee s 88
Ergebnisse Verfahrenstechnik FUterungsversuch L. 89
Ergebnisse zur chemischen Wasserqualitat im Futterungsversuch L.........ccocvviiiiviiennnnnes 91
Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen Fiitterungsversuch 1 ............ccccocoeieneee 94
Sterberaten und Gewichte der Blutegel in Fitterungsversuch L........ccccoovoiiiiiineneniennn, 109
Zusammenfassung der Ergebnisse FUtterungsversuch 1 .........cccccooieiiniiienrniene e 112
Modifizierte Flitterungsversuche 2 Und 3 ........c.ooiiiiiiiieee e e 114
Durchfiihrung des FULLErUNgSVEISUCNS 2 .........ooviiiiiieieiscse e 115
Durchflihrung und Ergebnisse des Fltterungsversuchs 3.........ccccoveveveveeienesiese e 115

Ergebnisse zur Verfahrenstechnik in Fltterungsversuch 3. v, 116



Inhaltsverzeichnis IX

3.1.8.4 Ergebnisse zur Chemischen Wasserqualitat in Fltterungsversuch 3..........cccccooeveiiveienenn, 117
3.1.8.5 Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen Fitterungsversuch 3 ............cccccocveneen. 121
3.1.8.6  Sterberaten und Gewichte der Blutegel in Fitterungsversuch 3. 128
3.1.8.7 Zusammenfassung der Ergebnisse aus FULterungsversuch 3.........ccocovcvvvevevveinnesieeninnennn, 138
O B 11 (U] o] SO SP SR OR PP 140
LT N 0] = o T PP 150
(YT o LR LY =T 7= (ol 1 o J S TROS 158

Eidesstattliche EXKIAIrUNG........c.oiiiiiie e sttt sbe et et sae e e te e e sreanes 165



Abbildungsverzeichnis X

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:

Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:
Abbildung 15:
Abbildung 16:

Abbildung 17:
Abbildung 18:

Abbildung 19:
Abbildung 20:
Abbildung 21:
Abbildung 22:
Abbildung 23:
Abbildung 24:
Abbildung 25:
Abbildung 26:

Abbildung 27:

Abbildung 28:

Abbildung 29:

Organisationsschema des BIUtEQE] .........cccocveiiiiiie i 5
Uberlebensrate der drei Arten Hirudo orientalis, H. medicinalis, und H. verbana

unter kiinstlichen HaltungsbedinguNgEN. .........ccoviiiiiineiccee e 22
ClUSter aUS BIUEGEIN. ......oiiiiieieee e 24
Teilansicht der PIlotanlage .........cccoveiiiiieie e 40
Hydraulisches Schema der EE-Anlage, Pilotversuch..........ccccoovvveiiviieiiiecicie, 42
Hydraulisches Schema der Bio-Anlage, Pilotversuch............ccccoooviiinicncnnn 43
Hydraulisches Schema der HF/UV-Anlage, Pilotversuch...........c.ccccooceeeviviieninnnnn, 44
Hydraulisches Schema der Os-Anlage, Pilotversuch ..o, 45
Hydraulisches Schema der Kontroll-Anlage, Pilotversuch ..o 46
Teilansicht der Haupt-Versuchanlage fur Fitterungsversuche 1 bis 3.................... 54
Hydraulisches Schema der EE-Anlage, Futterungsversuche 1-3. ......c..cccooeevevienen. 56
Hydraulisches Schema der RO-Anlage, Fltterungsversuche 1-3...........ccccceeevennns 58
Hydraulisches Schema der SB-Anlage Futterungsversuche 1 bis 3..........cccccoeenee. 60

Konzentrationen der N-Produkte im Aquarienwasser, EE-Anlage, Pilotversuch .70
Konzentrationen der N-Produkte im Aquarienwasser, Bio-Anlage, Pilotversuch. .71

Konzentrationen der N-Produkte im Aquarienwasser, HF/UV-Anlage,
PHIOTVEISUCK. ...ttt 72

Konzentrationen der N-Produkte im Aquarienwasser, Os-Anlage, Pilotversuch....73

Separate Darstellung der Ammoniumkonzentration im Aquarienwasser der
03-Anlage, PIOIVEISUCH. ......oiiiiec e 74

N-Produkte im Aquarienwasser, Kontroll-Anlage, Pilotversuch ............c.ccccceeueaie. 75

Nitrit im Aquarienwasser Kontroll-Anlage, separate Darstellung, Pilotversuch . .76

Konzentrationsverlauf N-Produkte in EE-Anlagenwasser, Pilotversuch................ 77
Konzentrationsverlauf N-Produkte in Bio-Anlagenwasser, Pilotversuch ............... 77
Konzentrationsverlauf N-Produkte in HF/UV-Anlagenwasser, Pilotversuch......... 78
Konzentrationsverlauf N-Produkte in Os-Anlagenwasser, Pilotversuch................. 78

Konzentrationsverlauf N-Produkte in Kontroll-Anlagenwasser, Pilotversuch ....... 79

Halblogarithmische Darstellung der Konzentration auf R2A und EMB
kultivierbarer Bakterien aus den Wasserproben (KBE/ml Wasser) sowie der
Gesamtzellzahl/ml Wasser (ZZ) der EE-Anlage im Pilotversuch............c..ccoue..... 80

Halblogarithmische Darstellung der Konzentration auf R2A und EMB
kultivierbarer Bakterien aus den Wasserproben (KBE/ml Wasser) sowie der
Gesamtzellzahl/ml Wasser (ZZ) der Bio-Anlage im Pilotversuch............c.cccceceue. 81

Halblogarithmische Darstellung der Konzentration auf R2A und EMB
kultivierbarer Bakterien aus den Wasserproben (KBE/ml Wasser) sowie der
Gesamtzellzahl/ml Wasser (ZZ) der HF/UV-Anlage im Pilotversuch.................... 82

Halblogarithmische Darstellung der Konzentration auf R2A und EMB
kultivierbarer Bakterien aus den Wasserproben (KBE/ml Wasser) sowie der
Gesamtzellzahl/ml Wasser (ZZ) der Os-Anlage im Pilotversuch.............cc.ccoven..n. 83


file://///bbez/gf/BE/hthg/be/prom02/abgabe_2/diss_ver_60.docx%23_Toc485197198
file://///bbez/gf/BE/hthg/be/prom02/abgabe_2/diss_ver_60.docx%23_Toc485197198

Abbildungsverzeichnis Xl

Abbildung 30:

Abbildung 31:
Abbildung 32:
Abbildung 33:

Abbildung 34:

Abbildung 35:
Abbildung 36:

Abbildung 37:

Abbildung 38:

Abbildung 39:

Abbildung 40:

Abbildung 41:

Abbildung 42:

Abbildung 43:

Abbildung 44:

Abbildung 45:

Abbildung 46:

Abbildung 47:

Abbildung 48:
Abbildung 49:
Abbildung 50:
Abbildung 51:
Abbildung 52:
Abbildung 53:
Abbildung 54:

Halblogarithmische Darstellung der Konzentration auf R2A und EMB
kultivierbarer Bakterien aus den Wasserproben (KBE/ml Wasser) sowie der

Gesamtzellzahl/ml Wasser (ZZ) der Kontroll-Anlage im Pilotversuch................... 84
Zeitverlauf der Beprobungen wahrend des Fitterungsversuchs 1..........ccccoovevenen. 89
Verlauf des pH im Aquarienwasser der drei Anlagen, Fitterungsversuch 1 .......... 90

Verlauf Ammoniumkonzentration im Aquarienwasser der drei Anlagen,
FULTEIUNGSVEISUCK L. oot ees 91

Verlauf Nitritkonzentration im Aquarienwasser der drei Anlagen,
FULLErUNQGSVEISUCK L. ..ttt 92

Verlauf Nitratkonzentration im Wasser der drei Anlagen, Fitterungsversuch 1; .93

Konzentrationen im Aquarienwasser vorkommender Bakterien (Gesamtzellzahl)
der drei Versuchsanlagensysteme Fltterungsversuch 1.........ccccoeceviviiieinineinennnnn, 95

Konzentration auf DEV kultivierbarer Bakterien aus den Wasserproben
(Koloniebildende Einheiten KBE/mI Wasser) der drei Versuchsanlagesysteme
FULEEIUNQGSVEISUC L. oottt sre e 97

Konzentration auf R2A kultivierbarer Bakterien aus den Wasserproben
(Koloniebildende Einheiten KBE/mI Wasser) der drei Versuchsanlagesysteme
FULLEIUNQGSVEISUCN L ..ottt st et 98

Konzentration auf EMB-Agar kultivierbarer Bakterien aus den Wasserproben
(Koloniebildende Einheiten KBE/mI Wasser) der drei Versuchsanlagesysteme
FULLErUNGSVETSUCKH L. .o 99

Abundanz der auf DEV, R2A und EMB kultivierten Bakterien aus den
Aquarienwasser-proben der EE-, RO- und SB-Anlagen, Fitterungsversuch 1.....100

Auftreten abundanter, auf DEV kultivierter Bakterien aus Aquarienwasserproben
zu verschiedenen Probenahmezeitpunkten in den Anlagen Futterungsversuch 1.102

Auftreten abundanter, auf R2A kultivierter Bakterien aus Aquarienwasserproben
zu verschiedenen Probenahmezeitpunkten in den Anlagen Futterungsversuch 1. 103

Auftreten abundanter, auf EMB kultivierter Bakterien aus Aquarienwasserproben
zu verschiedenen Probenahmezeitpunkten in den Anlagen Fitterungsversuch 1.104

Konzentration auf DEV-Agar kultivierter Chryseobacterium spp. und
Flavobacterium spp. aus den Aquarienwasserproben der drei Versuchsanlagen

FULLEIUNQGSVEISUCN L ..ottt st sae s 107
Phylogenetische Zuordnung abundanter, auf R2A und Blutagar kultivierter
egelassoziierter Bakterien FUtterungsversuch 1. ... 108
Sterberaten (in %) der Blutegel in den Anlagen des Fltterungsversuchs 1, vor und
Nach der BIUtFULEEIUNG. ......ooviiviee et 110
Gewicht von 250 Blutegeln (errechnet aus Durchschnittsgewichten) zu Beginn und
Ende des Versuchszeitraums Futterungsversuch 1..........ccccoovvviviiiniininienenienns 111
Zeitverlauf der Beprobungen wahrend des Fitterungsversuchs 3............ccoceeee. 116
Verlauf pH in den Aquarien, FUtterungsversuch 3., 117
Verlauf der Ammoniumkonzentration in Aquarien, Fitterungsversuch 3............ 118
Verlauf der Nitritkonzentration in Aquarien, Fitterungsversuch 3....................... 119
Verlauf der Nitratkonzentration in Aquarien, Fltterungsversuch 3...................... 119
Chemischer Sauerstoffbedarf CSB der Anlagen, Fiitterungsversuch 3................. 120

Konzentrationsverlauf des gesamten organischen Kohlenstoffs TOC in den
Anlagen, FULErungSVErSUCN 3........coviiiiii et 121



Abbildungsverzeichnis Xl

Abbildung 55:

Abbildung 56:

Abbildung 57:

Abbildung 58:

Abbildung 59:

Abbildung 60:

Abbildung 61:

Abbildung 62:

Abbildung 63:

Abbildung 64:

Abbildung 65:

Konzentrationen im Aquarienwasser vorkommender Bakterien (Gesamtzellzahl)
der Versuchsanlagen, FULterungsversuch 3 ... s 123

Konzentration auf DEV-Agar kultivierbarer wasserassoziierter Bakterien in den
Anlagen FULtErungSVErsSUCH 3........ooioiiiiee e 125

Relative Abundanz der abundantesten auf DEV-Agar kultivierten Bakterien aus
den Aquarienwasserproben der Versuchsanlagen Fitterungsversuch 3................ 126

Auftreten abundanter, auf DEV-Agar kultivierter Bakterien aus
Aguarienwasserproben zu verschiedenen Probennahmezeitpunkten in den
Versuchsanlagen, FUterungsversuch 3 .........cccoiviviie i 127

Sterberaten (in %) der Blutegel je Anlage vor und nach der Blutfutterung in
FULLEIUNGSVEISUCN 3. ..ottt naenne s 130

Sterberaten (in %) der Blutegel je Anlage vor und nach der Blutfitterung in
FULTEIUNGSVEISUCK 3. .ottt st nne s 131

Sterberaten (in %) der Blutegel je Anlage vor und nach der Blutfutterung in
FULLEIUNQGSVEISUCN 3 ...t sttt sne s 132

Gewichte von 250 gesunden Blutegeln zu Beginn und Ende des
FULLEIUNGSVEISUCNS 3.ttt naenne s 133

Verlauf und Anzahl der in Fitterungsversuch 3 verstorbenen Blutegel nach
ANlagen, KUMUBEI. ......ccviiiecce ettt st s 135

Auswertung Durchschnittsgewichte von 250 Blutegeln am 17.10.2014 in den
Anlagen, FULErUNGSVEISUCN 3. ......coiiiiiieieieesi e 136

Darstellung der Anzahl Blutegel, die keine Nahrung aufgenommen haben,
FULLEIUNGSVEISUC 3. oottt sttt enne s 137

Abbildungen im Anhang

Abbildung Al:
Abbildung A2:

Abbildung A3:

Abbildung A4:

Abbildung A5:

Abbildung A6:

Abbildung A7:

Auswertung der Blutegelzahlen in den Aquarien, EE-Anlage, Pilotversuch...... 150
Auswertung der Blutegelzahlen in den Aquarien, Bio-Anlage, Pilotversuch..... 150

Auswertung der Blutegelzahlen in den Aquarien, HF/UV-Anlage,
PHOIVEISUCN. ... 151

Auswertung der Blutegelzahlen in den Aquarien, Os-Anlage, Pilotversuch...... 151

Auswertung der Blutegelzahlen in den Aquarien, Kontroll-Anlage,
PHOIVEISUCK. ... 152

Ubersicht der identifizierten, auf DEV kultivierten Bakterien der Wasserproben,
FULterungsVEISUCN L. .. .. e e, 152

Vergleich der abundantesten auf DEV-Agar kultivierten Bakterien der
Wasserproben aus den drei Anlagen, Futterungsversuch 3........................... 153


file://///bbez/gf/BE/hthg/be/prom02/abgabe_2/diss_ver_60.docx%23_Toc485197256
file://///bbez/gf/BE/hthg/be/prom02/abgabe_2/diss_ver_60.docx%23_Toc485197256

Tabellenverzeichnis X1

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:
Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:
Tabelle 5:
Tabelle 6:
Tabelle 7:
Tabelle 8:
Tabelle 9:

Tabelle 10:

Tabelle 11:

Tabelle 12;

Tabelle 13:
Tabelle 14:

Tabelle 15:

Tabelle 16:

Tabelle 17:

Tabelle 18:

Tabelle 19:
Tabelle 20:

Sinneszellen und ihre Lage im BIUtEgEl .........ccccveieiiiiiii e 6
Grundschema der Blutegelvermehrung in der bbez im zeitlichen Verlauf ............. 20
ADIOtiSChe StreSSTAKIONEN........c.eiiiieecece e 33
Volumina und Durchflussraten in den Anlagen, Pilotversuch ..............ccocoeieienns 39
Daten der Eichenextrakt-Dosierung in der EE-ANIAge .......cccevvvvevviieceieciecieenns 41
Verwendete Kivettentests PHOtVEISUCH ........ooveviiiiiiiiieseeesese e 48
Verwendete Kuvettentests Futterungsversuche 1 bis 3........ccccooeoiiiiiiiiciinenenns 62
Auszéhlung der Blutegel am Ende des Pilotversuchs ...........cccccoeveveeiicnniecieennnn, 86

Konzentrationen im Aquarienwasser vorkommender Bakterien (Gesamtzellzahl)
bei den drei Versuchsanlagen in Fitterungsversuch 1 .........cccooceoiviiiinencnenienen, 94

Konzentration auf DEV, R2A und EMB kultivierter wasserassoziierter Bakterien in
den Anlagen FUtterungsversuCh L........ccooviiciiiieie i 96

Konzentration auf DEV Kultivierter Chryseobacterium spp. und Flavobacterium
spp. aus den Wasserproben, FUtterungsversuch 1.........cccccovvvvivereninninennsnsnieseenes 106

Sterberaten (in %) und Anzahl der gestorbenen Blutegel in den Anlagen vor und
nach der Blutfutterung in FUtterungsversuch 1 ........cccccovveieiiiiiicicseeie e 109

Gewicht von 250 Blutegeln zu Beginn und Ende des Fiitterungsversuchs 1 ........ 111
Konzentrationen der Gesamtzellzahl wasserassoziierter Bakterien in den

Versuchsanlagen, FULtErungsversuch 3 ... 122
Konzentration auf DEV kultivierte wasserassoziierte Bakterien in den drei
Versuchsanlagen, FULterungsversuch 3 ..........ccoovviiiiiienenienessesesese e 124
Sterberaten (%) und Anzahl der gestorbenen Blutegel in den Anlagen des
Futterungsversuchs 3 vor und nach der FULEruNg ........ccoeoeveninienenenesesen 129
Gewicht von 250 gesunden Blutegeln zu Beginn und Ende

des FUErUNGSVEISUCNS 3.......couiiiiiiiiie ettt sttt 133
Anzahl und Rate (%) der Blutegel, die bei der Fitterung in Fitterungsversuch 3
NICHt gefreSSEN NADEN ..........oviiiii e 134
Gewichtszunahme der Blutegel nach Anlagen, Fitterungsversuch 3 ................... 136

Minimalanspriiche von Fischen an die Wasserqualitét, ausgewahlte Parameter ..141

Tabellen im Anhang

Tabelle Al:

Tabelle A2:

Tabelle A3:

Tabelle A4:

Komponenten des Speichelsekrets der Blutegel................cooiiiiii 154
Beispielhafte Auflistung moglicher Indikationen f. d. Blutegeltherapie............ 155

Ausgesuchte Wasserparameter, gemessen in vier Teichen mit natirlichen Vorkom-
men von H. verbana in RUMANIEN ..., 156

Ubersicht iber Ammoniumoxidierer, Nitritoxidierer und Denitrifizierer aus den
Filtern, FUterungsversuCh 3..... ..., 157



Abkirzungsverzeichnis

XV

Abkiirzungsverzeichnis

AMG Arzneimittelgesetz (der BRD)

amoA ammonia monooxygenase

ANOVA Analysis of Variance; einfaktorielle VVarianzanalyse
AOA Ammonium-oxidierende Archaeen

AOB Ammonium-oxidierende Bakterien

bbez Biebertaler Blutegelzucht GmbH

BE Blutegel

BfArM Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte
BLAST Basic Local Alignment Search Tool

BRD Bundesrepublik Deutschland

CF Kanisterfilter

cm Zentimeter

d. der/die/das

daf days after feeding, Anzahl Tage nach Fitterung

dbf days before feeding, Anzahl Tage vor Futterung
DEV Deutsche Einheitsverfahren

DN Nennweite (in mm)

Durchm. Durchmesser

EE Eichenextrakt

EMB-Agar Eosin Methylene-blue Lactose Sucrose Agar

EPS Expandiertes Polystyrol

FDA Food and Drug Administration (Arzneimittelzulassungsbehérde der USA)




Abkirzungsverzeichnis XV
ff. folgende
g Gramm
GDA Glutardialdehyd
Gew. Gewicht
Gfk Glasfaserverstarkter Kunststoff
GMP Good Manufacturing Practice (qualitatssichernder Leitfaden zur Herstellung von
Arzneimitteln (u.a.))
h Stunde
HDPE High Density Polyethylen
HI Hart-PVC
HT Hochtemperatur (-Rohre, aus Polypropylen PP)
HWG Heilmittelwerbegesetz
IAM Institut flr angewandte Mikrobiologie (Justus-Liebig-Universitat Gielen)
ICH International Conference on Harmonisation
i. F. in Form (von)
KBE Koloniebildende Einheiten
I Liter
L/B/H Lange/Breite/Hbhe
LC 50/100 Letale Konzentration (bei der 50 bzw. 100% der Probanden sterben)
m Meter
mm Millimeter
m?2 Quadratmeter
m?3 Kubikmeter




Abkirzungsverzeichnis

XVI

min Minute

ml Milliliter

nm Nanometer

NOB Nitrite-Oxidizing Bacteria

nt Nukleotide; Angabe zur Lange der untersuchten DNA-Fragmente

nxrB Nitrite oxidoreductase, Nitritoxidase

PCR Polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)

PP Polypropylen

PVC Polyvinylchlorid

RAS Recirculating aquaculture systems (Aquakultur in geschlossenen
Kreislaufen)

resp. respektive

QM Qualitatsmanagement

rd. rund

RO Reverse Osmosis (Umkehrosmose)

RP Regierungsprasidium (hier: RP Darmstadt)

S Sekunde

SB Schwimmsandfilter

SF Sandfilter

SOP Standard Operation Procedure (standardisierte Arbeitsanweisung)

Std Stunde

Stk. Stlick

TOC Total Organic Carbon, gesamter organischer Kohlenstoff




Abkirzungsverzeichnis

XVII

us Ultraschall
uv ultraviolett(es Licht)
77 Zellzahl
pum Mikrometer
Zoll, inch




Kapitel 1: Einleitung und Zielsetzung 1

1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Generelle Problemstellung

Therapeutisch genutzte Blutegel (Hirudo medicinalis, Hirudo verbana und Hirudo orientalis)
sind in Deutschland rechtlich seit 2004 Fertigarzneimittel. Es besteht daher die Notwendigkeit,
die Tiere mit hohem Qualitats- und Sicherheitsstandard wirtschaftlich bereitzustellen. Bisher
wird der Bedarf (BRD: etwa 500.000 Tiere jahrlich) tberwiegend aus Wildfangen bedient. Die
deutsche Zulassungsbehdrde (Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte, BFArM)
strebt an, den Bedarf in absehbarer Zeit aus kontrollierten Zuchtbetrieben zu decken, um die
Arzneimittelsicherheit zu verbessern. Daher missen Blutegel kiinftig verstarkt unter kontrol-
lierten Bedingungen vermehrt werden. Hierzu sind Systeme aufzubauen, die es ermdglichen,
Blutegel so zu halten, dass sie gesund sind, sich paaren und vermehren. Die Jungegel missen
in Intensivhaltung mit mdglichst geringen Verlusten aufgezogen und zur Verkaufsreife ge-

bracht werden.

Die Biebertaler Blutegelzucht GmbH bbez in Biebertal bei GielRen, Hessen, ist Westeuropas
grolter Blutegelherstellbetrieb und stellt jahrlich ca. 350.000 Blutegel fiir den therapeutischen
Bedarf zur Verfugung (Bezugsjahr 2016). Die vorliegende Arbeit baut auf den Erfahrungen
auf, die bisher mit der Blutegelhaltung gemacht wurden, sowohl in Biebertal, als auch in ande-
ren Betrieben. Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen unmittelbar in die Produktionsprozesse der
bbez einflieBen, um so Qualitat und Wirtschaftlichkeit zu verbessern.

Auf den ersten Blick scheinen Techniken, die in der Aquakultur etabliert sind, eine Ausgangs-
basis fiir Adaptionen zu sein. Die Unterschiede zu Aquakultursystemen, etwa fir die Zier- und
Speisefischzucht, sind aber erheblich:

o Blutegel werden in Gruppen von bis zu 10.000 Tieren mit Blut gefuttert; Blut ist ein
guter N&hrboden fur diverse Mikroorganismen.

« Insbesondere nach Futterungen erbrechen Blutegel einen Teil ihrer Blutmahlzeit in das
Haltungswasser.

o Blutegel werden selten gefittert, zwischen den Fltterungen liegen bis zu 6 Monate.

« Wasserreinigungssysteme werden dadurch diskontinuierlich belastet.

o Die Konzentration, insbesondere von Stickstoffprodukten im Haltungswasser,
schwankt dadurch sehr stark und teilweise abrupt.

o Dadie Tiere als Fertigarzneimittel zur Verfugung gestellt werden und um Resistenz-
bildung bei egel- und/oder wasserassoziierten Bakterien zu vermeiden, kommt ein
Einsatz von Antibiotika bei der Produktion nicht in Frage.
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Aus den genannten Griinden kann nur sehr eingeschrankt auf Erfahrungen aus etablierten aqua-
tischen Produktions- und Haltungssystemen zurtckgegriffen werden. Fir eine Blutegelvermeh-
rung mussen eigene Wege erforscht und eingesetzt werden, das zeigen bisherige Erfahrungen
in der bbez. Urséchlich fur die Erkrankungen und Verluste sind eventuell der hohe Infektions-
druck durch die intensiven Haltungsbedingungen und die damit einhergehenden Qualitétsein-
buRen des Haltungswassers. Da Blutegel mit frischem Blut gefittert werden, belasten sowohl
das Futterungsmedium Blut selbst und seine Abbauprodukte, als auch die Ausscheidungspro-
dukte der Tiere das Wasser in erheblichem MaRe. Dies kann zu einer erhohten Anfalligkeit der
Tiere gegentiber Krankheiten und ggf. zum Tod flhren. Eine Besonderheit stellt insbesondere
die Situation nach der Futterung dar. Da die Tiere erst nach einer mehrmonatigen Hungerphase
mit entsprechend reduzierten Ausscheidungen gefuttert werden, steigt die Belastung des Was-
sers direkt nach der Futterung schnell und stark an. Bis biologische Filtersysteme in der Lage
sind, etwa Ammonium zu Nitrit zu oxidieren, muss in ihnen eine adaquate Population von
Mikroorganismen existieren. Diese aufzubauen bendtigt Zeit. Geschieht die Wasserreinigung
nicht schnell genug, erkranken die Tiere und erholen sich selten vollstdndig. Erkrankungen flih-
ren zum Tod oder machen die Blutegel unverkauflich. Da die Vermutung nahelag, dass die mit
der Fltterung zusammenhédngende Verdnderung der Wasserqualitat mit dem Erkranken und
Versterben der Blutegel korreliert, wurde insbesondere die chemische Wasserqualitit genauer
betrachtet. Hierflr wurden hauptséchlich die Stickstoffprodukte Ammonium, Nitrit und Nitrat
ausgewahlt, da sie auch in anderen Aquakulturen als LeitgrofRen gelten. Zusatzlich wurden die
im Haltungswasser vor und nach der Futterung detektierten Bakterien betrachtet. Dartiber
hinaus wurden auch andere potentielle Storfaktoren identifiziert und bewertet. Diese Analyse

findet sich im Ergebnisteil.

Laut immer wieder gedufRerten Behauptungen von Blutegelhdndlern und -haltern bevorzugen
Blutegel einen pH im leicht sauren Bereich. Dies wurde in Gewassern mit natrlichem Blut-

egelvorkommen Gberprift (Tabelle A3).
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1.1.1 Die Blutegel

1.1.1.1 Systematische Einordnung der Blutegel

Weltweit gibt es etwa 650 Egelarten (Storch, Welsch, 2005; Sawyer, 1986). Wie erwahnt wer-
den nur wenige davon in der Medizin eingesetzt, hierzu zahlt in Europa heute insbesondere der
Medizinische Blutegel H. verbana, auf den hier besonders eingegangen wird. Egel oder Hiru-
dineen gehdren systematisch in die Stammgruppe der Articulata oder ,,Gegliederten* und dort
in den Stamm der Annelida, der Glieder- oder Ringelwiirmer. Eingeteilt werden die Anneliden
in 3 Klassen:

e Polychaeta oder Vielborstige
e Myzostomida oder Saugmauler
o Clitellata oder Gurtelwirmer, gegliedert in zwei Ordnungen:
e Oligochaeta oder Wenigborster
e Hirudinea oder Egel, mit zwei Unterordnungen:
e Borstenegel Acanthobdellae
e Borstenlose Egel Rhynchobdellae, mit den Uberfamilien:
e Risselegel Rhynchobdellae
e Schlundegel Pharyngdobdellae
e Kieferegel Gnathobdellae, mit drei Familien:
¢ Landegel Haemadipsidae
e Semiscolecidae
e Blutegelartige Hirudinidae, mit 50 Arten; hierzu gehdren fast alle me-
dizinisch genutzte Blutegel.
Quellen: (Herter, 1968, Sawyer, 1986)

Die Medizinischen Blutegel H. medicinalis, H. verbana und H. orientalis sind auf Blut und
tierische Gewebefllssigkeit spezialisiert, somit Carnivoren (Herter, 1968; Sawyer, 1986). Dass
nur wenige Arten in der Medizin eingesetzt werden liegt vermutlich daran, dass nur diese
wenigen Arten eine Speichelzusammensetzung haben, die eine lindernde oder heilende Wir-
kung im Organismus des Wirtes haben. Von H. medicinalis sind kaum noch gréRere VVorkom-
men bekannt. H. orientalis hat sein Verbreitungsgebiet in der Kaukasusregion, es liegen keine
Berichte darlber vor, dass diese Art in Mitteleuropa systematisch therapeutisch eingesetzt
wurde. H. verbana ist im Donaueinzugsgebiet und rund um das Schwarze Meer verbreitet. Von
dieser Art sind in den natirlichen Habitaten (in der Tirkei, im Donaueinzugsgebiet, etc.)
wesentlich grolRere Populationen bekannt, weshalb die Entnahme aus der Natur bei H. verbana

weniger problematisch erscheint.
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1.1.1.2 Anatomie der Blutegel

Blutegel haben als wechselwarme Invertebraten kein knochernes Skelett. Sie besitzen als
Euhirudinea 34 Segmente, die in Langsrichtung aufgereiht sind (Metamerie). Am Vorderende
liegt als erster der aus 6 Segmenten gebildete Kopflappen oder auch Vorderkorper
(Prostomium) mit Gehirn (Cerebralganglion) und Mund. In der Mundscheibe befinden sich die
Mund6ffnung mit drei zahnbesetzten Kiefern sowie der Pharynx. Anschlieend formen 21 Seg-
mente den Mittelkorper (Sawyer 1986). Im vorderen Bereich des Mittelkorpers (Segmente 11
und 12) liegt der Clitellarbereich mit den Geschlechtsorganen (Sawyer 1986). Kaudal formen
sieben Segmente den hinteren Saugnapf. Die Segmente des Mittelkorpers haben GroRteils eine
ubereinstimmende Organisation mit Ganglien, Metanephridien und Coelomsacken, hingegen
sind die Geschlechtsorgane (Gonaden) bei den Blutegeln auf die Segmente 11 und 12 be-
schrénkt. Die duBerliche Ringelung ist mit der Segmentierung nicht identisch, es kommen bis
zu funf duBere Ringe auf ein Segment. Durchzogen wird der gesamte Korper von vier starken
Langsmuskeln, die in eine Diagonal- und eine Ringmuskulatur eingebettet sind. Zusammen mit
der flussigkeitsgefillten Leibeshohle (Coelomreste) fungiert die Muskulatur als ein Hydroske-
lett (Sawyer 1986; Storch & Welsch 2005; Westheide 1996; Storch & Welsch 1997; Storch &
Welsch 2006), (Abbildung 1). Durch diese Konstruktion kénnen sich die Blutegel mittels peri-
staltischer Bewegungen des gesamten Korpers sehr flexibel bewegen und selbst in relativ fes-
tem Boden lange Génge bohren, in denen sie sich verstecken oder ihre Kokons ablegen. Sehr
gut lasst sich diese Peristaltik beim Saugvorgang beobachten, der muskulése Pharynx saugt
aktiv Blut aus der vom Blutegel gedffneten Wunde und pumpt es in Magen und Darm. Beide
besitzen mehrere Blindsdcke zur Speicherung der aufgenommenen Nahrung. So kann ein Blut-
egel ein Mehrfaches seines Korpergewichtes (Michalsen & Roth 2012) an Nahrung aufnehmen
und flussig speichern. Wahrend der Nahrungsaufnahme beginnt der Blutegel, das aufgenom-
mene Blut einzudicken, er scheidet Uber die Haut Wasser, in Schleim gebunden, aus. Der Mit-
telkOrper wird zum grofiten Teil von Magen und Darm genutzt. Magen und Darm der Blutegel
werden hauptsachlich von den symbiotischen Bakterien der Gattung Aeromonas und Mucini-
vorans hirudinis (friher als Rikenella-artig, ein nicht kultivierbares Bakterium, bezeichnet)
besiedelt, die das aufgenommene Blut aufschliefen und dem Blutegel in verdaulicher Form zur
Verfugung stellen. Vermutet wird, dass Aeromonas Poren in die Oberflache der Erythrozyten
verursacht und dort Zucker abbaut, wéhrend M. hirudinis Schleim, der die Magen- und Darm-
wand der Blutegel belegt und welche nach einer Mahlzeit verdickt wird, fermentiert (Marden
et al. 2016; Nelson & Graf 2012; Graf et al. 2013; Nelson et al. 2015). Obwohl im Magen der
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Blutegel Bakterien vorhanden sind, die in der Lage sind, Blut zu lysieren, bleiben aufgenom-
mene Erythrozyten Monate lang intakt (Sawyer et al. 2011; Maltz & Graf, 2011). Speichelin-
haltsstoffe, die beim Biss sowohl in die Wunde als auch in den in den Blutegel einflieRenden
Blutstrom eingeleitet und damit aufgenommen werden, verhindern die Gerinnung. Das im Blut
von Séaugetieren vorhandene Komplementsystem bleibt aber intakt, wodurch eventuell im Blut
enthaltene andere Mikroorganismen in ihrer Entwicklung gehemmt werden. Die Symbionten
der Gattung Aeromonas sowie die Rikenella-artigen M. hirudinis werden vom Komplement-
system offenbar nicht angegriffen (Graf J. 1999). Dieses komplexe System ermdglicht dem
Blutegel, mehrere Monate von einer Mahlzeit zu zehren und zu Uberleben, ohne die eigene
Korpersubstanz angreifen zu mussen (Michalsen & Roth 2012). Blutegel kdnnen bis etwa 24
Monate mit einer Mahlzeit auskommen, bei dieser Dauer wird dann allerdings Korpersubstanz
abgebaut, der Blutegel ,,schrumpft“ wieder (Michalsen & Roth 2012). Fressen kénnen Blutegel
nur, wenn sie ausreichend Speichel synthetisiert haben, um das aufzunehmende Blut bis zur
vollstandigen Verdauung fliissig zu halten und Bakterien, die keine Verdauungssymbionten
sind, an der H&molyse zu hindern. Diese Synthese kann mehrere Monate dauern. Das wird da-
raus geschlossen, dass Blutegel nach einem erfolglosen Biss bis zu mehrere Monate nicht wie-
der beiRen, obwohl sie hungrig sind. Umgekehrt wachsen Blutegel nur dann, wenn sie Nahrung
zu sich nehmen konnten. Mit umgekehrter FlieRrichtung wird eventuell zu viel aufgenommene
oder unerwiinschte Nahrung wieder erbrochen. Wird Blut nicht aus einem lebenden Organis-

mus gesaugt, kann u. U. auch Luft mit eingesaugt werden. Dies flihrt vermutlich ebenfalls zum

Erbrechen.
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Abbildung 1:  Organisationsschema des Blutegel (Ansicht von ventral);
nach Storer, Usinger (Storch & Welsch 1997)
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Blutegel besitzen ein Nervensystem, das dem Strickleiternervensystem der Regenwirmer &hn-

lich ist (Michalsen & Roth 2012). Grundsétzlich haben Blutegel zwei Typen von Sinneszellen

(Tabelle 1):
o Typ a: In die duBere Haut (Tegument) eingebettete Sinnesorgane flr Reize,
die aus gewisser Entfernung auf den Blutegel einwirken und

e Typ b: Rezeptoren fur mechanische Reize, die unter der Haut
im Zentralnervensystem liegen.

Tabelle 1: Sinneszellen und ihre Lage im Blutegel (Sawyer 1986; Herter 1968).

Rezeptor fur Lage Typ, Anzahl
Licht Tegument, dorsal-rostral a, 10
chemische Reize Tegument, jedes Segment a
Wasserbewegung Tegument, jedes Segment a
Beriihrung, Druck Zentralnervensystem b
,»Schmerz Zentralnervensystem b
Temperatur Vermutlich: Kopfbereich ?

Auch mittels des Temperatursinns gelingt es den Blutegeln, potentielle Wirtstiere zu orten.
Nach dem ersten Anheften wird mit der vorderen Lippe tastend nach einer geeigneten Stelle
gesucht. Hierbei spielt die lokale Oberflachentemperatur vermutlich ebenfalls eine Rolle. Blut-
egel sind eurytherm nicht sehr begrenzt, kommen also mit einer gro3en thermischen Bandbreite
zurecht. Bei H. medicinalis liegt dieser Bereich etwa zwischen -5°C bis ca. +44°C (Herter
1968). Sie zeigen eine sogenannte Schreckreaktion bei Temperaturen ab ca. 39°C und verfallen
in eine Warmestarre bei einer Temperatur von ca. 43,5°C (Herter 1968). Die Angabe der
unteren Temperaturschwelle (-5°C) beruht auf eigenen Beobachtungen, dass H. verbana im
Wasser oder auch Erdreich unter der Frostgrenze tiberleben kann. Wo die noch tolerierte Grenze
liegt wurde bisher nicht ermittelt, ebenso wenig die Uberlebensdauer unter diesen Bedingun-

gen. Kranial dorsal gelegene Photorezeptoren ermdglichen dem Blutegel, Bewegung zu orten.
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1.1.1.3 Verhalten der Blutegel, Nahrungsaufnahme und Futterung

Blutegel sind als aquatile Tiere tberwiegend im Wasser zu finden. Da sie jedoch (ber die
gesamte Korperoberflache atmen (diffuse Hautatmung), kdnnen sie sich auch auf3erhalb des
Wassers dauerhaft aufhalten. Sie sind gute Schwimmer und kénnen sich auf fast jedem festen
Untergrund sicher bewegen. Beim Aufenthalt auRerhalb des Wassers dirfen sie nicht dehyd-
rieren. Die Umgebungsbedingungen bestimmen daher, ob und wie lange ein Blutegel auRerhalb
des Wassers bleiben kann. Ist die Umgebungsfeuchtigkeit hoch genug, hélt er es unbegrenzt
aus. Offenbar kann er sogar in sehr sauerstoffarmer Umgebung einige Zeit tberleben (Herter
1968). Im Wasser zeigen sie gelegentlich Atembewegungen. Hierbei ist der hintere Saugnapf
angeheftet, der Korper oszilliert in sinusartigen Schwingungen kontinuierlich von dorsal nach
ventral. Das bewirkt eine Art kiinstlicher Stromung und somit einen standigen Wasserwechsel
rund um den Blutegelkdrper (Herter 1968). Als Habitat bevorzugen sie stehende oder langsam
flieRende Gewaésser. Flache Gewaésser(-bereiche) werden bevorzugt, vermutlich da sich pas-
sende Wirte in tieferen Gewassern nicht finden. In flieBenden Gewassern werden nur die ruhi-
geren und flachen Randbereiche besiedelt, zumal die Blutegel mit etwa 15 cm/s nicht besonders

schnell schwimmen kdnnen. Sie haben eine relative Dichte >1, miissen daher aktiv schwimmen.

Der Blutegel ist als Annelide (Ringelwurm) ein protandrischer Zwitter. Seine ménnlichen
Geschlechtsorgane werden zuerst reif, spater entwickeln sich auch die weiblichen. Er pflanzt
sich ausschlieRlich geschlechtlich fort. Ublich ist vermutlich die gleichzeitige gegenseitige
Befruchtung (Sawyer 1986). Die Paarung der adulten Tiere geschieht nach bisheriger Kenntnis
erst dann, wenn mehrere Voraussetzungen erfillt sind:

o Letzte Mahlzeit darf nicht lange zuriick liegen (Jagd- und Paarungsmodus sind nach
bisheriger Beobachtung immer zeitlich getrennt).

o Paarung wurde bisher nur im (flachen) Wasser beobachtet.

o Wassertemperatur darf nicht zu niedrig sein (beobachtet wurden in der bbez Paarun-
gen ab ca. 12°C).

« Passende Jahreszeit (beobachtet wurden in der bbez Paarungen zwischen April und
Oktober); es liegt ein circannualer Rhythmus vor.

Bei der Paarung liegen die Tiere in Gegenrichtung ventral partiell aneinander, so dass die bei-
den Penisse in die Clitelli der Partner eingefiihrt werden kdnnen. Die Paarung kann mehrere
Stunden dauern. Bei stark unterschiedlichen GroRRen der Partner ist die einseitige Befruchtung
zu vermuten. Ob die Paarung wirklich gegenseitig gleichzeitig stattfindet, ist nicht belegt, es
wird daraus geschlossen, dass sich nur etwa gleich grol3e Tiere miteinander verpaaren, wenn
gentigend Auswahl an Partnern vorhanden ist. Da sie protandrisch sind wird aber vermutlich
auch die einseitige Befruchtung vollzogen (Sawyer 1986). In der Natur kann der Grundzyklus
der Blutegel in drei Phasen eingeteilt werden:
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a. Suchen und Beobachten: Hierbei schwimmen die Tiere mit langsamen Bewegungen
durch das Wasser oder ruhen, etwa an Pflanzen, Steinen, oder auf dem Grund; sie
warten auf potentielle Wirte.

b. Jagen: Nach der Ortung eines potentiellen Wirtes schwimmen die Tiere mit schnellen
Bewegungen zum Wirt und versuchen, sich anzuheften; dann wird eine geeignete
Stelle fiir den Biss gesucht, der kraniale Saugnapf angeheftet, gebissen und Blut ge-
saugt.

c. Verdauen: Nach erfolgreicher Nahrungsaufnahme ziehen sich die Tiere mdglichst in
einen Schutz zurick; diesen Schutz stellt beispielsweise ein selbst hergestellter Gang
im Boden- oder Ufersubstrat dar.

Phase ¢ geht dann wieder in Phase a liber, nachdem der Blutegel den geschitzten Ort verlassen
hat (Michalsen & Roth 2012). Die Paarung und Fortpflanzung schlief3t sich an Phase b an, falls
die Rahmenbedingungen (Temperatur, Jahreszeit, geeignete Lokalitat, etc., s. 0.) stimmen. Der
Rickzug in den Schutz etwa eines engen Ganges im Substrat, oder auch zwischen Steine
gepresst, resultiert vermutlich aus dem kannibalischen Verhalten der Blutegel. Hungrige Tiere
konnen bei Gelegenheit satte Tiere anbeilen und sich einen Anteil an der Nahrung holen
(Kutschera & Roth 2005). Durch den Rickzug in Strukturen mit Rundum-Korperkontakt
(Thigmotaxis) konnen sie sich weitgehend vor Kannibalismus und Fressfeinden schitzen.
Mehrmals in der Woche streifen Blutegel ihre dulRere Epidermis ab. Sie sind Uberwiegend

tagaktiv.

Unter natlrlichen Bedingungen sind Blutegel Ektoparasiten, die versuchen, moglichst unauf-
fallig an ihrem Wirt zu saugen. Nachdem sie einen potentiellen Wirt geortet haben, schwimmen
oder kriechen sie an ihn heran und halten sich mit ihren Saugnépfen fest. Dann suchen sie in
einem eher kleinen Umkreis mittels ihrer Sensoren am Kopf eine geeignete Stelle zum BeiRen,
hierzu wird der kraniale Saugnapf gel6st und das Tier vollfihrt Suchbewegungen. Ist eine
geeignete Stelle detektiert, wird mittels des Saugnapfes die Haut an der gewéhlten Stelle straff
gehalten und mit schwingenden Bewegungen der drei zahnbesetzten Kiefer durch die Haut in
das Gewebe gesagt, bis Blut anfangt zu flieRen. Da tblicherweise kapillare Blutgeféal3e erreicht
werden, pumpen Blutegel durch peristaltische Kontraktion aktiv Blut aus dem Korper des

Wirtes in ihren Magen-Darmtrakt.

