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Abstract

Investigation on ecological growth conditions of the
fungus Geomyces destructans colonizing on bats

The White-Nose Syndrome (WNS) is a dramatic disease
affecting bats in Northern America with deadly outcome.
Since 2006, more than six million bats have fallen victim
to this disease. WNS has been identified to be caused by
the white fungal pathogen named Geomyces destructans
(Gd). This white fungus is mostly established at bat snouts
and on the wings. In Europe, mainly the bat species Myotis
myotis is affected by Gd. However, in contrast no mortality
of infected European bats has been noticed up to date.

In this study, the effects of ecological conditions influ-
encing the growth of Gd on bats were investigated. For
that issue, Gd affected bats were observed in seven mines
in Saxony-Anhalt, Germany, with different hibernacula
climatic conditions. The hibernacula research revealed
strong Gd affections on Myotis myotis at high air humidi-
ty conditions (relative humidity about 100%) and modera-
te temperatures (between 7 and 10°C). In contrast, hiber-
nacula with both lower temperatures and dryer conditions
resulted in no growth of Gd on bats.

Laboratory experiments pointed out that Gd grows best
at 10 to 15°C on different culture media. Experiments on
culture media with rock samples, collected from different
hibernacula locations, as ingredient showed a strong inc-
reased production of Gd spore.

Zusammenfassung

Das White-Nose-Syndrom (WNS) ist eine in Nordameri-
ka sich vollziehende epizootische Pilzerkrankung, an der
von 2006 bis heute etwa 5,7 bis 6,7 Millionen Flederméu-
se gestorben sind. Krankheitsausloser ist der kiltelieben-
de Schlauchpilz Geomyces destructans (Gd), der sich auf
Fledermiusen wihrend der Uberwinterungsphase ansie-
delt und nach bisherigen Erkenntnissen wichtige Haut-
funktionen der Fledermiuse zerstort.

In Europa wurden ebenfalls iiberwinternde Flederméu-
se entdeckt, die mit G. destructans befallen wurden, wobei
vor allem das (GroBe) Mausohr (Myotis myotis), nachfol-
gend nur Mausohr genannt, betroffen ist. Bislang konnte
jedoch in Europa kein Fledermaussterben mit Gd direkt in
Verbindung gebracht werden.

Durch wiederholte Begehungen von sieben bekannten
Fledermaus-Winterquartieren im sachsen-anhaltinischen
Harz wurde die Stidrke des Befalls von Gd auf iiberwin-
ternden Flederméusen dokumentiert sowie Lufttempera-
tur- und Luftfeuchtigkeitsdaten gesammelt.

Wihrend der Untersuchung im Zeitraum von Ende
Januar bis Anfang April 2012 wurden insgesamt 48 Fle-
derméuse (davon 19 Mausohren) festgestellt und an vier
Begehungen beobachtet. In zwei Quartieren wurden ins-
gesamt 6 Mausohren festgestellt, die mit Gd befallen wa-
ren. Es wurde festgestellt, dass in den Gd-positiven Quar-
tieren hohere Temperatur und Luftfeuchtigkeit herrschten
als in denen, wo Mausohren ohne Gd-Befall iiberwintern.
Aufierdem wurden weitere Fledermausarten observiert,
die gemeinsam mit den Schimmelpilz tragenden Mausoh-
ren iiberwinterten.

In der Laboruntersuchung wurde festgestellt, dass Gd
bei Temperaturen von 10 und 15 °C am besten wiichst. Bei
Luftfeuchtigkeitsversuchen (RH von 33 bis 95 %) konnte
kein direkter Einfluss der relativen Luftfeuchtigkeit auf
das Wachstum von Gd festgestellt werden. Bei Experi-
menten mit Zugabe von Gesteinsmehlen (aus Flederm-
auswinterquartieren) in Agar-Kulturmedien konnte kein
Einfluss auf das Wachstum von Gd festgestellt werden.
Jedoch wurde festgestellt, dass viele Gesteine die Spo-
renbildung von Gd fordern und somit zu einer erhohten
Dispersion des Pilzes fiihren konnen.
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1 Einleitung

Das White-Nose-Syndrom (WNS) ist eine
sich in Nordamerika vollziehende epizootische
Pilzerkrankung bei Fledermiusen, an der seit
2006 etwa 5,7 bis 6,7 Millionen Fledermau-
se gestorben sind (FROSHAUER & COLEMAN
2012). Krankheitsausloser ist der kélteliebende
Schlauchpilz Geomyces destructans (Gd) BLE-
HERT & GARGAS, sp. nov. (BLEHERT et al. 2009),
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ten der Fledermiuse in sieben Winterquartie-
ren durchgefiihrt.

Studien belegen, dass ein optimales Wachstum
des zu den Ascomyceten gehorenden psychro-
philen Saprophyten G. destructans bei Tempe-
raturen zwischen 5 und 15 °C zu beobachten ist
(Garaas et al. 2009). AuBerdem ist Gd offen-
bar auf eine hohe Luftfeuchtigkeit angewiesen
(CryaN et al. 2010). Wichtig ist auch die Lange
der Ruhedauer der Fledermause, die der Pilz be-
notigt, um sich zu entwickeln (PUECHMAILLE et
al. 2011, OHLENDORF et al. 2011). Dabei soll auch
in Laborexperimenten getestet werden, welchen
Einfluss Temperatur und Luftfeuchtigkeit auf
das Wachstum von Gd haben.

