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3. MATERIAL UND METHODEN

31. Tiere, Haitungsbedingungen und Entnahmekriterien

Untersucht wurden 94 Putenhahne unterschiedlicher Altersstufen eines

Aufzucht- und Mastbetriebes. Es handelt sich um Tiere der Linie Big 6 des Zichters
British United Turkey (B.U.T.).

Die Hahne wurden in einem 1600 gm groBen, mit Folienjalousien versehenem Stall
auf Hobe'spantiefstreu, welche regelmalig gefrast wurde, gehalten.

Die Besatzdichte lag in der Aufzucht bis zur finften Lebenswoche bei 12 Tizren je
m?, am Anfang der Mast bei vier Tieren je m® und in der Endmast ab der 17. Woche
bei 2,75 Tieren je m%

Die Fitterung erfolgte ad libitum. In den ersten zwei Lebenswochen bekamen die
Tiere ein relativ eiweilireiches (27% Rohprotein) und kohlenhydratarmes Futter mit
11,40 MJ ME/kg. Sukzessive wurde in sechs Schritten bis zur 18, Lebenswoche der
Eiweillanteil im Futter auf 16% Rohprotein reduziert und der Kohlenhydratanteil
angehoben (Energiegehalt; 13,00 MJ ME/kg). Einer ausgewogenen Mineralstoff- und
Vitaminzufuhr wurde Rechnung getragen.

Es kam kein spezielles Beleuchtungsprogramm zur Anwendung. Die Tiere wurden
bei gleichbleibender Tagesldnge von 16 Stunden Licht zu acht Stunden Dunkelheit
gehalten. Hierzu wurde die Tageslichtldnge, in den frihen Morgen- und spéten
Abendstunden durch Kunstlicht ergénzt. Der Untersuchungszeitraum erstreckte sich
von Ende Juli bis Ende Dezember.

Die Verluste an Tieren lagen laut bestandsbetreuendem Tierarzt in der Aufzucht bis
zur finften Lebenswoche bei ungefahr zwei Prozent, in der Mast erhdhten sie sich
umn weitere funf Prozent. Direkte Verluste durch Erkrankungen der Hinterextremitét
lagen bei ca.1%.

Fur die Untersuchung wurden der Herde des Putenmastbetriebes, mit dem ersten
Lebenstag beginnend, wéchentlich vier (in den ersten drei Wochen sechs) willklrlich
ausgewdhite Hahne entnommen. Es wurde darauf geachtet, dass es sich um klinisch
gesunde, gut entwickelte, dem Durchschnitt der Herde entsprechende und kein
Anzeichen einer Lahmheit zeigende Tiere handelte.

Meeh vor Ort erfolgte nach Betaubung cie Tétung durch Dislozierung der
Halswirbelsaule und gleichzeitiger Erdffnung der groen Halsgefale,
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Tab.5: Tiergruppen und Prebenumfang Gber den Untersuchungszeitraum, Lebenstag
(LT), Lebenswoche, (der Schlupf- bzw. Einstallungstag ist alz LT null definiert)

LT [ Tier-hr. |L-1mma LT lTier—Nr. |L—Wu-:‘.ha LT |Tle;-w. |L~'-"m-c,ha
1 T o REL] ] 18 TS 17
T2 o T40 8 T7E 17
T3 a T41 ] Lk 17
T4 o Ta2 g T8 17
TS o [=] T43 ] 126 T 18
TH 1] Ta4 -] Tan 18
T T 1 T45 9 T81 18 |
T8 i T46 ] Ta2 18
T3 1 Ta T47 10 133 Te3 18
0 1 T4a 10 TB4 18
™ 1 T4% i0 TS 19
Ti2 1 T50 10 Tes 18
14 T13 7 FEj T51 " 140 Tar 20
Ti4 3 T52 1 T&E 20
Ti5 2 T53 1 Tas 20
T16 3 T4 11 Tan 20
TI7 2 B4 Ts5 12 147 T 3|
T8 2 Ts6 12 Taz 2
21 T19 3 Ts7 12 Ta3 Kl
T20 3 TES 12 T4 2
T 3 a T56 13
T2 a T&O 13
I =) 4 ik "
Tid 4 T2 13
Tas 4 EE] TE3 14
TH 4 T4 14
TS 14
35 TV ]
T23 5 TEE 14
105 TET 15
T2 5
T30 5 i 1
. TS89 15
e 181 8 T70 15
T2 8 112 771 16
T&= ¢ T72 16
T4 8 T3 16
49 T35 7 TT4 16
T¥ 7
Tar 7
T38 7
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32 Probenaufbereitung. Untersuchungsmethoden und ihre
Aus rfahren
3.2.1. Karpermassebestimmung

