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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Mittel zur Anwendung in der Fischzucht und in der Fischhaltung, speziell fur
den prophylaktischen und therapeutischen Einsatz bei multifaktoriell erkrankten und gestressten Fischen. Sie
betrifft ferner den Einsatz eines Mittels als Futterzusatz zur

a) Steigerung des Ertrages in der Fischzucht

b) Hemmung des Algen- bzw. Belagwachstums und Wasserklarung

[0002] und schlieBlich dessen Einsatz zur antimykotischen Behandlung von Fischlaich.
Stand der Technik

[0003] Esiistbereits bekannt, in der Fischzucht Huminstoffe einzusetzen. Huminstofte sind braungefarbte, ho-
her- bis hochmolekulare Verbindungen, die sich aus chemisch unterscheidbaren Fraktionen zusammensetzen.
Sie sind typische Bestandteile von Béden, sozusagen Naturstoffe, und finden sich beispielsweise in Braunkoh-
len und Torten. Synthetisch kdnnen aber auch niedermolekulare Huminstoffe aus autoxidierendem Hydrochi-
non hergestellt werden (EP-B 0281678 v. 10.2.1987 u. EP 0537427 A1 v. 31.7.1992). Nach den Besonderhei-
ten ihrer Genese kann bei den Naturstoffen keine chemische Konstitution im Sinne der niedermolekularen
Chemie erkannt werden (ZIECHMANN1996). Es existieren eine Reihe von Naherungsmodellen, wie die Struk-
turvorschlage von KLEINHEMPEL (1970) und KICKUTH (1972). Danach sind Huminsauren, die Hauptfraktion
der natlrlichen Huminstoffe, dreidimensionale Makromolekile mit Molmassen zwischen etwa 1000 bis 200000
und heterogen verknupften Bausteinen.

[0004] Die Bezeichnung Huminstoffe beschreibt drei Gruppen: Fulvosauren, Huminsauren und Humin. Diese
Unterscheidung beruht auf der traditionellen Fraktionierung von Bodenhuminstoften. Durch die Behandlung
des gesamten Huminstoffmaterials mit verdinnten Basen werden die |8slichen Fulvo- und Huminsauren von
den unléslichen Humine herausgeldst. Nach der Ansauerung des alkalischen Extraktes fallen die Huminsauren
aus (STEVENSON 1982 u. 1994).

[0005] Die medizinischen Wirkungen von Huminstoffen werden in erster Linie bei balneotherapeutischen
Heilverfahren genutzt (ZIECHMANN 1996, S. 14-18). Auch in der Veterindrmedizin bestehen Erfahrungen mit
Huminsauren aus Braunkohlehuminstoffen bei Grof3- und Kleintieren im Einsatz bei Erkrankungen der Verdau-
ungsorgane in Verbindung mit Stérungen des Verdauungsstoffwechsels (KUHNERT et. al. 1989).

[0006] BURGI-STOCKLIN (1996) erlautert die Anwendung von Huminséure innerhalb eines kombinierten
Einsatzes probiotischer Wachstumsférderer fur Schweine. Die einzelnen bekannten Huminsaure-Wirkungen
sollen zur Erhaltung einer gesunden Darmflora beitragen, eine gute Futterverwertung erméglichen und damit
eine Alternative zu den herkdmmlichen Futterungsantibiotika darstellen.

[0007] Einen ergotropen Effekt durch den Einsatz von Huminsaure in der Schweinemast beschreiben DUN-
KEL (1996), DUNKEL und WALLMEYER (1999) und DUNKEL (2001). Sie weisen auf zunehmende Einschran-
kungen von antimikrobiellen Leistungsférderern durch die EU-Gesetzgebung hin. Deshalb werden eine Reihe
von Stoffen durch neue Technologien auf die Optimierung spezifischer Organfunktionen oder bestimmter Kor-
perfunktionen hin verandert und angewendet. Diese als Nutrizeutika bezeichneten Stoffe sind in der Lage, do-
sisabhangig krankheitsprophylaktische oder therapeutische Funktionen zu erfiillen und durchaus mit antimi-
krobiell wirksamen Leistungsférderern konkurrieren. Einen der markantesten Vertreter stellen den Autoren zu-
folge die Huminsauren mit ihrer spezifischen Wirkungen auf das Magen-Darm-System dar. Besonders wird der
ergotropen Effekt auf den im Wachstum befindlichen Organismus hervorgehoben. Es wurden vier Fitterungs-
versuche in der Aufzucht von Ferkeln mit jeweils einer Versuchsgruppe (N = 640) und einer Kontrollgruppe (N
= 250/260) durchgefihrt. Der erste Versuch begann aufgrund von Erkrankungen mit einer 14-tdgigen Gabe
von 0,5 kg Colistinsulfat/t Futter. Danach wurde der Einfluss einer Zumischung von Cellu-Ligno-Karbon-Isolat
(CLK) zum Futter Gberprift. Der Anteil von CLK betrug im ersten Versuch 7,5 kg, in den folgenden 5,0 kg/t Fut-
ter. Im Futterungsversuch mit 7,5 kg CLK/t Futter konnte in der Versuchsgruppe insgesamt ein besseres Auf-
zuchtergebnis als in der Kontrollgruppe erreicht werden. In der Versuchsgruppe reduzierte sich die Anzahl der
Masttage von 146 auf 138 und der mittlere Futterverbrauch von 249,1 auf 227,7 kg/Tier. Auch das mittlere Aus-
schlacht-Endgewicht lag mit 97,1 kg hoher als mit 94,8 kg in der Kontrollgruppe. Die Verlustrate und der Ma-
gerfleisch-Anteil waren geringfligig niedriger. Der Autor beurteilt abschlieRend die Anwendung der Huminsaure
in der Schweinemast im Vergleich zu den klassischen Antibiotika/Chemotherapeutika-Leistungsférderern als
ebenbirtig. Im Ergebnis eines weiteren Versuches bei der Zumischung mit 5 kg CLK/t Futter verringerten sich
zwar gleichfalls die Masttage der Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe um 8 Tage, lagen jedoch um
4 Tage hoéher als bei der hdheren Zumischung von 7,5 kg CLK/t Futter im ersten Versuch. Wiederum reduzierte
sich in der Versuchsgruppe der mittlere Futterverbrauch von 269,2 auf 240,3 kg/Tier. Gleichfalls lag das mitt-
lere Ausschlacht-Endgewicht mit 97,9 kg hoher als mit 96,1 kg in der Kontrollgruppe. Wie im vorigen Versuch
verlief die gesamte Mast ohne nennenswerte Stérungen und Erkrankungen. In einem Versuch mit Fusariento-
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xin-belasteten Weizen in der Ration kam es in der Kontrollgruppe zu erheblichen Stérungen bei der Futterauf-
nahme. In gleichartigen Futtern konnten erhéhte Gehalte an Deoxynivalenol (DON) mit 15,0 mg/kg und Zea-
ralenol (ZEA) mit 3,4 mg/kg nachgewiesen werden. In der Kontrollgruppe wurde ein Auseinanderwachsen und
ein gehauftes Auftreten von Kammerern festgestellt. In der Versuchsgruppe verlief zwar die Aufnahme des be-
lasteten Futters ohne sichtbare Stérungen, die Gewichtsentwicklung war jedoch weniger einheitlich als in den
beiden vorangegangenen Versuchen. So verringerte sich die Mastdauer gegentiber der Kontrollgruppe um 14
Tage, lag aber nochmals 9 Tage héher als im vorhergehenden Versuch mit der Zumischung mit 5 kg CLK/t Fut-
ter. Die Futtereinsparungen kamen mit einem Futterverbrauch von 241,0 kg in der Versuchsgruppe und 266,2
kg in der Kontrollgruppe dem zweiten Versuch nahe. Auch das Ausschlacht-Endgewicht konnte mit 97,3 kg in
der Versuchsgruppe und 95,5 kg in der Kontrollgruppe wiederum um 1,8 kg gesteigert werden. Ebenso lagen
in beiden Folgeversuchen die Verlustrate und der Magerfleisch-Anteil geringfiigig niedriger. Im vierten Versuch
bestatigen sich die Ergebnisse mit einer um 8 Tage verringerten Mastzeit, einem um 25,2 kg niedrigeren Fut-
terverbrauch und einer um 1,8 kg héheren Gewichtszunahme. Die Autoren verdeutlichen durch eine Kos-
ten-Nutzen-Gegeniberstellung die erhebliche wirtschaftliche und tiergesundheitliche Bedeutung des Einsat-
zes von Huminsauren. Zusammenfassend wird festgestellt, dass mit dem Einsatz von Huminsaure in belaste-
tem und unbelastetem Futter am gesunden sowie kranken Tier gute Leistungssteigerungen erzielt werden.
[0008] Es ist weiterhin bekannt, dass Torfe und Torfextrakte im weiteren Sinne seit Jahrzehnten, neuerdings
auch andere Extrakte (Eiche), in der Aquaristik zur biologischen Verbesserung der Wassereigenschaften und
zur Erzielung eines besonderen Milieus eingesetzt werden. Dies geschieht in Form der Praparate Torumin®
(TETRA WERKE) und Morena® (SERA WERKE HEIMTIERBEDARF), die Zusatze von Torfextrakten enthal-
ten, dem Halterungswasser zugesetzt werden und Anwendung bei der Haltung von Schwarzwasserfischen fin-
den.

[0009] Desweiteren sind mehrere Produkte auf Torfbasis zur Anwendung in Gartenteichen auf dem Markt, die
auf Grund einer pH-Wert-Absenkung und dem lichtdampfenden Effekt durch die Einfarbung und -triibung des
Wassers insbesondere zur Verminderung einer tibermafigen Algenentwicklung bestimmt sind. Es fehlen je-
doch wissenschaftliche Angaben zur méglichen Wirkung und deren Erklarung. Der Einsatz ist allein auf Was-
serpflegemittel begrenzt.

[0010] In der Europaischen Union ist die derzeitige Situation in der Medikamentierung von Fischkrankheiten
durch einen umfassenden Therapienotstand gekennzeichnet. Der Einsatz und die Resistenzsituation bei den
verschiedenen antimikrobiell wirkenden Arzneimitteln veranlasst zu einer kritischen Auseinandersetzung mit
der geltenden Praxis.

[0011] Beim Auftreten von Fischkrankheiten spielt ein frihzeitiges Eingreifen mit vorwiegend prophylakti-
schem Charakter sowie ein Vermeiden und Mildern von krankheitsauslésenden Faktoren eine immer grof3ere
Rolle. Aus diesem Grund kommt der Suche nach alternativen Behandlungsmdglichkeiten eine hervorragende
Bedeutung zu.

[0012] Inder Aquaristik und bei auf einen hohen Schauwert abzielenden Garten- und Zierteichen besteht drin-
gender Bedarf an einem Mittel zur prophylaktisch Algenhemmung, das ohne toxische Wirkungen auf Fisch und
Umwelt seine Wirkung bedarfsgerecht entfaltet.

[0013] Die teilweise in der Aquaristik und im Gartenteichbereich verwendeten Praparate mit Zusatzen natur-
licher Huminstoffe in Form von naturbelassenem Torf und Extrakten, z. B. aus Torf und Eiche, unterliegen je
nach Herkunft und Aufbereitung starken Schwankungen in Gehalt und Zusammensetzung. Sie werden nur als
Wasserpflegemittel, so zur Erzeugung eines besonderen Milieus beispielsweise flir siidamerikanische Salmler
oder durch die sich ergebene Wassereinfarbung und -tribung mit nachfolgender Dampfung des Lichteinfalls
zur Hemmung des Algenwuchses in Gartenteichen, empfohlen. Eindeutige wissenschaftliche Erklarungen zu
Wirkung und Wirksamkeit fehlen bisher.

[0014] Die Anwendung und Uberpriifung von Huminstoffen in der Nutzfischzucht ist bisher wahrscheinlich aus
dem Grunde der knappen Preiskalkulation fiir die Fischzichter unterblieben. Der Preis der Huminstoffe, die
zum Futterzusatz geeignet sind, tbersteigt um ein Vielfaches den Futterpreis, dies gilt in besonderem Male
fur die synthetischen Huminstoffe. Fur die Badebehandlung mit Huminstoffen fehlen Vorgaben und ahnliche
Verwendungen in der Medizin, Veterindrmedizin und Landwirtschaft; hier sind keine vergleichbaren Anwen-
dungen und Nutzungen bekannt.

[0015] Fur Fische existieren keine Arzneimittel von Huminstoffen. Auch fehlen Futtermittel fir Fische mit dem
Zusatz von Huminstoffen.

[0016] Die Ursachen fur die Nachteile von herkdmmlichen Prophylaktika und Therapeutika resultieren aus de-
ren langjahrigem ausgedehnten und teilweise unbedachten Einsatz, z. B. von Antibiotika, Chemotherapeutika
sowie Triphenylfarbstoffen u. a. Wirkstoffen zur Beseitigung von bakteriellen, parasitaren und umweltbedingten
Erkrankungen sowie zur Ertragssteigerung. Aus diesem Einsatz entwickelten sich z. T. unglnstige Resistenz-
situationen fiir die Behandlung von Erkrankungen bei Tier und Mensch. Desweiteren ist der Einsatz herkdmm-
licher Mittel oft mit starken Nebenwirkungen, Risiken und Umweltschadigungen verbunden.

[0017] Ursachen fir die hohen Erzeugerpreise von Huminstoffen ergeben sich bei den Braunkohlehuminstof-
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fen in deren Abbau, Aufbereitung und Standardisierung. Die synthetischen Huminstoffen werden mit aufwen-
digen Produktionsverfahren hergestellt und erreichen so ein sehr hohes Preisniveau.
[0018] Ziel der Erfindung ist es, Einsatzgebiete bei der Vermeidung und Behandlung von Schadigungen an
Fischen, die bei Abfischung, Transport und Halterung entstehen aufzuzeigen, bei der Aufzucht von Fischen
sowie bei der Eibehandlung die Ertragslage zu verbessern und einen stérungsfreien und asthetisch anspre-
chenden Betrieb von Anlagen in der Aquakultur und Aquaristik zu gewahrleisten (Verminderung einer Belag-
bildung).
[0019] Das neue Mittel zur Prophylaxe und Therapie in der Fischzucht wurde entwickelt, da beim Auftreten
von Fischkrankheiten ein Eingreifen mit gesundheitlich unbedenklichen Stoffen sowie ein Vermeiden und Mil-
dern von krankheitsausldsenden Faktoren eine immer groRere Rolle spielt.
[0020] Bei der Aufzucht von Fischen sollen verbesserte Wachstumsleistungen und geringere Fischverluste
erreicht werden.
[0021] Allen Anwendern in der Aquakultur und Aquaristik, die an einem algen- bzw. bewuchshemmenden Mit-
tel interessiert sind, soll ein sehr gut vertragliches und fir die Umwelt unbedenkliches Mittel einmal als Zusatz
zum Wasser und weiter als Zusatz zum Futter zur Verfliigung gestellt werden. Jede Flitterung ist mit einem Ein-
trag algenwachstumsférdernder Nahrstoffe verbunden. Durch den Zusatz von algenwachstumshemmendem
und praktisch untoxischem Huminstoff kann eine bedarfsabhangige Dosierung gewahrleistet werden.
[0022] Die Erfindung bezieht sich auf die Anwendung von natirlichem und synthetischem Huminstoff bei Fi-
schen als:
1. Bad von Huminstoffldésungen zur Prophylaxe und Therapie von multifaktoriellen Erkrankungen
2. Futterzusatz bis zu einem Anteil von maximal 5% an der Gesamtnahrung zur Ertragssteigerung bei der
Aufzucht und Haltung von Fischen sowie zur Reduzierung des Wachstums von Belagen (Bewuchs aus Al-
gen u. a. Mikroorganismen) und zur Wasserklarung
3. Bad von Huminstofflésungen in Kombination mit vorhergehender Wasserstoffperoxid-Behandlung zur
Prophylaxe und Behandlung von Eiverpilzungen

Chemische Charakterisierung
Naturlicher Braunkohle-Huminstoff (Anwendung 1, 2 und 3):

[0023] Pulverisiertes, in Wasser fast unldsliches Natriumhumat-Huminsauregemisch (mind. 50 % Huminsau-
ren bezogen auf die TS) mit geringen Anteilen an Carboxymethylcellulose (Hilfsstoff), Alkali- und Erdalkalihu-
maten und dem Tragerstoff Kohlenstoff. Die wirksame Komponente stellt die Humat-Huminsaure-Fraktion mit
dem Ausgangsmaterial Braunkohle dar.

[0024] Als flissige Variante besitzt die Wirkstofflosung einen Anteil von 10% Na-Humat-Huminsaure.

Synthetischer Huminstoff

[0025] Das synthetische niedermolekulare Humat (Syn. Huminat), Natrium- oder Kaliumsalz, ist hergestellt
aus autoxidierendem Hydrochinon (EP-B 0281678 v. 10.2.1987 u. EP 0537427 A1 v. 31.7.1992) und leicht |16s-
lich in Wasser.
[0026] Im folgenden werden die allgemeine Bezeichnung ,naturlicher Braunkohle-Huminstoff" bzw. ,10%ige
Huminstoft-Losung" und ,synthetischer Huminstoff" verwendet.