Weiterhin ist es wohlbekannt, dass Minera-
lien und vor allem der pH-Wert des Néhrsub-
strats bei der Entwicklung von Mikroorganis-
men eine entscheidende Rolle spielen (SCHLEGEL
1992). Bei Untersuchungen in den USA und
Europa wurde Gd sowohl im Bodensubstrat als
auch an den Winden der Winterquartiere nach-
gewiesen (LINDNER et al. 2011, PUECHMAILLE et
al. 2011). Welchen Einfluss diese beiden abioti-
schen Faktoren auf das Wachstum von Gd ha-
ben, ist nicht bekannt. So soll untersucht wer-
den, welchen Einfluss Mineralien des Gesteins
aus den Winterquartieren auf das Wachstum
von Gd haben und welche Rolle der pH-Wert
des Néhrsubstrats dabei spielt.

2 Material und Methoden

2.1 Untersuchung in den
Winterquartieren

Im Zeitraum vom 27.01. bis 06.04.2012 er-
folgten wiederholte Begehungen von sieben un-
tertdgigen, hohlenartigen Fledermaus-Winter-
quartieren im sachsen-anhaltinischen Teil des
Harzes. Die Karte (Abb. 1) gibt einen Uberblick
iiber die geographische Lage dieser Quartiere.

Bei den Begehungen der Fledermaus-Win-
terquartiere wurden alle iiberwinternden Fle-
dermiuse, ihre Hangplatzwahl sowie ein er-
sichtlicher Pilzbefall erfasst. Dabei wurden die
Flederméuse nach alphabetischen Buchstaben

individualisiert, die mehrfach im jeweiligen
Quartier angetroffen wurden (s. Ergebnisteil).
Die Begehungen erfolgten ziigig, um Storun-
gen moglichst gering zu halten. Zudem wurden
alle genutzten Geritschaften und Schuhe nach
jeder Begehung mit dem Desinfektionsmittel
Cutasept® F behandelt, um eine mogliche Ver-
schleppung von Pilzsporen zu verhindern. Die
Stirke des Pilzbefalls wurde mittels Sichtbe-
obachtung bestimmt und in vier Stufen einge-
teilt (Abb. 2a—d).

Die Ermittlung der Lufttemperatur in den
einzelnen Quartieren wurde mit Hilfe von sie-
ben Dataloggern (KeyTag Logger, Hersteller:
KeyLog Recorders® erfasst, die in unmittelba-
rer Umgebung zu iiberwinternden Mausohren
installiert wurden. Die relative Luftfeuchtigkeit
(RH) wurde wihrend der Begehungen mit einem
Temperatur-/Feuchtigkeits/Taupunkt-Messgerit
VAB010 (Hersteller: V&A®) gemessen.

2.2 Laborexperimente

2.2.1 Kultivierung von
Geomyces destructans

Die Untersuchungen des angeziichteten Geo-
myces destructans (Gd) erfolgten im Mikrobio-
logie-Labor des Instituts fiir Okologie an der
TU Berlin. Der Mutterstamm wurde bereits
2010 vom Leibniz-Institut fiir Zoo- und Wild-
tierforschung Berlin (Frau Dr. Guprun Wis-
BELT) zur Verfiigung gestellt. Die Kultivierung
erfolgte auf folgenden Agar-Kulturmedien:
CMA (4 % Maismehl; 1,5 % Agar), nCMA (4
% Maismehl; 0,5 % Glucose; 0,15 % Hefeex-
trakt; 1,5 % Agar), M1 (1 % Malzextrakt; 0.4 %
Glucose; 0,4 % Hefeextrakt; 1,5 % Agar), MEA
(1,7 % Malzextrakt; 1,5 % Agar), mPDA (2,6 %
Kartoffelstirke; 0,4 % Glucose; 0,15 % Hefeex-
trakt; 1,5 % Agar), SA (Sabouraud Agar: 0,15
% Pepton; 4 % Glucose; 1,5 % Agar, pH 5,5).

2.2.2 Wachstumstests

Unter Einfluss verschiedener Umgebungs-
temperatur (5 °C, 10 °C, 15 °C und 20 °C) wur-
de das Wachstum von Gd auf fiinf Agar-Kul-
turmedien (SA, M1, mCMA, MEA und CMA)
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untersucht und in einem 7-Tage-Rhythmus foto-
dokumentiert. Ebenso wurde der Einfluss der
relativen Luftfeuchtigkeit auf das Gd-Wachs-
tum bei 10 °C auf drei Agar-Kulturmedien
(SA, M1 und mCMA oder mPDA) untersucht.
Die jeweils unterschiedlich eingestellte rela-
tive Luftfeuchtigkeit (RH in %) fiir die zwei
Versuchsreihen wurde durch fiinf gesittigte
wissrige Salzlosungen erzeugt (vgl. GREENSPAN
1977). Die mit Gd angeimpften Agar-Platten
wurden gelagert bei 10 °C in geschlossenen
Behiltern iiber den gesittigten wissrigen Salz-
16sungen (ca. 300 ml) von Kaliumsulfat (RH ~
95 %), Kaliumchlorid (RH ~ 87 %), Natrium-
chlorid (RH ~ 76 %), Magnesiumnitrat (RH ~
58 %) und Magnesiumchlorid (RH ~ 33,5 %).

Auch der Einfluss verschiedener Gesteine auf
das Wachstum von G. destructans wurde beob-
achtet. Hierfiir wurden zwolf Gesteinsproben
aus den unterschiedlichen Winterquartieren im
Harz ausgewihlt, zu Gesteinsmehl verarbeitet
und den Néhrmedien (1,20 g, 0,84 g,0,60 g und
0,36 g pro 30 ml Medium pro Agar-Platte) zu-
gesetzt. Die pH-Werte der Gesteinsmehle wur-
den in Millipore-Wasser und mit dem pH-Meter
761 Calimatic (Knick®) gemessen.