Die Bestimmung der Kérpermasse erfolgte im ausgebluteten Zustand ungefahr drai
Stunden nach der Schlachtung. In der Zwischenzeit waren die Tiere in Plastiksécken
verpackt und wurden geklhlt, so dass ein Masseverlust durch Austrocknung zu
vernachi#ssigen ist Die bei der Tétung durch Blutentzug enfstandene
Massedifferenz zur Lebendmasse kann aufgrund des etwa gleichbleibenden Anteils
an der Gesamtkérpermasse ebenfalls vernachldssigt werden.

Die Tiere wurden bis zu einem Gewicht von 10 kg mit einer OHAUS Tischwaage

| = 200, Modell | 8W-12 mit einem maximalen Wagebereich von 12 kg und einer
Genauigkeit von 0,001 kg gewogen. Die schwereren Tiere wurden mit einer
BIZERBA MC | Bodenwaage mit einem Wagebereich ven 0,4 — 60 kg und einer
Anzeigegenavigkeit von 0,02 kg gewaogen,

322 Fathologisch anatomische Untersuchung

Mach dem Wiegen der Tiere wurden die Hinterextremitéten eingehend untersucht, es
wurde darauf geachtet, dass keine Tiere mit Verkrimmungen der Beinachse oder
Hulteren Verinderungen der Stander zur weiteren Untersuchung kamen.
Anschliefend wurden die Tiers erdfinet und die Organe auf eventuell vorliegende
pathologische Verénderungen untersucht  Hierbei  wurden keine for die
Untersuchung relevanten, von der Norm abweichenden Befunde erhoben.

3.2.3. Feuchtmassebestimmung des Femur

Im Anschiult wurden der linke Femur (F), Tibiotarsus (TT) und Tarsometatarsus
(TMT), sowie der rechte F und TT der 94 Tiere prapariert und vom umgebenden
Weichteilgewebe und Pericst befreit.

Unmittelbar nach der Préparation erfolgte die Wagung der rechten Femurknochen
mit einer OHAUS Tellerwaage PRECISION Plus TP 800. Die Anzeigegenauigkeit
iegt bei 0,01 g.



ar

Der rechte TT wurde in Formalin fixiet und als Reserve zur Klarung weiterer
Fragestellungen asservier,

324, Makroskopische Messungen

Die Knochen der linken Beckengliedmale wurden nach der Praparation vermessen.
Die Lange des linken F, TT und TMT wurde mit einem Stahllineal zwischen den am
weitesten entfernten Knochenpunkten der proximalen und distalen Gelenkflachen
armmittelt,

Die Bestimmung der kraniokaudalen Diaphysendurchmesser des F und TT erfelgte
auf halber Knochenldnge, unter Zuhilfenahme einer Schublehre INOX mit einer
Genauigkeit von 0,05 mm.

3.2.5. Mikroskopische Messungen an fir knochenpathologische
Veradnderungen pradisponierten Regionen der Beckengliedmalie

Fir die histologischen Untersuchungen wurden die unter 3.2.3, genannten
préparierten Knochen der linken Beckengliedmale der 94 Tiere weiter aufbereitet.

Jeweils

+ das proximale und distale Knochenendstick des F; (188 Proben)

» das proximale und distale Knochenendstick des TT; (188 Proben)

+ das proximale Knochenendstiick des TMT, (94 Proben)

wurden mittels Skalpell bzw. Tischkreissdge oder Bandsége durch einen transversal
(latero-medial) gefuhrten Langsschnitt in der Mitte des Knochens, geteilt.

