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C MATERIAL UND METHODEN

1 Tiermaterial und Tierhaltung

1.1 Versuch 1: Entwicklung des Beinskeletts und das Auftreten von Erkrankungen an den
HintergliedmafRen bei kanadischen Wildputen

Es wurden 71 kanadische Wildputen als nicht geschlechtlich vorsortierte Eintagskiken ein-
gestallt. Bei diesen Tieren handelt es sich um eine urspriingliche, nicht auf Leistung selek-
tierte Putenlinie mit dunkler Befiederung, Wildtyp (Abb. 1a und b). Die Schnabel wurden nicht
gekurzt. Der Untersuchungszeitraum erstreckte sich Uber 24 Lebenswochen, von Mai bis
November. Das erwartete Endgewicht dieser kanadischen Wildpute liegt bei 4,5 kg bei weib-
lichen und bis zu 10,5 kg bei ménnlichen Tieren zwischen der 35.- 42. LW?2,
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Abb. 1: a. Weibliche Wildpute, b. Mannliche Wildpute (Alter 8 Monate)

Wahrend der ersten 8 Lebenswochen wurden die Tiere in einem klimatisierten Stall in Bo-
denhaltung auf Hobelspanen gehalten. Die StaligréRe betrug 12 m?. Die Stalltemperatur lag
zwischen 30 und 32°C. Wahrend dieser Zeit kamen zusatzlich Rotlichtstrahler zum Einsatz,
die die beleuchtete Flache auf 35°C erwarmten. Ab der 4. Lebenswoche wurde die Tempera-
tur kontinuierlich auf 25°C abgesenkt. Die Lichtdauer lag bei 10 Stunden Kunstlicht pro Tag.
Nach 8 Wochen kamen die Tiere in Stallungen im Freien. Dort wurden die Tiere auf einer ca.
47 m? groRBen von Maschenzaun begrenzten Freiflaiche gehalten. Der Auslauf war ca. 2 m
hoch und oben mit einem Netz Uberspannt. In Abbildung 2 ist der Aufbau des Freigeheges
schematisch dargestellt. Die Laufflaiche war zweigeteilt in eine Betonflache, 11,4 m? und eine
Rasen- bzw. Sandflache von 23,6 m? GroRe. Auf der restlichen Flache des Auslaufes stand
ein Holzhaus als Stall mit einer Grundflache von 12,2 m? Im Stall war tGber die gesamte
Lange in 70 cm Hohe eine Sitzstange aus Holz eingebaut. Der Stall wurde taglich mit Stroh
eingestreut. Im Bereich der Betonflache waren in 80 cm Héhe zwei weitere Holzsitzstangen
mit einer jeweiligen Ladnge von 2 m angebracht. Die Tiere hatten wahlweise die Mdéglichkeit
sich drinnen oder draufen aufzuhalten. Es fand keine Trennung ménnlicher und weiblicher
Tiere statt. Aufgrund gesetzlicher Bestimmungen (Seuchenschutz Vogelgrippe) mussten die
Tiere wahrend der letzten zwei Wochen im Haus gehalten werden.

2 Quelle: www.thecontentwell.com/Fish_Game/Wild%20Turkey/Turkey_index.htm; ,Understanding
wild turkey”
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Abb. 2: Aufbau des AuRengeheges

Die Futterung erfolgte ad libitum mit einer handelsublichen Drei-Phasen-Futterung in pelle-
tierter Form. Die genaue Zusammensetzung der Ration ist in Tabelle 1 dokumentiert.
Wasser stand in Plasson-Rundtrénken ad libitum zur Verfligung.

Tab. 1. Rationszusammensetzung Versuch 1 (Angaben in % bzw. je kg Futter)

Futterungsphase 1(1.—3.LW) [ 1 (4.-7.LW) | 1lI (8. - 24.LW)
ME MJ/ kg 11,6 11,4 11,6
Rp % 27 23 17
Met. + Cys. % 1,0 0,8 0,7
Na % 0,18 0,2 0,2
Ca % 1,2 1,2 1,2
P % 0,75 0,75 0,7
Cu(ll)-Sulfat mg/ kg 16 15,8 15,7
Vit. A IE/ kg 13.500 13.500 12.000
Vit. D3 IE/ kg 5.000 5.000 5.000
Vit. E mg/ kg 40 40 40
Halofuginon mg/ kg 3 3 /

In der 6. und 14. LW wurden alle Tiere Uber das Trinkwasser mit der doppelten Dosis gegen
Newcastle-Disease (ND) (Avi Pro ND LASOTA) geimpft.

Alle Tiere wurden iber den gesamten Haltungszeitraum taglich klinisch kontrolliert®.
Interkurrent verstorbene Tiere wurden vollstandig seziert und entsprechend der Probentiere
untersucht. Die Mortalitat wurde am Ende des Versuches bestimmt.

1.2 Versuch 2: Einfluss der genetischen Linie auf die Entwicklung des Beinskeletts und
das Auftreten von Erkrankungen an den HintergliedmafRen bei Mastputen

Untersucht wurden fiinf genetisch verschiedene Putenlinien. Die Linien unterschieden sich in
den zu erreichenden Mastendgewichten.