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Verbreitung und zeitliches
Auftreten des Gd-Befalls

In den untersuchten Quartieren konnten ins-
gesamt 48 Fledermiuse 11 verschiedener Ar-
ten kontrolliert werden. Von den 19 erfassten
Individuen des Mausohrs wurden sechs Tiere
mit Gd-Befall beobachtet (Tab. 1). Einzelne
Tiere, die wihrend der gesamten Untersuchung
wiederholt im jeweiligen Quartier am jeweili-
gen Hangplatz festgestellt werden konnten oder
die bereits markiert waren (Armklammer),
wurden zur individuellen Kennzeichnung mit
den Buchstaben A-S aufgefiihrt. Die entspre-
chende Gd-Befallsstufe (I-1V) ist ebenfalls fiir
jedes Individuum aufgefiihrt.

Im ,,Leinetalstollen” und im ,,Kirchtalstol-
len* wurden Mausohren mit Gd-Befall festge-
stellt, wihrend in den anderen Quartieren kein
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Gd-Befall sichtbar wurde. Einige der pilztra-
genden Mausohren befanden sich zwischen-
zeitlich nicht im Quartier. Des weiteren konnte
ermittelt werden, dass sich der Gd-Befall, z. B.
auf dem Mausohr im ,,Kirchtalstollen®, inner-
halb von 22 Tagen von Null bis zum Stadium
IV entwickelte.

Wie die Beobachtungen aus dem ,,Leine-
talstollen* zeigen, bewirkt das Erwachen der
Fledermaiuse, dass das Gd-Wachstum auf der
Haut unterbrochen wird. Wie OHLENDORF et al.
(2011) mitteilen, putzen sich die erwachten Fle-
dermiuse ausgiebig und der Gd wird somit ent-
fernt. OHLENDORF et al. (2011), PUECHMAILLE et
al. (2011) und WiBBELT et al. (2011) gehen davon
aus, dass Gd besonders haufig auf Mausohren
vorkommt, weil diese besonders lange und aus-
dauernd ruhen und der Pilz somit Zeit hat sich
zu entwickeln. Andere Arten erwachen und
wechseln hingegen ihre Hangplitze hiufiger
(BezeMm et al. 1964, DaLEszyk 2000, EicHSTATT
1997, HAENSEL 1991, HARMATA 1994, KRETSCH-
MAR 2003 b, KrzaNowsk1 1959, PuNT & PARMA
1964, UrBaNczYK 1991, VAN NIEUWENHOVEN
1956, ViErHAUS 1994, alle Quellen zit. in KuL-
zeR 2005). Im Untersuchungszeitraum (Ende
Januar bis Anfang April) fanden einige Orts-
wechsel bei Mausohren statt. Es ist bekannt,
dass sich Mausohren gegen Ende des Winters
(Mérz) in der Ndhe zum Stolleneingang sam-
meln (WiBBELT 2011). Im Gd-positiven ,,Lei-
netalstollen” hingen sich die Mausohren viel
hiufiger um als in den Quartieren ,,Stollen
am SchieBstand“ und ,Brauereikeller Burg
Arnstein®, in denen kein Gd-Befall festgestellt
wurde. In der vorliegenden Untersuchung wur-
den Individuen anderer Arten (Myotis bech-
steinii, Myotis brandtii, Myotis mystacinus,
Mpyotis nattereri, Rhinolophus hipposideros)
beobachtet, die lange und ausdauernd unter
denselben Bedingungen iiberwintert haben wie
die Mausohren, die vom Gd befallen waren.
Deshalb wird nicht davon ausgegangen, dass
der besonders haufige Gd-Befall auf Mausoh-
ren allein mit der ausdauernden Ruhe dieser
Fledermausart zusammenhéangt.

Somit stellt sich die Vermutung, dass der
hiufige Befall der Mausohren der Tier-zu-
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Tabelle 1. Ergebnisse der Winterquartierkontrollen. FM = Fledermausspecies/ Individuum A-S,

Gd = Gd-Befallsstufe (I-1V), M.m. = Myotis myotis, M.bech. = Myotis bechsteinii, M.br. = Myotis brandtii,
M.mys. =Myotis mystacinus, M.nat. = Myotis nattereri, M.dau. = Myotis daubentonii,

B.bar. = Barbastellus barbastellus, E.ser. = Eptesicus serotinus, R.hip. = Rhinolophus hipposideros

Quartier 1. Begehung 2. Begehung 3. Begehung 4. Begehung
FM Gd FM Gd FM Gd FM Gd
Leinetalstollen Mm. A 1 Mm. A I
M.m. B I Mm. B v M.m.B I
M.m. C 0 M.m. C 1
M. b.D 0 M. b.D 0 M. b.D 0 M.b.D 0
M. b.E 0 M. b E 0
M.m. I M.m IV
M.m. 0
(n=3)
M.n. 0
Hildebrandtstollen M.m. 0
M.dau. 0
(n=2)
M. mys. F 0 M.mys. F 0
M.br. 0
Mm. G 0 Mm. G 0
Brauerreikeller Burg M.m H 0 M.mH 0 MmH 0 -
Arnstein Mm. 1 0 Mm. 1 0 Mm. 1 0
M.m. 0
Kirchtalstollen M.m. K 0 M.m. K 0 M.m. K 0 M.m. K v
M.m. L 0 M.m. L 0
M.spec. 0
B.bar. 0
R.hip. M 0 R.hip. M 0 R.hip. M 0
R.hip. N 0 R.hip. N 0
Stollen am Mm. O 0 Mm. O 0 Mm. O 0 Mm. O 0
Schiefistand Mm. P 0 Mm. P 0 Mm. P 0 Mm. P 0
Mm. Q 0 Mm. Q 0 Mm. Q 0 Mm. Q 0
Ppip. 0
(n=10)
Lange Hohle - - - -
Weifier Stahlberg Mm. R 0 M.m. R 0
M.nat. S 0 M.nat. S 0 M.nat. S 0 M.nat. S 0
M.dau. 0 M.bra 0
M. dau. 0
M.mys 0
M.bra 0
E.ser. 0
M.nat. 0