Die Schnittfiachen der kranialen bzw. dorsalen Knochenteilsticke wurden auf Frelheit
von makroskopisch sichtbaren pathologischen Veranderungen Uberprift, fotografisch
dokumentiert und diese Knochensticke dber Macht in vierprozentigem neutralem
Formalin fixiert. Es folgte die elektrische Entkalkung nach RICHMANN, GELFAND
und HILL {1968). Nach 24 stindiger Wasserung wurden die Knochen in ein
Entkalkungsmedium bestehend aus Ameisensaure, Salzsdure und destilliertemn
Wasser verbracht. Durch Anlegen eines elekirischen Feldes (zwei Ampera/ zwdlf
Valt) Gber zwei Platinelektroden kommt es zur Elekirolyse der Knochen, so dass die
Ca-lonen beschleunigt aus dem Knochen abtransportiert werdsn. Folglich wird die
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Einwirkungsdauer der Sduren verkirzt und eine Schadigung des Gewebes maglichst
gering gehalten.

MNach bis zu 72 Stunden andauernder Entkalkung (Kontrelle durch Schnittprifung
ginzelner Proben) wurden dig Knochen in ein anderes Gefdld verbracht, indem das
MNeutralisieren der S&ure in finfprozentiger wélrger Natriumsulfatiésung Ober 24
Stunden erfolgte. Higrauf wurden die Proben Ober weitere 24 Stunden flieRend
gewdssert und anschliefend in einen Einbettungsautomaten verbracht, entwassert
und paraffiniert.

Folgend wurden die Proben for die Einbettung in Paraffin zugeschnitten, so dass die
histologischen Schnitte won der Transversalflache der kranialen bzw. dorsalen
Fanocnennalite angefertiot werden konnten.

Von den 470 Knochenendsticken wurden jeweils vier 6 - 8 prm starke histologische
Schnitte angefertigt, Die Paraffinschniftpraparate wurden mit Hamatoxylin — Eosin
gefarbt.

An allen Wachstumsplatten (WP) (proximaler und distaler linker F, proximaler und
distaler linker TT und proximaler TMT) wurden folgende Daten Ober die gesamte

Wachstumsperiode histometrisch erfalit:

Die Wachstumsplattendicke ergab sich aus der Messung der Distanz zwischen der

deutlich erkennbaren proximalen Grenze der Proliferationszone bis  zum
metaphysdren Ende der Oberwiegend noch zusammenhdngenden hypertrophen
basophilen  Knorpelzellstrange der Ossifikationszone.  Der Zeitpunkt  des
Wachstumsplattenschlusses wurde anhand des Verlustes einer annghernd
durchgehenden Linie von hypertrophen Chondrozyten und damit dem Schwinden
einer basophilen Granze zur Epiphyse emittelt

Folgende Zonen der Wachstumsplatte wurden getrennt erfali;

Die Proliferationszone (PZ) von der Ruhezone (RZ) bis zur Prahyperrophenzone
(PHZ), erkennbar an den dicht gepackten, kleinen, teils in Sdulen angeordneten stark
basophilen z.T. diaphysér halbmondfarmig gedffneten Chondrozyten.

Dis Stzrke der hyperrophen Zone (HZ) bainhaltet die PHZ, die sich als aveskuldrer
Anteil mit deutlich grdferen spharciden zyteplasmarsichen und weniger dicht
angeordneten Zellen darstell, sowie die eigentliche hyperirophe Zone aus grofen
kugeligen zytoplasmareichen, gleichmaiip wvon  teils  mineralsierter  Matrix
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umgebenen Zellen, welche von metaphysaren Gefdflen durchzogen wird. Die
Ossifikationszone (OZ) der HZ, welche sich durch gefidfnahe Ostecblasten und
daraus reifende Osteozyten, sowie diaphysar mineralisierendes Osteoid und
dazwischenliegencz Inseln hypertropher Knorpelzellen darstellt, wurde picht
mitgemessen.

Bei jedem transversal geschnittenem Knochenendstick wurden drei Senkrechten der
WP bei 1/4, 1/2 und 3/4 der seitlichen Ausdehnung des Knochens vermessen und
die Mittelwerte der WP und ihrer Zonen errechnet. Am prox. TMT, der das
phylogenetische Produkt aus der Verschmelzung von Os metatarsale -1V darstellt,
wurde entsprechend den anderen WP jedes Teilstick der dreigeteilten WP einfach
gemessan und die Mittehwerte aus den drei Meflwertan gabiidal

An der WP des linken proximalen Tibiotarsus wurden bei Tieren im Alter von einem
Lebenstag bis zur 16. Lebenswoche zusstzliche Untersuchungen vorgenommen.