Es wurden Tiere der leichten Linie Kelly Bronze, der zwei mittelschweren Linien BUT 9 und
Nicholas 300 und der zwei schweren Linien BUT Big 6 und Nicholas 700 verwendet.

Die Tabelle 2 zeigt die durchschnittlich zu erwartenden Endgewichte der Putenhdhne nach
22 Lebenswochen (HAFEZ et al. 2004).

® An dieser Stelle soll den Mitarbeitern des Institutes fiir Gefliigelkrankheiten der Freien Uni-
versitat Berlin ein grofer Dank ausgesprochen werden, die fir die Betreuung und die tagli-
chen klinischen Kontrollen der Tiere wahrend des Versuches 1 zustandig waren.
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Tab. 2: zu erwartende Mastendgewichte bei mannlichen Puten verschiedener Putenlinien

Schwere Linien Mittelschwere Linien | Leichte Linie
BUT Big 6 | 21,7 kg BUT 9 | 19,6 kg Kelly 16.0 k
N 700 20,5 kg N300 [185kg Bronze | " "9

Pro Linie wurden 120 mannliche Eintagskilken eingestallt, deren Schnabel nicht gekirzt
wurden. Der Untersuchungszeitraum erstreckte sich Gber 22 Lebenswochen, von Februar bis
Mitte Juli 2003.
Die Tiere wurden in einem klimatisierten Versuchsstall ohne Fenster in Bodenhaltung auf
Hobelspénen gehalten. Der Stall war in 24 Boxen unterteilt. Jede Box hatte eine Flache von
2,2 m?2. Pro Linie wurden die Tiere auf 5 Boxen verteilt. Die Tiere der Linie Kelly Bronze be-
setzten 4 Boxen. Die Besatzdichte lag in den ersten 5 Lebenswochen (LW)
bei 10 Tieren/ m2. In den darauf folgenden Wochen wurde die Tierzahl auf 2 bis 3 Tiere/ m?
bis zur 22. LW reduziert, so dass am Ende der Mast die Tiere in Funfer- bis Siebenergrup-
pen gehalten wurden.
Die Stalltemperatur lag in den ersten Lebenswochen bei 24°C. Ab der 6. LW wurde die Tem-
peratur kontinuierlich auf 20°C gesenkt. In den ersten zweieinhalb Wochen kamen zuséatzlich
Infrarotstrahler zum Einsatz, die die Liegeflachen der Tiere auf eine Temperatur von 34°C
erwarmten. Die Lichtdauer wurde zwischen dem 1. und 10. LT bei einer Beleuchtungsstarke
von 100 Lux von 24 auf 15 Stunden verkirzt und ab dem 11. LT konstant auf taglich 14
Stunden bei einer Lichtintensitat von 60 Lux gehalten.
Die relative Luftfeuchte lag im Mittel bei 65%.
Die Futterung erfolgte ad libitum mit einer handelsliblichen kommerziellen
Sechs-Phasen-Ftterung in pelletierter Form. Die genaue Zusammensetzung der Ration ist
in Tabelle 3a und 3b dokumentiert. Wasser stand in Plasson-Rundtrénken ad libitum zur Ver-
fugung.
Tab. 3a: Rationszusammensetzung Versuch 2, Futterungsphasen 1- 3

(Angaben in % bzw. je kg Futter)

Flitterungs- 1. Phase 2. Phase 3. Phase
phase (1. -2. LW) (3.-5.LW) (6. -9.LW)
ME MJ/ kg 11,4 11,7 13,6
Rp % 29 26 24
Lys. % 1,9 1,6 1,0
Biotin Mg/ kg 305 311 300
Ca % 1,4 1,3 1,2
P % 1,0 1,0 0,8

Fortsetzung Tab. 3b: Rationszusammensetzung Versuch 2, Futterungsphasen 4- 6
(Angaben in % bzw. je kg Futter)

Fltterungs- 4. Phase 5. Phase 6. Phase
phase (10.-13. LW) (14.-1 7. LW) (ab 18. LW)
ME MJ/ kg 12,4 12,6 13,1
Rp % 21 18 16
Lys. % 0,8 0,8 0,7
Biotin ug/ kg 310 305 310
Ca % 1,2 1,1 1,0
P % 0,8 0,7 0,7

Die Tiere wurden zweimal (6. und 14. LW) innerhalb des Haltungszeitraumes Uber das
Trinkwasser mit der doppelten Dosis gegen Newcastle-Disease geimpft (Avi Pro ND LASO-
TA). Alle Tiere wurden Uber den gesamten Haltungszeitraum taglich klinisch kontrolliert.
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Erkrankte Tiere wurden sofort herausgenommen und euthanasiert. Euthanasierte oder inter-
kurrent verstorbene Tiere wurden vollstédndig seziert und entsprechend der Probentiere un-
tersucht. Mortalitatsraten wurden am Ende des Versuches berechnet.

