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0.1 Zusammenfassung

Ziel des Projektes war es, die Verbreitung der potenziell tédlichen Amphibienkrankheit
Chytridiomykose in Osterreich zu untersuchen. Der Erreger der Krankheit Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd), ein aquatischer Pilz befallt die Haut von Amphibien und hat weltweit zu
teilweise dramatischen Amphibienrtickgangen gefihrt. In allen Bundeslandern mit Ausnahme
Tirols (Tirol wurde bereits 2009 bearbeitet) wurden insgesamt 1583 Amphibien mittels
Hautabstrich beprobt und fur die 75 Untersuchungsgewasser 9 Habitatparameter erhoben.
Zur Analyse der Proben wurde eine Analysemethode mit verbesserter Sensitivitat und
Kontrolle fir inhibierte (falsch negative Proben) entwickelt. Mit der neuen Methode wurde Bd
in 56% aller untersuchten Amphibienpopulationen nachgewiesen. Der Anteil befallener
Gewasser war in Ost- und Sidostdsterreich, sowie Vorarlberg am hdchsten. In 82% der
Augewasser und 78% der Gewasser mit kommerzieller Nutzung war Bd nachzuweisen. Bd-
positive Amphibienpopulationen unterschieden sich von Bd-negativen durch eine geringere
Distanz zur ndchsten Stadt und zum nachsten Fluss. Der Anteil befallener Individuen war fir
die Rotbauchunke (34%) und Grinfrosche (30%) am hdchsten. Die Kammmolchgruppe
zeigte eine signifikant geringere Befallswahrscheinlichkeit (9%) und eine geringere
Befallsstarke als alle anderen untersuchten Amphibienarten. Um das Bewusstsein fur die
Problematik von Amphibienriickgdngen und der Chytridiomykose zu erhdhen, wurden eine
Informationsbroschiire und Lehrmaterial fir den Biologieunterricht erstellt.

Das Auftreten von Bd in mehr als der Halfte aller untersuchten Amphibiengewasser ist ein
erschreckendes Ergebnis. Die Auswertung der Habitatparameter legt nahe, dass
menschliche Aktivitaten (z.B. Aussetzen von infizierten Terrarientieren) und Flisse als
Verbreitungskorridore fir Bd das Auftreten von Bd beglnstigen konnten. Wie sich das
Auftreten von Bd auf die in Osterreich befallenen Amphibienarten auswirkt, ist nahezu
unbekannt und muss der Inhalt zukinftiger Untersuchungen sein. Trotz der weiten
Verbreitung von Bd in Osterreich muss alles unternommen werden, um das Einschleppen
weiterer, besonders virulenter Erregerstamme zu verhindern. MalBhahmen zum Schutz und
zur Forderung von Amphibienpopulationen gewinnen durch die weite Verbreitung von Bd an
Bedeutung, da grof3e Populationen Krankheiten gegentiber weniger empfindlich sein sollten
als kleine.

0.2 Abstract

The main objective of the project was to determine the distribution of the potentially deadly
amphibian disease chytridiomycosis in Austria. The causative agent of the disease,
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), is an aquatic fungus infecting the skin of amphibians
and causing severe population declines around the world. As a first step, | took samples from
amphibian skin swabs collected from 75 sites and 1583 individuals from all Austrian
provinces except Tirol (in Tirol data collection took place in 2009). For the analyses of
samples, an improved method including a homologous internal positive control to detect
inhibited (false negative) samples was developed. Bd could be detected on amphibians from
56% of all sampled sites with the prevalence of the disease being highest in the East and
Southeast as well as the very West of Austria. Bd-positive sites were closer to human
settlements and rivers compared to sites where Bd was not detected. The fire bellied toad
and water frogs were the amphibian species showing the highest prevalence (34 and 30%
respectively), whereas 9% of crested newts were infected.



Detecting Bd in more than half of all sampled amphibian populations is an alarming result.
The analysis of habitat parameters suggests that human activity and rivers may assist the
spread of Bd. To date, we do not know how Bd affects Austrian amphibian populations but
even in the absence of mass mortality events cryptic effects are possible and need to be
subject to further studies. Despite the widespread occurrence of Bd in Austria all measures
need to be taken to avoid further spread and the introduction of virulent strains.

1. Einleitung

Die Chytridiomykose ist eine durch den aquatischen Topfchenpilz Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd) hervorgerufene, potentiell tédliche Hauterkrankung bei Amphibien. Die
Krankheit wurde in den 1990er Jahren entdeckt und gilt als eine Ursache fiir globale,
teilweise dramatische Amphibienpopulationsriickgange (Berger et al.,, 1998; Stuart et al.,
2004). Die Herkunft des Erregers ist nicht geklart, Bd durfte sich aber, vermutlich unterstitzt
durch den internationalen Amphibienhandel, innerhalb einiger Jahrzehnte Uber die ganze
Welt verbreitet haben (Fisher et al., 2009b). Weltweit wurde Bd an uber 200 Arten aus 14
Familien innerhalb der Frosch- und Schwanzlurche festgestellt (Speare & Berger, 2004) und
mit Ausweitung der Untersuchungen steigt diese Zahl. Aufgrund der katastrophalen Folgen
welche die Krankheit auf Amphibienpopulationen haben kann, wurde die Chytridiomykose im
~Amphibian Conservation Action Plan“ (Gascon et al., 2007) der Weltnaturschutzorganisation
IUCN mit dramatischen Worten beschrieben: ,[Chytridiomykose ist] die schlimmste
Infektionskrankheit, die je bei Wirbeltieren festgestellt wurde, hinsichtlich der Anzahl
betroffener Arten und der Fahigkeit, diese Arten zum Aussterben zu bringen®. Aufgrund der
schnellen Ausbreitung und hohen Pathogenitat der Krankheit hat die OIE (World
Organisation for Animal Health), die Chytridiomykose als Lnotifiable"
(benachrichtigungspflichtig) eingestuft. Die Mitgliedslander missen das Neuauftreten der
Chytridiomykose an die OIE melden.

Der Erreger der Chytridimykose weist weltweit sehr geringe genetische Diversitat auf (James
et al.,, 2009; Morgan et al., 2007), trotzdem konnten Goka et al. (2009) zeigen, dass
aufgrund einzelner Mutationen nicht alle Bd-Stamme mit der von Boyle et al. 2004
entwickelten Methodik sicher nachweisbar sind. Unterschiedliche Bd-Stdmme zeichnen sich
durch unterschiedliche Virulenz aus (Garner et al., 2010), was erklaren konnte, warum trotz
der globalen Verbreitung von Bd dramatische Amphibiensterben auf Australien, Nord- und
Sudamerika sowie die Iberische Halbinsel beschrénkt waren (Berger et al., 1998; Bosch et
al., 2001; Lips et al., 2006). Neben dem Erregerstamm durften auch die unterschiedliche
Empfindlichkeit von Amphibienarten und deren Entwicklungsstadien sowie die klimatischen
Bedingungen fir die Auswirkungen der Krankheit verantwortlich sein (Fisher et al., 2009b;
Garner et al., 2009b).

In Europa wurde Bd erstmals Ende der 1990er Jahre als Ursache fur Massensterben der
Geburtshelferkrote (Alytes obstetricans) in Zentralspanien nachgewiesen (Bosch et al.,
2001). Seither wurde Bd in vielen europaischen Landern gefunden und fast alle
Nachbarlander Osterreichs und insbesondere die Schweiz sind betroffen (Garner et al.,
2005). In der Schweiz gab es bisher keine Massensterben von Amphibien, doch fihrt die
Infektion mit Bd zu einer erhohten Sterblichkeit bei Metamorphlingen der Geburtshelferkrote
(Tobler & Schmidt, 2010). Eine Bd-Infektion konnte somit auch ohne aufféllige



Massensterben zu erhohter Mortalitat fihren und damit eine zusétzliche Bedrohung fur die
schon gefahrdeten Amphibien bedeuten. In Osterreich wurde Bd erstmals im Jahr 2009 in 6
Amphibienpopulationen in Wien und Niederdsterreich nachgewiesen (Sztatecsny & Glaser,
in press). Ziel des aktuellen Projektes war es, die Verbreitung von Bd und mégliche
Verbreitungsursachen in ganz Osterreich zu untersuchen und dafiir die Nachweismethodik
so zu modifizieren, dass alle Bd-Stamme diagnostiziert werden kdnnen. Richtlinien fir den
Amphibienschutz und Lehrmaterial fir Schulen sollen die Verbreitung von Bd verlangsamen
und das Wissen Uber die Gefahrdung der Amphibien verbreiten.

2. Methode
2.1. Auswahl von Arten und Standorten

Die Auswahl der Untersuchungsarten erfolgte nach den Kriterien Gefahrdung,
Infektionsrisiko, Vorkommen und taxonomische Zugehorigkeit (Skerratt et al., 2008). Die
Kammmolchgruppe (Triturus carnifex, T. cristatus und T. dobrogicus), sowie Rot- und
Gelbbauchunken (Bombina bombina und B. variegata) werden im Anhang Il der FFH-
Richtlinie gefuhrt (Gollmann, 2007) und sind aufgrund langer Gewasserbindung (gilt nur zum
Teil fur die Gelbbauchunke) einem erhdhten Infektionsrisiko ausgesetzt (Kriger & Hero,
2007). Teichmolch (Lissotriton vulgaris), Bergmolch (Ilchthyosaura (friiher Mesotriton)
alpestris) und die Wasserfroschgruppe (Pelophylax (friher Rana) lessonae, P. ridibundus
und P. Kkl. esculentus) haben eine weite Verbreitung (Cabela et al., 2001) und lassen
vergleichende Aussagen fir das gesamte Untersuchungsgebiet zu. Der Vergleich dreier
Schwanzlurch- sowie dreier Froschlurcharten ermoglicht Vergleiche zwischen diesen
AmphibiengroB3gruppen. Alle weiteren Amphibienarten wurden nur in geringem Ausmald
beprobt, wenn die Fokusarten selten waren.

