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1. Abstract

As modern animal keeping systems continue to gain
importance, objective means for determining their adequacy in
relation to animal well-being are becoming increasingly
necessary. Methods focusing on the benefit of non invasive
stress measurement are preferred, since disturbances arising
through the stress inflicted by sampling itself are avoided. In
laying hens, corticosterone and its metabolites are suitable tools
for measuring stressload. The preliminary aim of this thesis was
to develop a practicable method for the detection of
corticosterone in the egg. Furthermore, a comparison of the
well-being and stress exposure of laying hens kept in free range
and cage keeping systems was made on the basis of the hen’s
health status and the results of corticosterone measurements in
both the bloodplasma and the egg. In this respect, a correlation
between blood and egg corticosterone levels was searched for.
20 hens each were transferred to a caged- and free range
keeping system. Determination of health status and egg
sampling were performed on days 0, 2, 7 and 16 of the trial.
Bloodsamples were taken on days 2, 7 and 16 and
corticosterone levels were determined by EIA. Corticosterone
in egg yolk was measured by the new method based on HPLC-
MS/MS that was developed in the course of this thesis. It can

be stated that this method is functional and sensitive enough to
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enable the detection and measurement of minute corticosterone
amounts, identifying corticosterone not only by its mass and
mass / charge ratio, but also according to the fragmentation
pattern of its ions. Measurements showed that corticosterone is
transferred to the egg yolk, providing a sample material which
can be used for the non invasive assessment of stress load. In
summary, the method for detection of corticosterone developed
in the course of this thesis is the first known functional method
based on HPLC-MS/MS that enables the reliable detection of

corticosterone in the egg yolk.

Comparing the health status, corticosterone values in the
bloodplasma and corticosterone values in the egg yolk, no
significant differences could be determined when comparing
hens kept in the caged- and free range system. In addition, there
was no correlation between corticosterone levels measured in
the bloodplasma and the egg yolk in both keeping systems. In
summary, it can be stated that the results of corticosterone
measurements in plasma and egg yolk do not indicate a
difference in the stress experienced by hens kept in cages and

free range keeping systems in comparison.
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2. Einleitung

Die artgerechte Tierhaltung und die objektive Beurteilung der
Stressbelastung gewinnen, vor allem durch die Entwicklung
neuer, moderner Tierhaltungssysteme im Nutztierbereich
zunehmend an Bedeutung. Insbesondere die Kifighaltung von
Legehennen stellt sowohl fiir viele Konsumenten als auch fiir
Produzenten ein tierschutzrechtliches Problem dar. Nicht
zuletzt aus diesem Grunde, folgte der Gesetzgeber mit dem
Verbot der konventionellen Kifighaltung ab 2012 (Richtlinie
1999/74/EG des Rates der Europidischen Union vom
19.07.1999) diesem Trend in der Gefliigelhaltung — weg von
intensiven Haltungssystemen und hin zu alternativen,

tiergerechteren Haltungssystemen.

So wird der Umstieg auf alternative Systeme im
Legehennensektor gesetzlich vorgeschrieben. Vom
O0konomischen Aspekt ist bei diesem Umstieg zwar anfidnglich
mit finanziellen Einbulen zu rechnen, diese gleichen sich aber
durch den hoheren Marktwert der produzierten Eier und die
bessere Legeleistung (Roth 2004) der Hennen aus. Auch in
Zuchtbetrieben sind stressfreiere und artgerechtere
Haltungsformen von finanziellem Vorteil, da es am Beispiel der
japanischen Wachtel wissenschaftlich erwiesen ist, dass

gestresste Muttertiere schwichere, weniger iiberlebensfihige
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Kiiken produzieren und sich eine wesentlich hohere
Mortalitidtsrate abzeichnet als bei artgerecht gehaltenen Tieren

(Hayward und Wingfield 2004).

Doch, wer garantiert, dass ein alternatives Haltungssystem den
Hennen wirklich gerecht wird und ithrem Wohlbefinden zu Gute

kommt?

Tiergerechtheit folgt nicht dem Alles-oder-Nichts-Prinzip und
kann nur vergleichend bewertet werden. Wissenschaftlich
absicherbar ist nur eine Beurteilung entlang eines Kontinuums

von sehr wenig bis sehr tiergerecht (Broom 1991).

So wird bei der Beurteilung der Tiergerechtheit eines
Haltungssystems die Wahrscheinlichkeit eingeschitzt, mit der
sich Hennen unter den gegebenen Haltungsbedingungen wohl
befinden oder Stress, Schmerzen, Leiden oder Schiden
erfahren. Doch Wohlbefinden ist nicht allein die Abwesenheit
von Stress, Schmerzen, Leiden oder Schiaden, sondern kann als
das  AusmaBl der  Auseinandersetzungsfihigkeit  oder
Adaptationskapazitidt an die Umwelt definiert werden (Knierim
2001). Die Beurteilung erfolgt anhand von Parametern, die
direkt oder indirekt Auskunft iiber das psychische Befinden, die
Stressbelastung und den korperlichen Zustand der Tiere geben

(Fraser und Broom 1990; Knierim 1998).
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Es ist biologisch begriindet davon auszugehen, dass das Risiko
fir Beeintrachtigungen der Befindlichkeit und des korperlichen
Zustandes sowie ein Anstieg in der Stressbelastung umso
grofler ist, je mehr sich die Hennen an das System anpassen
miissen und je eingeschriankter die Moglichkeiten sind, ihr

natiirliches Verhalten auszuiiben (Staack und Knierim 2003).

Nicht zuletzt deshalb ist es unabdingbar, Haltungssysteme unter
Beriicksichtigung sowohl ethologischer als auch
gesundheitlicher und 6konomischer Aspekte zu evaluieren und
Parameter zu schaffen, die Riickschliisse auf den Gesundheits-
und sonstigen korperlichen und psychischen Zustand sowie auf

die Stressbelastung der Hennen erlauben.

Auf der Suche nach wissenschaftlich fundierten und objektiven
Messverfahren, die Aufschluss iiber das Wohlbefinden und die
Stressbelastung von Hennen geben, stellt die nicht invasive
Stressmessung, bei der Storfaktoren bedingt durch den Stress
der Probenahme umgangen werden, eine neue Herausforderung

dar.

Bei Hiithnern dienen unter anderem Kortikosteron und seine
Metaboliten zur Erfassung der Stressbelastung. Doch warum
wihlt man Kortikosteron in der Wissenschaft als priméren
Stressindikator? Kortikosteron ist vor allem was die Erfassung
der chronischen Stressbelastung betrifft der am héufigsten

verwendete und verlédsslichste Parameter. Pauschal kdnnte man
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sagen:  erhOohte  Stressbelastung ist gleich  erhohtes
Kortikosteron. Zudem ist es die chronische Form von Stress,
bedingt durch persistierende Stressoren oder die Summe von
immer wieder kehrenden — auch akuten — Einzelstressoren, der
die Gesundheit der Hiihner negativ beeinflusst. Es kommt zu
einer Immunsuppression, kardiovaskuldren Erkrankungen,
gastrointestinalen Ulzera, lymphatischen Involutionen, einem
Muskel- und Knochenabbau, einer Abnahme der
Produktionsleistung und durch die erhohten
Kortikosteronspiegel in Zuchteiern zu schwicheren Kiiken mit

einem geringeren Entwicklungspotential.

Die Verwendung von Kortikosteron bietet sich nicht zuletzt
deshalb an, da dieses Hormon sowohl im Blutplasma, als auch
im Ei und Kot nachweisbar ist. Das Ei als Probenmaterial zum
Nachweis von Kortikosteron heranzuziehen ist deshalb
vorteilhaft, da es im Vergleich zu Blutproben keine
Momentaufnahme sondern eine Sammelprobe darstellt, die
wesentlich stabiler ist als der Kot. Das im Blut zirkulierende
Kortikosteron gelangt in der Zeit der Eiformation iiber einen
Zeitraum von ca. 24 Stunden in das Ei und spiegelt somit die
Stressbelastung iiber diesen Zeitraum wider (Downing und

Bryden 2002).

Das primire Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, eine

praxisnahe nicht invasive Methode des Stressnachweises bei
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Legehennen durch die Messung von Kortikosteron im Ei zu
entwickeln, die Riickschliisse auf eine Korrelation zwischen
Blut- und Eikortikosteronwerten und einen Vergleich
verschiedener Haltungssysteme (Kifighaltung versus naturnahe
Freilandhaltung) ermoglicht. Weiters werden Aspekte der
Gesundheit und der Stressbelastung von Legehennen in den
zwel oben genannten Haltungssystemen untersucht und
diskutiert. Kortikosterongehalte im Plasma und Eigelb werden
miteinander verglichen um festzustellen, ob eine Korrelation
zwischen diesen Werten besteht. Auch soll Kortikosteron als
Parameter dienen, die Stressbelastung von Legehennen
einheitlicher Herkunft und Aufzucht in verschiedenen
Haltungsformen (naturnahe Freilandhaltung versus
Kifighaltung) unter praxisrelevanten Voraussetzungen und
unter Beriicksichtigung ihres Gesundheitszustandes zu messen
und zu vergleichen. Es werden Schlussfolgerungen beziiglich
der Stressbelastung und Tiergerechtheit der verglichenen
Systeme gezogen, soweit der derzeitige Wissensstand es zulédsst

und es wird zukiinftiger Handlungsbedarf aufgezeigt

Es wird die Hypothese aufgestellt, dass es mdoglich ist, eine
Methode zu entwickeln die sensibel genug ist, Kortikosteron im
Eigelb nachzuweisen und somit den Beweis erbringt, dass
Kortikosteron vom Blut ins Ei gelangt. Weiters wird, bedingt
durch die pulsatile Ausschiittung des Kortikosterons und seinen

schnellen Anstieg im Blut in Stresssituationen, keine
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Korrelation zwischen den Blutkortikosteronspiegeln und den

Spiegeln von Kortikosteron im Eigelb erwartet.

Weiters wird postuliert, dass sich die Stressbelastung der
Hiihner in der naturnahen Freilandhaltung im Vergleich zu der
Kifighaltung  unterscheidet, vorausgesetzt, dass beide
Haltungssysteme im Einklang mit den Mindestanforderungen
der Europédischen Union sind. Hinsichtlich der Artgerechtigkeit
beider Systeme ist anzunehmen, dass Hithner in Kifigen einer
groleren Stressbelastung ausgesetzt sind als Hiihner in der
naturnahen Freilandhaltung, da die Kifighaltung den Hiihnern
weniger Freiheit bietet, ihre angeborenen physiologischen
Bediirfnisse im Sozial-, Nestbau-, Futteraufnahme-, Komfort-,

Bewegungs- und Ruheverhalten auszuleben.
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3. Literaturiibersicht

3.1 Geschichte und Entwicklung des Haushuhns

Die Vorfahren der Haushiithner stammen in erster Linie aus
Asien. Besonders das bis heute in Indien lebende rebhuhnartige
Bankivahuhn (Gallus gallus L.) wird als Vorfahre unserer
Haushiihner angesehen (Sterbetz 1979). Manche Quellen
besagen, dass Hiihnerdarstellungen in Agypten sogar schon aus
der Zeit 4400 v. Chr. existieren. In diesem Zusammenhang
wurden Hiithner erst als Kulttiere, spdter wegen ihres Fleisches

und in jiingerer Zeit auch wegen ihrer Eier gehalten.

Die Entwicklung des Haushuhns wie wir es kennen begann
Tonfiguren zufolge vor etwa 4000 Jahren im siidostasiatischen
Raum. Die Verbreitung des Haushuhns in der ganzen Welt
sowie die Domestikation bewirkten allerdings vielféltige
Verdnderungen im duBleren Erscheinungsbild. So unterscheiden
wir Zwergrassen (0,75kg) und Riesenrassen (5,5kg), sowie
Hithner mit verschiedenen Farbschligen, Nackthilsen,
befiederten Beinen und Zehen, Federhauben, mehrfachen,
kleinen und groBen Kdmmen, steilen und mehr waagrechten

Korperhaltungen (Matolesi 1975; Peitz und Peitz 2002).
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3.2 Hauptgruppen der Hithnerrassen

Klassifiziert man Hiihnerrassen gemill ihrer Verwendung
unterscheidet man zwischen den so genannten Legerassen (z.B.
Italiener) mit leichtem Korperbau (Hennen: 2-2,5 kg
Korpergewicht), geringem Bruttrieb, weiBlschaligen Eiern und
einer Eiproduktion von ungefdhr 200 Eiern im Jahr, den
Fleischrassen (z.B. Cochins oder Dorkings) mit massigem
Korper (Hennen: 3-4,5 kg Korpergewicht), zuverldssigem
Bruttrieb und gelb- bis braunschaligen Eiern und den
Zwiehiihnerrassen, die in ausreichendem Mafle sowohl Ei- als
auch Fleischlieferanten sind (z.B. Sussex und Wyandotten).
Diese Rassen zeichnen sich durch ihren kriftigen Korper
(Hennen: bis 3 kg Korpergewicht), meist zuverldssigen
Bruttrieb sowie ihre iiberwiegend braunschaligen Eier aus und
liegen bei einer Eiproduktion von ungefihr 180 Eiern im Jahr

(Stern 2001).

Grundsitzlich  erfolgt eine  Differenzierung  zwischen
bodenstindigen Landrassen, die sich weiters in den
Mittelmeertyp (z.B. Italiener, Leghorn), den
nordwesteuropdischen Typ (z.B. Rheinldnder) und den
asiatischen Typ (z.B. Wyandotten, New Hampshire,
Australorps) gliedern, Zwergrassen, wo zwischen verzwergten
Rassen (z.B. Zwerg- Welsumer) mit einem Korpergewicht von

etwa lkg und einer Legeleistung von 180 Eiern pro Jahr und
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eigenstdndigen kleinen Rassen oder Urzwergen (z.B.
Seidenhuhn) mit einem Korpergewicht von 1 kg und einer
Legeleistung von 120 Eiern pro Jahr unterschieden wird, und
Hybridziichtungen. Bei den heute verbreiteten
Hybridziichtungen spricht man nicht mehr von Rassen sondern
von Linien und unterscheidet zwischen braunen und weillen
Hybridhithnern, die durch Kreuzungen (vorwiegend mit
Leghorn) in einer Generation Hochleistungen erbringen. Die
einseitige Ziichtung auf ein Produktionsmerkmal (Eier oder
Fleischgewinnung) hin bedingt, dass zum Beispiel die
Legeleistung der Legehybriden mit 260 Eiern pro Jahr die der
Landrassen bei weitem iibertrifft (Stern 2001).

3.3. Das gelbe ungarische Huhn

Die Herkunft des ungarischen Huhns ist nicht genau bekannt.
Winkler (1921) und Bakoss (1931) nehmen an, dass die
Vorfahren dieser Rasse aus Asien stammen und erst Ende des
neunten Jahrhunderts in das karpatische Becken gebracht
wurden. Aus diesem ,,antiken ungarischen Huhn* wurden durch
Einkreuzungen mehrerer orientalischer und mediterraner Rassen
die heute bekannten ungarischen Hiihnerrassen. Das ungarische
Huhn gehort seit dem Mittelalter zu den bodenstidndigen

Landrassen Ungarns, ist in den Farben gelb, weil}, gesperbert



Gyim6thy — Willmann Ilse Maria - PhD Arbeit - Neue Methode zum Nachweis von Kortikosteron im 17
Ei und Erfassung von Kortikosteron im Eigelb und Blutplasma

und in Rebhuhnfarbe bekannt und wurde vor allem wegen
seiner exzellenten Fleischqualitit, die von seinem ausgeprigten
Scharrtrieb herriihrt, und seiner Robustheit bevorzugt. Diese
Rasse bildet die Grundlage fiir die in diesem Jahrhundert
begonnene Zuchtarbeit. Es folgte Anfang 1930 zunichst die
Einkreuzung mehrerer ausldndischen Kulturrassen durch Bélint
Baldy und seine Kollegen (Institut fiir Kleintierforschung in
Godollo), deren Ziel es war, das Erscheinungsbild der
ungarischen Hiihnerrassen zu vereinheitlichen und ihre Ei-
sowie Fleischproduktion zu verbessern. Im Zuge des zweiten
Weltkrieges wurde die Mehrheit dieser Hithner umgebracht.
Dank des Einsatzes und der systematischen Zuchtarbeit von
Balint Baldy, Béla Lacza, Alfréd Suschka in Go6dollo sowie
Ferenc Biszkup und Lészlé Beke in Mosonmagyarévar wurden
die ungarischen Hiihnerrassen allerdings nicht nur bewahrt
sondern auch propagiert (Biszkup und Beke, 1951; Baldy
1954). Vor allem ab 1953 steht an der Landwirtschaftlichen
Fakultdat der Westungarischen Universitdat in Mosonmagyarovar
die Rein- wund Erhaltungszucht der Rasse sowie die
Genkonservierung im Mittelpunkt (siehe Abb. 1). Es wird bei
den ungarischen Hiihnerrassen zwischen dem gelben, dem
weilen und dem  gesprenkelten  ungarischen  Huhn
unterschieden, die allerdings alle sehr eng miteinander

verwandt sind.
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Das Prinzip zur Konservierung der Rasse des gelben
ungarischen Huhns, wie in Mosonmagyarévar durchgefiihrt,
beruht auf den Zuchtauswahlmethoden nach Lerner,
ausgearbeitet an der Universitidt in Kalifornien. Es werden in
der Selektion nicht nur die Leistung jedes Individuums, sondern

auch die Leistung der Familien beriicksichtigt.

Die in dieser Studie verwendeten Hennen stammen aus den 32
Elite Stimmen — bestehend aus je zwei Hihnen (Geschwister)
und fiinfzehn Legehennen - die die Erhaltung der Rasse

gewihrleisten und zur Reinzucht herangezogen werden.