1.3 Versuch 3: Einfluss der Fitterung auf die Entwicklung des Beinskeletts und auf das
Auftreten von Erkrankungen an den HintergliedmaRen bei Mastputen

Im Versuch 3 wurde der Einfluss der Fitterung auf das Auftreten von Beinschwéche bei
Mastputen untersucht. Zu diesem Zweck wurden Putenhahne der schweren Mastlinie
BUT Big 6 verwendet. Der Untersuchungszeitraum erstreckte sich tUber 20 Lebenswochen,
von Mitte Februar bis Mitte Juli 2004. Es wurden drei unterschiedliche Fultterungsgruppen
gebildet. Pro Futterungsgruppe wurden 125 Tiere eingestallt. Die Fitterung der einzelnen
Gruppen unterschied sich entsprechend den Vorgaben zur Durchfihrung des Versuches
hauptsachlich im Energie- und Biotingehalt der Ration.

Die Zusammensetzung der Ration der Futterungsgruppe A (kommerzielle Gruppe) entsprach
einer  bedarfsgerechten = kommerziellen = Sechs-Phasen-Futterung und  enthielt
11,4-13,7 MJ/ kg, die als 100% umsetzbare Energie (ME) angesehen wurde und 265-297 g
Biotin. In der Futterungsgruppe B (restriktive Gruppe) wurde der Energiegehalt herabgesetzt
auf 80% ME. Der Biotingehalt entsprach dem der Gruppe A. In der Futterungsgruppe
C (Uberschussgruppe) wurde die umsetzbare Energie erhéht auf 120% ME und der Biotin-
gehalt verdreifacht (899 -1001 ug).

Damit die Energiewerte in den jeweiligen Rationen (restriktiv und Uberschuss) erreicht wer-
den konnten, mussten andere Bestandteile wie z. B. Rohprotein und essentielle Aminoséau-
ren in den entsprechenden Rationen angepasst werden. Des Weiteren wurde der Trocken-
schnitzelanteil in der Ration der restriktiven Fltterung erhéht (ca. 170-200 g/ kg Futter). Die
genaue Zusammensetzung der unterschiedlichen Rationen ist in Tabelle 4a und 4b doku-
mentiert.

Tab. 4a: Rationszusammensetzung Versuch 3, Fltterungsphasen 1- 3

Fiitterungs- 1. Phase 2. Phase 3. Phase
Phase (1.-2.LW) (3.-5.LW) (6.-9.LW)
A B [c |A B o] A B o]

ME MJ/kg | 11,4 | 91 [ 137|116 | 93 | 139 | 12,0 | 96 | 14,4
Rp % 29 | 23 | 35 | 26 | 21 31 24 | 19 | 29
Lys. % 18 |14 |22116 |13 |19 |15 |12 | 18
Met. + Cys. | % 11109131109 | 13|10 ] 08| 12
Biotin po/kg | 297 | 297 | 920 | 288 | 288 | 980 | 276 | 276 | 1001
Ca % 1,4 1,3 1,2

P % 1,0 1,0 0,8

(Angaben in % bzw. je kg Futter)
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Fortsetzung Tab. 4b: Rationszusammensetzung Versuch 3, Futterungsphasen 4- 6

Fitterungs- 4. Phase 5. Phase 6. Phase
phase (10.-13. LW) (14.- 17. LW) (ab 18. LW)

A B Cc A B Cc A B Cc
ME MJ/k 123 98 [148] 126 | 10,1 | 151 | 13,0 | 104 | 156
Rp % 21 17 25 18 14 22 16 13 19
Lys. % 1,3 110 [ 16 ] 11 0,9 1,3 0,9 0,7 1,1
Met. + Cys. | % 08 06| 10] 08 | 0,6 1,0 0,7 0,6 0,8
Biotin Hog/kg | 265 | 265 | 927 | 276 | 276 | 934 | 288 | 288 | 899
Ca % 1,2 1,1 1,0
P % 0,8 0,7 0,7

(Angaben in % bzw. je kg Futter)

Der Mineralstoffgehalt in den Rationen entsprach der Rationszusammensetzung des Versu-
ches 2. Wasser stand aus Nippeltranken ad libitum zur Verfiigung.

Die Ubrigen Haltungs- und Stallbedingungen entsprachen denen des Versuches 2.

Die Tiere wurden zweimal (6. und 14. LW) innerhalb des Haltungszeitraumes mit doppelter
Dosierung lUber das Trinkwasser gegen Newcastle-Disease (Avi Pro ND LASOTA) geimpft.
Alle Tiere wurden Uiber den gesamten Zeitraum taglich klinisch kontrolliert*.

Erkrankte Tiere wurden sofort herausgenommen und euthanasiert. Euthanasierte oder inter-
kurrent verstorbene Tiere wurden vollstéandig seziert und entsprechend der Probentiere un-
tersucht. Mortalitatsraten wurden am Ende des Versuches berechnet.