Tier-Ubertragung geschuldet ist und Gd beim
Mausohr verbreitet ist. Der Gd-Pilzbefall an-
derer Fledermausarten kénnte durch Spill-over
entstehen, wenn sich gemischte Cluster bilden
(OHLENDORF et al. 2011). Rh. hipposideros bildet
als frei hiingende Art keine Cluster mit Myotis
myotis. Bei dieser Art wurde auch noch nie Gd
festgestellt (vgl. WiBBeLT 2011). Des weiteren

wurde eine Luftiibertragung der Gd-Sporen
nicht nachgewiesen (WiBBELT 2011).

Es kann nicht abschlieend geklirt werden,
warum Gd fast ausschlieBlich auf Mausohren
vorkommt, jedoch nicht auf anderen Arten,
die sich in unmittelbarer Umgebung befinden.
Mausohren weisen eine hohe Quartiertreue
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auf (KurLzer 2005). Quartiere, in denen bisher
kein Gd nachgewiesen werden konnte, konnten
somit Gd-frei sein, weil die gleichen Mausohr-
Individuen, die jahrlich tiberwinternden, keine
Sporen tragen und das Quartier somit nicht
mit Gd kontaminiert wurde. Uber den Uber-
tragungsweg und die Uberdauerung von Gd-
Sporen (z.B. im Fell der Tiere, wihrend des
Sommers) ist bisher wenig bekannt (WIBBELT
2011). Bei Untersuchungen in den USA wurden
Flederméduse in Hohlen eingebracht, in denen
im Jahr zuvor Flederméduse am WNS gestor-
ben sind. Auch die neuen, eingebrachten Tiere
starben. Man diskutiert, ob dabei eine Uber-
tragung iiber die Hohlenwinde stattgefunden
hat (Fricks, pers. Mitt. 2010, in BREITENBACH,
MARWAN & WIBBELT 2011). Auch PUECHMAILLE
et al. (2011) wiesen Sporen in der Hohlenwand
nahe einer Gd-positiven Stelle nach. Ob dies
der tatsichliche Ubertragungsweg ist, ist nicht
sicher (WiBBeLT 2011). Unklar ist auch, wie lan-
ge die Sporen iiberleben konnen (BREITENBACH,
MARWAN & WIiBBELT 2011) bzw. ob sie sich im
Fell der Tiere iiber das Jahr hinweg halten und
somit {ibertragen werden (WIBBELT 2011).

Auffillig war im ,,Leinetalstollen®, dass alle
Mausohren wihrend der Uberwinterung ihren
Hangplatz haufiger wechselten, als in den an-
deren untersuchten Quartieren. Es ist bekannt,
dass diese sich gegen Ende des Winters in die
Nihe der kiihleren Einginge der Quartiere
ziehen (KuLzer 2005) oder durch sich dndern-
de Wetterbedingungen ihren Platz wechseln.
Wihrend der Untersuchung wurde jedoch fest-
gestellt, dass die Tiere, die alle von Gd befal-
len waren, auch mitten im Winter wechselten,
wihrend das Stollenklima fast konstant war. In
den anderen Stollen wurde ein hdufiger Wech-
sel nicht festgestellt. So stellt sich die Frage,
aus welchen Griinden die Mausohren erwachen
bzw. ob dieses Verhalten mit dem Gd-Befall in
Verbindung zu bringen ist, denn es ist auch von
den befallenen Tieren in den USA bekannt,
dass sie hiufiger erwachen, als nicht infizier-
te Flederméduse (TURNER & REEDER 2009, zit.
in WiLLIs et al. 2011, REeDER et al. 2012). Es
ist nicht bekannt, ob eine Reaktion (z.B. Juck-
reiz) ausgelost wird, wenn das Pilzwachstum
weit vorangeschritten ist. Es ist auch moglich,

das Gd-befallene Mausohren schneller dehyd-
rieren und zum Trinken erwachen, wie es aus
Nordamerika vermutet wird (WARNECKE et al.
2012). Durch das héufige Erwachen wurde bei
den nordamerikanischen Fledermiusen festge-
stellt, dass sie ihre Energiereserven schneller
verbrauchen und damit das Verhungern auch
zum Tod fiihren konnte (ReicHARD & Kunz
2009). Ein Gewichtsunterschied zwischen den
Mausohren aus befallenen Stollen und denen
aus Gd-freien Stollen wurde allerdings bisher
nicht festgestellt (OHLENDORF & FriTzE 2011,
unveroffentl. Daten).