Ausflihrungsbeispiel

Ausfihrungsbeispiele

1.1 Badebehandlungen mit Huminsaure bei einjahrigen Goldfischen in der teichwirtschaftlichen Halterung
1.1.1 Versuch |: Tiere, Material und Methoden
1.1.1.1 Tiere

[0027] Es standen zweijahrige Goldfische aus der Friihjahrsabfischung einer Teichwirtschaft zur Verfiigung.
Die Tiere stammten aus derselben Population und waren dem natrlichen Keimdruck der sie umgebenden Um-
welt ausgesetzt. In Folge der allgemeinen Schwéachung nach der Uberwinterung und der iiblichen MaRnahmen
wie Abfischen, Zahlen, Wiegen, Transport und Halterung wiesen die Fische zunehmend auffallige Krankheits-

symptome auf. Nach sechs Tagen ergab die Sektion von finf Fischen mit einer Kérperlange von 17...21 cm
und schlechtem Allgemeinzustand Hautlasionen, Flossenrandnekrosen, Ekchymosen an den Flossen sowie
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Randnekrosen, Blutungen und eine vermehrte Schleimbildung an den Kiemen. Auch nach weiteren vier Tagen
war das Verlustgeschehen nicht ricklaufig. Die Krankheitssymptome verstarkten sich. Funf untersuchte Fische
mit einer Korperlange von 11...19 cm wiesen hochgradige Flossenrandnekrosen mit Verpilzung und teilweise
hochgradige Nekrosen in den Kiemen auf.

1.1.1.2 Versuchsanlage

[0028] Die zur Halterung sowie Behandlung benutzten GVP-Silos besalien einen Durchmesser von 153 cm
bei einer Héhe von 90 cm. In der Mitte befand sich ein PVC-Rohr als Abfluss, so dass sich ein Wasservolumen
von 1,5 m® ergab. Das Silo wurde mit einer Mischung aus Teich- und Brunnenwasser, jeweils zur Halfte, ver-
sorgt. Dieses Wasser lief Gber einen Zylinder. Dieser war gefillt mit Plastikteilen, die eine grof3e Oberflache
besalen. Der Zulauf ins Silo erfolgte seitlich der Mitte, so dass eine leichte Strdmung erzeugt wurde. Die Was-
serzufuhr war kontinuierlich mit einem Durchfluss von 40 I/min gewahrleistet. Durch die tagliche Futterung mit
lebenden Wasserfléhen wurde der Erhaltungsbedarf der Fische gedeckt.

1.1.1.3 Testsubstanz

[0029] Es wurde naturlicher Braunkohle-Huminstoff in Form der 10%igen Huminstoff-Losung als Zusatz zum
Fischwasser tberpruft.

1.1.1.4 Behandlungsregime

[0030] 10 Tage nach dem Abfischen des erkrankten Fischbestandes wurde der Versuch begonnen.

[0031] Die Badebehandlungen wurden taglich eine Stunde jeweils mittags Uber einen Zeitraum von vier Ta-
gen durchgefihrt. Zur Behandlung wurde der Wasserzufluss jeweils unterbrochen und 100 ml/m? der 10%igen
Huminstoff-Lésung im Wasser verteilt, so dass sich im Behandlungsbad eine Konzentration von 10 mg/l ergab.

1.1.2 Versuch ll: Tiere, Material und Methoden
1.1.2.1 Tiere

[0032] Es standen zweijahrige Goldfische aus der Friihjahrsabfischung einer Fischzucht zur Verfiigung. Die
Tiere stammten aus derselben Population und waren dem natirlichen Keimdruck der sie umgebenden Umwelt
ausgesetzt.

[0033] Die Goldfische wurden abgefischt, am gleichen Tag transportiert und 700 Stlick des Bestandes in einer
GVP-Rinne gehaltert. Die Fische wiesen Krankheitssymptome wie Korperschraglage, geschwurige und ver-
pilzte Hautveranderungen, Schleimhautabschirfungen, Flossenrandnekrosen, Blutungen an den Flossen und
der Haut sowie Kiemenschwellungen bzw. blassrote anamische Kiemen mit punktférmigen Nekrosen auf.
Durch die parasitologisch Untersuchung der Fische wurden ein hochgradiger Trichodina sp.-Befall und gering-
gradiger Ichthyobodo sp.-Befall der Haut und der Kiemen sowie zusatzlich ein geringgradiger Gyrodactylus
sp.-Befall der Haut und ein geringgradiger Dactylogyrus sp.-Befall in den Kiemen nachgewiesen.

1.1.2.2 Versuchsanlage

[0034] Fur die Versuche wurden zwei GVP-Rinnen verwendet. Die Rinnen besallen eine Lange von 388 cm
und eine Breite von 75 cm. Durch ein entsprechend als Uberlauf angebrachtes PVC-Rohr ergab sich ein Was-
servolumen von jeweils 0,6 m® bei einem Wasserstand von 20 cm in der Mitte der Rinnen. Die Rinnen wurden
vor dem Besetzen grob gesaubert.

[0035] Zur Wasserversorgung diente Teichwasser aus einem mit K, besetzten Aufzuchtteich. Die Wasserzu-
fuhr war kontinuierlich mit einem Durchfluss von 15 I/min gewahrleistet. Wahrend der Untersuchungen wurde
der Erhaltungsbedarf durch die Futterung mit Karpfenpelletfutter gedeckt.

1.1.2.3 Testsubstanz (analog Versuch I)
1.1.2.4 Behandlungsregime
[0036] Die Badebehandlungen der Versuchsgruppe wurden taglich mittags mit 100ml/m® 10 %ige Humin-
stoff-Lésung, analog des Versuchs |, durchgefiihrt. Zur Behandlung wurde der Wasserzufluf3 unterbunden.

[0037] Die Behandlungsdauer betrug vom ersten bis vierten Tag (erster Versuchsabschnitt) 1,5 h, vom finften
bis achten Tag (zweiter Versuchsabschnitt) 2,0 h und vom neunten bis zwdlften Tag (dritter Versuchsabschnitt)
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1,5 h. Das Behandlungswasser farbte sich in weniger als einer Stunde nach Wiederherstellung des Wasser-
zuflusses aus.

1.1.3 Versuch I: Ergebnisse
1.1.3.1 Pathologisch-anatomische Untersuchung

[0038] In Bezug auf die Verluste in den Gruppen gibt es beachtliche Unterschiede (p < 0,0005, Cox-F-Test).
Bis zum Versuchsende am Tag 4 waren in der Versuchsgruppe (N = 322) 2 Stlickverluste (0,6%), in der Kon-
troligruppe (N = 322) 15 Stlckverluste (4,7%) zu verzeichnen. In der Versuchsgruppe starben ab dem Tag 3
keine Fische mehr. Dagegen stiegen in der Kontrollgruppe die taglichen Verluste leicht bis zum Versuchsende
an. Nach Beendigung der Versuche wurde die Kontrollgruppe aufgrund des unzureichenden Gesundheitszu-
standes in den Aufzuchtteich zurlickgesetzt. Die Fische der Versuchsgruppe gelangten zum Verkauf. Innerhalb
der nachsten 4 Wochen traten in der Versuchsgruppe keine weiteren Todesfalle auf.

[0039] Tab. 1: Uberleben von multifaktoriell erkrankten Goldfischen im Versuch |: Bei jeweils N = 322 in der
Versuchsgruppe (VG) und Kontrollgruppe (KG) sind innerhalb von 4 Tagen 2 Fische der Versuchsgruppe
(0,6%) und 15 Fische der Kontrollgruppe (4,7%) verendet.

Untersuch. |Uberleben

VG (N=322) KG (N=322)
Bestand  Verluste |Bestand  Verluste
Tag N n N n
1 321 1 319 3
2 320 1 316 3
3 320 0 312 4
4 320 0 307 5
Resultat 320 2 307 15

Cox-F-Test |p<0,0005
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Uberleben von multifaktoriell erkrankten Goldfischen (Versuch I)
Rurmulierte Uberlebensanteile (K aplan-Meier)

1,02

. : : . VG

1,00 b

0,99 . (T.)--A--..--,.—t—.

0,98 -

0,97 |

Kumulierte Uberlebensanteile

: o
0,96 | : Q
. ‘ o

095

0,94 : -

Zett in Tagen

[0040] Abb. 1: Uberleben von multifaktoriell erkrankten Goldfischen im Versuch I: Kumulierte Uberlebensan-
teile nach Kaplan-Meier in der Versuchsgruppe (durchgezogene Linie) und Kontrollgruppe (gestrichelte Linie)
bei jeweils N = 322. Innerhalb von 4 Tagen sind 2 Fische der Versuchsgruppe (0,6%) und 15 Fische der Kon-
troligruppe (4,7%) gestorben. Unterschied hoch signifikant mit p < 0,0005 (Cox-F-Test).

[0041] Bei den Fischen beider Gruppen waren geschwirige Hautveranderungen, Hamorrhagien in der Haut
und den Flossen, Flossenrandnekrosen und nach bestehender Vorschadigung Pilzbefall vorhanden. Erkran-
kungen der Kiemen waren durch Schwellungen, Rétungen, graue Schleimbelage, Anamie und Randnekrosen
gekennzeichnet.

[0042] Beiden Fischen der Versuchsgruppe zeigte sich unter der HS-Behandlung eine beschleunigte Heilung
in Form von Demarkations- und Reparationserscheinungen bei den Kiemen-, Flossen- und Hautlasionen.
Nach vier HS-Behandlungen waren Krankheitssymptome wie Flossenrandnekrosen und Hautlasionen uber-
wiegend abgeheilt oder in der Abheilung begriffen. Die Entziindungssymptome waren in den Kiemen der Ver-
suchsfische abgeklungen. Die pilzinfizierten Fische der Versuchsgruppe besafien eine gering- bis mittelgradi-
ge umschriebene Dermatomykose, insbesondere an den Kérperseiten bzw. Flossen. Infektionen durch Pilze
aulerten sich bei den Fischen der Kontrollgruppe in einer generalisierten Mykose mit ausgepragter Dermatitis.
[0043] Die Fische beider Gruppen besalRen reichlich Viszeralfett. Schwimmblase sowie parenchymatdse Or-
gane und Magen-Darm-Kanal waren unauffallig. Nur moribunde und verendete Fische besalen einen klaren
gelblichen gallertigen und teilweise aufgegasten Darminhalt sowie eine Hyperamie bzw. multiple Petechien
und Ekchymosen an der Schwimmblasenwand.

Zusammenfassende Befundauswertung

[0044] Insgesamtwurden 644 Fische untersucht. Vier Tage nach Beginn der HS-Behandlung in der Versuchs-
gruppe wiesen 62,4% dieser Fische entweder keine oder Uberwiegend in Abheilung befindliche Organ-, insbe-
sondere Haut-, Flossen- und Kiemenveranderungen auf. Bei 31,7% der Fische aus der Versuchsgruppe traten
geringgradige, bei 4,3% mittelgradige und bei 1,6% hochgradige klinische Symptome auf.

[0045] Beiden unbehandelten Fische besalien nur 29,8% entweder keine oder tberwiegend in Abheilung be-
findliche Organ-, insbesondere Haut-, Flossen- und Kiemenveranderungen. 49,7% der nicht behandelten Fi-
sche hatten geringgradige, 9,9% mittelgradige und 10,6% hochgradige klinische Symptome.

[0046] Es zeigte sich eine geringgradigere Auspragung (p < 1-107'%) des Krankheitsgeschehens nach der
HS-Behandlung (s. Tab. 2 und Abb. 1).

[0047] Tab. 2: Pathologisch-anatomische Untersuchung: Zusammenfassende Befundauswertung bis zum
Tag 4. Gesamtbefund aller Fische der Versuchs- und Kontrollgruppe mit jeweils N = 322. Pravalenz der Fische
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ohne Veranderungen (Score 0) sowie mit geringgradigen (Score 1), mittelgradigen (Score 1) und hochgradigen
Veranderungen (Score llI).

Untersuchung |Gesamtbefund
Tag [Score VG (N=322) KG (N=322)
n % n %
4 0 201 62,4 96 29,8
I 102 31,7 160 49,7
Il 14 4,3 32 9,9
] 5 1,6 34 10,6
c2-Hom.-T. [p<1*107"®
70
N=201
60 — T T T T e
-~ N=160
£ 504 . e
=
'g 10 O ohne Verind.
e 1 _____—m - o - o O ggr. Verénd.
= N=102 -
L 30 4 B N=96 0 mgr. Verédnd.
- B hgr. Verdnd.
-
< N=32 N=34
. . N=5
0 ——h ‘
Versuchsgruppe Kontrollgruppe

Befund Tag 4 (Grad der path.-anat. Verdnderungen)

[0048] Abb. 2: Pathologisch-anatomische Untersuchung: Zusammenfassende Befundauswertung aller Fi-
sche bis zum Tag 4 in der Versuchsgruppe (links) und Kontrollgruppe (rechts) mit jeweils N = 322. Auftreten
von keinen (weil}), geringgradigen (hellgrau), mittelgradigen (dunkelgrau) und hochgradigen Veranderungen
(schwarz). Uber den Saulen Pravalenz der dem Grad der Veranderung zugeteilten Probanden. Unterschied
zwischen der Versuchs- und Kontrollgruppe hoch signifikant mit p < 1-107'® (x>-Homogenitatstest-Test).

1.1.3.2 Histologische Untersuchung

[0049] Histologisch wurden bei den erkrankten Versuchsfischen Hyphen sowie entzindliche Infiltrate in der
Haut bzw. Unterhaut nachgewiesen.

[0050] Die histologische Untersuchung der Kontrollfische erbrachte den Nachweis von Hyphen in der Haut,
Unterhaut und der angrenzenden Muskulatur sowie eine starke Infiltration des Entziindungsgebietes mit neu-
trophilen Granulozyten, Lympho- und Histiozyten.
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1.1.3.3 Bakteriologische Untersuchung

[0051] Durch die bakteriologische Untersuchung der Organe, Haut bzw. Kiemen der Fische wurden in beiden
Gruppen bewegliche Aeromonaden (A. hydrophila, A. sobria, A. schubertii) nachgewiesen. In der Versuchs-
gruppe waren die Keime in geringer- bis mittlerer Anzahl in der Haut, in der Kontrollgruppe in hoher Anzahl in
der Haut und den Kiemen vorhanden.

[0052] In der Kontrollgruppe wurde auf3erdem bakterioskopisch in den Kiemen eines erkrankten Fisches mit
Kiemenrétung, vermehrter Schleimbildung sowie Flossenrandnekrosen ein geringgradiger Myxobakterienbe-
fall festgestellt.

1.1.3.4 Mykologische Untersuchung

[0053] Die mykologische Untersuchung erbrachte bei beiden Fischgruppen den Nachweis von Pilzen der
Gattung Saprolegnia sp.

1.1.3.5 Nebenwirkungen bei der Behandlung

[0054] Es konnten keinerlei Nebenwirkungen wahrend und nach der Behandlung festgestellt werden.

1.1.4 Versuch II: Ergebnisse

1.1.4.1 Pathologisch-anatomische Untersuchung

1.1.4.1.1 Verlustgeschehen
[0055] Die Gruppen unterschieden sich hinsichtlich der Verluste (p > 0,05). In der Versuchsgruppe (N = 100)
kam es zu 8 Stlickverlusten (8%). In der Kontrollgruppe (N = 100) waren 16 Stlickverluste (16%) zu verzeich-
nen.
[0056] Die Verluste traten in beiden Gruppen ab dem Tag 3 und unregelmaRig auf. In der Versuchsgruppe
kam es am Tag 8 mit 3 Verlusten zu einem geringen Anstieg (s. Nebenwirkungen bei der Behandlung).
[0057] Tab. 3.: Uberleben von multifaktoriell erkrankten Goldfischen im Versuch II: Bei jeweils N = 100 sind in

der Versuchsgruppe (VG) und Kontrollgruppe (KG) innerhalb von 12 Tagen 8 Fische der Versuchsgruppe (8%)
und 16 Fische der Kontrollgruppe (16%) verendet.
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Untersuch. {Uberleben
Tag VG (N=100) KG (N=100)
Bestand  Verluste |Bestand  Verluste
N n N n
1 100 0 100 0
2 100 0 100 0
3 99 1 98 2
4 98 1 96 2
5 98 0 94 2
6 97 1 93 1
7 97 0 91 2
8 94 3 91 0
9 94 0 89 2
10 94 0 87 2
11 93 1 85 2
12 92 1 84 1
Resultat 92 8 84 16
Cox-F-Test |p<0,05
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Uberleben von multifaktioriell erkrankten Goldfischen (Versuch II)
Kumulierte Uberlebensanteile (K aplan-Meier)

104 -
1,02 ¢~
1,00 t
0,98 -
0,96
0,94
0,92 +
0,90 ¢
0,88 t
0,86
0,84 +
0,82

o VG| |
o KG| |

Kumulierte Uberlebensanteile

0 5 10
Zett m Tagen

[0058] Abb. 3: Uberleben von multifaktoriell erkrankten Goldfischen im Versuch Il: Kumulierte Uberlebensan-
teile nach Kaplan-Meier in der Versuchsgruppe (durchgezogene Linie) und Kontrollgruppe (gestrichelte Linie)
bei jeweils N = 100. Innerhalb von 12 Tagen sind 8 Tiere der Versuchsgruppe (8%) und 16 Tiere der Kontroll-
gruppe (16%) verendet. Unterschied signifikant mit p < 0,05 (Cox-F-Test).

[0059] Bei den folgenden Ergebnissen ist die Aufteilung der Fische nach der Auspragung der Symptome den
jeweiligen Tabellen zu entnehmen. Die Ergebnisse des x>-Homogenitats-Tests sind mit der Power p angege-
ben. Dabei wurde fir p < 0,05 schwach signifikant, p < 0,01 signifikant und p < 0,001 hoch signifikant zu Grunde
gelegt.