2 Probenentnahme

2.1 Versuch 1: Entwicklung des Beinskeletts und das Auftreten von Erkrankungen an den
HintergliedmaRen bei kanadischen Wildputen

Bei den kanadischen Wildputen (Versuch 1) fand eine geschlechtliche Vorsortierung der Ein-
tagskiken nicht statt, so dass eine frihzeitige Unterscheidung zwischen mannlichen und
weiblichen Tieren nicht méglich war. Infolge dessen kamen im Laufe der Probennahmen
auch weibliche Tiere zur Untersuchung. In den Versuchen 2 und 3 (Linienvergleich und Fit-
terungsversuch) wurden geschlechtlich vorsortierte mannliche Eintagskiken eingestallt.

Die Entwicklung der Kérpermasse und die physiologische Knochenentwicklung verlaufen bei
weiblichen Tieren langsamer als bei mannlichen Tieren (SALOMON et al. 1990). Auch wer-
den weibliche Tiere nicht so grof3 und schwer wie die mannlichen. Eine Unterscheidung zwi-
schen méannlich und weiblich wurde somit bei der Auswertung der metrischen Messdaten der
Knochen und bei der Kérpermasse erforderlich. Zudem blieb durch diese Trennung die Ver-
gleichbarkeit unter den Versuchen 1-3 erhalten.

Infolge dessen variiert die Anzahl der Tiere im Versuch 1, kanadische Wildputen, aus denen
die Mittelwerte und die Standardabweichungen in den Graphiken zur physiologischen Kno-
chenentwicklung gebildet wurden, je nach Untersuchungszeitpunkt. Die genaue Anzahl un-
tersuchter ménnlicher und weiblicher Tiere zu den entsprechenden Untersuchungszeitpunk-
ten ist in der Tabelle 5 dokumentiert.

* An dieser Stelle soll den Mitarbeitern des Institutes fur Tierernahrung der Freien Universitat
Berlin ein groRer Dank ausgesprochen werden, die fur die Qualitat des Futters und die
Betreuung der Tiere wahrend der Versuche 2 und 3 zustandig waren.
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Tab. 5: Geschlechtsverteilung bei den Probentieren im Versuch 1 an den jeweiligen Unter-
suchungszeitpunkten, n= 8 Tiere/ Alter

Zeitpunkt |1.LT |[4.LW |8. LW |[12.LW |16.LW |20.LW |24.LW |}

mannlich 8 7 7 5 7 2 2 38

Weiblich 0 1 1 3 1 6 6 18

Alle 4 Wochen (1. Lebenstag, 4., 8., 12., 16., 20 und 24. Lebenswoche) wurden 8 klinisch
gesunde Tiere, im weiteren Verlauf als Probentiere bezeichnet, nach dem Zufallsprinzip ent-
nommen. Die Tiere wurden mit einem Genickschlag betaubt und anschlieend durch Blut-
entzug getotet. Insgesamt wurden 56 Tiere untersucht. Alle Tiere wurden unabhangig vom
Geschlecht in gleicher Weise untersucht.

Da der Einfluss des Geschlechtes auf das Vorkommen von TD und PD in der Literatur sehr
kontrovers diskutiert wird, wurde bei der Auswertung der pathologisch-anatomischen und
histopathologischen Befunde und speziell der Erkrankungen TD und PD alle Daten
geschlechtsunabhéangig verwendet.

2.2 Versuch 2: Einfluss der genetischen Linie auf die Entwicklung des Beinskeletts und
das Auftreten von Erkrankungen an den HintergliedmaRen bei Mastputen

In regelmaligen Abstanden wurden nach dem Zufallsprinzip aus den gebildeten Gruppen
5 klinisch gesunde Tiere, im weiteren Verlauf als Probentiere bezeichnet, zur Untersuchung
entnommen. Pro Linie wurden am ersten Lebenstag und in der 1., 4., 8., 12., 16., 20. und
22. Lebenswoche je funf Tiere getétet. Insgesamt wurden 200 mannliche Tiere im zweiten
Versuch untersucht. Die Probentiere wurden je nach Alter unterschiedlich getétet. Die jungen
Tiere im Alter von einer und 4 Wochen wurden durch Dislokation des Atlantookzipitalgelenks
getotet. Die alteren Tiere wurden mit einem Genickschlag betdubt und anschlieRend durch
Blutentzug getétet.

2.3 Versuch 3: Einfluss der Futterung auf die Entwicklung des Beinskeletts und das Auf-
treten von Erkrankungen an den Hintergliedmafen bei Mastputen

In der 1. LW wurden pro Futterungsgruppe 2 Tiere untersucht. Zu den nachfolgenden Unter-
suchungsterminen, in der 4., 8., 12, 14., 16., 18. und 20. Lebenswoche, wurden pro Fitte-
rungsgruppe 6 klinisch gesunde Tiere, im weiteren Verlauf als Probentiere bezeichnet, ent-
nommen. Insgesamt wurden 132 méannliche Tiere im Versuch 3 untersucht.

Aus statistischen Griinden ist die Probenzahl pro Untersuchungszeitpunkt auf sechs Tiere
erhéht worden. Bei den Entnahmezeitpunkten wurde auf Proben des ersten Lebenstages
und auf die der 22. LW wegen der geringen Aussagekraft verzichtet.

Dafur wurden Proben der 14. und 18. LW hinzugenommen, um den Zeitpunkt des Abschlus-
ses des Langenwachstums der Knochen in dieser Zeitspanne genauer untersuchen zu kén-
nen.