Zuchtprogramm  zur Erhaltung der Rasse des gelben

ungarischen Huhns

Das Zuchtprogramm beginnt mit der Pedigreebrut zu
Frithlingsanfang. Im Alter von 10 Wochen befinden sich die
Hiithner in einer Vorzuchtanlage und es wird eine Selektion
nach den Kriterien des Charakters, der Entwicklung,
Korpermasse und der Konstitution der Hithner durchgefiihrt.
Die fiir die Zucht geeigneten Tiere werden an eine
Nachzuchtanlage, die einer naturnahen Freilandhaltung gleicht,
tiberstellt. Im Herbst erfolgen die Wiedereinstallung und eine
nochmalige Selektion nach den bereits oben angefiihrten
Gesichtspunkten, wobei diesmal auch die Jahresleistung der

Elterntiere beriicksichtigt wird.
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Die Auswahl der Hdhne und Zusammensetzung der einzelnen
Stamme bestehend aus zunédchst 40 Legehennen und 4 Hidhnen
erfolgt nach der Aufnahme in das Herdenbuch und der
Ausarbeitung eines Zuchtplanes im Alter von 20 Wochen. Die
Eier aus den Fallnestern werden gesondert gesammelt und
gewogen und bilden die Grundkriterien zur Auswahl der zwei
Hihne und der fiinfzehn Elite- Legehennen die ab der 26.

Lebenswoche fiir die Weiterzucht verwendet werden.
Exterieur des ungarischen gelben Huhns

Das gelbe ungarische Huhn zeichnet sich durch seinen kleinen
runden Kopf, seinen gelben kurzen gekriimmten Schnabel, seine
ausdrucksstarken  orange-roten  hellen  Augen, seinen
mittelgroBen, aufrechten blutroten Einzelkamm, sein fast
federloses Gesicht, seine groe ovale Ohrscheibe, seinen
groen ovalen Kehllappen, seinen dicht befiederten Hals,
seinen mittelgroBen, zylindrischen Rumpf, seine runde, breite
und prominente Brust, seinen hohlen Riicken mit horizontalem
Riickenprofil, seine groflen eng an den Korper anliegenden
Fliigel, seinen aufrechten geschlossenen und relativ groBlen
Schwanz, seine mittelgroen gelben Stinder und Zehen, seine
stolze, misstrauische Haltung und seine dichte aber eng
anliegende Fiederung aus. Die Hennen dieser Rasse erreichen
im Schnitt ein Korpergewicht von 2,1 kg, sind strahlend gelb

und die Federn des unteren Halses weisen braune oder schwarze



Gyim6thy — Willmann Ilse Maria - PhD Arbeit - Neue Methode zum Nachweis von Kortikosteron im 20
Ei und Erfassung von Kortikosteron im Eigelb und Blutplasma

Spitzen auf, wihrend die Schwanzfedern zur Génze braun oder
schwarz gefirbt sind. Ihre jdhrliche Legeleistung betrdgt 210
Eier mit einem Gewicht von ungefédhr 58,7 g. Die Hihne haben
eine durchschnittliche Korpermasse von 2,6 kg, sind dhnlich
gefirbt, haben allerdings einen etwas diinkleren Hals, Fliigel
und Riicken und griin-schwarze Sichelfedern (Szalay, 2002,
Kovacsné Gaal 2004).
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Abb. 1

Die Entstehung des Ungarischen Huhns (Bogre et al. 1964)
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3.4 Verhaltenskunde der Hiihner und
Empfehlungen des Europa Rates

Die Gesamtheit aller Lebensduflerungen eines Tieres bezeichnet
man als Verhalten. Hierunter fallen besonders Bewegungen,
Korperstellungen und LautduBerungen. Man unterscheidet
zwischen angeborenem Verhalten (Instinktverhalten) und
erlerntem Verhalten sowie Normalverhalten und
Verhaltensstorungen, wobei das angeborene Verhalten fiir das
Uberleben von groBer Bedeutung und Tierart spezifisch ist. Es
besteht fiir die Hiihner, wie auch fiir andere Tiere, ein innerer,
stets wiederkehrender Trieb, ihre angeborenen
Verhaltensweisen auszufiihren, zu deren Auslosung bestimmte
Schliisselreize notwendig sind die aktiv von den Hiihnern
aufgesucht werden. Durch die triebkonsumierende Endhandlung
(als Verhaltensform erkennbar) wird der bestehende Trieb
vermindert. Diesen Ablauf bezeichnet man als angeborenen
Auslosemechanismus (AAM). Fehlen die entsprechenden
Schliisselreize, kommt es zu einem so genannten ,,Triebstau*
und in der Folge zu Verhaltensstorungen (Sambraus 1978;

Bogner und Grauvogl 1984).

Das erlernte Verhalten dient der Feinabstimmung. Beispiele
hierfiir sind die Anpassung an den Lebensraum (z.B. die Suche

nach Futter- und Wasserstellen, Vermeiden von Feinden u.s.w.)
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und die Eingliederung in ein Sozialgefiige (z.B. Hackordnung)

(Sambraus 1978; Bogner und Grauvogl 1984).

Als normales oder natiirliches Verhalten bezeichnet man das
Verhalten eines gesunden Huhnes in seiner natiirlichen
Umgebung. Erhebliche Abweichungen vom Normalverhalten,
das heiBt Verhaltensstorungen, werden vor allem durch
Erschopfung der Anpassungsfihigkeit an die Umwelt oder

durch Krankheit hervorgerufen.

Man unterscheidet zwischen quantitativen und qualitativen

Abweichungen vom Normalverhalten:

Quantitative Abweichungen werden haufiger (z.B.
Aggressionen, Fluchtbereitschaft), seltener (z.B. Futtersuche in
der Kifighaltung) oder gar nicht (z.B. Flattern in der
Kifighaltung) ausgefiihrt wohingegen qualitative
Abweichungen Verhaltensweisen darstellen, die in einer
normalen Umgebung nicht vorkommen. Dies sind Handlungen
an inaddquaten Ersatzobjekten (z.B. Sandbaden in der
Futterrinne des Kiifigs), Leerlaufthandlungen ohne adidquates
Objekt (z.B. Ersatzscharren auf dem Gitterboden des Kifigs),

gleichformig wiederholte Handlungen (Stereotypien) u.s.w.

Werden Verhaltensstorungen beobachtet, ist davon auszugehen,
dass das Huhn gestresst ist und nicht artgerecht gehalten wird

(Folsch 1981).
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Hithner weisen in einer artgerechten Haltung einen
charakteristischen Tagesablauf auf und man beobachtet bei
artgerecht gehaltenen Hennen sechs bestimmte

Verhaltensfunktionskreise:
Nahrungsaufnahmeverhalten

Dieser Verhaltensfunktionskreis ist der hdufigste und umfasst
das Gehen, Erkunden, Scharren sowie vielfaltige
Pickaktivitdten wie Ziehen, Reissen, Hacken und Bearbeiten
verdnderbarer Nahrungsbestandteile mit dem  Schnabel
(Dawkins 1989; Dawkins und Hardie 1989). Zu diesem
Grundbediirfnis heilt es in der Empfehlung in Bezug auf
Haushiihner der Art Gallus gallus, die der Stindige Ausschuss
des Europiischen Ubereinkommens zum Schutz von Tieren in
der landwirtschaftlichen Tierhaltung angenommen hat, unter
anderem: , Haushithner haben bei der Futteraufnahme das
typische Verhalten des Bankiva Huhns beibehalten, das aus
Picken, Scharren, gefolgt von Futteraufnahme besteht. Wenn
auch das Ausmall des beibehaltenen Pick- und Scharrverhaltens
bei den Hybridrassen unterschiedlich ist, so ist es immer noch
vorhanden (Savory et al. 1978; Folsch 1981) und kann, wird es
unmoglich gemacht, auf Artgenossen umorientiert werden und

in Verletzungen oder sogar Kannibalismus resultieren.
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Fortbewegungsverhalten

Die Fortbewegung nimmt etwa ein viertel des Tages in
Anspruch, wobei fiir Hiithner die hidufigste Fortbewegungsart
das Gehen ist. Auch dieses Verhalten ist bei nicht artgerechter

Haltung und fehlendem Platzangebot beschrinkt.
Ruheverhalten

Hiithner verbringen etwa ein Fiinftel des Tages mit dem
Ausruhen, welches stehend, vorzugsweise auf erhohten
Sitzstangen, auf einem oder auf beiden Beinen erfolgt. Fehlende
(z.B. in der Kifighaltung) oder nicht artgerecht angebrachte
Sitzstangen verhindern die Ausiibung dieses Ruheverhaltens

(Sewerin 2002).
Komfortverhalten

Eine besondere Form des Komfortverhaltens stellt das
Sandbaden dar. Das Sandbaden ist vor allem in der
Kifighaltung eingeschrinkt, da es an Sand und Erde fehlt und
das Platzangebot beschrinkt ist. Viele Tiere fithren stattdessen
das Sandbadeverhalten am Futtertrog auf dem Drahtgitterboden
des Kifigs aus (Sewerin 2002). Dieses Leerlaufbaden
(,,Futterbaden*) wird als Verhaltensstorung gewertet (Olsson
2001) wund fithrt zudem =zu Gefiederschdadigungen. Bei
Haltungsformen ohne direkter Sonneneinstrahlung ist auch das

Sonnenbaden nicht moglich (Stern 2001).
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Zu diesem Grundbediirfnis heifit es in der Empfehlung des
Standigen Ausschusses des Europarates: ,,Haushiithner weisen,
wenn sie die Gelegenheit haben, ebenfalls die gleiche breite
Palette an Komfortverhalten wie ihre Vorfahren, die
Bankivahiihner, auf...... die Motivation, im Staub zu baden ist
nach wie vor besonders stark, selbst bei Tieren, die auf
Drahtgitterboden gehalten werden und sie besteht auch bei

Tieren, die frei von Ektoparasiten sind...*
Nestverhalten

Das angeborene Verhalten der Eiablage ist mit einem hoch
differenzierten Verhaltensablauf, der in vier Phasen gegliedert

ist, verbunden (Folsch 1981).

Das Nestverhalten der Hiithner ist vor allem in der Kifighaltung
durch fehlende Nester und fehlendes Einstreu sowie durch den
Gitterboden nicht moglich. Es treten daher in der Kéfighaltung,
aber auch in Systemen mit ungeeigneten Eiablageplitzen
Fehlverhalten wie starke Unruhe, stereotypes Herumlaufen —
ein Zeichen der Frustration — (Duncan 1970; Kite 1985)
verstiarktes Flucht- und Aggressionsverhalten sowie verzogerte
Eiablage auf. Die Eier werden teilweise auBerhalb des Nestes
gelegt. Manche Eier werden auch von der Sitzstange aus gelegt,
was zu Kloakenkannibalismus fiihren kann (Martin 1990;

Keppler et al. 2001).
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Zu diesem Grundbediirfnis heifit es in der Empfehlung des
Standigen Ausschusses des Europarates: ,,Alle Hennen zeigen
Elemente normalen Nist-, und Eiablageverhaltens.....das
gesamte Repertoire wird nur gezeigt, wenn ein angemessener
Nestplatz wie zum Beispiel ein abgeschlossenes Nest zur
Verfiigung steht. Ist dies nicht der Fall, so treten diese
Verhaltensweisen in  abgeschwichter Form auf und
Verhaltensanomalien, wie zum Beispiel langes stereotypes

Herumlaufen, konnen auftreten.*
Sozialverhalten

Aus der Literatur ist bekannt, dass Hiihner sozialen Kontakt
bendtigen (Peitz und Peitz 2002). Grundsitzlich unterscheidet
man beim Sozialverhalten zwischen freundlichen und
kampferischen  Auseinandersetzungen. Unter natiirlichen
Bedingungen halten die Hithner eine Sozialdistanz zu einander
ein, die je nach Aktivitdt variiert (Appleby et al. 1992). Wird
die Hiihnerhaltung zu eng, treten aggressive Verhaltensformen
bedingt durch den resultierenden Stress und die fehlende
Sozialdistanz wesentlich hédufiger auf (Bogner und Grauvogl

1984; Keeling und Duncan 1989; Peitz und Peitz 2002).

Beachtenswert in der sozialen Gruppenstruktur ist auch die
klare Hierarchie einer Hiihnerherde. Diese so genannte
,Hackordnung* verindert sich entsprechend dem korperlichen

Zustand der Hiihner (z.B. Geschlecht, Alter, Gewicht,
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Krankheit u.s.w.). In einer stabilen Herde wird die
Rangordnung durch Drohen wund gelegentliches Hacken
aufrechterhalten und bestétigt. Aggressive
Auseinandersetzungen werden in kleinen artgerecht gehaltenen

Herden selten beobachtet (Stern 2001; Peitz und Peitz 2002).

3.5 Haltungstechnologien — Entwicklung und
Vergleich

Urspriinglich diente das Huhn einem einfachen Zweck - es
versorgte die Familie mit frischen Eiern und Fleisch. Mit der
Industrialisierung und der Entstehung von stddtischen
Ballungsgebieten mussten fiir die Nahrungsversorgung der
Bevolkerung andere Mal3stibe gesetzt werden. Waren frither fiir
Hiihner extensive Haltungsformen vorherrschend, gelangten in
den fiinfziger Jahren Berichte aus den Vereinigten Staaten von
Amerika nach Europa und lieen deutliche Vorziige der
intensiven Bodenhaltung erkennen. Gleichzeitig stieg das
Angebot an  amerikanischen  Hybridhennen, die den
einheimischen Rassen in ihren Leistungseigenschaften
iiberlegen waren. Dies forderte die Bereitschaft der
Hiithnerhalter von der extensiven Haus- und Hofhiihnerhaltung
auf intensive Stallbodenhaltung — im Regelfall ohne Auslauf -

umzustellen. Diese Stidlle wiesen allerdings den eklatanten
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Mangel auf, dass sie im Herbst und Winter zu feucht und kalt
wurden. Die Folge waren Gesundheitsstorungen,

Parasitenbelastungen und schlechte Leistungen (Tiiller 1990).

Als eine Losung der Probleme wurde Anfang 1960 die
Kifighaltung verstanden. Die Darminfektionen verbreitende
Bodentiefstreu wurde durch Drahtboden ersetzt, die die
Exkremente durchfallen lieBen und somit die bedeutendste
Infektionsquelle beseitigten. Vor allem in der
Legehennenhaltung wurde die Intensivierung in der
Kifighaltung sehr vorangetrieben, so dass in den neunziger
Jahren ungefdhr 70-80% der im Handel verkauften Eier aus

dieser Haltungsform stammten.

Grundsétzlich wird zwischen den Haltungsformen
Kifighaltung, ausgestaltete Kaéfighaltung, Bodenhaltung,
Volierenhaltung  und  6kologische Gefliigelhaltung  /
Freilandhaltung unterschieden (Tauson 1984; Henk 1987;
Tiiller 1990; Rauch 1994; Sherwin 1994; Arbeitsgruppe
Gefliigel des Schweizer Tierschutz 1995; Beratung artgerechte
Tierhaltung 1995; Appleby 1998).

3.5.1 Kifighaltung

Die Kifighaltung in ihrer konventionellen Form ist aufgrund
des eingeschrinkten Sozial-, Nahrungsaufnahme-,

Fortbewegungs-, Ruhe-, Komfort- und Nestverhalten sowie der
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Verursachung von Gesundheitsstorungen als nicht tiergerecht
zu klassifizieren. So kommt es wegen des Platzmangels und der
hohen Besatzdichte in den einzelnen Kifigen vermehrt zu
aggressiven Auseinandersetzungen, die meist nicht so
ausgeprigt sind, da die Tiere durch die enorme Enge gehemmt
sind ("over-crowding®). Hiithner in der Kifighaltung sind in
threm arteigenen Verhalten stark eingeschrinkt:
Beeintrachtigungen sind begriindet durch die
Bodenbeschaffenheit des Kifigs, das Fehlen von Nest, Sandbad
sowie Moglichkeiten zum Aufbaumen, die unstrukturierte
Umgebung und das Fehlen von manipulierbarem Material auer
dem Futter. Die Hiithner sind weiters nicht in der Lage, ihren
natiirlichen Scharr- und Picktrieb auszuleben. Es kommt zu
Verhaltensstorungen wie Ersatzscharren an der Futterrinne oder

Federpicken (Staack und Knierim 2003).

Die Europidische Union legt ab 1. Januar 2003 in ihrer
Richtlinie 1999/74/EG des Rates vom 19. Juli 1999 folgende
Mindestanforderungen zum Schutz von Legehennen in der

Kifighaltung fest:

- Den Legehennen muss eine uneingeschriankt nutzbare und
horizontal bemessene Kifigflaiche von mindestens 550 cm?
je Tier und ein uneingeschrinkt nutzbarer Futtertrog (10 cm

pro im Kifig befindlichen Tier) zur Verfiigung stehen.
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- Sofern keine Nippeltrinken oder Trinknédpfe vorhanden sind,
muss jeder Kifig mit einer Rinnentrinke gleicher Linge wie
der oben erwihnte Futtertrog ausgestattet sein.

- Es muss bei iiber 65% der Kifigfliche eine Mindesthdhe
von 40 cm eingehalten werden.

- An keiner Stelle darf die Kifighohe unter 35 cm liegen.

- Der Boden der Kifige muss so beschaffen sein, dass die
nach vorne gerichteten Krallen beider Stdnder nicht
abrutschen konnen.

- Der Neigungswinkel des Bodens darf 14% nicht
iiberschreiten (auler der Boden besteht nicht aus
rechteckigem Drahtgitter).

- Geeignete Vorrichtungen zum Kiirzen der Krallen miissen

vorhanden sein.