1.1.4.1.2 Untersuchung der Haut

[0060] Gefalstauungen in Form einer aktiven Hyperamie der Haut kamen sowohl grof3flachig an den Kérper-
seiten und dem unteren Korperbereich, als auch begrenzt vor, in letzterem Fall in Verbindung mit einer értlichen
Entziindung (Ulkus). Die Pravalenz der GefalRstauungen betrug am Tag 8 bei den Versuchsfischen 3% und bei
den Kontrollfischen 6%. Bis zum Tag 12 verringerte sich die Inzidenz jeweils um 2%.

[0061] Es wurden zwei verschiedene Formen der Blutungen festgestellt. Einmal kam die Haemorrhagia per
diapedesin vor, die durch Petechien und Ekchymosen gekennzeichnet war. Die Diapedeseblutungen traten
hauptsachlich in der Abdominalgegend, im unteren Kopf- und Kiemendeckelbereich und an den Flossenansat-
zen auf.

[0062] Die zweite festgestellte Blutungsform war die Haemorrhagia per rhexin. Diese war in der Unterform der
Arrosionsblutung ausgepragt und wird als Haemorrhagia per diabrosin bezeichnet. Das Vorkommen der Arro-
sionsblutung beschrankte sich auf Zusammenhangstrennungen der Hautgewebe, insbesondere bei den Ulze-
ra.

[0063] Die Diapedeseblutungen unterschieden sich am Tag 8 mit einer Pravalenz von 7% in der Versuchs-
gruppe gegeniber 19% in der Kontrollgruppe (p < 0,05). Am Tag 12 traten Diapedeseblutungen bei 11% der
Versuchs- und 10% der Kontrollfische auf.

[0064] Am Tag 8 betrug die Pravalenz der Arrosionsblutungen bei den Versuchsfischen wie bei den Kontroll-
fischen 6%. Auch am Tag 12 unterschieden sich die Pravalenzen mit 10% in der Versuchs- und 11% in der
Kontrollgruppe nur geringfligig. Die Arrosionsblutungen der Haut kamen meist am Rand von geschwirigen
Veranderungen vor.

[0065] Diese geschwirigen Veranderungen (Ulzera) entwickelten sich aus einer oberflachlichen kreisférmi-
gen Entziindung der Haut. Mit dem Voranschreiten der Entzindung wurden die Hautpartien nekrotisch. Im fort-
geschrittenen Stadium der Ulzera war zusatzlich die Muskulatur betroffen und im Endstadium bei entsprechen-
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der Lokalisation die Bauchhohle eréffnet. Die Pravalenz betrug am Tag 8 in der Versuchsgruppe 9%, in der
Kontrollgruppe 14%. Am Tag 12 lag die Inzidenz in beiden Gruppen bei 1%, wobei sich jedoch bei den Kon-
trollfischen der Anteil der starker erkrankten Tiere deutlich erhéhte (s. Tab 4a).

[0066] Mykosen der Haut traten als sekundare Erscheinungen auf, vor allem bei Ulzerationen und Schleim-
hautlasionen. Wahrend sich am Tag 8 der Anteil Fische mit Verpilzungen der Haut noch auf 4% in der Ver-
suchs- und 8% Kontrollgruppe belief, konnte bis zum Tag 12 ein Unterschied mit 5% in der Versuchs- und 13%
in der Kontrollgruppe festgestellt werden (p < 0,05).

[0067] Tab. 4a: Pathologisch-anatomische Untersuchung: Hautbefunde aller Fische bis zum Tag 8 sowie 12
in der Versuchs- und Kontrollgruppe mit jeweils N = 100. Pravalenz der Fische mit Gefaf3stauungen, Diape-
deseblutungen, Arrosionsblutungen, geschwirigen Veranderungen und Mykosen. Auftreten von keinen (Score
0), geringgradigen (Score 1), mittelgradigen (Score Il) und hochgradigen Veranderungen (Score lll).

Untersuchung |Haut

Tag |Score Gefalst. |Diap.-blt. |Arr.-blt. |GV Mykosen
VG VG VG KG [VG KG VG KG (VG KG
8 O] 97 93] 93 81 94 94| 91 86| 96 92
i 1 5 5 16 1 3 5 4 3 2
mw 2 2 2 3 5 3 2 5 0 3
m o o O O O O 2 5 1 3

y>-Hom.-T.| ns. | p<0,05| ns. n.s. n.s.

12 0] 99 89| 89 90/ 90 89 90 85 95 87
N1 1 6 6 5 7 74 &5 20 4 2
W o 3 3 21 3 3 2 6 0 &
m o 2 2 3 0 1 3 7 1 5

¥y’ -Hom.-T.| n.s. n.s. n.s. n.s. | p<0,05

1.1.4.1.3 Untersuchung der Flossen

[0068] Von den Gefalistauungen waren allgemein die gesamte Flosse, bei paariger Anlage das Flossenpaar
bzw. bis zu alle Flossen betroffen. Die Hyperamie ging von der Flossenwurzel aus. Am Tag 8 belief sich die
Pravalenz in der Versuchsgruppe auf 26%, in der Kontrollgruppe auf 21%. Bis zum Tag 12 veringerte sich die
Inzidenz um 11% in der Versuchs- und 12% in der Kontrollgruppe.

[0069] Trubungen der Schleimhaut der Flossen kamen nur in geringgradiger Auspragung vor. Am Tag 8 wa-
ren in der Versuchsgruppe 6% und in der Kontrollgruppe 4% der Fische betroffen, am Tag 12 dann 5% in der
Versuchs- und 7% in der Kontrollgruppe.

[0070] Diapeseblutungen waren in Form von Petechien, Ekchymosen bis hin zu Suggilationen zu verzeich-
nen. Ein klarer Unterschied im Anteil der Fische mit Diapedeseblutungen wurde am Tag 8 sichtbar. Von den
Versuchsfischen waren 2%, von den Kontrollfischen 20% betroffen (p < 0,001). Auch bis zum Tag 12 war ein
Unterschied mit einer Pravalenz von 1% bei den Versuchs- und 9% bei den Kontrollfischen sichtbar (p < 0,02).
[0071] Die Diapedeseblutungen waren abzugrenzen von Arrosionsblutungen, die meist in Verbindung mit ne-
krotischen Flossenrandern und Lasionen am Unterteil der paarigen Flossen auftraten. Arrosionsblutungen
wurden bis zum Tag 8 in der Versuchsgruppe bei 7 % und in der Kontrollgruppe bei 8% der Fische festgestellt.
Durch die Untersuchung am Tag 12 wurde ein Unterschied deutlich, nach dem die Pravalenz in der Versuchs-
gruppe bei 9% und in der Kontrollgruppe bei 24% lag (p < 0,05).
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[0072] Am Tag 2 wurden in der Kontrollgruppe weilde Flossenrander auffallig. Davon ausgehend kam es zur
Flossenregression zwischen den Flossenstrahlen (,Ausfransung"). Die Flossen verkleinerten sich im Verlaufe
der Flossenfaule durch progressiven Zelltod. Bis zum Tag 8 waren von den Flossenrandnekrosen in der Ver-
suchsgruppe 14% der Fische betroffen, im Unterschied dazu in der Kontrollgruppe 31% (p < 0,05). Der Unter-
schied verstarkte sich bis zum Tag 12 mit einer Pravalenz von 21% in der Versuchs- und 47% in der Kontroll-
gruppe (p < 0,002).

[0073] Die Mykosen der Flossen traten sekundar an vorgeschadigten Partien der Flossenrander auf. Bis zum
Tag 8 konnten in der Versuchsgruppe bei 1% der Fische eine Flossenverpilzung und nur in geringgradiger Aus-
pragung festgestellt werden. In der Kontrollgruppe lag die Pravalenz bei 7%, wobei gering-, mittel- und hoch-
gradige Befalle festgestellt wurden. Bis zum Tag 12 betrug die Inzidenz in beiden Gruppen 1%.

[0074] Tab. 4b: Pathologisch-anatomische Untersuchung: Flossenbefunde aller Fische bis zum Tag 8 sowie
12 in der Versuchs- und Kontrollgruppe mit jeweils N = 100. Pravalenz der Fische mit Gefal3stauungen,
Schleimhauttribungen, Diapedeseblutungen, Arrosionsblutungen, Flossenrandnekrosen und Mykosen. Auf-
treten von keinen (Score 0), geringgradigen (Score |), mittelgradigen (Score Il) und hochgradigen Veranderun-
gen (Score ).

Untersuchung |Flossen

Tag |Score Gefalst. [Triibung |Diap.-blt. |Arr.-bit. |FRN Mykosen
VG KG [VG KG |VG KG [VG KG VG KG (VG KG
8 0| 74 79| 94 96| 98 80| 93 92/ 86 69/ 99 93
| 16 170 6 4/ 1 11 5 3| 7 14 1 2
N 8 4 O0 O 1 70 1 3 5 11 0 2
m o o 0 O O 2 1 2 2 6 0 3

x’-Hom.-T.{ n.s. ns. |p<0,001| ns. |p<005| ns.
12 0f 85 91 99 93} 99 91| 91 76| 79 53] 98 92
N 15 9 0 7/ 0 6/ 6 16 15 31, 2 3
w o o 0 o o 3 2 74 3 100 0 2
m o o 1 o 1 O 1 1 3 6 0 3

¥’>-Hom.-T.| n.s. ns. | p<0,02 | p<0,05 |p<0,002| n.s.

1.1.4.1.4 Untersuchung der Kiemen

[0075] Anfangssymptome einer Erkrankung der Kiemen waren Rétungen, Schwellungen und eine gesteigerte
Schleimsekretion.

[0076] Roétungen (Hyperamien) als Ausdruck von Blutstauungen in den Kiemengefal3en wurden bis zum Tag
8 in der Versuchsgruppe bei 1% der Fische festgestellt. Bis zum Tag 12 konnten die Kiemenrétungen nur bei
den Kontrollfischen mit einer Pravalenz von 4 % nachgewiesen werden.

[0077] Schwellungen konnten durch die Untersuchung am Tag 8 nicht festgestellt werden. Bis zum Tag 12
entwickelten sich in der Kontrollgruppe bei 7% der Fische Kiemenschwellungen.

[0078] Eine gesteigerte Schleimsekretion konnten nur in der Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Bis zum
Tag 8 besallen 1% , bis zum Tag 12 4% der Kontrollfische eine gesteigerte Schleimsekretion.

[0079] Hamorrhagien kamen bis zum Tag 8 mit einer Pravalenz von 1% in der Versuchsgruppe, bis zum Tag
12 mit einer Pravalenz von 1% in der Versuchs- und 2% in der Kontrollgruppe vor.

[0080] Anamische, blasse Kiemen wurden bis zum Tag 8 bei 1% der Versuchs- und 4% der Kontrollfische
festgestellt. Bis zum Tag 12 betrug die Inzidenz in der Versuchsgruppe 1 %, in der Kontrollgruppe 4%.
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[0081] Kiemennekrosen kamen vorwiegend am Rand der Kiemenbdgen vor, seltener als punktférmige steck-
nadelkopfgrofRe Veranderungen, wie sie nach Befall mit Dactylogyriden auftreten. Bei hochgradiger Erkran-
kung war ein gro¥flachiger Verlust von Teilen des Parenchyms und des Stromas zu beobachten. In der Ver-
suchsgruppe betrug die Pravalenz 10% bis zum Tag 8, in der Kontrollgruppe 22%. Bis zum Tag 12 waren noch
4% der Versuchsfische betroffen, von den Kontrollfischen 14%.

[0082] Mykosen waren an chronisch vorgeschadigten Kiemen bis zum Tag 8 bei 1% der Versuchs- und 2%
der Kontrollfische nachweisbar. Bis zum Tag 12 betrug die Inzidenz in der Versuchsgruppe 0%, in der Kontroll-
gruppe 3%.

[0083] Tab. 4c: Pathologisch-anatomische Untersuchung: Kiemenbefunde aller Fische bis zum Tag 8 sowie
12 in der Versuchs- und Kontrollgruppe mit jeweils N = 100. Pravalenz der Fische mit Rétungen, Schwellungen,
vermehrten Schleimsekretionen, Blutungen, Andmien, Kiemennekrosen und Mykosen. Auftreten von keinen
(Score 0), geringgradigen (Score 1), mittelgradigen (Score Il) und hochgradigen Veranderungen (Score lll).

Untersuchung |Kiemen

Tag |Score Rétung [Schwell. |Schleim |Blutung. |[Anamie [KN Mykosen
VG KG VG KG (VG KG VG KG VG KG VG KG [VG KG
8 0| 99 100|100 100} 100 99| 99 100 99 96/ 90 78] 99 98
i o o o o o 1 1 O 1 0 6 11 1 1
W 4 o O O O O O O O 4 4 11f 0 O
m o o O O O O O ©Oo O O O o0 O 1

x>-Hom.-T.| n.s. n.s. n.s. n.s n.s. n.s. n.s.
12 0| 100 96/100 93/100 96| 99 98/ 98 92| 96 86 99 95
1 o 14 O 4 0 3 1 0 2 5 2 9 1 3
W o 14 o0 2 0 14 0 2 0 3 2 3 0 O
m o 2, o 144 O O O O O o O 2 0 2

x’>-Hom.-T.| n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

1.1.4.1.5 Zusammenfassende Befundauswertung

[0084] Bei der Auspragung der Hamorrhagien ergaben sich bis zum Tag 8 deutlich unterschiedliche Anteile
von 20% der Fische in der Versuchs- und 45% der Fische in der Kontrollgruppe (p < 0,002). Ein Unterschied
war auch bis zum Tag 12 vorhanden, bis zu dem in der Versuchsgruppe 26% und in der Kontrollgruppe 52%
der Fische Blutungen aufwiesen (p < 0,02).

[0085] Die Beurteilung aller festgestellten nekrotischen Veranderungen an der Haut (Ulzera), der Flossen
(Flossenrandnekrosen) und der Kiemen (Kiemennekrosen) ergab bis zum Tag 8 eine Pravalenz von 24% in
der Versuchs- und 47% in der Kontrollgruppe (p < 0,01). Bis zum Tag 12 betrug die Pravalenz 29% bei den
Versuchs- und 69% bei den Kontrollfischen (p < 0,0001).

[0086] Mykosen kamen an der Haut, den Flossen und den Kiemen zusammen bis zum Tag 8 bei 4% der Ver-
suchs- und 11% der Kontrollfische vor. Bis zum Tag 12 unterschieden sich die Pravalenzen mit 6% in der Ver-
suchs- und 17% in der Kontrollgruppe (p < 0,01). Die Pravalenz der Symptome einer akuten Kiemenentzin-
dung Rétung, Schwellung und verstarkte Schleimsekretion lag bis zum Tag 8 bei jeweils 1% in der Versuchs-
und Kontrollgruppe. Bis zum Tag 12 betrug die Pravalenz 0% bei den Versuchs- und 10% bei den Kontrollfi-
schen.

[0087] Tab. 4d: Pathologisch-anatomische Untersuchung: Zusammenfassende Befundauswertung aller Fi-
sche bis zum Tag 8 sowie 12 in der Versuchs- und Kontrollgruppe mit jeweils N = 100. Pravalenz der Fische
mit Blutungen, Nekrosen, Verpilzungen und akuten Kiemenentziindungen. Auftreten von keinen (Score 0), ge-
ringgradigen (Score |), mittelgradigen (Score Il) und hochgradigen Veranderungen (Score llI).
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Untersuchung |(Blutung. |Nekros. |Verpilzg. |akute KE
Tag |Score VG KG [VG KG VG KG |[VG KG
8 0| 80 55/ 76 53| 96 89; 99 99
11 28] 12 19 3 3 0 1
8 13 8 16, 0 4 1 O
m 1 4 4 121 1 4 0 O

v?-Hom.-T. | p<0,002 | p<0,01 | n.s. n.s.
12 Of 74 48] 71 31| 94 83100 90
18 24| 18 28/ 5 4 0 4
W 5 14 5 12 0 7, 0 3
m 3 4/ 6 13) 1 6] 0 3

¥*>-Hom.-T. | p<0,02 |p<0,0001| p<0,01 | p<0,02

[0088] Durch die Zusammenfassung aller der bei der Untersuchung der Haut und den Flossen festgestellten
Symptome ergab sich bis zum Tag 8 eine Pravalenz von 42% in der Versuchs- und 71% in der Kontrollgruppe
(p < 0,0005). Bis zum Tag 12 betrug die Pravalenz bei den Versuchsfischen 51%, bei den Kontrollfischen 67%
(p <0,02).

[0089] Beiden Kiemen betrug die Pravalenz von Krankheitssymptomen bis zum Tag 8 in der Versuchsgruppe
12% und in der Kontrollgruppe 27% (p < 0,05). Der Anteil an den Kiemen erkrankter Fische lag bis zum Tag
12 bei einem Anteil von 6% der Versuchs- und 27% der Kontrollfische (s. Tab. 4e).

[0090] Betrachtet man alle untersuchten Symptome, ergibt sich der Gesamtbefund. Demnach waren 44% der
Versuchsfische und 71% der Kontrollfische bis zum Tag 8 erkrankt. Bis zum Tag 12 traten in der Versuchsgrup-
pe bei 52% und in der Kontrollgruppe bei 72% der Fische Krankheitssymptome auf. In der Versuchsgruppe
dominierten die Fische ohne Krankheitssymptome, in der Kontrollgruppe die mit geringgradigen Krankheits-
symptomen (s. Tab. 4e).