Die Beprobungsgewéasser wurden nach logistischen Gesichtpunkten (Erreichbarkeit),
erwartete Haufigkeit der Amphibienarten und mogliche Befallsursache (natirlich oder
anthropogen beeinflusst (Skerratt et al., 2008) ausgewahlt. Bei menschlichem Einfluss auf
das Auftreten von Bd sollte die Infektionswahrscheinlichkeit in der Nahe grof3er Siedlungen
und an intensiv genutzten Standorten (z.B. Kiesgruben und Wasserpflanzenzuchten) hoch,
an entlegenen Standorten gering sein. Als mdglicher natirlicher Ausbreitungsweg wurden
Flisse angenommen, da Fliessgewasser sowohl Zoosporen als auch infizierte Amphibien
verfrachten kénnen.

Die Auswahl der Untersuchungsgewasser fur jedes Bundesland wurde in Zusammenarbeit
mit lokalen Amphibienexperten, bzw. nach Abfrage der Herpetofaunistischen Datenbank des
Naturhistorischen Museums Wien durchgefiihrt. Einige Gewasser in Wien, der Steiermark
und Oberdsterreich wurden bereits in den Jahren 2008 und 2009 beprobt (Sztatecsny &
Glaser, in press; Sztatecsny & Hodl, 2009).

2.2. Beprobung

An jedem Untersuchungsgewasser sollten mind. 20 Amphibienindividuen beprobt werden.
Alle Tiere wurden mit dem Kescher gefangen und unmittelbar danach mit sterilen swabs der
Firma Medical Wire & Equipment (MW 100) durch Hautabstriche beprobt (Abb. 1). Um die
Befallsstarke einzelner Individuen vergleichen zu kdnnen, blieb die Anzahl der Abstriche bei
jedem Tier konstant: 5x Kehle, 5x jeder Fuf3, 10x Bauchseite (inkl. Flanken) und 5x



Schenkelunterseite (Froschlurche) bzw. Schwanzseite (Schwanzlurche). Die Proben wurden
getrocknet und im Kihlschrank gelagert (siehe Beprobungsprotokoll am Ende des Berichts).
Nach Bearbeitung jedes Standortes wurde die Ausristung (Wathose, Kescher, Eimer) in
einer 1%igen L6sung von VirkonS desinfiziert (Schmidt et al., 2009a; Webb et al., 2007).

Abb. 1: Beprobung einer Gelbbauchunke
durch Hautabstrich.

2.3. Gewassercharakterisierung

Um den Einfluss von Gewasser- und Landschaftscharakteristika auf das Auftreten von Bd zu
untersuchen, wurden 9 Parameter erhoben (Tab. 1). Leitfahigkeit und pH (in 3 Kategorien)
wurden am Tag der Probennahme mit einem Hanna Instruments Combo-Messgerat
gemessen am Gewasserrand gemessen. Weiters wurde die Anwesenheit von Fischen, und
die Entstehung des Gewassers (kunstlich; kinstlich aber schon mehrere Jahre
unbeeinflusst; natdrlich) erhoben. Mit eingesetzten Fischen bzw. Arbeiten an neu
geschaffenen Gewassern konnten Krankheitserreger eingeschleppt werden (Kiesecker et al.,
2001).

Die Geodaten fir die Analyse der Landschaftsparameter stammen aus dem Open Street
Map Projekt bzw. von der Geofabrik GmbH Karlsruhe und wurden von der downloadwebsite
http://download.geofabrik.de bezogen. Aus dem Datensatz ,waterways“ wurden nur
Gewasser vom Type river und dock, aus dem Datensatz ,roads" wurden motorways, primary
und secondary roads und aus dem Datensatz ,places" wurden cities, und towns mit mehr als
7000 Einwohnern ausgewahlt. Fur kleine Fliessgewasser im Oberlauf von Flissen nahmen
wir eine geringe Wahrscheinlichkeit fiir den Transport von Amphibien oder Zoosporen an und
sie wurden daher nicht bericksichtigt. Die Ho6hendifferenz zwischen Gewésser und
nachstem Fluss dient als Naherung fiir die Wahrscheinlichkeit von Hochwassern. Fir die
Auswahl der StralBen war die leichte Zuganglichkeit bzw. das Verkehrsaufkommen
ausschlaggebend.


http://download.geofabrik.de/

Tab. 1 Fir die Untersuchungsgewasser erhobenen Habitatparameter

Parameter Beschreibung

ALTITUDE Seehdhe des Gewassers

CONDUCTIVITY Wasserleitfahigkeit (US cm-1)

DATE Datum an dem die Proben genommen wurden
DIST2RIVER Distanz zum nédchsten Fluss

DIST2ROAD Distanz zur nachsten zweispurigen Stra3e
DIST2TOWN Distanz zur n&chsten Siedlung >7000 Einwohner
FISH Fische (anwesend/nicht entdeckt)

LEV2RIVER Hohendifferenz zum néchsten Fluss

PH sauer (<6.5), neutral (6.6-7.5), basisch (>7.5)
PONDTYPE Gewasserart (kiinstlich, kinstlich aber unbeeinflusst, natiirlich)

2.4. Analysemethodik
2.4.1 DNA Isolation

Die DNA-Extraktion aus den Swab-Proben erfolgte in 50ul PrepMan Ultra (Applied
Biosystems) nach der Methode von Boyle et al. (2004), jedoch mit einem Roche MagNA
Lyser Instrument. Alles Proben wurden 1:10 verdinnt, um die Inhibition des

Extraktionsreagens zu reduzieren.

2.4.2. Qualitativer Bd Nachweis

Da Goka et al. (2009) gezeigt haben, dass die bisher verwendete Sondenbindungsstelle
moglicherweise nicht fir alle Bd-Stamme diagnostisch ist, wurde der originale gPCR Assay
nach (Boyle et al., 2004) abgewandelt. Die Sondensequenz wurde verkirzt (neue Sonde:
VIC-CGAGTCGAACAAA-MGB-NFQ) und die Primersequenzen entsprechend
abgeandert (Chytr-n-fwd: TTGATATAATACAGTGTGCCATATGTC, Chytr-n-r
CAAGAGATCCGTTGTCAAAAGTT). Die urspringlichen Primerbindungsstellen waren nur
durch wenige Isolate unterstiitzt und lagen in einer Region haufiger Insertionen/Deletionen.
Um mdgliche Inhibition in der PCR zu erkennen, wurde eine homologe interne
Positivkontrolle (IPC, chytrlPC120
TTGATATAATACAGTGTGCCATATGT Ctacaatagctaagaagcctgaatacagttacattttacaatttgactttc
gccgttctagecgtttatttAACTTTTGACAACGGATCTCTTG) erstellt und jedem Reaktionsansatz in
100 Kopien zugegeben (Hochwimmer et al., 2009). Das IPC-Oligonukleotid hat dieselben

Primerbindungsstellen (unterstrichen) wie die Zielregion des diagnostischen Bd-Loci (daher
homolog), unterscheidet sich jedoch in der Fillsequenz (Kleinbuchstaben) und ermdéglicht
einen Funktionstest von Primern und PCR. Die IPC-Amplifikation und der qualitative
Nachweis des Bd-spezifischen Loci erfolgte mit dem Farbstoff Eva Green und einer der
gPCR folgenden Schmelkurvenanalyse.



Jeder 15 pL PCR Ansatz enthielt 3ul DNA-Template, 300 mM jedes primers, 0.3 mM jedes
dNTP, 3.5 mM MgCl,, 1.5l B2 Buffer (Solis Biodyne), 100 Kopien des IPC-Templates (1pl),
200ngul™ BSA, 0.2x EvaGreen und 1 U HotFirePolymerase (Solis Biodyne). BSA wurde zur
Reduzierung der PCR-Inhibition aufgrund von Verschmutzung der Proben zugegeben
(Garland et al., 2009). Positive Proben wurden zur Bestatigung und Quantifizierung erneut
analysiert.

Die Reaktionen wurden in einem Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System
mit SDS 2.3 software bei 15 min bei 95°C, gefolgt von 55 Zyklen von 15 s bei 95°C, 30 s bei
56°C und 30 s bei 58°C amplifiziert. Nach einem Denaturierungsschritt von 15 s bei 95°C
wurde das Aufschmelzen des Amplikans bei langsamer Erhitzung von 68°C auf 83°C

aufgezeichnet.

2.4.2. Quantitativer Bd Nachweis

Jeder 15 pL PCR Ansatz fur die Quantifikation des Bd-Befalls der positiven Proben enthielt
3ul DNA-Template, 300 mM jedes primers, 0.3 mM jedes dNTP, 5 mM MgCl,, 1.5ul Al
Buffer (Solis Biodyne), 250nM der VIC-Sonde, 100 Kopien des IPC-Templates (1pl),
200ngul™ BSA, 0.2uM EvaGreen und 1 U HotFirePolymerase (Solis Biodyne). Zur
Quantifizierung der Infektionsstarke jeder Probe wurde eine Standardkurve basierend auf 16,
160, 1600, 16000, und 160000 Kopien eine doppelstrangigen PCR-Produkts herangezogen,
wobei als Template fur die PCR ein synthetisierten Oligonukleotid
(TTGATATAATACAGTGTGCCATATGTCACGAGTCGAACAAAATTTATTTATTTTTTCGACA
AATTAATTGGAAATTGAATAATTTAATTGAAAAAAATTGAAAATAAATATTAAAAACAACTT
TTGACAACGGATCTCTTG) verwendet wurde. Eine Zelle/Zoospore von Bd enthalt 169

Kopien des diagnostischen Genloci (Kirshtein et al., 2007), womit 16 Kopien 0.1 Genome

Equivalents (GE) entsprechen. Das PCR-Produkt wurde mit einem Invitek MSB Vario Clean
up kit aufgereinigt und mit einem Hitachi Spectrophotometer U3010 quantifiziert. Um eine
Quantifizierung unter mit den Proben vergleichbaren Bedingungen zu erreichen, wurde das
PCR-Produkt in 1:10 verdinnten PrepMan Ultra Uberfihrt.