Die Tétungsmethode der Probentiere entsprach der in den Versuchen 1 und 2.

3 Untersuchungsparameter und Auswerteverfahren

3.1 Versuch 1: Entwicklung des Beinskeletts und das Auftreten von Erkrankungen an den
HintergliedmafRen bei kanadischen Wildputen

3.1.1 Bestimmung der Kérpermasse

Bei den zu weiteren Untersuchungen entnommenen Tieren wurde die Lebendmasse mit Hil-
fe einer Tischwaage der Firma Bizerba bestimmt. Die Anzeigegenauigkeit lag bei 10 g.
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Die 4-wdchentlichen Kérpermassenzunahmen wurden rechnerisch ermittelt. Dabei wurde
jeweils der Mittelwert der Kérpermassen des nachstalteren von dem jeweils nachstfriheren
Untersuchungszeitpunkt subtrahiert.

3.1.2 Makroskopische Messungen und Wagungen der Knochen

Beide Hintergliedmalen der Tiere wurden mit einem Messer vom Kérper abgetrennt. An-
schlielRend wurden Femur (Fe), Tibiotarsus (TT) und Tarsometatarsus (TMT) mit Messer,
Skalpell und Schere von Muskelfleisch, Sehnen und Periost gesaubert.

Die Massen von Fe und TT wurden mit Hilfe einer OHAUS Tellerwaage Precision Plus TP
600 gemessen. Die Anzeigegenauigkeit lag bei 0,01 g.

Die Lange von Fe und TT wurde mit Hilfe eines Stahllineals zwischen den beiden am wei-
testen entfernten Knochenpunkten der proximalen und distalen Gelenkflachen auf 0,1 cm
genau bestimmt (Tab. 6). Fur die Bruchfestigkeitsmessung wurde am TT der Mittelpunkt der
Knochen mit einem wasserfesten Stift (Edding®) markiert.

Tab.6: Knochenmesspunkte zur Bestimmung der Lange (SALOMON et al. 1990)

Proximaler Messpunkt - Linge | Distaler Messpunkt - LAnge
Os femoris Trochanter femoris Condylus lateralis
Tibiotarsus Crista tibialis cranialis Condylus lateralis
Tarsometatarsus Eminentia intercondylaris Trochlea metatarsi tertii

3.1.3 Pathologisch-anatomische Untersuchungen

An allen Probentieren wurde zur Feststellung von eventuellen Erkrankungen eine vollstandi-
ge Sektion durchgefiihrt. Makroskopische Veranderungen an den Tierkérpern und an den
Organen wurden protokolliert.

Fur die weiteren Untersuchungen wurden beide HintergliedmalRen verwendet. Alle 112 Hin-
tergliedmalfien wurden pathologisch-anatomisch untersucht. Es wurde auf Abweichungen der
Beinachse und auf duRere Verdnderungen an den Standern geachtet.

Die Ful3ballen aller Probentiere wurden auf das Vorliegen von Pododermatitiden hin unter-
sucht.

Fur die makroskopische Beurteilung der Wachstumsplatten von Fe und TT wurden die frei-
praparierten proximalen Knochenenden je nach Alter der Tiere mit Hilfe eines Skalpells oder
einer Bandsage der Firma Kolbe halbiert. Der Fe- Kopf wurde durch einen transversal (late-
ro-medial) gefihrten Langsschnitt eréffnet. Am TT- Kopf wurde eine spezifische Schnittebe-
ne zur Darstellung der TD festgelegt, sieche Abbildung 3. An den so entstandenen Schnittfla-
chen konnten die Wachstumsplatten auf bereits makroskopisch sichtbare Veranderungen hin
beurteilt werden. Die proximalen Knochenenden wurden fir die weitere Bearbei-
tung am Ubergang der Metaphyse zur Diaphyse mit der Bandsdge vom Rest des Knochens
abgetrennt.

Die Diaphysen und distalen Knochenenden von Fe, TT, TMT und die Zehenknochen wurden
bei -15°C asserviert.

3.1.4 Beurteilung der proximalen Tibiotarsus- Anschnitte auf das Auftreten von tibialer
Dyschondroplasie (TD)

Im Gegensatz zu den Broilern, bei denen die Verdnderungen der TD die gesamte Wachs-
tumsplatte betreffen, sind die TD- Verénderungen bei der Pute im kaudomedialen Bereich
des proximalen Tibiotarsuskopfes lokalisiert. Zur Darstellung der TD wurde am TT- Kopf eine
spezielle Schnittebene gewahlt.
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Die gewahlte Schnittebene fuhrte von kranial durch den kaudomedialen Bereich des Kno-
chenkopfes. Die genaue Lokalisation der TD-Veranderung und die Schnittfihrung am
TT-Kopf ist in Abbildung 3 dokumentiert.

kranial
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Abb. 3: Darstellung der Schnittfuhrung zur Erkennung der TD und Lokalisation der TD-Herde
(Aufsicht prox. TT-Kopf, formalinfixiert)

An der entstandenen Schnittflache der untersuchten proximalen TT-Képfe wurde zum einen
makroskopisch das Vorliegen einer tibialen Dyschondroplasie (TD) dokumentiert. Zum ande-
ren wurde der Schweregrad der TD anhand des folgenden Bewertungsschliissels beurteilt
(Abb.4 a-d).