[0091] Tab. 4e: Pathologisch-anatomische Untersuchung: Zusammenfassende Befundauswertung aller Fi-
sche bis zum Tag 8 und 12 in der Versuchs- und Kontrollgruppe mit jeweils N = 100. Pravalenz der Fische mit
Veranderungen der Haut inkl. der Flossen, der Kiemen sowie der Gesamtbefund. Auftreten von keinen (Score
0), geringgradigen (Score 1), mittelgradigen (Score Il) und hochgradigen Veranderungen (Score III).
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Untersuchung |Hautu. [Kiemen |Gesamt-

Flossen befund
Tag |Score VG KG VG KG |VG KG
8 0| 58 29{ 88 73| 56 29

| 22 37 9 13] 23 33
Il 13 200 3 13| 16 26

m 5 14/ 0o 1 5 12
x>-Hom.-T. |p<0,0005| p<0,05 | p<0,002
12 0| 49 33| 94 73| 48 28
| 38 37| 4 13| 39 36
Nl 4 14 2 8 5 18

m 9 16 0 6 8 18
¥?>~Hom.-T. | p<0,02 |p<0,001 | p<0,001

60 7 N=56

50 +— A
S
_§40-* e - -
'§ N=29 N=33 O ohne Veféind.
& 30 - — R — 10 ggr. Verédnd.
% N=23 O mgr. Verind.
E 20 - - B hgr. Verind.
<0

10 1

0
Versuchsgruppe Kontrollgruppe

Befund Tag 8 (Grad path.-anat. Verdnderungen)

[0092] Abb. 4: Pathologisch-anatomische Untersuchung: Zusammenfassende Befundauswertung bis zum
Tag B. Gesamtbefund aller Fische der Versuchsgruppe (links) und Kontrollgruppe (rechts) mit jeweils N = 100.
Auftreten von keinen (weil3), geringgradigen (hellgrau), mittelgradigen (dunkelgrau) und hochgradigen
(schwarz) Veranderungen. Uber den Saulen Pravalenz der dem Grad der Veréanderung zugeteilten Probanden.
Unterschied zwischen der Versuchs- und Kontrollgruppe hoch signifikant mit p < 0,002 (x*>-Homogenitéts-
test-Test).
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[0093] Abb. 5: Pathologisch-anatomische Untersuchung: Zusammenfassende Befundauswertung bis zum
Tag 12. Gesamtbefund aller Fische der Versuchsgruppe (links) und Kontrollgruppe (rechts) mit jeweils N = 100.
Auftreten von keinen (weil3), geringgradigen (hellgrau), mittelgradigen (dunkelgrau) und hochgradigen
(schwarz) Veranderungen. Uber den Saulen Pravalenz der dem Grad der Verénderung zugeteilten Probanden.
Unterschied zwischen der Versuchs- und Kontrollgruppe hoch signifikant mit p < 0,001 (x>-Homogenitats-
test-Test).

1.1.4.2 Parasitologische Untersuchung

[0094] Es wurde ein Befall der Haut mit Ichthyobodo sp., Chilodonella sp., Ichthyophthirius sp., Trichodina sp.,
Gyrodactylus sp. und Argulus sp. festgestellt. In den Kiemen wurden Ichthyobodo sp., Chilodonella sp., Ichthy-
ophthirius sp., Trichodina sp. und Dactylogyrus sp. nachgewiesen.

[0095] In der Versuchsgruppe besalRen 80% (8/10) der untersuchten Fische insgesamt einen geringgradigen
Befall der Haut mit Ektoparasiten, die restlichen 20% (2/10) einen mittelgradigen Befall. Die Kiemen waren zu
10% (1/10) nicht, zu 80% (8/10) geringgradig und zu 10% (1/10) hochgradig mit Ektoparasiten befallen (s. Tab.
5a).

[0096] In der Kontrollgruppe war die Haut der untersuchten Fische insgesamt zu 21,4% (3/14) geringgradig,
zu 71,4% (10/14) mittelgradig und zu 7,1% hochgradig mit Ektoparasiten befallen. Die Kiemen wiesen insge-
samt zu 7,1% einen geringgradigen, zu 50% einen mittelgradigen und zu 42,9% einen hochgradigen Befall auf
(s. Tabelle 5a).

[0097] Die Gruppen unterschieden sich hinsichtlich der Parasitierung der Haut insgesamt mit Ichthyobodo
sp., Chilodonella sp., Ichthyophthirius sp., Trichodina sp., Gyrodactylus sp. und Argulus sp. (p < 0,02). Bei den
Kiemen wurde insgesamt der Unterschied im Befall mit den Ektoparasiten Ichthyobodo sp., Chilodonella sp.,
Ichthyophthirius sp., Trichodina sp. und Dactylogyrus sp. geringflugig deutlicher (p > 0,01). Hier stellte sich al-
lein schon ein Unterschied im Auftreten von Ichthyophthirius sp. heraus (p < 0,05). So war in der Versuchs-
gruppe Ichthyophthirius sp. auf den Kiemen nicht nachweisbar, wogegen in der Kontrollgruppe 35,7% (5/14)
der Fische geringgradig und 14,3% mittelgradig befallen waren.

[0098] Zusammengefasst ergibt sich fir den Gesamtbefund der ektoparasitologischen Untersuchung ein Un-
terschied zwischen der Versuchs- und Kontrollgruppe (p < 0,01). In der Versuchsgruppe waren 70% (7/10) der
Fische geringgradig, 20% mittelgradig und 10 % (1/10) hochgradig parasitiert. Dagegen wurde in der Kontroll-
gruppe bei 7,1% (3/14) ein geringgradiger, bei 50% ein mittelgradiger und bei 42,9% ein hochgradiger Befall
nachgewiesen (s. Tab. 5a).

[0099] Tab. 5a: Parasitologische Untersuchung: Befall mit Ektoparasiten bis zum Tag 12 bei Fischen in der
Versuchsgruppe (n = 10) und Kontrollgruppe (n = 14). Pravalenz der Fische mit Ichthyobodo sp., Chilodonella
sp., Ichthyophthirius sp., Trichodina sp., Gyrodactylus sp., Argulus sp. und Dactylogyrus sp. auf der Haut, den
Kiemen und zusammenfassende Befundauswertung des Haut-, Kiemenbefundes sowie Gesamtbefund. Auf-
treten von keinem (Score 0), geringgradigem (Score ), mittelgradigem (Score Il) und hochgradigem Befall
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(Score IIl).
Untersuchung [Haut
Ichthyob.{Chilod. |Ichthpht. |Trichod. |Gyrod. |Argulus |Zusf.
Score VG KG |[VG KG [VG KG |VG KG |VG KG [VG KG (VG KG
o0 6 4 9 100 6 9 O 1 65 6 10 1201 0 O
|l 4 3 1 14 4 4 8 9 5 8 0 1 8 3
Ww o 6 o0 3 0 1 2 4 0 0 O 1 2 10
m o 1 0 o0 O o0 O 0 O O O O 0 1
x*-Hom.-Test n.s. n.s. n.s. n.s. n.s ns. | p<0,02
Untersuchung |Kiemen Gesamt-
Ichthyob.|Chilod. {lchthpht. {Trichod. |Dactyl. |Zusf. befund
Score VG KG |[VG KG |[VG KG |VG KG |VG KG VG KG VG KG
o0 5 3 7 4 10 74 &5 1 3 2t 1 0 0 O
N 5 10, 2 3 O 5 65 11 7 8 8 3 7 1
W o 114 o0 14 0 2 0 14 0 3 0 5 2 7
m o o 1 6 0 o0 O 1 0 1 1 6 1 6
¥%-Hom -Test n.s ns. | p<005| ns. n.s p<0,01 | p<0,01
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[0100] Abb. 6: Parasitologische Untersuchung: Zusammenfassende Befundauswertung bis zum Tag 12. Ge-
samtbefund des Befalls mit Ektoparasiten der Versuchsgruppe (n = 10; links) und Kontrollgruppe (n = 14;
rechts) mit jeweils N = 100. Auftreten von keinem (weil3), geringgradigem (hellgrau), mittelgradigem (dunkel-
grau) und hochgradigem Befall (schwarz). Uber den Saulen die Pravalenz der den Befallsgraden zugeteilten
Probanden. Unterschied zwischen der Versuchs- und Kontrollgruppe signfikant mit p < 0,01 (x*>-Homogeni-
tats-Test).

[0101] Als Nebenbefund wurden ab dem Tag 3 die Blutparasiten Trypanosoma sp. in Hautlasionen, insbeson-
dere bei Entziindungen mit Extravasation, und/oder den Kiemen gefunden. In der Versuchsgruppe traten die
Trypanosoma sp. auf der Haut bei 20% der Fische geringgradig und bei 10% mittelgradig auf. In den Kiemen
waren bei 10% ein mittelgradiger Befall nachweisbar. Insgesamt wurden bei 40% der untersuchten Fische Try-
panosoma sp. festgestellt

[0102] In der Kontrollgruppe wurden Trypanosoma sp. bei 7,1% der untersuchten Fische nachgewiesen, da-
bei sowohl in der Haut mit hochgradiger, als auch in den Kiemen mit geringgradiger Befallsintensitat.

[0103] Hinsichtlich des Auftretens von Trypanosoma sp. zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen der Versuchs- und Kontrollgruppe (Tab. 5b).

[0104] Tab. 5b: Parasitologische Untersuchung: Pravalenz der Fische mit Nachweis eines Trypanosoma
sp.-Befall in Hautlasionen und Kiemen bis zum Tag 12 in der Versuchsgruppe (n = 10) und Kontrollgruppe (n
= 14) sowie zusammenfassende Befundauswertung zum Gesamtbefund. Auftreten von keinem (Score 0), ge-
ringgradigem (Score 1), mittelgradigem (Score 1l) und hochgradigem Befall (Score IlI).
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Untersuchung |Haut Kiemen |Gesamt-
Trypan. [Trypan. {befund

Score VG KG VG KG VG KG
o0 6 13} 9 13 6 13
i1 3 o 0 1 2 0
w 1 o 1 0 2 0
m o 1 0 0 0 1

¥%-Hom.-Test n.s. n.s. n.s.

1.1.4.3 Bakteriologische Untersuchung

[0105] Die Untersuchung von je einer Stichprobe (n = 5) der Versuchs- und Kontrollgruppe am Tag 12 er-
brachte in beiden Gruppen den Nachweis eines gering- bis hochgradigen Befalls der Haut und eines gering-
bis mittelgradigen Befalls der inneren Organe mit beweglichen Aeromonaden (A. sobria, A. hydrophila).
[0106] Myxobakterien konnten ebenfalls bakterioskopisch diagnostiziert werden. Im Verlauf des Versuches
wurden bei der Untersuchung von lebenden oder frischtoten Fischen der Kontroll- (n = 6) und Versuchsgruppe
(n = 3) bei zwei Kontrollfischen die fir Myxobakterien typischen Columnen und rasenbuschelartige Anordnung
der beweglichen Stédbchenbakterien gefunden. Die Myxobakterien kamen am Tag 9 jeweils in hochgradiger
Zahl auf der Haut (hochgradige Ulzera), sowie einmal in mittlerer Anzahl auf den Kiemen (hochgradige Kie-
mennekrose) vor. Bei den restlichen untersuchten Fischen der Kontrollgruppe (n = 4) und Versuchsgruppe (n
= 3) wurden zwar Uberwiegend bewegliche Stabchenbakterien in geringer Anzahl festgestellt, es fehlte jedoch
immer die fur Myxobakterien typische Anordnung.

1.1.4.4 Mykologische Untersuchung

[0107] Die mykologische Untersuchung ergab bei beiden Fischgruppen den Nachweis von Pilzen der Gattung
Saprolegnia sp.

1.1.4.5 Nebenwirkungen und Beobachtungen bei der Behandlung

[0108] Im zweiten Behandlungsdrittel kam es wahrend der Behandlung am sechsten Tag in Folge steigender
Wassertemperaturen auf 21,1°C zu einer Absenkung der Sauerstoffkonzentration auf bis zu 3,9 mg/l bei einer
Sauerstoffsattigung von 45%. Der Sauerstoffgrenzwert zur Erhaltung normaler Lebensbedingungen wird von
ITAZAWA (1971) fur Karpfen mit 4,2 mg/l und 47...49%iger Sattigung angegeben. Auch wenn Goldfischen all-
gemein ein geringerer Sauerstoffbedarf zugeschrieben wird (PENZES u. TOLG, 1993), waren bei weiter stei-
genden Wassertemperaturen suboptimale Versuchsbedingungen nicht auszuschlieRen. Weiterhin war wah-
rend des zweiten Versuchsabschnittes durch verstarkte Assimilation der Wasserpflanzen im Vorfluter ein An-
steigen des pH-Wertes auf bis zu 8,5 am siebenten Tag festzustellen Durch Probemessungen des
pH-Wert-Verlaufs wahrend der Behandlungen wurden am siebenten und achten Tag nach der zweistiindigen
Expositionsdauer des Huminstoffes ein Absinken des pH um ca. einen Wert festgestellt. Dabei zeigten am ach-
ten Tag wahrend der Behandlung zwei erkrankte Fische Gleichgewichtsstdrungen. In der Versuchsgruppe kam
es am Tag 8 wahrend der Behandlung anscheinend zu Nebenwirkungen. Dort zeigten 2 Fische wéhrend der
Behandlungsdauer Gleichgewichtsstdérungen. Innerhalb kurzer Zeit verloren sie die Fahigkeit zur kontrollierten
Koérperhaltung, legten sich an der Wasseroberflache auf die Seite und traten bei stark verlangsamter Atemfre-
quenz in den moribunden Zustand Uber. Die Fische wurden ordnungsgemal getdtet und untersucht. Der erste
Fisch war hochgradig erkrankt. Er wies Ulzera auf der Kdrperseite bis zur Muskulatur und mittelgradig Rand-
nekrosen in den Kiemen auf. Die parasitologische Untersuchung erbrachte auf der Haut den Nachweis eines
hochgradigen Trichodina sp.- sowie eines geringgradigen Chilodonella sp.-, Ichthyobodo sp.- und Gyrodacty-
lus sp.-Befalls. Der zweite Fisch besal} ein grau-olivgriines hochgradig verpilztes Auge, Kiemen mit geringgra-
digen Hamorrhagien und schleimigen Beldgen sowie mittelgradiger Kiemenrandnekrose. Parasitologisch wa-
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ren hier auf der Haut mittelgradig Trichodina sp., geringradig Chilodonella sp., Ichthyobodo sp., Gyrodactylus
sp. und Trypanosoma sp. nachweisbar. Die Kiemen wiesen einen Massenbefall mit Chilodonella sp. und je-
weils geringgradig Trichodina sp., Ichthyobodo sp. und Dactylogyrus sp. auf.

[0109] Bei einer durchgefuhrten gleichartigen Behandlung von weiteren 100 Goldfischen des Bestandes
konnten auch nach 2,5 h keine negativen Wirkungen beobachtet werden. Allgemein konnte ein Effekt festge-
stellt werden, der als eine Art Beruhigung der Fische gedeutet werden kann. Nach dem Einflillen der Behand-
lungsldsung schwammen die Fische ruhig und verteilt in der Rinne. Eine anfangliche geringe Scheu und Neu-
gier der Fische auf Grund der stark dunkelbraun farbenden Ldsung verschwand schnell.

1.2 Huminsaure als Futterzusatz bei der Aufzucht von Nutzfischen
1.2.1 Feldversuch bei K, (Versuch I): Tiere, Material und Methoden
1.2.1.1 Tiere

[0110] Die fur die Versuche verwendeten Lausitzer Spiegelkarpfen aus einer Zuchtlinie wuchsen als K in Vor-
streckteichen zu K, ab. Nach dem vierwdchigen Vorstrecken wurden die K, mit einem mittleren Stlickgewicht
von 0,6 g abgefischt.

[0111] Die K, standen ohne Anzeichen von Erkrankungen oder erhdhte Verluste fiir die Versuche zur Verfu-
gung.

[0112] Die K, wurden abgefischt, gewogen und durch die Ausz&hlung einer Stichprobe von 500 g das mittlere
Stuckgewicht von 0,6 g bestimmt. Danach wurde dem Bestand dem Gewicht entsprechend eine Menge von
14000 K, entnommen, die als zwei Gruppen zu jeweils 7000 K, zum Besatz der Versuchsteiche dienten. Die
Besatzdichten betrugen damit in der Versuchs- und Kontrollgruppe 35000 K /ha.

1.2.1.2 Material und Methoden
1.2.1.2.1 Versuchsanlage

[0113] Der Versuch wurde in Versuchsteichen einer Satzfischanlage durchgefiihrt. Die kiinstlich angelegten
Erdteiche besallen eine Groflie von je 0,2 ha und eine Tiefe von 1,5 m. Fur die ertragreichen Teiche der Boni-
tatsklasse Il wurde ein Naturertrag von 300 kg/ha angesetzt (BOHL u. RIEGGERT 1999, S. 341; SCHAPER-
CLAUS 1998, S. 253). Die Vorflut konnte gut geregelt werden. So wurde nach Bedarf (z. B. Verdunstung, hohe
Temperaturen) Oberflachenwasser (Bach-Talsperren-Wasser) eingeleitet.

[0114] Nach drei Wachstumsperioden erfolgte die Halterung im Spatherbst bis zum Winter in betonierten
Rundbecken. Bei einem Innendurchmesser von 10 m und einer Wassertiefe von 2 m ergab sich ein Wasser-
volumen von ca. 150 m®. Das gesamte Wasservolumen erneuerte sich durch die Speisung mit Oberflachen-
wasser einmal am Tag.

1.2.1.2.2 Umweltbedingungen

[0115] Die Wasseruntersuchungen wurden vor Ort und unmittelbar nach den Probenahmen durchgefthrt.
[0116] Alle Messwerte lagen allgemein im physiologischen Bereich fur Karpfen. Nur der Ammoniakgehalt be-
fand sich unter spatsommerlichen Bedingungen (hohe Temperaturen, Algenbliite) in beiden Gruppen zeitweise
aulerhalb des Grenzwertes zur Vermeidung von Schadigungen.