Gerade Jungtiere erhéhen ihr Gewicht wéhrend einer Fitterung um 500 % und mehr. Man sieht
darin eine mogliche Ursache fiir Uberfressen, Erbrechen und eventuell sogar Erkranken und
Sterben der Tiere in den ersten Wochen nach der Futterung. Nach der Futterung sollte den
Tieren die Mdglichkeit geboten werden, sich zu verstecken. Das entspricht ihrem naturlichen
Verhalten, das in der Gléserhaltung nicht umgesetzt werden kann. Stérungen gilt es in dieser
Zeit auf ein notwendiges Minimum zu beschrénken. Dem steht in der Gl&serhaltung die Not-

wendigkeit flr die nahezu tagliche Reinigung und die damit einher gehende Stérung entgegen.
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Durch die in dieser Periode vorhandene Neigung zum Erbrechen muss auf die Wasserqualitat
geachtet werden. Beobachtungen in der bbez deuten darauf hin, dass eine schlechte Wasser-
qualitat eine starkere Neigung zum Erbrechen ausldst, die negative Wirkung verstérkt sich
selber. Um die Wasserwerte in einem akzeptablen Rahmen zu halten, muss das Wasser entwe-
der standig erneuert, oder mit geeigneten, leistungsfahigen Systemen aufbereitet werden. So
lassen sich starke Schwankungen in der Wasserqualitat und Stérungen der Blutegel minimieren.
Die mit dem Umlauf bzw. Austausch verbundene Strémung sollte so gering wie moglich sein.

Rahmenbedingungen der Nutzung von Blutegeln

Schon vor tiber 4.000 Jahren beobachteten Menschen, dass Blutegel bei bestimmten Beschwer-
den oder Leiden helfen kdnnen, wenn sie Morbide beif3en (Michalsen & Roth 2012). Evident
war, dass durch den Blutegelbiss und die anschliefende Nachblutung ein Blutverlust stattfand.
Daher sah man eine Verbindung zwischen Blutverlust und lindernder oder heilsamer Wirkung.
Menschen setzten bestimmte Blutegelarten zur Linderung von diversen Beschwerden gezielt
ein. Da nicht alle Blut saugenden Blutegel die gewtinschte lindernde Wirkung bei Warmblitern
haben, es aber nicht nur eine Art mit dieser Wirkung gibt, fasst man die medizinisch wirksamen
Arten unter dem Begriff ,,Medizinische Blutegel*“ zusammen. Je nach Region und jeweiligem
Vorkommen werden weltweit mindestens 17 Arten eingesetzt (Herter 1968). Aufgrund der mit-
tels Blutegeltherapie erzielbaren Heilerfolge und des geringen damit verbundenen Risikos, war
die Therapie weit verbreitet. Die Blutegel wurden dazu auch in grof3er Zahl ausgefuihrt, etwa in
Gebiete der heutigen USA (Herter 1968). Eingesetzt wurden sie in Europa hauptsachlich von
Heilern, Badern und Arzten, auch die Selbstmedikation war tiblich (Michalsen & Roth 2012).
Dies, zusammen mit Veranderungen im natirlichen Habitat der Blutegel (Wasserqualitat,
Zugang zu Wirten, etc.), filhrte zu einer Ubernutzung der natiirlichen Vorkommen und sukzes-
sive zum Verschwinden der Art aus ihren natirlichen Habitaten in Mitteleuropa. Die Popula-
tionen konnten sich bis heute kaum erholen. Aus diesem Grund kamen erst H. medicinalis,
spater auch H. verbana und H. orientalis auf die Rote Liste der bedrohten Invertebraten, auf
die Liste der geschitzten Tierarten (Anhang Il, schutzbedirftige Arten) und unter den Schutz
des Washingtoner Artenschutzabkommens (Convention on International Trade in Endangered
Species of Wild Fauna and Flora, CITES). Sie diirfen daher international nur unter Auflagen
der Natur entnommen und gehandelt werden (Naturschutz, Rote Liste gefahrdeter Tiere 1983;
Naturschutz 2015; Flora 2015). Die Entnahme von Tieren aus natlrlichen Habitaten, etwa im
Donaueinzugsgebiet oder in der Schwarzmeerregion, wird heute von den zustandigen Natur-
schutzbehorden zeitlich (Schonzeit) und in der Menge reglementiert und tberwacht. Die Aus-

fuhr ist nur in Verbindung mit Fangvorschriften und Genehmigungspapieren legal.
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Nur wenige Therapeuten in Mitteleuropa nutzten die Blutegel in der zweiten Halfte des
20. Jahrhunderts, wodurch die Tiere kaum mehr nachgefragt wurden und gleichzeitig das
Wissen um die Therapie nur noch bei wenigen Spezialisten vorhanden war. Innerhalb einiger
Jahrzehnte war aus einer weit verbreiteten Therapieform ein Kkritisch bedugter therapeutischer
Ansatz fir scheinbar rickwartsgewandte Esoteriker geworden. Seit den 80er Jahren des
20. Jahrhunderts findet eine Renaissance der Blutegeltherapie statt, begleitet durch wissen-
schaftliche Belege fir ihre Wirksamkeit und physiologische Wirkkinetik (Michalsen & Roth
2012). Das wiederum flhrt zu einer stetig steigenden Nachfrage nach medizinischen Blutegeln
und zu einer Prifung der rechtlichen Stellung der Tiere durch die Behorden und letztlich
in Deutschland zu ihrer Einordnung als humantherapeutisches Fertigarzneimittel. Daraus resul-
tierte die Notwendigkeit einer arzneimittelrechtlichen Zulassung. Im Zusammenhang mit der
Zulassungspflicht und aus den begleitenden Gesprachen, die die bbez mit der Behorde gefuhrt
hat, wurde deutlich, dass die fur die Zulassung zustédndige Behorde, das BfArM, mittelfristig
einen Umstieg auf selber vermehrte (Zucht-) Blutegel wiinscht. Laut Definition des BfArM sind
Zuchtegel ,, ... Blutegel, die nach dem Schliipfen aus den Eiern in den Kokons unter kontrol-
lierten Bedingungen geziichtet und gehalten worden sind.* Importegel sind laut oben zitierter
BfArM-Definition ,,Entsprechend der gegenwértigen Praxis ... Blutegel, die in ihren natrlichen
Lebensraumen wild aufgewachsen sind.“ (Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizin-
produkte 2009). Die bis dato tiberwiegend als Handelsbetriebe tatigen Blutegelvertreiber mis-
sen sich daher um den Aufbau einer artgerechten und 6konomisch tragfahigen Vermehrung der
medizinischen Blutegel bemuhen, um weiter am Markt bestehen und die genannten Erwartun-
gen erfullen zu kdnnen. Bei der Herstellung des Fertigarzneimittels Blutegel wird aus einem
lebenden Tier, das unter Artenschutz steht, durch einen definierten und zugelassenen Prozess
ein Arzneimittel. Bisher werden in Deutschland lediglich die Hirudo-Arten H. medicinalis und
H. verbana, (Herter 1968) therapeutisch eingesetzt und auf diese bezieht sich der arzneimittel-
rechtliche Zulassungsantrag der bbez. Da sich H. verbana leichter vermehren l&sst, wird tber-
wiegend diese Art vermehrt und verkauft (Trontelj & Utevsky 2005; Nesemann & Neubert
1999). Daher beschrankt sich auch die vorliegende Arbeit auf diese Art und ihre Herstellung.
Von der therapeutischen Wirksamkeit sind keine Unterschiede bekannt. Wenn im Folgenden
von Blutegeln, Kulturegeln, Wildegeln, oder Zuchtegeln die Rede ist, ist H. verbana gemeint.
Auch wurden alle Versuche fur diese Arbeit mit dieser Art durchgefiihrt.
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1.1.2 Rechtliche Rahmenbedingungen fur das Arzneimittel Blutegel

Aufgrund der besonderen Stellung des Blutegels im Arzneimittelrecht (Ilebendes Arzneimittel),
sind auch die Kriterien fur die rechtliche Einordnung teilweise abweichend zu anderen Arznei-

mitteln geregelt. Hersteller des Fertigarzneimittels Blutegel sind Betriebe, die

« eine arzneimittelrechtliche Herstellerlaubnis besitzen -und-
o aus der Natur entnommene Blutegel durch einen zugelassenen Prozess
zum Arzneimittel machen (Handelsbetrieb) -oder-

o Blutegel fir den medizinischen Bedarf nach einem zugelassenen
Verfahren vermehren (Zuchtbetrieb)

Eine Kombination aus Handels- und Zuchtbetrieb ist mdglich. Arzneimittelrechtlich gelten
beide Betriebsformen als Arzneimittelherstellbetriebe. In den Verkehr gebracht, also verkauft
werden, darf das Arzneimittel nur, wenn es eine arzneimittelrechtliche Zulassung besitzt oder
das Zulassungsverfahren unter bestimmten Voraussetzungen lauft (Bundestag 2005). Die An-
forderungen an das Medikament Blutegel kdnnen zwar weitgehend analog zu den pharmazeu-
tisch-chemischen Produkten definiert werden. Kurz zusammen gefasst geht es um Unbedenk-
lichkeit, Qualitat und Wirksamkeit. Die Anforderungserfiillung muss aber zwangslaufig einen
anderen Weg gehen als bei pharmazeutisch-chemischen Produkten, da es sich um ein lebendes
Arzneimittel handelt.

Nach heutiger Erkenntnis lebt kein komplexer tierischer Organismus dauerhaft ohne artge-
rechte Begleitflora. Blutegel kénnen, wie andere Lebewesen auch, nicht ohne eine artgerechte
mikrobielle Besiedlung leben oder in keimfreier Umgebung gehalten oder vermehrt werden.
So bendtigen sie beispielsweise zwingend bestimmte Darmsymbionten (z.B. Aeromonas spp.,
Rikenella-&hnliche Mucinivorans hirudinis) (Michalsen & Roth 2012; Nelson & Graf 2012).
Im Epithel der Nephridien der Blutegel wurden Ochrobactum spp. nachgewiesen, die sich eben-
falls auf der Haut und im Habitatwasser finden lassen (Kikuchi et al. 2009). Da die Nephridien
Ausscheidungsorgane sind, ist zu vermuten, dass diese auch Ochrobactum spp ausscheiden.
Eine Vielzahl weiterer Mikroorganismen lebt in und auf dem Blutegel und ist daher auch
in dem Habitatwasser regelmaRig zu finden. In der vorliegenden Arbeit richtet sich das Augen-
merk auf die Haltung der Blutegel in einer Umgebung, die flr die Tiere zutrdglich ist. Die
Arzneimittelsicherheit steht hierbei nicht im Vordergrund, muss aber unbedingt beachtet wer-
den. Da es sich um ein lebendes Tier handelt, missen die tblichen messbaren Parameter um

die Beobachtung und Beschreibung ergénzt werden.
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1.1.3 Wirkweise der Blutegelsaliva in der Therapie

Die therapeutische Wirkung von Blutegeln auf den Organismus der Warmbliter beruht auf zwei
Faktoren, dem lokalen Blutentzug sowie dem Einleiten der Saliva (Speichel) in die Bisswunde.
Um diese Wirkung zu erzielen ist es notwendig, dass der Blutegel an geeigneter Stelle, die von
der gewiinschten Wirkung abhangt, den Patienten beif3t, dabei seine Saliva in die Wunde ein-
leitet und Blut saugt. Friiher nahm man an, dass hauptséchlich der Entzug einer, in Anbetracht
der Grolie des Blutegels, erheblichen Menge Blutes einen heilenden Einfluss auf den Patienten
hat. Seit die Saliva eingehender untersucht wird wei3 man, dass diese ein Gemisch aus min-
destens 200 Substanzen ist. Uber die einzelnen Komponenten ist bisher noch nicht allzu viel
bekannt, wenn man von bisher zehn genauer beschriebenen Einzelsubstanzen absieht (Michal-
sen & Roth 2012), Hirudin ist hiervon die bekannteste. Das Gesamtgemisch hat offenbar eine
weiter reichende Wirkung als die Einzelkomponenten, so dass bis heute der Biss
des Blutegels bei vielen Indikationen ohne Alternative erscheint. Dies berichten nahezu alle
blutegelerfahrenen Therapeuten. Gerinnungshemmung, Gefalkrampflésung, Thrombolyse,
Beschleunigung des Lymphflusses, Immunisierung: All diese Wirkungen lassen sich fur die
Saliva nachweisen und wirken physiologisch verzahnt. Im Bereich des Pharynx des Blutegels
liegen die Driisenzellen, die die Komponenten der Saliva synthetisieren und sekretieren. Durch
feine Kanale gelangen die Sekrete zu Offnungen zwischen den Kalkzahnchen in den drei Kie-
fern, so dass sie beim Biss fein verteilt in die Wunde abgegeben werden kdnnen. Nach heutigem
Wissen sind die Drisenzellen und die Saliva keimfrei (Michalsen & Roth 2012). Die bisher
bekannten Komponenten und ihre physiologische Wirkung sind im Anhang zusammen gefasst
(Tabelle Al).

Obwohl die pharmakologische Wirkung der Saliva tiberwiegend lokal begrenzt ist, lassen sich
doch systemische Wirkungen auf den Organismus beobachten. Dies betrifft etwa eine Verrin-
gerung der Blutviskoelastizitat und der Blutaggregationsneigung, aber auch andere Wirkungen
(Chmiel et. al. 1989). Das wiederum entspricht der biologischen Grundregel, dass in einem
lebenden Organismus lokale VVorgdnge immer einen Einfluss auf den gesamten Organismus
haben (Purves et. al. 2006). Die erwdhnte Keimfreiheit der Salivadriisenzellen und der Saliva
ist offensichtlich mit verantwortlich dafiir, dass die Blutegeltherapie mit so geringen Risiken
(unerwiinschte Nebenwirkungen, Infektionsgefahr, etc.) behaftet ist. Der Blutegel kombiniert
mit seinem Biss die pharmakologische Wirkung mit den Effekten der Hamodilution (Aderlass).
Daher wird die Blutegeltherapie auch bei den ausleitenden Verfahren (Humoraltherapie) ein-

geordnet.
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Die antike Vorstellung tiber die Wirkweise von Blutentzug (Humoraltheorie) bei bestimmten
Beschwerden wurde zwar langst widerlegt. Dennoch wird lokaler Blutentzug auch in der
modernen Medizin bei bestimmten Indikationen als sinnvoll oder notwendig gesehen, etwa in
der Chirurgie zur Behandlung von vendsen Stauungen und anschlieBender Thrombose. Diese
stellen ,,ernsthafte und gefiirchtete Komplikationen nach der Transplantation von Hautlappen
und der chirurgischen Rekonstruktion von Gliedern® (Michalsen & Roth 2012) dar. Diese,
vermutlich einmalige, Kombination der pharmakologischen und Blut entziehenden Wirkung
der Blutegeltherapie ist mittlerweile anerkannt und etabliert. Darlber hinaus beschreiben blut-
egelerfahrene Therapeuten eine grolRe Zahl von Indikationen und Therapien, bei denen sie mit
Blutegeln erfolgreich behandeln konnten. Darauf soll hier nicht weiter eingegangen werden, da
der Bedarf an wirksamen Blutegeln fur die moderne Medizin, von wem und wofir auch immer
angewandt, evident ist. Exemplarisch eine Auflistung typischer Indikationen in Tabelle A2 im

Anhang.

1.1.4 Versorgung des Marktes und wirtschaftliche Notwendigkeiten

Der Blutegel ist ein Arzneimittel, das bisher nicht ersetzbar ist. Daraus resultiert die arzneimit-
telrechtliche Notwendigkeit, Blutegel in ausreichender Zahl und hoher Qualitat zur Verfligung
zu stellen. Durch die Einordnung als Fertigarzneimittel werden entsprechende Anforderungen
an das Produkt gestellt, die bei einer Herstellung zu erfillen sind. Unbedenklichkeit, Qualitat
und Wirksamkeit des Arzneimittels Blutegel sind sicherzustellen. Da nur ein wirtschaftlich
arbeitender Betrieb gewerbsmaRig Blutegel vermehren und somit die Versorgungssicherheit

gewahrleisten kann, muss der Herstellprozess ékonomischen Kriterien gentgen.

1.2 Herstellungstechniken, Produktqualitiit

Bei der Vermehrung von Blutegeln sind unterschiedliche Wege moglich. Die Tiere kdnnen in
natlrlichen Teichen eingesetzt, gelegentlich gefittert und fir die Verwendung gefangen wer-
den. Diese extensive Haltungsform wurde in Mitteleuropa friher in Weihern, Viehtranken und
anderen Stillgewassern praktiziert. Gefiittert wurde Ublicherweise mit lebenden, oft kranken
oder alten Wirbeltieren (Pferden, Schweinen, Rindern, Schafen, etc.). Heute wird eher das
andere Extrem, die Intensivhaltung in Glasern, Wannen und Aquarien praktiziert (wie fiir die
bbez beschrieben, s. 1.2.3). Die abiotischen Parameter wie Licht, Wasser und Temperatur sind
dabei vollstandig steuer- und kontrollierbar. Die Vorteile der Intensivhaltung liegen in der
vollstandigen Kontrollierbarkeit wahrend des gesamten Produktionszyklus der Tiere. Auch sind

in Kleineren Einheiten im Kalamitétsfall die Verluste gut einzugrenzen. Im Arzneimittelrecht
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werden Chargen betrachtet und bewertet. Bei einer Aufteilung der Blutegel in kleine Gruppen,
die separat etwa in Glasern gehalten werden, wird spétestens in der Quarantane der Besatz jedes
Glases zu einer Charge. Eine regelmaRige stichprobenartige Uberpriifung, etwa der mikrobio-
logischen Situation, fuhrt bei einer Haltung in Glasern aber schnell zu unverhéltnisméiigen
Kosten und Verlusten, da jede Charge beprobt werden muss. Je kleiner die Anzahl der Indivi-
duen pro Charge ist, desto hoher ist der relative Verlust je Beprobung. Gleichzeitig steigen mit
der Anzahl der Chargen Kosten und Aufwand fiir die Dokumentation. Auch aus biologischer
Sicht erscheint die Haltung in kleinen Behaltnissen wenig sinnvoll. Da die Tiere das Haltungs-
wasser durch Stoffwechselprodukte oder auch Erbrechen von Futterungsblut insbesondere mit
Stickstoffverbindungen (Ammonium, Nitrit, Nitrat) belasten, muss dieses regelmaliig gereinigt
oder gewechselt werden. Dies fihrt zu einem kontinuierlichen Anstieg der Konzentration der
N-Verbindungen, die durch den Wasserwechsel abrupt fallen und daraufhin wieder stetig
ansteigen. Dieser sich sagezahnartig andernde Konzentrationsverlauf bedeutet vermutlich
Stress fur die Tiere, dem sie zwar durch Verlassen des Wassers temporér entgehen kénnen, der
aber flr ein dauerhaftes Wohlbefinden abtraglich sein durfte. Dies zeigen Beobachtungen bei
entsprechend gehaltenen Tieren. Haben die Tiere Wasser mit guter Qualitét, ruhen sie meist am
Boden liegend, soweit mdglich versteckt. Sagen ihnen die Verhéltnisse im Wasser nicht zu,
héngen sie meist oberhalb der Wasseroberflache an der Gefaliwand. Alternativ hierzu wird im
Rahmen dieser Arbeit die Haltung in hydraulischen Einheiten entwickelt und untersucht. Hier-
bei werden die Tiere in Aquarien gehalten, die an einen (gemeinsamen) Wasserkreislauf ein-
schliellich eines aktiven biologischen und/oder technischen Filtersystems angeschlossen sind.
Dadurch steigt das Wasservolumen insgesamt an, Schwankungen durch Einzelereignisse, wie
z.B. Erbrechen von Ftterungsblut einzelner Tiere, fallen schwécher aus. Der Filter kann Stick-
stoffverbindungen abbauen und so die Wasserqualitat stabilisieren. Eine weitere mogliche
Alternative ist die standige Einspeisung von temperiertem Frischwasser bei gleichzeitigem

Ablauf der gleichen Menge Mischwassers.

Als wichtiges Kriterium fur die herzustellenden Blutegel, die als Arzneimittel der Volksge-
sundheit dienen sollen, taucht der Begriff ,,Qualitit™ auf. Auch das zentrale Steuerungsinstru-
ment fiir die betrieblichen Prozesse, das Qualitdtsmanagement, stellt die Qualitét in das Zent-
rum. Etymologisch hat der Begriff seinen Ursprung im lateinischen qualitas = Eigenschaft,
Beschaffenheit, Merkmal, Zustand. Je nach Zusammenhang wird er sehr unterschiedlich ver-
wandt. Aus dem Ublichen Ausdruck ,,unterschiedliche Qualitidten* geht hervor, dass es nicht

einen bestimmten Zustand, eine Eigenschaft, o. 4. gibt, die als Qualitat zu bezeichnen ist. Die
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DIN 55350, Teil F, beschreibt Qualitit als ,, ... die Gesamtheit von Eigenschaften und Merk-
malen eines Produktes oder einer Téatigkeit, die sich auf deren Eignung zur Erfillung gegebener
Erfordernisse beziehen ... .“ (Beuth 2008). Dariiber hinaus soll das Produkt klar definierte
unerwinschte Eigenschaften und Merkmale nicht besitzen. Daraus folgt, dass die Qualitat des
Produktes definiert werden muss, wenn man sie als Parameter herbeiziehen will. Liegt diese
Definition vor und ist sie mit messbaren oder klar beschreibbaren Kriterien gefullt, Iasst sich
feststellen, ob das Produkt den Qualitdtsanforderungen geniigt, ob also die Qualitét gut ist oder
eben nicht gut. Auch bei der Definition der Kriterien sind unterschiedliche Herangehensweisen
machbar. Hersteller neigen dazu, Qualitat aus ihrer eigenen Sicht bezliglich Machbarkeit etc.
zu definieren. Marktorientierte Betriebe definieren die Qualitat zusétzlich aus der Sicht des
Kunden, wodurch weitere Kriterien relevant werden. Bei Arzneimitteln kommen die Behorden

als Quelle zusétzlicher Kriterien hinzu.

Ahnlich verhalt es sich mit dem Begriff Hygiene. Der etymologische Ursprung ist griechisch
und leitet sich von Hygiéia, der fiir die Gesundheit zustdndigen Goéttin, ab. Die heute Ubliche
Definition fiir den Begriff Hygiene ist die ,,Lehre von der Verhiitung der Krankheiten und der
Erhaltung, Forderung und Festigung der Gesundheit™ (Gundermann et al. 1991). Der Begriff
der Gesundheit bezieht sich im Fall der Blutegelproduktion sowohl auf die Mitarbeiter in der
Produktion als auch die Therapeuten, deren Gesundheit zu erhalten ist, sowie andererseits auf
die Patienten, deren Gesundheit unterstiitzt oder verbessert werden soll und die Blutegel selber,
ausgehend von der Annahme, dass nur gesunde Blutegel im Sinne der Therapie optimal wirken
kénnen. Qualitativ hochwertige und hygienisch unbedenkliche Blutegel als Arzneimittel zur

Verfligung zu stellen ist folglich eine dynamische Anforderung.

1.2.1 In der Literatur beschriebene Herstellverfahren

Heutige Blutegelhersteller beschreiben ihre Herstellungsverfahren nicht 6ffentlich zuganglich.
Im Rahmen eines Zulassungsverfahrens muss der Herstellprozess beschrieben werden, die dazu
eingereichten Unterlagen werden aber vertraulich behandelt. Daher gibt es lediglich historische
Beschreibungen der Haltung, Vermehrung und Zucht von medizinischen Blutegeln.

Beispielhaft sei hier eine Beschreibung aus Brehms Tierleben von 1929 wiedergegeben:

,,Die Zucht der Tiere ist nicht so einfach, wie man glauben mdéchte. Vor allem muf3 daftr
Sorge getragen werden, da das Wasser des Egelteiches zur Zeit der Eiablage nicht steigt,

denn wenn die Kokons, die etwa 10 bis 12 cm tber dem Wasserspiegel abgelegt werden,
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nur 24 Stunden unter Wasser geraten, gehen sie ein. Schwierigkeit bereitet auch die Fit-
terung, denn da die grausame Methode, ein altes Pferd oder ein anderes dem Verderben
geweihtes Tier in den Teich zu treiben und von den Egeln zu Tode saugen zu lassen, nicht
mehr erlaubt ist, muR man ihnen auf andere Weise Blut zufiihren. Glicklicherweise brau-
chen die alteren Tiere nur einmal im Jahre gefuttert zu werden, wéhrend die jungen sich
an Frosche halten. DaR der Ziichter seine Pfleglinge auch gegen ihre zahlreichen Feinde,
in erster Linie Wasserspitzmause, Ratten, Schwimmké&fer und deren Larven, schutzen
mubB, ist selbstverstandlich.* (Taschenberg & Schmidt 1929)

Andere historische Darstellungen beschreiben &hnliche Techniken. Hieraus lasst sich ableiten,
dass die Blutegelzucht zwar durchaus gewerblich, aber auf eher extensive Weise betrieben
wurde. Aus heutiger Sicht war das Wissen um die gezielte Haltung und Vermehrung zu dieser

Zeit offenbar noch marginal. Dennoch finden sich punktuell durchaus interessante Hinweise.

1.2.2 Haltungs- und Vermehrungsverfahren anderer Hersteller

Auch wenn die Verfahren, die andere Hersteller anwenden, von ihnen bis heute (2016) nicht
genauer beschrieben werden, sind doch Details bekannt. Russische Hersteller, die Blutegel
nicht im rechtlichen Sinn als Arzneimittel herstellen, halten die Blutegel wahrend ihrer gesam-
ten Entwicklung, vom Kokon bis zum Verkauf, ebenso wie Elterntiere, in klaren Glasflaschen
mit ca. flnf Litern Volumen. Die Flaschen sind teilweise in Regalen, teilweise in Paternoster-
systemen untergebracht. Die Paternostersysteme reduzieren den Flachenbedarf, bendtigen aber
hohe Raume. Die Glaser sind mit ca. vier Litern Wasser befiillt. Die Offnung wird mit Stoff-
lappen und Gummiringen verschlossen. Da in solch kleinen GefaRen das Wasser regelmaliig
gewechselt werden muss, stellen die Paternoster eine erhebliche Arbeitserleichterung dar.
Die Flaschen missen nur jeweils um ca. 20 cm vor und zuriick bewegt werden, ein Heben ist
nicht notwendig. Die Temperatur im Arbeitsbereich wird in diesen Rdumen auf ca. 20°C
gehalten. Wasserwechsel werden aufgrund der Beurteilung der Mitarbeiter durchgefiihrt, che-
mische Wasserparameter werden dafiir nicht gemessen. Elterntiere werden zur Kopulation und
Kokonablage in gesonderten Rdumen untergebracht. Diese Raume sind mit etwa 25°C deutlich
wéarmer als die vorgenannten Rdume. Hier stehen geschlossene Schrénke, in denen die Gléser
dunkel untergebracht sind. Als Substrat werden feuchte Torfknollen verwendet, zwischen
denen die Blutegel ihre Kokons ablegen. Circa fiinf Elterntiere werden in jedes Glas eingesetzt.
Der verwendete Torf ist pH-neutral.
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Gefuttert wird mit unbehandeltem Rinderblut, als Membran wird der Dinndarm des Rindes
verwendet. Dieser wird Uber einen runden Rahmen gezogen, so dass ein oben offener Zylinder
mit dem Darm als Boden entsteht. Der Zylinder wird so in das Blut eingetaucht, dass keine Luft
zwischen Membran und Blut verbleibt. Die Blutegel werden in den Zylinder auf die Membran

gesetzt und saugen das Blut durch diese nach oben auf.

Andere russische Hersteller halten die Tiere in Kunststoffwannen mit ca. 50 Litern Inhalt. Diese
sind in ein Paternostersystem eingehéngt, sie sind zu schwer fir eine Handhabung ohne
maschinelle Unterstiitzung. Das Flichten der Blutegel wird mit festen Deckeln verhindert. Etwa
25 Liter Wasser befinden sich in jeder Wanne. Kippmechanismen erleichtern den Wasserwech-
sel, der manuell durchgefiihrt wird. Abgesehen von den Behéltern erfolgen Haltung, Futterung
und Vermehrung analog zu den Betrieben mit Glaserhaltung. Auch die Temperaturen sind
vergleichbar. Uber die chemische Zusammensetzung des verwendeten Wassers in den beiden
Betrieben ist nichts bekannt. Hergestellt werden ausschlieflich H. verbana. Informationen
stammen aus eigener Anschauung von Betrieben in St. Petersburg, Moskau und Balakovo,

sowie aus Gespréachen mit den jeweiligen Inhabern.

1.2.3 Etabliertes Verfahren der Biebertaler Blutegelzucht (bbez)

Die bbez praktiziert eine Haltungsform, bei der die Blutegel zumindest zeitweise unter Bedin-
gungen gehalten werden, die an die Bedingungen im naturlichen Lebensraum der Tiere ange-
lehnt sind. Dabei muss eine moglichst optimale Wasserqualitat im Sinne der Anspriiche der
Blutegel sicher zu stellen sein. Daher werden die Blutegel in langen Perioden ihres Lebens,
einschlieBlich der achtmonatigen Quarantane vor dem Verkauf, in Teichen gehalten. Hier liegt
das Verhéltnis von Blutegel zu Wasser bei ca. 2,5 g/l, in Glasern hingegen bei ca. 40 g/l. Zum
Verkaufen werden sie aus den Teichen einzeln heraus gefangen. Sind vermehrungsfahige Blut-
egel in den Teichen und stimmen die Rahmenbedingungen, paaren sie sich und legen Kokons
ab. Die Kokons werden abgesammelt und in Brutrdume gebracht. Die juvenilen Blutegel
schliipfen aus den Kokons unter kontrollierten Bedingungen in Aquarien oder Kunststoffwan-
nen mit ausreichend Wasser. Um sie vor Austrocknung zu schitzen, werden die Kokons mit
Moos (Sphagnum) oder feuchter Erde umgeben. Nach dem Schltpfen aus den Eiern verzehren
die jungen Blutegel den im Kokon vorhandenen Dotter, verlassen anschlieRend den Kokon und
gehen ins Wasser. Die Teiche haben Wasseroberflachen zwischen 3,5 und 33 gm. Die Abdich-
tung wird in der Erdgrube mit glasfaserverstarktem Kunststoff (GfK) hergestellt. Die Teich-

wénde sind rd. 40 cm Uber die Bodenoberflache herausgehoben. Der Wasserkorper ist mit
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Pflanzen bewachsen. Der Bewuchs variiert je nach Jahreszeit und dient verschiedenen Zwe-
cken:

e Bepflanzte Teiche sind leichter in ein biologisches Gleichgewicht zu bringen/ zu hal-
ten.

e Blatter, Stangel und Wurzeln werden von Blutegeln als Ruhe- und Aufenthaltsort

genutzt.

Pflanzen sorgen tagstber fur eine Anhebung des Sauerstoffgehaltes.

Pflanzen sorgen fur Beschattung.

Pflanzen legen Né&hrstoffe fest und verbessern so die Wasserqualitat.

Pflanzen dienen als Indikatoren hinsichtlich der Wasserqualitét.

Pflanzen machen den Teich fir Menschen &sthetisch ansprechender, die Teiche

verbessern somit das Betriebsklima und das Erscheinungsbild des Betriebes.

Der Besatz wird so ausgelegt, dass fir die Blutegel genligend Wasservolumen zur Verfugung
steht. Es sind feuchte Erdzonen vorhanden, in denen sich Blutegel aufhalten und Kokons able-
gen konnen. Die Wassertiefe variiert je nach Teich zwischen 20 und 60 cm und ist variabel
einstellbar. Eine Umwaélzpumpe fordert kontinuierlich Teichwasser durch einen biologischen
Filter, in dem Mikroorganismen bestimmte organische Verbindungen oxidieren oder minera-
lisieren. Als Siedlungssubstrat flir die Mikroorganismen dient pordses Tuffgestein. Eine regel-
maRige Kontrolle der relevanten physikalischen und chemischen Parameter stellt dauerhaft eine
fur die Blutegel zutragliche Wasserqualitét sicher. Falls Grenzwerte Uber- oder unterschritten
werden, gibt ein Kalamitatenplan Anweisung zu den erforderlichen Malinahmen. Der Lebens-
zyklus der Blutegel wird in Tabelle 2 dargestellt. Sie zeigt, in welchen zeitlichen Abstéanden in
der bbez gefiittert wird und somit, dass die Belastung des Wassers mit Blut und Ausscheidungs-

produkten nur in grofRen Abstanden erfolgt.

Bei der Fitterung der Blutegel werden kiinstliche Membrane und defibriniertes Blut verwendet.
Zu beobachten ist, dass Blutegel nach Fitterungen haufig Teile der Mahlzeit wieder erbrechen.
Das fiihrt bei der in der Zucht tblichen Haltung in kleineren GeféalRen (Glasern, Aquarien, Wan-
nen) zu einer Verunreinigung des Haltungswassers, die sorgfaltig beseitigt werden muss. Dieses
Erbrechen erfolgt bis zu mehrere Monate nach der Futteraufnahme und ist nicht vorhersehbar.
Mechanisches Handling, Stress, aber auch Habitatwasser mit erhOhter Konzentration an
Ausscheidungsprodukten oder Blut flihren, insbesondere bei kleineren Blutegeln und in Kom-
bination, zum Erbrechen. Daher ist ein Monitoring der Wasserparameter sinnvoll, Grenzwerte
lassen sich aber bisher nicht festlegen, da es sich anscheinend um multifaktorielle Ausldser
handelt. Die Blutegel sind in der Lage, unter sauerstoffarmen Bedingungen zu (berleben

(Herter 1968). Sinkt der Sauerstoffgehalt im Haltungswasser, kénnten (fakultativ) anaerobe
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Bakterien (Clostridien, Citrobacter spp. Morganellen u.a.) geférdert werden, wogegen die egel-
assoziierten aeroben Arten (Aeromonaden u.a.) im Wachstum gehindert werden konnten. Die
Anaerobier kdnnen bei den Blutegel eventuell zu einem erhdhten Infektionsdruck fuhren.

Geflttert werden die Blutegel in gréRer werdenden Absténden. Eine verkaufsreife Grofie haben
die Tiere mit ca. 0,75 bis 1,5 Gramm, entsprechend den Winschen der Kunden. Nach der Fit-

terung der Blutegel werden sie in Glasern gehalten (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Grundschema der Blutegelvermehrung in der bbez im zeitlichen Verlauf; Angabe der

Verkaufsreife unter Berlcksichtigung des Gewichtsverlustes wéhrend der anschlieenden

Quarantéane, ohne Beriicksichtigung der Verluste durch Versterben.

Ca. Alter der BE

Aktivitat

Ort/e

Verkaufsreif, % der

in Wochen Gesamtzahl (ca.)
Schlupf Wanne, Aquarium | Gesamtanzahl (100%)
1. 1. Fltterung Aquarium
1.-4. Haltung, Pflege Glas
4. 2. Futterung Aquarium
4.- 10. Haltung, Pflege Glas
10. 3. Fitterung Aquarium
10.- 28. Haltung, Pflege Glas
28. 4. Fltterung Aquarium
ca. 10% verkaufsreif
28.- 60. Quarantane Teich ca. 10%
28.- 44. Haltung, Pflege Glas
44, 5. Fitterung Aquarium
ca. 10% verkaufsreif
44.- 76. Quarantane Teich ca. 10%
44. -64. Haltung, Pflege Glas
64. 6. Fltterung Aquarium
ca. 50% verkaufsreif
64.- 96. Quarantane Teich ca. 50%
64.- 84. Haltung, Pflege Glas
84. 7. Fltterung Aquarium ca. 30% verkaufsreif
84.- 116. Quaranténe Teich ca. 30%
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Das Wasser wird nahezu taglich gewechselt, um die entstandenen Verdauungsprodukte und
erbrochenes Blut zu entfernen. In der Produktion findet der Wasserwechsel auf Grund indivi-
dueller Beurteilung der betreuenden Person statt. Hierzu werden mehrere Kriterien herange-
zogen: Wasserfarbe, Geruch, Verhalten der Blutegel, etc. Da es sich um bis zu mehrere hundert
Gléser handelt, die eine Person betreut, unter denen die relevanten Parameter erheblich von-
einander abweichen konnen, ist eine Objektivierung (Messung der Wasserparameter Nitrit,
Nitrat, Ammonium, pH, etc.) im laufenden Betrieb nicht mdglich. Daher bleibt die Entschei-
dung flr oder gegen den Wasserwechsel subjektiv. Eine Folge davon ist, dass unzutragliche
Wasserqualitat immer wieder nicht rechtzeitig erkannt wird. Automatisierte Teilwasserwechsel
sind in solchen Systemen nur unabhdngig von der objektiven Wasserqualitat moglich, etwa
durch stdndigen Zu- und Ablauf. Hierbei wird Wasser und Energie verbraucht, da das notwen-
dige Temperaturniveau in der Haltung Uber der Leitungswassertemperatur liegt (AT ca.
8-10°C). Ein bedarfsgerechter Wasserwechsel mittels Onlinemessung und entsprechender
Steuerung ist bisher zu teuer, zumal es sich um eine erhebliche Zahl von Behaltern handelt.

Blutegel sind in der Lage, durch Offnungen ab ca. 0,5 mm zu entkommen. Da sie insbesondere
nach einer Mahlzeit gezielt enge Raume suchen, in die sie sich zurtickziehen kénnen, sind
kleine Offnungen fiir sie attraktiv (s. 1.1.1.3). Insbesondere Wasserablaufe mussen daher gut
gesichert werden, um ein Abwandern zu vermeiden. Dies geschieht in der bbez durch feine
Edelstahlsiebe. Blutegel geben regelmaRig Hautschlauche und Schleim ab, die die feinen Siebe

verstopfen konnen, was zum Uberlaufen der Behalter filhren kann.

Dass Tiere in Vermehrungsbetrieben sterben, ist vermutlich unumganglich. Wie viele Jungtiere
tiberleben hangt auch von der jeweiligen Art ab. S. Utevsky (2012) hat hierzu die Uberlebens-
raten der drei Arten H. orientalis, H. medicinalis und H. verbana untersucht. Diese Untersu-
chung weist flir H. verbana die hochste Sterblichkeitsrate unter den drei Arten auf (Abbildung
2). Im Laufe der Produktion entstehen erhebliche Verluste an Blutegeln, bevor diese eine ver-
kaufsfahige Grolie erreichen. Das Sterben der Tiere erfolgt meist im unmittelbaren zeitlichen
Zusammenhang mit den Futterungen, die bis zum Erreichen der Verkaufsreife bis zu sieben
Mal stattfinden. Das in der bbez praktizierte Produktionsverfahren wurde umfassend analysiert,

um Storstellen im Produktionsprozess zu identifizieren.
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Abbildung 2:  Uberlebensrate der drei Arten Hirudo orientalis, H. medicinalis, und H. verbana unter
klinstlichen Haltungsbedingungen (Utevsky 2012).

1.3 Analyse des Produktionsverfahrens
VVorbemerkung

In dem in der bbez etablierten Produktionsverfahren wurden die Herstellungsschritte und Fak-
toren einzeln und in ihrer Kombination darauf untersucht, ob sie fir die Blutegelgesundheit
relevant sein kénnten. Solche, die einen negativen Einfluss haben kdnnten, wurden mit den in
den natrlichen Habitaten vorkommenden Verhaltnissen verglichen und auf, unter Intensivhal-
tung maogliche, Optimierung untersucht. Technische und betriebsokonomische Faktoren wur-
den dabei betrachtet. Bei der Planung der Versuchsanlagen wurde eine mogliche Umsetzung in

groftechnische Verhaltnisse berticksichtigt.

Rund 70-80 % der in den Zuchtbetrieben geborenen Jungegel versterben erfahrungsgeman, be-
vor sie verkaufsreif sind, auch andere Blutegelzlichter berichten dies. Der Einsatz von Ressour-

cen (Wasser, Energie, Arbeitskraft) ist entsprechend hoch.
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Die folgenden Analysen beruhen auf Erfahrungen, die in der Haltung und Zucht in der bbez

gemacht wurden, soweit sie nicht anderweitig kenntlich gemacht sind.

131 Analyse von Haltungsfaktoren und Verlustquellen
Chemische Wasserqualitat

In den natdirlichen Habitaten der Blutegel haben ihre Verdauungsprodukte keinen nennenswer-
ten Einfluss auf die Wasserqualitat, dazu sind zu wenige Blutegel und damit Exkremente pro
Einheit Wasservolumen vorhanden. Anders ist das unter kunstlichen Haltungsbedingungen bei
Blutegelziichtern. Dort wird eine grof3e Anzahl von Tieren gleichzeitig gefiittert. Diese bleiben
auch nach der Nahrungsaufnahme im selben Wasser zusammen. Die Verdauung und eventuel-

les Erbrechen finden bei vielen Tieren etwa zeitgleich statt.

Bei der Vermehrung der Blutegel stellen die Phasen ab den Fitterungen die sensibelsten Zeit-
punkte dar, hier sterben die meisten Blutegel. Als Ausloser kommen die mit der (Blut-)Ftte-
rung und der Verdauung verbundenen Faktoren in Frage: Stickstoffprodukte (Ammonium, Nit-
rit, Nitrat) und Bakterien im Haltungswasser. Da der Blutegel das Wasser verlassen kann, kann
er sich einer ihm abtréglichen Wasserqualitat zumindest zeitweise entziehen. Schwieriger ist
das fir juvenile Blutegel. Durch ihre geringe Korpermasse (ca. 0,025 g nach der ersten Fitte-
rung) dehydrieren sie sehr schnell und verlassen das Wasser daher meist nur kurz. Sind insbe-
sondere die Stickstoffabbauprodukte in erhdhter Konzentration im Wasser vorhanden, bilden
die Tiere innerhalb weniger Tage Krankheitssymptome aus, z. B. Einschniirungen, Verkrim-
mungen und rote Bauche. AuRerdem erbrechen sie weit haufiger aufgenommenes Futterungs-

blut als bei niedrigerer Konzentration, dies betrifft insbesondere die Nitritkonzentration.
Temperatur

Wie in 1.1.1 erwahnt, sind Blutegel wechselwarm und sehr temperaturtolerant. Temperaturen
unter der Frostgrenze ertragen sie vorubergehend, ab einer Temperatur von 39°C agieren sie
verschreckt, unruhig. Je nach Aktivitatsphase sind die Temperaturoptima unterschiedlich
(Herter 1968).

Jagdphase
Unterhalb einer Temperatur von ca. 10°C sind Blutegel kaum frei schwimmend anzutreffen.
Wenn sie sich bewegen, dann nur trdge und nicht aktiv nach moglicher Beute suchend. Zufalls-

begegnungen mit einem potentiellen Wirt kénnen dennoch zu einem BeilRvorgang fiihren, es
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dauert dann aber sehr lange, bis der Blutegel sich festsetzt und beif3t. Erst ab einer Temperatur
von ca. 12°C sind die Tiere im normalen Umfang aktiv auf der Suche nach Nahrung. In dieser
Phase werden sie unter kontrollierter Haltung gefuttert.

Verdauungsphase

Hat ein Blutegel in seinem natlrlichen Habitat eine Mahlzeit aufgenommen, zieht er sich zu-
rick, so dass er moglichst im Dunkeln und rundum in Kontakt mit einem Schutz bietenden
Material ist. Er versteckt sich unter Objekten im Wasser wie Steinen, Pflanzenteilen, oder auch
anderen Gegenstanden (auch wegen mdglichen Kannibalismus). Hat er, etwa in Intensivhal-

tung, diese Mdglichkeit nicht, clustern hadufig mehrere Tiere (Abbildung 3).

Abbildung 3:  Cluster aus Blutegeln

Die Temperatur spielt dabei keine wesentliche Rolle. Die symbiotischen Bakterien in seinem
Verdauungstrakt arbeiten bei niedrigen Temperaturen langsamer oder gar nicht mehr. Die op-
timale Temperatur in der Verdauungsphase liegt bei 18°C £ 2°C (Auswertung eigener Unter-

suchungen).

Kopulationsphase

Kopuliert wird erst ab einer Wassertemperatur von etwa 12°C aufwarts. Obwohl die Tiere bei
diesen Temperaturen eher trage sind, spielen offenbar weitere Ausldser eine zusétzliche Rolle:

Séttigungszustand, Tageslange, Kopulationsbereitschaft anderer Blutegel. Die Paarung findet
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generell im Wasser statt, wenn auch meist in flachem. AuRerhalb des Wassers lassen sich Paa-

rungen nur in seltenen Ausnahmen beobachten.