Grad 1 bedeutete eine geringgradige lokale Verbreiterung der Wachstumsplatte zugunsten
der proliferativen oder hypertrophen Zone bis 0,5 cm.

Beim Grad 2 lasst sich innerhalb der Metaphyse bereits ein deutlicher Zapfen hypertropher
Knorpelzellen mit einer Lange bis zu 1 cm erkennen.

Beim Schweregrad 3 betragt die Lange des Zapfens aus hypertrophen Knorpelzellen
1-2cm.

Bei Grad 4 ist der Zapfen hypertropher Knorpelzellen > 2 cm lang und kann bis in die Meta-
bzw. auch Diaphyse hineinreichen.
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Abb. 4 a-d: Einteilung der TD-Schweregrade (Langsanschnitt prox. TT-Kopf, formalinfixiert)
a. Grad 1. Wachstumsplatte bis 0,5 cm lokal verbreitert
b. Grad 2. Zapfen hypertropher Knorpelzellen in der Metaphyse, bis 1 cm
c. Grad 3: Zapfen hypertropher Knorpelzellen in der Metaphyse, 1 bis 2 cm
d. Grad 4. Zapfen hypertropher Knorpelzellen in der Metaphyse, > 2 cm
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3.1.5 Beurteilung der FuRballen auf das Vorliegen einer Pododermatitis (PD)

Die FulRballen der entnommenen Tiere wurden adspektorisch auf ihren Gesundheitszustand
hin begutachtet. Die FuB- und Zehenballen wurden mit Wasser und einer Birste von
Einstreu und Kotresten befreit und anschlieBend makroskopisch auf das Vorliegen einer Po-
dodermatitis (PD) oder anderen Verédnderungen hin beurteilt.

Folgender Bewertungsschlissel wurde angewendet (modifiziert nach EKSTRAND u. AL-
GERS 1997) (Abb. 5 a-d):

FuBlballen ohne Veranderungen wurden mit Grad 0 bewertet.

FuBballen, die eine Hyperkeratose der Hornschuppen (reticulate scales, rs) ohne weitere
Veranderungen aufwiesen, wurden mit Grad 1 bewertet. Zusatzlich wurden Abheilungssta-
dien mit schuppenfreien Arealen, die keine weiteren Anzeichen von Veranderungen in der
Sohlenhaut zeigten, ebenfalls als Grad 1 bewertet. So konnte eine Ubersichtliche und einfa-
che Auswertbarkeit der Befunde gewahrleistet werden.

Grad 2 beinhaltete, zusatzlich zu den Veradnderungen des Grades 1 eine oberflachliche
Verletzung/ Verfarbung der Haut.

Tiefe, ulzerierende Lasionen und Risse im Ful3ballen entsprachen dem Grad 3.

a.

c. PD Grad 2 d. PD Grad 3

Abb. 5 a-d: Einteilung der FuRballenlasionen nach Schweregraden, modifiziert nach
EKSTRAND u. ALGERS (1997)
a. Grad 0: FuRballen ohne Veranderungen
b. Grad 1: FuRballen mit Hyperkeratose
c. Grad 2: FuBballen mit oberflachlicher Pododermatitis
d. Grad 3: FuRballen mit tiefer/ ulzerierender Pododermatitis
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3.1.6 Messungen der Bruchfestigkeit des Tibiotarsus

Die Bruchfestigkeit der Knochen wurde mit Hilfe eines Drei-Punkt-Biegeversuches (Automa-
tisches Materialprifungssystem Modell 4301, Fa. Instron) am Institut fur Tierhaltung und
Tierzucht, Fachgruppe Nutztierethologie und Kleintierzucht der Universitat Stuttgart/ Hohen-
heim gemessen.®

Fur die Messung der Bruchfestigkeit wurden die linken praparierten TT- Knochen verwendet
(siehe Material und Methoden Kapitel 3.1.2.). Es wurden die Knochen der Altersstufen 12.,
16. und 20. LW untersucht. Die Knochen der unterschiedlichen Altersstufen wurden bis zum
Abschluss der Versuche gesammelt und bei -15°C tiefgefroren. Zwei Tage vor der Messung
wurden die Knochen bei 4° C aufgetaut.

Zur Messung wurde der Knochen im Gerat mit den Knochenenden auf zwei schalenférmige
Auflageflachen gelegt. Der Abstand zwischen den Auflageflachen der Knochenenden betrug
7 cm und war bei allen gemessenen Knochen gleich. Mit einer kontinuierlichen Geschwin-
digkeit von 200 mm/ min (Jochgeschwindigkeit) bewegte sich ein Stempel abwarts auf die
markierte Mitte der Diaphyse des Knochens zu. Bei Auftreffen des Stempels wirkte dieser mit
einer definierten Kraft von 5 kN (Messdose) auf den Knochenschaft ein. Die Messung endete
automatisch, sobald der Knochen zerbrochen war (Abb. 6). Die Bruchfestigkeit wurde von
einem an die Materialprifmaschine angeschlossenen Computer mit Hilfe der Software der
Instron Serie IX, Version 8.15, als Kraft in kN angegeben.