[0117] Tab. 6: Versuch |: Wasserparameter in der Versuchs- und Kontrollgruppe. Wassertemperatur, Gehalt
an Sauerstoff, Ammonium, Ammoniak, Nitrit, salpetriger Saure, Nitrat und pH-Wert, Saurebindungsvermogen.
Die Messwerte liegen allgemein im physiologischen Bereich fir Karpfen. Nur der Ammoniakgehalt befindet
sich in beiden Gruppen zeitweise auflerhalb des Grenzwertes zur Vermeidung von Schadigungen.
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Wasserparameter VG: Min....Max. KG: Min....Max.

Temperatur (°C) 3,1..21.8 32.219
O, (mg/l) 45.11,8 43.124
NH;" (mg/) 0,7..1,0 0,7..1,1
NHs; (mg/l), berechnet 0,005...0,18 0,006...0,18
NO; (mg/l) 0..0,6 0..0,6
HNO, (mg/l), berechnet 0..6*10° 0..4*10-6
NO3™ (mg/l) 0,3.4,1 0,8..3,6
pH 7,5..8,9 7,6..8,9
SBV (mmol/l) 1,4..2,8 14..24

[0118] Ab dem zweiten Aufzuchtjahr wurden am Teich der Versuchsgruppe verstarkt Tritt- und FraBspuren
von Fischottern vorgefunden. Diese flir die Auswertung des Zuwachses im zweiten und dritten Aufzuchtjahres
unginstige Situation war hervorgerufen worden einmal durch die randstandige Lage des Versuchsteichs direkt
am wasserzufliihrenden Graben (Talsperren-Oberflachen-Wasser) und aufterdem durch die zunehmende Gro-
Re der Fische, die damit eine hdhere Bedeutung als Beutetiere fir Fischotter erlangten.

1.2.1.2.3 Testsubstanz

[0119] Es wurde natirlicher Braunkohle-Huminstoff als Zusatz zum Futter Uberprift. Die Einmischung des
Praparates in das Futter erfolgte durch den Futtermittelhersteller wahrend des Produktionsprozesses (Pelle-
tierung).

1.2.1.2.4 Futtermittel

[0120] Es wurde ein handelstbliches pelletiertes Alleinfuttermittel verwendet.
[0121] Das Futter fir die Versuchsgruppe (Versuchsfutter) enthielt 5% naturlichen Braunkohlen-Huminstoff.

Futterzusammensetzung

[0122] Nach Angaben des Herstellers ist das Futter aus folgenden Ausgangsstoffen zusammengesetzt:
— Fischmehl; Weizengriel3kleie; Fleischfuttermehl; Weizenflocken; Federmehl, hydrolysiert; Seetierdl fur Fi-
sche; Griebenkuchen; Zuckerriibenmelasse; Sojaprotein-Konzentrat; Blutmehl; Vormischung Vitamine (Pari-
bin®).

Futterinhaltsstoffe
[0123] Fur beide Futter, ohne (Kontrollfutter) und mit Huminstoffzusatz (Versuchsfutter), werden vom Herstel-
ler die gleichen Gehalte an den Inhaltsstoffen Rohprotein, Lysin, Rohfett, Rohfaser und Rohasche angegeben

(s. Tab.: 7): Tab. 7: Futterinhaltsstoffe Versuchs- und Kontrollfutter Angaben des Gehaltes an Rohprotein, Ly-
sin. Rohfett, Rohfaser und Rohasche in % der Originialsubstanz.
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Inhaltsstoff % in der Orig.-Substanz

Rohprotein 42.5
Lysin 2,5
Rohfett 13,0
Rohfaser 2,5
Rohasche 9,0

[0124] Die Rohprotein-Gehalte des Versuchs- und Kontrollfutters wurde am Institut fur Tierernahrung, Ernah-
rungsschaden und Diatetik der Veterinarmedizinischen Fakultat der Universitat Leipzig Gberprift. Zur Untersu-
chung wurde das Gerat ,Analysator Macro N", Fa. Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau, Deutschland
jeweils vor und nach den Messungen geeicht. Fir das Versuchsfutter ergab sich der Rohproteingehalt von
43,50 in der Originalsubstanz bzw. 47,62% in der Trockensubstanz. Der Rohprotein-Gehalt des Kontrollfutters
betrug 42,31% in der Originalsubstanz bzw. 46,27% in der Trokkensubstanz. Zwischen den Futtern fiir die Ver-
suchs- und Kontrollgruppe bestand nur ein geringer Unterschied. Das Kontrollfutter entsprach bei einer gerin-
gen Toleranz den Herstellerangaben. Beim Versuchsfutter ist zu vermuten, dass der Zumischung des Humin-
stoff-Praparates mit einer entsprechenden Proteinzulage begegnet wurde, welche den angegebenen Rohpro-
teingehalt mit Sicherheit erreicht hat.

[0125] Tab. 7a: Futterinhaltsstoffe: Uberpriifung des Versuchs- und Kontrollfutters nach dem DUMAS-Verfah-
ren. Trockensubstanzen, Rohprotein-Gehalte in der Originalsubstanz und Trockensubstanz. Zwischen den
Futtern bestehen nur geringe Unterschiede.

Inhaltsstoff Versuchsfutter Kontrollfutter

nach DUMAS | % in der OS % inder TS % in der OS % inder TS
Trockensub- 91,35 91,44

stanz

Rohprotein 43,50 47,62 42,31 46,27

Futterzusatzstoffe/kg Mischfutter

[0126] Vom Hersteller werden folgende Komponenten zugesetzt:
—38000 I. E. Vitamin A; 2000 I. E. Vitamin D; 100 mg Vitamin E (a-Tocopherolacetat); BHT; BHA; Propylgallat;
Calciumpropionat.

1.2.1.2.5 Futterungsregime

[0127] Der Besatz der Versuchsteiche erfolgte, als die Wassertemperaturen 18°C erreicht hatten. Die Ver-
suchsgruppe erhielt das Pelletfutter mit Huminstoffzusatz, die Kontrollgruppe das Pelletfutter onne Huminstoft-
zusatz.

[0128] Die Fitterung erfolgte taglich per Hand, je nach Futteraufnahme mehrmals taglich, tber einen Zeit-
raum von 87 Tagen. Auf Grund des wesentlich hdheren Nahrungsbedarfs je Masseeinheit heranwachsender
Karpfen als groRerer Karpfen wurde anfangs taglich 10 der Bestandsmasse an Pelletfutter gegeben (BOHL u.
RIEGGER 1999, S. 404; MULLER 1986, S. 64; SCHUHMACHER u. GROPP 1999, S. 147). Taglich wurden
die Aktivitat der Fische an der Futterstelle sowie die Versuchsbedingungen an den Teichen tGberprift. Lag noch
Futter von der letzten Fltterung an der Futterstelle, wurde die Futterung ausgesetzt. Der tagliche Futterver-
brauch verminderte sich in der Wachstumsperiode allmahlich auf 4...2% der Lebendmasse des Bestands und
Tag in Abhangigkeit von der Wassertemperatur (MULLER 1986, S. 64). Orientierend an den Ausfiihrungen von
SCHAPERCLAUS (1998) wurde als unterste Grenze fiir eine Gewichtszunahme 13...15°C angenommen. So
war die erste Aufzuchtperiode nach 87 Tagen Pelletgabe bei 13°C Wassertemperatur beendet.

[0129] Im zweiten und dritten Aufzuchtjahr wurden in den Wachstumsperioden das gleiche Pelletfutter in
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Hoéhe von 2...4% der Fischmasse verabreicht. Zur Uberwinterung blieben die Fische in den Versuchsteichen
stehen (Zatorer Methode). Nur nach der dritten Aufzuchtperiode wurden beide Fischgruppen in die Winterhal-
terungsanlagen (Betonbekken) verbracht. In der Halterung wurden die Fische noch 100 Tage mit den Ver-
suchsfuttern versorgt. Hier wurde auf Grund der niedrigen Temperaturen vorrangig der Erhaltungsbedarf in bei-
den Gruppen mit einer Pelletfuttergabe in der H6he von ca. 0,5% der Fischmasse gedeckt und bei Futterver-
weigerung ausgesetzt. Die Versuchsfitterung wurde im Winter, nach insgesamt 900 Versuchstagen und wie-
derum 100 Tage vor dem Versuchsende, bei den verkaufsfahigen K, eingestellt.

[0130] Furdie Futterung des Versuchsfutters mit dem Zusatz von 5% Huminstoff ist zu beachten, dass es sich
bei den Versuchsteichen um ertragreiche Teiche mit natirlich vorhandenen Nahrungsressourcen handelt. Aus
dem zusatzlichen Anteil der Naturnahrung an der Gesamtnahrung ergibt sich ein Huminstoffanteil von nur ma-
ximal 5% an der Gesamtnahrung, d. h. der relative Anteil des im Pelletfuttermittels enthaltenen Huminstoffs an
der Gesamtnahrung liegt durch die Verdinnung mit der Aufnahme im Teich vorhandener Nahrungsressourcen
fur gewohnlich unter 5%.

1.2.1.2.6 Untersuchungen

[0131] Es sollte die Langzeitwirkung des mit 5% in einer therapeutischen Dosierung verwendeten HS-Prapa-
rat-Zusatzes zum Pelletfuttermittel. in ertragreichen Teichen mit einem Naturnahrungsanteil bei einem Erstbe-
satz von 35000 K /ha Uber drei Wachstumsperioden tberprift werden.

[0132] Dazu wurden wahrend der ersten Aufzuchtperiode und am Ende jeder der drei Aufzuchtperioden von
Kv-3 stichprobenweise Gesundheitskontrollen durchgefiihrt. Diese Kontrollen beinhalteten eine patholo-
gisch-anatomische, parasitologische sowie ggf. histologische, bakteriologische, mykologische und virologi-
sche Untersuchung.

[0133] Der bakterielle Befall wurde semiquantitativ durch das Auszahlen der koloniebildenden Einheiten
(KBE) bestimmt. Bis zu 30 KBE wurden einem geringgradigen, bis zu 100 KBE einem mittelgradigen und mehr
als 100 KBE einem hochgradigen Befall zugeordnet.

[0134] Der Zuwachs der Fischgruppen wurde durch eine komplette Abfischung bestimmt. Aus den sich Zu-
wachsen der Bestandsmasse und den aufgewendeten Futtermengen ergaben sich die relativen Futterquotien-
ten fur die entsprechenden Aufzuchtperioden (BOHL u. RIEGGERT 1999, S. 378). Im ersten Aufzuchtjahr wird
die eingesetzte Bestandsmasse an (vorgestreckter) Karpfenbrut vernachlassigt. Gleichzeitig wurden bei den
Abfischungen und Stichproben-Untersuchungen die Anzahl der Fische und daraus die mittleren Stiickmassen
bestimmt.

1.2.1.2.7 Statistische Methoden

[0135] Die Berechnung des Unterschieds im bakteriellen Befall nach einer Aufzuchtperiode, in den Verlusten
und der Vergleich der Gesamtmassen erfolgte gemeinsam mit den Ergebnissen der Untersuchungen des Ver-
suchs II.

1.2.2 Feldversuch bei K, in drei Besatzvarianten (Versuch Il): Tiere, Material und Methoden
1.2.2.1 Tiere

[0136] Die fur die Versuche verwendeten Spiegelkarpfen einer Zuchtlinie wurden kunstlich erbriitet. Nach 2
Tagen standen die schwimm- und fressfahigen Larven fur die Versuche zur Verfugung.

[0137] Die K, besalen keine Anzeichen von Erkrankungen, erhéhten Verlusten oder Anomalien.

[0138] Durch das Auszéhlen der K, je Volumeneinheit in den enthommenen Mischproben und der Berech-
nung des nétigen Volumens K,-Wasser-Gemisch nach MULLER (1986) wurden die notwendigen Mengen fiir
jeweils eine Versuchs- und Kontrollgruppe von je 5000 (VG1/KG1), 7500 (VG2/KG2) und 10000 K, (VG3/KG3)
bereitgestellt. Die Gruppen der K, wurden anschlieRend in die Aufzuchtteiche verbracht. Die Besatzdichten be-
trugen damit fiir die jeweilige Versuchs- und Kontrollgruppen 20000, 30000 und 40000 K /ha .

[0139] Tab. 8: Versuch Il: Besatzintensitat in den Versuchs- und Kontrollgruppen 1...3 je Versuchsteich sowie
je ha.
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Gruppe Besatz Ko/ Versuchsteich Besatz Ko/ ha

VG 1,KG 1 5000 20000
VG 2, KG 2 7500 30000
VG 3,KG 3 10000 40000

1.2.2.2 Material und Methoden
1.2.2.2.1 Versuchsanlage

[0140] Der Versuch wurde einer Versuchsteichanlage durchgefiihrt. Die kiinstlich angelegten Erdteiche besa-
Ren eine GroRke von je 0,25 ha und eine Tiefe von 1,5 m. Fir die ertragreichen Teiche der Bonitatsklasse |
wurde ein Naturertrag von 300 kg/ha angesetzt (BOHL u. RIEGGERT 1999, S. 341; SCHAPERCLAUS 1998,
S. 253). Die Vorflut konnte gut geregelt werden. So wurde nach Bedarf (z. B. Verdunstung, hohe Temperaturen)
Oberflachenwasser eingeleitet.

1.2.2.2.2 Umweltbedingungen

[0141] Fur die Absicherung einer ausreichenden Wasserqualitat wurden in allen Gruppen Wasserproben re-
gelmaRig und unmittelbar nach der Probenahme untersucht.

1.2.2.2.3 Testsubstanz

[0142] Es wurde natirlicher Braunkohle-Huminstoff als Zusatz zum Futter Gberprift. Die Einmischung des
Praparates in das Futter erfolgte durch den Futtermittelhersteller wahrend des Produktionsprozesses (Pelle-
tierung).

1.2.2.2.4 Futtermittel

[0143] Es wurde ein handelsibliches pelletiertes Alleinfuttermittel fir Karpfen verwendet. Dem Futter fur die
Versuchsgruppen (Versuchsfutter) waren 5% natirlicher Braunkohle-Huminstoft zugesetzt worden.

Futterzusammensetzung

[0144] Nach Angaben des Herstellers ist das Futter aus folgenden Ausgangsstoffen zusammengesetzt:
— Olextraktionsschrote; Nebenerzeugnisse der Getreideverarbeitung; Fleischmehl; Fischerzeugnisse; Melas-
se; Mineralstoffe.

Futterinhaltsstoffe

[0145] Fur das Futter werden vom Hersteller bezogen auf die Originalsubstanz 30,0% Rohprotein, 10,0%
Rohfett, 6,4% Rohfaser und 8,4% Rohasche angegeben (s. Tab. 9). Fur die Herstellung des Futters der Ver-
suchsgruppe (Versuchsfutter) blieben die Ausgangsstoffe bis auf die Zumischung von 5% des Huminstoffpra-
parats im Verhaltnis unverandert. Daraus ergibt sich eine geringe Reduzierung (5%) an den Nahrstoffen im
Versuchsfutter. Das entspricht einem Gehalt von 28,5% Rohprotein und 9,5% Rohfett bezogen auf die Origi-
nalsubstanz.
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Tab.9: Futterinhaltsstoffe

Inhaltsstoff % in der Orig.-Substanz

Rohprotein 30,0
Rohfett 10,0
Rohfaser 6,4
Rohasche 8,4

Futterzusatzstoffe/kg Mischfutter

[0146] Vom Hersteller werden folgende Komponenten zugesetzt:
20000 I. E. Vitamin A; 2000 I. E. Vitamin D,; 100 mg Vitamin E; 5 mg Kupfer; Inositol; BHA/Ethoxyquin.

1.2.2.2.5 Futterungsregime

[0147] Analog zum Versuch | erfolgte der Besatz der Versuchsteiche, als die Wassertemperaturen 18°C er-
reicht hatten. Die Versuchsgruppe erhielt das Pelletfutter mit Huminstoffzusatz, die Kontroligruppe das Pellet-
futter ohne Huminstoffzusatz.

[0148] Anfangs wurde der Nahrungsbedarf durch die in den Teichen vorhandene Naturnahrung gedeckt. Am
Ende der zweiten Woche wurde zusatzlich Weizenschrot angeboten. Diese Futtergabe besal’ insgesamt einen
Anteil von 9,9% (VG1, KG1), 12,0% (VG2, KG2) und 14,2% (VG3, KG3) an der Gesamtfuttermenge. Die ho-
heren Anteile bei den VG2/KG2 und mehr noch bei den VG3/KG3 gegenuber den VG1/KG1 ergibt sich aus
den hdheren Besatzdichten und der daraus resultierenden geringeren relativen Anteile an Naturnahrung pro
Fischbesatz. Die Pelletfiitterung erfolgte ab dem 63. Versuchstag Uber Futterautomaten und analog zum Ver-
such | Giber einen Zeitraum von 87 Tagen, bis die Wassertemperatur 13°C erreichte. Nahere Angaben hierzu
(Futterungsintensitat des Pelletfutters etc.) sind den Ausflihrungen zur ersten Aufzuchtperiode des Versuchs |
zu entnehmen.

[0149] Wie im Versuch | ist fir die Futterung des Versuchsfutters mit dem Zusatz von 5% HS-Praparat zu be-
achten, dass es sich bei den Versuchsteichen um ertragreiche Teiche mit natirlich vorhandenen Nahrungsres-
sourcen handelt. Aus dem zusatzlichen Anteil der Naturnahrung an der Gesamtnahrung ergibt sich ein HS-Pra-
parat-Anteil von nur maximal 5% an der Gesamtnahrung, d. h. der relative Anteil des im Pelletfuttermittels ent-
haltenen HS-Praparats an der Gesamtnahrung liegt durch die Verdiinnung mit der Aufnahme im Teich vorhan-
dener Nahrungsressourcen fiir gewohnlich unter 5%.