Bestimmt wurden:

+« Die Anzahl der penetrierenden epiphysaren Gefate (PEV) bzw. deren
Gefalkansle (EVC) je mm WP,

« Die Durchmesser der Gefallkansle der PEV.

« Die Anzahl der metaphysaren Gefale (MV) bzw. deren Gefalkandle (MVC) je
mm WP,

« Der Abstand der proximalen metaphysgren Gefallspitzen zu den distalen
Gefallspitzen der PEV (avaskuldre Zone).

Die Bestimmung der Anzahl der EVIC's erfolgte durch die Bildung des Quotientzn
aus der Anzahl der Gefaltkandle dividiert durch die Breite der WP im Bereich des
Ubergangs der PZ in die Zone der hypertrophen Knorpelzellen.

Der Durchmesser der knorpeligen epiphysaren Gefallkanale wurde auf halber Lange
an der jeweils breitesten Ausdehnung ermittelt. Fir die Bestimmung des mittleren
Durchmessars wurden alle PEV - Kandle eines Schnittes berlicksichtigt,

Die Vorgehensweise zur Bestimmung der Anzahl der MVC's je mm WP erfolgte
analog der der EVC's.

Der gefalfraie Anteil der WP (avaskulare Zone) wurde durch Messen des jeweiligen

Abstandes der proonia s CelElspizan der MY zu einer gadachten Linie, die die
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distalen Gefallspitzen der PEV miteinander verbindet, ermittelt. Die avaskulare Zone
ergab sich aus dem Mittslwert dieser Einzelmessungen.

Die Messungen an den histologischen Schnittpriparaten erfolgte mit Hilfe eines
Bildanalysesystems der Firma LEICA CAMEBRIDGE Ltd. bestehend aus einem
Mikroskop (LEITZ LABORLUX S), einer Kamera (KAPPA CF 15M) sowie einem
Rechner mit der Bildanalysesoftware QUANTIMED Q 500C. Zur Messung graferer
Strecken kam ein Makroskop M 420 (WILD HEERBRUGG) zur Anwendung.

Die histometrisch ermittelten Daten wurden zur Auswertung und graphischen
Darstellung in ein Tabellenkalkulationsprogramm (EXCEL) Oberfihrt.

Weiterhin wurden die Chondroepiphyse, die WP und ihre Zonen sowie der
embryonale Knorpelkegel (Ablésung von der WP, Zeitpunkt der Resorption)
histologisch beurteilt.

31286. Réntgenologische Untersuchung der Knochen der Beckengliedmalle

Von den 282 unter 3.2.3. genannten, vom Weichteilgewsbe befreiten Femora,
Tibiotarsi und Tarsometatarsi der linken Beckengliedmale wurden im Anschiull an
die makroskopische Vermessung Réntgenaufnahmen in zwei Ebenen angefertigt. Es
wurde jeweils eine anterior-posterior und eine mediclaterale Aufnahme erstellt,
Folgend wurde mit einer Bandsdge aus der Mitte der Diaphyse des Femur und
Tibiotarsus ein ca. 4 mm starker Knochenring harausgessgt und mit proximodistalem
Strahlengang ebenfalls gerdntgt.

Genutzt wurde ein Industrieréntgengerat der Fimna Phillips Typ MTK 140 Be, bei dem
es sich um ein geschlossenes System handelt, aus dem keine Strahlung entweichen
kann. Folienloge Filme der Firma Du Pent, Cronex MDT 55, Cronar Base und Fuji,
Envelopak Typ 80 kamen zur Anwendung. Dies sind Filme aus der Materialpriifung,
die werkseitig in lichtundurchldssige Umschlage verpackt ohne Kassette genutzt
warden kénnen, wodurch ein minimaler Objekt - Film Abstand gegeben ist, der einen
verschwindend geringen VergriBerungseffekt und damit eine hohe Objektscharfe mit
Criginalabmessungen ergibt. Das Gerat arbeitet mit sehr grolen Belichtungszatten,
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die aufgrund der Unbeweglichkeit der Objelkiz kein Problem darstellen und sehr
feinzeichnende exakte Aufnahmen liefarn,

An den rantgenologischen Aufnahmen wurden folgende Strukturen beurteilt bzw.
vermessen:
« Derembryonale Knorpelkegel (F, TT, TMT).
+ Die sekunddren Ossifikationszentren (TT, TMT).
+ Der Wachstumsplattenschlu (TT, TMT).
« Das Verhiltnis von Markraum zur Kompaktafldche am
Diaphysenguerschnitt ven F und TT.