Kokonablage

Kokons werden meist erst ab Temperaturen oberhalb von 20°C abgelegt, hthere Temperaturen
animieren offenbar. Der optimale Bereich liegt zwischen 22°C und 28°C. In der bbez gibt es
im Monat August einen starken Anstieg der Kokonzahlen, innerhalb von 6-8 Wochen werden
mehr als 50% der j&hrlichen Kokons erzeugt und gefunden (Auswertung eigener Versuche und
Zahlen).

Schlipfen der juvenilen Tiere aus dem Kokon

Jungegel, die den im Kokon vorhandenen Dotter verzehrt haben, schlupfen nicht unbedingt
sofort. Sie kdnnen durchaus mehrere Wochen im Kokon bleiben, wenn ihnen die Umweltbe-
dingungen nicht zusagen, etwa wenn es zu kalt ist. Es wurde auch wiederholt beobachtet, dass
Jungegel den Kokon kurzzeitig verlassen, um wieder dorthin zurtick zu kehren. Als untere Tem-
peraturgrenze wurde in der bbez 17°C beobachtet. Hierbei handelt es sich allerdings nicht um
die Wassertemperatur, da die Kokons zwar im feuchten Milieu, aber auf3erhalb des Wassers
abgelegt werden. Meist sind sie in von den Blutegeln selbst gebohrten Erdgéngen, im Moos, in
Torf oder ahnlicher Umgebung zu finden. Sie werden abgesammelt und in Rdume mit Schlupf-

wannen gebracht.

Uberwinterung

Blutegel tGberleben problemlos Phasen, in denen die Temperatur im Teich oder der Erde, in die

sie sich zurlickgezogen haben, auf unter 0°C sinkt.

Bei einem eigenen Versuch wurden 5 Tiere innerhalb einer Stunde von +6°C auf -4°C herunter
gekdhlt und unmittelbar anschlielend innerhalb 1 Stunde wieder auf +6°C gebracht. Sie haben
das ohne Anzeichen flr Uberméaligen Stress verkraftet. Erfolgt das Auftauen nicht zu abrupt,

sind sie nach kurzer Zeit wieder im normalen Mal3e aktiv (Auswertung eigener Versuch).

Zu beriicksichtigen ist, dass die Nitritoxidierer, die Nitrit zu Nitrat oxidieren, erst ab einer Tem-
peratur von 5°C arbeiten. So lange Nitrit im Wasser in einer relevanten Menge vorhanden ist,
sollte die Temperatur des Wassers nicht unter diese 5°C fallen, um eine Nitritanreicherung zu
vermeiden (EPA 2011).

Es ist ohne groRBen Aufwand mdglich, die Blutegel in der jeweils optimalen Temperatur zu

halten.
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pH-Wert

Untersuchungen in den uns bekannten Fanggebieten fur H. verbana haben dagegen gezeigt,
dass die natirlichen Habitate meist leicht basisches Wasser mit einem pH zwischen 7,3 bis 8,5
aufweisen (Tabelle A3). Somit erscheint das in Biebertal vorhandene Wasser aus dem 6ffentli-
chen Trinkwassernetz geeignet und wird entsprechend verwendet. Alle im Folgenden gemach-

ten Angaben zu pH beziehen sich auf das jeweilige Wasser.
Bedeutung des Stickstoffkreislaufs bei der Haltung von Blutegeln

Stickstoff ist mit rd. 78% Hauptbestandteil der Atmosphére und Bestandteil vieler organischer
Verbindungen, unter anderem von Eiweil. Einige Mikroorganismen sind in der Lage, gasfor-
migen, molekularen Stickstoff in pflanzenverfligbare Verbindungen der Biosphare umzuwan-
deln (Stickstofffixierung). Weitere Mikroorganismen fuhren die Denitrifikation durch,
wodurch der gebundene Stickstoff aus der Biosphare in gasférmiger Form wieder in die Atmo-

sphére zurlckfuhrt wird.

Bei der Fixierung von molekularem Stickstoff bilden Mikroorganismen Ammoniak und
Ammonium, nitrifizierende Mikroorganismen (Nitrifikanten) oxidieren Ammonium und Am-
moniak zu Nitrationen. Pflanzen konnen diese wieder zu Ammoniak reduzieren und in Form
von EiweilRen festlegen, denitrifizierende Mikroorganismen (Denitrifikanten) wiederum kon-
nen Ammoniak zu gasférmigem Stickstoff reduzieren, der zurtick in die Atmosphére gelangt,
indem sie Nitrat zu Stickstoffoxiden und molekularem Stickstoff umwandeln. Dies geschieht
unter sauerstoffarmen Bedingungen (Nitratatmung), in den meisten aquatischen Systemen im
Bodensubstrat oder dem Mulm. Somit wird der fiir das Leben essentielle Stickstoff in einem
Kreislauf zwischen Organismen und der Atmosphare stdndig umgewalzt (Purves et al. 2006).
In vielen technischen Anlagen findet eine Denitrifizierung nicht stattfindet, da keine anaeroben

Bereiche existieren.
Ammonium NHs" und Ammoniak NH3z

Bauen Mikroorganismen organische Stickstoffverbindungen, etwa Eiweil3e, im Wasser um,
entstehen zuerst Ammonium und Ammoniak in einem Verhaltnis, das vom pH-Wert des Was-
sers abhéngt. Bei pH 7 entsteht Ammonium und Ammoniak in einem Verhéltnis von 99:1, bei
pH 9 liegt das Verhéltnis bei 70:30. Bei einem pH unter 7 liegt Ammoniak so gut wie gar nicht
vor, unter pH 6 kommt allerdings auch die Nitrifikation nahezu zum Erliegen (Udert et al.
2003). Da Ammoniak fur die meisten aquatischen Lebewesen toxisch ist und in der Raumluft

auch fir die Mitarbeiter problematisch, sollte der Ammoniakgehalt méglichst niedrig bleiben.
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Ein moglichst neutrales Wasser erscheint daher vorteilhaft. Ammonium dagegen ist fir die
meisten Tiere unproblematisch. Beides wird von den Nitrifikanten genannten Bakterien weiter
oxidiert zu Nitrit und dann Nitrat. Ammonium kann in der Blutegelhaltung auf ber 50 mg/|

steigen, ohne dass die Tiere zwingend Stressanzeichen zeigen (Auswertung eigener Versuche).
Nitrit NO2

Nitrifikanten erster Ordnung im Wasser oxidieren Ammonium zu Nitrit. In aquatischen Syste-
men, etwa flr Fische, ist Nitrit meist toxisch. Besonders nach einer Futterung mit Blut steigt
der Nitritgehalt in dem Habitatwasser schnell an. Wasseraufbereitungssysteme oder auch Was-
serwechsel sollen einen zu starken Anstieg verhindern. Nitrit kann in der Blutegelhaltung Gber

40 mg/l steigen, ohne dass die Tiere zwingend Stressreaktionen zeigen.
Nitrat NOs

Nitritoxidierer im Wasser oxidieren Nitrit zu Nitrat. Diese Mikroorganismen bendétigen dazu
eine Mindestwassertemperatur von 5°C (EPA, 2011). Nitrat ist, im Gegensatz zu Nitrit, fur die
meisten Wasserlebewesen nicht toxisch, es dient Pflanzen als Nahrstoff. Denitrifikanten redu-
zieren Nitrat ber Nitrit durch anaerobe Veratmung (Nitrat dient dabei als alternativer Elektro-
nenakzeptor) zu gasformigem Stickstoff, der dem Wasser entweicht. Nitrat kann bei der Hal-
tung Uber 400 mg/l steigen, ohne dass die Blutegel zwingend gestresst oder beeintrachtigt
erscheinen. Beobachtungen deuten darauf hin, dass eine steigende Nitratkonzentration die Tiere

zunehmend lethargisch werden lassen konnte.
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Sauerstoffgehalt, Hartegrade und Metalle im Haltungswasser

Blutegel sind nicht zwingend auf im Wasser geldsten Sauerstoff angewiesen, da sie das Wasser
verlassen und uber die Haut Luftsauerstoff atmen kdnnen. Sie kdnnen Uber langere Zeit in Was-
ser mit 0,15 mg O/l auskommen (Sawyer 1986). Ihr Sauerstoffverbrauch wird mit
0,2-0,5 pl/g/h (entspricht 0,3-0,7 mg O2/g/h) angegeben (Sawyer 1986). Der Sauerstoffgehalt
in den Glasern und Wannen nimmt mit beginnender Ammoniumoxidation ab, durch téglichen
Wasserwechsel schwankt er sehr stark. In den Teichen spielt dieser Vorgang aufgrund des
héheren Wasservolumens, der gréReren Wasseroberflache, der Wasserbewegung, der Bepflan-
zung und der wesentlich geringeren Ausscheidungen der Blutegel keine wesentliche Rolle, der
relative Sauerstoffgehalt bleibt nahezu immer oberhalb von 50% (eigene Messungen der bbez).
Der mittlere Hartegrad des verwendeten Leitungswassers (11,5°dH) hat keinen erkennbaren
Einfluss auf die Blutegel. Das verwendete Leitungswasser liegt mit 0,196 mg/l Eisen nahe am
Grenzwert der Trinkwasserverordnung (0,2 mg/l, TrinkwV. Anlage 3 Teil 1), andere Metalle

sind unauffallig. Ein negativer Einfluss des Eisens wird nicht vermutet.
Licht

Generell bevorzugen Blutegel abgedunkelte Verhéltnisse. Beobachtungen zeigen, dass Blutegel
sich in verschiedenen Zyklen an unterschiedlichen Orten aufhalten. Nach der Nahrungsauf-
nahme ziehen sie sich moglichst an geschutzte, enge und dunkle Orte zuriick. Hier kann eine
zu haufige oder zu starke Belichtung Stress bedeuten. Die Tageslénge, fiir Organismen ubli-
cherweise durch die Sonnenscheindauer erkennbar, kann bei dem circannualen Vermehrungs-
rhythmus der Tiere erheblichen Einfluss haben. Eine entsprechende Beleuchtung der fiir die
Haltung genutzten Rdume kann eventuell eine verschobene Jahreszeit simulieren und einen
Ausloser zur Kokonablage darstellen. Eigene Versuche mit einer simulierten Sommertagsbe-
leuchtung, sowohl in Bezug auf die Lichtfarbe einschlielich Farbverlaufs, als auch der Tages-
lange, zeigen, dass der circannuale Rhythmus verschoben werden kann. Sind die Blutegel in
der Jagdphase, mussen sie als tagaktive Tiere in offenes, somit auch helles Wasser. Sowie sie
satt sind, ziehen sie sich bevorzugt wieder in abgedunkelte Bereiche zuriick, unter Steine oder
andere im Wasser vorhandene Gegensténde, oder bohren sich in die Erde bzw. das Substrat. So
schiitzen sie sich vor Fressfeinden, aber auch Belichtung. Insbesondere ihre ventrale Seite
schiitzen sie aktiv vor zu starker Belichtung. Werden sie in einem Aquarium von unten beleuch-
tet, drehen sie sich auf den Riicken, eine Stellung, die sonst selten zu beobachten ist. Setzt man
Blutegel intensiver Belichtung mit kurzwelligem Licht aus, kann man sie innerhalb kurzer Zeit

toten. Anscheinend behindert kurzwelliges Licht die Sauerstoffaufnahme. Blutegel reagieren
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darauf erregt oder erstarren. Worauf die Behinderung der Sauerstoffaufnahme beruht ist bisher
nicht bekannt (Herter, 1968, Sawyer, 1986). Die Kopulation findet tiberwiegend in den hellsten
Monaten Juni bis August und auch im Hellen statt, Licht wird hierbei offenbar nicht als stérend
empfunden. AuBer flr die Kopulation und bei der Jagd sind dunklere Verhéltnisse eher forder-

lich. Die Kokonablage sollte moglichst nicht durch Belichtung gestort werden.
Verluste in Folge von Futterungen

Zurzeit werden in der bbez Blutegel mit Blut von Schlachttieren (Pferden) gefittert. Pferde, die
flr den Verzehr durch den Menschen vorgesehen sind, missen einen Equidenpass zugeordnet
bekommen, in dem das Tier als ,,Zur Schlachtung bestimmt* wurde. In diesen Pass werden alle
relevanten tierarztlichen und medikamentdsen Behandlungen mit zugehoriger Wartezeit einge-
tragen (Européische Kommision, 2015). Dadurch soll gewéhrleistet sein, dass der Tierkorper
und das Blut fir den menschlichen Verzehr geeignet sind. Das in der bbez verfiitterte Blut

stammt ausschlieflich von ,,Zur Schlachtung bestimmt*(en) Pferden.

Verflttert wird bei der bbez auf Grund interner Regelung Blut nur in den ersten 24 Stunden
nach der Schlachtung. Die kurz nach der Schlachtung einsetzende Hamolyse macht das Blut
schnell untauglich fir die Blutegel. Hamolyse bezeichnet den Zerfall der Erythrozyten, ausge-
I6st durch eine Reihe von chemischen Substanzen, oder auch Enzymen, die von Bakterien her-
rihren (Eder, 2003). Diverse Bakterien lassen sich auf Blutagar gut kultivieren, vermehren sich
daher auch in mit Blut versetztem Wasser gut, selbst wenn dieses gekhlt wird.

Der Equidenpass alleine lasst aber keine Aussage darlber zu, ob das Blut fur die Futterung der
medizinischen Blutegel geeignet ist. Aus Sicherheitsgriinden (Arzneimittel) ebenfalls notwen-
dig ist eine Uberpriifung des Blutes auf bestimmte Viren (Tollwut-, Reo-, Influenza-A-, Equi-
nes Herpesvirus). Die Erfahrung zeigt, dass sich das Blut qualitativ durchaus als ungeeignet
erweisen kann, so dass die Tiere erhebliche Mengen wieder erbrechen, erkranken oder sterben.
Schnell feststellbare und eindeutige Kriterien, nach denen die Eignung im Vorhinein beurteilt
werden kann, fehlen bisher. Alle uns bekannten Ziichter von Blutegeln berichten davon, dass
im Anschluss an eine Futterung Tiere versterben, in der Literatur ist hierzu nichts Substanzielles
zu finden. Als Verlustrate wird in diesem Zusammenhang meist 10% je Fltterung angegeben
und als normal eingeordnet. Ob die Ursache physiologischer Natur (Uberfressen o. &.) ist, in

der Wasserqualitét liegt, oder mikrobielle Grinde hat, ist in der Literatur bisher ungeklért.

Aufgrund eigener Beobachtungen erscheint wahrscheinlich, dass die mikrobiologische Situa-

tion kombiniert mit Stress dazu fiihren, dass die Tiere einen Teil der Blutmahlzeit wieder von
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sich geben (erbrechen), erkranken oder auch versterben. Als Folge des VVomierens wachsen die

Tiere langsamer und mussen folglich ofter geflttert werden.

Vermutlich ist der, im Vergleich mit dem naturlichen Fressvorgang, physiologisch unterschied-
liche Vorgang beim Fressen von dargereichtem Blut ein wichtiger Ausloser fir das Vomieren.
Beim BeiB- und Saugvorgang am lebenden Tier werden Ublicherweise kapillare Blutgefale er-
reicht, so dass aktiv mittels Unterdruck Blut gesaugt wird. Dagegen reicht es bei der Darbietung
von Futterungsblut in medizinischen Schutzhdllen, wenn der Blutegel mittels seiner zahnbe-
setzten Kiefer eine Offnung in die Membrane schneidet. Der zur Nahrungsaufnahme notwen-
dige Unterdruck ist hierbei sehr viel geringer, wenn das Blut nicht sogar aufgrund des statischen
Drucks selbsttétig in den Blutegel fliel3t. Der Saugvorgang ist dann deutlich kirzer und der

Blutegel muss sich, nach dem Biss, kaum oder gar nicht mehr anstrengen.
Verluste durch Erkrankung

Krankheiten der Blutegel werden in der Literatur beschrieben und decken sich mit den

Beobachtungen in der bbez.

Rotbauch (red venter disease): Tiere zeigen einen auffallig roten Bauch, teilweise oder auch

vollstandig; Septikdmie, Gewebezerstorung im Bereich der Nephridien; tritt meist kurz nach

der Futterung auf.
C-Krankheit: Tiere kriimmen sich in C-Form und verenden.

Gelbsucht: Tiere bekommen gelbliche Hautfarbung, werden lappig, vorderer Saugnapf hart

und blutig; Ursache vermutlich zu hohe Temperatur.

Metallkrankheit: Tiere zeigen unruhige, krampfartige Bewegungen und sterben in einer Art

Tetanus; vermutete Ursache: Bakterien, schlechte Wasserqualitat, evtl. Schwermetalle im

Wasser.

Ruhr: GberméaRige Blutaufnahme kann zu Darmentziindung flhren; Tiere verenden mit

abschnittsweise aufgequollenem Leib.

Einschnlrungen: der Korper zeigt an mindestens einer, oft mehreren Stellen eine Art Taillie-

rung; in wenigen Fallen ist dies auf nicht vollstandig abgestreifte Haut zurtickzufuhren; da
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diese Erscheinung in vielen Fallen wenige Tage nach der Futterung auftritt, ist ein Zusam-
menhang zu vermuten. Auflistung in Anlehnung an Herter (1968), erganzt durch eigene Be-

obachtungen.

Insgesamt ist bemerkenswert, dass Uber die Ausléser von Krankheiten beim Blutegel bislang
kaum etwas bekannt ist. Bisher ist keine der Krankheiten einem Erreger oder einem Wasserpa-
rameter konkret zugeordnet worden. Auszugehen ist von einer additiven Ausloserkette: Sind
etwa bestimmte chemische Wasserwerte erhoht und ist der Infektionsdruck durch pathogene
Bakterien hoch, ist das Immunsystem Uberfordert, die Tiere zeigen Symptome und erkranken.
RegelmaRig zeigt sich, dass sich Blutegel in der Zucht nur selten erholen, wenn Symptome
einmal erkennbar sind. Etwas anders verhélt sich dies, wenn erkrankte Tiere in einen Teich mit
ausschliel3lich naturlicher Abdichtung (z.B. Ton) gesetzt werden. In diesen Teichen werden
relativ viele gesunde, kréftige Tiere gefunden, obwohl nur kranke eingesetzt wurden. Offenbar
wirkt das Substrat, in das sie sich vermutlich einbohren, bei bestimmten Erkrankungen heilsam.
Blutegel, die im Substrat versterben, werden nicht wieder gefunden, da sie in kurzer Zeit nahezu
vollstandig zersetzt werden. Untersuchungen zu diesem Phanomen wurden bisher nicht ange-
stellt.

Verluste durch Fressfeinde, Parasiten und andere Faktoren

Da die Blutegel im Produktionsprozess tiberwiegend in Glasern, Wannen und Aquarien gehal-
ten werden, sind sie fur Fressfeinde unerreichbar. Erst wenn sie fiir die Quarantanezeit in die
Teiche gesetzt werden, kdnnen Fressfeinde sie ggf. angreifen. Bisher sind nur wenige Fress-
feinde fur groRere Blutegel bekannt. Waschbaren und Siebenschléfer in Winterruhepausen hol-
ten sich gelegentlich Blutegel aus AuBenteichen, auch Saatkrdhen wurden vereinzelt schon
dabei beobachtet. Da sie auch als Angelkdder genutzt werden (Herter 1968), kommen auch
Fische als Fressfeinde infrage. Die Kokons werden von Wasserasseln Asellus aquaticus geoff-
net und der enthaltene Dotter sowie die Eier gefressen. Noch unbekannt ist die Schadigung der
Blutegel durch Parasiten. In den Blutegeln wurden schon Metazerkarien gefunden, die aber
verkapselt waren und keine erkennbare Schadigung der Blutegel zur Folge hatten. Ebenfalls
gefunden wurden im Umfeld der Blutegel Hiipferlinge (Cyclops) sowie Oltrépchenwiirmer
(Aelosoma variegata hemprichi). Bei beiden ist bisher unklar, ob sie flr Blutegel, insbesondere
junge Blutegel, eine Gefédhrdung darstellen kdnnen. Beobachtungen deuten zumindest auf eine
Beeintrachtigung des Wohlbefindens hin, da insbesondere junge Blutegel deutlich haufiger
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oberhalb der Wasserlinie hangend anzutreffen sind, wenn die Parasiten in relevanter Zahl vor-
kommen. Die Parasiten kénnen den Blutegeln dorthin nicht folgen. Die Beobachtungen legen
daher eine wirtschaftliche Bedeutung der Parasiten nahe.

Die grofite Bedrohung fir den Blutegel besteht im Austrocknen. Wenn er sich zu lange in tro-
ckener Umgebung aufhalt, verdunstet er den wassrigen Anteil der Korperséfte iber die Haut
und dehydriert bis zum Tod. In der Praxis kommt das insbesondere dann vor, wenn Blutegel
die fur sie vorgesehenen Behalter (Gl&ser, Wannen, Teiche, etc.) verlassen und dann nicht
schnell genug eine feuchte Umgebung finden. Ein duRerlicher Schutz vor Austrocknung ist
nicht moglich, da sie verhaltensbedingt ist. Dass Blutegel sich gerne zuriickziehen bedeutet
auch, dass sie auf der Suche nach Rickzugsmdglichkeiten umherwandern. Deshalb sind funk-
tionierende Fluchtsperren sehr wichtig fiir Blutegelziichter und -halter. Da Blutegel insbeson-
dere nach der Nahrungsaufnahme, aber auch sonst, dazu neigen, sich in engste Stellen zu
driicken, reichen ihnen auch winzige Liicken oder Offnungen um dem fiir sie vorgesehenen
Behélter zu entkommen. Dabei kdnnen sie durchaus auch Abdeckungen etwa von Behltern
anheben. Da bei Arzneimitteln generell die Chargentrennung gilt, sind Blutegel, deren Char-
genzugehdrigkeit nicht eindeutig zu kléren ist, zu téten, es entsteht also ein wirtschaftlicher
Schaden.

Stressfaktoren

Bei hoheren Lebewesen gibt es eine physiologische Definition flir Stress, messbar etwa in der
Ausschittung von Adrenalin, Noradrenalin, oder Cortisol. Wenn in dieser Arbeit der Begriff
Stress verwendet wird, beruht die Erkennung von Stress bei den Blutegeln nicht auf entspre-
chenden Messwerten, sondern auf Beobachtungen, die die Mitarbeiter machen und als Stress
deuten. Blutegel zeigen unter verschiedenen Bedingungen Stressreaktionen, werden unruhig,
versuchen zu fliichten, clustern moglichst so, dass die Tiere gemeinsam eine mdglichst kleine
ungeschutzte Oberflache bieten (in Ecken, Winkeln, ungeordneten Zusammenballungen),
bewegen sich unruhig, ohne auf Nahrungssuche zu gehen, nehmen ungewdéhnliche Korperhal-

tungen ein, oder erstarren.
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Eine Gewohnung an bestimmte Stérungen und damit verminderte Stressreaktion, kann bisher
nicht beobachtet werden. Es werden im Folgenden nur mdgliche Stressausloser aufgelistet und
kurz erléutert, die es zu vermeiden oder minimieren gilt:

e Physische Storungen, etwa beim Fangen der Tiere, Reinigen der Glaser, Aquarien, etc.

e Abrupter Temperaturwechsel; auch wenn die Tiere dem durch Verlassen des Wassers
entgehen konnen, wird nach Wasserwechsel ohne sorgfaltige Temperaturangleichung
Unruhe beobachtet.

e Abrupte Anderung der chemischen Wasserwerte (einschl. des pH); dies betrifft
insbesondere die Anderung bei der Reinigung der Behalter mit Wasserwechsel;
es gilt bezlglich des Verhaltens das Gleiche wie bei Temperaturwechsel, wobei die
Reduzierung der belastenden Inhaltsstoffe (insbesondere Stickstoffabbauprodukte,

s. 0.) gewollt ist.

e Starke Beleuchtung; (die Gefahr fur den Blutegel wurde oben erwahnt).

e Unruhe, Stoérungen; wenn die Tiere nicht im Jagdmodus sind, wollen sie mdglichst in
Ruhe gelassen werden und bewegen sich freiwillig fast nur auf der Suche nach Riick-
zugsmaoglichkeiten. Sind sie kurz vor oder bei der Kokonproduktion, fuhren Stérungen
meist zum Abbruch der Eiablage oder zu unvollstdndigen Kokons.

e Fehlende Versteckmoglichkeiten; wie beschrieben mdchten die Tiere sich in bestimm-

ten Phasen so zuriickziehen kdnnen, dass mdglichst maximaler Kérperkontakt zum
schutzenden Objekt bzw. Medium besteht (Thigmotaxis). Wird diese Mdglichkeit in
den Haltungsgefalien nicht geboten, neigen sie zur Clusterbildung. Zur Minimierung
der AuBenflache findet die Clusterbildung meist in Raumecken statt.

Daruber hinaus kommen weitere Stressfaktoren in Frage, wie starker Besatz, Erschitterungen

im Umfeld und andere (Tabelle 3). Hierflir wurden bisher keine Kriterien benannt.

Tabelle 3: Abiotische Stressfaktoren (eigene Beobachtung).

Stressreaktion

Magliche Ursachen

Flucht

Gewitterneigung, schlechte Wasserqualitat, Suche nach
Versteckmdglichkeit

Unruhe (keine Nahrungssuche)

Erkrankung, Gewitterneig., starke Temperaturwechsel,
Manipulationen am Haltungsgefal, Stérungen

Erstarrung

Zu hohe Temperatur, Erkrankung

Clustern

Fehlende Riickzugsmdglichkeit

Verlassen des Wassers

Gewitterneig., schlechte Wasserqualitat, Sauerstoffarmut

Erbrechen

Gewitterneig., hoher Gehalt von Stickstoffabbauprodukten
des Wassers, Uberhdhte Nahrungsaufnahme

Unruhe, Erstarrung, Tod

Starke Belichtung

Erkrankungen, Einschniirungen

Abrupte Milieudnderung, erhéhte Nitritkonzentration

Lethargie

Abrupte Milieudnderung, erhéhte Nitratkonzentration

Reduzierte Kopulations- und
Kokonablagebereitschaft

Unruhige Umgebung, Erschitterungen, u. a. Stérungen
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Direkt nach der Fitterung haben die Blutegel ein erhdhtes Bedurfnis nach ungestorter Ruhe.
Hé&ufige Wasserwechsel und sonstige Eingriffe fihren zu Unruhe, Stress und in der Konsequenz
zu Verlusten. Selbst wenn die Blutegel nicht unmittelbar sterben, wachsen sie doch langsamer,
was einen Verlust bedeutet. Sie missen evtl. 6fter gefiittert werden als stressarm aufgezogene

Tiere.
Einrichtung der Haltungsgefalie

Sind die Blutegel weder hungrig noch kopulationsbereit, haben sie das Bedurfnis, sich zu ver-
stecken. Bietet das jeweilige Behaltnis ihnen dazu keine Moglichkeit (z. B. in Glasern oder
Aquarien ohne entsprechende Ausstattung), clustern sie zeitweise in Gruppen bis zu ca. 100
Tieren. Solche Cluster kdnnen tagelang nahezu unveréndert bestehen bleiben. Als Versteck-
moglichkeiten kbnnen in Aquarien verschiedene Objekte eingesetzt werden, in Glasern ist dies
kaum mdoglich. Chips aus Teichfolie haben sich bei kleinen Blutegeln als praktikable Variante
erwiesen. GroRere Tiere ziehen sich gerne auch unter umgedrehte Teller, Tontopfe und ver-
gleichbare Objekte zuruick. Auch Tonziegel-Mauersteine mit engen Kammern (ca. 10 x 30 mm)

werden gerne angenommen. Generell werden dunkle Objekte helleren vorgezogen.

Kommen Blutegel nach der Fltterung in einen Teich, ziehen sie sich in feuchte Erde (Ufer-
bereich, auch submers), zwischen oder unter Steine oder in vorhandenes Substrat zuriick und
gehen in eine Art Energiesparmodus mit moglichst wenig Bewegung. Erst wenn sie wieder
hungrig werden oder kopulieren wollen, sind sie vermehrt frei schwimmend im Wasser anzu-

treffen.

1.4 Methodischer Leitfaden und Hypothese

Blutegel werden in der bbez ausschlielich mit Blut gefiittert und leben Gberwiegend in Behélt-
nissen (Gléser, Aquarien, Wannen) mit Wasser. Die Behaltnisse sind, im Vergleich zu dem
natlrlichen Umfeld der Tiere, klein. Entsprechend klein ist das zur Verfligung stehende Was-
servolumen. Die Futterung mit Blut fuhrt mittelbar und unmittelbar zu einer Belastung des
Wassers mit verschiedenen Substanzen und Organismen, darunter Stickstoffabbauprodukte und
Bakterien. Beides konzentriert sich teilweise schnell auf, die Wasserqualitat &ndert sich und
fuhrt kurzfristig zu Umweltbedingungen fur die Blutegel, die stark von ihren natirlichen ab-
weichen. Die zum Teil groRen Verluste an Blutegeln, die insbesondere im Zusammenhang mit

den Fltterungen auftreten, hdngen vermutlich mit diesen kurzfristigen und wiederkehrenden
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Anderungen der Haltungsbedingungen zusammen. Diese Zusammenhange wurden flir die vor-

liegende Arbeit erstmalig untersucht.

Da im Zusammenhang mit der Futterung eine Zunahme der Konzentration der N-Produkte im
Haltungswasser zu erwarten war und Fische und andere aquatische Wirbeltiere insbesondere
auf Nitrit empfindlich reagieren, werden die Stickstoffabbauprodukte im Haltungswasser der
Blutegel vordringlich betrachtet. Weil die Haltung in kleinen Wasservolumina zwar ergono-
misch gut zu handhaben ist, die Konzentration eingebrachter Stoffe aber sehr schnell steigt,
stellen Kreislaufsysteme eine mdglich Alternative dar. Sie erhdhen das Wasservolumen, damp-
fen Schwankungen, gleichen Konzentrationsdifferenzen aus und fiihren beim Handling zu we-
niger Storungen der Blutegel. Auch kdnnen in Kreislaufsystemen biologische Filter integriert
werden. Daher werden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Wasserbehandlungstechniken
parallel untersucht. Zur Bewertung werden verschiedene Parameter regelmafig erhoben und

die Effizienz der Techniken anhand der Rate gesunder Blutegel nach Versuchsende evaluiert.

Arbeitshypothese war daher, dass eine Wasserbehandlung in zirkulierenden Systemen mit
zusétzlichen Wasserreservoirs mehrere Storfaktoren zumindest mindern kdnnen:

Konzentrationen von z.B. N-Produkten verandern sich langsam.
Temperaturschwankungen erfolgen langsam.

Mikrobiologische Situation dndert sich langsam.

Storungen der Blutegel in den Behéltern werden minimiert.

Es sollten daher Wasserbehandlungssysteme verglichen werden, um ihre Eignung fur den Ein-

satz in der Blutegelhaltung bewerten zu kénnen.

Hypothese: Blutegel in Wasserkreislaufsystemen mit integrierter Wasserbehandlung zu héltern
optimiert die Wasserqualitat und reduziert Stress flr die Tiere; somit kdnnen Erkrankungen und

Verluste bei Intensivhaltung minimiert werden.

1.5 Zielsetzung

Die Lebens- und Umweltanspriiche der Blutegel sollten in der Intensivhaltung so gut wie mdg-
lich erfullt werden. Der gesamte Produktionsprozess muss sich daran orientieren. Als tiberwie-
gend im Wasser lebende Organismen spielt fiir die Blutegel die physikalische, chemische und

mikrobiologische Wasserqualitét eine wesentliche Rolle.



Kapitel 1: Einleitung und Zielsetzung 36

Mit dieser Arbeit wird erstmals vergleichend die Haltung und Zucht von H. verbana wissen-
schaftlich untersucht, mit dem Ziel, technische Lésungen zu erforschen, die skaliert und in den
Produktionsprozess des Betriebs Ubertragen werden konnen. Dazu soll die vorliegende Arbeit
folgende Fragen beantworten:

e Welche Rolle spielen Stickstoffabbauprodukte im Wasser fur die Gesundheit
der Blutegel?

e Wie lassen sich Stickstoffabbauprodukte wirksam in einem egelvertréglichen
Rahmen halten?

o Spielen weitere Stressfaktoren eine Rolle fur die Gesundheit der Blutegel?

o Spielen wasserassoziierte Bakterien eine Rolle flr die Gesundheit der Blutegel?

e Wie beeinflusst die Blutfiitterung wasserassoziierte Bakterien?

o Sind zirkulére Wassersysteme geeignet, um Blutegel aufzuziehen?

e Welche der verfahrenstechnischen Wasserbehandlungstechniken sind geeignet,
die Lebensbedingungen der Blutegel in Intensivhaltung zu verbessern?

Es wurden verschiedene Wasserbehandlungsverfahren in Versuchsdurchlaufen getestet:

e Absenkung des pH-Wertes im Haltungswasser mittels
o Eichenextraktzugabe
o Einblasung von Kohledioxid
e Reduzierung der Konzentrationen der Verdauungsausscheidungen der Blutegel im
Haltungswasser mittels unterschiedlicher Filtertechniken
e Verdnderung der Bakterienzusammensetzung durch technische Hygienisierung
mittels:
o Ozonisierung
o Hochfrequenzbestrahlung
o UV-Bestrahlung

Die Versuchsdurchlaufe wurden berwiegend mit einer Fitterung der Blutegel im jeweiligen
Milieu und einer Abschlussbewertung der Tiere abgeschlossen. Die Bewertung erfolgte hin-
sichtlich der Zahl Giberlebender und gesunder Tiere, ihrem Gewicht und Vitalitat. Daraus wur-
den Schliisse gezogen beziglich notwendiger Veranderungen im technischen Aufbau und der
Umsetzbarkeit der geeigneten Technik fur den Einsatz in einem Arzneimittelherstellbetrieb.
Zusatzlich wurden Fragen, insbesondere hinsichtlich der wechselseitigen Beeinflussung von
Blutegeln, ihrem Fltterungsmedium Blut und der wasser- und egelassoziierten Bakterien, auf-

geworfen, die es kinftig zu bearbeiten gilt.

Der in der Blutegelhaltung und -aufzucht kritischste Zeitraum beginnt mit der Fitterung der
Tiere mit Blut. In den ersten Tagen und Wochen nach der Fitterung erkranken und sterben
Blutegel hdufig. Zu diesem Zeitpunkt kommt zu den Haltungsbedingungen, an die sich
die Blutegel bis dahin gewohnt haben kdnnten, ein starker zusatzlicher Eintrag von Ausschei-
dungsprodukten und Blut. Die stark verdnderte Zusammensetzung des Haltungswassers bietet
wiederum Bakterien gednderte Bedingungen, wodurch die Bakterienzusammensetzung im Hal-

tungswasser verandert wird. An solche Verdnderungen sind Blutegel aus ihrem natrlichen
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Umfeld nicht gewdéhnt und vermutlich nicht angepasst, woraus eventuell Erkrankung und Tod
von Tieren resultieren konnte. Der Einsatz von Antibiotika in der Blutegelhaltung und -zucht
erscheint hochst kritisch und wird daher bei der bbez nicht praktiziert, es werden daher andere

Wege gesucht, die Blutegel gesund zu erhalten.

Bei der Konzeption des Vorversuchs (Pilotversuch) wurde besonderen Wert darauf gelegt, mit
relativ geringem Aufwand Hinweise zu moglicherweise erfolgversprechenden verfahrenstech-
nischen Varianten der Behandlung des Haltungswassers der Blutegel zu erlangen.
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2 Material und Methoden

In einem ersten Schritt wurden die Produktionsprozesse analysiert und eine Pilotanlage kon-
struiert und aufgebaut, die grundlegende Informationen tber verschiedene Wasserbehandlungs-
techniken liefern sollte. Teilaspekte dieser Fragestellung wurden zusatzlich im Rahmen einer
Diplomarbeit untersucht. Hierzu wurde eine Versuchsanlage als Pilotanlage aufgebaut und aus-
gewertet (Haubenschild 2013). Die Pilotanlage sollte Hinweise darauf geben, in welche Rich-
tung die Haltung optimiert werden konnte. Sie konnte auf Grund des Versuchsaufbaus keine
wissenschaftlich belastbaren Aussagen treffen. Darauf aufbauend wurden drei verbesserte Hal-
tungs- und Wasserbehandlungsanlagen installiert, die systematisch, auch im Versuchsverlauf,
optimiert wurden. Uber insgesamt 34 Monate wurden die Behandlungstechniken und die Ge-

sundheit der Blutegel untersucht. Alle Versuche wurden mit H. verbana durchgefthrt.

2.1.1 Aufbau der Pilotanlage, Futterungen und Blutegel

Die im Folgenden genannten fiinf Wasserbehandlungstechniken wurden fir den Pilotversuch
in separaten Systemen aufgebaut (Abbildung 4). Die Blutegel in den Anlagen wurden gefuttert
und der Versuch wurde mit einer abschlieRenden Bewertung der Blutegel abgeschlossen.

o EE-Anlage: Ansduerung des Haltungswassers mittels Eichenextrakt

e Bio-Anlage: Filterung tber einen grofRen Biofilter (ca. 600 | Volumen)

e HF/UV-Anlage: Bestrahlung des zirkulierenden Wassers mit Hochfrequenz (HF)

und ultraviolettem Licht (UV)

e Oz-Anlage: Ozonisierung des zirkulierenden Haltungswassers

e Kontroll-Anlage: Filterung Uber einen kleinen Kanister-Biofilter
In den funf Anlagen wurden die Blutegel in je zwei rahmenlose Aquarien Typ A (L/B/H:
350/800/400 mm, Glasstarke 6 mm) in einem Holzregal eingesetzt (Egelaquarien), die bei einer
Wasserhéhe von 250 mm mit jeweils 70 Litern Wasser befillt wurden. Das Wasserniveau
wurde mittels eines einstellbaren Uberlaufes konstant gehalten. Dieser Uberlauf wurde durch
ein gelochtes Edelstahlsieb (Lochweite 0,5 mm) gegen Ausbruch der Blutegel gesichert. In je-
des Egelaquarium wurden 200 etwa gleich grolRe Blutegel aus einer Grundgesamtheit einge-
setzt. Als Filterbecken und Pumpensumpf dienten rahmenlose Aquarien Typ B (L/B/H:
600/600/300 mm, Glasstarke 6 mm). Sie wurden mit Aufwuchssubstrat fur Bakterien befullt.
Die Wasserfiihrung erfolgte durch PVC-Rohre und handelsiibliche Wasserschlauche (Trico-

tech, Fa. Schwarz + Dibbern, Pohlheim).
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Als Aufwuchssubstrat fur abbauende Bakterien (Destruenten, Nitrifikanten, Denitrifikanten) in
den jeweiligen Filtern diente Tuffschotter der Kornung 16/56 (Firma Menz Naturbaustoffe,
Wiesbaden), ein Material, das wegen seiner Porigkeit haufig in Filtern eingesetzt wird. Als
Vorbereitung der Filter (,,Impfung®) wurde Tuffschotter aus einem Filter entnommen, der an
demselben Quaranténeteich angeschlossen war, aus dem auch das Wasser fur die Erstbeftllung
entnommen wurde. Der Tuffschotter wurde immer vollstdndig geflutet. Die im selben Behalter
wie der Tuffschotter eingesetzte Pumpe wurde mittels eines groben Schaumstofffilters vor dem
Ansaugen von Tuffschotter geschiitzt. Das Wasser wurde aus der értlichen Trinkwasserleitung

bezogen.

Die Gesamtwasservolumina und die Durchflussraten je Aquarium wurden in den Anlagen un-

terschiedlich eingestellt (Tabelle 4).

Tabelle 4: Volumina und Durchflussraten in den Anlagen, Pilotversuch.

Anlage Gesamtwasservolumen | Durchflussrate I/min
EE-Anlage 185 15
Bio-Anlage 350 3,5
HF/UV-Anlage 360 3,5
Os-Anlage 200 3,5
Kontroll-Anlage 185 1,33

Gefuttert wurden die Blutegel mit frischem Pferdeblut, das von einem Pferdemetzger (Fa. H.
Simon, Heuchelheim) bezogen wurde. Das Blut wurde in Heuchelheim mechanisch defibri-
niert, in Biebertal auf ca. 38°C erwarmt, und in medizinische Schutzhiillen (RilaSon Schutz-

hille, Fa. Amor Gummiwaren, Arnstadt, Art. 051.11) gefullt dargeboten.

Die Erstbefiillung der Anlagen mit Leitungswasser (Gemeinde Biebertal) und Wasser aus ei-
nem Quarantaneteich im Verhéltnis 1:2 fand am 01.08.2012 statt, wahrend dessen wurde eine
Wasserprobe aus dem Zulaufstrom genommen und physikalisch-chemisch sowie mikrobiolo-
gisch untersucht. Nach Befulllung der Anlagen und Einbindung der Komponenten (Pumpen,
Reaktoren, Filtersubstrat, etc.) wurden sdmtliche Funktionen getestet, die Durchflussraten ein-

gestellt und die Systeme auf Undichtigkeiten untersucht. In jedes der zehn Aquarien wurden
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200 H. verbana aus einer Charge (Grundgesamtheit, im Mittel 0,79) eingesetzt. Geplant wurde
eine Versuchsdauer von zehn Wochen, vom 01.08.2012 bis zum 10.10.2012. Am letzten Tag
sollten noch einmal alle Wasserwerte bestimmt und Proben fur die mikrobiologischen Unter-

suchungen gezogen, sowie die Blutegel ausgezahlt werden.

Nach Beendigung des Versuchsdurchlaufs wurden die berlebenden Blutegel gezahlt und
gewogen, im Versuchsverlauf wurden lediglich verstorbene Blutegel aus den Aquarien entfernt
und gezéhlt. Bei den verstorbenen Blutegeln wurde zwar eine Beurteilung der vermuteten

Todesursache durchgefuhrt, es wurde aber kein Zusammenhang der vermuteten Todesursache

mit der Wasserbehandlungstechnik hergestellt.

Abbildung 4:  Teilansicht der Pilotanlage
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2.1.1.1 EE-Anlage

Aus den Egelaquarien (Typ A) wurde das zirkulierende Wasser in ein rahmenloses Aquarium
Typ B gefihrt. Dieses wurde mit 3,1 kg Tuffschotter bestuckt. Eine Tauchpumpe (Forza 8000,
Fa. AquaForte) sorgte fur die Kreislauffiilhrung des Wassers durch Schlauche und PVC Rohre
zurlck in die beiden Egelaquarien. Die Anséuerung wurde mittels manueller Zugabe von
Eichenextrakt (Eichen-Zac-Plus, Fa. Zoo Zajak) auf einen pH-Wert von 6,5 eingestellt, tdglich
uberwacht und bei Bedarf manuell nachdosiert (Tabelle 5, Abbildung 5).

Tabelle 5: Daten der Eichenextrakt-Dosierung in der EE-Anlage; EE = Eichenextrakt.

Woche Datum in 2012 EE (ml) Woche Datum in 2012 EE (ml)
1 01.08. - 07.08. 15 7 12.09. —18.09. 2x20
2 08.08. — 14.08. 2x10 8 19.09. — 25.09. 2x15
3 15.08. — 21.08. 2x15 9 26.09. — 02.10. 2x15
4 22.08. —28.08. 2x15 10 03.10. - 09.10. 2x10
5 29.08. — 04.09. 2x20 11 10.10. — 15.10. 2x10
6 05.09. — 11.09. 2x20
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EE-Anlage
I !
EEal EEa2
Typ A Typ A r
'l/.
Typ B
Pumpensumpf
m. Tuffschatter 7%
Pumpe

Abbildung 5:  Hydraulisches Schema der EE-Anlage, Pilotversuch; EEax: x = Aquariennummer der

EE-Anlage, Pfeile bezeichnen FlieRrichtung, Aquarientypen sind im Text beschrieben.
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2.1.1.2 Bio-Anlage

Das Wasser aus den Egelaquarien lief in eine glasfaserverstarkte Polyesterwanne (GfK, L/B/H:
1.120/1250/640 mm, Polyestertechnik Rafalzik), beflllt mit 30 kg Tuffschotter. Eine Tauch-
pumpe (AquaMax Eco 3500, Fa. Oase) sorgte fur die Kreislaufflihrung des Wassers durch eine
UV-Einheit (PondClear UV 15 Advantage, Tropical Marine Center Ltd., UV Strahler G15T8,
Wellenldnge 253,7nm) und zurlck in die Egelaquarien (Abbildung 6).