Im Sinne dieser Richtlinie 1ist der Bau und die
Erstinbetriebnahme von Kéfigen ab 1. Januar 2003, die Haltung
von Legehennen in derartigen Kifigen ab 1. Januar 2012

verboten.
3.5.2 Ausgestaltete Kifighaltung

Als Alternative zur konventionellen Kifighaltung wurden in
den letzten Jahren ausgestaltete Kifige entwickelt (Tauson
1984; Rauch 1994; Sherwin 1994; Appleby 1998), doch auch
diese weisen erhebliche Mingel auf und sind als nicht

artgerecht zu bezeichnen. Eine ungehinderte Fortbewegung ist



Gyim6thy — Willmann Ilse Maria - PhD Arbeit - Neue Methode zum Nachweis von Kortikosteron im 32
Ei und Erfassung von Kortikosteron im Eigelb und Blutplasma

in der fiir jede Henne vorgesehenen Kifigfliche und Raumhdohe
nicht moglich. Verhaltensformen wie das Gehen, Laufen,
Rennen, Flattern und Fliegen benodtigen wesentlich mehr Platz
als in einem solchen Kifig angeboten wird. Die ungefdhr 6 cm
iiber dem Boden angebrachten Sitzstangen behindern die
Fortbewegung zusitzlich (Folsch 1981; Appleby et al. 1992;
Baxter 1994). Den Funktionskreisen des Nahrungserwerbs-,
Ruhe-, Nestbau-, Komfort-, und Sozialverhaltens wird in
ausgestalteten Kifighaltung vor allem ob der gro3en rdumlichen
Enge nicht Rechnung getragen. Daraus resultieren
Verhaltensanomalien wie das Feder- und Kloakenpicken durch
fehlende nahrungsbezogene Beschiftigung (Martin 1984 und
1990; Blockhuis 1986 und 1989; Baum 1995; Huber-Eicher und
Wechsler 1998; Huber-Eicher und Seb6 2001), Futterbaden als
Ersatz fiir das Sandbaden und eine erhohte Aggressions- und
Fluchtbereitschaft bedingt durch die rdumliche Enge und
fehlende oder ungeeignete Nestpliatze. Weiters begiinstigen die
Sitzstangen, die nur wenige Zentimeter iiber dem Boden
angebracht sind, das Bepicken der Kloake durch andere Hennen

(Moinard et al. 1998).

Die Europidische Union legt ab 1. Januar 2002 in ihrer
Richtlinie 1999/74/EG des Rates vom 19. Juli 1999 folgende
Mindestanforderungen zum Schutz von Legehennen in

ausgestalteten Kifigen fest:
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- Den Legehennen miissen mindestens 750 cm? Kéfigfliche je
Tier, davon 600 cm? nutzbare Flidche zur Verfiigung stehen.

- Die Kifighohe an jeder Stelle auBerhalb der nutzbaren
Flache muss mindestens 20 cm betragen.

- Die gesamte Kifigfliche darf nicht weniger als 2000 cm?
betragen.

- Jeder Kifig muss mit einem Nest, Einstreu, die das Picken
und Scharren ermdoglicht, geeigneten Vorrichtungen zum
Kiirzen der Krallen und Sitzstangen mit einem Platzangebot
von mindestens 15 cm je Henne ausgestattet sein.

- Es miissen ein uneingeschriankt nutzbarer Futtertrog, dessen
Léange mindestens 12 cm multipliziert mit der Zahl der im
Kifig befindlichen Hennen betrdgt, und eine der Gruppe
angemessene Trdnkvorrichtung vorhanden sein.

- Zur Erleichterung der Tierkontrolle, Kifigbeschickung und
Kiéfigraumung miissen die Ginge zwischen den Kifigreihen

mindestens 90 cm breit sein.

- Der Abstand zwischen dem Boden des Gebidudes und den

unteren Kéfigrethen muss mindestens 35 cm betragen.

3.5.3 Bodenhaltung

Zur Intensivierung der Produktion wurde die Bodenhaltung
entwickelt. Der Marktanteil der Eier aus Bodenhaltung liegt bei
etwa 10 %. An diese Haltungsform sind folgende Anspriiche zu

stellen, um die Tiergerechtheit zu gewihrleisten:
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- Nicht mehr als 5 Tiere pro m? um ausreichend Platz zur
Bewegung und Flucht sicher zu stellen.

- Bedeckung von  mindestens einem = Drittel der
Stallbodenfldche mit Stroh oder einem &@hnlichen Material
um den Hithnern eine weiche und warme Unterlage zu
schaffen in der sie auch scharren kénnen.

- Kotsammelplitze, vor allem unter den Sitzstangen.

- Mindestens ein Nest fiir 5 Tiere um Legehennen geniigend
Riickzugsmoglichkeiten bei der Eiablage zu bieten.

- Sitzstangen in unterschiedlichen Hohen, die allen Hiithnern
gleichzeitig Platz bieten.

- Ausreichend Tranken und Fressplitze.

- Ausreichend Tageslicht durch geniigend grofle Fenster.

Sind all diese Anforderungen erfiillt, ist von einer im
Wesentlichen tiergerechten Haltungsform zu sprechen. Die fiir
die Tiergesundheit und das Wohlbefinden bedeutende
Bewegung im Freien ist jedoch nicht moéglich. Werden diese
Anforderungen nicht erfiillt, oder treten Mingel wie zu hohe
Besatzdichten im  Stall, mangelnde Einstreu, Nester,
Sitzstangen, Trinken und Fresspldtze oder fehlendes Tageslicht
auf, resultieren erhebliche Einschrinkungen der
Bewegungsfreiheit, des Ruheverhaltens, des Komfortverhaltens
und des Nestverhaltens. Weiters kommt es, bedingt durch eine
zu hohe Besatzdichte zum gegenseitigen Bepicken, oder sogar

zum Kannibalismus, nicht tiergerechte Sitzstangen konnen
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FuBballengeschwiire zur Folge haben und das Risiko von
parasitiren Infektionen ist durch verschmutze Einstreu in

mangelhaft gefiihrten Betrieben sehr hoch.

Die Europidische Union legt ab 1. Januar 2002 in ihrer
Richtlinie 1999/74/EG des Rates vom 19. Juli 1999 folgende
Mindestanforderungen zum Schutz von Legehennen in der

Bodenhaltung fest:

- Die Besatzdichte darf nie mehr als 9 Legehennen pro m?
nutzbare Fldache betragen; eine Ausnahme sind Betriebe in
denen die nutzbare Fldche der verfiigbaren Fliche
entspricht. In solchen Fillen ist bis zum 31. Dezember 2011
eine Besatzdichte von 12 Tieren pro m?2 erlaubt.

- Pro Henne sind 250 cm? Einstreufldche vorzusehen.

- Der Einstreubereich muss mindestens ein Drittel der
Stallbodenfldche umfassen.

- Den Legehennen miissen Lingsfuttertroge von mindestens
10 cm Linge pro Tier oder Rundfuttertroge von mindestens
4 cm Lénge pro Tier und Rinnentrdnken von mindestens 2,5
cm Linge pro Tier oder Rundtrinken von mindestens 1 cm
Linge pro Tier, beziehungsweise eine Nippeltrinke oder
Trinknapf fiir jeweils 10 Hennen, zur Verfiigung stehen.

- Es muss mindestens ein Einzelnest fiir 7 Hennen

bereitgestellt werden.
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- Werden Gruppennester verwendet, so ist fiir maximal 120
Hennen mindestens 1 m? Nestfliche vorzusehen.

- Geeignete Sitzstangen ohne scharfe Kanten und mit einem
Platzangebot von mindestens 15 cm pro Henne sind so
anzuordnen, dass sie sich nicht iiber dem Einstreubereich
befinden und der horizontale Abstand zur nichsten
Sitzstange mindestens 30 cm, der zur Wand mindestens

20cm betrigt.

- Wie bei der Kifighaltung muss auch in dieser Haltungsform
der Boden so beschaffen sein, dass die nach vorne

gerichteten Krallen beider Stédnder nicht abrutschen kdnnen.
3.5.4 Volierenhaltung

Diese Haltungsform wurde vor allem in den letzten Jahren
vermehrt weiterentwickelt um eine wirtschaftlich tragbare und
dennoch tiergerechte Alternative zur Kéfighaltung zu bieten. Es
handelt sich bei dieser Haltungsform um eine Bodenhaltung auf
mehreren Ebenen. Es werden Futter- und Tridnkautomaten sowie
Scharrrdume in unterschiedlichen Hohen angebracht, wobei es
den Hithnern moglich ist, sich auf allen Ebenen frei zu
bewegen. Fiir die Beurteilung der Tiergerechtheit der
Volierenhaltung gelten die gleichen Prinzipien wie bei der
Bodenhaltung, da in dieser Haltungsform &hnliche Mingel
auftreten konnen. Werden die Stalleinrichtungen entsprechend

den Bediirfnissen der Tiere angelegt und wird die Besatzdichte
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nicht erhoht, ist die Volierenhaltung als im Wesentlichen
tiergerecht anzusehen. Bei guter Ausfiithrung, ist sie sogar

besser einzustufen als die Bodenhaltung.

Die Europidische Union legt ab 1. Januar 2002 in ihrer
Richtlinie 1999/74/EG des Rates vom 19. Juli 1999 folgende
Mindestanforderungen zum Schutz von Legehennen in der

Volierenhaltung fest:

Es gelten in dieser Haltungsform dieselben
Mindestanforderungen wie auch bei der Bodenhaltung. Dariiber
hinaus diirfen allerdings nur vier Ebenen iiber einander
angeordnet sein, diese aber so, dass kein Kot auf die darunter
liegenden Ebenen durchfallen kann; der Abstand zwischen den
Ebenen muss mindestens 45 cm lichte Hohe betragen. Weiters
miissen alle Fiitterungs- und Trinkeanlagen so verteilt sein,

dass alle Tiere gleichméBigen Zugang haben.

Sowohl bei Bodenhaltungs- als auch Volierenhaltungssystemen
in denen die Legehennen einen Auslauf ins Freie erhalten sind

folgende Mindestanforderungen vorgeschrieben:

-  Mehrere Auslaufoffnungen (mindestens 35 cm hoch und 40
cm breit) miissen unmittelbar Zugang nach aulen gewihren
und iiber die gesamte Linge des Gebdudes verteilt sein.

- Pro Gruppe von 1000 Hennen muss in jedem Fall eine

Offnung von insgesamt 2 m zur Verfiigung stehen.
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- Der Auslauf muss so beschaffen sein, dass er
Unterschlupfmoglichkeiten zum Schutz vor widrigen

Wetterbedingungen und Raubtieren bietet.

- Bei Bedarf miissen geeignete Trinken angeboten werden.
3.5.5 Okologische Gefliigelhaltung / Freilandhaltung

Diese Haltungsform ist als die der urspriinglichen Haltungsform
am dhnlichsten anzusehen. Artgerechte Auslaufhaltung, eine
leistungsfihige okologische Erzeugung und gesunde Tiere sind
die drei Ziele in der 6kologischen Gefliigelhaltung, bei der die
Hiihner sowohl im Stall (meist in einer Boden-, in seltenen
Fillen in einer Volierenhaltung) als auch tagsiiber im Auslauf
gehalten werden. Die rechtlichen Rahmenbedingungen werden
sowohl durch die EU, als auch von einzelnen Verbidnden (zum
Beispiel AGOL, BIOLAND, BIO SUISSE und ERNTE)

angegeben.

Seit 1999 wird die 0©kologische Hiihnerhaltung von der
Verordnung (EG) 1804/99 in allen europdischen Lidndern
einheitlich geregelt und beschreibt folgenden gesetzlichen

Mindeststandard an die Haltungsanforderungen:

- Den Hiithnern muss stets Auslauf gewédhrt werden, wenn die
klimatischen Bedingungen es erlauben.
- Soweit mdoglich, sollte der Auslauf mindestens wéahrend

eines Drittels der Lebenszeit frei zugidnglich sein.
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- Die Ausldufe miissen groBtenteils begriint sein und es sind
entsprechende Ruhezeiten zur Erholung der Vegetation
einzulegen.

- Dem Schutzbediirfnis der Hiihner ist durch Bidume und
Straucher Rechnung zu tragen.

- Es muss stindig freier Zugang zu Futtertrogen und Tranken
in ausreichender Menge bestehen.

- Die AuBlenflache pro Tier muss mindestens 4 m? betragen.

- Im Stall diirfen bei Legehennen 6 und bei Mastgefliigel 10
Tiere (bzw. 21 kg) pro m? nicht iiberschritten werden.

- Die Haltung in Kifigen ist nicht erlaubt.

- Erfolgt eine kiinstliche Zusatzbeleuchtung im Stall, ist eine
Lichtphase von 16 Stunden und eine Dunkelphase von 8
Stunden (ohne Unterbrechung) einzuhalten.

- Ein Drittel der Bodenflache muss aus einem festen, nicht
perforierten Untergrund bestehen und mit Einstreumaterial
versehen sein.

- In Legehennenstillen ist eine Kotgrube vorzusehen.

- Bei der Haltung von Legehennen sind allen Tieren
Sitzstangen zur Verfligung zu stellen.

- Als Verbindung zwischen Stall und Auslauf miissen je 100
m? Stallfliche Ein- und Ausgangsluken von insgesamt 4
laufenden Metern vorhanden sein.

- Die Obergrenze der Tierzahl je Gefliigelstall betrigt bei
Hiihnern 4800 Tiere und bei Legehennen 3000 Tiere.
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- Die maximale Gesamtstallfliche je Produktionseinheit bei

der Fleischerzeugung ist 1600 m?2.

Vergleicht man alle Haltungsformen im Lichte des
Tierschutzes, scheint die korrekt durchgefiihrte ©kologische
Gefliigelhaltung bzw. die Freilandhaltung die tiergerechteste zu
sein, da sie es den Hiihnern ermoglicht, ihr natiirliches
Verhalten mehr oder weniger uneingeschriankt auszuiiben. So
beobachtete Sewerin (2002), dass in der ausgestalteten
Kifighaltung im Vergleich zur Freilandhaltung die Dauer des
Sandbadens um etwa die Hilfte verkiirzt ist und bestimmte
Drehbewegungen gar nicht ausgefiihrt werden. Im Freiland wird
das Sandbaden im Durchschnitt von ungefihr 20 Tieren
gleichzeitig ausgefithrt, im ausgestalteten Kifig ist ein
gemeinsames Bad unter Schwierigkeiten maximal zwei Tieren
moglich, wihrend das Sandbaden in der konventionellen
Kifighaltung génzlich ausbleibt. Zusitzlich bestehen in
Haltungsformen mit beengten Platzverhiltnissen nur sehr
eingeschrinkte Maoglichkeiten zu synchronem Verhalten
gemeinsam mit den anderen Hennen, wie es unter naturnahen
Bedingungen in der alternativen Haltung vor allem beim
Sandbaden (Veestergaard 1981; Veestergaard et al. 1990;
Duncan et al. 1998), bei der Nahrungsaufnahme (Hughes 1971)
und der Gefiederpflege beobachtet werden kann. Auch dies hat
negative Auswirkungen auf das Sozialverhalten und resultiert

darin, dass Verhaltensstorungen, wie sie oft in der Boden- und
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Kifighaltung auftreten, in der Freilandhaltung wesentlich
seltener vorkommen (Folsch 1981; Staack und Knierim 2003).
Die Volierenhaltung stellt hingegen einerseits eine Alternative
zur Kifighaltung, andererseits einen Mittelweg zwischen
Boden- und Freilandhaltung dar und kommt dem Bestreben,

Hiihnerhaltungsformen artgerechter zu gestalten entgegen.

3.6 Stressoren

Der Begriff ,,Stress®, abgeleitet von dem englischen Wort
»Disstress®  (Qual, Erschopfung) stellt ein generelles
Reaktionsmuster auf eine erhohte Belastung dar. Diese
Belastungen werden als ,,Stressoren bezeichnet und gliedern
sich in physische und psychische sowie anthropogene und

natiirliche Stressoren.

Zu den physischen Stressoren gehoren physikalische Ursachen
(Hitze, Kilte, Zugluft, Larm und grelles Licht), chemische
Schadstoffe in der Luft (Ammoniak und Schwefelwasserstoff)
oder im Futter (Pestizide, Schwermetalle, Pilzbefall, Dioxine
u.s.w.), medizinische Stressoren durch Krankheiten oder

Parasitenbefall und Technopathien.

Psychische Stressoren treten iiberwiegend in unzureichenden

Haltungssystemen, vor allem in der Intensivhaltung auf und
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resultieren daraus, dass die Hihner in ihrem natiirlichen
Verhalten gestort sind. Es kommt zu einer gravierenden
Einschrankung des Nahrungsaufnahmeverhaltens, da die
Hiihner ihren Scharr- und Picktrieb nicht ausleben konnen, des
Fortbewegungsverhaltens durch enge Haltungsformen, des
Ruheverhaltens wenn es an Sitzstangen mangelt, des
Komfortverhaltens durch fehlende Mdoglichkeiten zum Sand-
und Sonnenbaden, des Nestverhaltens wenn es an Nestern zur
Eiablage fehlt (vor allem in der Kifighaltung) und des
Sozialverhaltens, da es in engen Haltungsformen zu einem
,»Crowding effect mit aggressiven Auseinandersetzungen wie

Federpicken, Kdampfen oder Kannibalismus kommt.

Vor allem Technopathien, Stressoren die durch mangelhafte
Haltungssysteme entstehen und psychische Stressoren zédhlen zu
den anthropogenen (vom Menschen verursachten) Stressoren.
Zu den natiirlichen Stressoren zdhlen wir Umwelteinfliisse wie

Attacken durch natiirliche Feinde oder Wetterumschwiinge.

3.7 Stressphysiologie

Stress ist die unspezifische Reaktion des Organismus auf jede
Herausforderung. Janos Selye beschrieb dieses Reaktionsmuster
bereits 1936 und betitelte es als das , Allgemeine

Adaptationssyndrom*“  (A.A.S. oder englisch: ,General
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Adaptation Syndrome®, G.A.S.), welches die Reaktion des
Korpers auf einen Stressor beschreibt. Das A.A.S. gliedert sich

in

1. die Alarmreaktion mit Schocksymptomen und deren

teilweiser Riickbildung in der Gegenschock-Phase,

2. die Resistenz- oder Widerstandsphase die durch
Eosinopenie, polymorphkernige Leukozytose,
thymolymphatische Involution und Anpassung der

Bindegewebsreaktion gekennzeichnet ist und

3. das Erschopfungsstadium, in dem die Kompensation des
Stresses nicht mehr moglich ist und es zu einem
todlichen  Zusammenbruch der Adaptation durch
Nebennierenrindenversagen als Folge von zu schwerem

oder lange andauerndem Stress kommt.