Alle untersuchten Epiphysen wurden hinsichtlich der Existenz, der Ausdehnung und
des Abbaus der EK beurteilt,

Am prox. und dist. TT und prox. TMT wurden das erste Auftreten von sekundaren
Ossifikationszentren und markante Punkte im Verlauf der Ausdehnung dieser
beurteilt.

Der rontgenclogische Wachstumsplattenschiuh wurde durch den Verlust der
horizontal verlaufenden Aufhellungslinie und der epiphys#r ven ihr liegenden
Verschattungsfront definiert.

Die Flachenverhdltnisse des Markraums zur Kompaktafldche wurden an den
Réntgenaufnahmen der Knochenringe mit dem Bildanalysesystem der Firma LEICA
CAMBRIDGE Ltd., bestehend aus einer in einem Stativ fiderizn Kamera (KAPPA CF
15/1) mit Makroobjektiv sowie einem Rechner mit der Bildanalysesoftware
QUANTIMED Q S00C, ermittelt, indem wom Gesamtknochenguerschnitt der
Markraumngquerschnitt subtrahiert wurde,

3.27. Durchfihrung der Veraschung und Mineralstoffanalyse des
Femurschaftes

Der unter 3.2.3. praparierte rechte Femur der 94 Tiere wurde im Tiefkihlraum, bei
—20°C  bis zur ‘eraschung, Mineralstoffoestimmung und  Dichtemessung
zwizchengelagert.
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Die in Kunststoffolie eingeschweilten asservienen rachten Femurknochen wurden
aufgetaut. Mit einer Bandsdge wurden die Knochenenden (Epi- und Metaphysen) fur
die zu einem spatersn Zeitpunkt durchgefihrie Dichtemessung abgetrennt und die
verbleibenden Ringe der Diaphysenschéfte mittels Sonde und hartem Wasserstrahl
yvom Mark befreit. Die Knochenfragmente wurden mit Zellstoff getrocknet und
anschlieBend in einem Stahimérser zu einem feinem Granulat zerkleinert. Das
Granulat jeder Disphyse wurde grindlich durchmischt und danach 0,5 g der Probe
mit einer Satorivs Analysewaage (Genauigkeit 0,1mg) abgewogen. Aus den
Einzelproben wurden Wechengruppensammelproben von jeweils 2,0 g hergestellt.
Aufgrund der geringen Knochenmenge konnten aus den ersten zwel
Wochengruppen nur 0,5 g bzw. 1,0 g grolie Sammelproben gewonnen werden.

Bis zur Trocknung im VWarmeschrank bei 105°C Uber vier Stunden verplieben die
Proben luftdicht verpackt im Tiefkdhiraum. MNach erneuter Wagung zur Feststellung
der Trockensubstanzgehalte (g je kg Knochenfeuchtgewicht) wurden die Proben
Ober 18 Stunden bei 550°C im Muffelofen verascht und zur Bestimmung des
Rohaschegehaltes (g je kg Trockensubstanz) emeut gewogen.

Die Bestimmung des Kalziumgehaltes der Rohasche erfolgte
atomabsorptionsspektrometrisch. Die Bestimmung des Phosphorgehaltes der
Rohasche erfolgte photometrisch nach NEUMANN u. BASSLER (1993).

Hierzu wurden die Rohascheproben mit konzentrierter Salzsaure (37%) aufgeldst
und nach Zugabe von Agua bidest 45-80 Minuten im Infrarot-Bad erhitzt. Nach
Abkihlung und Wiederaufflillung mit Aqua bidest wurden die Proben durch einen
Faltenfilter in Plastikflaschen filtriert.