3. Ergebnisse
3.1. Probennahme und Probenauswahl

Zwischen 27.03. und 18.06.2010 wurden 74 Gewasser in den Bundeslandern Vorarlberg,
Salzburg, Oberdsterreich, Nieder¢sterreich, Wien, Burgenland, Steiermark und Karnten
besucht und 1583 Individuen beprobt. Zusatzlich wurde je 1 Beprobungsstandort in
Salzburg, Obertsterreich und Wien bereits 2009 bearbeitet. Insgesamt konnten Proben von

17 der 20 in Osterreich vorkommenden Amphibienarten gesammelt werden (Abb. 2). Die am



haufigsten beprobte Art war der Teichmolch (Lissotriton vulgaris) mit 564 Proben aus 74%
der Gewasser, gefolgt von der Kammmolchgruppe mit zusammen 237 Proben aus 47% der
Gewasser (Abb. 2 und 3). Teichmolch und Kammmolche kamen in 43% der Gewasser
gemeinsam vor. Uber 65% aller Untersuchungsgewésser waren kunstlich angelegt
(Gartenteiche, Ausgleichsgewasser, Lehrteiche, Steinbriche etc.), 27% enthielten
nachweislich Fische.

Um die Vergleichbarkeit der Daten aus allen Gewdassern zu erhéhen, wurden die Proben
jener Standorte, wo nur eine seltene Art beprobt werden konnte, nicht ausgewertet. Der
Ausschluss von Proben betraf drei Standorte in Karnten (ausschlie3lich Erdkréten) und einen
in Salzburg (ausschliesslich Alpensalamander), womit schlussendlich 1514 Proben analysiert
wurden (Tab. 2-9).

600

500

400

300

Anzahl der Proben

200 4

LN 0nalls

T T
& (S S 3 (o] W2 . &
Nty boﬁbé@uaf‘ega@ 3“)\};«\9"%\@@5& ane®
¥a! : - : . _

Abb. 2: Anzahl der Proben nach Untersuchungsart. Kammmolche umfasst die Arten T. cristatus, T.
dobrogicus und T. carnifex, Grinfrdsche umfasst Pelophylax lessonae, P. kl esculentus, P. ridibundus,
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3.2. Verbreitung von Bd in Osterreich und Befallsstarke

Der Erreger der Chytridiomykose konnte in allen bearbeiteten Bundeslandern nachgewiesen
werden (Abb. 4) und 56% der untersuchten Amphibienpopulationen waren Bd-positiv. Den
hdchsten Anteil Bd-positiver Gewasser hatte Wien gefolgt von Vorarlberg (Abb. 5). Das
Rheintal, sowie Ost-, Siudost- und Sudosterreich waren am starksten von Bd betroffen,
wahrend am Nordrand der Alpen der Anteil Bd-positiver Amphibienpopulationen geringer

war. Inneralpine Tallagen und die montane Hohenstufe waren kaum betroffen.

® Bd nachgewiesen
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Abb. 4: Lage der auf den Befall mit Bd beprobten Amphibiengewasser und Nachweis von Bd in
Osterreich (ohne Tirol).
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Abb. 5. Anteil der Bd-positiven Beprobungsgewasser fiir Osterreich und die untersuchten
Bundeslander



Die Amphibienarten mit dem héchsten Anteil Bd-positiver Individuen waren Rotbauchunke
(34%) und Grunfrésche (30%, Abb. 6). Die Kammmolchgruppe wies den geringsten Anteil
befallener Individuen auf (9%), wobei Tiere aller drei Arten (T. cristatus, T. carnifex und T.
dobrogicus) Bd-positiv waren. Als einzige nicht zu den Fokusarten zéhlende Amphibienart
war ein Springfrosch Bd-positiv. Kammmolche wiesen auch die geringste Befallsstarke aller
Amphibienarten mit durchschnittlich 18.3 GE auf, wahrend der starkste mittlere Befall bei
Griunfroschen festzustellen war (575.6 GE). Froschlurche waren signifikant starker befallen
als Schwanzlurche (Mann-Whitney Rank Sum Test, U = 2173, P<0.001).
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Abb. 6: Anteil Bd-positiver Individuen unter den beprobten Amphibienarten

3.3. Habitatparameter und das Auftreten von Bd

Von den erhobenen Habitatparametern unterschieden sich Bd-positive von Bd-negativen
Amphibienpopulationen signifikant nur hinsichtlich fir logDIST2TOWN und der Interaktion
zwischen logDIST2RIVER und logLEV2RIVER (Abb. 7). Bd-positive Amphibienpopulationen
lagen néher an Siedlungen und an Flissen als solche, wo Bd nicht nachgewiesen werden

konnte.
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Abb. 7: Distanz zur nachsten Stadt (>7000 Einwohner) und Interaktion zwischen Distanz und
Hoéhendifferenz zum nachsten Fluss von Bd-positiven und Bd-negativen Amphibiengewassern.

Finfundachtzig Prozent aller untersuchter Augewasser und 78% aller Gewasser mit
kommerzieller Nutzung (Kiesgruben, Fischzuchten etc.) waren Bd-positiv, wahrend Bd in

32% aller Ubrigen Gewasser festgestellt werden konnte (Abb. 8).
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Abb. 8: Anteil Bd-positiver Standorte nach Gewassertyp.

3.4. Nachweismethodik

Die neu entwickelte gPCR-Assay konnte 16 Kopien (0.1 GE) der diagnostischen Genregion
qualitativ nachweisen und ist somit ebenso sensitiv wie die Standardmethode. Die
Schmelztemperatur des spezifischen PCR-Produktes lag bei ca. 76°C, jene der IPC bei ca.
79°C (Abb. 9). Es wurde in Osterreich keine Bd-Stamm gefunden, der mit der urspriinglichen

Methodik nicht nachgewiesen werden konnte.
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3.5 Bundeslander
3.5.1 Ergebnisse Vorarlberg

In Vorarlberg beschrankte sich die Amphibienbeprobung auf das Rheintal (Abb. 10), da dort
grolie Amphibienvorkommen bekannt waren und die Wahrscheinlichkeit fur einen Bd-Befall
durch die Nahe zum Rhein und die gro3e Siedlungsdichte am héchsten schien. Aufgrund der
Nahe zur stark von Bd betroffenen Schweiz (Tobler & Schmidt, 2010), war ein Bd-Befall auch

bei Vorarlberger Amphibienpopulationen zu erwarten.

An 6 von 8 untersuchten Amphibiengewassern (75%) in Vorarlberg konnte Bd nachgewiesen
werden (Tab. 2, Abb. 10) und Individuen aller untersuchten Arten (Tab. 3) mit Ausnahme des

Kammmolches und des Grasfrosches waren infiziert.

Der Bd-Befall in Vorarlberg war tberdurchschnittlich hoch und ein Nichtnachweis an zwei
Standorten kann nicht mit der Abwesenheit von Bd gleichgesetzt werden. Die Ergebnisse
lassen einen nahezu flachendeckenden Bd-Befall des Rheintals befiirchten. Die Amphibien
des Rheintales stehen durch die zunehmende Besiedelung und die damit einhergehende
Isolation von Populationen unter groem Geféahrdungsdruck (Aschauer & Grabher, 2009).
Der starke Bd-Befall konnte eine zuséatzliche Bedrohung fur die kleiner werdenden

Amphibienpopulationen bedeuten.
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Abb. 10: Lage und Bd- Nachweis der in Vorarlberg beprobten Amphibienpopulationen

Tab. 2: Probenahmegewasser und Bd-Pravalenz (Prav.) in Vorarlberg

Gewasser Ortsbezeichnung WGS84 0O WGS84 N Seehohe Datum Proben Préav.
AR Hochst 9.616421 47.463892 402 20.04.10 20 0.00
HJ Gotzis 9.6169 47.33899 408 21.04.10 25 0.36
KO Gotzis 9.63006 47.31824 409 21.04.10 25 0.52
MC Dornbirn 9.71115 47.44908 406 19.04.10 21 0.09
RG GailRau 9.564118 47.500077 406 19.04.10 20 0.65
RH Hard 9.66564 47.4907 404 19.04.10 25 0.20
RN Feldkirch 9.580877 47.275198 433 20.04.10 21 0.00
SS Hard 9.698073 47.499443 412 19.04.10 21 0.04




Tab. 3: Anzahl der beprobten Individuen nach Art in Vorarlberg

Gewasser Tc Lv la Bb Bv Pf Ra Rd Rt Grinf Ha

MC 0 12 5 0 0 0 0 0 0 4 0
SS 0 0 0 0 0 0 0 1 19 0
RH 14 0 0 0 0 0 0 0 9 0
RG 0 2 0 0 0 0 0 0 14 0
AR 0 19 0 0 0 0 0 0 0 1 0
RN 2 10 7 0 0 0 0 0 0 2 0
KO 0 15 0 7 0 0 0 2 0 0
HJ 0 0 11 0 12 0 0 0 0 1 0
Summe 16 48 40 0 19 0 0 0 3 50 0

Tc=T. cristatus (Kammmolchgruppe), Lv= Lissotriton vulgaris (Teichmolch), la= Ichthyosaura alpestris
(Bergmolch), Bb= B. bombina (Rotbauchunke), Bv= B. variegata (Gelbbauchunke), Pf= Pelobates fuscus
(Knoblauchkréte), Bbu= Bufo bufo (Erdkréte), Ra= Rana arvalis (Moorfrosch), Rd= R. dalmatina (Springfrosch),
Rt= R. temporaria (Grasfrosch), Griinf= Grinfroschgruppe, Ha= Hyla arborea (Laubfrosch).