Die drei Symptome der Stress Trias (VergroBerung der
Nebennieren, Atrophie des lymphatischen Gewebes und
gastrointestinale Ulzera), die in Zusammenhang mit dem A.A.S.
auffillig sind, sind durch die Mobilisierung des sympathischen
Nervensystems bedingt und werden durch die Freisetzung von
Katecholaminen und die Aktivierung der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (hypothalamic-

pituitary-adrenal axis, HPA Achse) verursacht.
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Es kommt durch die Einwirkung eines Stressors zu einer
Kaskade an Ereignissen, die sowohl das neurogene als auch das

HPA System mit einbezieht (Abb. 2 und 3).
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Abb. 2
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Abb. 3
Stress — HPA Achse
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Eine zentrale Rolle spielt hierbei die Nebenniere, die nicht, wie
bei Sédugetieren in klar definierte Zonen aufgeteilt ist. Dennoch
ist die Nebenniere der Hiithner mit der der Sidugetiere
vergleichbar — kortikale Hormone werden von dem kortikalen
Gewebe, medullire Hormone von den Chromaffinzellen
ausgeschiittet. So schafft die Nebenniere durch ihre vielféltige
Kontrollfunktion eine Kooperation zwischen dem endokrinen -,
nervalen - und dem Immunsystem (Ganong 1963, Siegel 1985,

Hendricks et al. 1991).

Die Aktivierung des neurogenen Systems ist durch den Begriff
,Fight or Flight* (Cannon 1929) gepridgt und stellt einen
Versuch des Korpers dar, den Stressor zu vermeiden oder zu
bekdmpfen, nicht aber sich ihm anzupassen. Es kommt zu einer
vermehrten Ausschiittung von neurogenen Aminen
(Katecholaminen), ndmlich Noradrenalin (aus den
postganglionalen Nervenenden) und Adrenalin (aus den
Chromaffinzellen der Nebenniere), die vor allem auf das
kardiovaskuldre System wirken. Interessant in diesem
Zusammenhang ist, dass die Chromaffinzellen sowohl
Adrenalin als auch Noradrenalin enthalten. Allerdings werden
diese beiden Hormone in unterschiedlichen Zelltypen, deren
Proportion zu einander von Huhn zu Huhn verschieden ist,
produziert (Gosh 1980). Wird das sympathische Nervensystem
zum Beispiel durch Stress stimuliert, resultiert daraus eine

Ausschiittung von Katecholaminen aus den Chromaffinzellen.
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Ein schneller Anstieg des Blutdrucks und Hypervoldmie durch
eine  periphere = Vasokonstriktion, eine Erhohung des
Herzminutenvolumens, Muskeltonus, Blutzuckers (vor allem
durch Lipolyse und Glykogenolyse) und der Atemfrequenz sind
die Konsequenz (Downing und Bryden 2002), wobei die
Auspriagung der Katecholaminantwort nicht von der Schwere
des Stresses abhingt (Lahiri 1982). Diese Hormone werden als
Folge eines schiddlichen Stimulus binnen Sekunden in hohen

Konzentrationen ausgeschiittet.

Die Mobilisierung des neurogenen Systems schiitzt das Tier
indem sie vegetative und reproduktive Prozesse zu Gunsten der
Freisetzung von Energiereserven unterdriickt und die
Immunabwehr durch die Stimulierung der Adenyl Cyclase
Aktivitdit der Leber und den Anstieg der Antikorper stérkt
(Freeman und Manning 1976; Siegel 1980). Weiters resultiert
durch die Freisetzung der Katecholamine eine Stress induzierte
Analgesie, fiir die hauptsdchlich B - Endorphine aus dem Gehirn

und dem Nebennierenrindengewebe verantwortlich sind.

Bei linger andauerndem Stress spielt vor allem die Aktivierung
der HPA —Achse eine wesentliche Rolle. Sie beginnt mit der
Stimulation des Hypothalamus und einer subsequenten
Freisetzung des Corticotropin Releasing Factor (CRF), der die
Produktion des Hormons Adrenokortikotropin durch die

Adenohypophyse anregt. In der Folge kommt es in der
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Nebennierenrinde zur Bildung von Kortikosteroiden (CS), bei
Vogeln vor allem Kortikosteron. Diese bewirken neben
Veridnderungen des Glukose und Mineralmetabolismus auch die
mit Langzeitstress verbundenen Symptome wie kardiovaskulédre
Erkrankungen, Hypercholesterindmie, gastrointestinale Ulzera,

lymphatische Involutionen und Nephritis.

Doch auch akuter Stress fithrt zu einer deutlichen Erhohung des
Kortikosteron Spiegels. In diesem Zusammenhang wird
Kortikosteron als der primidre regulierende Faktor von
erfolgreichen physiologischen und verhaltenstechnischen
Stressantworten gewertet. Zum Beispiel fithrt Kortikosteron in
akuten Stresssituationen durch die Mobilisierung von Glukose
durch Proteinabbau und Glukoneogenese zur Erhohung des

Blutzuckerspiegels (Romero 2004).

Ein weiteres Merkmal der Kortikosteron Sekretion ist, dass sie
diskontinuierlich ist. Zusétzlich zu der basalen Freisetzung
erfolgt eine episodische Freisetzung - es kommt zu
voriibergehenden Sekretionsschiiben, die sich in
unregelméBigen Zeitintervallen wiederholen (Docke 1994;
Ladewig 1994). Diese episodenweise Ausschiittung des
Kortikosterons wird beim Gefliigel zusétzlich von einer
zirkadianen Rhythmik iiberlagert (Beuving und Vonder 1977;
Wilson et al. 1982; Kovacs und Peczely 1983). In diesem

Zusammenhang wurde bei Wachteln, Legehithnern und Tauben



Gyiméthy — Willmann Ilse Maria - PhD Arbeit - Neue Methode zum Nachweis von Kortikosteron im 50
Ei und Erfassung von Kortikosteron im Eigelb und Blutplasma

ein deutlicher Tagesrhythmus nachgewiesen, obwohl die
Funktion desselben nach wie vor unklar bleibt (Beuving und
Vonder 1977; Hohn 1983; Harvey et al. 1986; Breuner et al.
1999).

Hinzu kommt, dass die Kortikosteron Freisetzung groB3en
Schwankungen sowohl zwischen einzelnen Individuen in
derselben Stresssituation als auch zwischen verschiedenen
Stresssituationen unterliegt. So zeigen manche Individuen als
Reaktion auf einen Stressor nur einen minimalen Kortikosteron
Anstieg wihrend andere auf denselben Stressor mit einer
deutlichen Erhohung des Kortikosteronspiegels reagieren.
Individuelle Kortikosteron Reaktionen sind in der Regel aber
konstant. Es wird daher vermutet, dass die adrenokortikale
Empfindlichkeit und in Folge auch die Hohe der Kortikosteron
Ausschiittung genetisch bedingt sind, wie bereits im Falle der
Japanischen Wachtel nachgewiesen (Satterlee und Jones 2004).
Variationen in der Kortikosteron Antwort mogen aber dennoch
auch von physischen und metabolischen Parametern wie dem
Gesundheitszustand, oder bei psychischen Stressoren von der
individuellen Einschidtzung der Situation abhingen (Cockrem

2004).

Bei Vogeln sind 80 - 90% der zirkulierenden CS an
Corticosteroid Binding Globuline (CBG) gebunden wobei nur

ungebundene CS die Zellmembran durchdringen und ihre
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Wirkung entfalten konnen. Siegel (1995) beschreibt in diesem
Zusammenhang einen Kontrollmechanismus: Es wird vermutet,
dass CBG im Plasma sowohl die Verfiigbarkeit als auch die
Halbwertzeit der CS reguliert und als ,Feinregulator® der
Kortikosteron Wirkung dient (Breuner 2004; Lynn et al. 2004).
So hemmen hohe Kortikosteroidblutspiegel die Synthese von
CBG in der Leber und erhdhen auf diese Weise ihre Wirkung
auf den Organismus (Robinzon 1990). Weiters haben
gebundene CS mit 90 Minuten eine wesentlich hohere
Halbwertzeit als ungebundene CS, die eine Halbwertzeit von

nur 7,5 Minuten aufweisen.

Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass die Hypophyse
der Vogel nur in geringem MaBe der Kontrolle des
Hypothalamus unterworfen ist und die Nebenniere selbst der
Kontrolle der Hypophyse teilweise entzogen ist und autonom
agiert. Weiters sind basale Kortikosteroidspiegel nicht von der
Verbindung zwischen den verschiedenen anatomischen Teilen
der HPA Achse abhingig. So sind auch extra-hypophysire
Gebiete des Gehirns und avidre Leukozyten fiir die Produktion
von ACTH und ACTH-dhnlichen Substanzen verantwortlich
(Siegel 1995).

Wird ein Tier gestresst, so werden die CS-Rezeptoren im
Hypothalamus vermehrt gebunden und es kommt zu einer

Unterdriickung der CRF Freisetzung durch negativen Feedback.
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Dies ldsst schlieBen, dass die Verdnderungen der Endorgane,
wie der Anstieg des Heterophil/Lymphozyten Verhiltnisses
oder die Atrophie des lymphatischen Gewebes bedingt durch
die lympholytischen Effekte des ACTH, Indikatoren fiir
chronischen Stress, die Konzentration von CS und
Katecholaminen im Plasma aber Parameter fiir akuten Stress

darstellen.

Dauert der Stress an, sinken die hohen CS-Spiegel die durch die
Stressoren erzeugt wurden. So nehmen sowohl die basalen als
auch die akuten Stress induzierten CS-Spiegel bei Tieren, die
einem chronischen Stress Paradigma ausgesetzt wurden ab,
obwohl die chronischen Stressoren prisent sind und erreichen
einige Wochen nach Beseitigung der chronischen Stressoren

wieder den Normalwert (Cyr und Romero 2004).

Die vor allem durch Kortikosteron regulierten physiologischen
Verdnderungen und Verhaltensdnderungen, die durch akuten
Stress  ausgeldost  werden, konnen helfen, bedrohliche
Situationen zu iiberwinden (Romero 2004). Wenn Stress
allerdings andauert und chronisch wird, belasten die daraus
folgenden Effekte auf den Energiemetabolismus und die Stress

bedingte Immunsuppression den Organismus nachteilig.

CS fiihren zu einer Glukoneogenese aus labilem Protein und
erhohen so den Glukose Spiegel im Plasma (Siegel 1995) und

bewirken einen Anstieg von non protein nitrogen (NPN), einen
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verminderten Einbau von Glukose — Kohlenstoff in Proteine
(Brown et al. 1958; Nagra und Meyer 1963), die vermehrte
Exkretion von Harnsdure (Halliday et al. 1977; Siegel und van
Kampen 1984), eine erhohte Synthese von Fettsduren sowie
eine Steigerung des Verhiltnisses von gesittigten zu
ungesittigten Fettsduren (Nagra und Meyer 1963), einen Abbau
von Muskelprotein zu Gunsten der Fetteinlagerung (Nagra und
Meyer 1963; Bartov et al. 1980; Siegel und van Kampen 1984)
und eine Storung des Kalziumstoffwechsels, die in Jungtieren
die Kalzifikation des Skeletts hemmt und in adulten Hiihnern zu

Osteoporose fiihrt.

Generell ist weiters zu sagen, dass Hiihner, die gravierendem
Stress ausgesetzt waren, ihr optimales Gewicht am Ende der
Wachstumsperiode nicht erreichen obwohl sie versuchen,
Gewichtsverluste durch verstirkte Nahrungsaufnahme zu
kompensieren.  Dies  resultiert aus der reduzierten
Leistungsfiahigkeit des Gastrointestinaltraktes, die auf die
erhohte Wasseraufnahme bedingt durch die vermehrte
Harnsdurebildung und den hoheren Harnfluss (Siegel und van
Kampen 1984, Elrom 2000) zuriickzufiihren ist und aus der

vermehrten Fettablagerung (Siegel und van Kampen 1984).

Chronischer Stress geht im Gegensatz zu akutem Stress mit
einer deutlichen Immunsuppression einher: lang anhaltende

oder wiederholt auftretende hohe CS-Spiegel im Blut bewirken
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die Reduktion der zirkulierenden Lymphozyten, den Anstieg
der heterophilen Granulozyten sowie resultierend den Anstieg
des Heterophil/Lymphozyten Verhiltnisses, Thymus Involution,
Atrophie von Milz und peripheren Lymphknoten sowie eine
eingeschrinkte Immunantwort (Elrom 2000). Es kommt zu einer
Abnahme der Antikérper und der zellmediierten Immunitét
sowie zu einer Einschriankung der Makrophagenwanderung und
Hemmung der Phagozytose durch CS. Die Unterdriickung der
Makrophagenfunktion ist einerseits auf die Blockade der fiir die
Phagozytose notwendigen Enzyme und andererseits durch die
Hemmung der Sekretion der fiir die T-Zell — Makrophagen
Interaktionen notwendigen Interleukine (IL) zuriickzufiihren
(Siegel 1995). Vor allem IL2, ein Zytokin der T- und Natural
Killer Zellen (NK), wird wiahrend einer Stressbelastung
unterdriickt (Siegel 1995; Tizard 1996). Die Aufgabe des IL2
ist es, die Immunaktivitdt durch Forderung der T-Zell Teilung
und Induktion der Ausschiittung von Mediatoren wie Interferon
3 (IFN B3) (der potenteste Faktor bei der
Makrophagenaktivierung und Steuerung des Effekts der MHC II
Molekiile auf Gewebezellen) zu stirken. Auch bewirkt IL2 die
Teilung und das Wachstum von B-Zellen und induziert die
Monozyten und NK Zellen Aktivierung (Roitt et al. 1996;
Blood und Studdert 1999).

Um die negativen Auswirkungen von Stress und CS zu

vermindern, wurde zunidchst bei Wachteln versucht, Linien zu
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ziichten, die eine niedrigere adrenokortikale Sensibilitit
aufweisen. Die Selektion auf , LS (Low Stress) Tiere*
resultierte in Individuen, die eine nicht-spezifische Reduktion
der Stressantwort auf diverse Stressoren sowie fehlende
Kortikosteron Sensibilitit aufweisen. Sie zeigen vermindertes
Angstverhalten, ausgeprédgteres Sozialverhalten, weniger
Instabilitit in ihrer Entwicklung und hohere Korpermassen

sowie frithere sexuelle Reife (Satterlee und Jones 2004).

3.8 Stressparameter und Methoden des

Stressnachweises

Als Folge von Stress treten bei Hithnern Verhaltensdnderungen
sowie physiologische und pathologische Veridnderungen auf.
Diese Verdnderungen bezeichnet man als Stressparameter. Sie
bezeichnen quantifizierbare GroBfen, die in Kombination zur
Messung der Stressbelastung verwendet werden konnen

(Stephens 1980; Gross und Siegel 1993).
3.8.1. Verhaltensdinderungen und -storungen
® durch das Haltungssystem

Werden Hithner in einem ihrer Verhaltensfunktionskreise stark
beeintrachtigt, fithrt dies zumeist zu Stress bedingten

Anderungen oder Storungen in ihrem Verhalten. Eine
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Einschrinkung des Nahrungsaufnahmeverhaltens wie sie in
Haltungssystemen ohne Stroh und Einstreu oder durch
monotones Futter entsteht, fiihrt zu einem Ersatzscharren in der
Futterrinne und Feder-, Kloaken- und Zehenpicken sowie
Picken gegen Gitter oder andere Gegenstinde (fehlgeleitetes
Objektpicken), da die Hiihner ihren Scharr- und Picktrieb nicht
ausleben  konnen.  Andauernde  Reizarmut kann in
Kannibalismus resultieren. Auch die Beeintrachtigung des
Sozialverhaltens in engen Haltungsformen in denen es zu einem
»crowding effect® kommt geht mit aggressiven
Auseinandersetzungen wie Federpicken, Kiampfen oder

Kannibalismus einher (Folsch 1981).

Eine Einschriankung des Fortbewegungsverhaltens durch enge
Haltungsformen fiihrt zu einer Serie von Verhaltensstorungen,
die vor allem in der Kifighaltung beobachtet werden. Diese
beinhalten das Wenden um 180° beim Umhergehen, das Halten
des Kopfes durch das Kifiggitter, Gitterlaufen, Dringeln,
rotierendes Geschiebe (ein Huhn wird vom anderen weiter

geschoben) und Wandlaufen.

Eine Storung des Ruheverhaltens durch mangelnde Sitzstangen
und des Komfortverhaltens durch die fehlenden Moglichkeiten
zum Sand- und Sonnenbaden fithren zu Pseudo - Sandbaden auf

dem Boden und Sandbaden in der Futterrinne.
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Wird das Nestverhalten beeintrdachtigt wenn es (zum Beispiel)
an Nestern zur Eiablage fehlt, kommt es zu einer verldngerten
Nestplatzsuche, einem leeren Nestscharren und nervosem
Gackern (Sambraus 1978; Bogner und Grauvogl 1984;
Kreienbrock et al. 2003; Staack und Knierim 2003).

° durch die Umwelt

Existiert eine fehlende Harmonie zwischen Huhn und Umwelt,
resultiert daraus vor allem Angst - ein psychischer Stress, der
sich  generell durch  Panikattacken, Schreckhaftigkeit
(,,Gefliigelhysterie®“), Polypnoe und Aggression &duBert. Als
Folge solcher Reaktionen werden Federverlust, Entziindungen,
Abszesse, Hautverinderungen, Gelenksluxationen und

Knochenbriiche beobachtet.