Bio-Anlage
I I
Bf al Bf a2
Typ A Typ A g uv
<—> Einheit

Filterbecken miit Typ B

Tuffschotter V “

Pumpe

Abbildung 6:  Hydraulisches Schema der Bio-Anlage, Pilotversuch; Bfax: x = Aquariennummer

der Bio-Anlage. Pfeile bezeichnen Flierichtung, Aquarientypen sind im Text beschrieben.
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2.1.1.3 HF/UV-Anlage

Aus den Egelaquarien ablaufendes Wasser lief in eine Kunststoffwanne (L/B/H: 1.150/950/610
mm, Fa. Auer Packaging) mit 30 kg Tuffschotter. Eine Tauchpumpe (Forza 8000, Fa. Aqua-
Forte) sorgte flr die Kreislauffiihrung des Wassers in den kombinierten Hochfrequenz-(HF)
und UV-Reaktor (SONOREX Technik AQ 5-1002.05, Fa. Bandelin electronic GmbH) und zu-
riick in die beiden Egelaquarien (Typ A). Der HF-Generator emittiert Schall mit einer Frequenz
von 25 kHz auf einer aktiven Lange von 250 mm, die UV-Einheit bestrahlt das Wasser mit
einer Wellenlange von 254 nm und hat eine elektrische Leistung von 20 W. Ein vorgeschalteter
Feinfilter sorgt flir hohe Transparenz des Wassers und minimiert die Ablagerung im Reaktor,

so dass die Leistung beider Generatoren im Zeitverlauf langsamer abfallen soll (Abbildung 7).

“—C

HF/UV-Anlage

U I
Hf al Hf a2
Typ A Typ A
Kombinierter

HF/UV Reaktor

Pumpensumpf Typ B
mit Tuffschotte @

Pumpe

Feinfilter

Abbildung 7:  Hydraulisches Schema der HF/UV-Anlage, Pilotversuch; Hfax: x = Aquariennummer der
HF/UV-Anlage. Pfeile bezeichnen Flierichtung, Aquarientypen sind im Text beschrieben.
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2.1.1.4 Os-Anlage

Das in das Aquarium Typ B (Pumpensumpf) ablaufende Wasser aus den Egelaquarien wurde
mittels einer Tauchpumpe (Forza 8000) durch den Ozonreaktor sowie eine UV-Einheit (Pond-
Clear UV 15 Advantage, Tropical Marine Center Ltd., UV-Strahler G15T8, Wellenldnge 253,7
nm) und zurlck in die beiden Egelaquarien gepumpt. Ozon (O3) ist ein starkes Oxidationsmittel
und wirkt deshalb desinfizierend. Der Ozonreaktor besteht aus einem Zylinder aus Polymethyl-
methacrylat (PMMA, Plexiglas) mit einem Durchmesser von 200 mm und einer Héhe von 700
mm. Wasser wird von oben zentrisch eingeleitet und unten seitlich ausgeleitet. Kunststofffull-
korper (zylindrisch mit vergroRerter Oberflache, 10 mm Durchmesser) im Reaktor reduzieren
die FlieRgeschwindigkeit und bieten dem Ozon mehr Zeit und Kontaktoberflache. Ozon wird
zentrisch von unten in den Zylinder durch einen 4 mm Kunststoffschlauch eingeleitet und
stromt im Gegenstrom durch den Reaktor. Ozon wird von einem Ozongenerator (Certizon
C200, Fa. Sander) mittels Hochspannung erzeugt. Eingeleitet werden sollten 67 mg O:/h. Die
Maximalleistung des Generators ist etwa drei Mal so hoch, um die Blutegel in den nachfolgen-
den Aquarien nicht zu schadigen wurde die Leistung auf diesen Wert gedrosselt (Abbildung 8).

0Os-Anlage
J/\l
H /
uv
| H Einheit
03 al 03 a2
TypA Typ A A

Pumpe generator

Abbildung 8:  Hydraulisches Schema der Os-Anlage, Pilotversuch; Ozax; X = Aquariennummer der

Os-Anlage. Pfeile bezeichnen FlieR-/Forderrichtung, Aquarientypen sind im Text beschrieben.



Kapitel 2: Material und Methoden 46

2.1.1.5 Kontroll-Anlage

Uber Schlduche lief das Wasser aus den Egelaquarien in ein ranmenloses Aquarium Typ B, das
mit 3,1 kg Tuffschotter bestuickt war. Eine Tauchpumpe (Forza 5000, Fa. AquaForte) sorgte flr
die Kreislauffihrung des Wassers durch Schlauche und PVC Rohre zuriick in die beiden

Egelaguarien (Abbildung 9).

’—(

Kontroll-Anlage
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Kal Ka2
Typ A Typ A 1

Tuffschotter Pumpe

Pumpensumpf mit Typ B zg

Abbildung 9:  Hydraulisches Schema der Kontroll-Anlage, Pilotversuch; Kax: x = Aquariennummer der

Kontroll-Anlage. Pfeile bezeichnen FlieRBrichtung, Aquarientypen sind im Text beschrieben.
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Regelmaliige Messungen und Wartungsarbeiten

Folgende allgemeinen Routinetberprifungen und -arbeiten wurden sowohl im Pilotversuch

als auch in den Fitterungsversuchen durchgefihrt:

Messung chemische und physikalische Wasserparameter
Funktionskontrolle Fluchtsperre

Optische Kontrolle Wasserzirkulation (Wasserzulauf i. d. Aquarien)
Verschmutzung u. Reinigung Ablaufsicherungen

Allgemeine Kontrolle d. Raumes (Undichtigkeiten, etc.)

In allen Anlagen bedarfsgemal? durchgefiihrte Messungen und Beprobungen:

Temperatur

Ammonium

Nitrit

Nitrat

Ammoniak NHs

TOC

CSB

pH

Wasserprobe fur mikrobiologische Untersuchung

Anlagenspezifisch fanden folgende Kontrollen und Arbeiten statt:

EE-Anlage:

Taglich:
pH-Wert

Bio-Anlage:

Taglich:
Funktion UV-Einheit

HF/UV-Anlage:

Téglich:
Temperaturkontrolle
Reaktorfunktion

Os-Anlage:

Taglich:
Volumenstrom O3
Funktion UV-Einheit

Kontroll-Anlage:

In der Kontroll-Anlage wurden keine anlagenspezifischen Wartungsarbeiten durchgefiihrt.
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2.1.2 Messung physikalischer und chemischer Parameter

Ammonium, Nitrit und Nitrat wurden photometrisch tiber die Kuvettentests und ein Photometer
XION 500 (Fa. Hach Lange) gemessen. Photometrische Messungen basieren darauf, dass Farbe
und Absorption von Licht, das durch das zu analysierende Medium (hier Wasser) geleitet
wurde, von der stofflichen Zusammensetzung und der Konzentration der Inhaltsstoffe abhangt.
Die eingesetzten Kuvetten tragen eine identifizierende Markierung (Barcode), worauf sich das
Photometer selbsténdig so einstellt, dass der passende Messbereich gewéhlt wird. Aus der Wel-
lenlange des austretenden Lichts wird die gefragte Konzentration vom Photometer errechnet
und auf dem Display ausgegeben. Die eingesetzten Kiivetten mit den jeweiligen Messbereichen

zeigt Tabelle 6.

Tabelle 6: Verwendete Kiivettentests Pilotversuch, alle Messungen erfolgten nach Anweisung des
Herstellers im Testkit (Lange 2012).

Parameter Kivettentest Messbereich (mg/l) Methode
Ammonium LCK 304 0,02 - 2,50 Indophenolblau
Ammoniumstickstoff LCK 304 0,015 - 2,000 Indophenolblau
Nitrat LCK 339 1,0 - 60,0 2,6-Dimethylphenol
Nitratstickstoff LCK 339 0,23 -13,50 2,6-Dimethylphenol
Nitrit LCK 541 0,005 - 0,100 Diazotierung
Nitrit LCK 341 0,05-2,0 Diazotierung
Nitritstickstoff LCK 541 0,0015 - 0,0300 Diazotierung
Nitritstickstoff LCK 341 0,015-0,6 Diazotierung
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Ammoniumbestimmung

Ammoniumionen reagieren bei einem pH-Wert von 12,6 mit Hypochloritionen und Salicylat-
ionen zu Indophenolblau. Katalysiert wird diese Reaktion durch die Gegenwart von Nitroprus-

sid-Natrium. Die Messung erfolgt photometrisch (Lange 2012).

Nitritbestimmung

Die Nitrite in der Wasserprobe reagieren mit primaren, aromatischen Aminen (in der Kiivette
in Form von Sulfanilsdure) zu Diazoniumsalzen. Diese Salze wiederum bilden mit aromati-
schen Verbindungen Azofarbstoffe. In dem Kiivettentest LCK 341 ist die Verbindung 1-Naph-
thylaminsulfonsduresalz im DosiCap®Zip beigegeben. Nach einer festgelegten Reaktionszeit

erfolgt die Bestimmung der Nitritkonzentration photometrisch (Lange 2012).

Die drei genannten Parameter wurden wahrend des Versuchszeitraums wochentlich gemessen.
In den kritischen Phasen, beim Einfahren der Anlage und in der ersten Woche nach der Fitte-
rung, wurden zusatzliche Messungen durchgefiihrt, da hier hohere Schwankungen erwartetet
wurden, die ggf. ein Eingreifen (Teilwasserwechsel) notwendig machten. Bei ungewoéhnlichen

und unerwarteten Messergebnissen wurden Kontrollmessungen durchgefihrt.

Nitratbestimmung

In der Analysekiivette fur Nitrat befinden sich 60%ige Schwefelsédure und 33%ige Phosphor-
séure, welche zusammen mit der Wasserprobe (1ml) eine schwefel- und phosphorsaure Lésung
bilden. Die Nitrationen in der Probe reagieren mit dem zuzugebenden 2,6-Dimethylphenol zu
4-Nitro-2,6-dimethylphenol. Dieser Farbkomplex wird nach einer Reaktionszeit von 15 Minu-

ten bei einer Wellenlange von 370 nm optisch vermessen (Lange 2012).

pH-Wert und Temperatur

Fur die pH- und Temperaturmessungen wurde das Kombigerat pH 320 von WTW, Weilheim
verwendet. Den pH-Wert misst das Gerat elektrochemisch mit einer Einstab-Glaselektrode, die
Temperatur mittels eines thermischen Messwiderstands. Die Anzeigen erfolgen digital. Die

Kontrolle von pH-Wert und Temperatur erfolgte dreimal wéchentlich.
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2.1.3 Messung der mikrobiologischen Wasserparameter

Fur die erste Analyse wurde Wasser aus dem vorbereiteten Mischwasser (2.1.1) entnommen.
Die Probenahmen fir die Folgeuntersuchungen erfolgten mittels steriler Glaspipetten aus der
Mitte des Wasserkdrpers. Die Probe wurde in autoklavierte, sterile Glasréhrchen gefullt, sofort
auf 4°C gekihlt und nach Gief3en in das IAM (Institut fiir angewandte Mikrobiologie der Justus-
Liebig-Universitat, GieRen) zur Untersuchung transportiert. Es wurden jeweils 10 ml Wasser
entnommen. Fir die mikrobiologischen Untersuchungen wurden diagnostische Standard-
medien nach Herstelleranweisung verwendet: R2A-Agar der Firma Carl Roth, Karlsruhe, sowie
EMB-Agar von Merck, Darmstadt. Die mikrobiologischen Untersuchungen der Aquarienwas-
serproben umfasste die Untersuchung der Konzentration und Diversitat auf DEV, R2A und
EMB kultivierbarer Bakterien (Bestimmung Koloniebildende Einheiten (KBE)/ml Wasser-
probe). DEV ist ein Standardmedium, das nach Deutschem Einheitsverfahren zur Wasserunter-
suchung (DEV) verwendet wird (DIN 38 411). Es setzt sich folgendermaRen zusammen: 10 g
Fleischextrakt, 10 g Pepton, 0,5 g NaCl und 15 g Agar pro Liter Medium. R2A ist ebenfalls ein
fir die Detektion von wasserassoziierten Bakterien entwickeltes, relativ ,,ndhrstoffarmes*
Komplexmedium. Es eignet sich zur Kultivierung oligotropher Bakterient. Bei EMB handelt
sich um ein spezielles Medium flr die Detektion von Enterobacteriaceae, welche mit Hilfe
einer spezifischen Férbung detektiert werden. Je Wasserprobe wurde eine Verdiinnungsreihe
von 10° bis 10* in autoklavierter 0,9 Gew. % Natriumchlorid-Lésung angelegt und jede
Verdinnungsstufe in Triplikaten (je 100 ul) auf DEV (DEV Nutrient agar, MERCK), R2A
(R2A-agar, Oxoid) und EMB (Eosin Methylene Blue Agar, MERCK) Agarplatten ausplattiert.
Die Platten wurden fur funf Tage dunkel bei 25°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden
die Bakterienkolonien gezahlt und Anzahl und Abundanz verschiedener Koloniemorphologie-

typen dokumentiert.

Die Auszahlung der gewachsenen Kolonien erfolgte am zweiten und siebenten Tag nach der
Probenahme. Die Zahlung am zweiten Tag diente zur Kontrolle des Wachstums der Mikro-
organismen, um notigenfalls eine zeitnahe Wiederholungsmessung vornehmen zu kdnnen,
die Z&hlung am siebten Tag war die mal3gebliche Z&hlung. Ausgezahlt wurden die bebriiteten
Platten von Hand. Die Ergebnisse wurden mit folgender Gleichung zu der Anzahl von Kolo-

niebildendend Einheiten (KBE) bezogen auf 1 ml Wasser umgerechnet:

1 Oligotrophe Bakterien sind an niedrigere Nahrstoffkonzentrationen angepasst.
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KBE = N KBE XM
V Probe
NkBE: Anzahl der Kolonien
VPprobe: Volumen der Probe (ml)
KBE: Koloniebildende Einheiten (1/ml)

Fur die Bestimmung der Gesamtzellzahl im Aquarienwasser vorliegender Bakterien wurden
absolute Zellzahlen/ml Wasserproben (ZZ/ml Wasser) erfasst. Dazu wurde die Anzahl der
bakteriellen Zellen nach Filtration fixierter Wasserproben auf 0,22 um Membranfilter mittels
SybrGreen [1>-Farbung (Sigma) (DNA-bindender Farbstoff) behandelt. Es wurden jeweils
9,6 ml Wasserproben mit 0,4 ml 50% Glutardialdehyd (GDA) fixiert (final 2% GDA) und bei
4°C gelagert. Je 1 bis 2 ml der fixierten Proben wurden auf schwarze Membranfilter (0,22um
Porengrol3e; Whatman) filtriert und die Zellen mit SybrGreen | nach (Lunau et.al. 2005) geférbt

und epifluoreszenz-mikroskopisch gezahit.

Bei beiden Analysen (Konzentration kultivierbarer Bakterien und Gesamtzellzahlen) wurden
Mittelwerte je Anlagensystem Uber die parallel geschalteten Aquarien pro Anlagensystem be-
rechnet. Hierbei wurden Standardabweichungen durch Fehlerfortpflanzung unter Einbezug der
Standardabweichungen der Plattierungsreplikate (drei Replikate je Verdinnungsstufe) bzw.
Zahlreplikate (10 Zahlfelder) der Einzelaquarienbeprobungen ermittelt. Die statistische Aus-
wertung erfolgte in SigmaPlot 12 (Systat Software ink.) zur Erfassung signifikanter Unter-
schiede zwischen verschiedenen Anlagen bzw. zwischen verschiedenen Zeitpunkten einer An-

lage mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) unter Verwendung des TukeyTest.

Die Auswertung der Ergebnisse beschrankte sich auf die Bestimmung der Konzentration kulti-

vierbarere Bakterien (KBE), einzelne Mikroorganismen wurden nicht identifiziert.

2.2 Haupt-Versuchsanlage fiir Fiitterungsversuche

2.2.1 Aufbau der verbesserten Versuchsanlage

Aufbauend auf den Erkenntnissen der Pilotanlage (3.1.6) wurde eine verbesserte Versuchsan-

lage errichtet. Drei Wasserbehandlungstechniken wurden aufgebaut:

2 SybrGreen I: DNA bindender Farbstoff, der in Bakterienzellen eindringt. Mittels Fluoreszenzmikro-
skopie kénnen die Bakterienzellen durch ,Grin-Fluoreszenz® visuell dargestellt werden.
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e EE-Anlage: Ansduerung mittels Eichenextrakt
e RO-Anlage: Anséduerung von Umkehrosmosewasser mittels CO-
e SB-Anlage: Filterung uber Schwimmsandfilter

In einem dafur eingerichteten Raum wurden 9 identische Aquarien in einem Regalsystem auf-
gebaut. Jeweils drei Aquarien wurden hydraulisch verbunden (Triplikate) und bildeten mit den
folgenden Komponenten ein Gesamtsystem:

e Drei Aquarien

e Pumpensumpf

e Tauchpumpe in Pumpensumpf

e Niveausteuerung in Pumpensumpf

e Biofilter mit integriertem UV-Strahler (Kanisterfilter, Druckfilter)
Puffertank

Tauchpumpe in Puffertank

Rohrleitungssystem

Durchlaufkthler

Anlagenspezifische Komponenten

Die Aquarien wurden in zwei Reihen Gbereinander in einem Regal aus verzinkten Stahlprofilen
eingebaut (Abbildung 10). Die Temperaturhaltung erfolgte Gber die Raumtemperatur (Heizkor-
per an Zentralheizung), mithilfe eines mechanischen Thermostats, eine vertikale Luftumwaél-
zung verhinderte eine Temperaturschichtung. Alle genannten Komponenten befanden sich im

selben Raum mit Ausnahme der Durchlaufkihler, die im Nebenraum untergebracht waren.

Die rahmenlos geklebten Aquarien Typ C (Eigenbau) hatten die Abmessungen: L/B/H
1.200/400/500 mm, Glasstarke 8 mm. In die Aquarien wurde im Abstand von 180 mm parallel
zu einer Stirnseite ein Edelstahlsieb eingeklebt. Durch dieses Sieb konnte das Wasser stromen,
die Blutegel konnten es nicht passieren. Die Siebweite betrug 0,1 mm. Die Aquarien waren
so in zwei Abteile geteilt. Das grofiere Abteil (L/B 1.020/400 mm) wurde mit den Blutegeln
besetzt, im kleineren Abteil (L/B 180/400 mm) befand sich der Uberlauf. Das gréRere Abteil
war mit einer elektrischen Fluchtsperre versehen, die die Blutegel am Verlassen des Aquariums
hinderte. Verschmutzte das Sieb, konnte der Wasserspiegel in dem egelbesetzten Abteil anstei-
gen und wieder Uberstromen. Ein Niveauunterschied zwischen den beiden Abteilen war ein
Indikator fur ein verschmutztes Sieb, welches sich mit einer Biirste leicht reinigen lieR. Die
verstopfenden abgestreiften Haute der Blutegel und andere Verunreinigungen wurden bedarfs-
gerecht abgesaugt. Das Wasserniveau wurde mittels eines Uberlaufs im egelfreien Abteil auf
200 mm eingestellt. Uber den Uberlauf lief das zirkulierende Wasser in HT Rohre DN 40, die
in einen Pumpensumpf im freien Auslauf entwasserten. Je drei Aquarien waren an einen Pum-
pensumpf angeschlossen. Dieser bestand aus einer PP Kunststoffwanne (Fa. Auer, L/B/H

80/60/30 cm, Nutzvolumen rd. 100 Liter). Ein zweiter Uberlauf im egelfreien Abteil diente als
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Notiiberlauf fiir den Fall einer Verstopfung im regularen Uberlauf, der an das Kanalsystem
angeschlossen war. Im Pumpensumpf war eine Tauchpumpe (AquaForte 8500) installiert, die
uber eine Niveausteuerung (Level Controller, Fa. B+B Sensors) angesteuert wurde. Diese
Pumpe forderte mit 8,5 m3/Std mehr als die Pumpe, die fir die stdndige Wasserzirkulation
sorgte (AquaForte 3500, 3,5 m3/Std, installiert im Puffertank). Uber die Niveausteuerung wurde
sie daher immer nur kurzzeitig angesteuert, so dass ein Uberlaufen der Pumpenstimpfe nicht
maoglich war, so lange die technischen Einrichtungen funktionierten. Die Pumpe im Pumpen-
sumpf forderte Uber Schlduche und PVC HI Rohre DN 25 das ubergelaufene Wasser durch
einen geschlossenen Kanister-Biofilter (Oase FiltoClear) in einen Puffertank. Hierbei handelte
es sich um einen Trinkwassertank (Firma Rotex, System Variocistern) aus HDPE mit einem
Nutzvolumen von 1.000 Litern. In diesen Puffer war seitlich ein Messingstutzen, 1, eingebaut,
der als Uberlauf diente und das Nutzvolumen auf 650 Liter begrenzte. Der Wasserzulauf in den
Aquarien wurde fur alle Aquarien auf 600 I/h/Aquarium eingestellt. In allen Anlagen wurde bei
den Futterungsversuchen Wasser aus der ¢ffentlichen Trinkwasserleitung der Gemeinde Bie-
bertal verwendet. Auch das Rohwasser, das mittels der Umkehrosmoseanlage aufbereitet

wurde, kam aus der Trinkwasserleitung.

Einschliel3lich der Aquarien, Filter, Rohrleitungen, Pumpensumpf und Puffertank stand somit
ein Gesamtvolumen von 1.100 Litern je System zur Verfugung. Durch Verdunstung verringerte
sich dieses wdchentlich um ca. 40 Liter, welche im Zusammenhang mit dem wochentlichen
Teilwasserwechsel ersetzt wurden. Waochentlich wurden je Anlage 200 Liter Wasser in den
Puffertank eingespeist und die dadurch Uberlaufende Wassermenge abgeleitet. Eine tief lie-
gende, beruhigte Einleitung, kombiniert mit einer niedrigeren Temperatur des frischen Wassers
sorgte dafir, dass das eingeleitete Wasser nicht unmittelbar wieder abfloss.
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Abbildung 10: Teilansicht der Haupt-Versuchanlage fiir Fltterungsversuche 1 bis 3;

graue Kunststoffkasten unten sind Pumpensiimpfe.

Es wurden zwei unterschiedliche Techniken der Ansduerung des Haltungswassers untersucht,
um eine Aussage treffen zu kdnnen hinsichtlich der Bedeutung eines niedrigen pH-Wertes fir
die Gesundheit der Blutegel, da der Pilotversuch Hinweise auf eine positive Wirkung gegeben
hatte. Daher wurde neben der Anséuerung mittels Eichenextraktzugabe, bei der enthaltene wei-
tere Inhaltsstoffe (Huminstoffe, etc.) einen Effekt haben kdnnten, die CO»-Einsprudelung in
entmineralisiertes RO-Wasser (RO: Reverse Osmosis, Umkehrosmose) gewahlt. Die Ansdue-
rung wurde kombiniert mit einer biologischen Filterung in Kompaktfiltern (Kanisterfilter), wie
sie in Gartenteichen eingesetzt werden. Aufwuchsfléche fur die Bakterien waren hier Schaum-
stoffe mit unterschiedlicher Porositat, die sowohl Nitrifikanten als auch Denitrifikanten Lebens-
raum bieten sollen. Da Schwimmsandfilter in der Aquakultur eingesetzt werden, weil sie eine
hohe Filterleistung bei den N-Produkten Ammonium und Nitrit besitzen, wurden sie in den
Versuch einbezogen. Diese Filter bieten eine sehr gute Sauerstoffversorgung der auf dem Sand
als Substrat angesiedelten Mikroorganismen. Anaerobe Zonen sind in diesen Filtern nicht vor-

handen, so dass hier nicht mit einem Nitratabbau zu rechnen war.
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Um einer zu starken Wassererwarmung in der Anlage vorzubeugen, wurde das zirkulierende
Wasser der drei Anlagen durch je einen elektrischen Wasserkihler (HC 500, Hailea, Guang-

dong, China) geleitet, der die Wassertemperatur auf 21°C begrenzte.

In allen Anlagen wurde bei den Futterungsversuchen Wasser aus der ¢ffentlichen Trinkwasser-
leitung der Gemeinde Biebertal verwendet. Auch das Rohwasser, das mittels der Umkehr-

osmose-Anlage aufbereitet wurde, kam aus der Trinkwasserleitung.

Die Futterung erfolgte in der gleichen Weise wie im Pilotversuch (2.1.1). Verstorbene Blutegel
wurden taglich aus den Aquarien entfernt. Zum Versuchsende wurden die Blutegel gezéhlt und

gewogen.
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2.2.1.1 EE-Anlage

In der EE-Anlage sollte das Wasser mittels Zudosierung von Eichenextrakt auf einen pH
von ca. 6,7 abgesenkt werden. Bei anfanglichen Versuchen, die Dosierung mithilfe eines
medizinischen Infusionsbestecks und manueller Regelung zu realisieren, konnte der pH-Wert
stabil gehalten werden. Das Infusionsbesteck erwies sich als ungeeignet, sowie die Blutegel
eingesetzt waren. Daraufhin wurde eine automatische Dosierstation installiert. Als Dosier-
pumpe wurde die Membranmagnetdosierpumpe LMI P573-352N3 der Firma Milton Roy ver-
wendet. Gesteuert wurde die Dosierpumpe von einem Regelgerédt Typ PRW 12, F1K1 der Firma
Medotec. Eine pH-Elektrode meldete kontinuierlich den gemessenen pH-Wert an das Regelge-
rit, das bei Uberschreitung des Sollwertes die Dosierpumpe ansteuerte, die aus einem 5 Liter
Kanister Eichenextrakt (Eichen Zac, Fa. Zoo Zajac, Essen) ansaugte und dosiert in den Puffer-
tank eintropfte. Eine Mischpumpe, die im Puffertank hing (Aquarius 1800, Fa. Oase) sorgte
durch standige Wasserbewegung innerhalb des Puffers fur eine gute Vermischung des Eichen-
extrakts mit dem Pufferwasser und so fir einen konstanten pH-Wert im zirkulierenden Anla-
genwasser im Bereich 6,5 bis 6,9. Als Biofilter wurde der FiltoClear 30.000, Fa. Oase, einge-
setzt (Abbildung 11).

EE-Anlage
Aquarium Aquarium Aguarium
EEal EEa2 EEa3

v, L r

F 3
r
ry

Eichenextrakt Dosierun
manuell/automatisch

Pumpe

v,

Pumpensumpf m :

600 | Puffer mit
Mischpumpe

Pumpe Biofilter

Abbildung 11: Hydraulisches Schema der EE-Anlage, Fiitterungsversuche 1-3;

EEax: x = Aquariennummer EE-Anlage; Pfeile geben FlieR- bzw. Férderrichtung an.
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2.2.1.2 RO-Anlage

Umkehrosmoseanlagen driicken mittels mechanischen Drucks Rohwasser (hier: Leitungswas-
ser) durch eine Membrane. Die Poren der Membrane sind so klein, dass Partikel groler
0,0001pm zurtick gehalten werden. Somit werden unter anderem auch die Hartebildner, also
Calcium- und Magnesiumionen, zurlick gehalten und abgeschlagen. Der mechanische Druck
muss dazu hoher sein als der osmotische Druck des Rohwassers, der bei Leitungswasser tibli-
cherweise bei 2 bar liegt. Da der Leitungswasserdruck in Biebertal bei tiber 6 bar liegt, kam die
eingesetzte Anlage (Typ PRF-RO, Pentair, USA) ohne Pumpe aus. Aus einem Liter Leitungs-
wasser mit einem pH von 7,55 gewinnt die Anlage rd. 200 ml Wasser mit einem pH von 6,5.
Da die Blutegel mit ihren Ausscheidungen den pH-Wert sehr schnell wieder bis tber 8,5 anhe-
ben, wurde zusétzlich CO, eingesprudelt und gel6st. Die automatische Steuerung der CO,-
Einblasung tibernahm ein pH-Controller Typ Evolution de Luxe der Firma Dennerle, Vinnin-
gen. Die Steuereinheit 6ffnete bzw. schloss ein elektrisch betétigtes Magnetventil, das hinter
einem Druckminderer an einer CO, Flasche angebaut wurde. Bei dem CO, handelte es sich um
Industriegas UN 1013, ISO 14175-C1-C von Air Liquide, das in einer Hochdruckstahlflasche
zur Verfligung stand. Ein Druckminderer reduzierte den Primardruck (rd. 100 bar, abfallend)
auf 1bar, das an die Regelung angeschlossene elektrisch betéatigte Magnetventil 6ffnete bei Be-
darf und leitete CO: in den Reaktor gasformig ein. Eine pH-Sonde im Puffertank maR standig
den pH-Wert im Puffer. Das Gas wurde durch einen Schlauch mit Ruckschlageinrichtung in
einen CO, Reaktor (Futterungsversuch 1: Pro Flora Taifun, Fa. JBL, Neuhofen; 25 Segmente,
ca. 40cm Hohe; Futterungsversuche 2 + 3: Reaktor S, Fa. Dupla) unten eingeblasen. Eine
schraubenformig aufsteigende Innenbahn in dem Reaktor fiihrte die Gasblasen so lange im
Wasser, bis sich die CO, Blaschen im Wasser aufgeldst hatten. Der pH-Wert in der Anlage
konnte damit zwischen pH 6,5 und 6,9 gehalten werden. Das RO-Wasser wurde mittels Meer-
salz (Preis Meersalz, Fa. Preis, Bayerfeld) mit 0,75g/l konditioniert. Als Biofilter wurde der
FiltoClear 30.000 eingesetzt (Abbildung 12).
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RO-Anlage
Aquarium Aquarium Aquarium
ROal ROa2 ROa3

e r

CO2 Einsprudelung
automatisch

Pumpe
Y >
Pumpensumpf
N u
Pumpe Biofilter 600 | Puffer

Umkehrosmoseanlage

Abbildung 12: Hydraulisches Schema der RO-Anlage, Futterungsversuche 1-3;

ROax: x = Aquariennummer in der RO-Anlage; Pfeile bezeichnen FlieR- bzw. Forderrichtung.
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2.2.1.3 SB-Anlage

In einem Schwimmsandfilter/Schwimmbettfilter (SB) wurde Sand einer definierten Sieblinie
mittels aufwarts gerichteter Stromung im Wasser in der Schwebe gehalten. Der Filter bestand
aus einem Kanalgrundrohr (KG) aus PVC, DN 150, mit geschlossenem Boden, oben war das
Rohr offen. Zentrisch wurde in diesem Rohr ein zweites Rohr, PVC HI DN 25, nach unten
gefiihrt und miindete in einem Trichter, der sich nach unten aufweitete. Der Maximaldurch-
messer des Trichters war 20 mm kleiner als der Innendurchmesser des KG Rohres, so dass
zwischen KG Rohr und Trichter ein Ringspalt von 10 mm entstand. Der Trichter wurde mittels
Abstandshaltern 10 mm oberhalb des geschlossenen Bodens des KG Rohres gehalten. In den
Zwischenraum zwischen den Rohren wurden 25 kg Quarzsand (Sorte RQ24, Kornung 0,355-
0,8 mm, feuergetrocknet, Raunheimer Quarzsand) eingefillt. Eine Tauchpumpe (AquaForte
8500) im Pufferspeicher forderte Wasser durch einen Schlauch und das zentrale HI-Rohr, so
dass es mit hoher Strémungsgeschwindigkeit durch den Ringspalt austrat. Hierdurch wurde der
Sand im Wasser bis zu einer Hohe von etwa 1.250 mm in der Schwebe gehalten. Uber einen
Kugelhahn in dem Schlauch lief sich das geforderte Wasservolumen und somit die Hohe des
Sand-Wassergemischs regulieren. Oberhalb der Sandgrenze befand sich gefiltertes Wasser, das
iiber einen seitlichen Uberlauf und ein HT-Rohr (beides DN 50) im freien Auslauf zuriick in
den Puffer lief. Die Pumpe, die den Schwimmsandfilter beaufschlagte, lief standig. Sessilen
Bakterien diente der Sand als Aufwuchsflache. Ein Biofilter FiltoClear 12.000 (Fa. Oase)
filterte Feinstoffe aus, die ansonsten in den Schwimmsandfilter gepumpt worden waren
(Abbildung 13).
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SB-Anlage
A A h A Y
Aquarium Aquarium Agquarium
SBal SBa2 SBa3
N
N Pumpl
Pumpensumpf m Pumpe
\ L_)
Pumpe Biofilter 600 | Puffer

Schwimmsandfilter

Abbildung 13: Hydraulisches Schema der SB-Anlage Futterungsversuche 1 bis 3;

SBax: x = Aquariennummer SB-Anlage; Pfeile zeigen FlieRrichtung an.
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Regelmafiige Wartungsarbeiten

Folgende allgemeinen Routinetberpriifungen und -arbeiten wurden durchgefthrt:

Messung chemische und physikalische Wasserparameter
Funktionskontrolle Fluchtsperre

Optische Kontrolle Wasserzirkulation (Wasserzulauf i. d. Aquarien)
Durchflussmenge zirkulierendes Wasser

e Funktionskontrolle Niveauregulierung Pumpensumpf

e Verschmutzung u. Reinigung Edelstahl-Trennsiebe

e Funktionskontrolle UV-Lampen in Biofiltern

e Allgemeine Kontrolle d. Raumes (Undichtigkeiten, etc.)

e pH-Wert

Anlagenspezifisch fanden zusatzlich folgende Kontrollen und Arbeiten statt:

EE-Anlage:

Taglich:

Vorrat Eichenextrakt

Funktionskontrolle Dosierstation Eichenextrakt
Positionierung pH-Sonde

Wadchentlich:

Teilwasserwechsel

RO-Anlage:

Téglich:

Prifung Primardruck CO2-Flasche
Priufung CO2-Einblasung
Positionierung pH-Sonde
pH-Anzeige an Kontrollgerat
Wodchentlich:

Teilwasserwechsel

SB-Anlage:

Taglich:

Funktionskontrolle Schwimmsandfilter
Wadchentlich:

Teilwasserwechsel



Kapitel 2: Material und Methoden 62

2.2.2 Messung chemischer und physikalischer Parameter

Die Bestimmung von Ammonium, Nitrit und Nitrat erfolgte photometrisch Gber Klvettentests
und ein Photometer PF-12 der Fa. Macherey-Nagel, ein Einstrahl-Filterphotometer mit Mikro-
prozessorsteuerung, Selbsttest und Autokalibrierung. Die eingesetzten Kivetten (Visocolor
ECO und Nanocolor, beide Fa. Macherey-Nagel, Diiren) mit den jeweiligen Messbereichen
sind in Tabelle 7 zusammengestellt. Die jeweilige Messmethode wird an dem Photometer
manuell eingegeben, Messung erfolgte nach Herstellerprotokollen. Geheizt wurden die Kivet-

ten (CSB) in einem Thermoblock Nanocolor Vario C2 von Macherey-Nagel.

Tabelle 7:  Verwendete Kiivettentests Fltterungsversuche 1 bis 3, (Macherey, 2014); die Diazotierung

erfolgte nach den Anweisungen des Herstellers im Testkit.

Parameter Kivettentest Messbereich (mg/l) Methode
Visocolor ECO

Ammonium Ammonium 3 0,2-3,0 DIN 38406-E5
Nitrat Nitrat 1,0-120,0 Diazotierung
Nitrit Nitrit 0,02-0,5 Diazotierung
Chlor Chlor 6 0,05-6,0 DIN ISO 7393 G4-2
Nanocolor

CSB CSB 40 2-40 ISO 15705:2002
TOC TOC 25 2-25 DIN EN 1484

Temperatur- und pH-Messung

Die Temperatur wurde mit einem Referenzthermometer GTH 175/Pt-K von Greisinger electro-
nic, Regenstauf, gemessen. Das Gerét verwendet einen abgesetzten, kabelgebundenen Pt 1000
Sensor in einer Messspitze, die Anzeige erfolgt digital. Fur die pH-Bestimmung wurde
das Kombigerat pH/°C pHep4 von Hanna Instruments, VVohringen, verwendet. Der pH-Wert
wird elektrochemisch mit einer Einstab-Glaselektrode gemessen. Die Anzeige erfolgt digital.
Die Messung von pH-Wert und Temperatur erfolgte dreimal wochentlich jeweils montags,

mittwochs und freitags.
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Ammoniumbestimmung

DEV-Verfahren: Aus Ammonium-lonen entsteht durch Chloreinwirkung im alkalischen Be-
reich Monochloramin. Dieses bildet mit Phenolen in Anwesenheit eines Katalysators blaue In-
dophenolfarbstoffe (Reaktionsgrundlage analog zu DIN 38406-E5), (Macherey, 2014).

Nitratbestimmung

Nitrat wird mit einem anorganischen Reduktionsmittel zu Nitrit reduziert. Mit dem Nitrit wird
ein aromatisches Amin diazotiert, welches anschliefend zu einem Azofarbstoff gekoppelt wird
(Macherey, 2014).

Nitritbestimmung

Sulfanilsaure oder Sulfanilamid werden in saurer Losung von Nitrit diazotiert. Das Diazoni-
umsalz wird anschliefend mit einem aromatischen Amin gekoppelt. Dabei bildet sich ein in-
tensiv geféarbter Azofarbstoff (Macherey, 2014).

Bestimmung des freien Chlors

Freies Chlor reagiert bei einem pH-Wert von 5-6 mit N,N-Diethyl-1,4-phenylendiamin (DPD)
zu einem rotvioletten Farbstoff. In Gegenwart von lodid-lonen kann der Gesamtchlorgehalt
bestimmt werden (Reaktionsgrundlage analog DIN ISO 7393 G4-2) (Macherey, 2014).

Bestimmung des Chemischen Sauerstoffbedarfs (CSB)

Bestimmt wurde nach DIN-Methode: Der chemische Sauerstoffbedarf eines Wassers wird
durch die silberkatalysierte Oxidation mit Kaliumdichromat/Schwefelsdaure in 2 Stunden bei
148°C ermittelt. Gemessen wird die Farbabnahme der gelben Dichromatlosung (Macherey
2014).

Bestimmung des Gesamten organischen Kohlenstoffs (TOC)

Die Bestimmung erfolgt in 2 Schritten:

1. Austreiben des anorganischen Kohlenstoffs (TIC)

2. Aufschluss des organischen Kohlenstoffs (TOC) und Nachweis des entstandenen CO-
mittels eines Indikators

(Reaktionsgrundlage analog DIN EN 1484) (Macherey 2014).
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2.2.3 Messung der mikrobiologischen Wasserparameter

Die Blutegel wurden ebenfalls mikrobiologisch untersucht. Die Ermittlung der Gesamtzellzahl
und die mikrobiologischen Untersuchen des Haltungswassers wurden wie im Folgenden be-

schrieben durchgefihrt.

Bestimmung der Gesamtzellzahl im Aquarienwasser vorliegender Bakterien. Es wurden
die absoluten Zellzahlen/ml Wasserproben (ZZ/ml Wasser) erfasste. Dies erfolgte tber
SybrGreen | Farbung (Sigma, DNA-bindender Farbstoff) der bakteriellen Zellen nach Filtration
fixierter Wasserproben auf 0,22 um Membranfilter. Es wurden jeweils 9,6 ml Wasserproben
mit 0,4 ml 50% Glutardialdehyd (GDA) fixiert (final 2% GDA) und bei 4°C gelagert. Je 1 bis
2 ml der fixierten Proben wurden auf schwarze Membranfilter (0,22 um Porengrofie; Whatman)
filtriert und die Zellen mit SybrGreen | nach Lunau et al. (2003) geféarbt und epifluoreszenz-

mikroskopisch gezahlt.

Die mikrobiologischen Untersuchungen der Aquarienwasserproben umfasste die Untersuchung
der Konzentration und Diversitat auf DEV, R2A und EMB kultivierbarer Bakterien (Bestim-
mung von KBE/ml). R2A ist ebenfalls ein fiir die Detektion von wasserassoziierten Bakterien
entwickeltes relativ ,,ndhrstoffarmes* Komplexmedium. Es eignet sich zur Kultivierung oligo-
tropher Bakterien. Bei EMB handelt es sich um ein spezielles Medium flr die Detektion von
Enterobacteriaceae. Diese kdnnen mit Hilfe einer spezifischen Farbung detektiert werden. Fur
die kultivierungsabhangigen Untersuchungen wurden jeweils 10 ml Aquarienwasser aus jedem
Becken (10 cm unter der Wasseroberflache) mit einer sterilen Glaspipette entnommen, in ein
autoklaviertes Glasreagenzglas tberfiihrt und bei 4°C ins Labor transportiert. Je Wasserprobe
wurde eine Verdiinnungsreihe von 10° bis 10 in autoklavierter 0,9 Gew.% Natriumchlorid-
Losung angelegt und jede Verdinnungsstufe in Triplikaten (je 100 ul) auf DEV, R2A und
EMB-Agar-Platten ausplattiert. Die Platten wurden flr finf Tage dunkel bei 25°C inkubiert.
Nach der Inkubationszeit wurden die Bakterienkolonien gezahlt und Anzahl und Abundanz
verschiedener Koloniemorphologietypen dokumentiert. Die Konzentration kultivierbarer Bak-
terien je Anlagensystem wurde als Koloniebildende Einheiten (KBE)/ml Wasserprobe angege-
ben. Bei beiden Analysen (Konzentration kultivierbarer Bakterien; Gesamtzellzahlen) wurden
Mittelwerte je Anlagensystem Uber die drei Aquarien berechnet. Hierbei wurden Standardab-
weichungen durch Fehlerfortpflanzung unter Einbezug der Standardabweichungen der Plattie-
rungsreplikate (3 je Verdunnungsstufe) bzw. Z&hlreplikate (10 Z&hlfelder) der Einzelaquarien-
beprobungen ermittelt. Die statistische Auswertung erfolgte in SigmaPlot 12 (Systat Software

ink.) zur Erfassung signifikanter Unterschiede zwischen verschiedenen Anlagen bzw. zwischen
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verschiedenen Zeitpunkten einer Anlage mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANO-

VA) unter Verwendung des TukeyTest.

Die abundantesten kultivierten Bakterien wurden phylogenetisch identifiziert. Hierzu wurden
von den beiden am hdchsten bewachsenen Verdiinnungsstufen die abundantesten morpholo-
gisch unterschiedlichen Kolonien ausgewéhlt. Die entsprechenden Bakterien wurden mittels
Vereinzelungsausstrich in Reinkultur gebracht. Diese wurden anschliefend phylogenetisch
identifiziert. Zun&chst wurde von jedem Isolat dazu ein Zelllysat erstellt um genomische DNA
fur die folgenden molekularbiologischen Untersuchungen zu gewinnen. Dazu wurde frisch ge-
wachsene Biomasse von den Agarplatten entnommen, in Natriumphosphatpuffer gewaschen,
pelletiert und in DNA-freiem Wasser suspendiert. Die bakterielle DNA wurde durch dreima-
liges Einfrieren (-20°C) und anschlielendes Aufkochen bei 100°C (1 min 30 sek, im Heizblock)
aus den Bakterienzellen freigesetzt. Die Zelllysate wurden bei -20°C gelagert. Der wassrige
Uberstand der Zelllysate wurde als DNA-Template fir PCR Amplifikationen verwendet. Alle
Isolate wurden mithilfe einer genomischen Fingerprintanalyse (BOX-PCR) differenziert. Die
BOX-PCR erfolgte mit dem Primer BOX1A, wie bei Glaeser et al. (2013) beschrieben. Der

Primer bindet an repetitive Elemente die ,,stammspezifisch* im bakteriellen Genom auftreten.