Es ist bisher nicht nachgewiesen worden, ob
eine Verletzung der Fliigel, die in den USA durch
Gd herbeigefiihrt wird (METEYER et al. 2009),
in Europa stattfindet (WiBBELT 2011). Man geht
deshalb davon aus, dass es unwahrscheinlich
ist, dass es zu einer d@hnlichen Epidemie durch
G. destructans in Europa kommt. Des weiteren
ist G. destructans an europdischen Fledermau-
sen weit weniger stark ausgeprigt und der Pilz
europaweit verbreitet (WIBBELT et al. 2010).
Die geringere Verbreitung ist wahrscheinlich
auch dem Fakt geschuldet, dass sich in euro-
pdischen Winterquartieren nicht annihernd so
viele Fledermause befinden wie in Nordameri-
ka. Aufgrund der geringeren Individuendichte
ist eine Verbreitung der Konidien bzw. Sporen
von Tier zu Tier geringer. Trotzdem gewinnt
man den Eindruck, dass sich der Pilz offenbar
in Ausbreitung befindet. Sicher wurde friiher
nicht gezielt danach gesucht, jedoch gab es
durchaus Fledermausschiitzer, Wissenschaftler
und Hohlenforscher, die zu Ende des Winters
die Uberwinterungsquartiere kontrolliert ha-
ben. Schimmelpilzmeldungen gab es nur we-
nige, obwohl die mit Schimmelpilz besetzten
Flederméuse auch dem Laien auffallen soll-
ten. Hierbei sollte beriicksichtigt werden, dass
sich die Mausohrbestiinde erst in den 1980ern
begannen zu erholen und ab Mitte der 1990er
Jahre anstiegen, wobei auch die Schimmelpilz-
Meldungen hiufiger wurden (OHLENDORF et al.
2011). Auch die Verbreitung des Pilzes durch
Menschen, die aus verschiedenen Motiven im-
mer hdufiger Winterquartiere betreten (z.B.
zum Zweck der Hohlenforschung, des ,,Geo-
caching” und der Fledermausforschung), ist
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anzunehmen (vgl. BREITENBACH, MARWAN &
WiBBELT 2011).

FLory et al. (2012) beschreiben, dass die
Fledermiduse in Nordamerika 6 bis 8 Monate
tiberwintern. Die Mortalitdt der in der Labor-
untersuchung mit Gd inokulierten Flederméuse
beginnt erst im Januar, d.h. 5 Monate nach der
Gd-Aussetzung, und die Massenmortalitdt der
im Freien lebenden Flederméuse in den USA
findet sich hauptsidchlich von Januar bis April/
Mai und am hochsten im Mérz vor (LorcH et
al. 2011). In unseren Laborversuchen fanden
wir auch, dass der Pilz G. destructans langsam
auf kiinstlichen Medien wichst. Offensichtlich
benotigt er einen langen Zeitraum, um ausrei-
chende Pilzmyzel zu produzieren, bis er sichtbar
wird und/oder Fledermaussterben verursachen
kann. In der vorliegenden Untersuchung konnten
Mausohren, die einen Gd-Befall aufwiesen, nur
maximal 41 Tage lang zuriickverfolgt werden.
Es sollte deshalb gepriift werden, ob Gd bei lidn-
gerer Inkubationszeit auch europiische Fleder-
méuse schiadigen kann. Moglicherweise konnte
der europdische Winter zu kurz sein, damit der
europdische Gd fiir die heimischen Flederméiuse
pathogen werden kann. Solche einzelnen Fille
tiber das WNS in Europa wurden bereits berich-
tet, z.B. in der Tschechischen Republik wurden
im Mirz 2010 zwei tote M. myotis, die charakte-
ristische Merkmale einer Gd-Infektion zeigten,
und im April 2011, als die Zeit der Winterruhe
schon fast vorbei war, bei einem lebenden M.
myotis mit typischen Verletzungen durch Gd-
Infektion an Flugmembran und Nase gefunden
(PikuLa et al. 2012). WARNECKE et al. (2012) stell-
ten anhand ihren Laborversuchen bereits fest,
dass der europdische Gd eine hohere Pathoge-
nitdt aufweist als seine amerikanische Variante.
Alle untersuchten amerikanischen Flederméiuse
starben nach der Inokulation mit europdischem
Isolate G. destructans (innerhalb von 71 bis 91
Tagen) friiher als nach der Inokulation mit ame-
rikanischen Gd (88 bis 114 Tage).

3.2 Einfluss der Temperatur auf das
Gd-Wachstum

In Laboruntersuchungen wurde das beste Gd-
Wachstum bei 10 sowie 15 °C und auf dem SA-

Kulturmedium (proteinhaltiges Medium mit
hohem Glucose-Gehalt) beobachtet. Das Ko-
loniewachstum erreichte nach 5 Wochen einen
Durchmesser von 2 bis 4 cm, nach 12 Wochen
von 5 bis 7 cm (s. Abb. 3). Bei 5 °C wichst Gd
sehr langsam und bei 20 °C ist das Pilzwachs-
tum kaum zu erkennen (Abb. 3). Diese Ergeb-
nisse stimmen mit denen von anderen Autoren
weitgehend iiberein. CHATURVEDI et al. (2010)
beschreiben ein gutes Gd-Wachstum in Labor-
versuchen bei 4 und 15 °C. WIBBELT et al. (2010)
stellten fest, dass Gd bei 4 °C kaum wichst und
bei 25 °C gar kein Wachstum erfolgt.

In der Freilanduntersuchung wurden Tempe-
raturunterschiede zu Winterquartieren festge-
stellt, in denen Gd auf Fledermé&usen sichtbar
wird und wo nicht. Hierfiir wurden die Luft-
temperaturen der untersuchten Winterquartie-
re im Zeitraum Mitte Januar bis Anfang April
ermittelt (Abb. 4).