Auch bewirkt diese Imbalanz einen physischen Stress, der sich
ebenfalls in Verhaltensinderungen manifestiert. So kommt es
zum Beispiel bei Hitzestress zu Polypnoe, bei Kiltestress zu
Dringeln und durch zu grelles Licht zu vermehrtem
Aggressionsverhalten (Sambraus 1978; Bogner und Grauvogl

1984; Nixey 1994; Sherwin 1998).
3.8.2. Physiologische Stressparameter

Wihrend Verhaltensindikatoren meist als qualitative Parameter
zur Erfassung der Stressbelastung herangezogen werden, bieten

physiologische Indikatoren quantitative Messdaten. Wir
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unterscheiden  in  diesem  Zusammenhang im  Blut
hdmatologische, immunologische, blutchemische und
hormonelle Parameter sowie Veridnderungen in der tonischen

Immobilitit und Produktionsleistung.
3.8.2.1. Himatologische Parameter
Rote Blutkorperchen

Die Evaluierung der avidren Erythrozyten beinhaltet die
Bestimmung des  Hadmatokrit, der  Erythrozytenzahl,
Himoglobinkonzentration, Retikulozytenzahl,
Erythtozytenmorphologie und der Berechnung des Mean
Corpuscular Volume (MCV). Alle konnen Indikatoren fiir
Stress verursachende Krankheitsbilder darstellen (Campbell
1995; Altan et al. 2000). Eine Thrombozytopenie kann sowohl
auf einen schweren Blutverlust (bedingt durch Kémpfe,
Kannibalismus oder Technopathien) als auch auf eine
Septikdmie hinweisen (Campbell 1995). Bei akutem Stress
hingegen, kommt es zu einem Anstieg der Thrombozytenzahl

(Docke 1994).
H/L Verhdiltnis

Die Freisetzung von Glukokortikoiden, bei Hiihnern zum
Grofteil Kortikosteron, in Stresssituationen hat einen direkten
Einfluss auf das lymphatische Gewebe und somit auf das

Differentialblutbild. So fithren vor allem ldngere und hiufige
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hohe Kortikosteronwerte im Blut zu einer Reduktion der
zirkulierenden Lymphozyten und zu einem Anstieg der
heterophilen Granulozyten sowie zu einer generellen Reduktion
der Immunkompetenz (Elrom 2000). Diese Verdnderung des
Verhiltnisses von Lymphozyten zu Heterophilen scheint in
einer linearen Beziehung zu dem Kortikosterongehalt im Blut
zu stehen (Gross und Siegel 1983) und bietet einen weiteren

Parameter zur Messung der Stressbelastung.

Sowohl psychologische als auch physische Stressoren wie
Fasten, sozialer Stress, Wasserentzug, extrem hohe oder
niedrige Temperaturen und Beengung haben in einigen Studien
nachweislich zu einer Erhohung des H/L Verhiltnisses gefiihrt
(Wolford und Ringer 1962; Gross und Chickering 1987;
Beuving et al. 1989; Jones 1989; Cravener et al. 1992; Hacking
et al. 1993; Bishop und Dhaliwal 1994; Altan et al. 2000; El-
Lethey et al. 2000). Auch eine iatrogene Verabreichung von
ACTH oder Kortikosteron in diversen Versuchsreihen fithren zu
einer Erhohung des H/L Verhiltnisses (Puvapolpirod und
Thaxton 2000; El-Lethey et al. 2003). Referenzwerte fiir die
Erfassung der Stressbelastung anhand des H/L Verhiltnisses
sind in Tab. 1 aufgefiihrt.

Dennoch ist ein limitierender Faktor dieses Stressparameters,
dass das H/L Verhiltnis nicht notwendigerweise wihrend einer

lang andauernden Stressperiode aufrechterhalten wird (Gross
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und Siegel 1983; Gross und Siegel 1986; Katanbaf et al. 1988;
Maxwell et al. 1990; Zuidhof et al. 1995). Ein weiterer Nachteil
ist, dass das H/L Verhiltnis sich nicht zur Erfassung von
akutem Stress eignet, da sich eine Heteropenie und Basophilie
entwickelt (Saleh und Jaksch 1977; Eder 1987; Maxwell et al.
1992; Mitchell et al. 1992; Maxwell 1993; Maxwell und
Robertson 1998).

Tab. 1

Referenzwerte fiir das H/L Verhiltnis als MaB fir die

Stressbelastung nach Gross und Siegel (1993)

Stressgrad H/L Verhéltnis
Geringgradig 0,2-0,3

Optimal 0,5

Erhoht 0,6

Hinweis auf Erkrankung >1,3

Das H/L Verhiltnis normalisiert sich etwa zwei Tage nach
Ausschalten der Stresseinwirkung (Gross 1989; Gross und

Siegel 1993).
3.8.2.2. Immunologische Parameter

Unter chronischer Stresseinwirkung kommt es, wie bereits
beschrieben, zu einer Immunsuppression. Infolge dessen scheint

die Fihigkeit der Hithner Antikorper zu bilden ein geeigneter
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Parameter zu sein (Thaxton und Siegel 1972; Lolinger et al.
1980). So belegen gezielte Studien von Lolinger et al. (1980),
Hester et al. (1996), Boa-Amponsem et al. (2000), El-Lethey
(2000) und Erhard et al. (2000), dass sowohl schlechte
Hygienebedingungen als auch Stresssituationen einen negativen
Effekt auf die humorale Immunantwort und Antikérperbildung
haben. Was die zellulire Immunitidt betrifft, so fiithrt die
iatrogene Verabreichung von Kortikosteron im Futter in der
Studie von El-Lethey (2003) nachweislich zu einer profunden
Unterdriickung. Dennoch ist die Analyse der Immunantwort auf
ein einziges Antigen als Stressparameter vorsichtig zu
bewerten, da neue Studien vermuten lassen, dass
Immunreaktionen einem  strikten  Antigen abhédngigem

Mechanismus unterliegen (El-Lethey 2003).
3.8.2.3. Blutchemische Parameter
Total Protein

Sowohl eine Dehydratation als auch eine verstirkte katabole
Leistung der Leber, wie sie in Stresssituationen beobachtet
wird, konnen zu einem Anstieg des Total Proteins fiihren
(Losing 1980). Ehinger und Gschwindt (1981) fiihren die
Erhohung des Gesamteiweiles auf Belastungssituationen
zuriick und auch eine iatrogene Verabreichung von ACTH fiihrt
zu der fiir Stress typischen Erhohung des Total Proteins (Siegel
1995; Puvadolpirod und Thaxton 2000).
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Glukose

Der Blutglukosewert wird zwar oft als Stressparameter
herangezogen, da die Aufrechterhaltung des
Blutglukosespiegels fiir Kérperfunktionen entscheidend ist und
Regulationsmechansimen unter anderem auch der Ausschiittung
von ,,Stresshormonen® unterliegen (Puvadolpirod und Thaxton
2000), stellt aber nur begrenzt einen geeigneten Indikator fiir
Stressbelastung dar. So stellen Ehinger und Gschwindt (1981)
mit zunehmender Transportdauer eine Hyperglykamie fest,
wihrend Freeman (1984) eine Hypoglykdmie beobachtet und
Warris et al. (1993) keine signifikanten Verdnderungen der

Glukose bemerken.

Verwendet man Glukose als Stressparameter, ist der Zeitraum
zwischen Belastung und Messung entscheidend fiir die
Ergebnisse. Der Glukosespiegel steigt bereits 5-10 Minuten
nach Einsetzen des Stressors an und féllt innerhalb von 2

Stunden wieder ab (Broom und Knowles 1989).

Als weitere blutchemische Stressindikatoren, die allerdings
selten verwendet werden, gelten Harnstoff und Harnsiure,
Kalium, Natrium und Kalzium, Enzyme wie Creatin Kinase
(CK), Aspartat Transaminase (AST), Laktat Dehydrogenase und
Alkalische Phosphatase (AP) sowie Cholesterin, Triglyzeride
und High Density Lipoproteine (HDL).
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3.8.2.4. Hormonelle Parameter
Katecholamine

Neurogene Amine wie Adrenalin und Noradrenalin werden vor
allem in akuten Stresssituationen vom Nierenmark freigesetzt
und dienen als ,Starter* fiir all jene physiologischen
Mechanismen die zur Uberwindung einer lebensbedrohlichen
Situation  notwendig sind (Fight or  Flight). Der
Katecholaminblutspiegel steigt rasch, meist schon wihrend der
Blutabnahme an und féllt ebenso schnell wieder ab — er ist
daher in den meisten Versuchsanordnungen kein geeigneter
Parameter fiir das Ausmaf} der Stressantwort., kann aber durch
Enzyme Immunoassay (EIA) bestimmt werden. Indirekte
Anzeichen einer erhohten Katecholaminfreisetzung bieten
allerdings messbare Daten, die als Indikatoren fiir Stress
herangezogen werden kdnnen, und beinhalten einen Anstieg der
Korpertemperatur durch periphere Vasokonstriktion, Erhohung
des Blutdrucks, der Herz- und Atemfrequenz und Anstieg der
Blutglukosespiegel durch den Abbau von
Leberglykogenreserven (Freeman 1985; Wittmann 1994; Elrom
2000). Downing und Bryden (2002) versuchten in einer Studie
eine nicht invasive Methode des Stressnachweises durch die
Messung von Katecholaminen im Eiklar mittels HPLC und

elektrochemischer Analyse zu entwickeln, kamen aber zu dem
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Schluss, dass dieser Parameter als nicht invasiver

Stressindikator ungeeignet ist.
Kortikosteroide (CS)

Kortikosteron ist bei Hiihnern das wichtigste Steroid der
Nebennieren. Andere Glukokortikoide, wie zum Beispiel
Kortisol, konnen nur in geringen Mengen nachgewiesen
werden. Die Referenzbereiche fiir den Plasmakortikosteronwert
liegen zwischen 0,4ng/ml (Broom 1990), 0,6ng/ml
(Puvadolpirod und Thaxton 2000) und 1-3pg/ml (Hummel
2000). Die Verwendung des Plasmakortikosteronwertes als
Stressindikator und seine Quantifizierung mittels Enzyme
Immunoassay (EIA) (Dehnhard et al. 2003) oder Radio
Immunoassay (Puvadolpirod und Thaxton 2000) wird zur Zeit
durch nicht invasive Messtechniken, die Sammelproben
darstellen ersetzt, da Kortikosteronwerte im Blut starken
Schwankungen unterliegen (Beuving und Vonder 1977; Hohn
1983; Harvey et al. 1986; Docke 1994; Ladewig 1994),
multifaktoriell, zum Beispiel auch durch die Blutabnahme
selbst (Beuving 1980; Craig und Adams 1984; Kratsch et al.
1986 und Lagadic et al. 1990), beeinflussbar sind und iiber
einen ldngeren Zeitraum nicht aufrecht erhalten werden kénnen
(Docke 1994; Puvadolpirod und Thaxton 2000). Alternativen zu
der invasiven Messung des Kortikosterons im Blutplasma sind

bei Hithnern die nicht invasive Messung im Kot mittels High
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Performance Liquid Chromatography (HPLC) und EIA (Palme
und Mostl 1997; Mostl und Palme 2002, Carere et al. 2003;
Dehnhard et al. 2003) oder RIA (Wasser et al. 2000) sowie im
Ei bzw. Eigelb mittels Radioaktivitit (Palme et al. 2004), RIA
(Downing und Bryden 2002) oder der durch den Autor neu
entwickelten Methode basierend auf Fliissigchromatographie

und Tandem Massenspektrometrie (HPLC-MS/MS).
3.8.2.5. Tonische Immobilitdt (TI)

Dies ist ein relativ simpler Stressparameter, der oft
herangezogen wird um die Stressbelastung zu evaluieren. Die
TI wird induziert, in dem das Huhn auf den Riicken gelegt und
45 Sekunden in dieser Position fixiert wird. Die Dauer der TI
und die Zeit, die das Huhn bené6tigt um sich aufzurichten sowie
die Anzahl der Versuche die bendétigt werden um eine TI
hervorzurufen werden bewertet (El-Lethey et al. 2000). Hiithner,
die durch fehlende Einstreu oder monotone Fiitterung in ihrem
Verhalten eingeschrinkt und gestresst sind, zeigen in den
Studien von Gallup (1979) und El-Lethey et al. (2000 und
2003) eine signifikant ldngere TI als nicht gestresste Hiihner.
So kann die Dauer der TI als sensitiver Verhaltensindikator fiir

Stress bei Hithnern angesehen werden.
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3.8.2.6. Verinderungen der Produktionsleistung

Diese beinhalten Parameter wie Eiproduktion, Eigewicht,
Futteraufnahme und —verwertung sowie Gewichtszunahmen und

Korpergewicht.

Hughes (1975), Koelkebeck und Cain (1984), Cunningham
(1988) wund Appleby (1995) beobachteten in diesem
Zusammenhang eine verringerte Legeleistung bei Hiihnern die
durch enge Haltungsformen eine Stressbelastung erfuhren.
Weiters liegt die Legeleistung bei Hithnern, die einen Auslauf
zu Verfligung haben in der Studie von Roth (2004) um 3,5%
iiber der Legeleistung von Hithnern ohne Auslauf. Das
Eigewicht hingegen, ist sowohl Rasse- als auch Stress
abhdngig. So  bewirkt Stress bedingt durch enge
Haltungsformen in einigen Rassen vor allem bei jlingeren
Tieren eine signifikante Reduktion des Eigewichts, wihrend
andere Rassen davon unbeschadet bleiben (Bishop und Purling

1993; Bishop und Dhaliwal 1994).

Auch die Futteraufnahme nimmt in Stresssituationen ab
(Hughes 1975; Bishop und Dhaliwal 1994) und wird oft auf die
Reduktion der Legeleistung zuriickgefiihrt. Doch existieren
auch Studien, die einen Stress bedingten Anstieg der

Futteraufnahme beobachteten (Siegel und van Kampen 1984).
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Die Gewichtszunahme und das Korpergewicht sind die am
hédufigsten herangezogenen leistungsbezogenen
Stressparameter, wobei vor allem das AusmalBl eines
Gewichtsverlusts als Indiz fiir das Wohlbefinden der Hiihner
dient (Warris 1996). Da es in Stresssituationen zu einer
reduzierten Leistungsfihigkeit des Gastrointestinaltraktes
bedingt durch die vermehrte Harnsdurebildung und die
resultierende Polydypsie kommt (Siegel und van Kampen 1984)
und Stress im Allgemeinen katabole Mechanismen bewirkt,
fihrt eine Stressbelastung zu einem Gewichtsverlust bzw.
langsamerem Wachstum (Puvadolpirod und Thaxton 2000).
Dennoch  werden  die  Gewichtszunahmen und  das
Korpergewicht durch eine Vielfalt von Faktoren beeinflusst. So
sind zum Beispiel in den Studien von Tauson und Holm (2001)
und Weber et al. (2003) die Gewichtszunahmen umso geringer,
je groBer der zur Verfiigung stehende Platz und damit die

Bewegungsmoglichkeiten sind.
3.8.3. Pathologische Stressparameter
3.8.3.1. Mortalitdt

Es ist bekannt, dass Stress und die daraus resultierende
Immunsuppression zu einer vermehrten Krankheitsanfélligkeit
fiihren. Weiters kann es durch Technopathien oder aggressive
Auseinandersetzungen in unzureichenden Haltungsformen zu

Verletzungen und Frakturen mit Todesfolge kommen (Weber et
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al. 2003). So 1ist zum Beispiel die Mortalitdtsrate in
konventionellen Kéfigen hoher als die in ausgestalteten Kifigen
(Abrahamsson et al. 1996; Tauson und Holm 2001; Tauson
2002).

3.8.3.2. Pathologische Verdinderungen

Frakturen und Verletzungen stellen vor allem in der
konventionellen Kifighaltung die hdufigste Todesursache dar
und sind eine Folge herabgesetzter Knochenfestigkeit
(Leyendecker et al. 2002). Diese resultiert zum einen aus der
mangelnden Bewegungsmoglichkeit im Kéfig bedingt durch die
hohe Besatzdichte und dem Mangel an Sitzstangen (Hughes und
Appleby 1989; Norgaard-Nielsen 1990; Tauson und
Abrahamsson 1994; Abrahamsson und Tauson 1997; Moinard et
al. 1998), zum anderen aus der vermehrten Ausschiittung von
Kortikosteron, welches die Kalzifikation des Skeletts hemmt
und bei erwachsenen Tieren zu Osteoporose fithrt (Docke

1994).

Weitere Folgen der reduzierten korperlichen Aktivitdt sind ein
verringertes Herzgewicht und die Reduktion der GroBe des

Muskelmagens (Gaudlitz 1971).

Organverdnderungen in der Nebenniere der Vogel stehen in
Zusammenhang mit der Art des Stresses. So kommt es bei

akutem Stress zu einer Kortikosteronsynthese und —sekretion
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sowie zu einer Lipoidentspeicherung des Interrenalkorpers
(Hummel 2000), bei chronischem Stress zu einer Vergroflerung
der Nebennieren mit knotigen Hyperplasien (Siegel 1960 und
1995), und im Stadium der Erschopfung zu bilateralen
Blutungen und Infarzerierung des Interrenalkdrpers (Dammrich

1991).

Die VergroBerung und Gewichtsvermehrung der Leber ist auf
die Kortikosteron induzierte Fettakkumulation zurickzufiihren,
da bei Hithnern die Fettsdurensynthese vor allem in der Leber

stattfindet (Leveille 1969; Puvadolpirod und Thaxton 2000).

Die quergestreifte Muskulatur hingegen reagiert auf die Eiweil3
katabole Wirkung des Kortikosterons mit einem Eiweilabbau
und einer konkomitanten interstitiellen Lipomatose (Dammrich

1991 und Siegel 1995).
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4. Material und Methode

4.1 Beschreibung der Hennen

Die Legehennen wurden in dem zur Westungarischen
Universitét, Fakultit fiir Landwirtschafts- und
Lebensmittelwissenschaften, Institut fiir Tierzucht gehdrenden
Zuchtbetrieb in Mosonmagyarévar gehalten. Als
Untersuchungsmaterial wurden Tiere der Rasse ,,Gelbes
ungarisches Huhn“ (Mosonmagyarévar, Ungarn) verwendet.
Diese Hennen befanden sich gemeinsam als einheitliche Herde
bestehend aus insgesamt 6000 Hiihnern bis zur 10. Woche in
einem Aufzuchtstall in einer Besatzdichte von 12 Tieren/m? und
ab der 11. Woche in einem Nachzuchtstall der der
Freilandhaltung gleicht. Von der 11. bis zur 26. Lebenswoche
wurden sie in einer Herde bestehend aus 1408 Tieren (1280
Hennen und 128 Hihne) in 32 Gruppen zu je 40 Hennen und 4
Hihnen in einer Besatzdichte von 1,2 Tieren/m? gehalten. Nach
einer weiteren Selektion in der 26. Woche verringerte sich die
HerdengroBe auf 544 Tiere (480 Hennen und 64 Hihne), die
wiederum in 32 Gruppen zu diesmal je 15 Hennen und 2
Hihnen (Geschwister) in einer Besatzdichte von 0,48 Tieren/m?

gehalten wurden.
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Im Alter von 45 Wochen wurden diese Hennen auf zwei
unterschiedliche Haltungssysteme verteilt. Fiir den Versuch
wurden 20 Hennen in die Kifige, 20 Hennen in die naturnahe
Freilandhaltung eingestallt. An keiner der Hennen wurden
Eingriffe wie zum Beispiel das Touchieren der Schnibel oder
Stutzen der Fliigel vorgenommen. Alle Hithner waren mit einem
Fliigelclip gekennzeichnet. Das Impfprogamm bis zur
Einstallung der Hennen umfasste Impfungen gemil
Herstellerangabe. Am ersten Tag wurden die Kiiken gegen die
Mareksche  Krankheit (Nobilis, RISMAVAC+CA 126,
Lebendimpfstoff, Intervet GmbH), in der 2. und 4. Woche
gegen Gumboro (Nobilis, GUMBORO D78, Lebendimpfstoff,
Intervet GmbH), zwischen der 3. und 5. Woche gegen
Newcastle Disease (Vitapest), in der 10. Woche gegen
Newcastle Disease und Infektiose Bronchitis (Nobilis,
MAS5+CLONE 30, Lebendimpfstoff, Intervet GmbH) und in der
37. Woche mit einem Kombinationsimpfstoff gegen Infektidse
Bronchitis, Gumboro, Newcastle Disease, Egg Drop Syndrome
(Nobilis, IB+G+ND+EDS, Lebendimpfstoff, Intervet GmbH),
Pocken und Diphtherie (Ovo-Diphtherin Forte,

Lebendimpfstoff, Intervet Int.) vakziniert.