Messdose
5 kN

Stempel

Mittelpunkt

Knoche

=}

SN

~ = Auflageflachen

Abstand 7 cm

Abb. 6: Messeinrichtung zur Messung der Bruchfestigkeit, Foto und Schema der Messung

3.1.7 Histopathologische Untersuchungen

Nach der makroskopischen Beurteilung der Schnittflachen fand eine 24- 48 stiindige Fixie-
rung der halbierten Knochenenden von Fe und TT in 4% iger neutraler Formaldehydlésung
statt. Nach vollstandiger Fixierung wurden die Knochenstiicke fir zwei Stunden gewassert
und danach mittels Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Titriplex® Fa. Merck) im Brut-
schrank bei 60° C schonend entkalkt. Durch diese Art der Entkalkung blieb die Morphologie
der Zellen im histologischen Schnitt erhalten. In Abstdnden von 2- 4 Tagen, je nach Alter der

® Hiermit méchte ich mich bei Herrn Prof. Grashorn, Institut fur Nutztierethologie und Klein-
tierzucht der Universitat Hohenheim, fiir die Hilfestellung bei der Nutzung des Geréates be-
danken.
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Knochen, wurden die Knochenstiicke mit Hilfe einer Prapariernadel auf ihnren Entkalkungszu-
stand hin geprift. Je nach Hartegrad wurde entweder die EDTA- Lésung erneuert oder die
Entkalkung beendet. Die Entkalkung dauerte je nach Alter der Tiere zwischen 3 Tagen und
3 Wochen. Nach Beendigung der Entkalkung wurden die Knochenstilicke fur zwei Stunden
mit Leitungswasser gewdssert und in einem Entwasserungsautomaten der Firma Sakura,
Tissue Tek VIP (Vacuum Infiltration Processor) mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe und
Xylol entwassert. AnschlieRend wurden die Knochen in Paraffin (Fa. Engelbrecht) bei 56-
58°C eingebettet. Nach der Einbettung wurden von den proximalen Knochenendstiicken mit
Hilfe eines Rotationsmikrotoms der Firma Mikrom 4 ca. 4- 6 um dicke Paraffinschnitte ange-
fertigt. Die Paraffinschnittpraparate wurden anschliefend mit einer Hamatoxylin-Eosin
(H.E.)-Farbung gefarbt, Hamatoxylin nach Hansen, Eosin wasserléslich gelblich 1%ig (RO-
MEIS 1989). Zur Klarung von fraglichen Strukturen im histologischen Schnitt wurden in Ein-
zelfallen verschiedene Spezialfarbungen (Bindegewebsfarbungen) eingesetzt (v. Gieson-
Farbung, Trichrom-Farbung, Azan-Farbung).

Mikroskopisch wurden die Schnitte auf Verdnderungen in der Chondroepiphyse, der Wachs-
tumsplatte, der Meta- und Diaphyse und der Knochenmarkhéhle hin beurteilt. Der Zeitpunkt
des Wachstumsplattenschlusses wurde anhand des Verlustes hypertropher Knorpelzellen
und dem Verschwinden der Wachstumsplatte bestimmt.

Von den Fullballen der getéteten Tiere wurden Proben fir die histologische Untersuchung
entnommen. Aus dem Hauptballen wurden ca. 0,5 cm dicke Gewebestiicke, die alle Schich-
ten des Ballens umfassten, herausgeschnitten. Es folgte die Fixierung der Proben in 4% iger
neutraler Formaldehydlésung fur 24 Stunden. Danach wurden die Fu3ballenproben entspre-
chend der Methodik der Knochen entwassert, in Paraffin eingebettet und anschlieRend ge-
schnitten. Die 2- 4 ym dicken Schnitte wurden mit H.E gefarbt. Anhand der histologischen
Schnitte wurde der Zustand der Gewebeschichten mikroskopisch auf Anzeichen fur Entzin-
dungen, Nekrosen und andere Veranderungen hin beurteilt und die Aussagekraft der
makroskopischen Graduierung kontrolliert.

3.1.8 Histometrische Messungen an der Wachstumsplatte

Zur Beurteilung von Entwicklungsstérungen wahrend des Langenwachstums der Knochen
wurden in Stichproben die Wachstumsplatten des Tibiotarsus im Alter von 4, 8 und 12 Wo-
chen histometrisch beurteilt. Innerhalb dieses Zeitfensters findet das starkste Langenwachs-
tum des Tibiotarsus statt (KORFMANN 2003). Der Knochen ist innerhalb dieser Zeitspanne
am anfalligsten fur Stoffwechselstérungen oder andere pathologische Einflisse.