Durch die Anwendung spezifischer Amplifikationsbedingungen werden mehrere unterschied-
lich lange DNA-Fragmente aus dem jeweiligen bakteriellen Genom vervielfaltigt. Diese PCR
Produkte wurden mittels einer nachfolgenden Agarosegelelektrophorese (Glaeser et al. 2013)
der Lange nach aufgetrennt. Dabei wurden stammspezifische Fingerprintmuster generiert. Die
Fingerprintmuster wurden mit der Analysesoftware GelCompar Il (Applied Maths) verglei-
chend untersucht. Da davon ausgegangen werden kann, dass Isolate mit identischen BOX-
Fingerprintmustern den gleichen Stamm représentieren, sind diese Isolate auch in der 16S
rRNA Gensequenz identisch. Pro Fingerprinttyp wurde daher ein repréasentatives Isolat mittels
16S rRNA Gensequenzierung phylogenetisch identifiziert. Hierzu wurde das 16S rRNA Gen
mit allgemeinen bakteriellen 16S rRNA Gen-bindenden Primern (8F und 1492R; (Lane 1991)
amplifiziert und anschlielend mit dem Primer 27F mit der Sanger Sequenzierungsmethode bei

der Firma LGC Genomics (Berlin) sequenziert.
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Nach manueller Korrektur der Sequenzen wurden die Isolate ber BLAST-Analyse 2 der 16S
rRNA Gensequenzen in der EzTaxon 16S rRNA Gen Typstamm Datenbank (EzTaxon) identi-
fiziert. Die Identifizierung beruht auf der Erfassung der 16S rRNA Gensequenzahnlichkeiten

zu dem né&chstéhnlichen Typstamm (Glaeser et al. 2013; Kim et al. 2012).

Die mikrobiologische Untersuchungen der Blutegel umfassten vier Egelprobenahmen
(s. 3.1.7.1; 3.1.8.2). Fur die Proben wurden aus jedem Versuchsbecken jeweils drei Blutegel
entnommen und lebend ins IAM transportiert. Alle Tiere wurden direkt nach dem Eingang im
IAM jeweils funf min mit Leitungswasser gespult und anschlieBend in autoklaviertem Reinst-
wasser gewaschen. Bis zum 19.02.2014 (Futterungsversuch 1) wurden die Tiere bei -20°C vor
der Préparation betdubt, ab Mdarz 2014 (Futterungsversuch 3) wurden sie mit Mineralwasser
betdubt und anschlieRend préapariert. Bei der Praparation wurde die vordere Halfte des Blutegels
in 3 Stiicke geschnitten, da eine Praparation des Darms von frisch gefitterten Blutegeln sich als
nicht umsetzbar herausstellte. Diese Stlicke wurden von allen drei Tieren eines Beckens mit
den herauslaufenden Magen- und Darminhalt in sterile Whirl-Pak Tuten (Nasco) gefullt und
anschlieBend zweimal fur 120 s bei hochster Geschwindigkeit in einem Stomacher (Seward)

homogenisiert.

Fur die kultivierungsabhangigen Untersuchungen erfolgte die Einwaage (je 0,5 g) von Blut-
egelgewebe und Blut-Homogenisaten in sterilen Reagenzglésern. Die Homogenisate wurden in
4,5 ml autoklavierter 0,9 Gew.% NaCl-Lésung suspendiert (10 Verdinnung) und in 0,9
Gew.% NaCl Losung seriell bis 10 verdiinnt. Ausplattiert wurden je Verdiinnungsstufe 100 pl
einfach auf R2A und Blutagar. Aufgrund der Hohe der zu erwartenden KBE-Zahlen wurden

nur die Verdiinnungsstufen 10 bis 10 ausplattiert.

% Die BLAST-Analyse ermdglicht die Erfassung der 16S rRNA Gensequenzidentitaten zu den nachst-
ahnlichen Typstammen. Da die Sequenzahnlichkeiten, bis auf wenige Ausnahmen, mindestens
>98.5%, meist >99%, waren, ist die Zuordnung auf Gattungsebene relativ genau (anhangig von der
Gattung kann es Unterschiede geben). Die Zuordnung zu einer bestimmten Art ist Giber die 16S
rRNA Sequenzanalyse, v.a. bei der partiellen Sequenzanalyse (1000 von 1500 nt), problematisch.
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2.2.4 Bewertung der Effektivitat der Wasserbehandlung anhand der Blutegel

In den Futterungsversuchen 1 und 3 wurden die Sterberaten, der Gesundheitszustand und das
Gewicht der Blutegel ermittelt. Taglich wurden verstorbene Blutegel aus den Aquarien entnom-
men und dokumentiert. Aus diesen Daten wurde anschlielend die Sterberate der Tiere im
Zusammenhang mit der Blutfutterung berechnet und auf signifikante Unterschiede zwischen
den Anlagen getestet. Die Sterberate bezeichnet die Anzahl der Todesfalle bezogen auf die
Gesamtanzahl der Individuen in jeder Anlage. Die Gewichte der Blutegel wurden zu Beginn
des Versuches durch das gemeinsame Wiegen von 250 Blutegeln bestimmt, die aus der Grund-
gesamtheit entnommen wurden. Aus diesem Gewicht wurde ein durchschnittliches Gewicht fur
die eingesetzten Blutegel errechnet. Bei der Endauswertung wurden alle tiberlebenden Blutegel
aus den Anlagen entnommen, gezéhlt, auf ihren Gesundheitszustand hin beurteilt und zusam-

men gewogen. Hieraus wurde ein durchschnittliches Gewicht je Blutegel ermittelt.
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3 Durchfithrung der Versuche und Ergebnisse

3.1 Durchfithrung und Ergebnisse der Versuche

Auf Grund der vermuteten Zusammenhéange zwischen der chemischen Zusammensetzung und
mikrobiellen Besiedlung des Haltungswassers einerseits und den Uberlebensraten der Blutegel
andererseits wurden die in 2.1.1 beschriebenen Wasserbehandlungssysteme konzipiert. Auf-
bauend auf den Erkenntnissen aus den Versuchen in der Pilotanlage wurde eine weitere Haupt-
Versuchsanlage errichtet, in der drei Versuche durchgefuhrt wurden, die im Folgenden Ftte-

rungsversuche 1 bis 3 heiflen und in 3.1.7 ff. beschrieben sind.

Da fiir egeladdquate Wasserbehandlungssysteme keine erprobten Verfahren aus der Aquakultur
in Frage kommen (1.1), wurde eine erste Versuchsreihe mit funf verschiedenen verfahrenstech-
nischen Anséatzen (Pilotversuch) mit folgenden Zielen durchgefiihrt:

e Suche nach Hinweisen zu Zusammenhéngen zwischen den chemisch-physikalischen
Belastungen des Haltungswassers, den im Haltungsgefal} vorhandenen Mikroorganis-
men und dem Gesundheitszustand der Blutegel.

e Erste Prufung ausgesuchter Wasserbehandlungssysteme, die das Haltungswasser quali-
tativ in einem fir die Tiere zutrdglichen Bereich halten sollen.

Nicht untersucht wurden die Blutegel auf spezielle Krankheiten. Sie wurden lediglich als ge-

sund oder krank eingeordnet, gezahlt und gewogen.

3.1.1 Durchfiihrung des Pilotversuchs

Der Pilotversuch wurde am 01.08.2012 begonnen und am 12.10.2012 abgeschlossen. Am
06.09.2012 wurden alle Tiere mit defibriniertem, angewéarmtem (ca. 38°C) Pferdeblut gefuttert.
Dazu wurden die Tiere aus ihren Aquarien entnommen und in Eimer eingesetzt. Nach der Fut-
terung wurden die Tiere gewaschen und wieder in ihre Aquarien zuriickgesetzt. Tiere, die nicht
gefressen hatten, wurden aussortiert und erfasst (Kannibalismus). Dies wurde verbunden mit
dem Entfernen von Hdauten und sonstigen organischen Stoffen aus den Aquarien. In der
EE-, der Bio- sowie der HF/UV-Anlage wurden jeweils 40 Liter, in der Os- und der Kontroll-
Anlage jeweils 50% des Wassers gewechselt (O3: 100 Liter, Kontrolle: 92,5 Liter). In den bei-
den letztgenannten Anlagen waren die Nitrit- und Ammoniumkonzentrationen erkennbar ange-

stiegen. Bei den Wasserwechseln wurden auch Verdunstungsverluste aufgefullt.
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Das Ende des Pilotversuches wurde fur den 10.10.2012 geplant. Da an diesem Tag eine Pro-
benahme fiir die mikrobiologischen Untersuchungen nicht moglich war, wurde diese um eine
Woche auf den 17.10.2012 verschoben. Uber das Wochenende 13./14.10. fielen in der HF/UV-
und der Kontroll-Anlage Pumpen aus. Daher wurden die Anlagen am 15.10.2012 auRer Betrieb
genommen und die Blutegel ausgezéhlt. Die Einordnung der Tiere in ,,gesund und ,,krank*
geschah nach visueller Kontrolle. An folgenden Terminen wurden Proben fur mikrobiologische
Untersuchungen genommen: Erstbeprobung (t0: 01.08.2012), Folgeuntersuchungen (t2:
15.08.12; t4: 29.08.12; t6: 13.09.12; t8: 26.09.12). Auf eine letzte Probenahme vor der Auszah-

lung der Blutegel wurde verzichtet.

3.1.2 Ergebnisse zur Verfahrenstechnik im Pilotversuch

Hydraulisch liefen die Anlagen stabil. Da die Uberlaufe nur das tiberstandige Wasser ablaufen
lieRen, hatten die Aquarien nicht trocken fallen oder Uberlaufen kénnen, selbst wenn die Pum-
pen ausgefallen wéren. Voraussetzung war das regelméRige Reinigen (Abbursten) der Edel-
stahlsiebe an den Uberl4ufen. Die technischen Komponenten arbeiteten stérungsfrei, abgesehen
von dem Ozongenerator. Dieser lieferte nicht stabil die voreingestellte Menge O3, die Produk-
tion schwankte offensichtlich, was optisch wahrnehmbar war. Hierbei handelte es sich um ein
einfaches Gerat aus der Aquaristik. Ein h6herwertiges Gerat hatte vermutlich weniger Probleme
bereitet. Problematisch war die Ozonbelastung in der Raumluft, die vermutlich mittels Ablei-
tung Uber eine Aktivkohlestufe hatte vermindert werden kdnnen.

Die EE-Anlage, die Bio-Anlage, sowie die Kontroll-Anlage liefen in den ersten beiden Wochen
storungsfrei. Die Ammoniumkonzentration in der Os-Anlage stieg innerhalb der ersten Woche
auf ca. 0,25 mg/l, so dass ein Teilwasserwechsel (60 Liter) durchgefiihrt wurde. Der Anstieg
lag vermutlich an den erh6hten Ausscheidungen der Blutegel, eventuell ausgel6st durch das im
Wasser geldste Ozon. Der HF/UV-Reaktor gab viel Warmeenergie in das Wasser ab und heizte
dieses durch die Kreislauffuhrung kontinuierlich auf. Daher wurde ein elektrischer Durchlauf-
Wasserkdhler in den Kreislauf eingebunden, der die Temperatur auf 22,5°C begrenzte. Wegen
des Stromungswiderstands des Kiihlaggregats wurde eine zusatzliche Pumpe in dem Kreislauf
eingebaut um die gewinschte Durchflussrate halten zu kdnnen. Da im Versuchsverlauf bei der
EE-Anlage eine unbemerkte Kalamitat (technischer Defekt, Temperatur, 0.4.) vermutet wurde,
waére der Einsatz einer automatisierten Messeinrichtung, beispielsweise fiir Temperatur oder

auch andere potentiell relevante Parameter, sinnvoll gewesen.
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3.1.3 Ergebnisse chemischer Wasserqualitat im Pilotversuch

Fur die Bewertung der Wasserqualitat wurden die regelmaRig gemessenen Parameter Ammo-
nium, Nitrit und Nitrat zu Grunde gelegt. Ebenfalls regelmaRig gemessen und dokumentiert

wurden pH und Temperatur im Wasser

3.1.3.1 EE-Anlage

Etwa 10 Tage nach dem Einsetzen der Blutegel konnte anhand der gemessenen Konzentratio-
nen von Ammonium, Nitrit und Nitrat davon aus gegangen werden, dass eine Ammonium- und
Nitritoxidation in den jeweiligen Filtern begonnen hatte. Wenige Tage nach dem Blutegelein-
satz hatte die Ammoniumkonzentration mit 0,15 mg/l einen vorlaufigen H6hepunkt erreicht.
Diese sank innerhalb weniger Tage auf ca. 0,05 mg/l, gleichzeitig stieg die Nitritkonzentration
kurzfristig auf ca. 0,125 mg/l, um anschlieRend innerhalb weniger Tage wieder auf ca. 0,04
mg/l abzufallen, wahrend die Nitratkonzentration bis zur Fltterung stetig auf 18 mg/l anstieg.
Nach der Futterung am 06.09.2012 kam es zu einem sprunghaften Anstieg der Ammonium-
und Nitritkonzentrationen. Wenige Tage nach der Futterung waren die Konzentrationen von
Ammonium auf 0,18 mg/l und von Nitrit auf 0,37 mg/l angestiegen. Beide Anstiege verliefen
parallel, da wohl gentigend nitrifizierende Bakterien im System vorhanden waren. Die Oxida-
tion von Nitrit zu Nitrat verlief etwas schneller und beide Konzentrationen erreichten etwa finf
Wochen nach der Futterung fast wieder das Ausgangsniveau, wahrend Nitrat in der Konzen-

tration bis zum Versuchsende kontinuierlich bis auf ca. 60 mg/l anstieg (Abbildungen 14, 21).
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Abbildung 14: Konzentrationen der N-Produkte im Aquarienwasser, EE-Anlage, Pilotversuch.

Senkrechte schwarze Linie zeigt den Ftterungszeitpunkt.



Kapitel 3: Durchfiihrung der Versuche und Ergebnisse 71

3.1.3.2 Bio-Anlage

Direkt nach dem Einsetzen der Blutegel stieg die Ammoniumkonzentration kurzzeitig von
0,02 mg/l auf 0,035 mg/I an, um schnell auf die Ausgangskonzentration abzufallen. Nitrit stieg
von einer Ausgangskonzentration von 0,04 mg/l ebenfalls kurzzeitig auf 0,05 mg/l, um schnell
unter die Ausgangskonzentration bis auf 0,01 mg/l abzufallen. Wahrend dessen stieg die
Nitratkonzentration von 6 mg/l stetig auf 28 mg/l zum Ftterungszeitpunkt und kontinuierlich
weiter auf 60 mg/l zum Ende des Messzyklus.

Nach dem anfanglichen leichten Anstieg der Ammonium- und Nitritkonzentrationen unmittel-
bar nach dem Einsetzen der Blutegel war der grof3e Biofilter innerhalb weniger Tage in der
Lage, Ammonium und Nitrit zu oxidieren. Kurz vor der Fitterung stieg die Ammoniumkon-
zentration nochmals leicht an, direkt nach der Fitterung stiegen Nitrit auf 0,085 mg/l und
Ammonium auf 0,082 mg/l deutlich steiler an, nahmen aber in den ersten drei Wochen nach
der Fltterung bis zum Versuchsende wieder ab. Dieser Trend zeigte auch Uber das Versuchs-
ende hinaus. Insgesamt blieben die Konzentrationen sehr stark hinter den Konzentrationen
in der EE-Anlage zuriick. Nitrat reicherte sich tiber den Versuchszeitraum kontinuierlich an,
wobei der Konzentrationsanstieg etwa zwei Wochen nach der Fltterung deutlich abflachte.
Bei Versuchsende lag sie bei 60 mg/l (Abbildung 15 und Abbildung 22).
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Abbildung 15: Konzentrationen der N-Produkte im Aquarienwasser, Bio-Anlage, Pilotversuch. Senkrechte

schwarze Linie zeigt den Fltterungszeitpunkt.
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3.1.3.3 HF/UV-Anlage

Die Ammoniumkonzentration stieg nach dem Einsetzen der Blutegel in die HF/UV-Anlage von
0,02 mg/l kurzzeitig auf 0,06 mg/l an, fiel dann aber schnell auf die Ausgangskonzentration
zurlick, wo sie bis zum Futterungszeitpunkt verblieb. Die Nitritkonzentration stieg nach dem
Einsetzen der Blutegel von 0,04 mg/l ebenfalls kurzfristig auf etwa 0,08 mg/l an, um innerhalb
weniger Tage auf unter 0,02 mg/l abzufallen, wo sie bis zum Fitterungszeitpunkt blieb. Ab dem
Futterungszeitpunkt stieg die Ammoniumkonzentration steil auf 0,06 mg/l, um innerhalb etwa
zwei Wochen wieder auf das Ausgangsniveau vor der Fitterung abzufallen. Die Nitritkonzent-
ration stieg unmittelbar nach der Futterung steil auf 0,09 mg/l und danach etwas flacher auf
0,105 mg/l, um bis zum Versuchsende auf 0,065 mg/l abzufallen. Nitrat konzentrierte sich ab
Versuchsbeginn ausgehend von ca. 5 mg/l auf etwa 30 mg/l zum Zeitpunkt der Futterung und
nur leicht steiler auf Gber 70 mg/I bis zum Versuchsende auf (Abbildung 16 und 23).
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Abbildung 16: Konzentrationen der N-Produkte im Aquarienwasser, HF/UV-Anlage, Pilotversuch.

Senkrechte schwarze Linie zeigt den Futterungszeitpunkt.
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3.1.3.4 0Os-Anlage

Kurz nach dem Einsetzen der Blutegel stieg die Ammoniumkonzentration in der Oz-Anlage
leicht von 0,001 mg/l auf 0,25 mg/l an, um innerhalb etwa 2 Wochen wieder auf nahezu Aus-
gangsniveau abzusinken. Die Nitritkonzentration stieg leicht zeitversetzt und mit nahezu glei-
chen Werten an, um ebenfalls innerhalb weniger Tage wieder auf etwa Ausgangsniveau abzu-
fallen. Zum Zeitpunkt der Fitterung lagen die Konzentrationen von Ammonium und Nitrit
wieder nahe der Nachweisgrenze des eingesetzten Messverfahrens. Die Ammoniumkonzentra-
tion stieg ab dem Futterungszeitpunkt innerhalb weniger Tage steil bis auf etwa 4,2 mg/l an,
um etwa zwei Wochen nach der Fitterung wieder bis auf die Ausgangskonzentration abzufal-
len, wo sie bis zum Versuchsende verblieb. Nitrat stieg von etwa 8 mg/l bei Versuchsbeginn
stetig auf etwa 22 mg/l zum Futterungszeitpunkt, ab diesem etwas steiler auf rd. 54 mg/l bei
Versuchsende (Abbildungen 17, 18 und 24).
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Abbildung 17: Konzentrationen der N-Produkte im Aquarienwasser, Os-Anlage (Ammonium s. separate

Darstellung Abb. 18), Pilotversuch. Senkrechte schwarze Linie zeigt den Fltterungszeitpunkt.
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Abbildung 18: Separate Darstellung der Ammoniumkonzentration im Aquarienwasser der O3-Anlage, Pi-

lotversuch. Senkrechte schwarze Linie zeigt den Fltterungszeitpunkt.
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3.1.3.5 Kontroll-Anlage

Die Kontroll-Anlage war mit einem Kanisterfilter mit relativ kleiner Aufwuchsfl&che fir nicht-
floatende Bakterien versehen. In den Aquarien der Kontroll-Anlage war der Konzentrations-
verlauf von Ammonium, Nitrit und Nitrat &hnlich wie in den anderen Anlagen. Zuerst stieg
innerhalb weniger Tage nach Einsetzen der Blutegel die Ammoniumkonzentration von nahe
0,0 mg/l auf ca. 0,1 mg/l, um dann wieder auf das Anfangsniveau abzufallen. Ab dem Zeitpunkt
der Fltterung stieg die Konzentration dann innerhalb etwa einer Woche steil auf fast 0,4 mg/I
und fiel ebenso steil innerhalb weniger Tage wieder auf das Konzentrationsniveau vor der Fit-
terung ab. Zeitlich leicht versetzt verlief der Konzentrationsverlauf beim Nitrit bis zur Fitte-
rung, mit einem leichten Zwischenanstieg auf 0,18 mg/l und anschlielendem Abfall auf nahezu
Ausgangsniveau bis zum Fitterungszeitpunkt. Ab der Fitterung stieg die Ammoniumkonzent-
ration flr wenige Tage auf fast 0,4 mg/l, um anschlieend etwa gleich schnell wieder auf ein
Niveau nur leicht Gber dem Ausgangsniveau, auf etwa 0,05 mg/l abzufallen, wo es bis Ver-
suchsende verblieb. Die Nitritkonzentration stieg unmittelbar nach der Futterung innerhalb
weniger Tage steil auf nahezu 5,5 mg/l an und fiel etwa gleich schnell wieder auf etwa die
Ausgangskonzentration ab. Die Nitratkonzentration stieg von anfanglich ca. 6 mg/l auf nahezu
30 mg/l zum Zeitpunkt der Futterung und anschlieend weiter auf rd. 60 mg/l bis zum Ver-
suchsende (Abbildungen 19, 20 und 25).
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Abbildung 19: N-Produkte im Aquarienwasser, Kontroll-Anlage, (Nitrit s. separate Darstellung Abb. 20),

Pilotversuch. Senkrechte schwarze Linie zeigt den Fitterungszeitpunkt.
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Abbildung 20: Nitrit im Aquarienwasser Kontroll-Anlage, separate Darstellung, Pilotversuch.

Senkrechte schwarze Linie zeigt den Fitterungszeitpunkt.
Vergleichende Betrachtung der chemischen Wasserqualitat Pilotversuch

In allen Anlagen des Pilotversuchs konnte eine &hnlich verlaufende Anreicherung von Nitrat
gemessen werden. Die Konzentration stieg in allen Anlagen bis zum Versuchsende auf 50 bis
70 mg/l. Wéhrend in der Bio- und der HF/UV-Anlage die Konzentrationsanstiege von Ammo-
nium und Nitrit im Zusammenhang mit der Fltterung sehr gering ausfielen, war der Konzen-
trationsanstieg in der EE-Anlage zwar etwas stérker, aber ebenfalls recht gering. Vollig unter-
schiedlich reagierten Ammonium und Nitrit hingegen in den beiden weiteren Anlagen. In der
Os-Anlage stieg die Ammoniumkonzentration unmittelbar nach der Fitterung stéarker als
in allen anderen Anlagen an, fiel dann aber auch in etwa gleichem Mafe wieder ab. Der Kon-
zentrationsan- und -abstieg fand beim Nitrit spater statt und fiel wesentlich geringer aus. In der
Kontroll-Anlage stieg die Ammoniumkonzentration starker an als in den EE-, Bio- und HF/UV-
Anlagen. Aufféllig stark stieg hier die Nitritkonzentration, zeitgleich mit der Ammoniumkon-
zentration, auf die hdochste Konzentration aller Anlagen. Auch die Konzentrationsabnahme bis

auf nahezu das Ausgangsniveau verlief zeitlich parallel.

Im den folgenden Abbildung 21 bis Abbildung 25 wird der Konzentrationsverlauf von Ammo-
nium, Nitrit und Nitrat grafisch mit identischer Skalierung der Achsen dargestellt, um die Ver-
laufe besser vergleichen zu kdnnen.
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Abbildung 21: Konzentrationsverlauf N-Produkte in EE-Anlagenwasser, Pilotversuch.

Senkrechte schwarze Linie zeigt den Fitterungszeitpunkt.
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Abbildung 22:  Konzentrationsverlauf N-Produkte in Bio-Anlagenwasser, Pilotversuch.

Senkrechte schwarze Linie zeigt den Fitterungszeitpunk.
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Abbildung 23: Konzentrationsverlauf N-Produkte in HF/UV-Anlagenwasser, Pilotversuch.

Senkrechte schwarze Linie zeigt den Fitterungszeitpunkt.
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Abbildung 24: Konzentrationsverlauf N-Produkte in Os-Anlagenwasser, Pilotversuch.

Senkrechte schwarze Linie zeigt den Fltterungszeitpunkt.
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Abbildung 25:  Konzentrationsverlauf N-Produkte in Kontroll-Anlagenwasser, Pilotversuch.

Senkrechte schwarze Linie zeigt den Ftterungszeitpunkt.

3.14 Ergebnisse mikrobiologische Untersuchungen des Wassers im Pilotversuch

Die Beflllung der Anlage erfolgte mit Leitungs- und Teichwasser (Mischungsverhaltnis 1:2,
s. 2.1.1). Ausgangspunkt flr die Berechnung der Bakterienkonzentrationen war eine Beprobung
des Wassers vor dem Einsetzen der Blutegel am 01.08.2012. Es wurde nur eine Wasserprobe
gezogen und analysiert, da alle Anlagen mit demselben Wasser befullt wurden. Die Konzen-
tration der auf R2A-Agar kultivierbaren Organismen lag bei 10° KBE/ml, die Konzentration
der auf EMB-Agar kultivierbaren Organismen bei 10° KBE/m.

3.1.4.1 EE-Anlage

Zum Zeitpunkt der zweiten Probenahme, nach dem Einsetzen der Blutegel, war die Konzen-
tration der Mikroorganismen in der EE-Anlage, die auf EMB-Agar wachsen, in den ersten Wo-
chen nicht, erst kurz vor der Fiitterung von 102 auf 10* KBE/ml angestiegen. Die Konzentration
der auf R2A wachsenden Organismen sank zwischen der ersten und zweiten Probenahme von
10° auf 10* KBE/ml. Die Blutfiitterung wirkte sich ebenfalls unterschiedlich auf die auf den
jeweiligen Substraten wachsenden Organismen aus. Die auf R2A wachsenden Organismen wa-
ren nach der Blutfltterung in unveranderter Konzentration nachweisbar, wahrend die auf EMB
kultivierbaren Bakterien unmittelbar nach der Fitterung in etwas geringerer Konzentration,
aber etwa 14 Tage spater in erhohter Konzentration (10° KBE/ml) nachweisbar waren
(Abbildung 26).
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Abbildung 26: Halblogarithmische Darstellung der Konzentration auf R2A und EMB kultivierbarer
Bakterien aus den Wasserproben (KBE/ml Wasser) sowie der Gesamtzellzahl/ml Wasser (ZZ)
der EE-Anlage im Pilotversuch. Dargestellt i. F. eines Balkendiagramms mit statistischer
Auswertung, ANOVA-Analyse mit Tukey Test durchgefihrt in SigmaPlot; unterschiedliche
Buchstaben zeigen statistisch signifikante Unterschiede, p < 0,05. Gezeigt sind Konzentrationen
kultivierbarer Bakterien als Koloniebildende Einheiten (KBE)/ml Wasserprobe in logarith-
mischer Darstellung je Probenahmezeitpunkt. Dargestellt sind die Mittelwerte fir die jeweils
zwei parallel geschalteten Aquarien mit entsprechenden Standardabweichungen. Die Unter-
schiede, die sich zwischen den dreifachen Ausplattierungen je Aquarium Probe ergaben,
wurden durch Fehlerfortpflanzung bericksichtigt. tx: Probenahmezeitpunkte angegeben in

Wochen. Die Futterung erfolgte zwischen t0O und t2.
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3.1.4.2 Bio-Anlage

Im Wasser der Biofilteranlage sank die Konzentration der auf R2A kultivierbaren Organismen
von 10° bis zur Blutfttterung der Blutegel auf 10° KBE/ml, um nach der Fitterung wieder auf
10° KBE/ml anzusteigen. Die Konzentration der auf EMB kultivierbaren Mikroorganismen
erhéhte sich erst nach dem Einsetzen der Blutegel kurz von 10° auf 10* KBE/ml, um bis kurz
vor der Futterung wieder auf 10° KBE/ml abzusinken. Nach der Fitterung stieg die Konzentra-
tion leicht an, blieb aber im Versuchszeitraum in dem Bereich von 10° KBE/ml (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Halblogarithmische Darstellung der Konzentration auf R2A und EMB kultivierbarer
Bakterien aus den Wasserproben (KBE/ml Wasser) sowie der Gesamtzellzahl/ml Wasser (ZZ)
der Bio-Anlage im Pilotversuch. Dargestellt i. F. eines Balkendiagramms mit statistischer
Auswertung, ANOVA-Analyse mit Tukey Test durchgefuhrt in SigmaPlot; unterschiedliche
Buchstaben zeigen statistisch signifikante Unterschiede, p < 0,05. Gezeigt sind Konzentrationen
kultivierbarer Bakterien als Koloniebildende Einheiten (KBE)/ml Wasserprobe in logarith-
mischer Darstellung je Probenahmezeitpunkt. Dargestellt sind die Mittelwerte fur die jeweils
zwei parallel geschalteten Aquarien mit entsprechenden Standardabweichungen. Die Unter-
schiede, die sich zwischen den dreifachen Ausplattierungen je Aquarium Probe ergaben,
wurden durch Fehlerfortpflanzung beriicksichtigt. tx: Probenahmezeitpunkte angegeben in
Wochen. Die Fitterung erfolgte zwischen t0 und t2.
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3.1.4.3 HF/UV-Anlage

Die Konzentration der Mikroorganismen im Wasser der HF/UV-Anlage, die auf R2A wachsen,
sank ab dem Einsetzen der Blutegel bis zur Blutfitterung von 10° auf 103 KBE/ml. Nach der
Fitterung stieg die Konzentration auf 10* KBE/ml, sank aber bis zum Versuchsende wieder auf
103 KBE/ml. Der Konzentrationsverlauf der auf EMB nachweisbaren Organismen entwickelte
sich annahernd parallel. Bei der ersten Beprobung lag eine Konzentration von 10° KBE/ml vor,
die bis zur Fitterung bis auf 10! KBE/ml abnahm, um nach der Fitterung wieder leicht auf

102 KBE/ml anzusteigen, wo sie bis zum Versuchende verblieb (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Halblogarithmische Darstellung der Konzentration auf R2A und EMB kultivierbarer
Bakterien aus den Wasserproben (KBE/ml Wasser) sowie der Gesamtzellzahl/ml Wasser (ZZ)
der HF/UV-Anlage im Pilotversuch. Dargestellt i. F. eines Balkendiagramms mit statistischer
Auswertung, ANOVA-Analyse mit Tukey Test durchgefiihrt in SigmaPlot; unterschiedliche
Buchstaben zeigen statistisch signifikante Unterschiede, p < 0,05. Gezeigt sind Konzentrationen
kultivierbarer Bakterien als Koloniebildende Einheiten (KBE)/ml Wasserprobe in logarith-
mischer Darstellung je Probenahmezeitpunkt. Dargestellt sind die Mittelwerte fur die jeweils
zwei parallel geschalteten Aquarien mit entsprechenden Standardabweichungen. Die Unter-
schiede, die sich zwischen den dreifachen Ausplattierungen je Aquarium Probe ergaben,
wurden durch Fehlerfortpflanzung beriicksichtigt. tx: Probenahmezeitpunkte angegeben in
Wochen. Die Fltterung erfolgte zwischen t0 und t2.
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3.1.4.4 0Os-Anlage

Ahnlich wie in der HF/UV-Anlage verhielt sich der Konzentrationsverlauf in der Os-Anlage.
Die auf R2A nachweisbaren Mikroorganismen waren nach dem Einsetzen der Blutegel in einer
Konzentration von 10° KBE/ml nachweisbar, die Konzentration nahm bis zur Fiitterung auf
103 KBE/ml ab. Nach der Fiitterung stieg die Konzentration wieder auf 10* KBE/ml und blieb
nahezu unverandert bis zum Versuchsende. Auch die auf EMB kultivierbaren Organismen
hatten nach dem Einsetzen der Blutegel mit 10° KBE/ml ihre hichste Konzentration, die bis
zu Fiitterung auf 10> KBE/ml abnahm und nach der Fiitterung wieder leicht zunahm, aber im
Bereich von 102 KBE/ml blieb (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Halblogarithmische Darstellung der Konzentration auf R2A und EMB kultivierbarer
Bakterien aus den Wasserproben (KBE/ml Wasser) sowie der Gesamtzellzahl/ml Wasser (ZZ)
der Oz-Anlage im Pilotversuch. Dargestellt i. F. eines Balkendiagramms mit statistischer
Auswertung, ANOVA-Analyse mit Tukey Test durchgefuhrt in SigmaPlot; unterschiedliche
Buchstaben zeigen statistisch signifikante Unterschiede, p < 0,05. Gezeigt sind Konzentrationen
kultivierbarer Bakterien als Koloniebildende Einheiten (KBE)/ml Wasserprobe in logarith-
mischer Darstellung je Probenahmezeitpunkt. Dargestellt sind die Mittelwerte fir die jeweils
zwei parallel geschalteten Aquarien mit entsprechenden Standardabweichungen. Die Unter-
schiede, die sich zwischen den dreifachen Ausplattierungen je Aquarium Probe ergaben,
wurden durch Fehlerfortpflanzung beriicksichtigt. tx: Probenahmezeitpunkte angegeben in

Wochen. Die Fltterung erfolgte zwischen t0 und t2.
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3.1.4.5 Kontroll-Anlage

Die Mikroorganismen im Wasser der Kontroll-Anlage, die auf R2A wuchsen, lagen zu Ver-
suchsbeginn in einer Konzentration von 10° KBE/ml vor. Bis zur Fiitterung der Blutegel nahm
diese leicht auf 10* KBE/ml ab, um direkt nach der Fiitterung auf eine Konzentration von
10° KBE/ml anzusteigen, der hochsten Konzentration im Versuchsverlauf. Die auf EMB
kultivierbaren Organismen nahmen in ihrer Konzentration nach dem Einsetzen der Blutegel
von 10° KBE/ml bis zur Fiitterung und dariiber hinaus bis zum Versuchsende auf 10* KBE/ml
zu (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Halblogarithmische Darstellung der Konzentration auf R2A und EMB kultivierbarer
Bakterien aus den Wasserproben (KBE/ml Wasser) sowie der Gesamtzellzahl/ml Wasser (ZZ)
der Kontroll-Anlage im Pilotversuch. Dargestellt i. F. eines Balkendiagramms mit statistischer
Auswertung, ANOVA-Analyse mit Tukey Test durchgefiihrt in SigmaPlot; unterschiedliche
Buchstaben zeigen statistisch signifikante Unterschiede, p < 0,05. Gezeigt sind Konzentrationen
kultivierbarer Bakterien als Koloniebildende Einheiten (KBE)/ml Wasserprobe in logarith-
mischer Darstellung je Probenahmezeitpunkt. Dargestellt sind die Mittelwerte fur die jeweils
zwei parallel geschalteten Aquarien mit entsprechenden Standardabweichungen. Die Unter-
schiede, die sich zwischen den dreifachen Ausplattierungen je Aquarium Probe ergaben,
wurden durch Fehlerfortpflanzung berticksichtigt. tx: Probenahmezeitpunkte angegeben in

Wochen. Die Fltterung erfolgte zwischen t0 und t2.
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Vergleichende Betrachtung Mikrobiologie Pilotversuch

In allen Anlagen und bei allen Untersuchungen war der Konzentrationsverlauf insofern parallel,
als bei einer Konzentrationszunahme von auf R2A kultivierbarer Bakterien auch eine Konzent-
rationszunahme bei auf EMB kultivierbaren Bakterien wie Enterobacteriaceae zu sehen war.
Die Konzentration der auf EMB kultivierbaren Bakterien war bei allen Untersuchungen, unab-
hangig von der Anlage, immer niedriger als die Konzentration der auf R2A wachsenden
Mikroorganismen. Ebenfalls bei allen Anlagen zu beobachten war, dass die Konzentration der
Mikroorganismen, unabhéngig von dem verwendeten Substrat, nach der Fitterung anstieg. Die
beiden technischen Wasserbehandlungsverfahren Ozonisierung und HF/UV-Bestrahlung zeig-
ten einen deutlichen Effekt in Hinblick auf die Reduzierung der Konzentration der Bakterien,
wobei die HF/UV-Anlage auch die Konzentration nach einem Peak unmittelbar nach der Blut-
fltterung der Blutegel wieder erkennbar reduzieren konnte, wahrend bei der Ozonisierung im

Versuchszeitraum ein solcher Effekt nicht erkennbar war.

3.15 Verhalten der Blutegel im Pilotversuch

Die Blutegel verhielten sich insbesondere in der EE-Anlage auffallig anders als in den anderen
Anlagen. Sehr stark differierten zwischen den Anlagen die Zahlen von tberlebenden und ge-

sunden Tieren (Tabelle 8).

3.1.5.1 EE-Anlage

o Die Blutegel verlieRen nach der Zugabe von Eichenextrakt jedes Mal das Wasser und
hefteten sich oberhalb des Wasserspiegels an die Aquarienwand; die Reaktion wurde
im Versuchsverlauf schwécher, blieb aber sichtbar.

e Bei der Endauszéhlung hatten 53% der Tiere Uberlebt, 43% der Ausgangsmenge wa-
ren gesund, auffallend grof3, vital und mit glanzender Haut.

3.1.5.2 Bio-Anlage

e Die Blutegel zeigten wahrend des Versuchs keine Verhaltensauffélligkeiten.

e Bei der Endauszahlung hatten 53% Uberlebt, 16% der Ausgangsmenge waren gesund.
3.1.5.3 HF/UV-Anlage

e Die Blutegel zeigten wéhrend des Versuchs keine Verhaltensauffalligkeiten.

e Bei der Endauszahlung hatten 63% Uberlebt, 36% der Ausgangsmenge waren gesund.
3.1.5.4 0Os-Anlage

e Die Blutegel zeigten wéhrend des Versuchs keine Verhaltensauffalligkeiten.
e Bei der Endauszahlung hatten 58% Uberlebt, 25% der Ausgangsmenge waren gesund.
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3.1.5.5 Kontroll-Anlage

e Die Tiere zeigten wéhrend des Versuchs keine Verhaltensauffélligkeiten.
e Bei der Endauszéhlung hatten 31% Uberlebt, 11% der Ausgangsmenge waren gesund.

Grafiken zu der Endauszahlung siehe Abbildungen Al bis A5 im Anhang.

Tabelle 8: Auszéhlung der Blutegel am Ende des Pilotversuchs bei einer Ausgangsmenge
von 400 Tieren je Anlage. EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage,

SB=Schwimmsandfilteranlage.

Uberlebende Blutegel Gesunde Blutegel
Anzahl % Anzahl %
EE-Anlage 213 53,25 172 43,00
Bio-Anlage 213 53,25 64 16,00
HF/UV-Anlage 253 63,25 147 36,75
Os-Anlage 233 58,25 101 25,25
Kontroll-Anlage 127 31,75 44 11,00

Vergleichende Betrachtung der Blutegel nach Ende des Pilotversuchs

Da nur gesunde Blutegel in den Verkauf kommen und fur kranke keine weitere Verwendung
besteht, ist die Rate der gesunden Blutegel die relevante Grol3e. Die meisten gesunden Blutegel
waren in der EE-Anlage zu finden, gefolgt von der HF/UV- und der Oz-Anlage. Auch optisch
machten die Blutegel aus der EE-Anlage den gestindesten und vitalsten Eindruck. Dies deutete
darauf hin, dass das saure Milieu, in dem sie tber die Versuchsdauer gehaltert wurden, einen
positiven Einfluss auf ihre Gesundheit haben kénnte. Dies deckt sich auch mit in der Literatur
zu findenden Angaben Uber das nattirliche Lebensumfeld der Blutegel. Dass in dieser Anlage
nicht die grote Zahl an Blutegel Gberlebt hat, fuhrten wir auf eine nicht wahrgenommene Ka-
lamitét zurtick. Wéhrend des Versuchs machten die Tiere in der EE-Anlage nahezu durchgéngig
einen sehr guten Eindruck, das Sterben einer gréf3eren Zahl fand konzentriert Giber ein Wochen-

ende statt.
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Die Blutegel aus den beiden Anlagen mit Wasserdesinfektion (HF/UV- und Oz-Anlage) hatten
etwas niedrigere Uberlebensraten als die aus der EE-Anlage. Allerdings lagen sie deutlich tiber
denen der beiden Anlagen, die mit (kleinem bzw. groRem) biologischen Filtern versehen waren.
Daraus wurde der Schluss gezogen, dass eine gewisse Desinfektion des Haltungswassers eben-
falls positiv auf die Blutegelgesundheit wirkt. Die ausschliel3liche Filterung des zirkulierenden
Wassers uber eine Biofilteranlage alleine konnte die Anspriiche der Blutegel an ihr Haltungs-
umfeld anscheinend nicht ausreichend sicherstellen.

3.1.6 Zusammenfassung der Ergebnisse Pilotversuch

Die bei der Glaserhaltung periodisch problematische Sauerstoffsattigung des Wassers war in
den Aquarien aller Kreislaufanlagen unproblematisch. Die standige Umwaélzung, verbunden
mit dem kontinuierlichen Zulauf von Wasser im freien Auslauf, sorgte fur eine zuverldssig gute

Sauerstoffversorgung des Wassers.

Bewertungsparameter fir die Effektivitat der Wasserbehandlungstechniken hinsichtlich der
Blutegelhaltung und -aufzucht war die Anzahl der gesunden Tiere nach Abschluss des Versu-
ches. Die meisten gesunden Blutegel kamen aus den Aquarien der EE-Anlage, sie machten
einen vitalen Eindruck, waren relativ grof3 und hatten eine glanzende Haut. Dass etwa vier Wo-
chen nach der Futterung innerhalb kurzer Zeit viele Tiere starben und so das Gesamtergebnis
stark beeintrachtigten, wurde auf eine unbemerkt gebliebene Kalamitat zurlickgefuhrt. Daher
wurde die Effektivitat der Blutegelhaltung in saurem Milieu néher untersucht (Fltterungsver-

suche).

Die verschiedenen Wasserbehandlungsmethoden fiihrten zu anlagenspezifisch verlaufenden
Ammonium-Abbauprozessen. Die Zeitraume, bis die Mikroorganismen in den Filtern Ammo-
nium und Nitrit oxidierten, unterschieden sich. Ob erh6hte Konzentrationen einzelner N-Ver-

bindungen zu Erkrankung und Sterben der Blutegel fiihren kann, wurde nicht naher untersucht.

Nach der Futterung stieg die Konzentration kultivierbarer wasserassoziierter Bakterien in allen
Anlagen an, nahm dann aber wieder ab. Am geringsten war der Anstieg in der EE-Anlage. In
wieweit potentiell egelpathogene Organismen gefordert oder unterdriickt wurden, wurde nicht

untersucht.



Kapitel 3: Durchfiihrung der Versuche und Ergebnisse 88

3.1.7 Durchfihrung und Ergebnisse Futterungsversuch 1

3.1.7.1 Durchfuhrung Futterungsversuch 1

Die Erstbefullung der Anlagen der Haupt-Versuchsanlage mit Leitungswasser fur die Futte-
rungsversuche erfolgte am 15.11.13, so dass sich die Wassertemperatur an die Raumtemperatur
angleichen konnte, bevor Blutegel eingesetzt wurden. Alle technischen Einrichtungen wurden
in den Tagen vor Versuchsstart auf ihre Funktion gepruft. In der EE-Anlage wurde der pH
mittels manueller Zugabe von Eichenextrakt auf 6,4 abgesenkt, die RO-Anlage wurde mit auf-

gesalzenem RO-Wasser befllt, das mittels CO» auf pH 6,7 abgesenkt wurde.

Das mikrobiologische Monitoring in Fitterungsversuch 1 wurde am 21.11.2013 mit den ersten
Beprobungen gestartet (Abbildung 31). Der Umfang der mikrobiologischen Untersuchungen
ist in 2.2.3 beschrieben. Am 22.11.2013 wurden die Blutegel eingesetzt.