Alle Legehennen erhielten dasselbe Kraftfuttermittel mit
Weizen ab libitum. Der Legezeitraum erstreckte sich von

Oktober 2003 bis Juni 2004 iber 9 Monate.
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Es waren in keiner der Dbeiden Haltungssysteme

Schiddlingsbekdmpfungsmalnahmen von Noten.

4.2 Beschreibung der Kifighaltung

Die Kifigbatterien des Typs ,HTK KHUNE*
(Mosonmagyardovar) waren ein etagig und fiinfreihig (4 Kifige
pro Reihe) angeordnet. In einem Kifig wurde je eine Henne
gehalten, jeder Henne standen 2250 cm? zur Verfiigung. Das
Stallklima wurde mittels natiirlicher Liiftung reguliert. Die
Beleuchtung war ebenfalls natiirlich (gesamte Fensterfldache:
5,4 m?), wobei die Beleuchtungsdauer im Zeitraum des

Versuchs 14 Stunden pro Tag betrug.

4.3 Beschreibung der naturnahen

Freilandhaltung

Diese Haltung umfasste Bodenhaltung mit Auslauf (entwickelt
und gebaut an der Westungarischen Universitdt, Fakultidt fiir
Landwirtschafts- und Lebensmittelwissenschaften,
Mosonmagyarévar) mit 20 an der Léngsseite des Stalles
angebrachten ein etagigen Falllegenestern (Typ: HTF 10,
Holotrade KFt, Komarom) und 4 Sitzstangen pro Gruppe. Es

wurden in der naturnahen Freilandhaltung insgesamt 544
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Hiithner (480 Hennen und 64 Héhne) in 32 Gruppen zu je 17
Tieren (15 Hennen und 2 Hi#hne) gehalten. Die Besatzdichte
betrug 0,48 Tiere/m? nutzbare Stallfliche. Den Hennen stand
zusitzlich tdglich ein Freilandauslauf zur Verfiigung (0,72
Tiere/m?), der nach einem 1,5 m breiten gepflasterten
Ubergangsbereich mit Sand eingestreut war. Ein Scharrraum
stand den Hiihnern nicht zur Verfiigung. Die Liiftung war
natiirlich und wurde durch einen Abzugsventilator reguliert. Die
Beleuchtung war durch eine kiinstliche Lichtquelle
gewihrleistet. Die Beleuchtungsdauer betrug 12 Stunden am

Tag. Zusitzlich erhielten die Tiere Tageslicht.

4.4 Probenentnahmen und Untersuchung des

Gesundheitsstatus

Ein Uberblick iiber die wihrend des Versuchs durchgefiihrten
klinischen Untersuchungen und entnommen Proben ergibt sich
aus Tabelle 2. Bei zeitgleicher Gewinnung von Blut- und
Eiproben wurde die klinische Untersuchung an denselben

Tieren durchgefiihrt.



Gyim6thy — Willmann Ilse Maria - PhD Arbeit - Neue Methode zum Nachweis von Kortikosteron im 74
Ei und Erfassung von Kortikosteron im Eigelb und Blutplasma

Tab. 2

Probennahmen und Untersuchungen wihrend des

Versuchszeitraums

MaBnahmen Entnahmezeitpunkt
(Tag 0 =Beginn des Versuchs)

Blutproben zur Tag 2,7, 16
Kortikosteronmessung
Eisammlung zur Tag 0, 2,7, 16
Kortikosteronmessung
Klinische Untersuchung Tag 0, 2,7, 16

Als klinische Parameter wurden der jeweilige Zustand des
Gefieders und der Krallen sowie die Beschaffenheit der
FuBballen und etwaige Verletzungen der Kopfanhinge, der
Kloake, der Stinder und der iibrigen Korperteile ermittelt. Zur
Beurteilung wurden 5 Legehennen jeder Haltungsform
zeitgleich mit der Probeentnahme adspektorisch untersucht. Die
Bewertung der Schéddigungen erfolgte mittels eines
Punktesystems, wie in Tabelle 3 dargestellt, in Anlehnung an
Tauson et al. (1984) und Tauson (1986). Auf weitere Parameter
wie z.B. die Legeleistung oder das Korpergewicht wurde ob der

Kiirze des Versuchszeitraums dieser Studie nicht eingegangen.
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Tab. 3

Untersuchungsschliissel fiir die Beurteilung des Zustandes
von Gefieder, Haut, Fu3ballen und Krallen (Tauson et al.

1984 und Tauson, 1986)

Lokalisation Bewertung Charakterisierung der
in Punkten Verinderung
Gefieder 4 Sehr gut (keine oder wenige
abgenutzte oder deformierte
3 Federn)
2 Komplett bedeckt, aber
verschlechtert
1 Deutlich verschlechtert und/oder

kahle Stellen

Nackte Regionen oder
geringgradig bedeckt mit
hochgradigen Schiden

Ballen 4 Ohne besonderen Befund
3 Proliferation am Ballenepithel,
Ballen nicht verdickt
2 Oberflichliche Nekrosen oder

Verschorfung des Epithels, Ballen
nicht verdickt

1 Tiefgreifende Nekrose der Ballen,
Ballen verdickt
Krallen 3 Linge<2cm
2 Léange 2-3cm
1 Léange >3cm
Tierkorper Punkte = Anzahl der Verletzungen mit iiber 1cm

Durchmesser
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4.5 Hormonelle Blutuntersuchungen -

Kortikosteron

Es wurde in regelmidfligen Abstinden in einem Zeitraum von
2,5 Wochen, beginnend unmittelbar nach der Umstallung an den
Tagen 2, 7 und 16 von 5 Hihnern pro Gruppe von der
Fliigelvene 2 ml Blut entnommen (Terumo Nadel, 20G x 1,5%
Nr.1, Luer). Tag 0 des Versuchs war der Tag der Umstallung.
Es wurde daher an diesem Tag bewusst auf die Blutproben
verzichtet, da die Tiere durch die Umstallung einen
wesentlichen Stress erfuhren und die Aussage der Blutwerte im

Sinne von Kontrollwerten verfilscht gewesen wire.

Da Plasmakortikosteronspiegel innerhalb von 1 bis 2 Minuten
nach einsetzen des Stressors (in diesem Fall Einfangen,
Fixieren und Blutabnahme) steigen, wurde zudem darauf
geachtet, dass die Zeitspanne vom Einfangen der Hiihner bis
zur Blutentnahme weniger als eine Minute betrug. Blutproben,
die zur Untersuchung des Plasmakortikosterons dienten wurden
in mit Na-EDTA beschichteten Rohrchen (Vacuette, 2ml,
Greiner bio-one) gesammelt, und anschlieBend zentrifugiert,
(2500¢ fiir 15 Minuten) um das Plasma von den Blutkorperchen
zu trennen. Das Plasma wurde dann abpipettiert und bis zur
Probenaufarbeitung in kleinen Eppendorf Rohrchen bei —20°C
gelagert. Die Extraktion und das Enzym Immunoassay (EIA)

zur Bestimmung des Plasmakortikosterons wurde an der
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Veterindrmedizinischen Universitit Wien am Institut fiir
Biochemie gemill der Methode von Palme und Mostl (1997)
und Palme et al. (1999) durchgefiihrt.

4.6 Eisammlung und Untersuchung des Eigelbs

auf Kortikosteron

Es wurden in regelméfligen Abstidnden in einem Zeitraum von
2,5 Wochen, beginnend unmittelbar nach der Umstallung an den
Tagen 0, 2, 7 und 16 von den selben 5 Hithnern pro Gruppe von
denen auch Blut abgenommen wurde bzw. die klinisch
untersucht wurden tagesfrische Eier gesammelt. Diese wurden
umgehend gekiihlt und zur Analyse an die Staatliche

Lebensmitteluntersuchungsanstalt in Budapest gebracht.

Die hier verwendete Methode, Kortikosteron im Eigelb
nachzuweisen ist eine neu entwickelte Technik zur Erfassung
der Stressbelastung von Legehennen und wurde in
Vorversuchen validiert (Sas et al. 2006). Sie beruht auf einer
Messung des Kortikosterongehalts mittels HPLC-MS/MS (High
Performance Liquid Chromatography - Tandem

Massspectrometry) nach einem speziellen Extraktionsverfahren:

5 g Eigelb werden mit 7,5 g Kieselerde vermengt und in der

Mikrowelle bei 620 W in drei 30 Sekunden Etappen getrocknet.
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Nach dem Auskiihlen wird das Eigelb / Kieselerdegemisch in
die Extraktionszelle transferiert. Diese Extraktionszelle wird in
dem Accelerated Solvent Extractor (ASE 200) zunichst einem
Reinigungs-, dann einem Eluierungs- / Extraktionsverfahren

unterworfen.

Der erste Schritt besteht in der Reinigung des Probenmaterials
mit Hexan und dient dazu die Fette zu ldsen. Bevor die
Reinigung beginnt, wird der ASE mit 8 ml Hexan durchspiilt.
Das Pumpsystem fiillt die Extraktionszellen mit soviel Hexan
wie moglich bei einem Druck von 1000 psi und hilt diese
Fiillung 5 Minuten lang aufrecht (static time). Das Hexan mit
den geldsten Verunreinigungen wird dann, wiederum mit einem
Druck von 1000 psi, aus der Extraktionszelle in eine
Sammelvial gepresst. Dieser Vorgang wird dreimal wiederholt
(3 static cycles). Zwischen jedem Reinigungszyklus wird der
ASE mit 4 ml Hexan gereinigt. Die Sammelvials werden

verworfen.

Losungsmittel: Hexan 100%
Ofen Temperatur: 50°C
Druck: 1000 psi

Gas: N,

Static time: 5 Minuten

Static cycles: 3
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Der zweite Schritt ist der der Extraktion / Eluierung. Bevor
dieser Schritt beginnt, wird der ASE mit 8 ml eines Hexan /
Ethylazetatgemisches (1:1) durchspiilt. Das  gereinigte
Probenmaterial in der Extraktionszelle wird dann mit dem
Hexan / Ethylazetatgemisch (1:1) fiinf mal gespiilt, wobei im
Unterschied zur Reinigung nicht die ganze Menge der
Losungsmittel aus der Probe in die Sammelvials gepresst wird
(diesmal mit 2000 psi), sondern nur 60%. 40% bleiben in der
Extraktionszelle. Die restlichen 60% werden bei jedem neuen
static  cycle neu  hinzugefiigt. Der  Eluierungs- /
Extraktionsvorgang wird fiinfmal wiederholt (5 static cycles).
Zwischen jeden Zyklus wird der ASE mit 4 ml Hexan /
Ethylazetat (1:1) gereinigt.

Losungsmittel: Hexan / Ethylazetat (1:1)
Ofen Temperatur: 60°C

Druck: 2000 psi

Gas: N,

Static time: 5 Minuten

Static cycles: 5

Flush volume: 60%

Das Eluat der Hexan / Ethylazetat Extraktion wird in einem
weiteren Schritt in einem Wasserbad bei 40°C mit Stickstoff

getrocknet.
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Zu den eingeengten Proben wird nun ein interner
Dexamethasonstandard hinzugefiigt. Dies ist eine stabile
Verbindung die als Referenzwert im Zuge des spiteren

Messvorgangs dient und eine Uberpriifung der Methode erlaubt.

Die Proben werden in 100 pL Eluent (Azetonitril / H,O — 1:1)
gelost und in das HPLC-MS/MS System gespeist.

Die Kalibrierung erfolgt durch die Zugabe von 5 ppb
Dexamethason und 1 ppb Kortikosteron Standards. Die
Errechnung der Standardkurve basiert auf der Kalibrierung mit
einer konstanten Dexamethasonmenge (5 ppb) und variierenden
Mengen von Kortikosteron (1 ppb, 3 ppb, 5 ppb, 10 ppb und 15
ppb). Das Verfahren wurde in Vorversuchen zur Sicherstellung
der Wiederholbarkeit (repeatability), Genauigkeit (accuracy)
und  Selektivitdt (selectivity) unter Verwendung von
Kortikosteronmengen von 0,025 - 5,00 ppb einem
Validierungsprozess unterzogen (Sas et al. 2006). Hierbei
konnten fiir Kortikosteron ein limit of detection (LOD) von
0,025 ppb und ein limit of quantification (LOQ) von 0,040 ppb

festgestellt werden.

Die HPLC, bestehend aus SUPELCO Hypersil BDS C;s als
stationdrer hydrophober Phase (150 x 3.2 mm, PartikelgroBe: 5
um) und einem Acetonitril und 0,005 M
Ammoniumazetatgemisch gemil zeitabhidngigem

Gradientprogramm als mobiler Phase, dient zunichst der
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Trennung und Quantifizierung des Kortikosterons. Das Eluat
der HPLC Séule wird hiernach mittels Stickstoff als Tridgergas
und Helium als auxillidres Gas in die Atmospheric Pressure
Chemical Ionisation (APCI) Interface und Ionenquelle eines

Finnigan/ThermoQuest LCQ Deca MS/MS Systems gespeist.

Die Operationsbedingungen des HPLC-MS/MS Systems konnen

wie folgt zusammengefasst werden:
Durchflussgeschwindigkeit: 750 ul/min
Sdulentemperatur: 30°C

Zeit: 29 min

Injektionsvolumen: 20 pl

Temperatur der Kapillare: 160°C
Temperatur der APCI — Ionen Quelle: 500°C
N, Gas Durchflussgeschwindigkeit: 50 1/Std
Kapillar Potential: 5,0 kV

Kollisionsenergie: 21,0 V
Durchflussgeschwindigkeit des Tragergases (N;): 40 ml/min

Durchflussgeschwindigkeit des auxillidren Gases (He): 4

ml/min
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Kollisionsgas: Helium

In methodischen Vorversuchen wurden Daten beziiglich APCI —
verwandten positiven und / oder negativen Ionisationsmodi fiir
den bestitigten Nachweis von Kortikosteron und seinem
internen Standard (ISTD) Dexamethason ermittelt. Gleichzeitig
wurden die Kollisionsenergien dieser zwei Analyten zur
Gewinnung von molekularen Ionen (M+) und verwandten
Ionenfragmenten ermittelt. Auf der Basis dieser Versuche
wurde der positive APCI Modus zum weiteren Nachweis von

Kortikosteron gewihlt.
Tab. 4

Ionengewinnung des positiven APCI Ionisierungsmodus

Analyt Vorliufer Ion Fragment(e)
(precursor ion)

Kortikosteron 405.0 345.1

Dexamethason 393.2 373.1, 355.2, 337.2

Die  ausgewihlte  Ionenmonitorisierung  (selected ion
monitoring) wurde im Scanmodus von 50 - 450 m/z

durchgefiihrt.

Die Verbindung des Fliissigchromatographen mit dem Tandem-
Massenspektrometer erfolgt iiber die APCI Ionenquelle. Das

Prinzip besteht darin, dass Nebeltropfchen, die geladene
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Teilchen im Uberschuss enthalten, neutrale
Losungsmittelmolekiile durch Verdampfung verlieren, wodurch
die Oberflachenladung pro cm? wegen des kleiner werdenden
Tropfchenradius bis zu einem Grenzwert zunimmt, bei dem es
wegen der LadungsabstoBung zum Austritt von Ionen kommt.
Die Rate, mit der die lonen austreten, hdngt unter anderem von
deren Solvatationsenergie ab, so dass bei Gemischen ein
Ionentyp bevorzugt abgegeben werden kann (in unserem Fall
die des Kortikosterons). Die Ionen treten bei Atmosphédrendruck
in die Gasphase liber (,,atmospheric pressure ionization*) und
werden in das unter Hochvakuum stehende Massenspektrometer
gebracht, wobei Luft und Losungsmitteldimpfe abgesaugt

werden.

Die Tropfchenbildung durch ein starkes elektrisches Feld
bewirkt. Durch Anlegen hoher Spannungen am Ende der
Sprithkapillare wird ein Fliissigkeitskonus gebildet, an dessen
Ende sich entsprechend der Feldrichtung positive oder negative
Ionen ansammeln und aus dem geladene Tropfchen entstehen
die zum Teil hochgeladene Ionen enthalten. Die gebildeten
Ionen werden durch elektrische Felder aus ihrer Flugrichtung

abgelenkt (Trennung von Neutralteilchen).