3.5.2 Ergebnisse Salzburg

In Salzburg wurden Amphibienpopulationen im Alpenvorland, in der Umgebung der Stadt
Salzburg, in den nordlichen Kalkalpen und in den Zentralalpen beprobt (Abb. 11). An 3 von
10 Standorten (33%) wurde Bd nachgewiesen (Tab. 4, Abb. 11) und ein Befall trat unter den

6 beprobten Arten (Tab. 5) nur bei Teich- und Bergmolch, sowie bei Grinfrdschen auf.

Der Anteil an Salzburger Gewéassern mit positivem Bd-Nachweis, lag deutlich unter dem
Osterreichischen Durchschnitt. Die Anzahl der Proben war jedoch fir viele Standorte im
besiedelten Gebiet gering (<20), was nur bedingte Aussagen Uber das tatsachliche Auftreten
von Bd zulasst. GroRe Amphibienpopulationen werden im Dauersiedlungsraum Salzburgs
zunehmend selten (Kyek & Maletzky, 2006) und scheinen auf wenig oder gar nicht
besiedelten Ho6henlagen konzentriert zu sein. Entlegene und hoch gelegene

Amphibienpopulationen lassen ein geringeres Infektionsrisiko erwarten.



Tab. 4: Probenahmegewdasser und Bd-Pravalenz (Prav.) in Salzburg

Gewasser Ortsbezeichnung WGS84 O WGS84 N Seehdhe Datum Proben Prav.

AS Ameisensee 13.462197 47.553929 1289 21.05.10 30 0.00
EU Eugendorf 13.17844 47.845888 655 22.05.10 25 0.04
GG Grossgmain 12.961141 47.747286 558 20.05.10 16 0.00
KA Krimmler Ache 12.156393 47.142684 1958 13.06.10 16 0.00
KS Koppl, Steinbruch 13.125377  47.818783 712 22.05.10 20 0.00
LG Leogang 12.63608 47.46469 975 01.06.09 8 0.00
PD Pirtendorf 12.549056 47.286364 780 14.06.10 13 0.15
PU Puch 13.085622 47.725134 444 20.05.10 7 0.00
PW Pfarrwerfen 13.222167  47.457846 697 21.05.10 22 0.00
WM Weidmoos 12.945756 48.020147 427 19.05.10 15 0.13
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Abb. 11: Lage und Bd- Nachweis der in Salzburg beprobten Amphibienpopulationen




Tab. 5 Anzahl der beprobten Individuen nach Art in in Salzburg

Gewasser Tc Lv la Sa Bb Bv Pf Bbu Ra Rd Rt Grunf Ha

AS 7 6 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EU 8 12 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GG 0 0 8 0 0 8 0 0 0 0 0 0 0
KA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 16 0 0
KS 1 6 4 0 0 9 0 0 0 0 0 0 0
PD 0 0 2 0 0 6 0 0 0 0 0 5 0
PU 4 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PW 0 22 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
WM 0 1 4 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0
Summe 20 50 39 0 0 23 0 0 0 0 16 15 0

Tc=T. cristatus (Kammmolchgruppe), Lv= Lissotriton vulgaris (Teichmolch), la= Ichthyosaura alpestris
(Bergmolch), Bb= B. bombina (Rotbauchunke), Bv= B. variegata (Gelbbauchunke), Pf= Pelobates fuscus
(Knoblauchkréte), Bbu= Bufo bufo (Erdkréte), Ra= Rana arvalis (Moorfrosch), Rd= R. dalmatina (Springfrosch),
Rt= R. temporaria (Grasfrosch), Griinf= Grinfroschgruppe, Ha= Hyla arborea (Laubfrosch).

3.5.3 Ergebnisse Oberosterreich

In  Oberdsterreich  wurden Amphibienpopulationen in Inn- und Donauauen, dem
Alpenvorland, Eferdinger Becken und in den nérdlichen Kalkalpen beprobt (Abb. 12). An 2
von 9 Standorten (22%) wurde Bd nachgewiesen (Abb. 12, Tab. 6), womit Oberdsterreich
das Bundesland mit dem geringsten Bd-Befall ist. Bd konnte von den 6 beprobten
Amphibienarten (Tab. 7) nur an einem Bergmolch und zwei Griinfroschen festgestellt

werden.

Tab. 6: Probenahmegewdasser und Bd-Pravalenz (Prav.) in Obergsterreich

Gewasser Ortsbezeichnung WGS84 0O WGS84 N Seehohe Datum Proben Prav.

AM Altmunster 13.75714 47.89028 484 15.05.10 20 0.00
DA Haibach, Donau 13.9177 48.43896 293 18.05.10 19 0.15
ES Seewalchen 13.55848 47.959724 533 22.05.10 22 0.00
HF Hopfing 14.26402 47.80924 597 14.05.10 25 0.00
1A Reichersberg 13.355039 48.336064 318 19.05.10 17 0.00
MD Mannsdorf 13.88838 48.43072 498 18.05.10 25 0.00
sc Linz, Kremsau 14.35668  48.26265 242 14.0510 5 0.60
TA Linz, Traunau 14.28869 48.23221 244 13.05.10 28 0.00

Ww Wels 14.00778 48.19314 358 14.05.10 24 0.00




]
Freistadt

- .S'é' .
i ] o e
Ried iny Innkreis N, L Ansfelden

N @ Bd nachgewiesen

0 10 20 40 Kilometers @  Bd nicht nachgewiesen
A L ] ] ]

Abb. 12: Lage und Bd-Nachweis der in Oberdsterreich beprobten Amphibienpopulationen

Tab. 7 Anzahl der beprobten Individuen nach Art in Oberdsterreich

Gewasser Tc Lv la Bb Bv Pf Bbu Ra Rd Rt Grinf Ha
AM 0 8 8 0 1 0 0 0 0 3 0 0
DA 0 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ES 7 14 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HF 0 11 11 0 3 0 0 0 0 0 0 0
IA 2 14 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
MD 10 13 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SC 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 3 0
TA 18 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0
wWw 10 13 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Summe 48 82 38 0 6 0 0 0 0 6 5 0

Tc=T. cristatus (Kammmolchgruppe), Lv= Lissotriton vulgaris (Teichmolch), la= Ichthyosaura alpestris
(Bergmolch), Bb= B. bombina (Rotbauchunke), Bv= B. variegata (Gelbbauchunke), Pf= Pelobates fuscus
(Knoblauchkréte), Bbu= Bufo bufo (Erdkréte), Ra= Rana arvalis (Moorfrosch), Rd= R. dalmatina (Springfrosch),
Rt= R. temporaria (Grasfrosch), Griinf= Griinfroschgruppe, Ha= Hyla arborea (Laubfrosch).



3.5.4 Ergebnisse Niederosterreich

In Niederdsterreich wurden Amphibienpopulationen in March- und Donauauen, dem Wiener
Wald, dem Alpenvorland und dem Waldviertel beprobt (Abb. 13). An 8 von 11 Standorten
(72%) wurde Bd nachgewiesen (Abb. 13, Tab. 8). In allen Augewéssern und den
kommerziell genutzten Steinbruch bzw. Sandgrubengewédssern wurde ein Bd-Befall
festgestellt. Erregerfrei waren nur zwei private Gartenteiche. Von den 8 beprobten
Amphibienarten (Tab. 9) waren Individuen aller Arten bis auf jene mit nur 1 oder 2 Proben
von Bd-Befall betroffen. Auch 3 Individuen des in Kaltenleutgeben ausgesetzten
Griechischen Teichmolchs (L. v. graecus) waren Bd-positiv. Die Aussetzung und Ausbreitung

dieser Art konnte zur Einschleppung von Bd beigetragen haben.

Die Flussauen von Leitha, March und Donau sind der wichtigste natrliche
Amphibienlebensraum in Niederdsterreich und beherbergen bedeutende Vorkommen der im
Anhang Il der FFH-Richtlinie der EU gelisteten Arten Donaukammmolch und Rotbauchunke.
Durch die fehlende Flussdynamik und das daraus resultierende Ausbleiben von
Gewasserneubildungen, sind die Amphibien in den Auen von starken Riickgdngen betroffen
(Sztatecsny, 2009; Tockner et al., 2006). Eine erhdhte Sterblichkeit durch Bd kénnte eine
zusatzliche Bedrohung mit schwerwiegenden Folgen fir die bereits zurlickgehenden

Amphibienpopulationen in Auen haben.

Tab. 8: Probenahmegewésser und Bd-Pravalenz (Préav.) in Nieder@sterreich

Gewasser Ortsbezeichnung WGS84 0O WGS84 N Seehohe Datum Proben Prav.