In die neun Aquarien wurden je 500 H. verbana aus der gleichen Charge (Grundgesamtheit)
mit moglichst gleicher GroRe gewogen und eingesetzt. VVor der Fitterung wurde das Wasser
aus den Aquarien bis auf etwa 2 cm abgelassen. Die Futterung erfolgte am 03.01.2014 mittels
mechanisch defibriniertem und auf 38°C erwérmtem Blut von einem Pferd, das 2,5 Stunden
vorher geschlachtet worden war. Das Blut wurde in medizinischen Schutzhiillen angeboten.
Nachdem die Blutegel gefressen hatten, wurden die Aquarien gespult und der Wasserstand wie-
der auf das vorige Niveau angehoben. Dazu wurde Wasser mit anndhernder Raumtemperatur
aus den jeweiligen Puffertanks, erganzt durch Leitungs- bzw. RO-Wasser, verwendet. Tiere,
die erkennbar nicht gefressen hatten, wurden aus den Anlagen entfernt und gezahlt. Wéchent-
lich wurden Teilwasserwechsel vorgenommen, dazu wurde je Anlage 200 Liter Leitungs- bzw.
RO-Wasser in die Pufferspeicher eingeleitet. Uber einen Uberlauf lief die entsprechende Was-

sermenge ab, womit auch Verdunstungsverluste ersetzt wurden.
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Futterung

03.01.14
Besatz mit Beprobung | Beprobung
Egeln gesunder Egel § gesunder Egel
22.11.13 1 dbf -02.01.14 § 3 daf - 06.01.14

l l lf&%ﬂfﬁaf
bttt 1 1

t0 3 t7.5 t12
21.11.13 09.12.13 30.12.13 08.01.14 20.01.14 17.02.14

Abbildung 31: Zeitverlauf der Beprobungen wahrend des Fitterungsversuchs 1
tx bezeichnen Zeitpunkte der Probenahme, Angaben in Wochen; dbf: Anzahl der Tage vor der
Blutfutterung; daf: Anzahl der Tage nach der Blutfitterung.

3.1.7.2 Ergebnisse Verfahrenstechnik Futterungsversuch 1

Der Futterungsversuch 1 zeigte technische Mangel auf, die Grofiteils im laufenden Betrieb
behoben werden konnten. Das Infusionsbesteck zur Dosierung von Eichenextrakt (EE-Anlage)
war storanfallig, weil sich der Dosierschlauch an der gequetschten Stelle durch ungeloste Stoffe
im Eichenextrakt partiell zusetzte und somit die Dosierung regelméRig veranderte. Dartiber
hinaus konnte nur manuell auf Anderungen des pH durch die Ammoniumausscheidungen der
Blutegel reagiert werden. Zusammen fuhrte das zu starken Abweichungen von dem gewiinsch-
ten pH nach oben und unten und somit zu Stress fir die Tiere (Abbildung 32). In der Folge
reagierten sie apathisch und wollten grofteils nicht fressen. Die Blutegel in der RO-Anlage
verhielten sich ebenfalls aufféllig, verlieRen teilweise das Wasser oder lagen in unnattrlicher
Haltung am Beckenboden. Eine mogliche Erklarung konnten fehlende Mineralien sein, die
durch die RO-Anlage herausgefiltert worden waren. Die Aufsalzung mittels Meersalz war ver-
mutlich den Umweltbedingungen der Blutegel nicht adaquat, daher wurde in den Futterungs-
versuchen 2 und 3 mit dem gleichen Leitungswasser gearbeitet wie in den anderen Anlagen.
Die sonstigen technischen Komponenten arbeiteten problemlos, auch erwies sich das hydrauli-
sche Konzept der stdndigen Wasserzirkulation als zielfuhrend, da ein Temperatur- und Kon-
zentrationsausgleich stattfand und die Blutegel von der Strémung nicht beeintrachtigt wurden.
Die Sauerstoffkonzentration sank nie unter 4,8 mg/l. Stieg im Versuchsverlauf die Konzentra-

tion in einem der Aquarien (z.B. Ammonium in Aquarium EEal) an, wirkte sich dies nicht
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unbedingt auf die weiteren beiden Aquarien aus. Dieser Effekt hangt vermutlich mit dem gro-

Ren Puffervolumen und dem eingeschalteten Filter zusammen.
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Abbildung 32: Verlauf des pH im Aquarienwasser der drei Anlagen, Fitterungsversuch 1;
XXax: XX = Anlage, x = Aquarium der jeweiligen Anlage (Triplikate). Senkrechte rote Linie
zeigt Futterungszeitpunkt. EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage,

SB=Schwimmsandfilteranlage.
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3.1.7.3 Ergebnisse zur chemischen Wasserqualitat im Futterungsversuch 1

Die eingesetzten Filter waren in der Lage, die Stickstoffabbauprodukte Ammonium und Nitrit
in Nitrat umzuwandeln. In der EE-Anlage stieg die Ammoniumkonzentration selbst nach der
Futterung kaum an (auf ca. 0,5 mg/l) und fiel rasch wieder auf ein Konzentrationsniveau wie
vor der Fitterung. Erst einen Monat nach der Futterung stieg die Konzentration in einem der
Aquarien kurzzeitig auf 1,2 mg/l, vermutlich in Zusammenhang mit VVomieren eines oder
mehrerer Blutegel. Der Anstieg konnte in den anderen beiden Aquarien nicht gemessen werden.
In der SB-Anlage stieg die Ammoniumkonzentration in den ersten zehn Tagen nach der Fitte-
rung auf bis zu 4,3 mg/l, um innerhalb weiterer vier Tage auf das Niveau vor der Futterung
abzusinken. Hier fand folglich die schnellste Oxidierung des Ammoniums zu Nitrit statt. Da-
gegen stieg die NH4* Konzentration in den Aquarien der RO-Anlage innerhalb der ersten zehn
Tage nach der Futterung auf rd. 7,5 mg/l und benétigte 14 Tage um wieder auf das Niveau vor
der Futterung abzusinken (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Verlauf Ammoniumkonzentration im Aquarienwasser der drei Anlagen,
Fltterungsversuch 1; XXax: XX = Anlage, x = Aquarium der jeweiligen Anlage (Triplikate).
Senkrechte rote Linie zeigt Futterungszeitpunkt. EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehr-

osmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.
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Die Nitritkonzentration in den Aquarien der EE-Anlage stieg nach der Futterung ebenfalls kaum
an. Zwei Wochen nach der Futterung, ein zweites Mal drei Wochen nach der Fiitterung und ein
drittes Mal rd. vier Wochen nach der Futterung stiegen die Nitritkonzentrationen in einzelnen
Aquarien kurzzeitig leicht auf maximal 0,4 mg/l an. In der SB-Anlage stieg die Konzentration
von Nitrit innerhalb der ersten 12 Tage nach der Futterung in allen drei Aquarien auf ein
Maximum von 2,8 mg/l an, um innerhalb von einer Woche wieder auf ein Niveau, vergleichbar
mit dem vor der Fltterung, abzusinken. Vier Wochen nach der Futterung stieg die Konzentra-
tion in einem der Aquarien kurz noch einmal auf 0,5 mg/l an, um dann wieder auf rd. 0,1 mg/I
abzufallen. In der SB-Anlage stiegen die Konzentrationen von Nitrit in den drei Aquarien in-
nerhalb einer Woche auf bis zu 1,2 mg/l, fielen innerhalb drei Tagen auf rd. 0,1 mg/Il, um in-
nerhalb einer Woche wieder auf ein Maximum von 2,3 mg/l anzusteigen. Nach weiteren drei
Tagen war die Konzentration wieder auf ein Niveau wie vor der Fitterung abgefallen
(Abbildung 34).
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Abbildung 34: Verlauf Nitritkonzentration im Aquarienwasser der drei Anlagen, Fltterungsversuch 1;
XXax: XX = Anlage, x = Aquarium der jeweiligen Anlage (Triplikate). EE=Eichenextrakt-

anlage, RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.
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Nitrat reicherte sich in den drei Anlagen an und wurde durch die regelmaiigen Wasserwechsel
in einem egelvertraglichen Rahmen gehalten. Nitrat stieg auch in der Spitze in keinem der
Aquarien tber 110 mg/l (Abbildung 35). Der pH stieg in der SB-Anlage unmittelbar nach dem
Einsetzen der Blutegel erkennbar an, wurde also vermutlich durch die Ammonium-Ausschei-
dungen der Blutegel beeinflusst. Dies macht sich in den geringen Wasservolumen je Tier deut-
lich bemerkbar (Abbildung 32). In den natlrlichen Lebensraumen der Blutegel wurden ver-

gleichbare pH-Werte gemessen (Tabelle A3).

110

NO;" Fitterungsversuch 1

25/11.13 91213 231213 6.1.14 20.1.14 3.2.14 17.2.14

Abbildung 35: Verlauf Nitratkonzentration im Wasser der drei Anlagen, Fltterungsversuch 1;
XXax: XX = Anlage, x = Aquarium der jeweiligen Anlage (Triplikate). EE=Eichenextrakt-
anlage, RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage. Senkrechte blaue Linie

zeigt Fltterungszeitpunkt.
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3.1.7.4 Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen Futterungsversuch 1

Fur alle Aquarien wurde die Gesamtzellzahlen der im Wasser vorkommenden Bakterien
bestimmt (Tabelle 9; Abbildung 36). Hierbei wurden alle vorliegenden Bakterien, d.h. lebende,
tote, aktive und inaktive, kultivierbare und nicht-kultivierbare Bakterien gleichermal3en erfasst.
Die Zellzahlen lagen alle im Bereich von 10° Zellen/ml Wasser. Zu fast allen Probenahmezeit-
punkten und in fast allen Versuchsanlagen lagen die Gesamtzellzahlen ein bis zwei Zehnerpo-
tenzen Gber der Konzentration kultivierbarer Bakterien (10° bis 10* KBE/ml). Die einzige Aus-
nahme stellte die RO-Anlage zum Zeitpunkt t7,5 dar, dort lag die Konzentration kultivierbarer
Bakterien ebenfalls bei 10° KBE/mI. Die Schwankungen der Konzentration der Gesamtzellzah-
len waren deutlich geringer als die der kultivierbaren Bakterien. Die Zellzahlen der SB-Anlage
waren immer groRer als die der im pH-Wert abgesenkten Anlagen; auch nach der Blutfltterung
(Abbildung 36). Generell waren zum Startpunkt der Versuche die Zellzahlen am héchsten und
nahmen dann bei allen Anlagen zunéchst ab. Bis auf die EE-Anlage zeigten alle Anlagen einen
signifikanten Anstieg der Zellzahlen nach der Blutfltterung (t7,5; Abbildung 36). Bei der EE-
Anlage wurden auch zu spateren Zeitpunkten keine weiteren signifikanten Anderungen beo-
bachtet.

Tabelle 9: Konzentrationen im Aquarienwasser vorkommender Bakterien (Gesamtzellzahl) bei den drei
Versuchsanlagen (EE-, RO- und SB-Anlage) in Futterungsversuch 1, ermittelt (iber Gesamtzell-
zahlung fixierter Zellen nach SybrGreen | Farbung. Gezeigt ist die Konzentration an Bakterien-
zellen/ml Wasserprobe je Probenahmezeitpunkt. Dargestellt sind die Mittelwerte der drei
parallel geschalteten Aquarien mit Standardabweichungen, die durch Fehlerfortpflanzung aus
den Einzelwerten fir jedes Aquarium berechnet wurden (basierend auf 10 Einzelzahlungen
pro Becken). tx: Probenahmezeitpunkte in Wochen. EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehr-

osmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

Zeitpunkt EE-Anlage RO-Anlage SB-Anlage
t 5,4 (+1,5) 105 5,0 (+1,1) 10° 6,1 (+1,7) 10°
t3 3,4 (+1,0) 10° 3,2 (+0,9) 10° 4,9 (1,7) 10°
t6 1,0 (0,4) 10° 1,0 (x0,3) 10° 2,4 (x0,7) 10°
t7,5 1,5 (+0,7) 10° 5,0 (+2,0) 10° 6,4 (+1,5) 10°
t9 9,3 (x0,4) 10 1,3 (x0,6) 10° 3,6 (£0,7) 10°
t12 1,4 (+0,5) 10° 1,4 (+0,6) 10° 4,0 (+0,7) 105
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Abbildung 36: Konzentrationen im Aquarienwasser vorkommender Bakterien (Gesamtzellzahl) der drei
Versuchsanlagensysteme Fitterungsversuch 1 (Angabe in Zellzahlen/ml Wasser). Dargestellt
i. F. eines Balkendiagramms mit statistischem Vergleich zwischen den Probenahmezeitpunkten
je Anlage (ANOVA-Analyse mit Tukey Test, durchgefiihrt in SigmaPlot). Unterschiedliche
Zahlen zeigen jeweils statistisch signifikante Unterschiede (p < 0,05). Gezeigt wird die
Konzentration der Gesamtbakterien/ml Wasserprobe in logarithmischer Darstellung zu den
Probenahmezeitpunkten in den Anlagen. Mittelwerte und Standardabweichungen représentieren
die drei parallel geschalteten Aquarien. Je Aquarium wurden Mittelwerte und Standardab-
weichungen aus 10 gezéhlten mikroskopischen Bildern berechnet. Die davon resultierenden
Standardabweichungen gingen tber Fehlerfortpflanzung in die angegeben Werte mit ein.
tx: Probenahmezeitpunkte angegeben in Wochen. EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehr-

osmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

Die Konzentration auf DEV kultivierbarer Bakterien des Aquarienwassers lag zwischen 103
und 10° KBE/ml Wasser (Tabelle 10, Abbildung 37). Die Konzentrationen in der SB-Anlage
waren generell bis zu einer Zehnerpotenz hoher als bei den Anlagen mit abgesenkten pH-Wer-
ten. Die einzige Ausnahme stellte der Zeitpunkt nach der Blutfitterung dar (t7,5). Hier kam es
bei beiden Anlagen mit herabgesetzten pH-Werten zu einem signifikanten Anstieg der Kon-
zentration auf DEV kultivierbarer Bakterien, von 10° auf 10* KBE/ml bei der EE-Anlage und
von 10° auf 10° KBE/ml bei der RO-Anlage. Die Konzentrationen lagen somit deutlich iiber
der SB-Anlage. Nach der Blutfutterung (t7,5) zeigte sich auch bei der SB-Anlage ein signifi-
kanter Anstieg der Konzentration kultivierbarer Bakterien. Die Konzentration lag hier im glei-
chen Bereich wie in der EE-Anlage, bei 10* KBE/ml. Entgegen den Anlagen mit abgesenkten
pH-Werten nahm die Konzentration nicht wieder ab (keine signifikanten Anderungen zwischen
t7,5 und t12; Abbildung 37). Eine erste Betrachtung der Koloniemorphologietypen der kulti-

vierbaren Bakterien zeigte deutliche Unterschiede in der Abundanz verschiedener Bakterien in
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den Anlagen. Die abundantesten Kolonien wurden vereinzelt und die Reinkulturen tber mole-

kulare Fingerprintanalyse vergleichend untersucht und tiber 16S rRNA Gensequenzierung phy-

logenetisch bestimmt.

Tabelle 10: Konzentration auf DEV, R2A und EMB kultivierter wasserassoziierter Bakterien in den

Anlagen Fitterungsversuch 1. Konzentration kultivierbarer Bakterien angegeben in Kolonie-

bildenden Einheiten (KBE)/ml Wasser je Probenahmezeitpunkt. Dargestellt sind die Mittel-

werte fir die jeweils drei parallel geschalteten Aquarien mit entsprechenden Standardabwei-

chungen, die durch Fehlerfortpflanzung aus den Einzelwerten fur jedes Aquarium berechnet

wurden. tx: Probenahmezeitpunkte angegeben in Wochen. EE=Eichenextraktanlage,

RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

DEV t0 t3 t6 t7,5 t9 t12

EE-Anlage |31 (E14)x10% | 2,5 (20,8)x10? | 4,0 (+19)x10° | 2,8 (x0.8)x10° | 4,6 (+2,3)x10? | 2,2 (+1,1)x10*
RO-Anlage | 27 #03)x10% | 1,7 (20,4)x10% | 2.4 (+1,0)x10* | 25 (£04)x10° | 5,0 (£0,9)X107 | 3,7 (+1,7)x10?
SB-Anlage | 58 (L9X10* | 7.0 (£10)x10? | 6,9 (0,6)x107 | 3,9 (20,7)x10* | 1,7 (0,7)x10* | 3,2 (£0,5)x10¢
R2A t0 t3 t6 t7,5 t9 t12

EE-Anlage | 1.9 (224)x10¢ | 62 (+1,1)x10? | 9,7 (£2,9)x10° | 2,9 (0,7)x10* | 1,0 (:0,2)x10* | 4,9 (21,1)x10?
RO-Anlage | 95 1,1)x10¢ | 1,1 (+04)x10* | 8,1 (24,6)x10° | 2,6 (£04)x10° | 9,6 (+1,2)X107 | 5,2 (21,2)x10?
SB-Anlage | 51 GLEX10* | 1,1 (0,1)x10¢ | 7,2 (£12)x10° | 4,2 (+0,7)x10* | 1,8 (+1,0)x10¢ | 2,8 (x05)x10¢
EMB t0 t3 t6 t7,5 t9 t12

EE-Anlage |23 (#12)x10° | 4,3 (22,0)x10? | 3,3 (0,9)x10? | 1,8 (£04)x10* | 3,2 (21,1)X107 | 2,0 (+0,4)x10?
RO-Anlage | 23 #11)x10° | 2,1 (21,8)X10? | 1,5 (+1,3)x10? | 24 (£0,7)x10° | 3,3 (22,1)X107 | 3,3 (+0,6)x102

SB-Anlage

1,4 (+0,1)x10*

2,6 (£0,8)x10?

2,1 (£0,3)x102

1,6 (0,2)x10*

9,0 (+3,4)x102

3,4 (+1,9)x102
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Abbildung 37: Konzentration auf DEV kultivierbarer Bakterien aus den Wasserproben (Koloniebildende
Einheiten KBE/ml Wasser) der drei Versuchsanlagesysteme Ftterungsversuch 1. Dargestellt
i. F. eines Balkendiagramms mit statistischer Auswertung (ANOVA-Analyse mit Tukey Test
durchgefuhrt in SigmaPlot; unterschiedliche Buchstaben zeigen statistisch signifikante Unter-
schiede, p < 0,05). Versuchsanlagen: EE-, RO- und SB-Anlage. Gezeigt sind Konzentrationen
kultivierbarer Bakterien als Kolonie Bildende Einheiten (KBE)/ml Wasserprobe in
logarithmischer Darstellung je Probenahmezeitpunkt und Anlage. Dargestellt sind die
Mittelwerte fur die jeweils drei parallel geschalteten Aquarien mit entsprechenden Standard-
abweichungen. Die Unterschiede, die sich zwischen den dreifachen Ausplattierungen je Aqua-
rium Probe ergaben, wurden durch Fehlerfortpflanzung beriicksichtigt. tx: Probenahmezeit-
punkte angegeben in Wochen. EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage,
SB=Schwimmsandfilteranlage.
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Die Konzentration auf R2A Kultivierter Bakterien des Aquarienwassers lag zwischen 10° und
10° KBE/ml Wasser und damit im selben Konzentrationsbereich wie bei DEV (102 bis 10°
KBE/ml). Die Konzentration in der SB-Anlage war auch hier generell bis zu einer Zehnerpo-
tenz hoher als bei den Anlagen mit abgesenkten pH-Werten. Die einzige Ausnahme stellte die
Beprobung nach der Blutfutterung dar (t7,5). Hier kam es bei der RO-Anlage (herabgesetzter
pH) zu einem signifikanten Anstieg der Konzentration kultivierbarer Bakterien von 10° auf
10° KBE/ml. Die Konzentration in der EE-Anlage stieg dagegen nach der Blutfiitterung nicht
signifikant an. Nach der Blutfltterung (t7,5) zeigte sich auch bei der SB-Anlage ein signifikan-
ter Anstieg der Konzentration kultivierbarer Bakterien. Die Konzentration lag hier im gleichen
Bereich wie bei der EE-Anlage, bei 10* KBE/mI. Nach der Blutfiitterung nahm die Konzentra-
tion wieder ab (signifikante Anderungen zwischen t7,5 und t9; Abbildung 38) und stieg
ab Zeitpunkt t9 wieder an. Hier wurden ebenfalls die abundantesten Kolonien vereinzelt
(Tabelle 10).
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Abbildung 38: Konzentration auf R2A kultivierbarer Bakterien aus den Wasserproben (Koloniebildende
Einheiten KBE/ml Wasser) der drei Versuchsanlagesysteme Ftterungsversuch 1. Dargestellt
i. F. eines Balkendiagramms mit statistischer Auswertung (ANOVA-Analyse mit Tukey Test
durchgefihrt in SigmaPlot; unterschiedliche Buchstaben zeigen statistisch signifikante
Unterschiede, p < 0,05). Weitere Angaben siehe Abbildung 37. EE=Eichenextraktanlage,

RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.
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Die Konzentration auf EMB kultivierter Bakterien des Aquarienwassers lag zwischen 10° und
10° KBE/ml (Abbildung 39) und somit im selben Konzentrationsbereich wie bei DEV und R2A.
Die Konzentration in der SB-Anlage war auch hier generell bis zu einer Zehnerpotenz héher
als bei den Anlagen mit abgesenktem pH. Die einzige Ausnahme stellte die Beprobung nach
der Blutfltterung dar (t7,5). Hier kam es bei beiden Anlagen mit herabgesetztem pH zu einem
signifikanten Anstieg der Konzentration kultivierbarere Bakterien: von 10° auf 10° KBE/ml bei
der RO-Anlage und von 102 auf 10* KBE/ml bei der EE-Anlage. Nach der Blutfiitterung (t7,5)
zeigte sich auch bei der SB-Anlage ein signifikanter Anstieg der Konzentration kultivierbarer
Bakterien. Die Konzentration lag hier mit 10* KBE/ml im gleichen Bereich wie bei der EE-
Anlage. Nach der Blutfiitterung nahm die Konzentration signifikant ab (signifikante Anderun-
gen zwischen t7,5, t9 und t12; Abbildung 39). EMB-Agar wurde eingesetzt um die Abundanz
von Enterobacteriaceae, v. a. coliformer Vertreter, zu untersuchen. Coliforme Bakterien (v. a.
E. coli) sollten durch dunkel pigmentierte Kolonien, bei E coli zusétzlich metallisch gldnzende
Kolonien detektierbar sein; dies war hier jedoch schwierig zu erfassen. Erschwert wurde dies
v.a. durch stark-schleimige Kolonien in verschiedenen rosa Pigmentierungsabstufungen
(Tabelle 10, Abbildung 39).
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Abbildung 39: Konzentration auf EMB-Agar kultivierbarer Bakterien aus den Wasserproben
(Koloniebildende Einheiten KBE/ml Wasser) der drei Versuchsanlagesysteme
Fatterungsversuch 1. Dargestellt i. F. eines Balkendiagramms mit statistischer Auswertung
(ANOVA-Analyse mit Tukey Test durchgefiihrt in SigmaPlot; unterschiedliche Buchstaben
zeigen statistisch signifikante Unterschiede, p < 0,05). Weitere Angaben siehe Abbildung 37.

EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.
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Insgesamt wurden 180 Kolonien der am hdchsten bewachsenen Verdinnungsstufen in Rein-
kultur gebracht und die Isolate phylogenetisch identifiziert (DEV: 97, R2A: 55; EMB: 28 Iso-
late). Die Isolate wurden ber partielle 16S rRNA Gensequenzierung (ca. 1.600 nt) phylogene-
tisch identifiziert. Hierzu wurden die Isolate Uber eine BLAST-Analyse in der EzTaxon
Typstammdatenbank (Kim, et al., 2012) auf Gattungsebene zugeordnet. Die Isolate wurden vier
Phyla zugeordnet, den Actinobacteria (56 Isolate), Bacteroidetes (62 Isolate), Firmicutes
(1 Isolat) und Proteobacteria (138 Isolate) (Alpha-, Beta- und Gammaproteobacteria)
(Abbildung 40).
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Abbildung 40:  Abundanz der auf DEV, R2A und EMB kultivierten Bakterien aus den Aquarienwasser-
proben der EE-, RO- und SB-Anlagen, Fiitterungsversuch 1. Vergleich der Abundanz
detektierter Familien bei der Kultivierung auf verschiedenen Medien. Insgesamt wurden 180

Isolate analysiert. (n = x: Anzahl Isolate).
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Aus der Kultivierung auf DEV wurden 97 Isolate gewonnen, die 24 verschiedenen Gattungen
zugeordnet werden konnten (Abbildung 41). Davon waren fiinf Gattungen in allen Anlagen zu
finden (Mycobacterium, Chryseobacterium, Flavobacterium, Ochrobactrum und Sphingopy-
xis). Isolate, die den Gattungen Gordonia, Dyadobacter, Brevundimonas, Shewanella und Xe-
nophilus zugeordnet wurden, wurden ausschlielflich vor der Blutfiitterung isoliert. Dagegen
wurden Isolate, die den Gattungen Staphylococcus, Sphingomonas, Simplicispira, Vogesella,
Yokenella und Morganella zugeordnet wurden, nur nach der Blutfutterung detektiert. Die Gat-
tungen Microbacterium, Dyadobacter, Staphylococcus, Vogesella, Yokenella und Luteimonas
wurden nur aus der EE-Anlage isoliert und die Gattungen Brevibacterium, Sphingomonas, Sim-
licispira, Xenophilus und Shewanella nur aus der RO-Anlage. Die haufigsten Gattungen (mit
mehr als drei Nachweisen) waren Mycobacterium, Gordonia, Nocardia, Rhodococcus, Chryse-
obacterium, Flavobacterium, Pedobacter, Taibaiella, Ochrobactrum, Sphingobium, Sphingo-
monas, Sphingopyxis, Curvibacter, Aeromonas, Pseudomonas und Pseudoxanthomonas. Die
restlichen Gattungen waren nur mit ein bis drei Isolaten vertreten und somit nur Einzelnach-
weise. Besonders viele dieser weniger abundanten Gattungen konnten nur auf R2A isoliert wer-

den (zehn Gattungen).
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Abbildung 41:  Auftreten abundanter, auf DEV kultivierter Bakterien aus Aquarienwasserproben zu
verschiedenen Probenahmezeitpunkten und in den Anlagen Fltterungsversuch 1. Anzahl
analysierter Isolate: EE: 36, RO: 39, SB: 29. Die Zuordnung erfolgte tber eine BLAST-
Analyse in der Typstammdatenbank EzTaxon (Kim et al. 2012). EE=Eichenextraktanlage,

RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

Die insgesamt 97 Isolate reprasentierten 63 verschiedene ,,Phylotypen‘ (definiert durch unter-
schiedliche 16S rRNA Gensequenzen) und 99 verschiedene ,,Genotypen® (definiert durch
genomische Fingerprintanalyse, verschiedene BOX-Fingerprint Muster (Glaeser et al. 2013).

Aus der Kultivierung auf R2A wurden 55 Isolate gewonnen, die 21 verschiedenen Gattungen
zugeordnet wurden (Abbildung 42). Davon waren drei Gattungen in allen Anlagen zu finden
(Mycobacterium, Chryseobacterium und Ochrobactrum). Nur die Gattungen Rhodococcus,
Acidovorax, Massilia und Nevskia konnten ausschlie3lich vor der Blutfiitterung isoliert werden.
Dagegen wurden Isolate, die den Gattungen Taibaiella, Brevundimonas, Bosea, Sphingobium,
Sphingomonas, Blastomonas, Undibacterium, Piscinibacter, Rhizobacter, Aeromonas, Rhein-
heimera, Shewanella, Pseudomonas und Pseudoxanthomonas zugeordnet wurden, nur nach der
Blutfitterung nachgewiesen. Die Gattungen Brevundimonas, Sphingobium und Rheinheimera

traten ausschlielich in der SB-Anlage auf. Die Gattungen Taibaiella, Acidovorax, Undibac-
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terium und Nevskia wurden nur in der EE-Anlage isoliert und die Gattungen Curvibacter, Rhi-
zobacter und Shewanella nur in der RO-Anlage. Die insgesamt 55 Isolate représentierten 42

verschiedene ,,Phylotypen (unterschiedliche 16S rRNA Gensequenzen) und 62 verschiedene

,aenotypen®.
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Abbildung 42: Auftreten abundanter, auf R2A kultivierter Bakterien aus Aquarienwasserproben zu
verschiedenen Probenahmezeitpunkten und in den Anlagen Fitterungsversuch 1. Anzahl
analysierter Isolate: EE: 18, RO: 20, SB: 17. Die phylogenetische Zuordnung erfolgte tiber
eine BLAST-Analyse in der Typstammdatenbank EzTaxon (Kim, et al. 2012). EE=Eichen-

extraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

Von der Kultivierung auf EMB wurden 28 Isolate gewonnen, die acht verschiedenen Gattungen
zugeordnet wurden (Abbildung 43). Davon waren zwei in allen Anlagen zu finden (Mycobac-
terium, Chryseobacterium und Ochrobactrum). Nur die Gattungen Shewanella und Acineto-
bacter sind ausschlieBlich vor der Blutfiitterung isoliert worden. Die Gattungen Bosea,
Sphingopyxis, Massilia, Vogesella und Pseudoxanthomonas dagegen nur nach der Blutfiitte-
rung. Die Gattung Pseudoxanthomonas trat ausschlieRlich in der SB-Anlage auf. Die Gattung
Vogesella wurde nur in der EE-Anlage isoliert und die Gattungen Aeromonas und Shewanella
nur in der RO-Anlage.

Die insgesamt 28 Isolate reprisentierten 22 verschiedene ,,Phylotypen‘ (unterschiedliche 16S

rRNA Gensequenzen) und 31 verschiedene ,,Genotypen*.
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Abbildung 43:  Auftreten abundanter, auf EMB kultivierter Bakterien aus Aquarienwasserproben zu
verschiedenen Probenahmezeitpunkten und in den Anlagen Fltterungsversuch 1. Anzahl
analysierter Isolate: EE: 11, RO: 7, SB: 10. Die Zuordnung erfolgte lber BLAST-Analyse in
der Typstammdatenbank EzTaxon (Kim et al. 2012). EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehr-

osmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

Fur einzelne abundant-auftretende Koloniemorphologietypen wurde eine genauere Analyse der
Abundanzverschiebung in einzelnen Anlagen Uber die Zeit durchgefihrt, v. a. solche Bakterien
wurden betrachtet, deren Auftreten sich in Abhéngigkeit zu der Blutfiitterung verschob. Die
Kolonien wurden tber die Identifikation reprasentativer Kolonien mit Hilfe der molekularen
Fingerprintanalyse und 16S rRNA Gen-Sequenzierung der gewonnenen lIsolate identifiziert.
Die Analyse wurde nur flr die Kultivierung auf DEV betrachtet. Zuerst wurde die Abundanz-
verschiebung von Chryseobacterium spp. genauer betrachtet. Chryseobacterium spp. werden
als Ubiquisten vor allem in Wasser und Erde gefunden, sind regelmaRig fiir nosokomiale In-
fektionen verantwortlich und spielen in der Aquakultur als Pathogene ebenfalls eine Rolle
(Kirby et al. 2004; Zamora et al. 2012). In der SB-Anlage waren die Chryseobacterium Kolo-
nien zu Beginn des Versuches nicht nachweisbar. Erst 1,5 Wochen nach der Blutfutterung traten
diese in hochster Konzentration im Bereich von 10° KBE/ml Wasser auf. Bis zum Ende des
Versuches sank die Konzentration ab. In der EE-Anlage traten sie erst drei Wochen nach Ver-
suchsbeginn auf und stiegen innerhalb 1,5 Wochen nach der Futterung auf eine Konzentration
im Bereich von 10* KBE/ml Wasser, um anschlieBend bis zum Ende des Versuches wieder
leicht zu sinken. In der RO-Anlage waren Chryseobacterium-Kolonien iber den gesamten Ver-
such hinweg nur in geringer Konzentration nachweisbar (10! KBE/ml Wasser). Eineinhalb Wo-
chen nach der Blutfitterung stieg die Konzentration stark an (10° KBE/ml Wasser), danach

sank die Abundanz direkt wieder in einen Konzentrationsbereich von 102 KBE/ml Wasser.

Neben den Chryseobacterium spp. wurde das Auftreten von Flavobacterium spp. genauer be-
trachtet (Tabelle 11, Abbildung 44). In der EE-Anlage zeigte sich ein leichter Anstieg an
Flavobacterium spp. tber die ersten drei Wochen des Versuches. Ab der dritten Woche nahm
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die Konzentration ab, bis sie 1,5 Wochen nach der Fitterung nicht mehr nachweisbar waren.
Bei den letzten beiden analysierten Zeitpunkten konnten die Flavobacterium spp. nicht mehr
nachgewiesen werden. In der RO-Anlage konnten zu Beginn keine Flavobacterium Kolonien
nachgewiesen werden, drei Wochen spéter war eine geringere Konzentration nachweisbar. Spa-
ter konnten sie erst wieder drei Wochen nach der Blutflitterung nachgewiesen werden, sie er-
reichten eine Konzentration im Bereich von 10> KBE/ml Wasser. Bis zu der 12. Woche (t12)
nahm die Abundanz wieder leicht ab. Somit verschwanden sie in beiden sauren Anlagen direkt
nach der Futterung, um in der RO-Anlage nach der Fltterung anzusteigen und in der EE-Anlage
vollstandig zu verschwinden. In der SB-Anlage waren die Flavobacterium Kolonien zu Beginn
des Versuches in geringer Abundanz bis zur dritten VVersuchswoche vorhanden und verschwan-
den anschlief3end bis 1,5 Wochen nach der Blutfiitterung. Dort waren sie mit einer Konzentra-
tion im Bereich von 10° KBE/ml Wasser nachweishar, danach waren sie nicht mehr nachwesis-
bar. In der SB-Anlage stieg die Konzentration nur leicht an (Tabelle 11, Abbildung 44).
Flavobacterium spp. spielen in aquatischen Systemen eine Rolle beim Abbau organischer Sub-
stanz, sind in der Aquakultur auch als fischpathogen bekannt, insbesondere Kiemenkrankheiten

kdnnen von ihnen ausgeldst werden (Touchon et al. 2011).

Zusétzlich zu Chryseobacterium spp. und Flavobacterium spp. wurde das Auftreten als Pseu-
domonas spp. identifizierter Kolonien genauer betrachtet. Diese waren vor der Blutfiitterung
nicht nachweisbar und direkt nach der Blutfltterung mit einer Konzentration von 103 KBE/ml
Wasser vorhanden. In den weiteren Wochen nahm die Abundanz wieder deutlich ab. Zur letzten

Probenahme in Woche 12 (t12) waren sie nicht mehr nachweisbar.
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Tabelle 11: Konzentration auf DEV kultivierter Chryseobacterium spp. und Flavobacterium spp. aus den
Wasserproben der EE-, RO-, SB-Anlagen, Fitterungsversuch 1. Gezeigt sind die Konzentration
kultivierbarer Bakterien in Koloniebildenden Einheiten (KBE)/ml Wasserprobe je Probe-
nahmezeitpunkt. Dargestellt sind die Mittelwerte fiir die jeweils drei parallel geschalteten
Aguarien mit Standardabweichungen, die durch Fehlerfortpflanzung aus den Einzelwerten fur
jedes Aquarium berechnet wurde. tx: Probenahmezeitpunkte, angegeben in Wochen.

EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

Chryseobacterium spp. EE-Anlage RO-Anlage SB-Anlage
t0 0,0 (+0,0) x10° 1,0 (+0,6) x10* 0,0 (+0,0) x10°
t3 2,4 (+4,5) x10? 5,3 (+5,6) x10% 0,0 (+0,0) x10°
t6 2,9 (¥2,6) x10? 5,1 (+3,0) x10! 1,1 (5,8) x10°

t7,5 1,9 (+1,4) x10* 2,0 (+0,7) x10° 1,2 (+2,7) X103
t9 0,9 (+1,4) x10° 8,9 (+2,4) x10? 3,9 (46,0) x10?
t12 1,9 (+1,5) x102 0,5 (+1,4) x10° 4,0 (+3,1) x102
Flavobacterium spp. EE-Anlage RO-Anlage SB-Anlage
t0 2,0 (+0,0) x10? 0,0 (+0,0) x10° 2,2 (+3,8) x10°
t3 6,3 (+2,8) x10? 1,6 (+3,3) x10* 3,3 (#5,8) x10°
t6 2,8 (+1,9) x10? 0,0 (+0,0) x10° 0,0 (+0,0) x10°
t7,5 0,0 (+0,0) x10° 0,0 (+0,0) x10° 2,7 (+2,8) x10°
t9 0,0 (x0,0) x10° 6,3 (+2,8) x10? 0,0 (x0,0) x10°
t12 0,0 (+0,0) x10° 0,6 (+1,5) x10? 0,0 (+0,0) x10°
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Abbildung 44: Konzentration auf DEV-Agar kultivierter Chryseobacterium spp. und Flavobacterium spp.

aus den Aquarienwasserproben der drei Versuchsanlagen Fitterungsversuch 1. Darstellung als

dreidimenionales Balkendiagramm zur Verdeutlichung der Veranderung iber den Inkubations-

zeitraum. Gezeigt sind die Konzentrationen kultivierbarer Bakterien als Koloniebildende

Einheiten (KBE)/ml Wasserprobe je Probenahmezeitpunkt und Anlage. Dargestellt sind die

Mittelwerte fur die jeweils drei parallel geschalteten Aquarien mit Standardabweichungen. tx:
Probenahmezeitpunkte angegeben in Wochen. EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmose-

anlage, SB=Schwimmsandfilteranlage. Schwarze Pfeile zeigen Fltterungszeitpunkt
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VVon den untersuchten Blutegeln wurden egelassoziierte Bakterien aus neun Gattungen isoliert,
Rhodococcus, Arthrobacter, Chryseobacterium, Ochrobactrum, Delftia, Comamonas, Aeromo-
nas, Yokenella und Morganella spp. (Abbildung 45). Die meisten Isolate stammten aus drei
Taxa, Ochrobactrum spp. (24 Isolate), Aeromonas allosaccharophila (12 Isolate) und Aeromo-
nas veronii/ichtiosoma (21 Isolate). Ochrobactrum spp. wurden in allen beprobten gesunden
Blutegeln vor der Blutfutterung nachgewiesen, ebenso in den kranken Tieren nach der Blutft-
terung, aul3er in den Tieren aus der RO-Anlage. Insgesamt traten drei verschiedene Stdmme auf
(d. h. Isolate mit verschiedenen BOX-Fingerprint Mustern). In den gesunden Tieren wurden
nach der Futterung keine Ochrobactrum spp. nachgewiesen. Stattdessen wurden Bakterien der
Gattungen Rhodococcus, Arthrobacter, Chryseobacterium, Delftia und Yokenella aus den
gesunden Tieren nach der Fitterung kultiviert. Aeromonas spp. wurde in der EE-Anlage vor

der Futterung aus allen Proben isoliert.

Blutegel
o g
= c g
s £ 3
5 i g
= G L
g g g
E E =
g g B
L] L] X
IEDUJCI) I:IEII.IJC'I I:ICII.IJC'I
0w K o wnr ownr
Phylum Familie MNadchst dhnlicher T amm
Actinobadteria Nocardiaceae 99 8% Fhodococous erythropolis
[ 99 9% Fhodococous qing shengi
Micrococcaceas 99 7% Arhrobader nitrogusjacolicus
Bactemidetes Flavobadteriscesas 98 4% Chryseobaderium oncorhynchi
99, 1% Chryseobaderium scophthalmum
99% Chryseobaderium vietnamense
57 6% Chryseobacterivm vy staatense
Alphaprotecbactena Brucelsceas 100% Ccfirobactrum anthropilupinicytisi 1
[ 99, 8-100% Ochrobacirum pssuwdogrignonense -
Betaprotecbacteris [ Comamonadacess 99, 7% Delftia tsurvhatensis
Comamonadacess 58 6% Comamonas Koreensis
Gammaprofeobactena Aeromonadaceae 99 9-100% Aeromonas a losaccharophils
99, 5-100% Aeromonas hydrophia subsp. hydrophila
100% Asrmmons s veronilichtiosoma .
Enterobactenaceae 99 8% Yokenells regensburgei
Enterobactenaceae 100% Momganells morganii subsp. morgani

Abbildung 45:  Phylogenetische Zuordnung abundanter, auf R2A und Blutagar kultivierter egelasso-
ziierter Bakterien. Anzahl analysierter Isolate: EE: 25, RO: 17, SB: 20; Futterungsversuch 1.
Die phylogenetische Zuordnung erfolgte (ber EzTaxon (Kim et al. 2012). EE=Eichenextrakt-

anlage, RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.




Kapitel 3: Durchfiihrung der Versuche und Ergebnisse

109

3.1.7.5 Sterberaten und Gewichte der Blutegel in FUtterungsversuch 1

Die Sterberaten der Blutegel in den Anlagen lagen vor der Fitterung zwischen 4% und 11%.

Nach der Blutfitterung stiegen die Raten in allen Anlagen, um 9% in der RO-Anlage, um 17%
in der EE-Anlage und um 25% in der SB-Anlage. VVor der Blutfutterung zeigten die Anlagen
signifikant unterschiedliche Sterberaten, nach der Blutflitterung unterschied sich nur noch die

RO-Anlage signifikant von den anderen Anlagen (Tabelle 12, Abbildung 46).

Tabelle 12: Sterberaten (in %) und Anzahl der gestorbenen Blutegel in den Anlagen vor und nach der

Blutfutterung in Fiitterungsversuch 1; Mittelwerte und Standardabweichung (SD) ermittelt tiber

drei parallel geschaltete Aquarien je Anlage. EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmose-

anlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

EE-Anlage RO-Anlage SB-Anlage

Anzahl vor Fltterung 158 57 66

SD 5,0 15 1,7

Sterber. v. Fitterung 11% 4% 4%
SD 0% 0% 0%
Anz. nach Fltterung 423 201 436
SD 6,0 2,9 6,2
Sterber. n. Fitterung 28% 13% 29%
SD 0% 0% 0%
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Abbildung 46: Sterberaten (in %) der Blutegel in den Anlagen des Fiitterungsversuchs 1, vor und nach
der Blutfutterung. Raten wurden mittels Multivarianzanalyse statistisch verglichen (ANOVA-
Analyse mit Tukey Test; SigmaPlot, SYSTAT); unterschiedliche Buchstaben zeigen statistisch
signifikante Unterschiede, P < 0,05. Mittelwerte und Standardabweichungen beruhen auf den
Werten von drei parallel geschalteten Aquarien je Anlage. EE=Eichenextraktanlage,

RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

Das hochste Endgewicht, bezogen auf 250 Blutegel, zeigte die EE-Anlage, hier lag der Zuwachs
bei 344 g. Allerdings uberlebten in dieser Anlage nur wenige kranke und kleine Tiere, wodurch
die Beurteilung des absoluten Gewichts verfalscht wurde. Die anderen Anlagen zeigten Ge-
wichtszunahmen von 119 g (RO-Anlage) und 138 g (SB-Anlage) (Tabelle 13, Abbildung 47).
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Tabelle 13: Gewicht von 250 Blutegeln zu Beginn und zum Ende des Futterungsversuchs 1, aufgelistet fir

die einzelnen Anlagen sind Mittelwert und Standardabweichungen (SD) fur die je drei parallel

gefuhrten Aquarien. EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsand-

filteranlage.
EE-Anlage RO-Anlage SB-Anlage
Besatz 231,25¢ 231,25¢ 231,25¢
Gew. Versuchsende 575,10 g 350,55 g 369,83 g
SD 71,70 g 9,409 27,809
700 b m Besatz
600 mVersuchsende
&)
< 500
0
o 400
&
= 300
9o
=200
)
100

EE

RO

SB

Abbildung 47:  Gewicht von 250 Blutegeln (errechnet aus Durchschnittsgewichten) zu Beginn und Ende

des Versuchszeitraums Fltterungsversuch 1. Gezeigt werden Mittelwerte tber drei Aquarien

fur die einzelnen Anlagen mit dazugehdriger Standardabweichung. Statistische Auswertung

erfolgte jeweils zwischen den Anlagen bei Besatz und zum Versuchsende (ANOVA-Analyse

mit Tukey Test) und wurde in SigmaPlot (SYSTAT) durchgefihrt; unterschiedliche Buch-

staben zeigen statistisch signifikante Unterschiede, P < 0,05. Mittelwerte und Standardabwei-

chungen beruhen auf den Werten von drei parallel geschalteten Aquarien je Anlage.

EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.
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3.1.7.6 Zusammenfassung der Ergebnisse Fltterungsversuch 1

Hydraulisch und technisch liefen die Kreislaufsysteme, nach den genannten Anderungen, gut.
Die eingesetzte Technik war, abgesehen von der Eichenextraktdosierung, zuverlassig und
stabil. Alle technischen Komponenten waren nach Versuchsende ohne erkennbare Defekte oder
Verschlei3. Die Handhabbarkeit war auch flir angelernte Mitarbeiter zu bewaltigen, so dass sich
hieraus keine Storungen ergaben. Die erwartete starke Dampfung von Konzentrationsschwan-
kungen bei Stickstoffprodukten trat ein, Anderungen in einzelnen Aquarien hatten nur sehr ge-

ringen Einfluss auf die hydraulisch verbundenen Aquarien.