1.2.2.2.6 Untersuchungen

[0150] Nachdem sich in der ersten Aufzuchtperiode des Versuchs | bei einem Kv-Besatz von 35000/ha posi-
tive Effekte auf die Kérpermassen-Entwicklung ergaben, sollte der Einfluss der Besatzintensitat in Hohe von
20000, 30000 und 40000 K/ha bei der Aufzucht von K, Uberprift werden.

[0151] Analog zur ersten Aufzuchtperiode des Versuchs | wurden wahrend (je n = 5...10) und am Ende (je n
= 6) der Aufzuchtperiode in jeder Gruppe stichprobenweise Gesundheitskontrollen durchgefihrt. Diese Kon-
trollen beinhalteten gleichfalls pathologischanatomische und parasitologische Untersuchungen im Labor des
Sachsischen Fischgesundheitsdienstes sowie abschlielend eine histologische, bakteriologische und virologi-
sche Untersuchung.

[0152] Insgesamt erfolgte die Bestimmung der Leistungsparameter (Zuwachs der Fischgruppen, Stiickzah-
len, mittlere Stlickgewichte, relative Futterquotienten) analog zum Versuch I.

1.2.2.2.7 Statistische Methoden

[0153] Fur die Untersuchung des Unterschieds im bakteriellen Befall diente der Rangsummentest von White
(KRAUSE u. METZLER 1988, S. 158). Der bakterielle Befall der einzelnen Fische der Stichproben wurde nach
dem Grad beurteilt, s. Tab. 10:

Tab. 10: Bakterielle Untersuchung. Einordnung der Untersuchungsergebnisse der Stichproben-Untersuchung
in den Befallsgrad als Grundlage fiir die statistische Auswertung mit dem Rangsummentest von White.
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Untersuchungsergebnis Grad des Befalls

kein Organ befallen 0
mindestens ein Organ geringgradig befal- 1
len

mindestens ein Organ mittelgradig befallen 2
mindestens ein Organ hochgradig befallen 3

1.2.3 Forellenaufzucht in Aquarien (Versuch lll): Tiere, Material und Methoden
1.2.3.1 Tiere

[0154] In einer Fischzucht wurde Regenbogenforellenlaich (Rf:) der Zuchtlinie eines irischen Fischhaltungs-
betriebs ohne erhdhte Verluste erbrutet. Da die Rf; aus einem nach der Richtlinie 91/67/EWG zugelassenen
Gebiet (FISCHSEUCHEN-VERORDNUNG 2001) stammten, konnte davon ausgegangen werden, dass die Fi-
sche keine Trager des Virus der Viralen hdmorrhagischen Septikdmie der Salmoniden (VHS) und der Infekti-
dsen hamatopoetischen Nekrose der Salmoniden (IHN) waren. Zu Beginn der Aufzuchtphase stellten sich bei
einem geringen Prozentsatz der Regenbogenforellen-Britlinge Symptome der Infektidsen Pankreasnekrose
der Samoniden (IPN) mit Dunkelverfarbung, Exophtalmus und Auftreibungen des Vorderleibs ein (ROBERTS
u. SCHLOTFELD 1985, S. 129). Die virologische Untersuchung erbrachte jedoch keinen Nachweis von Viro-
sen der Salmoniden Die fur die Versuche nach dem Prinzip der zufélligen Auswahl entnommenen freischwim-
menden, fressfahigen Regenbogenforellenbritlinge (Rf,) mit einem mittleren Gewicht von 0,13 g wurden 6 Wo-
chen im Aquarium analog der folgenden Versuchsbedingungen aufgezogen und beobachtet. Sie erhielten ein
handelsubliches Brutaufzuchtfutter mit einem hohen Gehalt an Protein (Rp = 55%) und Fett (Rfe = 20%). Wah-
rend dieser Aufzuchtphase von Rf,,, die gleichzeitig zur Adaptation an hdhere Wassertemperaturen diente,
wurden keine Erkrankungen oder Verluste festgestellt.

[0155] Zu Versuchsbeginn wies die vorgestreckte Brut (Rf,) eine Korperlange von 4...5 cm bei einer mittleren
Kdérpermasse von 0,92 g auf. Eine Stichprobe (n = 5) wurde pathologischanatomisch und parasitologisch un-
tersucht. Die Tiere waren frei von Krankheitsanzeichen.

[0156] Aus 50 Forellensetzlingen wurden nach dem Zufallsprinzip eine Versuchs- und eine Kontrollgruppe zu
je 25 Probanden gebildet. Die Wagung (Sartorius, Typ BP 610, Fa. Sartorius AG, Géttingen, Deutschland) er-
gab gleiche mittlere Kérpermassen in den Gruppen von 0,92 g.

[0157] Der Versuchsabschnitt 1 beinhaltete die Aufzuchtphase bis zu einer mittleren Stiickmasse von 3 g.
Das mittlere Zielgewicht des Versuchsabschnitts 2 betrug 10 g. Der dritte und letzte Versuchsabschnitt wurde
bis zum mittleren Ziel-Endgewicht von mindestens 30 g geflhrt. Um wahrend der gesamten Versuchszeit den
Anforderungen an die Umweltfaktoren gerecht zu werden, wurden mit der wachsenden Bestandsmasse nach
jeder der drei Aufzuchtphasen, bzw. in der ersten Aufzuchtphase zwei mal aufgrund von erhdhtem Aufkommen
an Ammonium/Ammoniak in der Versuchsgruppe, mit dem Erreichen des Zielgewichtes jeweils die gleiche An-
zahl von Fischen in der Weise entnommen, dass der folgende Besatz der Aquarien wieder mit einer gleich ho-
hen Fischmasse erfolgte.

[0158] Tab. 11: Gliederung des Versuchs I: Versuchsplan Uber die drei Aufzuchtphasen mit den mittleren Ziel-
gewichten in den Gruppen.

Versuchsabschnitt mittlere Zielgewichte (g)
1 3
2 10
3 30
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1.2.3.2 Material und Methoden

1.2.3.2.1 Versuchsanlage

[0159] Die Fische wurden in zwei Aquarien mit 80 | Wasservolumen bei einer Lange von 70 cm sowie einer
Breite und Hohe von je 35 cm untergebracht. Zur Belliftung diente eine handelstbliche Aquarien-Membran-
pumpe, die Uber einen an der Wandung angebrachten Luftausstréomer (Plastik-Flies) fir eine kontinuierliche
Wasserumwalzung und kraftige Bellftung sorgte. Die Positionierung der Aquarien im Raum sicherte eine
gleichmafige Ausleuchtung mit Tageslicht.

1.2.3.2.2 Umweltbedingungen

[0160] Die Wasseruntersuchungen wurden mit dem Aquamerck® Kompaktlabor fiir Wasseruntersuchungen
durchgefiihrt.

[0161] Auf Grund der Unterbringung der Aquarien in einem nicht temperierten Raum folgte die Wassertem-
peratur in gemaBigter Form der jahreszeitlichen Anderung (Sommer/Winter) der AuBentemperatur. Die Be-
stimmung der Parameter der Stickstoffreihe erfolgte in jedem Versuchsabschnitt, vor dem Wasserwechsel und
unmittelbar nach der Probennahme. Der in Bezug auf die fischtoxischen Eigenschaften relevante Ammoniak-
gehalt wurde nach der Gleichung von HOFER u. LACKNER (1995, S. 58) und der Gehalt an salpetriger Saure
nach WEDEMEYER und YASUTAKE (1978) sowie SCHRECKENBACH und SPANGENBERG (1983) be-
stimmt. Die regelmaRige teilweise Wassererneuerung durch Leitungswasser wurde in beiden Gruppen in je-
weils gleicher Menge so gestaltet, dass sich die Gehalte an Ammoniak und salpetriger Saure unterhalb bzw.
nur kurze Zeit in den Grenzbereichen zur Vermeidung von Schadigungen (SCHAPERCLAUS 1990, S. 839 u.
844) befanden. Allgemein lagen alle bestimmten Wasserparameter im physiologischen Bereich (SCHAPER-
CLAUS 1990, SCHAPERCLAUS 1998, S. 456). Eine Ubersicht (iber die Wasserparameter zeigt die Tabelle X;
die Parameter in den einzelnen Versuchabschnitten sind dem Anhang, Tab. 2 und 3 zu entnehmen. Der Am-
moniakgehalt lag mit 0,012 mg/l in der Versuchsgruppe zu Beginn des ersten Versuchsabschnitts iber dem
Qualitatsziel zur Vermeidung von Schadigungen von 0,006 mg/l (SCHAPERERCLAUS 1990, S. 844), nicht je-
doch im toxischen Bereich (HOFER u. LACKNER 1995, S. 66) und hatte keine erkennbaren Auswirkungen auf
das Verhalten oder den Gesundheitszustand. Den Versuchsbedingungen Rechnung tragend, wurde der an-
fangs im Drei-Tage-Rhythmus vorgenommene Teilwasserwechsel nachfolgend taglich durchgefuhrt.

[0162] Der Kot wurde mit einem Schlauch bei den Teilwasserwechseln vorsichtig vom Aquarienboden abge-
saugt. Weitere Reinigungsarbeiten erfolgten nicht.

[0163] Die allgemeinen Versuchsbedingungen wurden taglich kontrolliert.

[0164] Tab. 12: Wasserparameter im Versuch lll: Die Wassertemperatur, die Gehalte an Sauerstoff, Ammoni-
um, Ammoniak, Nitrit, salpetriger Saure, Nitrat, der pH-Wert, das Saurebindungsvermdgen und die Gesamt-
harte lagen allgemein in der Versuchs- und Kontrollgruppe im physiologischen Bereich fir Regenbogenforel-
len. Der Ammoniakgehalt liegt zu Beginn in der Versuchsgruppe tber dem Qualitatsziel von 0,006 mg/l, jedoch
nicht im toxischen Bereich.

Wasserparameter VG: Min....Max. KG: Min....Max.

Temperatur(°C) 6..22 6..22
O, (mg/l) 6,0...11,0 6,0...11,0
NH," (mg/l) 0,1..1,0 0,1..0,3
NHs; (mg/l), berechnet 0,0001...0,012 0,0001...0,003
NO2" (mg/l) 0,05..06 0,075...1,0
HNO, (mg/l), berechnet 0,00002...0,0002 0,00002...0,0002
NO3; (mg/l) 40...60 60...90
pH 7.75 7..75
KH (mmol/l) 40..4,1 4,0..4.1
GH (mmol/l) 3,3..3,5 3,3..3,5
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1.2.3.2.3 Testsubstanz (analog Versuch I)
1.2.3.2.4 Futtermittel (analog Versuch )
1.2.3.2.5 Fltterungsregime

[0165] Wahrend des 166 Tage dauernden Versuchs wurden beide Gruppen mindestens drei mal taglich in
gleicher Héhe mit einer abgewogenen Menge an Futter versorgt. Die Futterungsintensitat richtete sich nach
den Empfehlungen des Herstellers und den Angaben von SCHAPERCLAUS (1998, S. 439). Sie bewegte sich
allgemein zwischen 1,5...6,0% der Bestandmasse/Tag, so dass die Ftterung der Wassertemperatur und der
Fischgrée entsprechend angepasst war. Nachdem im Versuchsabschnitt 1.a erhéhte Ammonium-/Ammoni-
akgehalte in der Versuchsgruppe auftraten (keine biologische und mechanische Filterung, kein Bodengrund),
wurde die Fitterung in beiden Gruppen bei steigenden Wassertemperaturen bis zur Einstellung eines ausrei-
chenden Ammoniumabbaus am Ende des Versuchsabschnittes 1.a restriktiv auf 1,0% der Bestandmasse/Tag
gehalten.

[0166] Anfangs wurden die Futterpellets in der KorngréfRe von 2,5 mm soweit zerkleinert, dass die Fische das
Futter problemlos aufnehmen konnten.

[0167] Im Gegensatz zu den Versuchen | und Il war der 5 %ige HS-Préparat-Anteil des Pelletfutters identisch
mit dem Anteil an der Gesamtnahrung, da in den Aquarien kein weiteres Nahrungsangebot vorhanden war. So
wurden uber das Versuchsfutter durchweg 5% HS-Praparat aufgenommen.

1.2.3.2.6 Untersuchungen

[0168] Es sollte die Langzeitwirkung des mit 5% in einer therapeutischen Dosierung verwendeten HS-Prapa-
rat-Zusatzes durch eine tagliche symptomatische Gesundheitskontrolle und eine pathomorphologische und
parasitologische Untersuchung zum Abschluss eines jeden Versuchsabschnittes Uberprift werden. Zu diesen
Untersuchungen standen jeweils die zur Bestandsreduzierung entnommenen Fische und zum Versuchsab-
schluss alle verbliebenen Fische beider Gruppen zur Verfigung.

[0169] Gleichzeitig wurde zu Ende eines jeden Versuchsabschnittes vor den Bestandsreduzierungen, im ers-
ten Versuchsabschnitt zwei mal, die Kérpermassen-Entwicklung durch Einzelwagungen bestimmt (Sartorius,
Typ BP 610, Fa. Sartorius AG, Géttingen, Deutschland). Sie diente am Versuchsende unter der Einbeziehung
des verbrauchten Futters zur Bestimmung des Futteraufwands (STEFFENS 1995, S. 49).

[0170] Weiterhin sollte untersucht werden, ob der HS-Futterzusatz ein spezifisches Milieu im Aquarium er-
zeugen kann, bei dem gegeniber der Kontrollgruppe unterschiedliche Voraussetzungen fir das Wachstum ei-
nes Biofilms entstehen. Biofilme werden u. a. beeinflusst von der Verfligbarkeit von Nahrstoffen fir das Bakte-
rienwachstum, der Anwesenheit bakterizider Stoffe und der Konzentration gelésten organischen Materials
(BOVENDEUR 1989). Dazu wurde die Entstehung eines Biofilms bzw. Bewuchses an den Aquarienbdden und
-wanden dokumentiert. In der 20. Versuchswoche (138. Tag) wurden Proben der Biofilme mit einem Skalpell
entnommen und mikroskopisch an der Landesuntersuchungsanstalt Sachsen sowie am Fachgebiet Fischkun-
de und Fischkrankheiten des Instituts fur Bakteriologie und Mykologie der Veterinarmedizinischen Fakultat der
Universitat Leipzig untersucht. Aullerdem wurden vor dem Versuchsende jeweils 2 ml der Belage 5 min bei
6000 U-min™' zentrifugiert. Der erhaltene Bodensatz von ca. 1 ml diente aufgeschlttelt zur Anfertigung von Aus-
strichpraparaten, die nach GRAM und ZIEHL-NEELSEN gefarbt wurden. Zur bakteriologischen Untersuchung
der Bodensatze kamen Blutagar-Bdéden, Wasserblau-Metachromgelb-Agar nach Gassner sowie Brilliant-
grun-Phenolrot-Agar zum Einsatz. Die Bebrutung erfolgte bei 25°C.

1.2.3.2.7 Statistische Methoden

[0171] Die Kérpermassenentwicklung der Versuchs- und Kontrollgruppe wurde nach jeder Wagung mit Hilfe
des T-Tests auf Unterschiede Uberprift.

1.2.4 Feldversuch bei K, (Versuch 1): Ergebnisse
1.2.4.1 Bakteriologische Untersuchung
[0172] Nach Abschluss des ersten Aufzuchtjahres erbrachte die bakteriologische Stichproben-Untersuchung
(je n = 6) derinneren Organe Leber, Niere und Milz in der Versuchsgruppe Keimfreiheit. Dagegen wurde in der
Kontrollgruppe in 2 Fallen ein geringgradiger und in einem Fall ein hochgradiger bakterieller Befall der Milz fest-

gestellt. Durch die Anziichtung wurde Aeromonas sobria in Mischkultur mit Pseudomonas putrefaciens nach-
gewiesen. Erwédhnt werden kann weiterhin, dass in 4 benachbarten Teichen mit K,-Besatz die Infektionsraten
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der untersuchten Stichproben (je n = 6) mit Aeromonas- und Pseudomonas sp. einmal bei 67% und dreimal
bei 100% lagen. Die Befallsintensitaten waren hier geringgradig, gering- bis mittelgradig, mittel- bis hochgradig
und hochgradig (s. Tab. X).

[0173] Die Angaben zum Befall mit Myxobakterien sind im vorhergehenden Gliederungspunkt im Zusammen-
hang mit den pathomorphologischen Veranderungen aufgefihrt.

[0174] Tab.: 13: Bakteriologische Untersuchung von Stichproben (je n = 6) nach der ersten Aufzuchtperiode.
In der Versuchsgruppe war kein bakterieller Befall vorhanden. In der Kontrollgruppe betrug die Infektionsrate
40% mit einer gering- bis hochgradigen Befallsintensitat.

Fisch Versuchsgruppe Kontroligruppe

Leber Niere Milz Leber Niere Milz
1 k. B. k. B. k. B. k. B. k. B. k. B.
2 k. B. k. B. k. B. k. B. k. B. k. B.
3 k. B. k. B. k. B. k. B. k. B. agr.
4 k. B. k. B. k. B. k. B. k. B. ggr.
5 k. B. k. B. k. B. k. B. k. B. k. B.
6 k. B. k. B. k. B. k. B. k. B. hgr.

[0175] Die nach der dritten Aufzuchtperiode, am 983. Versuchstag und 83 Tage nach der Beendigung der Ver-
suchsfutterung fur die bakteriologische Untersuchung der inneren Organe Leber, Niere und Milz entnommenen
Fische beider Gruppen (je n = 10) besallen in der Versuchsgruppe eine Infektionsrate von 60%, in der Kon-
troligruppe von 40%. Die Befallsintensitat war in beiden Gruppen gering- bis hochgradig (s. Tab. X). Durch die
Differenzierung der Keime wurden in der Versuchs- und Kontrollgruppe Aeromonas sobria in Mischkultur mit
Pseudomonas sp. und nicht naher differenzierbare Aeromonas sp. nachgewiesen.