HN Hohenau 16.925966  48.602074 148 10.05.10 30 0.30
KL Kaltenleutgeben 16.22258 48.12042 351 04.05.10 20 0.16
LL Marchegg 16.94716 48.23212 138 10.05.10 19 0.26
MR Munichreith 15.2995 48.40926 727 09.05.10 21 0.00
MT Hoheneich 15.05196 48.76696 527 09.05.10 27 0.53
NF Neufeld a. d. Leitha 16.37662 47.85133 229 29.04.10 21 0.00
NG Nondorf 15.03321 48.75 522 10.05.10 5 0.25
PG Prein an der Rax 15.74741 47.67248 808 28.04.10 20 0.00
SA Stockerau 16.22569 48.36751 170 03.05.10 17 0.41
SL St. Lorenzen 16.0374 47.73917 432 28.04.10 15 0.07

Wz Witzelsdorf 16.82725 48.13951 141 18.06.10 23 0.26
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Abb. 13: Lage und Bd-Nachweis der in Niederdsterreich beprobten Amphibienpopulationen

Tab. 9 Anzahl der beprobten Individuen nach Art in Niederdsterreich

Gewasser Tc Lv la Bb Bv Pf Bbu Ra Rd Rt Grunf Ha
HN 0 0 0 27 0 0 0 0 0 0 0 0
KL 0 25 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0
LL 0 1 0 3 0 2 0 0 0 0 13 0
MR 0 21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MT 6 11 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0
NF 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 21 0
NG 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PG 0 19 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
SA 6 0 7 0 0 0 1 0 0 0 0
SL 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Wz 9 9 0 1 0 0 0 0 0 0 4 0

Summe 31 98 0 38 10 2 1 1 0 0 48 0

Tc=T. cristatus (Kammmolchgruppe), Lv= Lissotriton vulgaris (Teichmolch), la=

Ichthyosaura alpestris

(Bergmolch), Bb= B. bombina (Rotbauchunke), Bv= B. variegata (Gelbbauchunke), Pf= Pelobates fuscus
(Knoblauchkréte), Bbu= Bufo bufo (Erdkréte), Ra= Rana arvalis (Moorfrosch), Rd= R. dalmatina (Springfrosch),
Rt= R. temporaria (Grasfrosch), Grunf= Grinfroschgruppe, Ha= Hyla arborea (Laubfrosch).



3.5.5 Ergebnisse Wien

Fur Wien war aufgrund der gleichférmig hohen Siedlungsdichte und der Nahe zur Donau ein
hohes Bd-Risiko zu erwarten. An 5 von 7 Standorten (83%) wurde Bd nachgewiesen (Abb.
14, Tab. 10). Alle Gewasser entlang der Donau (Lobau, Donauinsel und Prater) und die
offentlich zuganglichen Pappel- und Afritschteich waren Bd-positiv. Nur in einem privaten
Gartenteich und einem tempordren Gewdasser im Lainzer Tiergarten konnte Bd nicht
nachgewiesen werden. lIsolierte, kleine Amphibienpopulationen im Stadtgebiet kdnnten
aufgrund auftretender genetischer Verarmung eine erhohte Empfindlichkeit gegentber
Krankheitserregern zeigen (Allentoft & O’Brien, 2010) und sollten besonders Uberwacht
werden. Von den 7 in Wien untersuchten Amphibienarten (Tab. 11) waren Individuen von

Teichmolch, Kammmolch und Rotbauchunke Bd-positiv.
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Abb. 14: Lage und Bd-Nachweis der in Wien beprobten Amphibienpopulationen



Tab. 10: Probenahmegewasser und Bd-Pravalenz (Prav.) in Wien

Gewasser Ortsbezeichnung WGS84 0O WGS84 N Seehohe Datum Proben Prav.

ET* Liesing, Gartenteich 16.31195 48.15626 200 03.06.09 20 0.00
LAT* Lainzer Tiergarten 16.22969 48.15991 323 30.05.08 5 0.00
LW* Lusthauswasser 16.44879 48.19038 156 07.05.08 20 0.30
OH Olhafen 16.51851 48.16668 156 03.05.10 27 0.19
PT Pappelteich 16.24719 48.14544 311 02.05.10 24 0.10
TG Huttenteich 16.47856 48.18158 159 06.05.10 27 0.48
WT Afritschteich 16.2577 48.17009 285 02.05.10 29 0.13

Tab. 11: Anzahl der beprobten Individuen nach Art in Wien

Gewasser Tc Lv la Bb Bv Pf Ra Rd Rt Grinf Ha
ET 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LAT* 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0
LUW* 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0
OH 1 11 0 15 0 0 0 0 0 0 0
PT 0 6 13 0 0 0 0 0 0 1 0
TG 0 1 0 6 0 0 0 0 0 18 1
WT 12 14 0 0 0 0 0 0 1
Summe 13 72 15 21 6 0 0 0 0 19 2

Tc=T. cristatus (Kammmolchgruppe), Lv= Lissotriton vulgaris (Teichmolch), la= Ichthyosaura alpestris
(Bergmolch), Bb= B. bombina (Rotbauchunke), Bv= B. variegata (Gelbbauchunke), Pf= Pelobates fuscus
(Knoblauchkréte), Bbu= Bufo bufo (Erdkréte), Ra= Rana arvalis (Moorfrosch), Rd= R. dalmatina (Springfrosch),
Rt= R. temporaria (Grasfrosch), Grinf= Grunfroschgruppe, Ha= Hyla arborea (Laubfrosch).

3.5.6 Ergebnisse Burgenland

Im Burgenland wurde Bd in den Leitha-, und Raabauen, dem Seewinkel und dem Tiergarten
Esterhazy nachgewiesen (Abb. 15, Tab. 13), womit 5 von 8 Standorten (62%) positiv waren.
Von den 5 im Burgenland beprobten Amphibienarten (Tab. 14) waren nur Berg- und

Kammmolche nicht Bd-infiziert.

Die Flussauen und der Seewinkel sind die wichtigsten nattrlichen Amphibienlebensrdume im
Burgenland und beherbergen bedeutende Vorkommen der im Anhang Il der FFH-Richtlinie
der EU gelisteten Kammmolche und der Rotbauchunke. In den Auen sind die Amphibien
durch die meist fehlende Flussdynamik und das daraus resultierende Ausbleiben von
Gewasserneubildungen, von starken Ruckgangen betroffen (Sztatecsny, 2009; Tockner et
al., 2006). Im Seewinkel konnte der absinkende Grundwasserspiegel (Milasowszky mundl.
Mitteilung) und eine damit verbundene frihe Gewé&sseraustrocknung fur weitere

Amphibienriickgdnge sorgen. Eine erhdhte Sterblichkeit durch Bd wirde eine zuséatzliche



Bedrohung mit schwerwiegenden Folgen flir die bereits zuriickgehenden

Amphibienpopulationen haben.

Tab. 12 Probenahmegewasser und Bd-Préavalenz (Prév.) im Burgenland

Gewasser  Ortsbezeichnung WGS84 O WGS84 N  Seehthe Datum  Proben  Prav.

BS Bernstein 16.26464 47.40134 555 11.04.10 19 0.00
GH Gerhaus 16.84708 48.05354 148 30.05.10 15 0.07
KB Kienberg 16.2668 47.42209 708 02.06.10 13 0.00
LA Lafnitztal 16.25414 46.97388 238 11.04.10 8 0.00
TGE Tiergarten Esterhazy  16.63518 47.87409 156 05.05.10 25 0.56
WB Weichselbaum 16.18955 46.94014 241 11.04.10 10 0.1
wD Wilfleinsdorf 16.71121 48.00937 158 30.05.10 28 0.17
ZL Zicklacke 16.78599 47.7635 118 05.05.10 22 0.27
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Tab. 13: Anzahl der beprobten Individuen nach Art im Burgenland

Gewasser Tc Lv la Bb Bv Pf Ra Rd Rt Griunf Ha

BS 1 18 0 0 0 0 0 0 0 0
GH 0 1 0 0 0 0 0 6 0
KB 0 13 0 0 0 0 0 0 0 0
LA 0 3 0 3 0 0 0 0 0 2 0
TIG 0 15 0 8 0 0 0 0 0 2 0
WB 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0
WD 0 0 20 0 0 0 0 0 7 0
ZL 2 0 14 0 0 0 0 0 2 0
Summe 5 56 13 46 0 0 0 0 0 20 0

Tc=T. cristatus (Kammmolchgruppe), Lv= Lissotriton vulgaris (Teichmolch), la= Ichthyosaura alpestris
(Bergmolch), Bb= B. bombina (Rotbauchunke), Bv= B. variegata (Gelbbauchunke), Pf= Pelobates fuscus
(Knoblauchkréte), Bbu= Bufo bufo (Erdkréte), Ra= Rana arvalis (Moorfrosch), Rd= R. dalmatina (Springfrosch),
Rt= R. temporaria (Grasfrosch), Grinf= Griinfroschgruppe, Ha= Hyla arborea (Laubfrosch).

3.5.7. Beprobung Steiermark

In der Steiermark wurden Bd im Grazer Stadtgebiet, in allen Amphibienpopulationen stidlich
von Graz und den Fischteichen bei Neudau nachgewiesen (Abb. 16). Bd-frei waren zum
Zeitpunkt der Beprobung 2008 das Ennstal und das Tote Gebirge, sowie 2 private
Gartenteiche und ein offentlicher Teich (Abb. 16, Tab. 14). Von den 8 beprobten
Amphibienarten (Tab. 15) waren nur Teichmolche und Grinfrésche Bd-positiv. Bedenklich
war der hohe Befall dreier Wasserpflanzen- bzw. Fischzuchten (Gewasser SK, OD und WA),
die durch den Vertrieb von Wasserpflanzen stark zur Ausbreitung von Bd beitragen kdnnen.
Die Zuchtbecken sollten im Winter fiir einen Monat trockengelegt werden, damit die Bd-
Zoosporen in den Becken absterben. Durch Frost und Trockenheit kann die Erregerdichte
reduziert werden, aber mit den erneut anwandernden Amphibien ist eine neuerliche Infektion
unausweichlich. Die Anlage eines reinen Amphibiengewassers, in welchem keine Pflanzen
gezichtet werden, und abgetrennte Pflanzenzuchtbecken sind eine sinnvolle MafRnahme,

um die Verbreitung von Bd durch den Handel mit Pflanzen zu reduzieren.