Die mikrobiologischen Untersuchungen zeigten deutlich, dass die unterschiedlichen Wasser-
behandlungssysteme einen groRen Einfluss auf die Abundanz und Zusammensetzung der
wasserassoziierten Bakteriengemeinschaften hatten. Die Blutfutterung fuhrte bei allen unter-
schiedlichen Behandlungssystemen zu einem signifikanten Anstieg der Konzentration wasser-
assoziierter Bakterien. Die Zunahme der Konzentration kultivierbarer Bakterien beruhte bei den
verschiedenen Behandlungssystemen generell auf Veranderung der Abundanz verschiedener
Mikroorganismen. Die Verénderung der Abundanz wurde an zwei Beispielen genauer betrach-

tet (Flavobacterium spp. und Chryseobacterium spp.).

Die drei verwendeten Medien zeigten zum Teil sehr unterschiedliche Diversitaten. So konnten
von dem EMB-Medium deutlich weniger abundante Bakterien isoliert werden als vom DEV-
Medium. Die beabsichtige Detektion von Enterobaceriaceae, v. a. coliformer Bakterien, mittels
EMB war auf Grund des Wachstums schleimiger Kolonien nicht méglich. Im Vergleich von
R2A und DEV zeigte DEV die bessere Auswertbarkeit und héchste Diversitat, auf R2A dage-
gen wurden einige Bakterien nachgewiesen, die auf DEV nicht wuchsen. R2A zeigte als einzi-
ges Medium Probleme mit Pilzwachstum und schwarmenden Bakterien. Bestimmte abundante
Bakteriengruppen, wie die Chryseobacterium spp., konnten auf allen drei Medien in allen
Anlagen und auch nahezu tber den gesamten Versuchszeitraum isoliert werden. Andere Bak-
teriengattungen, wie Mykobakterien, konnten besonders gut auf DEV detektiert werden. Die
geringe Diversitat auf dem EMB Medium korreliert mit der geringen Anzahl an Isolaten im

Vergleich zu den anderen beiden Medien.

In den Anlagen war ein vermehrtes Bluterbrechen durch die Blutegel zwei Tage nach der Blut-
flitterung zu beobachten. In der EE-Anlage kam es zu deutlich weniger Erbrechen, da hier deut-
lich weniger Tiere tberhaupt gefressen hatten. Zwischen den RO- und SB-Anlagen konnten
keine Unterschiede beobachtet werden. Die kultivierungsabhéngig nachgewiesenen blutegelas-

soziierten Bakterien gehorten zum grof3en Teil Gattungen an, die als Symbionten der Blutegel
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bekannten sind: Aeromonas, Ochrobactrum und Morganella. Aeromonas spp. und Morganella
spp. kommen im Verdauungstrack der Blutegel vor, fir Aeromonas spp. ist eine symbiontische
Interaktion bekannt, die Rolle von Morganella spp. ist dagegen unklar (Kikuchi et al. 2009).
Ochrobactrum spp. wurden in hoher Abundanz in den Blasen/Nephridien der v nachgewiesen,
auch dessen Interaktion mit den Blutegeln ist noch weitgehend ungeklart (Kikuchi et al. 2009).
Die anderen kultivierten Bakterien wurden alle aus den Aquarienwasserproben isoliert. Da
diese Isolate alle aus einer Probenahme stammen, ist es moglich dass diese Bakterien beim
Waschen der Blutegel vor der Préparation nicht vollstandig von der Blutegeloberflache geldst
werden konnten, oder von den Blutegeln in den Verdauungstrakt aufgenommen wurden. Aero-
monas hydrophila konnte funfmal detektiert werden, zweimal bei Blutegeln der SB-Anlage,
einmal bei Blutegeln der EE-Anlage und jeweils einmalig im Aquarienwasser der EE- und RO-
Anlagen. Ein mehrfacher Nachweis von Aeromonas hydrophila ist fur Blutegel aus der bbez
eher ungewdhnlich. Es konnten keine Unterschiede der egelassoziierten Bakterien zwischen
den gesunden und kranken Blutegeln gefunden werden. Nur das Auftreten wasserassoziierter
Bakterien in den Egelproben kurz nach der Blutfitterung war aufféllig.

Zu Beginn des Futterungsversuchs 1 waren alle eingesetzten Blutegel gesund. Eingesetzt wur-
den alle Tiere in Wasser mit leicht basischem pH (ca. pH 7,5). Nach dem Absenken des pH in
der EE- und der RO-Anlage zeigten nahezu alle Tiere in beiden Anlagen Anzeichen von Un-
wohlsein. Sie verlieRen das Wasser und hielten sich in Clustern am Aquarienrand auf Hohe der
Wasseroberflache auf. Die Tiere der RO-Anlage gingen nach zwei Wochen Umstellungszeit
wieder ins Wasser und verhielten sich unauffallig. Die Sterberate der Tiere in der RO-Anlage
stieg vor der Futterung im Vergleich zu den anderen Anlagen deutlich, sie haben bei der Blut-
fltterung kaum gefressen und direkt nach der Fitterung viel Blut wieder erbrochen. In den
anderen beiden Anlagen (EE- und SB-Anlage) waren die Sterberaten vor der Fitterung ver-

gleichbar gering und alle Tiere haben bei der Futterung gut Blut aufgenommen.

In der EE-Anlage wurde die pH-Einstellung per Handdosierung (Infusionsbesteck) versucht.
Vor dem Einsetzen der Blutegel war das méglich, nach dem Einsatz der Blutegel waren die pH-
Schwankungen erheblich. Die meisten Tiere verlief3en direkt nach dem ersten pH-Ab- und Wie-
deranstieg das Wasser und hielten sich nahezu die ganze Zeit vor der Fitterung etwa in Hohe
der Wasseroberflache hédngend auf. Nach einigen Wochen begannen die ersten Tiere zurtick ins

Wasser zu fallen, sie lagen dann zusammen gerollt am Aquarienboden.

Die Tiere in der SB-Anlage verhielten sich Giber den gesamten Versuchszeitraum normal, frallen

normal und erbrachen nach der Fiitterung im normalen Rahmen Blut.



Kapitel 3: Durchfiihrung der Versuche und Ergebnisse 114

Die Gewichtszunahme pro Blutegel war in der EE-Anlage, den Zahlen nach, am groRten, aller-
dings wurden zum Abschluss alle Tiere gewogen, also auch die kranken, schwachen und die,
welche kein Blut zu sich genommen hatten. Durch diesen Fehler wog die geringe Anzahl tiber-
lebender, aber gefitterter Tiere je Blutegel mehr als in den Anlagen, in denen auch die kleinen
und schwachen tberlebt haben. Das Ergebnis wurde somit verfélscht. In allen Anlagen, beson-
ders in der RO-Anlage, bekamen die Tiere nach der Fltterung Einschniirungen am Korper, ein
Zeichen fur eine Erkrankung. Diese Symptome waren allerdings, mit der Verbesserung der
chemischen Wasserwerte, bei den meisten Tieren nach mehreren Wochen wieder verschwun-

den.

3.1.8 Modifizierte Futterungsversuche 2 und 3

Aufbauend auf den Erkenntnissen des Pilotversuches und des anschlieenden Futterungsversu-
ches 1 wurden die Haupt-Versuchsanlage, in welcher der Fitterungsversuch 1 durchgefiihrt
worden war und die Durchfuhrung in folgenden Punkten modifiziert. Folgende Modifikationen
wurden fur den Fitterungsversuch 2 durchgefihrt:

e Dadie Blutegel in der RO-Anlage ungewdhnlich inaktiv waren, nicht gesund erschie-
nen und vermehrt starben, wurde kein RO-Wasser mehr verwendet; statt dessen
wurde Leitungswasser mittels CO, Einbringung angesduert; die Bezeichnung RO-
Anlage wurde beibehalten. (Es wurde vermutet, dass den Blutegeln essentielle Spuren-
elemente im Wasser fehlten, die trotz Meersalzzugabe nicht ersetzt wurden.)

e Der CO2 Reaktor wurde aus Sicherheitsgriinden durch ein leistungsféahigeres Model
ersetzt.

e Die Blutegel wurden in der EE- und der RO-Anlage in das angeséduerte Milieu einge-
setzt.

e Indie hydraulischen Kreislédufe der drei Anlagen wurde je ein Kiihlaggregat integriert,
um bei erhohter Raumtemperatur die Wassertemperatur in den Versuchsanlagen kon-
stant halten zu konnen; diese Komponenten waren als einzige in einem Nebenraum
untergebracht.

Die in Fitterungsversuch 2 in das saure Milieu eingesetzten Blutegel zeigten sehr schnell Zei-
chen von Unwohlsein, verhielten sich sehr inaktiv und wollten nicht fressen; der Versuch wurde

daher nach kurzer Zeit abgebrochen.

Modifikation fur Futterungsversuch 3:

e Die Absenkung des pH in der EE- und der RO-Anlage wurde erst nach dem Einsetzen
der Blutegel vorgenommen.
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3.1.8.1 Durchfihrung des Fltterungsversuchs 2

Die erneute Befullung der Anlagen mit Wasser erfolgte am 15.04.2014, nach einer griindlichen
Reinigung und Desinfektion der gesamten wasserbenetzten Anlagenkomponenten mithilfe von
Perform (Fa. Schillke + Mayr, Norderstedt), so dass sich die Wassertemperatur an die Raum-
temperatur angleichen konnte. Alle technischen Einrichtungen wurden in den Tagen vor Ver-
suchsstart auf ihre Funktion gepruft. In der EE-Anlage wurde per Handdosierung des Extraktes
der pH auf ca. 6,7 eingestellt. Die RO-Anlage wurde mit Leitungswasser befllt, mittels CO-

wurde der pH auf ca. 6,7 abgesenkt.

Futterungsversuch 2 wurde am 18.04.2014 mit den ersten Beprobungen und dem Einsatz der
Blutegel gestartet. In die neun Aquarien wurden je 500 H. verbana aus der gleichen Charge mit
ahnlicher GroRe (im Mittel 0,7g) zusammen gewogen und eingesetzt. Wochentlich wurden
Teilwasserwechsel vorgenommen, je Anlage wurden 200 Liter Leitungswasser in die Puffer-
speicher eingeleitet. Uber einen Uberlauf lief die entsprechende Wassermenge ab, womit auch
Verdunstungsverluste ersetzt wurden. Wéhrend des Versuchszeitraums wurden in gleicher Re-
gelmaRigkeit und bedarfsgemaR die gleichen Parameter gemessen und Proben genommen wie
in Fltterungsversuch 1. Abgebrochen wurde der Futterungsversuch 2 am 06.05.14, ohne dass
eine Fitterung durchgefihrt wurde, weil die Tiere in der EE- und der RO-Anlage ungewoéhnlich
inaktiv und passiv waren, seit sie in das saure Milieu eingesetzt wurden. Sie erholten sich auch
nicht, wie das im Pilotversuch der Fall gewesen war. Es wurde keine Abschlusszéhlung vorge-
nommen. Die Messungen und Beprobungen wurde wie in Fltterungsversuch 1 durchgefiihrt
(3.1.7.1).

3.1.8.2 Durchfihrung und Ergebnisse des Fitterungsversuchs 3

Vor Versuchsbeginn wurde die gesamte Anlage am 30.07.2014 griindlich gereinigt und mittels
Perform desinfiziert, anschlieBend mit RO- bzw. Leitungswasser befllt, alle technischen Kom-
ponenten in Betrieb genommen und auf Funktion und Dichtigkeit Gberprift. In die 9 Aquarien
wurden am 04.08.2014 je 500 H. verbana aus der gleichen Charge mit ahnlicher GroRe
(im Mittel 0,67g) eingewogen. Danach wurde in der EE- und der RO-Anlage mit der Absen-
kung des pH begonnen. Dabei wurden die Blutegel beobachtet und die Absenkung so gesteuert,
dass die Blutegel keine Anzeichen von Unbehagen zeigten. Bis zum 03.09.2014 war die Ab-
senkung auf pH 6,7 abgeschlossen und die pH-Regelung blieb in beiden Anlagen unveréndert.
Am 03.09.2014 fand eine Futterung in allen neun Aquarien statt, am 04.09.2014 wurden die
Blutegel, die offensichtlich nicht gefressen hatten, aus den Aquarien entfernt und gezahlt. Auf
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fiel, dass die Blutegel in der RO-Anlage in geringerem Malie fraBen als in den beiden anderen

Anlagen.

Das mikrobiologische Monitoring begann am 04.08.2014 und wird in Abbildung 48 im

zeitlichen Verlauf dargestellt.
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Abbildung 48:  Zeitverlauf der Beprobungen wahrend des Futterungsversuchs 3. tx bezeichnen Zeitpunkte
der Probenahme, Angaben in Wochen; dbf: Anzahl der Tage vor der Blutfutterung; daf: Anzahl
der Tage nach der Blutfitterung.

In der RO-Anlage begann ab der Fltterung am 03.09.2014 ein auffalliges Sterben der Blutegel,
das sich weiter fortsetzte. Wegen der groRen Verluste an Blutegeln wurde die RO-Anlage am
18.10.2014 auller Betrieb genommen und die verbliebenen Blutegel ausgezahlt. Ab dem
25.09.2014 begannen auch die Blutegel in der EE-Anlage vermehrt zu sterben. Hier wurde der
Versuch bis zum 15.01.2015 fortgesetzt und nach Auszéhlung ebenfalls vorzeitig abgebrochen.
Bis dahin hatte die Zahl der verstorbenen Blutegel nahezu das gleiche Niveau erreicht wie in
der RO-Anlage bis zum Abbruch (Abbildung 63). Es lief also nur die SB-Anlage bis zum ge-
planten Versuchsende am 23.02.2015. Bei Versuchsende wurden die verbliebenen Blutegel in
gesunde und kranke sortiert, die gesunden wurden abschlieend gewogen. Die Messungen und

Beprobungen wurden wie in Futterungsversuch 1 durchgefihrt (3.1.7).

3.1.8.3 Ergebnisse zur Verfahrenstechnik in Fitterungsversuch 3

Die eingesetzten Kontroll- und Steuerungstechnik erwies sich als funktionell und zuverlassig.

Die zu steuernden Parameter pH und Temperatur sowie die Durchflussrate konnten in den
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gewiinschten Bereichen gehalten werden. Die Temperatursteuerung erfolgte einerseits Uber die
Raumluftheizung (Konvektionsheizkorper an Zentralheizung), bei Uberschreitung der Solltem-
peratur durch hydraulisch eingebundene elektrische Wasserkihler. Die Dosierung von sowohl
CO: als auch Eichenextrakt erfolgte automatisiert und so genau, dass das gewunschte saure
Milieu stabil gehalten werden konnte, fliissiger Eichenextrakt wurde mittels Dosierpumpe und
elektronischer Regelung zugegeben. Lediglich die pH-Sonde musste regelméRig kalibriert wer-
den. Das Gleiche galt flr die Zugabe von gasformigem technischem CO., Die Dosierung und
Diffusion des CO in dem Reaktor erfolgte zuverl&ssig und ausreichend, um die Abpufferung
der Wasserstoffionen im Haltungswasser auszugleichen. Diese Abpufferung erfolgte vermut-
lich Gberwiegend durch die Ammoniumausscheidungen als Verdauungsprodukt in das Hal-
tungswasser durch die Blutegel (Abbildung 49).
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Abbildung 49:  Verlauf pH in den Aquarien, Futterungsversuch 3;
XXax: XX = Anlage, x = Aquarium der jeweiligen Anlage (Triplikate).
3.1.8.4 Ergebnisse zur Chemischen Wasserqualitat in Fltterungsversuch 3

Die eingesetzte Filtertechnik war insoweit stabil, dass eine Ammonium- und danach Nitritoxi-

dation erkennbar stattfanden. Die Ammoniumkonzentration stieg in allen Anlagen kurz nach
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der Futterung an. In der EE- und der SB-Anlage stieg sie nach der Futterung innerhalb weniger
Tage auf maximal 0,6 mg/l, in der RO-Anlage dagegen auf 4 mg/Il, also deutlich starker. In allen
Anlagen waren die Konzentrationen wenige Tage nach dem Anstieg wieder auf Konzentratio-
nen unter 0,2 mg/l gefallen (Abbildung 50). In der Folge stieg die Nitritkonzentration an, in der
SB-Anlage bis auf 1 mg™ und somit am starksten, in der EE-Anlage auf 0,4 mg/l und in der RO-
Anlage auf 0,6 mg/l. Innerhalb weniger Tage waren die Konzentrationen von Nitrit in allen
Anlagen wieder unter 0,1 mg/l gesunken (Abbildung 51). Die Nitratkonzentration stieg in allen
Anlagen nach der Futterung etwa 45 Tage lang kontinuierlich an und erreichte Konzentrationen
zwischen 170 und 210 mg/l, bevor sie langsam wieder abnahmen. Etwa zum Zeitpunkt der
hochsten Nitratkonzentration wurde die RO-Anlage auller Betrieb genommen, in der EE-
Anlage war die Nitratkonzentration bis zur AuRerbetriebnahme wieder auf 50 mg/l gefallen, in
der SB-Anlage sank sie bis zum Versuchsende ebenfalls auf diese Konzentration (Abbildung

52). Hierzu trugen sicher die regelmaRigen Wasserwechsel bei.
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Abbildung 50: Verlauf der Ammoniumkonzentration in Aquarien, Fitterungsversuch 3;

XXax: XX = Anlage, x = Aquarium der jeweiligen Anlage (Triplikate).
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Abbildung 51: Verlauf der Nitritkonzentration in Aquarien, Fltterungsversuch 3;
XXax: XX = Anlage, x = Aquarium der jeweiligen Anlage (Triplikate).
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Abbildung 52:  Verlauf der Nitratkonzentration in Aquarien, Flitterungsversuch 3;

XXax: XX = Anlage, x = Aquarium der jeweiligen Anlage (Triplikate).
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Der chemische Sauerstoffbedarf CSB wurde nicht in einzelnen Aquarien, sondern in den jewei-
ligen Pumpenstimpfen gemessen. In der SB-Anlage stieg die Konzentration von 5 mg/l etwa
zwei Wochen vor der Futterung innerhalb einer Woche auf 11 mg/l und fiel anschlielend bis
zur Fitterung wieder auf unter 2 mg/l. In den beiden anderen Anlagen (EE- und RO-Anlage)
lag die Konzentration bei der ersten Messung bei 3 mg/l (RO) bzw. bei 4 mg/l (EE). Sie stieg
vor der Fltterung im selben Zeitraum wie in der SB-Anlage in beiden Anlagen auf 13 mg/l.
Auch in diesen Anlagen fiel die Konzentration bis zur Futterung auf 3 mg/l (RO) bzw. 4 mg/I
(EE). Dies weist darauf hin, dass alle Filter nach einer kurzen Einlaufphase (organische) Sub-
stanz oxidieren konnten. Etwa zehn Tage nach der Fltterung stieg in allen Anlagen die Kon-
zentration nochmals kurzzeitig auf 8 mg/l (RO-Anlage) bzw. 9 mg/l (SB-Anlage), in der EE-
Anlage war dieser Anstieg mit einer Konzentration von 5 mg/l deutlich geringer. Ein zwischen-
zeitlicher Konzentrationsanstieg in den Anlagen, etwa funf Tage nach der Fltterung, fallt zu-
sammen mit dem Konzentrationsanstieg des Ammoniums. Als Summenparameter erfasst der
CSB auch die im Wasser vorhandenen Stickstoffprodukte (Abbildung 53). Der CSB-

Konzentrationsverlauf in den drei Anlagen war sehr dhnlich.

Verlauf CSB/Anlage Futterungsversuch 3
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Abbildung 53: Der chemische Sauerstoffbedarf CSB der jeweiligen Anlagen, Fiitterungsversuch 3;

gemessen wurde in den zugehérigen Pumpenstmpfen.
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Der gesamte organische Kohlenstoff TOC ist ebenfalls ein Summenparameter flr die organi-
sche Verunreinigung des Wassers. Er stieg in allen Anlagen von einer Ausgangskonzentration
unter 2 mg/l bis zur Futterung auf ca. 3 mg/l und pendelte um diese Konzentration, bis er etwa
10 Tage nach der Fitterung in der SB-Anlage auf 15 mg/l, in der RO-Anlage auf 9 mg/I, und
in der EE-Anlage auf 4 mg/l anstieg. Dies fallt zusammen mit der hochsten Konzentration des
CSB. Direkt darauf nahm die Konzentration in allen Anlagen wieder schnell auf 1-3 mg/l ab
(Abbildung 54).
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Abbildung 54. Konzentrationsverlauf des gesamten organischen Kohlenstoffs TOC in den Anlagen,

Fatterungsversuch 3; gemessen wurde in den zugehdrigen Pumpensimpfen.

3.1.8.5 Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen Futterungsversuch 3

Direkt vor dem Besatz der Aquarien mit Blutegeln wurde eine Wasserprobe je Becken zur
mikrobiologischen Untersuchung entnommen (t0 Probe). Diese erste Beprobung fand am
04.08.2014 statt, die letzte Probe wurde am 13.10.2014 genommen. Fur alle Aquarien wurde
die Gesamtzellzahlen der wasserassoziierten Bakterien bestimmt (Tabelle 14, Abbildung 55).
Die Zellzahlen lagen alle im Bereich von 105 Zellen/ml Wasser (Ausnahme: SB-Anlage, t6:

108). Zu allen Probenahmezeitpunkten und in allen Versuchsanlagen lagen die Gesamtzellzahl-
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Konzentration eine, meist zwei Zehnerpotenzen tber der Konzentration kultivierbarer Bakte-
rien (102 bis 10° KBE/ml). Eine signifikante Zunahme der Gesamtzellzahl wasserassoziierter
Bakterien direkt nach der Blutfutterung (t5), wurde nur bei der RO-Anlage beobachtet. Eine
signifikante Zunahme der Konzentration wasserassoziierter Bakterien trat bei der SB-Anlage
zwei Wochen nach der Fitterung auf (t6). Die Konzentration nahm in der SB-Anlage wieder
signifikant ab (Tabelle 14, Abbildung 55). In der EE-Anlage traten wéahrend des gesamten Ver-
suchs keine signifikanten Veranderungen auf. Signifikante Unterschiede zwischen den Anlagen
traten nur vereinzelt auf. Zu dem Zeitpunkt t3, d.h. vor der Blutfutterung traten keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Anlagen auf. Direkt nach der Blutfutterung war die Kon-
zentration wasserassoziierter Bakterien (Gesamtzellzahl) in der RO-Anlage signifikant hoher
als bei den anderen Anlagen. Zum Zeitpunkt t6 traf das fir die SB-Anlage zu (Abbildung 55).

Tabelle 14: Konzentrationen der Gesamtzellzahl wasserassoziierter Bakterien in den VVersuchsanlagen,
Fatterungsversuch 3, ermittelt Uber epifluoreszenz-mikroskopische Gesamtzellzahlung fixierter
Zellen nach SybrGreen | Farbung. Dargestellt ist die Konzentration von Bakterienzellen/ml
Wasserprobe je Probenahmezeitpunkt. Gezeigt werden Mittelwerte und Standardabweichungen
der drei parallel geschalteten Aquarien. Je Aquarium wurden Mittelwerte und Standardabwei-
chungen aus 10 gezahlten mikroskopischen Bildern berechnet. Die daraus resultierenden
Standardabweichungen gingen tber Fehlerfortpflanzung in die angegebenen Standardabwei-
chungen mit ein. tx: Probenahmezeitpunkte in Wochen. EE=Eichenextraktanlage,

RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

EE-Anlage RO-Anlage SB-Anlage
t3 2,3 (x0,5) 10° 2,4 (0,7) 10° 2,1(+0,6) 10°
t5 1,8 (£0,5) 10° 1,9 (x0,2) 108 3,7 (x0,9) 10°
t6 2,2 (+0,6) 10° 5,4 (+1,6) 10° 1,1 (+0,2) 10°
t10 2,8 (x0,8) 10° 5,1 (+1,3) 10° 5,8 (+1,5) 10°
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Abbildung 55: Konzentrationen im Aquarienwasser vorkommender Bakterien (Gesamtzellzahl) der
Versuchsanlagen, Fltterungsversuch 3 (Angabe: Zellzahlen/ml Wasser) Dargestellt i. F. eines
Balkendiagramms mit statistischem Vergleich zwischen den Probenahmezeitpunkten je Anlage
(ANOVA-Analyse mit Tukey Test, SigmaPlot). Unterschiedliche Buchstaben uber den Balken
zeigen statistisch signifikante Unterschiede (p < 0,05). Dargestellt sind die Konzentrationen der
Gesamthakterien/ml Wasserprobe in logarithmischer Darstellung je Probenahmezeitpunkt und
Anlage (t0 wurde nicht analysiert). Mittelwerte und Standardabweichungen beziehen sich auf
die drei parallel geschalteten Aquarien. Je Aquarium wiederum wurden Mittelwerte und
Standardabweichungen aus 10 gezahlten mikroskopischen Bildern berechnet. Die daraus
resultierende Standardabweichungen gingen tber Fehlerfortpflanzung in die angegebenen
Standardabweichungen mit ein. tx: Probenahmezeitpunkte in Wochen. Die Blutfutterung ist als
schwarze gestrichelte Line gekennzeichnet; fiir tO liegen keine Daten vor. EE=Eichenextrakt-

anlage, RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

Die Konzentration auf DEV-Agar kultivierter wasserassoziierter Bakterien lag zwischen 103
und 10° KBE/ml Wasser (Tabelle 15, Abbildung 56). Die EE-Anlage zeigte eine signifikante
Abnahme der Konzentration kultivierbarer Bakterien zwischen t0 und t3, aber im darauf fol-
genden Verlauf des Experimentes keine weiteren signifikanten Veranderungen, auch nicht im
Zusammenhang mit der durchgefiihrten Blutfutterung. In der SB-Anlage kam es zwei Wochen
nach der Blutfltterung (t6) zu einem signifikanten Anstieg der Konzentration auf DEV-Agar
kultivierter Bakterien. AnschlieRend nahm die Konzentration wieder signifikant ab (zwischen
t6 und t10). Gleiches gilt fur die EE-Anlage. In der RO-Anlage kam es bereits direkt nach der
Blutfutterung (t5) zu einem signifikanten Anstieg der auf DEV-Agar kultivierten wasserasso-
ziierten Bakterien. Die Konzentration blieb erhéht (t6) und nahm erst zu t10 wieder signifikant
ab.



Kapitel 3: Durchfiihrung der Versuche und Ergebnisse 124

Tabelle 15: Konzentration auf DEV kultivierte wasserassoziierte Bakterien in den drei Versuchsanlagen,
Fatterungsversuch 3. Die Konzentration kultivierbarer Bakterien ist angegeben in
Koloniebildenden Einheiten (KBE)/ml Wasser je Probenahmezeitpunkt tx (Angabe in
Wochen). EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

DEV EE-Anlage RO-Anlage SB-Anlage
t0 9,1 (0,1) x10° 1,4 (+0,3) x10° 7,9 (£0,6) x10°
t3 4,0 (£1,0) x10° 2,6 (+0,1) x10° 4,6 (+0,3) x10°
t5 2,9 (+0,5) x10° 1,6 (+0,4) x10* 7,6 (£1,2) x10°
t6 4,2 (+0,7) x10° 9,8 (+4,0) x10° 2,2 (+0,5) x10*
t10 2,2 (+0,5) x10° 1,4 (+0,2) x10° 7,2 (£2,6) x10°
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Abbildung 56: Konzentration auf DEV-Agar kultivierbarer wasserassoziierter Bakterien in den Anlagen
Futterungsversuch 3, angegeben als Koloniebildende Einheiten (KBE)/ml Wasser. Dargestellt
i. F. eines Balkendiagramms mit statistischer Auswertung (ANOVA-Analyse mit Tukey Test,
SigmaPlot; unterschiedliche Buchstaben zeigen statistisch signifikante Unterschiede, p < 0,05).
Gezeigt sind Konzentrationen kultivierbarer Bakterien als Koloniebildende Einheiten (KBE)/ml
Wasserprobe in logarithmischer Darstellung je Probenahmezeitpunkt und Anlage. Dargestellt
sind Mittelwerte fir jeweils drei parallel geschalteten Aquarien mit Standardabweichungen. Die
Unterschiede, die sich zwischen den dreifachen Ausplattierungen je Aquarienprobe ergaben,
wurden durch Fehlerfortpflanzung mitberucksichtigt. tx: Probenahmezeitpunkte angegeben in
Wochen. Der Zeitpunkt der Blutfltterung ist als schwarze gestrichelte Line markiert.

EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

Zwischen den Anlagen konnten vereinzelt signifikante Unterschiede beobachtete werden, etwa
signifikant hohere Konzentration an kultivierbaren Bakterien in der EE-Anlage im Vergleich
zu der SB-Anlage zwei Wochen nach der Blutfiitterung und am Ende des Experimentes. Direkt
vor und nach der Blutfltterung waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den Anlagen

zu beobachten.

Eine erste Betrachtung der Koloniemorphologie-Typen der Kkultivierbaren Bakterien zeigte
deutliche Unterschiede in der Abundanz verschiedener Bakterien in den Anlagen. Die abun-
dantesten Kolonien wurden vereinzelt und die Reinkulturen tGber molekulare Fingerprintana-
lyse vergleichend untersucht und iber 16S rRNA Gensequenzierung phylogenetisch identifi-
ziert. Insgesamt wurden von den auf DEV-Agar kultivierten Bakterien 170 der abundantesten
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Kolonien ausgewahlt und die entsprechenden Bakterien in Reinkultur gebracht und tber parti-
elle 16S rRNA Gensequenzierung (ca. 1.600 nt) phylogenetisch identifiziert. Hierzu wurden
die Isolate uber eine BLAST-Analyse der 16S rRNA Gensequenzen in der EzTaxon Typstamm-
datenbank (Kim et al. 2012) auf Gattungsebene zugeordnet. Die gewonnenen Isolate wurden
drei Phyla zugeordnet, den Actinobacteria (75 Isolate), Bacteroidetes (30 Isolate) und Prote-

obacteria (65 Isolate) (Alpha-, Beta- und Gammaproteobacteria) (Abbildung 57).
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Abbildung 57: Relative Abundanz der abundantesten auf DEV-Agar kultivierten Bakterien aus den
Aquarienwasserproben der Versuchsanlagen Fltterungsversuch 3. Vergleich der Abundanz
detektierter Gattungen bei der Kultivierung in den verschiedenen Anlagen. Insgesamt wurden

129 Isolate analysiert (n = Anzahl Isolate).
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Die 129 Isolate wurden innerhalb der drei Phyla 25 verschiedenen Gattungen zugeordnet. Da-
von waren sieben Gattungen in allen Anlagen zu finden (Mycobacterium, Microbacterium,
Chryseobacterium, Flavobacterium, Ochrobactrum, Sphingopyxis und Pseudoxanthomonas).
Isolate die den Gattungen Cupriavidus, Variovorax, Comamonas, Bosea und Brevundimonas
zugeordnet wurden, wurden ausschliel3lich vor der Blutfutterung isoliert. Dagegen wurden Iso-
late, die den Gattungen Tahibacter, Morganella, Aeromonas, Delftia, Aminobacter, Rhizobium,
Pedobacter und Agrococcus zugeordnet wurden, nur nach der Blutfltterung detektiert. Die Gat-
tungen Rhizobium und Morganella wurden nur aus den Wasserproben der EE-Anlage isoliert
und die Gattung Aminobacter nur aus den Wasserproben der RO-Anlage. Die Gattungen Bosea
und Morganella wurden nur aus der SB-Anlage isoliert. Die haufigsten Gattungen (mehr als
drei Nachweise) waren Mycobacterium, Nocardia, Microbacterium, Chryseobacterium,
Flavobacterium, Pedobacter, Ochrobactrum, Sphingopyxis, Pseudomonas und Pseudoxantho-
monas. Die weiteren Gattungen waren mit ein bis drei Isolaten vertreten und somit Einzelnach-
weise (Abbildung 58).
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o o (=] <
Phylum Familie Gattung SR S8R OE SN O
Actinobacteria r Mycobacteriaceae Mycobacterium 312)2]2 3[1]3|2|1||a]2]2]1]|1]|] 29
Nocardiaceae Nocardia 1f1f1]1 il 11 1 8
Rhodococcus 1 1
Microbacteriaceae Microbacterium 2 1 1j1)1ff1 1 1 9
- Agrococcus 1)1 2
Bacteroidetes [ Flavobacteriaceae Chryseobacterium 1]1 1 1f1f1]2 1f1]1 1
Flavobacterium T 1 1[1]1 1 6
L Sphingobacteriaceae Pedobacter 2 1 3
Alphaproteobacteria [ Caulobacteraceae Brevundimonas 1 1
Brucellaceae Ochrobactrum 2(1]1]1 1)2 1|2 1"
Methylobacteriaceae Bosea & 1
Sphingomonadaceae Sphingomonas T 1
Sphingopyxis 4 1]1]2]|3]1 it 3 16
Rhizobiaceae Rhizobium 1 1
~ Phyllobacteriaceae Aminobacter 1 1
Betaproteobacteria Comamonadaceae Acidovorax 1 1 2
Variovorax 1 1
- Ralstonia_f Cupriavidus 1 1
Gammaproteobacteria Aeromonadaceae Aeromonas 1|1 2
Enterobacteriaceae Morganella 1 1
Pseudomonadaceae Pseudomonas 1 1 1 3
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Abbildung 58: Auftreten abundanter, auf DEV-Agar kultivierter Bakterien aus Aquarienwasserproben zu
verschiedenen Probennahmezeitpunkten in den Versuchsanlagen, Fitterungsversuch 3. Anzahl
analysierter Isolate in den Anlagen: EE: 41, RO: 39, SB: 49. Die Zuordnung erfolgte tber eine
BLAST-Analyse der 16S rRNA Gensequenzen in der Typstammdatenbank EzTaxon (Kim et

al. 2011). EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.
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Ein Vergleich bewachsener Agar-Platten (Verdinnungsstufe 10°) vor und nach der Blutfiitte-
rung zeigte eine deutliche Veranderung (mehr Kolonien pro Agar-Platte) bei der RO-Anlage.
Insbesondere die Konzentration von kleinen orangen Kolonien mit glattem Rand hat nach der
Blutfutterung zugenommen. Diese wurden als Chryseobacterium ssp. identifiziert. Die EE-
Anlage zeigte keine Verdnderung der abundanten wasserassoziierten auf DEV-Agar kultivier-
ten Bakterien (Abbildung A7).

3.1.8.6 Sterberaten und Gewichte der Blutegel in Fltterungsversuch 3

Die Sterberaten bei den Blutegeln lagen vor der Futterung bei maximal 1%. Kurz vor der Fut-
terung starb in der RO-Anlage eine relevante Anzahl an Blutegeln. Dieses Sterben setzte sich
fort, am 18.10.2014 waren in der RO-Anlage rd. 44% (657 Blutegel) der Tiere gestorben
(Tabelle 16, Abbildung 59). Daher wurde der Versuch in der RO-Anlage abgebrochen. Bis zum
15.11.2014 starben in den beiden verbliebenen Anlagen in etwa gleich viele Blutegel. Ab die-
sem Datum stieg die Sterberate in der EE-Anlage ebenfalls stark an. Auch der Versuch in der
EE-Anlage wurde daher am 10.01.2015 abgebrochen, bis hierhin waren in der EE-Anlage rd.
40,5% (607 Tiere) gestorben (Abbildung 60). Bis zum Versuchsende am 23.02.2015 starben in
der SB-Anlage rd. 19,5% (292 Blutegel) (Abbildung 61). Abbildung 63 zeigt den Verlauf des
Sterbens in den Anlagen kumuliert.
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Tabelle 16: Sterberaten (%) und Anzahl der gestorbenen Blutegel in den Anlagen des Fiitterungsversuchs 3
vor und nach der Fitterung (18.10.2014) (Mittelwerte und Standardabweichung SD der
drei parallel analysierten Aquarien). Wegen der hohen Sterberate in der RO-Anlage wurde
diese auBer Betrieb genommen. EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage,

SB=Schwimmsandfilteranlage.

Sterberaten EE-Anlage RO-Anlage SB-Anlage
Vor Fitterung 0 Stk. 18 Stk. 0 Stk.
SD 0 1 0

Vor Futterung 0% 1% 0%
SD 0 0 0
Nach Fitterung 40 Stk. 657 Stk. 46 Stk.
SD 1 12 1
Nach Fitterung 2% 44% 3%
SD 2 4 2
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Abbildung 59: Sterberaten (in %) der Blutegel je Anlage vor und nach der Blutflitterung in Fitterungs-
versuch 3. Die Sterberaten der Blutegel aus den Anlagen mit verschiedenen Wasserbehand-
lungen bis zum 18.10.2014 wurden mittels Multivarianzanalyse statistisch verglichen (ANO-
VA-Analyse mit Tukey Test; SigmaPlot, SYSTAT); unterschiedliche Buchstaben zeigen
statistisch signifikante Unterschiede, p < 0,05. Mittelwerte und Standardabweichungen beruhen
auf den Werten der drei parallel untersuchten Aquarien je Anlagenvariante. Zum Zeitpunkt
dieser Auszéhlung wurde die RO-Anlage auer Betrieb genommen. EE=Eichenextraktanlage,

RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.
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Abbildung 60: Sterberaten (in %) der Blutegel je Anlage vor und nach der Blutfitterung in
Futterungsversuch 3. Die Sterberaten der Blutegel aus den Anlagen mit verschiedenen
Wasserbehandlungen bis zum 10.01.2015 wurden mittels Multivarianzanalyse statistisch
verglichen (ANOVA-Analyse mit Tukey Test; SigmaPlot, SYSTAT); unterschiedliche
Buchstaben zeigen statistisch signifikante Unterschiede, p < 0,05. Mittelwerte und
Standardabweichungen beruhen auf den Werten der drei parallel untersuchten Aquarien je
Anlagenvariante. Zum Zeitpunkt dieser Auszéhlung wurde die EE-Anlage auller Betrieb
genommen. EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage,

SB=Schwimmsandfilteranlage.
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Abbildung 61: Sterberaten (in %) der Blutegel je Anlage vor und nach der Blutfltterung in Fitterungs-
versuch 3. Die Sterberaten der Blutegel aus den Anlagen mit verschiedenen Wasserbehand-
lungen bis zum 23.02.2015 wurden mittels Multivarianzanalyse statistisch verglichen (ANO-
VA-Analyse mit Tukey Test; SigmaPlot, SYSTAT); unterschiedliche Buchstaben zeigen
statistisch signifikante Unterschiede, p < 0,05. Mittelwerte und Standardabweichungen beruhen
auf den Werten der drei parallel untersuchten Aquarien je Anlagenvariante. Auszéhlung der
SB-Anlage wurde zum Versuchsende vorgenommen. EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehr-
osmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

Die Blutegel aller Anlagen zeigten eine signifikante Gewichtszunahme zwischen Beginn und
Ende des Versuches. Zwischen den Anlagen konnten keine signifikanten Unterschiede festge-
stellt werden. Die héchste Gewichtszunahme, auf 250 Blutegel bezogen, zeigte sich bei der RO-
Anlage mit 256 g Gesamtgewichtszunahme. Die anderen beiden Anlagen zeigten Gewichtszu-

nahmen von 217,9 g bei der SB-Anlage und 218,1 g bei der EE-Anlage (Tabelle 17, Abbildung
62).
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Tabelle 17: Gewicht von 250 gesunden Blutegeln zu Beginn und Ende des Fiitterungsversuchs 3, gelistet
fur die einzelnen Anlagen sind Mittelwert und Standardabweichung SD fir je drei parallel
gefuhrte Aquarien; Datum der Auswiegung: 17.10.2014. EE=Eichenextraktanlage,

RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

EE RO

SB

Gewichte (g) EE-Anlage RO-Anlage SB-Anlage
Besatz 168,3 ¢ 168,3 ¢ 168,3 ¢
SD 0g O0g 0g
Bei Auswiegung 386,4 ¢ 424,3 ¢ 386,20
SD 15,69 99,09 18,1g
700 +
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Abbildung 62: Gewichte von 250 gesunden Blutegeln zu Beginn und Ende des Fiitterungsversuchs 3.
Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der jeweils drei Aquarien pro Anlage.

Statistische Auswertung erfolgte jeweils zwischen den Anlagen bei Besatz und zum
Versuchsende (ANOVA-Analyse mit Tukey Test) wurde in SigmaPlot (SYSTAT)
durchgefihrt; unterschiedliche Buchstaben zeigen statistisch signifikante Unterschiede,

P <0,05. Mittelwerte und Standardabweichungen beruhen auf den Werten von drei parallel

geschalteten Aquarien je Anlage. EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage,

SB=Schwimmsandfilteranlage.
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Alle Blutegel waren bei Versuchsbeginn im gleichen Fitterungsstadium, die letzte Fltterung
lag ca. drei Monate zuruck. In den Anlagen waren aber groRe Unterschiede in der Bereitschaft
zur Futteraufnahme zu sehen (Tabelle 18). In der EE- und der SB-Anlage fraRen mit 99,2%
(EE-Anlage) bzw. 99,4% (SB-Anlage) fast alle Blutegel. Dagegen wollten in der RO-Anlage
nur 94% der Tiere Blut aufnehmen (Abbildung 65). Dies korrelierte mit dem Verhalten der
Blutegel, die in der RO-Anlage die deutlichsten Anzeichen von Unwohlsein zeigten. Auch der
friihe Beginn des Sterbens grolier Anzahlen von Blutegeln und die hohe Sterberate in der RO-

Anlage passen hiermit zusammen.

Tabelle 18: Anzahl und Rate (%) der Blutegel, die bei der Fitterung in Fiitterungsversuch 3 nicht gefressen
haben, aufgeteilt nach Aquarien und je Anlage zusammen gefasst. EE=Eichenextraktanlage,

RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

Anlage Aguarium 1 | Aquarium2 | Aquarium 3 | Gesamt Stk. % gesamt
EE-Anlage 3 Stk. 4 Stk. 5 Stk. 12 Stk. 0,8%
RO-Anlage 20 Stk. 35 Stk. 33 Stk. 88 Stk. 6%

SB-Anlage 5 Stk. 3 Stk. 1 Stk. 9 Stk. 0,6%
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Abbildung 63: Verlauf und Anzahl der in Ftterungsversuch 3 verstorbenen Blutegel nach Anlagen,

kumuliert. EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsand-

filteranlage.

Am 17.10.2014 wurden die Uberlebenden Blutegel aus den Anlagen gezéhlt und gewogen. Der

Zeitpunkt wurde mit dem gleichen zeitlichen Abstand zur Fltterung festgelegt wie bei Fitte-

rungsversuch 1, um einen Vergleich zu ermdglichen. Bei den Gewichten je Blutegel zeigten

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Anlagen (Abbildung 64, Tabelle 19).
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Abbildung 64:  Auswertung Durchschnittsgewichte von 250 Blutegeln am 17.10.2014 in den Anlagen mit
Standardabweichung, Fltterungsversuch 3; unterschiedliche Buchstaben zeigen statistisch
signifikante Unterschiede, P < 0,05. Mittelwerte und Standardabweichungen beruhen auf den
Werten von drei parallel geschalteten Aquarien je Anlage. EE=Eichenextraktanlage,

RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

Tabelle 19: Gewichtszunahme der Blutegel nach Anlagen, Fitterungsversuch 3. Werte beziehen sich auf
250 Blutegel bzw. geben ein Durschnittsgewicht an (g). EE=Eichenextraktanlage,
RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.

Blutegelgewicht | Startgewicht Endgewicht | Gewichtszunahme | Mittelgew./Egel
EE-Anlage 168,26 g 449,81 g 281,54 g 1,13 g
RO-Anlage 168,26 g 424,34 ¢ 256,06 g 1,029
SB-Anlage 168,26 g 439,82 g 271,54 g 1,09 g
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Die Betriebssteuerung der drei Anlagen hinsichtlich Temperatur, pH, Filterstabilitat sowie
Hydraulik ist insgesamt zuverldssig verlaufen. Im Fitterungsversuch 3 gab es keine technisch
bedingten Kalamitaten.