[0176] Tab.: 14: Bakteriologische Untersuchung von Stichproben (je n = 10) nach der dritten Aufzuchtperiode,
83 Tage nach Beendigung der Versuchsfltterung. In der Versuchsgruppe betrug die Infektionsrate 60%, in der
Kontrollgruppe 40%. Die Befallsintensitat war in beiden Gruppen gering- bis hochgradig.

Fisch Versuchsgruppe Kontroligruppe

Leber Niere Milz Leber Niere Milz
1 k. B. k. B. k. B. k. B. k. B. k. B.
2 agr. mgr. hgr. ggr. k. B. k. B.
3 k. B. k. B. k. B. k. B. k. B. agr.
4 k. B. k. B. k. B. hgr. mgr. k. B.
5 agr. k. B. agr. gagr. k. B. agr.
6 k. B. k. B. aar. k. B. k. B. k. B.
7 agar. k. B. k. B. k. B. k. B. k. B.
8 k. B. k. B. k. B. k. B. k. B. k. B.
9 k. B. k. B. gar. k. B. k. B. k. B.
10 aar. agr. k. B. k. B. k. B. k. B.
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1.2.4.2 Wachstum

Bestandsentwicklung, Verlustgeschehen, Zuwachs und Futteraufwand
Erste Aufzuchtperiode

[0177] Nach der ersten Aufzuchtperiode wurden in der Versuchsgruppe 1061 K, mit einem Gesamtgewicht
von 86 kg abgefischt. Daraus ergibt sich eine mittlere Stickmasse von 81 g. Die Verluste betrugen 5939 Stiick,
entsprechend 84,8 %. In der Kontrollgruppe wurden 1090 K, mit einem Gesamtgewicht von 59 kg abgefischt.
Das mittlere Stiickgewicht betrug 54 g. Die Verluste lagen bei 5904 Stlick, entsprechend 84,3%. Da mit der
taglichen Beobachtung keine verendeten Fische auffallig wurden, ist in beiden Gruppen von einem Verlustge-
schehen in einer friihen Entwicklungsphase auszugehen. In der VG ergibt sich bei einem Zuwachs von 86 kg
und einem Futterverbrauch von 135 kg ein relativer Futterquotient von 1,57. In der Kontrollgruppe betrug der
Zuwachs 59 kg, der Futterverbrauch 132,5 kg, woraus ein relativer Futterquotient von 2,25 resultiert.

Zweite Aufzuchtperiode

[0178] Die Abfischung nach der zweiten Aufzuchtperiode ergab in der VG 3815 Stiick K,, eine Bestandsmas-
se von 267 kg, eine mittlere Stiickmasse von 350 g sowie 292 Stlick Verluste (27,7%). Die Kontrollgruppe wies
1090 Stick K,, ein Gesamtgewicht von 295 kg, ein mittleres Stiickgewicht von 340 g und Verluste in H6he von
223 Stuck (20,5%) auf. Der Zuwachs betrug in der VG 186 kg, so dass sich bei einem Futterverbrauch von 450
ein relativer Futterquotient von 2,42 ergab. In der KG war ein Zuwachs von 236 kg und damit bei einem Fut-
terverbrauch von 455 kg ein relativer Futterquotient von 1,93 zu verzeichnen.

Dritte Aufzuchtperiode

[0179] Nach der dritten Aufzuchtperiode wurden in der VG 468 Stick K, mit einem Gesamtgewicht von 440
kg abgefischt. Die mittlere Stlickmasse betrug 962 g, die Verluste 295 Stlick (38,7%). Bei einem Zuwachs von
183 kg und einem Futterverbrauch ergibt sich ein relativer Futterquotient von 4,83. In der KG wurden 840 Stiick
K, mit einem Gesamtgewicht von 630 kg und einem mittleren Stlickgewicht von 750 g abgefischt. Verluste wur-
den in der Hohe von 27 Stiick (3,1%) festgestellt. Aus dem Zuwachs von 335 kg und dem Futterverbrauch von
852 kg resultiert ein relativer Futterquotient von 2,54.

Abschliefiende Winterhalterung

[0180] Die Abfischung aus der Winterhélterung ergab in der VG 458 Stlick K, mit einem Gesamtgewicht von
525 kg, eine mittlere Stickmasse von 1146 g. In der KG wurden 830 Stiick K; mit einem Gesamtgewicht von
710 kg und einer mittleren Stiickmasse von 855 g abgefischt. In beiden Gruppen traten keine Verluste auf. Bei
gleicher Futterungsintensitat war in der VG ein Zuwachs von 17,0% und in der KG von 12,9% bezogen auf das
Ausgangsgewicht zu verzeichnen.

[0181] Tab. 15: Versuch I: Besatz und Abfischungsergebnisse in drei Aufzuchtperioden sowie der abschlie-
Renden Winterhalterung. Besatz [Stlick/ha], Besatz [Stlick/Versuchsteich bzw. Halterbecken], Besatzmasse
[kg], Abfischung [Stiick/ha], Abfischung [Stick/Versuchsteich bzw. Halterbecken], Abfischung [kg], mittlere
Stlickmasse [g], Verluste [Stiick], Verluste [%], Futterverbrauch [kg] sowie relativer Futterquotient aus Futter-
verbrauch und Zuwachs an Bestandsmasse.
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Ks-Aufzucht Kz-Aufzucht  |K3-Aufzucht  [Winterhalterg.
VG KG VG KG VG KG VG KG
Besatz [Stuck/ha] 35000| 35000{ 5275 5450 3815 4335 - -
Besatz [Stuck/VT] 7000[ 7000| 1055| 1090 763 867| 458 830
Besatz [kg] 42 42 85 59 267 295 440 622
Abfischg. [Stlick/ha]) 5305| 5480 3815| 4335 2340 4200 - -
Abfischg. [Stuck/VT] | 1061| 1096 763] 867 468 840 458 830

Abfischung [kg] 86| 59| 267 295 450 630 5250 710
mittl. Stickmasse [g] 81| 54/ 350 340 962| 750 1146 855
Verluste [Stiick] 5939| 5904] 292| 223 295] 27 0 0
Verluste [%] 8a8| 843 277 205 387 3.1 0 0
Zuwachs [kg] 86| 59 186 =236/ 183] 335 75| 80

Futterverbrauch [kg} 135 132,56 450 455 884 852 - -
relativ. Futterquotient 1,671 2,25 2,42 1,93 4,83 2,54 - -

Mittlere Kérpermassen im Versuchsverlauf

[0182] Die Untersuchung der mittleren Kérpermassen in den Gruppen unter zu Hilfenahme der Stichpro-
ben-Untersuchungen und der Abfischungsergebnisse nach den drei Aufzuchtperioden ergab ab dem 50. Ver-
suchstag hdhere mittlere Kérpermassen der Fische der Versuchsgruppe. Dieser Unterschied wurde bei den 3
Abfischungsergebnissen und bei 5 Stichproben-Untersuchungen deutlich (p < 0,05...0,0001). Bei der 6. Stich-
proben-Untersuchung vor der Endabfischung am 983. Versuchstag ist der Unterschied nicht signifikant, was
auf die zu geringe Fallzahl zuriickzuflihren ist, da fir alle anderen Zeitpunkte in diesem Zeitraum der Unter-
schied signifikant ist. Die relative Standartabwei- hung dieser Stichproben-Untersuchung wurde fiir die Berech-
nung der Unterschiede zu den anderen Zeitpunkten Gbernommen.

[0183] Die mittleren Kérpermassen der Versuchs- und Kontrollfische aus den Stichproben-Untersuchungen
und Bestandsbegutachtung sind der Tabelle 16 zu entnehmen.

[0184] Tab. 16: Entwicklung der Kérpermassen im Versuch |: Mittlere Kérpermassen in der Versuchs- und
Kontrollgruppe zu den entsprechenden Untersuchungszeitpunkten der Stichproben und Bestandsbegutach-
tungen (grau unterlegt). Bis auf die Stichprobennahme am 983. Versuchstag (je n = 10) ist der Unterschied ab
dem 50. Versuchstag signfikant bis hoch signfikant mit p < 0,05...0,0001 (t-Test von White).
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Versuchstag | Versuchsgruppe Kontrollgruppe Unterschied
mittl. Stckm. [N mittl. Stckm. |N (t-Test)
1 0,6 7000 0,6 7000 | nicht sign.
50 33 58 19 37|p<0,0001
60 41 34 34 35|p<0,005
114 65 17 45 20|p<0,05
259/260 81 1061 54 1096 | p<0,0001
373 200 10 150 12 |p<0,02
557 350 763 340 867 |p<0,02
800 962 468 750 840 | p<0,0001
983 971 10 815 10 | nicht sign.
1000 1146 458 855 830 p<0,0001

1.2.4.3 Anwendungskonzentration des Huminstoffpraparates

[0185] Im ersten Aufzuchtjahr sprechen gleich hohe Verlustraten in beiden Gruppen daflir, dass eine orale
Toxizitat bei der Applikation des Huminstoffpraparates in einer therapeutischen Dosierung in Hohe eines 5
%igen Zusatzes nicht vorhanden war. In den folgenden zwei Aufzuchtperioden lagen die Verluste in der Ver-
suchsgruppe Uber denen in der Kontrollgruppe. Auf Grund des Fischotter-FraRes in der Versuchsgruppe ist
jedoch keine genaue Beurteilung moglich.

[0186] Die Anwendungskonzentration des Huminstoff-Praparates betrug 500 mg/kg Kérpermasse in Abhan-
gigkeit von der Fitterungsintensitat [je % der Lebendmasse]. In der ersten Aufzuchtperiode betrug somit bei
einer anfanglichen Fitterungsintensitat in Hohe von 10% der Bestandsmasse die maximale Anwendungskon-
zentration 5000 mg/kg Korpergewicht. Im zweiten und dritten Aufzuchtjahr betrugen bei einer Fiitterungsinten-
sitét in H6he von maximal 4% der Bestandsmasse die maximalen Anwendungskonzentrationen 2000 mg/kg
Korpergewicht.

[0187] Bei der Betrachtung des Anteils des Huminstoft-Praparates an der Gesamtnahrung ist die Aufnahme
der stark wasserhaltigen Naturnahrung mit teilweise hohen Rohasche-Gehalten zu beachten. Es ergibt sich
eine gewisse ,Verdinnung" des Huminstoff-Praparateanteils an der Gesamtnahrung. Unter Beachtung eines
fur die Naturnahrung ermittelten durchschnittlichen Futterquotienten von 10 (SCHRECKENBACH u. ZAHN
1997) resultiert aus der mittleren Bonitat der Teiche mit 300 kg Naturnahrung/ha, entsprechend 60 kg/0,2 ha
Versuchsteich, ein Naturnahrungs-Anteil von 600 kg (Originalsubstanz) je Aufzuchtperiode. Aus den aufge-
wendeten Trockenfutter-Mengen und der in den Teichen vorhandenen Naturnahrung folgen die mittleren An-
teile des Huminstoff-Praparates an der Gesamtnahrung in Hohe von 0,92% in der ersten, 2,14% in der zweiten
und 2,98% in der dritten Aufzuchtperiode.

[0188] Die Aufnahme von Pflanzenteilen, Schlamm und Sand (SCHAPERCLAUS 1998) bleibt in der Gesamt-
nahrungs-Menge unberlcksichtigt. Bei der Einbeziehung dieser schlecht- bis unverdaulichen Bestandteile
wirden sich die Anteile des Huminstoff-Praparates weiter verringern.

[0189] Tab. 17: Versuch |, Versuchsgruppe: Einzelne Aufzuchtphasen, aufgewendete Trockenfutter-Mengen,
Hohe der Naturnahrung, Anwendungskonzentration des HS-Praparats in Abhangigkeit von der Fitterungsin-
tensitat (je % der Bestandsmasse) und berechneter Anteil des HS-Praparates an der Gesamtnahrung (bezo-
gen auf die Originalsubstanz).
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Bestandsanwendg. |Trockenfutt. [Naturnahr. /AWK Anteil a. d. Gesamtnahrg.
KO0-1 (35000/ha) {135 kg 600 kg 500 mg/kg|0,92 %
K1-2 (5275/ha) 450 kg KM 2,14 %
K2-3 (3815/ha) 884 kg 2,98 %

1.2.5 Feldversuch bei K, in drei Besatzvarianten (Versuch Il): Ergebnis
1.2.5.1 Bakteriologische Untersuchung
Zusammenfassung der bakteriologischen Untersuchungen des Versuchs | und I

[0190] Werden die Ergebnisse der Versuche | und Il nach einer Aufzuchtphase bis zu K, ausgewertet, ergibt
sich mit dem Rangsummentest von White ein Unterschied im bakteriellen Befall. Bei den Fischen der Ver-
suchsgruppe wurde eine deutlich geringere bakterielle Besiedlung der inneren Organe nachgewiesen (p <
0,05).

[0191] Tab. 18: Versuch | und Il: Bakterieller Befall nach der Aufzuchtperiode zu K. Zwischen den Versuchs-
und Kontrollgruppen ergibt sich an Hand der Ergebnisse der Stichproben-Untersuchungen (je n = 24) ein Un-
terschied mit dem Rangsummentest von White (p < 0,05).

Grad des Befalls |Versuchsgruppen | Kontroligruppen

0 22 18
1 2 2
2 0 1
3 0 3

1.2.5.2 Wachstum

[0192] Ein Unterschied (p < 0,05) ist hinsichtlich der Stlickverluste festzustellen. Die geringsten Verluste an
Fischen sind in der VG3 bei der héchsten Besatzvariante mit 40000 K/ha zu verzeichnen.

1.2.5.3 Anwendungskonzentration des Huminstoffpraparates

[0193] Die fir die erste Aufzuchtperiode des Versuchs | gemachten Ausfiihrungen finden entsprechend An-
wendung auf den Versuch Il. Da in der V

[0194] Die Verlustraten in den Gruppen sprechen dafir, dass eine orale Toxizitat bei der Applikation des Hu-
minstoffpréparates in einer therapeutischen Dosierung in Hohe eines 5 %igen Zusatzes nicht vorhanden war.
In der VG3 ist sogar ein deutlich geringeres Verlustgeschehen zu beobachten, wodurch ein gewisser detoxifi-
zierender Effekt angenommen werden kann.

[0195] Die Anwendungskonzentration des Huminstoff-Praparates betrug 500 mg/kg Kérpermasse in Abhan-
gigkeit von der Futterungsintensitat [je % der Lebendmasse]. In der ersten Aufzuchtperiode betrug somit bei
einer anfanglichen Fitterungsintensitat in Hohe von 10% der Bestandsmasse die maximale Anwendungskon-
zentration 5000 mg/kg Korpergewicht.

[0196] Analog zum Versuch | ist bei der Betrachtung des Anteils des Huminstoff-Praparates an der Gesamt-
nahrung die Aufnahme der stark wasserhaltigen Naturnahrung mit teilweise hohen Rohasche-Gehalten zu be-
achten. Es ergibt sich eine gewisse ,Verdinnung" des Huminstoft-Praparateanteils an der Gesamtnahrung.
Gleichfalls werden flr die gesamte Aufzuchtperiode 300 kg/ha, entsprechend 75 kg/0,2 ha Teich, Naturertrag
angesetzt. Da zwar analog zum Versuch | die Pelletflitterung 87 Tage durchgefiihrt, jedoch erst am 63. Ver-
suchstag begonnen wurde, kénnen fir den geringeren spatsommerlichen Anteil der Naturnahrung nur ein Drit-
tel, entsprechend 25 kg Naturertrag angesetzt werden. Es ergibt sich nach SCHRECKENBACH und ZAHN
(1997) bei einem FQ = 10 ein Anteil der Naturnahrung von 250 kg (Originalsubstanz).
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[0197] Aus den aufgewendeten Trockenfutter-Mengen und der in den Teichen vorhandenen Naturnahrung
folgen die mittleren Anteile des Huminstoff-Praparates an der Gesamtnahrung in Héhe von 2,92% in der VG1,
3,02% in der VG2 und 3,06% in der VG3.

[0198] Tab. 19: Versuch Il, Versuchsgruppen: Besatzintensitat bei der Aufzucht von K, aufgewendete Tro-
ckenfutter-Mengen, Hohe der Naturnahrung, Anwendungskonzentration des HS-Praparats in Abhangigkeit
von der Futterungsintensitat (je % der Bestandsmasse) und berechneter Anteil des HS-Praparates an der Ge-
samtnahrung (bezogen auf die Originalsubstanz).

Bestandsanwendg. |Trockenfutt. |Naturnahr. |AWK Anteil a. d. Gesamtnahrg.
Kv-1 (20000/ha) 562 kg 250 kg 500 mg/kg|2,92 %
Kv-1 (30000/ha) 609 kg KM 3,02 %
Ky.1 (40000/ha) 629 kg 3,06 %

1.2.6 Forellenaufzucht in Aquarien (Versuch lll): Ergebnis
1.2.6.1 Allgemeinverhalten und Entwicklung

[0199] Alle Fische zeigten Uber den Versuchszeitraum von insgesamt 166 Tagen eine sehr hohe Vitalitat,
wuchsen gleichmaRig und zeigten keine Anzeichen von Entwicklungsstérungen. Verluste traten nicht auf.