Um nun ein Massenspektrum zu erhalten, werden die gebildeten
Ionen nach ihrem Masse / Ladungsverhiltnis (m/q oder m/z)

getrennt. Um die Fragmentierung zu studieren und die
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Selektivitit und Sensitivitit der Kortikosteronquantifizierung
entscheidend zu verbessern, sowie zur Senkung der
Nachweisgrenze wurde ein MS/MS verwendet. Dabei werden
die Substanz spezifischen (in unserem Fall Kortikosteron
spezifischen) Ionen ausgewidhlt und mittels Kollisionsgas (He)
zum  weiteren Zerfall angeregt. Die so erhaltenen
Zerfallsprodukte werden im Spektrometer weiter aufgetrennt
und registriert. Die Stdrke dieses Systems liegt darin, dass es
Verbindungen und / oder Komponenten einer Mixtur nicht nur
an Hand ihrer Masse (beziehungsweise ihres Masse /
Ladungsverhiltnisses) sondern auch durch ihre
Fragmentierungsmuster (ein viel genaueres und strengeres
strukturelles Merkmal) identifiziert (Stach et al. 1990; De
Hoffmann 1996; Dongre 1997).
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5. Ergebnisse

5.1 Gesundheitsstatus im Verlauf

Im  Verlauf des Versuchs verschlechterte sich der
Gefiederzustand in der naturnahen Freilandhaltung. Eine
Verschlechterung des Ballenzustandes wurde hingegen in der
Kiéfighaltung beobachtet, obwohl die Verdnderungen sehr
geringfiigig waren (Tab. 5 und 6).

In Abb. 4, 5 und 6 sind die Mittelwerte der Bewertungen
(mittels Punktesystem) aller klinischen Untersuchungen im
Verlauf fiir beide Haltungssysteme dargestellt. Abb. 7 zeigt die
Mittelwerte der Bewertungen (mittels Punktesystem) aller
klinischen Untersuchungen i1m Versuchszeitraum fiir beide
Haltungssysteme. Es zeigt sich, dass das Gefieder bei Hennen
in der Kifighaltung in einem besseren Zustand ist als bei
Hennen in der naturnahen Freilandhaltung — allerdings nicht in
einem signifikanten AusmaB. In der naturnahen Freilandhaltung
wiederum weisen die Hennen einen besseren Ballenzustand auf
als in der Kifighaltung, jedoch sind auch diese Unterschiede
nicht signifikant. Der Krallenzustand ist in beiden
Haltungsformen gut, doch hat sich eine Henne in der

Kifighaltung eine Krallenverletzung zugezogen. Schwere
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Verletzungen oder irreversible Schidden konnten zu keinem

Zeitpunkt festgestellt werden.
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Tab. 5

Ergebnisse der klinischen Untersuchung der Hennen in

Kifighaltung
Tag der
Probennahme Huhn Nummer Gefieder Ballen Krallen
T 6 4 4 3
A 13 4 4 3
G 14 4 4 3
16 4 4 3
0 18 4 4 3
Mittelwert 4,00 4,00 3,00
Standardabw. 0,00 0,00 0,00
T 6 4 4 3
A 7 4 4 3
G 14 4 4 3
16 4 4 3
2 18 4 4 3
Mittelwert 4,00 4,00 3,00
Standardabw. 0,00 0,00 0,00
T 5 3 3 3
A 13 4 3 3
G 14 3 4 3
16 4 4 3
7 18 3 4 3
Mittelwert 3,40 3,60 3,00
Standardabw. 0,55 0,55 0,00
T 6 4 3 3
A 13 3 3 3
G 14 3 4 3
16 3 4 3
16 18 3 3 3
Mittelwert 3,20 3,40 3,00
Standardabw. 0,45 0,55 0,00

Graduierung siehe Tab. 7; * eine Kralle war abgebrochen, der Rest <2cm
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Tab. 6

Ergebnisse der klinischen Untersuchung der Hennen in

naturnaher Freilandhaltung

Tag der
Probennahme Huhn Nummer Gefieder Ballen Krallen
T 101 4 4 3
A 102 4 4 3
G 103 4 4 3
104 4 4 3
0 105 4 4 3
Mittelwert 4,00 4,00 3,00
Standardabw. 0,00 0,00 0,00
T 672 4 4 3
A 737 4 4 3
G 901 4 4 3
1047 3 4 3
2 1132 4 4 3
Mittelwert 3,80 4,00 3,00
Standardabw. 0,45 0,00 0,00
T 485 3 4 3
A 672 3 4 3
G 910 1 4 3
1042 2 4 3
7 1132 3 4 3
Mittelwert 2,40 4,00 3,00
Standardabw. 0,89 0,00 0,00
T 508 3 4 3
A 656 3 4 3
G 900 2 4 3
1031 4 4 3
16 1091 2 4 3
Mittelwert 2,80 4,00 3,00
Standardabw. 0,84 0,00 0,00

Graduierung siehe Tab. 7
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Abb. 4

Gefiederzustand der Hennen: Kéfighaltung und naturnahe

Freilandhaltung im Vergleich

Gefiederzustand der Hennen: Kéfighaltung und
naturnahe Freilandhaltung im Vergleich
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Abb. 5

Ballenzustand der Hennen: Kifighaltung und naturnahe

Freilandhaltung im Vergleich

Ballenzustand der Hennen: Kéfighaltung und
naturnahe Freilandhaltung im Vergleich
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Abb. 6

Krallenzustand der Hennen: Kéifighaltung und naturnahe

Abb.7

Freilandhaltung im Vergleich

Krallenzustand der Hennen: Kéfighaltung und
naturnahe Freilandhaltung im Vergleich
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5.2 Kortikosteron im Plasma

Die Ergebnisse der im Rahmen der hormonellen
Blutuntersuchungen ermittelten Plasmakortikosteronwerte sind
als Einzel- und als arithmetische Mittelwerte fiir jeden Tag der
Probenentnahme  fiir beide  Haltungsformen  gesondert
dargestellt (Tab. 7 und 8). Die Mittelwerte aller
Tageskortikosteronwerte im  Plasma sind fiir beide
Haltungssysteme in Abb. 8 schematisiert. Die Mittelwerte des
Plasmakortikosterons liegen in der Kifighaltung zwischen
0,850 + 0,336 ng/ml und 2,100 + 0,780 ng/ml, mit einem
Gesamtmittelwert von 1,590 + 0,734 ng/ml und weit gestreuten
Einzelwerten von 0,53 ng/ml bis 3,81 ng/ml. In der naturnahen
Freilandhaltung erstrecken sich die Mittelwerte des
Plasmakortikosterons von 0,804 + 0,037 ng/ml und 1,644 +
0,502 ng/ml mit einem Gesamtmittelwert von 1,110 + 0,474
ng/ml. Einzelwerte sind auch in dieser Haltungsform, wenn
auch weniger, weit gestreut und rangieren zwischen 0,33 ng/ml
und 2,90 ng/ml. Vergleicht man die Plasmakortikosteronwerte
der beiden verschiedenen Haltungsformen, sind die

Unterschiede allerdings nicht signifikant.
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Abb. 8

Plasmakortikosteronwerte: Kifighaltung und naturnahe

Freilandhaltung im Vergleich

Plasmakortikosteronwerte: Kéfighaltung und
naturnahe Freilandhaltung im Vergleich

2,5

2,0

1.5 1 m Kafighaltung

m Freilandhaltung

1,0

0,5

Kortikosteron (ng/ml)

0,0
0 2 7 16

Tag der Probenentnahme

5.3 Kortikosteron im Eigelb

Die Ergebnisse der ermittelten Kortikosteronwerte im Eigelb
sind wie die Plasmakortikosteronwerte als Einzel- und als
arithmetische Mittelwerte fiir jeden Tag der Probenentnahme
fir beide Haltungsformen gesondert angegeben (Tab. 7 und 8).
Die Mittelwerte aller Tageskortikosteronwerte im Eigelb sind
fiir beide Haltungssysteme in Abb. 9 dargestellt. Die
Mittelwerte des Kortikosterons im Eigelb liegen in der
Kifighaltung zwischen 0,133 + 0,093 ppb und 0,209 + 0,143
ppb, mit einem Gesamtmittelwert von 0,179 + 0,133 ppb und
Einzelwerten von 0,040 ppb bis 0,668 ppb. In der naturnahen
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Freilandhaltung erstrecken sich die Mittelwerte des
Kortikosterons im Eigelb von 0,071 + 0,041 ppb und 0,571 +
0,395 ppb mit einem Gesamtmittelwert von 0,314 + 0,211 ppb.
Einzelwerte sind in dieser Haltungsform weiter gestreut als in
der Kifighaltung und rangieren zwischen 0,040 ppb und 1,361
ppb. Auch der Vergleich der Kortikosteronwerte im Eigelb

weist keine signifikanten Unterschiede auf.

Abb. 9

Kortikosteronwerte im Eigelb: Kifighaltung und naturnahe

Freilandhaltung im Vergleich

Kortikosteronwerte im Eigelb: Kifighaltung und
naturnahe Freilandhaltung im Vergleich
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5.4 Kortikosteron in Plasma und Eigelb -
Vergleich der Haltungsformen und der beiden

Parameter

Vergleicht man sowohl die gesamten als auch die fiir jeden Tag
der Probenentnahme gesondert errechneten Plasmakortikosteron
Mittelwerte der beiden Haltungsformen, so sind die
Tagesmittelwerte, mit  Ausnahme des Tag 2 der
Probenentnahme in der Kifighaltung hoher als in der
naturnahen Freilandhaltung (siehe Abb. 8). Auch der
Gesamtmittelwert des Plasmakortikosterons ist in der
Kifighaltung hoher (1,590 + 0,734 ng/ml) als in der naturnahen
Freilandhaltung (1,110 + 0,474 ng/ml). Dennoch sind diese

Unterschiede nicht als signifikant zu bewerten.

Ahnlich ist es was die Kortikosterongehalte im Eigelb betrifft.
Zwar weisen in diesem Fall die Hennen in der naturnahen
Freilandhaltung, mit Ausnahme von Tag 2 der Probenentnahme,
hohere Tagesmittelwerte des Kortikosterons im Eigelb auf
(siche Abb. 9) wund auch der Gesamtmittelwert des
Kortikosterons im Eigelb ist hoher (0,314 + 0,211 ppb) als in
der Kifighaltung (0,179 + 0,133 ppb), doch sind auch diese

Unterschiede nicht signifikant.
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Auch ein Vergleich der Kortikosteronwerte im Eigelb und
Plasma ergibt, dass zwischen diesen Parametern in beiden

Haltungsformen keine Korrelation besteht.

Anmerkung zu den Ergebnissen: Einzelne Hennen wurden an
einzelnen Versuchstagen aufgrund von irrational hohen
Plasmakortikosteronwerten oder unmessbar niedrigen
Kortikosteronmengen im  Eigelb von der statistischen

Auswertung ausgenommen.
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Tab. 7

Kortikosterongehalte in Plasma und Eigelb von Hennen aus

der Kifighaltung

Kortikosteron
Tag der Kortikosteron Plasma
Probennahme  Huhn Nummer  Eigelb (ppb) (ng/ml)
T 6 0,084 kP
A 13 0,176 kP
G 14 0,040 kP
16 0,668 kP
0 18 0,040 kP
Mittelwert 0,202
Standardabw. 0,187
T 6 0,085 0,53
A 7 0,334 1,46
G 14 0,040 1,08
16 nn 0,62
2 18 0,173 0,56
Mittelwert 0,158 0,850
Standardabw. 0,096 0,336
T 5 0,040 1,67
A 13 0,040 ne
G 14 0,566 3,44
16 0,195 1,56
7 18 0,206 0,81
Mittelwert 0,209 1,87
Standardabw. 0,143 0,79
T 6 0,046 1,82
A 13 0,302 0,97
G 14 nn 3,81
16 0,150 2,34
16 18 0,034 1,56
Mittelwert 0,133 2,100
Standardabw. 0,093 0,780

kP = Keine Probenentnahme; nn = nicht nachweisbar; ne = nicht evaluiert
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Tab. 8

Kortikosterongehalte in Plasma und Eigelb von Hennen aus

der naturnahen Freilandhaltung

Tag der Kortikosteron Kortikosteron
Probennahme = Huhn Nummer Eigelb (ppb) Plasma (ng/ml)
T 101 0,252 kP
A 102 0,221 kP
G 103 0,222 kP
104 0,375 kP
0 105 0,227 kP
Mittelwert 0,259
Standardabw. 0,046
T 672 0,040 1,31
A 737 0,049 1,20
G 901 nn 1,19
1047 0,153 2,90
2 1132 0,040 1,62
Mittelwert 0,071 1,644
Standardabw. 0,041 0,502
T 485 0,406 0,82
A 672 0,055 0,77
G 901 0,452 0,75
1042 0,622 0,88
7 1132 0,259 0,80
Mittelwert 0,359 0,804
Standardabw. 0,161 0,037
T 508 nn 1,98
A 656 0,421 0,85
G 900 1,361 0,64
1031 0,040 0,57
16 1091 0,460 0,33
Mittelwert 0,571 0,874
Standardabw. 0,395 0,442

kP = Keine Probenentnahme; nn = nicht nachweisbar
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6. Diskussion

Stressantworten sind Bestandteil der Uberlebensstrategie und
stellen den Versuch eines Tieres dar, dem Stressor zu
entfliechen, oder sich ihm anzupassen (Downing und Bryden
2002). Unter normalen Umstidnden ldsst der Stressor nach oder
das Tier, in diesem Fall das Huhn, entzieht sich seinem
Einfluss. Allerdings sind diese Moglichkeiten in modernen
Legebetrieben oft nicht realisierbar — die Hennen werden einem
Stress ausgesetzt, dem sie sich nicht entziehen konnen. So
manifestiert sich Stress in physiologischen und pathologischen

Veridnderungen sowie in Verhaltensverdnderungen.

Die Beriicksichtigung des Gesundheitsstatuses bei der
Festlegung des Wohlbefindens und der Stressbelastung der

Hennen ist wohl der naheliegendste und einfachste Parameter.

So wurden in dieser Arbeit, sowie in den Studien von Sewerin
(2002) und Weber et al. (2003) der Gefieder-, Ballen- und
Krallenzustand  als  Parameter  zur  Ermittlung  des

Gesundheitszustandes ausgewdhlt.

Gefiederschiden, wie sie in dieser Arbeit vor allem in der
naturnahen Freilandhaltung aufgetreten sind, wenn auch nicht
in einem signifikanten Ausmal}, konnen infolge physiologischer

Prozesse oder als Verhaltensstorung auftreten (Weber et al.
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2003). Manche Autoren werten Federverlust vor allem im
Bereich des Riickens (Gunnarsson et al. 1999) oder des
Schwanzes als Indiz fiir Federpicken, aus dem Verletzungen

und Kannibalismus resultieren kénnen (Dittrich-Prolss 1987).

Ob das Federpicken allerdings tatsidchlich, wie oft angenommen
(Vestergaard et al., 1993), eine direkte Konsequenz der
erhohten Stressbelastung ist und Riickschliisse auf die
Stressreaktion der einzelnen Tiere zuldsst, wird zur Zeit in der
Literatur diskutiert. So kamen El-Lethey et al. (2000) in ihrer
Studie zu dem Schluss, dass Stress, bedingt vor allem durch
fehlendes Einstreumaterial, zwar einen Faktor darstellt, der zu
einer solchen Verhaltensstorung fithren kann, beobachteten aber
gleichzeitig, dass selbst hoher Stress nicht eine Voraussetzung

fiir Federpicken darstellt.

Allerdings beeinflussen nicht nur die Ausgestaltung der
Haltung, die Fiitterung und das Management das Auftreten von
Federpicken, sondern bereits die Wahl der eingesetzten Hiihner.
Eine genetische Disposition fiir das Auftreten von Federpicken
ist vielfach belegt (Hughes und Duncan 1972; Craig und Muir
1993; Engstrom und Schaller 1993; Keeling 1994;
Abrahamsson et al. 1996; Craig und Muir 1996; Savory und
Mann 1997; Keppler et al. 2001; Kjaer et al. 2001). Auch ist
das Merkmal ,Ausfithrung des Federpickverhaltens® eine

additive genetische Komponente (Kjaer und Sorensen 1997;
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Rodenburg et al. 2003) und kann durch entsprechende Selektion
verringert werden. In diesem Zusammenhang versuchten
Koolhaas et al. (1999) in einer Studie die individuelle Kapazitit
akute Stresssituationen zu iiberwinden und die Anfilligkeit fir
Stress bedingte Erkrankungen durch eine Teilung der Hiihner in
zwel Verhaltensgruppen zu erklidren. Die Studie beschreibt den
»proaktiven Verhaltenstyp — Hithner mit einer niedrigeren
Angriffslatenz, starkem Federpicktrieb (High Feather Pecking,
HFP) und niedrigerer Kortikosteron Reaktion auf einen akuten
Stressor und den ,reaktiven Verhaltenstyp®“ — Hiihner mit
niedrigem Federpicktrieb (Low Feather Pecking, LFP) und
hoherer Kortikosteron Reaktion auf einen akuten Stressor. So
kann die Kortikosteronausschiittung nach einer akuten
Stresssituation zwar als Parameter dienen um Hiithner in
,proaktiv / HFP* und ,,reaktiv / LFP* Gruppen zu teilen (Korte
et al. 1997), allerdings besteht keine genetische Korrelation
zwischen der Reaktion auf einen akuten Stressor und dem

Federpicktrieb (Wissink et al. 2003).

Betrachtet man die Verschlechterung des Federkleides in den
beiden Haltungssystemen im Versuch, ergeben sich keine
signifikanten Unterschiede. In diesem Zusammenhang ist zu
beachten, dass die Hennen in der Kifighaltung einzeln in
Kiéfigen gehalten wurden, was ein gegenseitiges Bepicken
unmoglich macht, wihrend die Hennen in der naturnahen

Freilandhaltung in Gruppen zu 17 Tieren gehalten wurden und
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sozialen Kontakt miteinander hatten. Weiters bot die Gestaltung
des Auslaufs, durch fehlende Striducher und Hecken, nicht
genug Anreiz zur Nutzung - ein Faktor der das

Federpickverhalten mageblich beeinflusst (Nicol et al. 2003).

Ballenverdnderungen waren bei den Hennen in der naturnahen
Freilandhaltung iiber den gesamten Versuchszeitraum nicht
feststellbar. Die Hennen in Kéfighaltung wiesen an den Tagen 7
und 16 eine nicht signifikante geringgradige Verschlechterung
der Ballengesundheit auf. Dies deckt sich mit den
Erkenntnissen von Abrahamsson et al. (1996) und Sewerin
(2002), die in einer Vergleichsuntersuchung unter kontrollierten
Bedingungen den Zustand der FuBlballen von Hennen in
ausgestalteten Kifigen zwar signifikant schlechter als in
konventionellen Kifigen bewerteten, der Haltung mit Auslauf
allerdings eindeutig den positivsten Effekt auf die
Ballengesundheit einrdumten. Tauson und Holm (2001)
wiederum fanden eine bessere Fullgesundheit bei Hennen in der
ausgestalteten Kifighaltung im Vergleich zu Hennen in der
Bodenhaltung. Als Ursache fiir die Erkrankung der Fuflballen
werden vor allem schlechtere hygienische Bedingungen in der
Bodenhaltung aber auch die Benutzung von Sitzstangen

vermutet (Tauson und Abrahamsson 1994).