Die Uberwinterungsstrategie der Fleder-
mdiuse besteht darin, Quartiere mit niedrigen
Temperaturen aufzusuchen, um ihren Korper
im Torpor zu halten und damit Stoffwech-
selvorgidnge drastisch zu reduzieren, sodass
die Energiereserven iiber die Winterperiode
hinweg ausreichen (DieTz, HELVERSEN & NILL
2007). Dabei passt sich die Korpertemperatur
der Fledermause (im aktiven Zustand: 35 bis
39° C) der Umgebungstemperatur des Winter-
quartiers an, die fiir die meisten Fledermausar-
ten im Bereich von O bis 10 °C liegt (CRYAN et
al. 2010). Die Freilanduntersuchung bestétigt,
dass bestimmte Fledermausarten (vor allem
Mpyotis myotis) Temperaturbereiche aufsuchen,
in denen der Gd am besten wachsen kann.

Wihrend die Temperatur im ,,Leinetalstol-
len* konstant 9,2 °C betrug, lagen die Durch-
schnittstemperaturen im ,,Kirchtalstollen* und
im ,,Hildebrandtstollen” bei 6,9 bzw. 7,1 °C.
Im ,,Leinetalstollen” und im ,,Kirchtalstollen
wurde Gd auf sechs iiberwinternden Mausoh-
ren nachgewiesen. Im ,,Hildebrandtstollen® ist
aufgrund seiner mikroklimatisch gilinstigen
Bedingungen (u. a. Lufttemperatur und Luft-
feuchtigkeit) mit zunehmender Fledermausbe-
siedelung auch mit dem Auftreten von Gd zu
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a)

b)

Abb. 3. Einfluss der Temperatur und Kulturmedien auf das Wachstum von G. destructans: a) nach 5 Wochen
Wachstumszeit, b) nach 12 Wochen Wachstumszeit (oben nach unten: Gd-Wachstum bei 20, 15, 10 und 5 °C;
links nach rechts: Gd-Wachstum auf SA-, M1-, nCMA-, MEA- und CMA-Kulturmedien).

rechnen. Bislang wurde noch kein Gd-Befall
nachgewiesen. Die Ursache konnte darin lie-
gen, dass der Stollen erst 2011 nach 69 Jahren
freigelegt und gesichert wurde und daher noch
nicht mit Gd kontaminiert sein konnte.

In den Winterquartieren ,,Stollen am Schie$3-
stand“, ,,Brauereikeller Burg Arnstein” und
Weiller Stahlberg“ sind niedrigere Durch-

schnittstemperaturen (3,0 bis 5,8 °C) festgestellt
worden. In diesen Quartieren wurde auf insge-
samt sieben {iberwinternden Mausohren kein
Gd-Befall sichtbar. Es kann somit festgestellt
werden, dass sich Gd in solchen kiihlen Quar-
tieren auf Flederméusen nicht entwickelt oder
zumindest so langsam wichst, dass die Zeit der
dauerhaften Ruhe der Fledermiuse nicht aus-
reicht, damit das Pilzwachstum sichtbar wird.

Abb. 4. Lufttemperaturen in den untersuchten Winterquartieren. * Winterquartier mit Gd auf Myotis myotis.
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Abb. 5. Einfluss der relativen Luftfeuchtigkeit auf das Wachstum von G. destructans auf mCMA, mPDA-, M1-
und SA-Kulturmedien (oben: 1. Versuchsreihe nach 5 Wochen Wachstumszeit, unten: 2. Versuchsreihe nach 5

Monaten Wachstumszeit).

Es wurde festgestellt, dass bestimmte Fleder-
mausarten in den USA, die regelméBig von Gd
befallen werden, Umgebungstemperaturen von 2
bis 8 °C bevorzugen (WiLLis et al. 2011). In den
Ergebnissen aus der vorliegenden Untersuchung
im Harz, wurde Gd auf Fledermiusen, die bei
durchschnittlichen Umgebungstemperaturen un-
ter 6 °C iliberwintern, nicht nachgewiesen.

Es ist bekannt, dass Myotis-Arten beson-
dere klimatische Priferenzzonen in den Win-
terquartieren haben. Allen voran bevorzugt
das Mausohr klimastabile Bereiche (BezeEm
et al. 1964, GarsLER 1970 und 1971 b, NAGEL
& NaceL 1991, WEBB et al. 1996, alle Quellen
zit. in KurLzer 2005) mit Umgebungstempe-
raturen von 6 bis 12 °C (Dietz, HELVERSEN &
NiL 2007). Dieser Temperaturbereich liegt
auch im Wachstumsoptimum des Gd. Offen-
sichtlich trédgt dieser Temperaturfaktor erheb-
lich dazu bei, dass der Pilz deshalb besonders
hiufig auf Mausohren nachgewiesen werden
kann. Grofe Bartflederméuse (Myotis brand-
tii), Kleine Bartflederméuse (Myotis mystaci-
nus), Wasserfledermiuse (Myotis daubento-
nii), Fransenfledermiuse (Myotis nattereri),
Bechsteinfledermiuse (Myotis bechsteinii) und
Teichfledermiuse (Myotis dasycneme) iiber-
wintern in Temperaturbereichen, dhnlich denen
des Mausohrs (BEzeMm et al. 1964, GaisLER 1970
und 1971 b, NaGEL & NAGEL 1991, WEBB et al.