Fir die Kalziumbestimmung folgte eine Verdinnung auf den oplimalen Melbereich
zwischen 2 und 6 ppm. Zur Ausschaltung von Stérionen wurde den Probel@sungen
sowie einer Standardldsung Lanthan in einer Endkonzentration wvon 0,2%
beigegeben. Mach Erstellung einer Eichkurve mittels Kalziumstandardlésungen
konnten die Kalziumgehalte der Trockensubstanz der \VWochengruppen
atomabsorptionsspektrometrisch (Perkin Elmer Typ 303) gemessen werden. Die
Konzentrationen werden in mg je g Trockensubstanz angegeben.
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Fur diz Phosphorbestimmung (Vandatmolybdatmethode) wurden die Proben mit
Phosphorreagenz (Mitrovanadatmolybdat-Reagenz) versetzt. Parallel dazu wurden
eine Leerwer- und eine Eichlisung mit Phosphorreagenz angssetzt Mit dem
Spectrophotometer Ultrospec 2000 (Pharmacia) wurde die Absorption der
Probenansétze bei einer Wellenldnge won 436 nm bestimmt und folgend die
Phosphorkonzentration in mg je g Trockensubstanz errechnet.

328 Osteodensitometrische Untersuchung der Femurmetaphyse

Das bei der Durchfihrung der Veraschung nicht genutzte proximale Ende der 94
rechten Femora wurde fir die Dichtemessung herangezogen. Es konnten
Messungen ab der finften Lebenswoche durchgefihn werden (88 Proben)

Es kam ein in der Humanmedizin genutztes  Zwei-  Spektren-
Rantgenstrahlabsorptionsmessgerat der Firma LUNAR Corp., Madison , WI, USA
Typ DPX-L gekoppelt mit einem Rechner zur Anwendung. Dieses Gerat arbeitet mit
zwei Energiestufen von 40 keV und 70 keV .

Das Prinzip der Absorptiometrie ist die Schwachung eines Photonenstrahles beim
Durchgang durch ein Objekt unabhangig von der Strahlenquelle. Bei dem Verfahran
wird die zweidimensionale Flachendichte (areal density) berechnet und in g j& em?®
angegeben.

Die Knochen wurden auf der Untersuchungsliege, unter welcher sich der Cellimator
befindet, so positioniert, dass der Strahlengang in kraniokaudaler Richtung verlief,
Zur Messung ist eine Weichteilsimulation erforderlich, Hierzu wurden zwei mit
physiclogischer Kochsalzldsung gefilite S-Liter-Infusionsbeutel Ober und unter die
Knochen gelegt, so dass die Objekte von jewsils 6 cm Wassersdule umgeben
wurden. Gemessen wurde im Scan - Modus Schenkelhals®

Es folgte die manuelle Analyse, bei der Malkfelder (ROI's ) am Ubergang der Meta-
zur Diaphyse des prox. Femur positioniert wurden. Diese ROI's wurden Gber die
gesamte Knochenbreite gelegt, so dass die gesamte Kortikalis mit erfalit wurde.

Die Meflfsider konnten in ihrer Ausdehnung der jeweiligen Knochengroflie so
angepal3t werden, dass immer e&in prozentual zur Probe gleichgroes Stilck
gemessen werden konnte. Es wurden zwei Scans je Knochenprobe ausgewsrist.



33, Statistische Auswertung

Die Darstellung und Beschreibung der ermittelien Daten berubt auf den
arithmetischen Mitlelwerten der entsprechenden Wochengruppen und der
zugehdrigen Standardabweichungen. Diese werden wvornehmiich in Form wvon
graphischen Darstellungen wiedergegeben. Diz Zuldssigkeit der Verwendung des
arithmetischen Mittelwerles wurde stichprobenartig bei allen ermittelien Daten des
14., 49., 77., und 105. Lebenstages Oberprift. Aufgrund der geringen Abweichung
bzw. der Ubereinstimmung des arithmetischen Mittelwertes und des Medianwertes
wird bei allen Merkmalen wvon einer anndhernd symmetrischen Verteilung
ausgegangen. Der Zweck dieser Arbeit besteht in der Beschreibung von Wachstums-
und Differenzierungsprozessen. Auf weitergehende statistische Prifverfahren kann
somit verzichtet werden.