1.2.6.2 Anwendungskonzentration der Huminsaure Typ 67 A

[0200] In der Versuchsgruppe konnte die orale Toxizitat bei der Applikation des Huminstoffs in einer therapeu-
tischen Dosierung in Hohe eines 5%igen Zusatzes Uber das Versuchsfutters in einem Zeitraum von 166 Tagen
nicht ermittelt werden. Die Anwendungskonzentration betrug 500 mg/kg Kérpermasse in Abhangigkeit von der
Fitterungsintensitat [je % der Lebendmasse]. Bei einer Flitterungsintensitat von 6% der Lebendmasse wurde
eine maximale Anwendungskonzentration von 3000 mg/kg Kérpermasse/Tag erreicht. Wahrend der zeitweisen
restriktiven Futterung in Hohe von 1,5% der Lebendmasse ergab sich eine minimale Anwendungskonzentrati-
on von 750 mg/kg Kérpermasse/Tag.

1.2.6.3 Eigenschaften der Futter, der Fazes und Beeinflussung der Wassereigenschaften

[0201] Beide Futter wurden Uber die gesamte Versuchszeit sehr gut angenommen. Den Futtern wird eine sehr
gute Akzeptanz bescheinigt.

[0202] Nach der Verfiitterung des Kontrollfutters kam es infolge eines rascheren Zerfalls von Futter- und Kot-
bestandteilen innerhalb kurzer Zeit zu einer milchigen Tribung des Wassers. Im Vergleich zum Versuchsaqua-
rium befanden sich deutlich weniger, ca. halb so viel, Futter- und Kotbestandteile am Boden. Die Wassertru-
bungen traten verstarkt bei hdheren Temperaturen (= 18°C) auf und konnten dann auch nicht restlos durch den
Wasserwechsel beseitigt werden.

[0203] Das Versuchsfutter dagegen besal} eine dunklere Farbung, eine héhere Konsistenz und damit eine
héhere Bruchfestigkeit. Es zerfiel langsamer im Wasser. Auch der im Vergleich zu den Kontrollfischen dunkler
gefarbte Kot der Versuchsfische war von héherer Konsistenz und I8ste sich im Wasser langsamer auf.

1.2.6.4 Entstehung und Untersuchung von Biofilmen

[0204] Im Kontrollaquarium war zu beobachten, dass sich nach 6 Wochen (43. Tag) auffallige, herdférmige,
schmierige braune Belage gebildet hatten. Im Versuchsaquarium war nach 9 Wochen (64. Tag) ein mehr oder
weniger unauffalliger, leichter und gleichmaRig verteilter braunlicher Belag sichtbar, der vor allem die Boden-
scheibe betraf. Zum selben Zeitpunkt war der Biofilm in der Versuchsgruppe schon deutlich starker entwickelt.
Die geringere Entwicklung des Bewuchses setzte sich bis zum Versuchsende fort.

[0205] Beider Entnahme der Biofilm-Proben in der 20. Versuchswoche (138. Tag) wurde auf der Bodenschei-
be des Kontrollaquariums ein ungefahr doppelt so starker Bewuchs gegenliber dem Versuchsaquarium fest-
gestellt. Die mikroskopische Untersuchung ergab in der Kontrollgruppe einen starken Gehalt an Kieselalgen
der Gattung Navicula sowie an Radertierchen. Die untersuchte Probe war stark belebt. In der Versuchsgruppe
konnten wesentlich weniger Algen, Ziliaten sowie ein Niederschlag von Huminstoff-Teilchen nachgewiesen
werden. Die Probe war maRig belebt.

[0206] Die durch die bakteriologische Untersuchung angezichteten Bakterien konnten mit den in der Veteri-
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narmedizin Ublichen Nahrmedien nicht differenziert werden. Somit kann von spezifischen Wasserbakterien
ausgegangen werden. Ubliche fischpathogene und auf den Saugetierorganismus Ubertragbare Keime waren
nicht nachweisbar.

1.3 Einsatz von natirlichen und synthetischen Huminstoffen in Kombination mit Wasserstoffperoxid zur Eibe-
handlung bei der kunstlichen Erbritung von Karpfeneiern

1.3.1 Tiere, Material und Methoden
1.3.1.1 Tiere

[0207] Es wurden Karpfen in einer Teichwirtschaft zur Laichreife gebracht und die entommenen Eier nach der
kiinstlichen Befruchtung bis zum Schlupf erbrutet.

1.3.1.2 Versuchsanlage

[0208] Die befruchteten Eier wurden in Erbriitungsglaser Uberfiihrt. In diesen trichter- bzw. zylinderférmigen
Glasern (7 Liter) stromte gefiltertes Wasser von unten nach oben. Dadurch hielten sich die Eier immer in Be-
wegung. Nach 3-4 Tagen schliipfte die Karpfenbrut.

1.3.1.3 Testsubstanzen

[0209] Es wurden einmal naturlicher Braunkohle-Huminstoff in Form der 10%igen Huminstoff-Lésung (nHS)
und weiterhin synthetischer Huminstoff (sHS) zur Eibehandlung in Kombination mit Wasserstoffperoxidlésung
30% (WP) Uberpruft.

[0210] Als Vergleichssubstanz diente Malachitgrinoxalat (MG).

1.3.1.4 Intention

[0211] Bei der kiinstlichen Befruchtung erhalt man meistens 75-95% tatsachlich befruchtete und lebensfahige
Eier. Ein Problem bei der mehrtagigen Erbritung ist die Verpilzung der Eier. Pilzsporen sind ubiquitar verbrei-
tet. Zuerst werden unbefruchtete tote Eier befallen. Spater kann die Verpilzung auch auf befruchtete lebende
Eier Ubergreifen. Je starker ein befruchtetes Ei von der Verpilzung betroffen ist, desto geringer ist die Wahr-
scheinlichkeit auf einen erfolgreichen Schlupf. Um einer Verpilzung entgegenzuwirken, werden die Eier ubli-
cherweise mit Malachitgriinoxalat behandelt. Die Anwendung von MG ist mit vielen Nachteilen verbunden (z.
B. cancerogenes und mutagenes Potential), deshalb wurde nach Alternativen gesucht.

1.3.1.5 Behandlungsregime

[0212] Die HS wurden mit zwei verschiedenen Einwirkzeiten und in verschiedenen Konzentrationen jeweils
gegeniber der bewahrten Malachitgriinoxalat-Behandlung und einer unbehandelten 0-Probe Uberprift. Die
Einwirkzeiten des taglichen HS-Bades betrugen 2 min oder 1 Stunde. Vor der HS-Anwendung wurde jeweils
eine Wasserstoffperoxidbehandlung durchgefihrt; bei der ersten Behandlung in einer Konzentration von 0,5%s,
nachfolgend von 0,25%.

[0213] Insgesamt stehen die Ergebnisse aus 15 Versuchsreihen mit je 5...7 Versuchsgruppen, davon aber im-
mer eine Gruppe mit Malachitgrinoxalat-Behandlung und eine 0-Probe zur Verfligung.

[0214] Es wurden pro Versuchsgruppe zwischen 200....800 ml Laich, jeweils gleichmaRig auf die einzelnen
Zuger-Glaser verteilt, verwendet.

1.3.1.6 Untersuchungen

[0215] Der Behandlungserfolg wurde durch die Untersuchung einer Stichprobe ermittelt. Dazu wurden je Ver-
suchsgruppe 1000 Eier ausgezahlt und hinsichtlich des Auftretens und des Grades einer Verpilzung beurteilt.

1.3.2 Ergebnisse
1.3.2.1 EinfluR der Behandlungen auf Pilzbefall: Vergleich der zusammengefassten Gruppen

[0216] Untersucht wurden vier Hauptgruppen: ohne Behandlung sowie HS (inkl. WP)-, WP (allein)- und
MG-Behandlung. Die HS-Gruppe wurde nach den Gesichtspunkten Behandlungsdauer (1 h, 2min), Art der HS

36/41



DE 102 37 740 A1 2004.03.11

(natutlich, synthetisch) sowie der Dosierung (niedrig, hoch) unterteilt. Zielgrof3e ist der Anteil an verpilzten
Fischeiern in Prozent.

[0217] Zunachst wurden die Hauptgruppen verglichen, wobei die Ergebnisse aller HS-Behandlungen gemit-
telt wurden Tab. 20: Kinstliche Erbritung von Karpfeneiern: Verpilzungsraten (%) der Eier in den Hauptgrup-
pen ohne Behandlung, Huminstoff, Malachitgrinoxalat und Wasserstoffperoxid sowie Anzahl der untersuchten
Eier der Stichproben (n).

Behandlung oB HS MG WP
Verpilzungsrate |5,2% 1,8% 1,1% 2,4%
n 11000 39000 13000 8000

[0218] Alle Behandlungsgruppen wiesen signifikant niedrigere Verpilzungsraten auf als die unbehandelte
Gruppe (p < 0,00001). Die MG-Behandlung war signifikant wirksamer als WP und HS (p < 0,00001), HS (sum-
miert) war wirksamer als WP (p < 0,001).

1.3.2.2 Art der HS

[0219] Die Art des HS (natutlich, synthetisch) unterschied sich bei der kurzzeitigen Behandlung (1,8% (7000)
vs. 2,87%(7000)) signifikant (p < 0,0001), nicht dagegen bei der einstindigen Behandlung signifikant, wenn
jeweils uber alle Dosierungen gemittelt wurde. Da sich die Dosierungen bei kurzer und langer Behandlung nicht
unmittelbar vergleichen lassen, ist dieses Ergebnis nicht iberzubewerten.

[0220] Da, wie sich spater herausstellt, die einstiindige Behandlung vorteilhaft ist, und sich bei der einstindi-
gen Behandlung keine Unterschiede ergeben, ist generell von fehlenden Unterschieden nHS vs. sHS auszu-
gehen.

[0221] Im folgenden kann deshalb bei Daten von einstindiger Behandlung nHS und sHS zusammengefasst
werden.

1.3.2.3 Behandlungszeit

[0222] Ein Ansatzpunkt fur den Vergleich ist die Verwendung des Produktes aus Behandlungszeit und -kon-
zentration.

[0223] Tab. 21: Kunstliche Erbritung von Karpfeneiern: Produkt aus Behandlungszeit (min) und -konzentra-
tion (mg/l) der Huminstoffboehandlung.

Zeit Konzentrat. |Produkt

2 75 150

2 150 300

2 300 600

2 1000 2000
60 12,2 732
60 16,7 1002
60 18,2 1092
60 222 1332
60 244 1464
60| 25 1500
60 33,3 1998
80| 44 4 2664
60| 50 3000
60 66,7 4002

[0224] Nach diesem Konzept lassen sich die Behandlungen 2' 300 mit 1h 12,2 + 16,7 + 18,2 sowie 2' 1000
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und 1h 22,2 ..33,..50 vergleichen.

Gruppe 2' 300 1h <20
(NHS+sHS)
Daten 1,4 1,3
3,7 3,6
0,8
3,2
1,2
MW 2,55 2,02
N 2000 5000

[0225] Resultat: kein signifikanter Unterschied

Gruppe 2' 1000 1h>20,<=50
Daten 0,8 1,7
1,4 0,7
5,1
1,8
2,7,
1,1
2,4
0
1
1,6
0,7
"'0‘1
2,4
57
0l
ol
1,2
MW 1,1] 1,47222222
IN 2000] 18000
[0226] Resultat: kein signifikanter Unterschied

[0227] Ein weiterer Ansatzpunkt ist die Betrachtung der Varianz der Ergebnisse. Es fallt die hdhere Varianz
der 2'-Ergebnisse auf. Eine niedrigere Varianz der 1h-Behandlungszeit spricht fiir diese Verabreichungsform.
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2' 1h
4,3 54
6,3 3
7.1 1,7
49 1,3
1,1 0,7
7.2 3,6
2 5,1
3,7 0,8
3,2 1,8
2 3,2
0,8 2,7
1,4 1,2
1,2 1,1
4.3 2.4
4 0
0,1 1
0 0,2
1.4 1,6
3,7 0,8
0,7
0
24
2,7
0
0
1,2
1,4
Standar-
dabwei-
chung:
2,241 1,452
Varianz
5,02 2,11

[0228] F-Test: p < 0,05
[0229] Die Varianzen sind signifikant unterschiedlich.

1.3.2.4 Behandlungsdosis
[0230] Zur Beurteilung der Behandlungsdosis wurden die Werte fur 1h Behandlung verwendet. Fir beide Be-

handlungsarten nHS und sHS waren bei Dosen > = 44,4 weniger Fischeier pilzbefallen (nHS: 0,8% vs. 1,8%
(p < 0,00001) bzw. sHS: 0,7% vs. 1,8% (p < 0,0005)).
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1.3.2.5 Vergleich der HS bei optimaler Behandlungsdosisldauer mit Hauptgruppen

[0231] Wurden die Daten Dosis > 40 mg/l, Dauer = 1h, nHS + sHS mit den anderen Hauptgruppen verglichen,
wurden folgende Unterschiede gefunden.

[0232] Tab. 22: Kinstliche Erbritung von Karpfeneiern: Vergleich der Verpilzungsraten (%) der mit > 40 mg/l
und 1h mit Huminstoff-behandelten Eier mit den Hauptgruppen ohne Behandlung, Malachitgriinoxalat und
Wasserstoffperoxid sowie Anzahl der untersuchten Eier der Stichproben (n).

Behandlung |oB nHS+sHS, MG WP
>40, 1h

Verpilz.rate |5,2% 0,77% 1,1% 2,4%

n 11000 8000 13000 8000

[0233] Damitist eine Behandlung mit nHS und sHS in einer Konzentration ab 40 mg/l und der Dauer von einer
Stunde signifikant besser als

oB: p < 0,00001

WP: p < 0,00001

MG: p < 0,02

D.h., es kann gezeigt werden, dass bei optimaler Behandlung signifikant bessere Ergebnisse erzielt werden
als mit MG.

1.3.3 Zusammenfassung

[0234] Einen Schwerpunkt bei der kiinstlichen Erbritung von Karpfeneiern bildet die Bekdmpfung des Befalls
der Eier mit Saprolegnia-Arten. Die Pilzbekampfung erfolgt haufig mit dem beziiglich der Riickstandsproble-
matik, Mutagenitat, Teratogenitat und Kanzerogenitat nicht ungefahrlichen Malachitgriinoxalat.

[0235] Zusammenfassend kann eingeschatzt werden, dal die fungizide Wirkung der Kombinationsbehand-
lung aus Huminstofflosung und Wasserstoffperoxid gegeniiber einer Malachitgriinoxalatbehandlung eine zu
empfehlende Alternative darstellt. Bei optimaler Behandlung hinsichtlich Behandlungsdauer und -konzentrati-
on (mehr als 40 mg/l naturlicher oder synthetischer HS iber eine Stunde) wurden signifikant bessere Ergeb-
nisse erzielt als bei Malachitgrinoxalat. Diese Behandlung zeichnet sich weiterhin durch ihre gute Umweltver-
traglichkeit aus. Im Gegensatz zu Malachitgriinoxalat kommt es zu keiner Riickstandsbildung im Organismus.

Patentanspriiche

1. Verwendung natirlicher und synthetischer Huminstoffe zur Prophylaxe und Therapie von multifaktoriel-
len Erkrankungen bei Fischen durch Eintrag einer 10%igen Lésung der Huminstoffe in ein Bad bis zu einer
Endkonzentration von 10 bis 100 mg/l und einer vier- bis zwdlfmaligen Behandlung der Fische im Tagesrhyth-
mus von je einer bis zwei Stunden Dauer.

2. Verwendung natirlicher und synthetischer Huminstofte zur Prophylaxe und Therapie von multifaktoriel-
len Erkrankungen bei Fischen durch Eintrag einer 10%igen Lésung der Huminstoffe in ein Bad bis zu einer
Endkonzentration von maximal 10 mg/l im Dauerbad.

3. Verwendung naturlicher und synthetischer Huminstoffe als Futterzusatz zur Ertragssteigerung bei der
Aufzucht und Haltung von Fischen durch Zusatz zum Fischfutter bis zu einem Anteil von 5%.

4. Verwendung naturlicher und synthetischer Huminstoffe als Futterzusatz zum Sauberhalten und Redu-
zieren eines Bewuchses von Algen und anderen einzelligen Organismen in Fischgewéassern und Fischhal-
tungseinrichtungen durch Zusatz zum Fischfutter bis zu einem Anteil von 5%.

5. Verwendung natirlicher und synthetischer Huminstoffe zum Sauberhalten und Reduzieren eines Be-
wuchses von Algen und anderen einzelligen Organismen in Fischgewassern und Fischhaltungseinrichtungen
durch Zugabe einer Wirkstoftldsung mit einem Natriumhumat-Huminsauregehalt von 10% bis zu einer Wirk-
stoftkonzentration von 10 mg/l im Bad.

6. Verwendung naturlicher und synthetischer Huminstoffe in Verbindung mit Wasserstoffperoxid zur Pro-
phylaxe und Therapie von Eiverpilzungen bei Fischen, wobei der Huminstoffoehandlung die Wasserstoftpero-
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xidbehandlung zeitlich vorhergeht mit einer in der Hohe gewahlten maximalen Konzentration des Peroxids, bei
der die Eier im Wasser noch nicht aufsteigen, die bei Karpfeneiern ca. 0,5 Promille bis 0,25 Promille entspricht.

7. Verwendung naturlicher und synthetischer Huminstoffe allein zur Prophylaxe und Therapie von Eiverpil-
zungen bei Fischen.

8. Verwendung naturlicher Huminstoffe nach den Anspriichen 1 bis 8 in Form eines Natriumhumat-Humin-
sauregemisches aus Braunkohle als Ausgangsmaterial.

9. Verwendung kiinstlicher Huminstoffe nach den Anspriichen 1 bis 8, erhalten aus Hydrochinon.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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