1996, alle Quellen zit. in KuLzer 2005), wobei
die Kleine und die Grof3e Bartfledermaus meist
in eher kiihleren Felsquartieren iiberwintern.
Bis auf die Fransenfledermiduse wurde bei die-
sen Arten bereits Gd nachgewiesen (WIBBELT
2011). Die Ergebnisse der vorliegenden Frei-
landstudie bestitigen, dass diese Arten auch
oft zusammen mit Mausohren iiberwinterten,
jedoch wurde bei dieser Untersuchung kein
Gd-Befall festgestellt. Aus dem Harz liegen
bislang drei Gd-Belege von anderen Fleder-
mausarten vor: Wasserfledermaus 2009/10,
Grofle Bartfledermaus 2010/11 (OHLENDORF et
al. 2011) und Kleine Bartfledermaus 2011/12.

Einige andere Fledermausarten, wie z.B.
Mopsflederméuse (Barbastella barbastellus),
Breitfliigelflederméuse (Eptesicus serotinus),
Nordflederméduse (Eptesicus nissonii) und
Zwergfledermiduse (Pipistrellus pipistrellus)
sind auf kiihle und trockenere Felsquartiere
angewiesen und verweilen meist nicht so lange
in den Quartieren wie das Mausohr. Im Rah-
men der vorliegenden Untersuchung wurde bei
diesen Arten kein Gd-Befall festgestellt.

3.3 Einfluss der Luftfeuchtigkeit auf
das Gd-Wachstum

Einige Autoren beschreiben, dass Gd an
eine hohe Luftfeuchtigkeit gebunden sei (vgl.
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Relative Luftfeuchtigkeit (RH) in den Winterquartieren
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ADD. 6. Relative Luftfeuchtigkeit (RH) in den Fledermaus-Winterquartieren im Untersuchungszeitraum
(Mitte Januar bis Anfang April), * Winterquartier mit Gd auf Myotis myotis.

CRryAN et al. 2010, WiLLIs et al. 2011 PuecH-
MAILLE et al. 2011, FoLEy et al. 2011). In un-
serem Laborexperiment wurde das Wachstum
von Gd bei fiinf (durch gesittigte wassrige
Salzlésungen induzierten) unterschiedlichen
relativen Luftfeuchtigkeiten (RH bei etwa 33,
58, 76, 87 und 95 %) beobachtet, wobei der
Pilz Gd sehr unterschiedlich wuchs. In der 1.
Versuchsreihe konnte nach 5 Wochen Wachs-
tumszeit kein Zusammenhang zwischen der
RH und dem Pilzwachstum festgestellt wer-
den (s. Abb. 5). Das liegt wahrscheinlich da-
ran, dass die Agar-Kulturmedien selbst einen
hohen Wasseranteil besitzen und offensicht-
lich den Wasserbedarf des Pilzes in der kur-
zen Versuchszeit ausreichend decken. Daher
zeigte die relative Luftfeuchtigkeit in dieser
5-wochigen Versuchszeit keinen eindeutigen
Einfluss. In der 2. Versuchsreihe wurde nach
einer Wachstumszeit von mehreren Monaten
ein eindeutiger Wachstumsunterschied in Ab-
hangigkeit von der (durch gesittigte wissrige
Salzlosungen induzierten) Luftfeuchtigkeit be-
obachtet (s. Abb. 5).

Die Luftfeuchtigkeit ist neben der Tempera-
tur der zweitwichtigste 6kologische Faktor fiir
den Winterschlaf der Fledermiuse (KuLzEr
2005). Um die Gefahr der Austrocknung zu
vermeiden, suchen sich Fledermiuse Winter-
schlafplitze mit einer Umgebungsluftfeuchtig-
keit von 60 bis 100 % (CryaN et al. 2010), was
in der vorliegenden Freiland-Studie bestitigt
werden kann. Laut Kurzer (2005) favorisieren
Mpyotis-Arten sogar eine relative Luftfeuchtig-
keit von 85 bis 100 %. In dieser Untersuchung
betrugen die Luftfeuchtigkeitswerte in der Um-
gebung von iiberwinternden Myotis myotis zu-
weilen 50 bis 100 %. Vermutlich sind die nied-
rigen Werte als Extrembeispiele anzusehen, da
die meisten Mausohren auch wiahrend dieser
Studie bei einer deutlich hoheren Luftfeuchtig-
keit iiberwinterten. Im Quartier ,,Lange Hoh-
le* wurden keine iiberwinternden Fledermause
festgestellt. Vermutlich ist dieses Quartier auf-
grund der Trockenheit fiir die Uberwinterung
von Fledermiusen ungeeignet. In den Quartie-
ren ,Brauereikeller Burg Arnstein®, ,,Stollen
am Schiefistand” und ., Weiler Stahlberg, wo
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winterten und genau so lange an ihrem Platz
hingen, keinen Gd-Befall aufwiesen. Auffillig
waren in dieser Untersuchung unter anderem
zwei Bechsteinflederméiuse, die sich in dem
hoch Gd-kontaminierten ,,Leinetalstollen” in
der Nihe der befallenen Mausohren sehr lan-
ge aufhielten. Diese wiesen, wie schon in den
Vorjahren 2011 und 2010 beobachtet (OHLEN-
DORF et al. 2011), keinen Gd-Befall auf. Das
Mikromillieu auf der Haut dieser Arten, z.B.
Fransenflederméuse (Myotis nattereri), Bech-
steinfledermiuse (Myotis bechsteinii) etc.,
konnte zu trocken sein, als dass sich Gd dort
ausbreitet. Die geringere Verdunstungsrate be-
stimmter Fledermausarten wurde sowohl in
humider als auch arider Umgebung festgestellt
(CryaN et al. 2010, WiLLIs et al. 2011). Auch
der Laborversuch der vorliegenden Arbeit gibt
Grund zu der Annahme, dass die Feuchtigkeit
des Kulturmediums bzw. der Haut eine groB3ere
Bedeutung zukommt, als zunéchst die relative
Luftfeuchtigkeit der Umgebung. Jedoch wird
davon ausgegangen, dass sich eine hohere Luft-
feuchtigkeit positiv auf das Wachstum des Gd
auswirkt. Dies wiirde auch erkldren, warum Gd
in der Regel zuerst an der Nasenspitze auftritt,
wo die feuchtwarme Atemluft der Fledermiu-
se austritt. Es wird deshalb nicht davon ausge-
gangen, dass die Luftfeuchtigkeit eine entschei-
dende Rolle beim Gd-Befall von Fledermiusen
spielt, wie einige Autoren beschreiben, sondern
das Wachstum des Pilzes fordert. Abb. 6 zeigt
die Messwerte der relativen Luftfeuchtigkeit
im Untersuchungszeitraum (Ende Januar bis
Anfang April) in den Winterquartieren.