Tab. 14: Probenahmegewasser und Bd-Pravalenz (Prav.) in der Steiermark

Gewasser Ortsbezeichnung WGS84 0O WGS84 N Seehohe Datum Proben Prav.

GA Graz-Andritz 15.43235 47.12283 436 09.04.10 21 0.00
HR Himmelreich 15.50286 46.93409 321 10.04.10 28 0.07
KF* Kirchfeld 14.15622 47.60835 1810 09.06.08 77 0.00
ND Neudau 16.08321 47.1626 308 27.03.10 42 0.09
oD Oberdorf 15.42496 46.82226 320 16.04.10 25 0.52
RA Rabenhof 15.64298 46.75987 269 10.04.10 5 0.40
RB Rohrbach 15.2965 47.07714 522 09.04.10 21 0.00
RL Rielteich 15.42084 47.11691 369 09.04.10 5 0.00
Rw* Rosswiesen, Ennstal ~ 14.19364 47.55563 624 10.06.08 21 0.00
SK Graz, St. Peter 15.49827 47.05838 430 09.04.10 25 0.12
SuU St. Ulrich a. Waasen 15.54408 46.9719 437 10.04.10 23 0.13
WA Waldschach 15.69885 46.96681 390 01.07.10 26 0.15

Tab. 15: Anzahl der beprobten Individuen nach Art in der Steiermark

Gewasser Tc Lv la Bb Bv Pf Bbu Ra Rd Rt Grunf Ha
ND 11 13 0 0 0 0 0O 16 O 0 2 0
RB 6 15 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RT 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
GA 2 17 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
SK 9 15 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
SuU 6 12 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HR 6 20 O 0 1 0 0 0 0 1 0 0
oD 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27 0
WA 0 0 0 8 0 0 0 0 0 18 0
RA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0
Summe 43 93 5 0 9 0 0O 16 3 1 48 0

Tc=T. cristatus (Kammmolchgruppe), Lv= Lissotriton vulgaris (Teichmolch), la= Ichthyosaura alpestris
(Bergmolch), Bb= B. bombina (Rotbauchunke), Bv= B. variegata (Gelbbauchunke), Pf= Pelobates fuscus
(Knoblauchkréte), Bbu= Bufo bufo (Erdkréte), Ra= Rana arvalis (Moorfrosch), Rd= R. dalmatina (Springfrosch),
Rt= R. temporaria (Grasfrosch), Griunf= Grunfroschgruppe, Ha= Hyla arborea (Laubfrosch).
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Abb. 16: Lage und Bd-Nachweis der in der Steiermark beprobten Amphibienpopulationen

3.5.8. Ergebnisse Karnten

In Karnten waren alle beprobten Amphibiengewasser im Klagenfurter Becken, ndrdlich von
Klagenfurt und in den Drauauen Bd-positiv (Abb. 17, Tab. 16). Bei den 7 untersuchten Arten
(Tab. 17) konnte Bd-Befall bei Teichmolch, Gelbbauchunke, Springfrosch und den

Grinfréschen festgestellt werden.

Die Amphibienbestédnde der Ausgleichsgewésser fur den lkea-Bau Klagenfurt (FA), des
Ubungsplatzes des Bundesheeres nordlich des Flughafens Klagenfurt (AT) und des
Eiblhofmoores sind Kklein bzw. ricklaufig (K. Wiener pers. Mitteilung, eigene
Beobachtungen). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Populationsriickgange mit
dem Bd-Befall zusammenhangen, jedoch kdnnen ohne weitere Untersuchungen keine

sicheren Schliisse gezogen werden.



Tab. 16: Probenahmegewasser und Bd-Pravalenz (Prév.) in Kérnten

Gewasser Ortsbezeichnung WGS84 0O WGS84 N Seehohe Datum Proben Prav.

AT Klagenfurt 14.33175  46.64891 468 01.06.10 5 0.20
EM Eiblhof, Poggersdorf ~ 14.44395 46.67274 422 02.04.10 24 0.23
EA Klagenfurt, Farchen 14.38230 46.64533 447 01.06.10 10 0.30
GA Guntschacher Au 14.32305  46.54706 411 02.06.10 20 0.10
GT Gailtal 13.58675 46.58882 551 01.06.10 20 0.00
HA Tibitsch 14.09444 46.63340 527 31.03.10 22 0.00
HM Hoflein Moor 14.39498 46.57749 765 01.04.10 24 0.32
KE Keutschach 14.15447 46.60681 705 28.04.10 20 0.10
KT Allersdorf 14.87910  46.70706 373 02.04.10 24 0.00
LS Silberegg 14.48174 46.85348 602 01.06.10 22 031
MB Méllbriicke 13.37940 46.83115 552 02.06.10 4 0.00
sG St. Georgen 14.40176  46.78367 647 01.06.10 22 0.23

Tab. 17: Anzahl der beprobten Individuen nach Art in Karnten

Gewésser Tc Lv la Sa Bb Bv Pf Bbu Ra Rd Rt Grinf Ha
HA 10 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HM 0 14 0 0 0 0 0 0 0 6 0 4 0
KT 1 22 0o 0 O O 0O 2 0 0 O 0 0
EM 1 29 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
FA 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 9 0
AT 0 0 0 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0
LS 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 2 0 0
SG 5.7 0 0O 0 10 0 0 0 O0 O 0 0
MB 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KE 1 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GT o o o o o0 O o o0 0 O 0 20 0
GA 0 0 0 0 0 19 0 0 0 0 0 0 0
Summe 19 105 O 0 0 54 0 2 0 7 2 33 0

Tc=T. cristatus (Kammmolchgruppe), Lv= Lissotriton vulgaris (Teichmolch), la= Ichthyosaura alpestris
(Bergmolch), Bb= B. bombina (Rotbauchunke), Bv= B. variegata (Gelbbauchunke), Pf= Pelobates fuscus
(Knoblauchkréte), Bbu= Bufo bufo (Erdkréte), Ra= Rana arvalis (Moorfrosch), Rd= R. dalmatina (Springfrosch),
Rt= R. temporaria (Grasfrosch), Grinf= Grunfroschgruppe, Ha= Hyla arborea (Laubfrosch).
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3.6. Offentlichkeitsarbeit

Ein im Rahmen dieses Projektes erstelltes, sich an Schiiler richtendes Flugblatt (Abb. 4) soll
auf die Problematik der Chytridiomykose aufmerksam machen und wird derzeit Uber den
Verein Auring und die Arge-Naturschutz verbreitet (www.auring.at und www.arge-
naturschutz.at/startseite/weblog_40).

Killerpilz in Osterreich

Todliche Pilzkrankheit bedroht heimische Amphibien

Die Chytridiomykose ist eine durch einen im Wasser lebenden Pilz verursachte
Krankheit, die auf der ganzen Welt den Tod von Fréschen, Kréten, Molchen und
Salamandern verursacht. Der fiir den Menschen ungefahrliche Erreger wurde durch
den Handel mit Amphibien verbreitet und nun auch in Osterreich nachgewiesen.

Was kann man gegen die Krankheit tun?
Die Chytridiomykose ist in der Natur nicht heilbar und erkrankte Tiere
sind nicht zu erkennen, deshalb

- bringe keine Frosche, Kréten und Molche oder
deren Eier, Kaulquappen und Larven von einem

Gewasser zu einem anderen, denn damit kénnest
Du die Krankheit verbreiten.

- setze keine Amphibien aus Terrarien aus, denn sie
kénnten krank sein.

-wasche Deine
beriihrt hast, damit
verbreitest.

(7

ande nachdem Du Amphibien
Du die Krankheit nicht

Hast Du Fragen oder besondere Beobachtungen gemacht?
Kontakt:

Marc Sztatecsny, Department fir Evolutionsbiologie, Universitat Wien,
email: marc.sztatecsny@univie.ac.at

Abb. 18: Flugblatt fir Schiiler zum Thema Chytridiomykose

Eine faltbare Broschiire mit den wichtigsten Informationen zum Thema Chytridiomykose
wurde ebenfalls im Rahmen des Projekts erstellt und kann als Informationsmaterial zum
Thema Amphibienschutz verwendet werden. Eine aus dem Projekt entstandene Powerpoint-
Prasentation fir die 6. Schulstufe soll als Lehrmaterial zum Thema Amphibien und
Amphibienschutz in Schulen eingesetzt werden (beides als Extradokument auf DaFNE). Der

Vortrag wird tber das AECC-Bio der Universitat Wien abrufbar sein und wird im Rahmen von


http://www.arge-naturschutz.at/startseite/weblog_40
http://www.arge-naturschutz.at/startseite/weblog_40

Lehrerfortbildungsveranstaltungen verbreitet. Das Lebensministerium bzw. die BBK sind als

Finanzier auf der Broschire und dem Lehrmaterial ausgewiesen.

Betroffene Amphibienarten

Zu unseren heimischen Amphibien gehtren
Salamander, Molche, Unken, Kréten und Frische
Alle Amphibien in Ostemaich stehan unter Schutz, da
ihre Bestande durch den Verlust ihrer Lebensriume

Weiterfilhrende Information

PiLz KiLLZ

PILZKRANKHEIT BEDROHT AMPHIBIEN

wwwikarchch
wwwnabude
www.bd-mapseu
‘wwwi.amphibianark.org

bereits stark zuriickgegangen sind.