Es wurden folgende Daten bei den Messungen erfasst:

* Dicke der Proliferationszone (PZ)
* Dicke der hypertrophen Zone (HZ)
* Dicke der gesamten Wachstumsplatte (Addition der Teilmessungen PZ + HZ)

Zur Vereinfachung und Prézisierung der Messungen wurde die WP in zwei Hauptzonen un-
terteilt: Proliferationszone und hypertrophe Zone (RUGER 1992). Die Ausdehnung der PZ
reichte von der deutlich sichtbaren proximalen Grenze zur Chondroepiphyse bis hin zur pra-
hypertrophen Zone. Die hypertrophe Zone umfasste den Bereich von der préhypertrophen
Zone bis zum metaphysaren Ende der Gberwiegenden Anzahl der hypertrophen Knorpelzell-
balken. Bei dieser Art der Einteilung wurde die Ossifikationszone mit gemessen. Daraus er-
gab sich bei Addition beider Messwerte die Dicke der gesamten WP.

Die Messungen wurden mit Hilfe des Bildanalysesystems der Firma Soft Imaging System
GmbH bestehend aus einem Mikroskop der Firma Olympus, Typ BX 41, sowie dem Rechner
mit dem Bildanalyseprogramm analySIS® durchgefiihrt. Die so gewonnenen Daten wurden
mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogramms Excel 2003 weiterverarbeitet.
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3.2 Versuch 2: Einfluss der genetischen Linie auf die Entwicklung des Beinskeletts und
das Auftreten von Erkrankungen an den HintergliedmafRen bei Mastputen

Die Durchfuihrung und der Ablauf des zweiten Versuches sowie die Untersuchungsmethoden
entsprachen der im Versuch 1 angewendeten Verfahrensweisen (s. S. 55-62). °

3.3 Versuch 3: Einfluss der Futterung auf die Entwicklung des Beinskeletts und auf das
Auftreten von Erkrankungen an den HintergliedmaRen bei Mastputen

Die Durchfuhrung und der Ablauf des Versuches 3 sowie die angewendeten Untersu-
chungsmethoden entsprachen mit zwei Ausnahmen denen der Versuche 1 und 2.

a) Zusatzlich zu der makroskopischen Kontrolle der FuRballen der zu den oben genann-
ten Zeitpunkten enthommenen Probentiere wurden in jeder Futterungsgruppe 5 bzw. 6 will-
kurlich ausgewahlte Tiere am ersten Lebenstag mit Hilfe von Metallmarken am rechten Flu-
gel markiert. Bei diesen Tieren wurde alle 2 Wochen der Gesundheitszustand der Fu3ballen
nach dem gleichen Bewertungsschlissel wie in den Versuchen 1 und 2 makroskopisch beur-
teilt.

b) Auf die histologische Untersuchung der FuRballen der regelmaflig enthommenen
Probentiere wurde im Versuch 3 verzichtet bzw. nur im Zweifelsfall zuriickgegriffen, da die
Erfahrungen aus den Versuchen 1 und 2 eine hinreichende Ubereinstimmung der makrosko-
pischen und histologischen Ergebnisse ergeben hatten.

4 Statistische Auswertung

Die statistische Aufbereitung und Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mittels compu-
tergestitzter Statistik- und Tabellenkalkulationsprogramme (SPSS 12.0 und Excel 2003 fur
Windows).”

Es wurden verschiedene Arten von Daten erhoben. Zum einen metrische Daten (Gewichts-
und Langenparameter) und zum anderen nicht metrische, ordinal und nominal skalierte Da-
ten. Zur Darstellung der metrischen Daten wurden das arithmetische Mittel und die zugehéri-
ge Standardabweichung verwendet. Die Begriffe ,durchschnittlich, ,im Durchschnitt und ,im
Mittel“ im beschreibenden Text werden immer im Zusammenhang mit dem arithmetischen
Mittel verwendet. Die Daten wurden hauptséachlich in Form von Grafiken dargestellt. Um die
Ubersichtlichkeit der Grafiken zu erhalten, wurde auf die Darstellung weiterer Fehlermerkma-
le verzichtet.

Zur Darstellung von eventuell bestehenden Zusammenhangen zwischen Altersgruppen und
Auftreten/ Gradverteilung von tibialer Dyschondroplasie und Pododermatitis (ordinal und no-
minal skalierte Variablen) wurden Kreuztabellen erstellt (Chi-Quadrat-Test). Bei einem vor-
gegebenen Signifikanzniveau von 0,05 ergaben sich signifikante Unterschiede, wenn der
berechnete p-Wert kleiner oder gleich 0,05 war. Das Wort Signifikanz hat in den nachfolgen-
den Auswertungen nur eine beschreibende Bedeutung.

Im Anhang sind alle ermittelten metrischen Daten, inklusive Mittelwerten und Standardab-
weichung, tabellarisch zusammengestellt (s. S. I-XVI)

® Die makroskopisch ermittelten Daten zur Pododermatitis des Versuchs 2 (Linienvergleich)
wurden von Frau Dr. Kerstin Wase erhoben und mir freundlicherweise tGiberlassen.

" Hiermit méchte ich mich bei Frau K. Krainer, geboren Hornemann, Institut fir Biometrie der
FU Berlin, fur die Hilfestellung bei der statistischen Auswertung bedanken.