3.4 Gd-Wachstum unter Einfluss
verschiedener Substrate und
Nihrstoffe

In den Laborexperimenten der vorliegenden
Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss
verschiedene Gesteine aus Fledermauswinter-
quartieren und darin enthaltene Mineralien auf
das Wachstum von Gd haben. Es wurden dabei
Gesteinsmehle in unterschiedlichen Konzentra-
tionen den SA-, M1, mCMA- oder mPDA-Kul-
turmedien zugesetzt. Dabei wurde festgestellt,
dass der Pilz auf vielen Medien weitgehend
unabhingig von den Konzentrationen der Ge-
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steinsmehle wichst. Ein eindeutiger Zusam-
menhang zwischen dem Einfluss der Gesteine
auf das klonale Wachstum von Gd konnte nicht
festgestellt werden. Jedoch fiel die starke Aus-
breitung von Gd bei den Gesteinsmehl-Medien
mit Keratophyr, Brauneisen/Kalkeisen, Beton,
Gips und Schiefer (Abb. 7) auf.

Diese Ausbreitung entsteht, wenn Gd Spo-
ren bildet und diese sich auf dem Medium
verteilen. Bei den Proben mit Kreidesand-
stein, Tonschiefer, Calzit, Arkose, Brauneisen,
Schalstein, Porphyr war die Verteilung auf den
Medien deutlich geringer, so dass von einer ge-
ringeren Sporenbildung ausgegangen wird. Bei
vielen Agar-Kulturplatten mit Gesteinsmehl
wurde eine Graufirbung des Gd-Bewuchses
festgestellt. Diese Graufiarbung deutet auf eine
Sporenproduktion hin, da Sporen eine grof3e
Menge proteinreichen Materials besitzen und
dadurch eine hohe Lichtbrechung verursachen.
Die Sporenbildung wird ausgelost, wenn dem
Pilz Néihrstoffe fehlen oder wenn sich unter
giinstigen Bedingungen, wie im Laborversuch,
Stoffwechselprodukte anhdufen (SCHLEGEL
1992). PuecHMAILLE et al. (2010) beobachtete
diese Grauverfirbung mit zunehmender Al-
terung und Sporenproduktion des Pilzes in
Laborversuchen. Dies erkldrt auch die Grau-
farbung in der Befallsstufe IV dieser Untersu-
chung.

Es ist wohlbekannt, dass die Erndhrung von
Mikroorganismen in erster Linie von Kohlen-
stoff, Energiequellen und Mineralien abhéngt
(ScHLEGEL 1992). In unseren Versuchen kann
eine Forderung der Sporenbildung und des
Wachstums des G. destructans auf protein-
und mono- sowie disaccharid-haltigen Kul-
turmedien (wie SA und M1) und/oder unter
Zugabe von Gesteinsmehlen (d.h. Mineralien)
festgestellt werden. Offensichtlich tragen eini-
ge dieser im Gestein enthaltenen Minerale zur
optimalen Erndhrung von Gd bei. Im Rahmen
dieser Untersuchung konnte nicht geklirt wer-
den, welche Mineralien einen Einfluss auf die
Gd-Proben haben. Die gesteinsspezifische Zu-
sammensetzung ist sehr vom Fundort abhéngig
und bedarf somit einer genaueren chemisch-
physikalischen Untersuchung.
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Pilze bevorzugen niedere pH-Werte (SCHLE-
GEL 1992). In dieser Untersuchung konnte je-
doch festgestellt werden, dass Gd bis nach 12
Wochen bei unterschiedlichen pH-Werten na-
hezu gleich gut anwuchs. Auch die pH-Werte
der Gesteine wurden gemessen, wobei selbst
bei sehr basischen Gesteinsproben (Calzit,
Keratophyr, Beton) kein Unterschied des Gd-
Wachstums zu der sauren Gesteinsprobe (Ar-
cose) zu verzeichnen ist. Auch bei Wachstums-
test, bei denen Agar-Medien mit pH-Werten
von 3,5 bis 8,5 hergestellt wurden, konnten
keine eindeutigen Unterschiede hinsichtlich
des Wachstums in Abhingigkeit vom pH-Wert
beobachtet werden (s. FriTzE, PHAM & ZASPEL,
S. 324-328 im gleichen Heft).

Anmerkung

Im Winter 2011/12 wurde gegeniiber dem Winter 2010/11
ein deutlich geringerer Gd-Befall beim Mausohr festge-
stellt. November und Dezember 2011 waren sehr mild und
in den Felsquartieren im Harz erfolgte nur zogerlich eine
Besiedlung durch Fledermiuse. November und die erste
Hilfte des Dezembers 2012 waren kalt und schneereich.
Der erste Nachweis von Gd wurde bereits am 04.01.2013
erbracht.
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