Amphibianarten an denen bisher der Chytridpilz in
Cistarreich festgestaltt wurde:

/_*. Teichmalch
\

Haben Sie tote Amphiblen gefunden oder Fragen?

Kontakt: Dr. Marc Sztatecany

Kammmalch
Alpenkammmolch
B Donaukammmaoch
Department filr Evolutionsbiologie | Universitat Wien

Gelbbauchunke
Rotbauchunks
----- Althanstr, 14 | 1090Wien
2 email: marc setatacsmy@univie ac.at
Klziner Wassarfrosch
Teichfrosch
U7 Seefrosch ‘

R

Es ist davon auszugehen, dass der Chytridpilz alle st
tistarmaichischan Amphibienarten bafallan kann Bund/BundasitndarFanchungskocparation

- Chytridiomykose in Osterreich

Abb. 19: Informationsbroschire zum Thema Chytridiomykose bei Amphibien (pdf wurde dem Bericht
beigefugt)

3.7 Vortrage und Publikation

Am 28.10.2010 und am 01.12.2010 fanden zwei
Projektergebnisse und dem Thema Bedrohung heimischer

Vortrdge zur Vorstellung der
Amphibien durch die
Chytridiomykose in Eisenstadt bzw. der inatura Dornbirn statt. Am 02.03.2011 wurden die
Ergebnisse des Projektes im Rahmen einer Tagung des EU Biodiversa-Projektes RACE:
Risk Assessment of Chytridiomycosis to European amphibian biodiversity in London
vorgestellt. Ein Manuskript zum Erstnachweis von Bd in Osterreich mit Hinweis auf die BBK
ist zur Publikation im Herpetological Journal angenommen (pdf tber DaFNE verfugbar). Ein
Manuskript mit den aktuellen, im gegenwartigen Bericht prasentierten Ergebnissen ist in
Vorbereitung.

Sztatecsny, M. & Glaser, F. (in press). From the eastern lowlands to the western mountains: First

recordings of the chytrid fungus Batrachochytrium dendrobatidis in wild amphibian populations
from Austria The Herpetological Journal.



4. Diskussion
4.1. Bd Verbreitung

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte Bd in 56% aller Untersuchungsgewasser in
Osterreich nachgewiesen werden. Diese alarmierenden Ergebnisse iber die Verbreitung
von Bd entsprechen den Daten aus der Schweiz (Schmidt et al., 2009a), die als einer der
Hot Spots fur die Chytridiomykose in Europa gilt (Garner et al., 2005; Tobler & Schmidt,
2010). In der Schweiz wurden bisher keine Amphibienmassensterben in Zusammenhang mit
Bd beobachtet, jedoch fuhrte der Befall zu erhthter Sterblichkeit von Metamorphlingen der
Geburtshelferkrote (Alytes obstetricans) in Terrarienversuchen (Tobler & Schmidt, 2010). Die
Geburtshelferkrote als am starksten von der Chytridiomykose betroffene Amphibienart
Europas kommt in Osterreich nicht vor, trotzdem sind kryptische Folgen durch erhohte
Amphibiensterblichkeit zu beflrchten.

Insbesondere das Rheintal, der Osten und der Sudosten Osterreichs wiesen eine hohe Bd-
Pravalenz auf, wahrend der Alpennordrand weniger betroffen war. Ob die beobachteten
Unterschiede eine Folge klimatischer Bedingungen, der Empfindlichkeit der Arten oder der
Interaktion zwischen Erreger und Wirt sind, lasst sich noch nicht sagen. Bd gilt als
okologischer Generalist (Walker et al., 2010) und wurde in Osterreich bis in eine Hohe von
1600m gefunden (Sztatecsny & Glaser, in press). Die beobachteten Verbreitungsmuster von
Bd kdnnten auch eine Folge der Freisetzung durch den Menschen sein. Auch scheint am
Unter- bzw. Mittellauf groRer Flisse die Anhaufung infizierter Tiere bzw. von Zoosporen

wahrscheinlicher als in den meist in den Alpen liegenden Oberlaufen.

4.2 Befallene Arten

Besonders haufig von Bd infiziert waren in Osterreich die im Anhang Il der FFH-Richtlinie
gelisteten Gelb- und Rotbauchunken. Von beiden Arten wurden je zwei tote und infizierte
Metamorphlinge gefunden. Zwei tote Teichmolche erwiesen sich ebenfalls als Bd-positiv.
Totfunde kdnnen ein Hinweis auf die schleichende Wirkung von Bd auf Amphibien sein.
Besonders Metamorphlinge weisen durch die Infektion mit Bd erhOohte Mortalitdt beim
Ubergang vom Wasser- zum Landleben auf (Garner et al., 2009b; Tobler & Schmidt, 2010).
Uber die Empfindlichkeit von Wasserfroschen ist wenig bekannt, doch gilt der verwandte
Amerikanische Ochsenfrosch als wichtiger Wirt fur die weltweite Verbreitung von Bd (Garner
et al., 2006 ). Wasserfosche kénnten somit als Reservoir fir Bd dienen und zur Verbreitung
beitragen.

Bemerkenswert war der geringe Befall der Kammmolchgruppe, der auch aus anderen Teilen
Europas bekannt ist (Garner pers. Mitteilung). Wodurch diese verringerte Empfindlichkeit

verursacht wird, ist nicht bekannt. Es ist zu erwarten, dass alle Osterreichischen



Amphibienarten von Bd infiziert werden kénnen. Wie die Auswirkung einer Infektion auf die

einzelnen Arten sind, muss in weiterfihrenden Untersuchungen geklart werden.

4.3. Zustand der Amphibiengewéasser

Die Auswahl von Amphibiengewéassern mit ausreichenden PopulationsgréRen, die den Fang
von mindestens 20 Individuen einer Art zulieBen, erwies sich in keinem Bundesland als
einfach. Besonders natlrliche Gewasser mit grolien Amphibienvorkommen waren selten.
Natirlich entstandene Gewasser kommen fast nur noch in Flussauen vor, wo sie jedoch
aufgrund mangelnder Flussdynamik zunehmend verlanden und nur noch Kkleine
Amphibienbestande beherbergen. Die Situation der Amphibien in den Donauauen bei
Stockerau, den Traun-Krems-Donau-Auen bei Linz, den Murauen bei Graz, den Innauen bei
Braunau und den Salzachauen bei Salzburg war durchwegs schlecht. Ohne
Gewasserpflegemallinahmen oder Anlage kinstlicher Gewasser ist der Fortbestand der
Amphibien in den Auen fraglich. Der hohe Anteil an kinstlichen Untersuchungsgewassern
(65%) verdeutlicht die Bedeutung von menschlichen PflegemalRhahmen zum Erhalt von
Amphibienpopulationen.

Fischvorkommen in Amphibiengewassern haben in den meisten Fallen einen Rickgang der
Amphibien zur Folge, da Fische effektive R&auber von Amphibieneiern und —larven sind
(Knapp et al.,, 2007; Vredenburg, 2004). Fast ein Drittel aller Untersuchungsgewasser

enthielt Fische, die in vielen Féllen vom Menschen eingesetzt wurden.

4.5. Ausblick

Das gegenwartige Projekt konnte zeigen, dass Osterreichs Amphibienpopulationen
grof3flachig von Bd infiziert sind. Amphibien sind die weltweit am stéarksten bedrohte
Wirbeltiergruppe (Stuart et al., 2004) und die Situation in Osterreich bildet keine Ausnahme.
In den dicht besiedelten Regionen des Tieflandes wie den Talbdden der Alpen ist der
Ruckgang geeigneter Amphibienhabitate evident. Straf3en- und Siedlungsbau zerschneiden
die Lebensrdaume zusatzlich und unterbinden die fir die Amphibien unumganglichen
Wanderungen zwischen Laichgewdasser und Landhabitat (Cushman, 2006). Durch die
Verbauung der Fliisse und die ausbleibende Hochwasserdynamik gibt es selbst in den Auen
kaum noch geeignete Amphibiengewasser (Sztatecsny, 2009). Die bestehenden Gewasser
verlanden durch natlrliche Sukzessionsprozesse und erlauben keine erfolgreiche
Fortpflanzung. Kleine und unter Umstanden genetisch verarmte Populationen sind
empfindlicher gegen Pathogene als grol3e vitale Populationen (Allentoft & O’Brien, 2010;
Smith et al., 2009). Alle MaRnahmen zur Fdrderung von Amphibienpopulationen wie die
Anlage von Gewassern, Stral3enleiteinrichtungen und  Schaffung  geeigneter

Landlebensraume sollten in der Naturschutzplanung grof3e Prioritat erlangen.



5. Empfehlungen fir den Amphibienschutz
5.1 Desinfektion und ihre Bedeutung

Bd kann durch Arbeitsutensilien wie Stiefel, Kiibel oder Kescher von einem Gewasser zum
nachsten verschleppt werden. Wenn mehrere Gewasser besucht werden, missen entweder
mehrere Ausristungssets verwendet, oder ein Set zwischen den besuchten Gewéssern
desinfiziert werden. Desinfektion gegen die weitere Ausbreitung von Bd ist derzeit in
Osterreich nicht verpflichtend. Es ist dem Bearbeiter tberlassen, ob er entsprechende
Maflinahmen ergreift oder nicht. Als Argument gegen Desinfektion werden der zusatzliche
Aufwand und die ohnedies weite Verbreitung des Erregers angefuhrt. Neue Untersuchungen
haben jedoch gezeigt, dass es Bd-Stamme mit unterschiedlicher Virulenz gibt (Fisher et al.,
2009a). Wahrend Amphibien mit einem Bd-Stamm trotz Infektion Uberleben, kann ein
anderer erhdhte Mortalitat und damit Populationsriickgédnge zur Folge haben. Es muss
verhindert werden, dass hoch gefahrliche Stamme von Bd eingeschleppt werden.