Anzahl ungefiitterte BE/Anlage Fiitterungsversuch 3
100

90
80
70
60

W EE

50 m RO

Anzahl

msB
40

30

20
: I

Abbildung 65: Darstellung der Anzahl Blutegel, die keine Nahrung aufgenommen haben,

Futterungsversuch 3; Zahlen wurden je Anlage aus drei Aquarien kumuliert.

EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.
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3.1.8.7 Zusammenfassung der Ergebnisse aus Futterungsversuch 3

Verfahrenstechnisch funktionierten die Anlagen problemlos, alle Komponenten arbeiteten zu-
verl&ssig. Die verwendeten Filter waren in der Lage, innerhalb kurzer Zeit Ammonium zu Nitrit
und Nitrit zu Nitrat zu oxidieren. Nitrat kumulierte und daher mussten insbesondere nach der
Futterung Wasserwechsel durchgefiihrt werden. Bei den Blutegeln konnte die stark erhéhte
Sterblichkeit und das schlechte Fressverhalten in der RO-Anlage in Futterungsversuch 2 repli-
ziert werden. Nicht repliziert werden konnte das Ergebnis aus dem Pilotversuch, das ungewohn-
lich grolRe und gesunde Tiere bei der Haltung in Eichenextraktwasser ausgewiesen hatte, auch
wenn die Uberlebensrate in Fiitterungsversuch 1 keinen Vorteil dieser Wasserbehandlung be-
legte. Da als Hauptparameter die Uberlebensrate und die Gesundheit der Blutegel herangezogen
wurde, scheinen die beiden Systeme mit niedrigem pH in der untersuchten technischen Gestal-
tung als generelle Haltungsform nicht geeignet. Die SB-Anlage konnte die chemische Wasser-

qualitat dagegen in einem Bereich halten, der flr die Blutegel offenbar nicht abtraglich war.

Zu Beginn des Versuches waren alle eingesetzten Blutegel gesund. Da die pH-Werte in den
RO- und EE-Anlagen in den ersten Wochen des Experimentes langsam abgesenkt wurden, war
kein auffalliges Unwohlsein der Blutegel zu beobachten. Zu sehen war, dass die Blutegel in
diesen Anlagen teilweise flr wenige Tage das Wasser verlieRen. Die Blutegel konnten sich bei
dieser Anlagenfuhrung besser an den pH adaptieren als in Futterungsversuch 2. Starke pH-
Wert-Schwankungen wurden durch automatisierte Steuerungen vermieden. Das wiederum
flhrte zu deutlich weniger Stress bei den Blutegeln und zu einem sichtbar besseren Gesund-
heitszustand als bei Fltterungsversuch 2. Die Sterberaten in den EE- und SB-Anlagen waren
vor der Blutfiitterung gleich Null. Die Blutegel hatten bei der Ftterung das Blut gut aufgenom-
men. Erbrechen von Futterungsblut zeigte sich wenige Tage nach der Blutfltterung in allen
Anlagen. Die Zunahme der Konzentration kultivierbarer Bakterien im Aquarienwasser war
durch die Futterung weniger stark beeinflusst als in Fltterungsversuch 2. Nach der Blutfitte-
rung stieg die Sterberate der Blutegel in allen Anlagen signifikant an, war aber, mit Ausnahme
der RO-Anlage, relativ gering. Die Gewichtszunahme pro gesundem Blutegel war in der RO-
Anlage am grofRten, allerdings zeigten die Gewichte der gesunden Blutegel bei der Auszéhlung

zwischen den Anlagen keine signifikanten Unterschiede.

Die Zunahme der Konzentration kultivierbarer Bakterien beruhte bei den verschiedenen Be-
handlungssystemen generell auf der VVerédnderung der relativen Abundanz einzelner wasseras-

soziierten Bakteriengruppen, z.B. den Chryseobakterien.
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Die Futterungstechnik, die ein Belassen der Blutegel in den Aquarien, wenn auch mit stark
reduziertem Wasserstand beinhaltet, bedeutet erkennbar weniger Stress fur die Tiere, da sie
nicht gefangen werden mussten und sich die physikalische und chemische Wasserqualitét bis
zur Futterung nicht wesentlich &ndert. Erst mit der Vermischung des Aquarienwassers mit Fit-

terungsblut andert sich dies, flhrt aber nicht zu erkennbarem Stress fur die Tiere.
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4 Diskussion

Die gewerbsmalRige Blutegelvermehrung findet in der westlichen Welt erst seit einigen Jahren
statt. Nur eine kleine Zahl von Betrieben befasst sich mit der ,,Herstellung® dieses Arzneimit-
tels, therapeutisch werden Uberwiegend aus der Natur entnommene Blutegel eingesetzt. In
Deutschland bietet ausschliel3lich eine Firma (bbez) legal Zuchtegel an. Im Jahr 2015 wurden
von der bbez 350.000 Tiere verkauft, davon waren nur rd. 20% (rd. 70.000) Zuchtegel, 80%
waren importierte Tiere (rd. 280.000 Blutegel). Der zweite deutsche Anbieter (Animalpharma
GmbH, Weismain) hat im Jahr 2015 rd. 122.000 Tiere verkauft, ausschlie3lich importierte
Wildtiere. Dem deutschen Markt standen somit 402.000 Importegel und 70.000 Zuchttiere zur
Verfligung (Zahlen aus Angaben der beiden Firmen). Im Zusammenhang mit der Einstufung
der Tiere als Fertigarzneimittel steigen die Anspriiche an die Sicherheit des Arzneimittels deut-
lich an, hinzu kommt die Forderung der Zulassungsbehorde, dass die Hersteller in absehbarer
Zeit nur noch gezuchtete Blutegel anbieten sollen (siehe 1.1). Eine vollstandige Kontrolle des
komplexen ,,Herstellungsprozesses wird in diesem Zusammenhang wichtiger, ebenso die
Wirtschaftlichkeit. Nur in intensiver Haltung kdnnen Blutegel wirtschaftlich hergestellt wer-
den, den Bedarf mit Tieren zu decken, die aus der Natur entnommen wurden, ware nicht nach-
haltig, zumal die Bestdnde regional durchaus stark schwanken konnen. Dies fiihrt, wie bei-
spielsweise zurzeit in Serbien, zu Fangverboten durch die Naturschutzbehorden. Die
natirlichen Bestande in den Donau- und Save-Einzugsgebieten Serbiens galten lange als uner-
schopflich. Somit dient die Herstellung von Blutegeln fiir den medizinischen Bedarf in Zucht-

betrieben auch dem Arterhalt.

Untersuchungen oder Veréffentlichungen, die sich umfassend mit den Lebensbedingungen von
H. verbana in Intensivhaltung befassen, existieren nicht. Untersuchungen von Wilkin &
Scofield (1991) zeigten, dass wild lebende Blutegel nur sehr langsam an Gewicht zulegten und
nur wenige Tiere in dem Beobachtungszeitraum trachtig wurden. 79% der Uberwachten Blut-
egel konnten geringfligig an Gewicht zulegen, 39% verloren hingegen Kérpermasse. Es kann
daher nicht vom Gewicht resp. der Grole eines Blutegels auf sein Alter geschlossen werden.
Ein Grund fur das Wachstumsverhalten der Wildegel ist vermutlich, dass diese nicht immer
dann einen passenden Wirt finden, wenn sie die nachste Blutmahlzeit aufnehmen koénnten, also
wieder hungrig sind. Dagegen wurde den Tieren im Fitterungsregime immer dann Futter an-
geboten, wenn ihr Verhalten auf Hunger hindeutete. Im Maximum erreichte ein mit Rinderblut
gefutterter H. medicinalis 300 Tage nach dem Schltpfen rd. 29 Gramm (Wilkin & Scofield
1991). Davies & McLoughlin (1996) erzielten mit regelméiigen Futterungen alle 30-32 Tage

Zuwaéchse von Fltterung zu Fltterung, was sich unmittelbar auf die Wirtschaftlichkeit auswirkt,
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wenn eine relevante Anzahl von Blutegeln die Futterungen und Haltung gesund absolviert. Ein
Futterungsregime, das den Haltungsbedingungen angepasst ist, kann das Wachstum der Blut-
egel stark beschleunigen. Mit einem Fltterungsregime einher gehen Fltterungen immer dann,
wenn die Blutegel wieder Nahrung aufzunehmen bereit sind, die Tiere fressen also deutlich
haufiger, als sie das im natlrlichen Habitat kdnnen, wenn auch die aufgenommene Masse an
Blut pro Mahlzeit niedriger ist als bei Tieren, die schon lange hungern (Davies & McLoughlin
1996). Da Blutegel erst ab einem bestimmten Gewicht (bei H. medicinalis rd. 3-13 Gramm)
Kokons produzieren kénnen (Davies & McLoughlin 1996; Wilkin & Scofield 1991), (eigene
Untersuchungen an H. verbana decken sich hiermit) reduziert sich mit einem Fltterungsregime

auch die Zeit bis zur ersten und weiteren Kokonablagen (Davies & McLoughlin 1996).

Blutegel sind nur auf den ersten Blick anspruchslose Tiere, ihre Haltung und Vermehrung be-
darf vor allem anderer VVerfahren als sonstige aquatische Lebewesen, auch wenn diese ebenfalls
hohen Qualitatsanforderungen geniigen missen, wie beispielsweise Speisefische. Da zu den
Anspriichen von Blutegeln an die Wasserqualitat keine eingehenden Untersuchungen existie-
ren, wurde auf Angaben zu Fischen zuriickgegriffen. In der Literatur finden sich folgende Daten

zu den Anspriichen von Fischen an die chemische Wasserqualitét (Tabelle 20):

Tabelle 20: Minimalanspriiche von Fischen an die Wasserqualitat, ausgewahlte Parameter (Wildgoose
2001; El-Shafai et al. 2004).

Parameter Grenzwert Bemerkung

Ammonium NH4* 0 mg/l pH-abhéngig

Nitrit NO2 <0,1 mg/I pH-abhéngig, temperaturabhangig
Nitrat NO3" <50 mg/l

Sauerstoffgehalt 100% Séttigung Mindestens 6 mg/I
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Typischerweise steigt bei der Blutegel-Haltung nach einer Fiitterung die Konzentration von
Ammonium (NH4" bis ca. 7,5 mg/l), etwas zeitversetzt die von Nitrit (NO2™ bis ca. 5,5 mg/l)
steil an. Nitrat (NO3") konzentrierte sich trotz (Teil-)Wasserwechsel im Versuchsverlauf suk-
zessive bis Uber 200 mg/l auf (Abbildungen 20, 25, 33 und 52), die Konzentration nahm in
Futterungsversuch 3 dann aber auch wieder ab, ohne dass klar ist, wo der Abbau stattfindet
(Abbildung 52). Die jeweiligen Konzentrationen im Wasser lagen wenige Tage nach der Fut-
terung deutlich tiber den fur Fische akzeptablen Konzentrationen. Biologische Filter bendtigen
einige Wochen, um eine ausreichende Reinigungsleistung zu haben (Fitzgerald et al. 2015; Hall
1999). In den Perioden zwischen den Blutegelfttterungen, die bis zu mehreren Monaten dauern,
konnen die Mikroorganismen in den Filtern mangels Nahrung teilweise wieder absterben und
stehen bei einem ndchsten Konzentrationsanstieg nach einer Blutegelfitterung nicht mehr
in wirkungsvoller Abundanz zur Verfligung. Die Fltterung der Filterbakterien mittels einer
Ammoniumverbindung als Vorbereitung fir den nach der Blutegelfitterung entstehenden Kon-
zentrationspeak bei Ammonium hat sich als machbar und zielfuhrend erwiesen, diese Technik
wurde in der Produktion der bbez etabliert.

In Biofiltern, die in aquaristischen Kreislaufsystemen (RAS) fur die Fischzucht eingesetzt wer-
den, wurden tberwiegend Ammonium oxidierende Archaeen (AOA) gefunden (Fernandez-
Guerra et al. 2012). Bei Untersuchungen in den Filtern des Futterungsversuchs 3 konnten keine
Archaeen, lediglich Ammonium oxidierende Bakterien detektiert werden. Dies deutet darauf
hin, dass bei der Blutegelhaltung andere chemische Verhaltnisse im Haltungswasser vorherr-
schen als bei der Fischhaltung. Nitrospira zeigten in den Filtern der Fitterungsversuchs 3 die
grofRte relative Abundanz (Tabelle A4).

Neuere wissenschaftliche Untersuchungen haben gezeigt, dass bestimmte Nitrospira nicht, wie
bisher angenommen, die Nitrifikation zwangslaufig in zwei separaten Schritten durchfihren,

sondern in der Lage sein kdnnen, Ammonium direkt zu Nitrat zu oxidieren (Daims et al. 2015).

Die mikrobiologischen Untersuchungen zeigten, dass die unterschiedlichen Wasserbehand-
lungssysteme einen Effekt auf die Abundanz und Zusammensetzung der wasserassoziierten
Bakteriengemeinschaften hatten. Im Vergleich zu dem Futterungsversuch 1 waren die Schwan-
kungen beim Ftterungsversuch 3 weniger stark. Die Blutfutterung fiihrte bei den unterschied-
lichen Behandlungssystemen zu zeitlich unterschiedlichen Effekten. Diese Unterschiede muss-
ten in einem weiteren Schritt z. B. mit dem Erbrechen der Blutegel oder mit Veranderung
anderer Wasserparametern (etwa Ammonium- oder Nitrit-Konzentrationen) korreliert werden

um sie erklaren zu kénnen.
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Die hohe Mortalitatsrate bei den Blutegeln nach Fltterungen wurde anfangs, im Ruckgriff auf
Untersuchungen bei Fischen, auf die erhdhte Konzentration der Stickstoffverbindungen im Hal-
tungswasser zurtick gefiihrt. Daher war der erste Ansatz zur Reduzierung der Mortalitat die
Aufbereitung des Haltungswassers mittels verschiedener Wasserreinigungstechniken und somit
die Verhinderung starker Konzentrationsanstiege bei den N-Produkten. Die eingesetzten Tech-
niken zeigten unterschiedliche biologisch-chemische Reinigungsleistungen und -dynamiken.
Eine Ammonium- und nachfolgende Nitritoxidation wurde sowohl in der RO- als auch der SB-
Anlage in Gang gebracht und konnte stabil geftihrt werden (3.1.8.2). Allerdings zeigt sich bei
den Blutegeln nach der Fltterung eine erhéhte Anzahl von Einschniirungen, die gemeinhin mit
Erkrankung in Verbindung gesetzt werden (Michalsen & Roth 2012). Mit der Abnahme der
Ammonium- und Nitritkonzentrationen in den Aquarien nahm auch die Anzahl der Einschnii-

rungen wieder ab, ein grof3er Teil verschwand wieder vollstandig.

Dass die Blutegel deutlich héhere Konzentrationen aller drei genannten N-Verbindungen tole-
rieren, ohne Anzeichen von Unwohlsein zu zeigen, ergaben spéater eigene Versuche. Hierdurch
riickte bei der Suche nach den Griinden fiir die Ausfélle die egelassoziierte und wasserassozi-

ierte Mikrobiologie in den Fokus.

Kritisch ist bei der Aufzucht der Blutegel insbesondere die Zeit nach der Futterung, wobei die
ersten beiden Fitterungen meist besser vertragen werden als weitere Fitterungen und es nur
wenige Ausfélle (Versterben, Erkranken) gibt. Die Blutegel scheiden Verdauungsprodukte,
uberwiegend Stickstoffverbindungen, aus und erbrechen 6fter Teile ihrer Blutmahlzeit. Im Hal-
tungswasser werden nur vier Substanzen in erheblichem Umfang gefunden, die Ausscheidungs-
produkte der Blutegel sind: Kohlendioxid, Ammonium, Harnstoff (CHsN20) sowie Stoffe aus
dem Abbau des Blutpigments (Lotz et al. 1970). Es wurde davon ausgegangen, dass diese Sub-
stanzen das Wohlbefinden der Blutegel beeintrachtigen und ihr Immunsystem belasten. Orien-
tiert man sich an den oben genannten Werten fur Speise- und Zierfische, sind die Haltungsbe-
dingungen bei Blutegeln zumindest kurzzeitig, insbesondere nach Futterungen, regelméaliig
ungeniigend. Dartber hinaus fordert (erbrochenes) Blut im Wasser bestimmte wasserassoziierte
Bakterien, die eventuell egelpathogen sind. Mikrobiologische Untersuchungen zeigen, dass
sich die Bakterienpopulationen im Zusammenhang mit der Blutfiitterung andern. Es ist davon
auszugehen, dass die genannten Faktoren, insbesondere in ihrer Addition, das Immunsystem
der Blutegel relevant belasten. Auch der Futterungsvorgang selber erscheint problematisch, da
die Simulation eines Saugvorgangs aus lebendem Gewebe mit toten Materialien technisch

schwierig zu realisieren ist. Dies kann zu einer zu groRen Aufnahme von Fitterungsblut und
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letztlich zu den genannten Problemen fiihren. Eine daran angepasste Futterungstechnik zu

entwickeln erscheint daher als wichtige Aufgabe fur die Zukuntft.

Betrachtet man die genannten Substanzen bei der Blutegelhaltung separat, zeigen sich die Blut-
egel sehr viel widerstandsfahiger als Fische. Eigene Versuche ergaben, dass Blutegel selbst
nach zwei Monaten bei stark erhéhten Konzentrationen von Ammonium (100 mg/l), Nitrit
(50 mg/l) und Nitrat (400 mg/l) im Haltungswasser keine Anzeichen von Unwohlsein oder gar
Erkrankung zeigen. Kommen solche (auch niedrigere) Spitzen aber in Kombination und zu-
sétzlich mit entsprechender mikrobiologischer Situation zusammen, reagieren die Blutegel mit
Zeichen fur Unwohlsein, Erkrankung oder Tod. Die Ursachen fur die Erkrankungen der Blut-
egel scheinen daher multifaktoriell zu sein. Eine gute Wasserqualitat, die weitgehend frei von
Stickstoffprodukten ist und zusétzlich eine moglichst geringe Abundanz von Bakterien auf-
weist, welche zusammen mit der Blutfltterung verstarkt auftreten kénnen, fordert vermutlich
die Gesundheit der Blutegel und fiihrt zu besseren Uberlebensraten. Der Einfluss der Stickstoff-
verbindungen alleine wurde vermutlich, in Ableitung aus der Fischzucht, tberschéatzt. Die in
dieser Arbeit beschriebenen Versuche haben gezeigt, dass Uibergreifende, kombinierte Wasser-
konditionierungen, die sowohl die physikalisch-chemische als auch die mikrobiologische Situ-
ation in den Haltungsgefalen beriicksichtigen, zu einer relevanten Verbesserung der Uberle-

bensraten der Blutegel fiihren kbnnen.

Der Pilotversuch ergab Hinweise darauf, dass Blutegel ein leicht saures Wasser bevorzugen
und darin gesunder sind. Das deckt sich auch mit Hinweisen in der Literatur (Michalsen & Roth
2012; Kuppe 1977; Cesur 2009). Diese Bevorzugung leicht sauren Wassers konnte in den wei-
teren Versuchen nicht bestatigt werden, weder Zugabe von Eichenextrakt noch die Einbringung
von CO:; fiihrte zu einem positiven Effekt hinsichtlich der Gesundheit der Tiere, obwohl sich
die Bakterienpopulationen durchaus veranderten. Eigene Untersuchungen der Wasserzusam-
mensetzung in vier naturlichen Habitaten im Donaugebiet und an der Save zeigten, dass dort
pH-Werte zwischen 7,3 und 8,6 vorlagen (Tabelle Al). Das in der bbez verwendete Trinkwas-

ser in Biebertal ist demnach mit pH 7,55 diesbezuglich geeignet fur die Haltung der Blutegel.

Die Konzentrationsschwankungen bei den verschiedenen geldsten Substanzen, welche bei den
geringen Wasservolumina in den tblichen Haltungsglasern (rd. 4 | Wasser) auftreten, sind in
Kreislaufanlagen sehr stark geddmpft. Kreislaufanlagen sind daher geeignet, den Blutegeln
rapide Anderungen in ihrem kinstlichen Habitat (Temperatur, diverse mikrobiologische, phy-
sikalische und chemische Parameter) weitgehend zu ersparen und sie weniger durch Reini-

gungs- und Wartungsarbeiten an den Behaltern zu storen. Die Tiere liegen in RAS Uber lange
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Phasen ruhig am Behalterboden, mdglichst versteckt. Evident ist die stark verminderte physi-
sche Storung der Blutegel durch die stark verminderten Manipulationen an und in den Aqua-
rien. Diese Anlagen sind auch verfahrenstechnisch mit entsprechenden Regeleinrichtungen
prozessstabil zu betreiben. Selbst wenn in einem einzelnen Aquarium die Konzentration eines
Stickstoffproduktes anstieg, wirkte sich das kaum auf die hydraulisch verbundenen weiteren
Aquarien aus. Eingeschleifte technische Hygienisierungseinrichtungen (UV-Anlagen, Ozoni-
sierung, Ultraschall) reduzieren die Abundanzen verschiedener Bakterien deutlich. Es besteht
aber die Mdglichkeit, dass solche desinfizierend wirkenden Komponenten unter Umsténden
egelpathogene Mikroorganismen, im Gegensatz zu den teils symbiontischen egelassoziierten
,Niitzlingen®, fordern konnten (De Schryver & Vadstein 2014). Dieser Aspekt sollte weiter
untersucht werden, ebenso wie die Méglichkeit, probiotische Organismen zu identifizieren und
gezielt einzusetzen (Hai 2015; Gatesoupe 1999). Weiter untersucht werden sollte, welche Bak-
terien welchen Einfluss auf die Gesundheit der Blutegel haben und welche Bakterien welche
Krankheit ausldsen kénnen. Auch wurde bisher eine LC 50 oder LC 100 (Konzentration, bei
der 50 bzw. 100% der Blutegel sterben) fir die Stickstoffverbindungen im Wasser nicht ermit-
telt.

Ebenfalls betrachtet wurden die Bedurfnisse der Blutegel hinsichtlich ihrer Mdglichkeiten, sich
artgerecht zu verhalten. So ist es den Tieren in der Intensivhaltung unmaglich, sich in Glasern
und Aquarien ohne jegliche Einrichtung zu verstecken. Dies entspricht aber ihrem natirlichen
Verhalten, insbesondere nach einer Mahlzeit. In solchen Behéltnissen kann man sehr haufig
eine Clusterbildung beobachten. Vermutlich finden sich innerhalb der Cluster nach einiger Zeit
sauerstoffarme Verhaltnisse. Dartiber hinaus kdnnen die Blutegel sich von ihren abgeldsten
Hé&uten nicht radumlich trennen, so dass Organismen, die die Haute zersetzen, auch verstérkt in
Kontakt mit den Blutegeln kommen und pathogen sein konnten, auch dies gilt es zu untersu-
chen. Evident ist die Gefahr, dass der Hautungsprozess nicht vollstandig ablaufen, sich der
Blutegel also von dem abgeltsten Hautschlauch nicht richtig befreien kann. Das konnte eine
der Ursachen sein fiir umlaufende Einschniirungen, die ofter beobachtet werden (Michalsen &
Roth 2012) und die Tiere fur den Verkauf untauglich machen. Auch als Krankheitsauslser
oder -symptom kommen Einschnirungen in Frage. Bisher nicht untersucht ist, ob Blutegel

durch Parasiten angegriffen werden und darunter ggf. leiden.
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Wie schon erwahnt, sind auf und in dem Blutegel sowie im Haltungswasser mehrere Bakterien-
arten zu finden. Auch Enterobakterien werden bei den Qualitatsuntersuchungen immer wieder
gefunden. Aeromonaden und Mucinivorans sind Darmsymbionten des Blutegels, die das auf-
genommene Blut aufschliefen (Nelson & Graf 2012; Graf et al. 2013; Nelson et al. 2015).
Insbesondere Aeromonaden sind nach Vomieren im Aquarienwasser nachgewiesen worden.
Bakterien diverser Gattungen wurden im Aquarienwasser nur nach einer Blutfutterung nachge-
wiesen (3.1.7.4). Diese auf ihren Einfluss auf Wohlbefinden und Gesundheit der Blutegel zu

untersuchen kénnte Zusammenhange offenlegen.

Im Schleim der Blutegel wurden Proteobakterien der Familien Comamonadaceae und Methyl-
ophilaceae gefunden (Ott et al. 2015), bei denen denitrifizierende Fahigkeiten beschrieben sind
(Khan et al. 2002; Kalyuhznaya et al. 2009). Mdoglicherweise schiitzen sich die Blutegel so vor

dem Einfluss erhdhter Nitritkonzentrationen im Wasser.

Da sich in aquatischen Systemen die Lebensrdaume der pathogenen Mikroorganismen und der
Wirte vollstandig decken, geschieht hier eine Transmission viel unmittelbarer als bei landbe-
wohnenden Tieren (De Schryver & Vadstein 2014). Blutegel mit der angeborenen Immunant-
wort besitzen ein Abwehrsystem, das von Geburt an aktiv, aber nicht lernfahig ist (Storch &
Welsch 2005). Etabliert ist in der Aquakultur eine praventive Gabe von Antibiotika, um die
Tiere vor Infektionen zu schutzen. (Aldermann & Hastings 1998; Newman 2007). Da mit dem
Blutegel ein Fertigarzneimittel zur Verfligung gestellt wird und mit Resistenzbildungen bei
egelassoziierten Mikroorganismen zu rechnen ist (van Alphen et al. 2014; Giltner et al. 2013;
Graf et al. 2013), wird bei der Produktion von Blutegeln in der bbez kein Antibiotikum einge-

setzt.

Die von den Nephridien ausgeschiedenen Brevundimonas vesicularis, die wohl fur die Aufspal-
tung von Harnstoff zu Ammonium verantwortlich sind, gelten dagegen als unproblematisch
hinsichtlich ihrer Pathogenitat (Lotz et al. 1970). Sie konnten in unseren Untersuchungen nicht

gefunden werden.

In der Aquakultur erfolgt ein wesentlicher Eintrag organischer Substanz in das Haltungswasser
durch das regelméRig verabreichte Futter, sowie verstorbene Tiere. Nicht aufgenommenes Fut-
ter und die Kadaver sind wiederum Nahrungsgrundlage fir diverse Bakterien (Blancheton et
al. 2013), worunter auch egelpathogene sein kdnnten. Diese organische Substanz féllt bei der
Aufzucht von Fischen regelmé&Rig und kontinuierlich an, da sie entsprechend gefuttert werden.
Blutegel dagegen werden in grof3en zeitlichen Abstdnden geflttert (Tabelle 2), (Zulhisyam et
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al. 2011) und geben danach tber langere Zeitrdume Verdauungsprodukte ab. V6llig unvorher-
sehbar dagegen ist die Abgabe schon aufgenommenen Blutes durch Teilerbrechen der Mahizeit.
Zusammen mit dem Erbrochenen werden auch intestinale Bakterien in das Wasser abgegeben.
Hierzu gehdren im Wesentlichen Aeromonas veronii, sowie Morganella morganii (Graf et al.
2013; Nelson et al. 2015; Nelson & Graf 2012). Mucinivorans hirudinis (Rikenella-artige) sind
bisher nicht kultivierbar, da sie aber intestinal in den Blutegeln gefunden wurden, ist ihr Vor-
handensein im Habitatwasser der Blutegel nach Vomieren anzunehmen, als Anaerobier werden
sie aber nicht lange im Wasser Uberleben. Insbesondere bei Morganella morganii besteht der
Verdacht, dass sie egelpathogen sein kdnnten und z. B. die Rotbauchkrankheit auslésen kénnen.
Chryseobacterium ssp. werden in Aquakulturen regelmafiig bei erkrankten Forellen in Leber,
Niere und Kiemen gefunden (Zamora et al. 2012). Veroffentlichte Untersuchungen, die Egel-

krankheiten mit bestimmten Organismen in Zusammenhang bringen, sind nicht bekannt.

In RAS der Aquakultur werden insbesondere Nitrosococcus, Nitrospira und Nitrosomonas als
Ammoniumoxidierer beschrieben, die auch in den untersuchten Filtern gefunden wurden.
Nitrosomonas war insbesondere in dem Kanisterfilter (Druckfilter) der EE-Anlage mit relativer
Abundanz von 0,3% zu finden, in dem Kanisterfilter der RO-Anlage noch mit 0,7% und
im Sandfilter der SB-Anlage mit 0,4%. Nitrosococcus fand sich nur in dem Kanisterfilter der
EE-Anlage, mit 0,2% in niedriger Abundanz. Nitrospira hingegen wurde in allen drei unter-
suchten Filtern (Kanisterfilter der EE-, RO- und SB-Anlagen, sowie Sandfilter der SB-Anlage)
nachgewiesen. Eine schnellere oder starkere Ammoniumoxidation, oder auch Denitrifikation,
konnten in den EE- und RO-Anlagen jedoch nicht gemessen werden. Die héhere Abundanz

korreliert demnach nicht unbedingt mit der Abbauleistung der Filter.

Auf fiel, dass Nitrosomonas als Ammoniumoxidierer (rd. 3%), Nitrospira als Nitritoxidierer
(rd. 5%), sowie Bradyrhizobium als Denitrifikant (2,3%) in den Kanisterfiltern der EE-Anlage
mit relevanter Abundanz zu finden waren. Nitrosomonas und Bradyrhizobium waren die
abundantesten Bakteriengattungen der jeweiligen funktionellen Gruppe in der EE-Anlage,
gefolgt von der RO-Anlage und dem Kanisterfilter der SB-Anlage. Nitrospira war im Kanister-
filter der SB-Anlage in der groéfiten Abundanz (7%) zu finden, gefolgt von dem Kanisterfilter
der RO-Anlage (5,4%) und dem Kanisterfilter der EE-Anlage (5%). Das deutet darauf hin, dass

sich diese Bakterien in saurem Milieu (ca. pH 6,5) besser vermehren kdnnen.

Alle drei Bakteriengruppen (Ammonium-, Nitritoxidierer, Denitrifizierer) sind in dem
Schwimmsandfilter der SB-Anlage nur mit geringer relativer Abundanz zu finden. Das weist

auf eine grundlegend andere Abbaukinetik in diesem Filter hin.
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In RAS der Aquakultur, und auch in der Blutegelhaltung, entsteht Mulm (Schlamm), der sich
am Boden der Aquarien absetzt. Hierin wird die nitrifizierende Aktivitat von Pseudomonas,
Xanthomonadaceae, Rhodococcus und Shingomonas vermutet, die in der Abwasserreinigung
in Bereichen mit niedriger Sauerstoffkonzentration gefunden werden (Fitzgerald et al. 2015).
Blutegel trennen sich mehrmals wochentlich von ihrer duReren Epidermis in Form von Haut-
schlduchen (Lotz et al. 1970). Diese werden relativ langsam zersetzt, sie lassen sich oft tagelang
beobachten. Bei der Blutegelhaltung wird der Mulm regelmalig entfernt, da er mit den Haut-
schlduchen vermischt ist. Die Blutegel ruhen oft am Boden liegend, wenn sie sich bewegen,
wirbeln sie die Haute auf und diese werden eventuell von der Stromung im Aquarium erfasst
und an die Trennsiebe gezogen, an denen sie hangen bleiben. Um Blutegel an der Abwanderung
zu hindern, missen Trennsiebe, die Ablaufeinrichtungen von den Haltungsbereichen trennen,
sehr feinmaschig sein. Feinmaschige Siebe werden von den Hautschlauchen schnell partiell
oder ganz verschlossen, so dass es dazu kommen kann, dass der Zulauf starker ist als der Ablauf
und somit das Aquarium tberflutet wird. Liegen Blutegel am Boden, somit in dem Bereich, in
dem sich der Mulm ansammelt, fuhrt das zu langerem Kontakt der Blutegel mit der Bakterien-
gesellschaft in dem sauerstoffarmeren Milieu, in dem auch egelpathogene Bakterien vermutet
werden. Da in dem Mulm mikrobielle Verhaltnisse herrschen, die nicht steuerbar sind, und die
abgestreiften Haute zu Stérungen fuhren kdnnen, werden Ansammlungen von Mulm regelma-

Rig und flr die Blutegel stérungsarm abgesaugt.

Nitrat nahm im Verlauf der Fltterungsversuche in der Konzentration ab. Welche Bakterien den
Nitratabbau wo vornehmen, lasst sich nur vermuten. Die Denitrifikation wird tiberwiegend von
fakultativ anaeroben Bakterien, meist Proteobakterien, unter anaeroben Bedingungen durch-
gefuhrt (Konig et al. 2001). Pseudomonaden als Proteobakterien sind in der Lage, unter anae-
roben Bedingungen Nitrat (ber Nitrit, Stickstoffmonoxid und Distickstoffmonoxid zu denitri-
fizieren (Arat et al. 2015). Pseudomonaden konnten in den Filtern aller Anlagen nur in sehr
geringer relativer Abundanz nachgewiesen werden (Tabelle A4). Da der Mulm aus den
Egelaquarien regelmaRig abgesaugt wird, ist ein Vorkommen der Proteobakterien hier nicht zu

vermuten. Daher ist unklar, wo in den beschriebenen Anlagen die Denitrifikation stattfindet.

Der Einsatz gro3flachiger Trennsiebe, verbunden mit der regelméRigen Absaugung des Mulms,
stellt eine aus Betriebssicherheitsaspekten (magliche Verstopfung mit Uberlauf) und arbeitser-
gonomisch sichere und praktikable Losung dar. Durch direkt nebeneinander liegende Wasser-
niveaus vor und hinter dem jeweiligen Sieb l&sst sich der Verstopfungsgrad unmittelbar erken-
nen und im Bedarfsfall mittels einer Blrste leicht beseitigen. Diese Konstruktion erwies sich

als betriebssicher.
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Blutegel sind in der Lage, sich auf nahezu jedem Untergrund fest anzuhaften und zu bewegen.
In ein Aquarium mit Blutegeln zulaufendes Wasser muss daher im freien Auslauf eingeleitet
werden, da Blutegel auch in Schlduchen und Rohren gegen die Stromung wandern kdnnen.
Insgesamt soll ein zirkulierendes System mit so wenig Energie (z. B. Pumpenleistung) wie
maoglich betrieben werden. In drucklosen Systemen entstehen daher zwangslaufig mehrere
Pumpstrecken, eine Pumpe alleine kann ein solches System nur bedienen, wenn die Raumhdohe
die Nutzung der Schwerkraft (freier Auslauf) ermdglicht. Bei kompakten Systemen ist dies
mdoglich, aber oft schwierig. In der bbez wurde daher entschieden, zwei Pumpenstrecken je
Anlage einzusetzen. Da es in einem offenen, drucklosen System (mit z. B. freiem Auslauf) ohne
aufwendige Volumenmessung nahezu unmaoglich ist, die Forderleistung von zwei Pumpen zu
synchronisieren, missen Zwischenpuffer und Niveaumessungen bzw. -steuerungen eingebaut
werden. Da es sich hierbei um einfache niveauabhangige Ein-/Aus-Schaltungen handelt, war

auch das eingesetzte hydraulische System storungsunempfindlich.

Da sich die tiblicherweise in den Kanisterfiltern anzutreffenden Ammonium- und Nitritoxidie-
rer, sowie die Denitrifikanten, als K-Strategen eher langsam vermehren, sind auf bakteriellem
Umbau basierende Filter (z. B. Kanisterfilter, Biofilter) von sich aus nicht geeignet, stark
schwankende Konzentrationen mit hoher Abbaurate zu oxidieren oder zu reduzieren. Dazu wur-
den in der bbez mittlerweile Techniken entwickelt, die Filter mit einer Ammoniumverbindung
aufbauend so zu fittern, dass zum Zeitpunkt des Ammoniumpeaks im Haltungswasser durch
die Ausscheidungen der Blutegel der Filter schon eine hohe Leistungsfahigkeit beziglich der

Ammonium- und Nitritoxidation aufweist.

Die automatisierte Steuerung des pH-Wertes in den EE- und RO-Anlagen war in der Lage, ein
stabiles Milieu herzustellen, nachdem verschiedene Modifikationen durchgefiihrt wurden.
Hierbei spielt die Auswahl der optimalen Stelle fur die Online-Messung eine besondere Rolle,

um eine maximale Homogenitat im Gesamtsystem zu erreichen.
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3) Anhang
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Abbildung Al: Auswertung der Blutegelzahlen in den Aquarien, EE-Anlage Pilotversuch.
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Abbildung A2: Auswertung der Blutegelzahlen in den Aquarien, Bio-Anlage Pilotversuch.
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Abbildung A3: Auswertung der Blutegelzahlen in den Aquarien, HF/UV-Anlage Pilotversuch.
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Abbildung A4: Auswertung der Blutegelzahlen in den Aquarien, Os-Anlage Pilotversuch.
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Abbildung A5:  Auswertung der Blutegelzahlen in den Aquarien, Kontroll-Anlage Pilotversuch.
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Abbildung A6: Ubersicht der identifizierten, auf DEV kultivierten Bakterien der Wasserproben
Fatterungsversuch 1 zu den Zeitpunkten t6 (kurz vor Blutfiitterung) und t7,5 (kurz nach Blut-
futterung). Beispielplatten der Verdiinnungsstufe 10 auf dem Komplexmedium DEV.
Wichtigste Gattungen mit typischer Koloniemorphologie sind mit schwarzen Pfeilen gekenn-

zeichnet. EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage, SB=Schwimmsandfilteranlage.
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t3 t5

SB

Abbildung A7: Vergleich der abundantesten auf DEV kultivierten Bakterien der Wasserproben aus
den drei Anlagen Futterungsversuch 3, genommen vor (t3) und nach (t5) der Blutfutterung.
Beispielplatten der Verdinnungsstufe 10 auf dem Komplexmedium DEV. tx: Probenahme-
zeitpunkte, angegeben in Wochen. EE=Eichenextraktanlage, RO=Umkehrosmoseanlage,

SB=Schwimmsandfilteranlage.
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Tabelle Al: ausgesuchte Wasserparameter, gemessen in vier Teichen mit natlrlichen Vorkommen von H.

verbana in Rumanien (Teiche 1-3: Donaugebiet) und Serbien (Teich 4: Savegebiet)

Teich 1 Teich 2 Teich 3 Teich 4

KH (°dKH) 11 11 17 13
pH 7,7 7,8 8,6 7,3
GH (°dGH) 9 8 25 9
NH4* (mg/1) <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
NO; (mg/l) 0,025 <0,01 <0,01 <0,01
O2 (mg/l) 10 4 4 5
NOs™ (mg/l) <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
PO4 (mg/l) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
FE (mg/l) 1 1 0,1 0,6
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Tabelle A2: Komponenten des Speichelsekrets, (Michalsen & Roth 2012, S. 95), gedndert nach
Riicksprache m. d. Autor, basierend auf Angaben der Arbeiten von Baskova & Zavalova
(2001), Muller (2000, S. 99-117) und Sawyer (1986).

Substanz, nachgewiesen

Wirkung im Wirt

Hirudin

Hemmung der Blutgerinnung durch Bindung an Thrombin

Calin (Saratin)

Hemmung der Blutgerinnung durch Verhinderung der Bindung des
Von-Willenbrand- Faktors an Kollagen; Hemmung der kollagenvermit-

telten Plattchenaggregation

Destabilase Monomerisierende Aktivitat; 16st Fibrin auf: thrombolytisch
Hirustasin Serin-Proteinase; hemmt Kallikrein, Trypsin, Chymotrypsin und
neutrophiles Kathepsin G

Bdelline Antientziindlich; hemmen Trypsin, Plasmin und Acrosin

Hyaluronidase

»Spreading factor durch Viskositatserhdhung i. d. Interstitien, Antibio-

tikum

LDTI (leech- derived
tryptase inhibitor

Thryptaseinhibitor; hemmt die proteolytischen Enzyme der Mastzellen
des Wirts

Egline

Antientzlindlich, hemmen die Aktivitaten von alpha- Chymotrypsin,

Chymase, Subtilisin, Elastase und Kathepsin G

Inhibitor des Faktors Xa

Hemmt die Aktivitat des Gerinnungsfaktors Xa durch Bildung

eines equimolaren Komplexes

Hemmstoff von Komponenten des

Komplementsystems

Ggf. Ersatz beim Fehlen der natirlichen Hemmstoffe

Hemmstoff der Carboxy-

peptidase A

Erhoht den Bluteinstrom zur Bissstelle

Vermutet werden

Evtl. histaminahnliche Substanzen

Entziindungsférderung, GeféRerweiterung, Durchblutungsférderung

(Ursache fur Hautrétung, Juckreiz)

Acetylcholin

Neurotransmitter

Anésthetikum

Minimiert Stérung des Wirts (bisher unidentifiziert)

Tabelle A3: Beispielhafte Auflistung moglicher Indikationen firr die Blutegeltherapie
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Mdgliche Indikationen fir Blutegeltherapie (Auflistung It. Angaben Blutegeltherapeuten)

Arthritis

Rhizarthrose (Sattelgelenksarthrose)

Gonarthrose (Kniegelenksarthrose)

Epikondylitis (z. B. Tennisellenbogen)

Myogelosen (Muskelharte)

Varikose (Krampfader)

Venostase (Stockung vendse Blutzirkulation)

Thrombose (Blutgerinnsel in Blutgefal)

Phlebitis (Entziindung vendses Blutgefal?)

Hé&matom (Bluterguss)

Ulcus cruris (,,offenes Bein®)

Zyste

Tinnitus

Herpes Zoster

Diverse entziindliche Erkrankungen
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Tabelle A4: Ubersicht iiber Ammoniumoxidierer, Nitritoxidierer und Denitrifizierer aus den Filtern der

Anlagen, Fltterungsversuch 3; CF: Kanisterfilter, SF: Sandfilter.

Ammoniumoxidierer EE-CF | RO-CF | SB-CF | SB-SF
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Nitrosomonadales; Nitrosomonadaceae; Nitrosomonas ‘ 0,705 | 0,211 | 0,363
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Nitrosomonadales; Nitrosomonadaceae; Nitrosospira 0,007 | 0,006 | 0,003 | 0,030
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Chromatiales; Chromatiaceae; Nitrosococcus 0,021 | 0,000 | 0,000 | 0,001
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Nitrosomonadales; Nitrosomonadaceae; uncultured 0377 | 0,271 | 0,211 | 0,249
Nitritoxidierer
Bacteria; Nitrospirae; Nitrospira; Nitrospirales; Nitrospiraceae _E
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Bradyrhizobiaceae; Nitrobacter 0,022 | 0,005 | 0,001 | 0,001
Bacteria; Nitrospirae; Nitrospira; Nitrospirales; 4-29 0,001 | 0,000 | 0,001 | 0,000
Bacteria; Nitrospirae; Nitrospira; Nitrospirales; 0319-6A21 0,000 | 0,002 | 0,001 | 0,000
Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfobacterales; Nitrospinaceae; uncultured 0,000 | 0,003 | 0,000 | 0,000
Denitrifizierer
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Bradyrhizobiaceae; Bradyrhizobium 2,309 | 0,639 | 0,230 | 0,225
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Comamonadaceae; Comamonas 0,068 | 0,220 | 0,053 | 0,076
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Hydrogenophilales; Hydrogenophilaceae; Thiobacillus 0,010 | 0,007 | 0,051 | 0,000
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas 0,038 | 0,006 | 0,016 | 0,010
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Rhodocyclales; Rhodocyclaceae; Dechloromonas 0,130 | 0,020 | 0,013 | 0,001
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Alcaligenaceae; Achromobacter 0,041 | 0,000 | 0,007 | 0,126
Bacteria; Actinobacteria; Micrococcales; Micrococcaceae; Micrococcus 0,000 | 0,002 | 0,000 | 0,007
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Neisseriales; Neisseriaceae; Vogesella 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,003
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Serratia 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,004
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Alcaligenaceae; uncultured 0,016 | 0,001 | 0,000 | 0,011
0 0,01 0,1 0,5 1 9 -
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