Konsequente Desinfektion von Arbeitsutensilien in der Amphibienarbeit (aber auch in der
Fischerei) ist die einzige wirksame Malinahme, die Verbreitung von Krankheitserregern

durch den Menschen zu reduzieren (Schmidt et al., 2009a). DesinfektionsmalRhahmen

sollten fur alle Arbeiten mit Amphibien selbstverstandlich sein.

Abb. Desinfektion von Kescher und Stiefeln mit VirkonS (Fotos: M. Sztatecsny & B.R. Schmidt).

5.1.1 Durchfuhrung der Desinfektion

Bd Uberlebt die Austrocknung bis zu ca. 3 Stunden und kann leicht mit feuchter Ausristung
vertragen werden (Johnson et al.,, 2003). Alle Arbeitsutensilien missen daher nach der
Verwendung gut von Schlamm etc. gereinigt werden, damit eine vollstandige Trocknung
gewabhrleistet ist, bzw. das Desinfektionsmittel sicher mit dem Erreger in Kontakt kommt. Als
Desinfektionsmittel in der Freilandarbeit hat sich VirkonS wegen seiner guten Wirksamkeit
(Johnson et al., 2003; Schmidt et al., 2009a) und Vertraglichkeit durch Amphibien (Schmidt
et al., 2009b) bewahrt. VirkonS (1g I-1) tdtet nach 5 Minuten Einwirkzeit 100% der Bd



Zoosporen (Johnson et al., 2003), wobei die Gegenstande eingetaucht werden sollten
(Abb.). VirkonS wird auch in der Fischzucht verwendet und als Desinfektionsmittel gegen die
Verbreitung der Krebspest eingesetzt. Fir kleinere Ausriistungsgegenstande eignet sich
auch 70% Ethanol als Desinfektionsmittel (Webb et al., 2007).

5.2 Translokationen

Werden Amphibien im Rahmen von Umsiedelungsaktionen z.B. bei gro3en Bauprojekten
von einem Ort zu einem anderen gebracht, muss verhindert werden, dass Bd mit verschleppt
wird. Translokationen sollten daher moglichst unterlassen werden, um Krankheitserreger
nicht zu verbreiten. Ist eine Umsiedelung die einzige Alternative, mussen alle Tiere auf Bd
getestet werden. Erweist sich ein Individuum als infiziert, sollte von einer Translokation
abgesehen werden. Die Nachweismethodik fur Bd gewahrt jedoch keine 100%ige Sicherheit
und falsch negative Tests sind moglich. Grol3e Stichprobenumféange (30-60 Individuen)
verringern die Irrtumswahrscheinlichkeit (Cameron & Baldock, 1998).

Im Falle infizierter Tiere oder auch als PraventionsmalRhahme kénnen Amphibien gegen Bd
behandelt werden. Als wirksame Medikamente haben sich Itraconazole (Garner et al.,
2009a), und Voriconazole (Martel et al., 2010) bewahrt. Itraconazole (0.5 mg I|-1) erfordert
mehrmaliges Baden der Tiere und kann zu Depigmentierung von Kaulquappen fihren
(Garner et al., 2009a). Voriconazole (1.25 mg I-1) kann durch mehrmaliges Besprihen
verabreicht werden und scheint gut vertraglich (Martel et al., 2010). Kaulquappen kénnen
durch erhdhte Wassertemperatur ohne den Einsatz von Antimykotika teilweise erfolgreich
behandelt werden (Geiger et al., 2011)

5.3 StralRenleiteinrichtungen

Kibelfallen an Amphibienstraenzdunen sind aufgrund des engen Kontakts der in ihnen
gefangenen Tiere eine potentielle Gefahr zur Ubertragung von Bd. Es gibt jedoch keine
Studien, die diese Problematik genauer untersucht haben. Betreuer von
Strallenschutzanlagen sollten den Kontakt mit den Amphibien mdglichst vermeiden. Mlssen
die Tiere berihrt werden, sind bloBe Hande oder Nitrilhandschuhe glnstiger als
Latexhandschuhe, da die menschliche Haut und Nitrilhandschuhe eine fungizidale Wirkung
besitzen (Mendez et al., 2008). Werden mehrere Standorte hintereinander besucht, sollten

Hande und Stiefel zwischen diesen desinfiziert werden.

5.4 Wasserpflanzenzuchten

Die Daten aus der Steiermark haben gezeigt, dass Wasserpflanzenzuchten zur schnellen

Verbreitung von Bd durch den Verkauf von Pflanzen beitragen kdnnten. Durch internationale



Lieferung von Pflanzen kdnnten auch neue Bd-Stdmme aus anderen Regionen Europas
oder der Welt nach Osterreich gelangen. Um die Bd-Zoosporendichte in den Zuchtbecken zu
reduzieren, sollten diese im Winter bei Frost flr einen Monat trockengelegt werden, damit die
Zoosporen in den Becken absterben. Mit den im Fruhjahr erneut anwandernden Amphibien
ist eine neuerliche Infektion unausweichlich. Die Anlage eines reinen Amphibiengewassers,
in welchem keine Pflanzen gezichtet werden, und abgetrennte flr Amphibien nicht
zugangliche Pflanzenzuchtbecken sind eine sinnvolle MalRnahme, um die Verbreitung von

Bd durch den Handel mit Pflanzen zu reduzieren.

5.5 Beprobungsprotokoll (folgende Seite)



Beprobungsprotokoll zum Nachweis von Batrachochytrium dendrobatidis

Benotigte Ausristung (je nach Amphibienart): Latexhandschuhe, Kibel, Kescher, kleine
Plastikbeutel, swabs (sterile Wattestabchen mit Plastikstiel), VirkonS-Desinfektionsldsung

Durchfihrung der Beprobung:

e Amphibien moglichst einzeln fangen und in Kubel oder Plastikbeutel aufbewahren

e Latexhandschuhe zur Handhabung der Tiere verwenden und nach jedem Individuum wechseln,
um Ubertragung und Kontamination zu verhindern.

o Tiere mit Wasser von Erde reinigen, damit die Watte nicht zu sehr verschmutzt (kann PCR-
Analyse inhibieren).

e Vor Beprobung Tiere kurz trocknen, damit der Wattebausch am swab nicht zu nass wird.

e Beprobung = Abstrich durchfiihren

Abstrich Froschlurche (swab wenige cm tber dem Wattebausch halten)

1.
2.
3.
4.
5.

Kehle: 5x

VorderfiiRe: je 5x besonders FuRflache und zw. den Zehen

Bauch - untere Flanken: 10x

Hinterschenkel: Unterseite je 5x

HinterflRe: je 5x besonders Fuliflache und zw. den Zehen bzw. auf Schwimmh&uten

Abstrich Schwanzlurche (swab wenige cm Uber dem Wattebausch halten)

Kehle: 5x

1
2. Vorderfile: je 5x besonders FuRflache und zw. den Zehen
3.
4
5

Bauch - untere Flanken: 10x
HinterfiiRe: 5x besonders FuRfliche und zw. den Zehen bzw. auf Schwimmhéauten

. Schwanz: beide Seiten je 5x beginnend bei Kloake

Handhabung der Proben

swabs trocknen!

Da die Watte nass wird, missen die swabs einige Minuten getrocknet werden, bevor sie in die
beschrifteten Réhrchen gesteckt werden. Abbauprozesse in der feuchten Watte kénnen sonst zur
Inhibition der PCR-Analyse fihren (bis zu 100% Ausfall!!!). Wurden die Proben im Regen
gesammelt, spéater trocknen.



e Proberdhrchen beschriften
Zwei Buchstaben fur Fundort und laufende Nummer, Fundort, Art, Geschlecht (f, m, juv), Datum
Beispiel Neudauer Teich: NT1, Neudau, L. vulgaris, f, 27.03.2010

e Proben kihl lagern
Alle Réhrchen eines Standortes mit Gummiring oder Klebeband (Etikett nicht beschadigen)
zusammenfassen und kihl (Kihlschrank oder Keller) lagern.

Gewebeproben
Bei toten Amphibien kénnen auch Gewebeproben untersucht werden. Eine Zehe von jedem Ful3
abzwicken und in 96% Alkohol konservieren.

Desinfektion

Nach der Bearbeitung eines Amphibiengewéssers miissen alle Ausriistungsgegenstande (Stiefel,
Eimer, Kescher etc.) vollstandig getrocknet oder besser mit VirkonS (2g I™) desinfiziert werden.

Dokumentation:
Daten zu jeder Probe am Proberéhrchen und in einer Excel Tabelle vermerken.

Wertvolle Zusatzinformation: Name des Beprobers, Koordinaten (dd,mmmmm WGS84) und
Seehdhe des Fundortes, weitere Amphibienarten, Fische vorhanden?, Art des Gewassers (bes.
klnstlich oder natlrlich).

Kontakt: Dr. Marc Sztatecsny, Department fur Evolutionsbiologie, Universitat Wien
Althanstr. 14, 1090 Wien. marc.sztatecsny@univie.ac.at

Weitere nutzliche Adressen:

Herpetologische Sammlung des Naturhistorischen Museums Wien: www.nhm-wien.ac.at
Koordinationsstelle flir Amphibien und Reptilienschutz in der Schweiz: www.karch.ch
Naturschutzbund Deutschland: www.nabu.de

Amphibian Ark: www.amphibianark.org


mailto:marc.sztatecsny@univie.ac.at
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