Zwar umfasste die naturnahe Freilandhaltung in diesem

Versuch ebenfalls eine Bodenhaltung, allerdings ist zu
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beachten, dass die Europdische Union in der Richtlinie
1999/74/EG des Rates vom 19.07.1999 zur Festlegung von
Mindestanforderungen zum Schutz von Legehennen eine
maximale Besatzdichte von 9 Hennen/m? und mindestens 250
cm? Einstreufliche pro Henne fiir die konventionelle
Bodenhaltung, und in der Bio-Tierhaltungs-Verordnung
1804/1999/EG eine maximale besatzdichte von 6 Hiihnern/m?
Nettostallflache fiir die 6kologische Hiihnerhaltung festlegt. Im
Vergleich dazu, erhielten die Hennen in diesem Versuch ein
hoheres Platzangebot von 0,48 Hithnern/m? und der gesamte
Stallboden war mit Einstreu versehen. Aufgrund dieser
geringen Besatzdichte und des addquaten Einstreus waren die
hygienischen Bedingungen in der Bodenhaltung in diesem
Versuch gegeben und es waren daher keine Erkrankungen der

FuBballen nachweisbar.

Die Krallenldnge ist von den Maoglichkeiten zum Abrieb
abhidngig (Abrahamsson et al. 1996). In keinem der beiden
Haltungssysteme konnten im Laufe des Versuchs signifikante
Verdnderungen der Krallengesundheit festgestellt werden. Dies
ist aufgrund der kurzen Versuchsdauer erkldrbar. Allerdings
belegen Studien von Sewerin (2002) und Weber et al. (2003),
dass der Abrieb in Bodenhaltungssystemen oder Volieren mit
Auslauf am besten gewdihrleistet ist. Auch in dieser Studie kam

es bei einem Huhn aus der Kéfighaltung zu dem Abriss einer
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Kralle, was auf den negativen Effekt der Haltung auf

Gitterboden ohne Einstreu zuriickgefiihrt werden kann.

Schwerwiegende, irreversible Verletzungen oder
Verdnderungen traten in keinem der Haltungssysteme auf und
lassen darauf schlieBen, dass beide adidquat genug ausgestattet
waren um  schwere  Technopathien oder  extremes

Aggressionsverhalten zu vermeiden.

Neben diesen qualitativen Verdnderungen bedingt durch das
Haltungssystem, werden aber auch quantitative Verdnderungen
manifest, die auf das Wohlbefinden der Hiihner Riickschliisse
erlauben. Aus der Literatur ist bekannt, dass Haltungs- und
Managementfaktoren bei der Stresseinwirkung eine signifikante
Rolle spielen (Saleh und Jaksch 1977; Siegel 1980; Freeman et
al. 1983; Bishop und Dhaliwal 1994; Mitchell und Kettlewell
1994; Downing und Bryden 2002). Doch wie bewertet man die

Stresseinwirkung objektiv?

Der am meisten herangezogene Parameter zur Erfassung,
insbesondere von chronischem Stress, 1ist bei Hiihnern
Kortikosteron (Siegel 1980; Gross und Siegel 1983; Beuving et
al. 1989; McFarlane und Curtis 1989; Broom und Johnson
1993; Terlouw et al. 1997; Elrom 2000; Matteri et al. 2000;
Moberg 2000; Pulvadolpirod und Thaxton 2000; Downing und
Bryden 2002; Wissink et al. 2003). So verursacht Stress eine
physiologische = Antwort der Hypothalamus-Hypophysen-
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Nebennierenrinden-Achse (hypothalamic-pituitary-adrenal axis,
HPA Achse) und des sympathoadrenomedulldren Systems
(Moberg 2000), die in einem Anstieg von Stresshormonen,
ndmlich vor allem Kortikosteroiden und / oder Katecholaminen,
resultiert. Diese Anstiege stellen jene endokrinen Mechanismen
dar, die es dem Organismus ermdglichen sich gegen stressvolle

Situationen zu schiitzen.

Uber den avidren Metabolismus und die Exkretion von
Katecholaminen bei Stresseinwirkung ist wenig bekannt. Zwar
beschiftigten sich schon einige Studien mit dem Nachweis von
Katecholaminen im Blut und Eiklar (z.B. Downing und Bryden
2002), doch waren die Resultate ob des schnellen Anstiegs und
Abfalls dieser Hormone im Blut und ihres fehlenden Anstiegs
im Eiklar als Reaktion auf einen Stressor nicht befriedigend. So
kamen Downing und Bryden (2002) zu dem Schluss, dass sich
Adrenalinspiegel im Eiklar nicht zum nicht invasiven

Stressnachweis bei Hennen eignen.

Aus diesem Grund konzentrierte sich meine Arbeit auf den
Nachweis und Vergleich von Kortikosteroiden, in diesem Fall

Kortikosteron, im Blut und Eigelb als Stressindikator.

Stress per se als physiologischer Mechanismus ist nicht von
Grund auf schlecht (Moberg 2000). So bewirken
Kortikosteroide wihrend Kurzzeitstress eine erhohte Fitness

durch Energiefreisetzung (Raynaert et al. 1976) und eine
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Verdnderung im Verhalten (Korte et al. 1993). Chronischer
Stress, d.h. hohe Kortikosteroidspiegel die iiber ldngere Zeit
andauern, hingegen, beeinflussen die individuelle Fitness durch
Immunsuppression und Gewebsatrophie sowie durch die
Suppression der Reproduktion und das Auftreten von
Stereotypien negativ (Munck et al. 1984, Liptrap 1993, Dobson
und Smith 1995, McBride und Cuddelford 2001). Doch wann

wird Stress chronisch und fiir das Huhn schadlich?

Nimmt man den Nachweis von lang anhaltenden hohen
Kortikosteronspiegeln beim Huhn als Indikator fiir eine
chronische Stressbelastung, st6t man bei der Erfassung des
Kortikosteronwertes aus dem  Blutplasma auf einige
Hindernisse. Obwohl die Konzentration von Kortikosteron im
Blut in vielen Studien auch fiir die Bewertung von chronischem
Stress herangezogen wird (Bishop und Dhaliwal 1994;
Puvadolpirod und Thaxton 2000), ist man sich in der Literatur
einig, dass solche Momentaufnahmen, wie sie durch eine
einmalige Blutentnahme entstehen, ein verzerrtes Bild der
Stressbelastung darstellen, da das Probenentnahmeverfahren
(d.h. das Einfangen, Fixieren und die Blutabnahme) in sich
Stress verursacht (Beuving 1980; Kratsch et al. 1986; Lagadic
et al. 1990; Cook et al. 2000) und es binnen 45 Sekunden
(Bishop und Dhaliwal 1994) bis 3 Minuten (Beuving und
Vonder 1978; Freeman und Flack 1980) nach der durch die
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Probenentnahme ausgelosten Alarmreaktion zu einem Anstieg

des Kortikosterongehalts im Blut kommt.

Hinzu kommt, dass die Kortikosteronausschiittung nicht
kontinuierlich erfolgt, sondern einem zirkadianen Muster
unterliegt: ~ Minimalwerte  sind bei  Sonnenuntergang,
Maximalwerte kurz vor Sonnenaufgang evident (Beuving und
Vonder 1977; Hohn 1983; Harvey et al. 1986). Diese basalen
Hormonspiegel werden zusitzlich durch Sekretionsschiibe, die
sich in unregelmifigen Zeitintervallen wiederholen iiberlagert
(Docke 1994; Ladewig 1994). Stressoren, die zum Zeitpunkt
der natiirlichen Peaks einwirken, koOnnen auBerdem keine
zusitzliche Ausschiittung von Kortikosteron herbeifithren (Hill

1983).

Infolge dieser vielen Schwankungen erscheinen einzelne oder
gelegentliche Kortikosteronmessungen aus dem Blut von
geringem Nutzen zu sein (Broom 1988). Eine Alternative wire
es, Blutproben die zum Kortikosteronnachweis herangezogen
werden mehrmals iiber einen Zeitraum von 24 Stunden zu
entnehmen — eine aufwendige, fiir die Hiihner belastende und
zeitraubende Art der Probengewinnung, die in der Praxis

schwer durchzufiihren ist.

Auf der Suche nach Messverfahren die diese Storfaktoren
umgehen, versucht man, Kortikosteron durch Sammelproben

und nicht invasive Probengewinnung (iiberwiegend durch die



Gyim6thy — Willmann Ilse Maria - PhD Arbeit - Neue Methode zum Nachweis von Kortikosteron im 107
Ei und Erfassung von Kortikosteron im Eigelb und Blutplasma

Sammlung von Eiern oder Kot) zu erfassen. Bei der Henne
bietet sich vor allem das Ei zur nicht invasiven Messung von
Stress an, da es im Vergleich zu Blutproben keine
Momentaufnahme sondern eine stabile Sammelprobe darstellt.
Das im Blut zirkulierende Kortikosteron wird in der Zeit der
Eiformation iiber ca. 24 Stunden eingelagert und spiegelt somit
die Stressbelastung iiber einen ldngeren Zeitraum wider
(Hummel 2000, Downing und Bryden 2002).
Tagesschwankungen sowie die pulsatile Ausschiittung des
Kortikosterons  werden  ausgeglichen;  Storfaktoren und
Verzerrungen, die durch die Probengewinnung entstehen

werden vermieden.

Zwar kann auch der Nachweis von Kortikosteron, bzw.
Kortikosteronmetaboliten im Kot zur nicht invasiven Messung
von chronischem Stress herangezogen werden, doch war bis vor
kurzem wenig iiber den Metabolismus und die Exkretion von
fekalen Metaboliten bekannt (Palme et al. 1996). Weiters wurde
die biologische Relevanz dieser nicht invasiven Messtechnik
zwar durch die Administration von ACTH zur Stimulation und
Dexamethason zur Suppression des adrenalen Kortex
nachgewiesen (Palme et al. 1999; Wasser et al. 2000) und man
nimmt an, dass der Nachweis von fekalen
Glukokortikoidmetaboliten die adrenale Antwort auf ein breites
Spektrum von potentiellen Stressoren widerspiegelt (Wingfield

1994; Creel et al. 1997; Wasser et al. 1997; Wingfield et al.
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1997; Goymann et al. 1999; Millspaugh 1999; Foley et al.
2001), doch ist man sich in der Literatur einig, dass die
Metaboliten im Kot von Sdugern und auch Vogeln erhebliche
interspezies Unterschiede aufweisen (Palme und Mostl 1997;
Mostl et al. 1999; Teskey-Gerstl et al. 2000; Wasser et al.
2000). Hinzu kommt, dass es durch die extensive
Metabolisierung von Glukokortikoiden schwierig 1ist, ein
generalisiertes Messverfahren fiir alle Tierarten zu schaffen
(Palme et al. 1999; Wasser et al. 2000). So enthilt der Kot
typischerweise multiple und variierende
Glukokortikoidmetaboliten und wenig natives Hormon
(Eriksson 1971; Palme et al. 1997; Bahr et al. 2000; Wasser et
al. 2000). In diesem Zusammenhang werden zum Beispiel beim
Huhn nach der Administration von radioaktivem Kortikosteron
auf der Basis von HPLC/MS Metaboliten charakterisiert und
zur Etablierung von Enzym Immunoassays (EIA) verwendet
(Palme et al. 2004). So ist das Ziel der Arbeiten von Wasser et
al. (2000) zum Beispiel die Suche nach Antikérpern und EIAs
die relevante fekale Glukokortikoidprofile iiber eine grofle

Spanne von Tierarten ermdéglichen.

Dennoch belegen Studien von Goymann et al.1999; Wallner et
al. 1999; Bahr et al. 2000 und Wasser et al. 2000, dass der
Nachweis von Glukokortikoiden im Kot vor der Verwendung

als Monitortingtool fiir biologische Stressantworten vorerst



Gyim6thy — Willmann Ilse Maria - PhD Arbeit - Neue Methode zum Nachweis von Kortikosteron im 109
Ei und Erfassung von Kortikosteron im Eigelb und Blutplasma

durch Spezies spezifische Untersuchungen untermauert werden

muss.

Ein weiterer Nachteil der Messung von Kortikosteron und
seinen Metaboliten im Kot ist, dass hdufige Probenentnahmen
vonndéten sind, um kurze Hormonpeaks zu erfassen — dies ist
vor allem bei Tierarten wichtig, die eine kurze Passagezeit
haben (Mo6stl und Palme 2002), wie es unter anderem auch bei
Hithnern der Fall ist. So kommt es zum Beispiel nach der
Administration von radioaktivem Kortikosteron beim Huhn zu
zwel Peaks: das Harnmaximum wird nach einer Stunde, das

Kotmaximum nach 4 Stunden erreicht (Palme et al. 2004).

Hinzu kommt, dass Kortikosteronmetaboliten wie auch
Kortisolmetaboliten im Kot durch bakterielle Enzyme
konvertiert werden (Winter et al. 1979; Mostl und Palme 2002).
Um diesen Verdnderungen nach der Kotausscheidung
vorzubeugen ist es wichtig, die Proben umgehend nach ihrer
Entnahme einzufrieren oder die bakteriellen Enzyme mittels
Erhitzung oder Trocknung zu inaktivieren (Mostl und Palme
2002). Anders ist es beim Ei: So ergaben
Kortikosteronmessungen im Eigelb, die im Rahmen der
Voruntersuchungen durchgefithrt wurden, keine signifikanten
zeitabhingigen Schwankungen, sofern die Eier nach dem Legen

im Kihlschrank aufbewahrt wurden.
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Das vorherrschende Ziel dieser Arbeit war es daher, eine
praxisnahe nicht invasive Methode des Stressnachweises bei
Legehennen durch die Messung von Kortikosteron im Eigelb zu
entwickeln und Kortikosterongehalte im Plasma und Eigelb
miteinander zu vergleichen um festzustellen, ob eine
Korrelation zwischen diesen Werten besteht. Auch diente
Kortikosteron als Parameter, die Stressbelastung von
Legehennen einheitlicher Herkunft und Aufzucht in naturnaher
Freilandhaltung und Kifighaltung 2zu messen und zu

vergleichen.

Die Entwicklung des Nachweisverfahrens fiir Kortikosteron im
Eigelb mittels HPLC-MS/MS (High Performance Liquid
Chromatography — Tandem Massspectrometry) erwies sich als
kompliziert, da eine zeitaufwendige Reinigung und Extraktion
vonnéten ist, um die Storfaktoren (wie zum Beispiel Fette) aus
dem Eigelb zu entfernen und ein Probenmaterial zu schaffen,
dass rein genug ist, um in das HPLC-MS/MS System gespeist
zu werden. Vorversuche, bei denen versucht wurde das
Kortikosteron mittels HPLC-MS/MS im Eiklar nachzuweisen
ergaben, dass die Konzentration dieses Hormons im Eiklar zu
niedrig ist um eine Messung zu ermdoglichen. Daraus schloss
man, dass sich das Eiklar nicht zur Erfassung der
Stressbelastung durch Bestimmung des Kortikosterongehalts
eignet. Dies deckt sich nicht mit der Studie von Downing und

Bryden (2002), die ein RIA Verfahren zum Nachweis von
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Kortikosteron im Eiklar entwickelten und fanden, dass
Kortikosteronspiegel im Eiklar als Antwort auf einen Stressor
ansteigen und dass der Nachweis von diesem Hormon im Eiklar
als nicht invasive Methode zum Nachweis von Stress

herangezogen werden kann.

Die vorliegenden Resultate dieser Arbeit belegen, dass es mit
der neu entwickelten Methode moglich ist, Kortikosteron im
Eigelb mittels HPLC-MS/MS nachzuweisen und somit sowohl
einen der bedeutendsten Stressparameter zu erfassen als auch
den Beweis zu erbringen, dass Kortikosteron in das Ei gelangt
und als Probenmaterial zur nicht invasiven Messung der
Stressbelastung bei Legehennen herangezogen werden kann.
Vergleichbare Studien, die ebenfalls das Eigelb als
Probenmaterial verwenden basieren auf RIA Nachweisverfahren
(Wingfield et al. 1991; Schwabl 1993; Hayward und Wingfield
2004; Szoke et al. 2004) oder den Nachweis von radioaktivem
Kortikosteron (Palme et al. 2004) und decken sich mit der
Aussage dieser Arbeit. So fanden zum Beispiel Szoke et al.
(2004), dass bei Wildenten der Kortikosterongehalt im Eigelb
84 Stunden nach Auslosen einer Alarmreaktion durch

Manipulation ansteigt.

Der Vorteil der in dieser Arbeit entwickelten Methode liegt in
threr Sensitivitdt und Selektivitdt. Die Verwendung von HPLC-
MS/MS zur Erfassung von Kortikosteron im Eigelb stellt wohl
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die sensibelste Messtechnik dar, da sie Kortikosteron nicht nur
nach seinem Masse / Ladungsverhéltnis, sondern auch anhand
des Fragmentierungsmusters seiner lonen identifiziert — eine
Eigenschaft die fiir jede Substanz charakteristisch und
einzigartig ist. Die Entwicklung einer solch hoch sensiblen
Methode ist deshalb wichtig, da Studien belegen, dass nur sehr
geringe Mengen des im Blut zirkulierenden Kortikosterons in

das Ei gelangen (Hackl et al. 2003; Palme et al. 2004).

Die entwickelte Methode ist die erste bekannte funktionelle
Methode auf HPLC-MS/MS - Basis die den zuverldssigen

Nachweis von Kortikosteron im Eigelb ermdglicht.

Vergleicht man die Kortikosteronwerte in invasiv genommenem
Probenmaterial (Blut) mit denen in nicht invasiv genommenem
Probenmaterial (Eigelb) so ist im Blut eine weite Streuung
erkennbar, die sich durch die oben erwidhnte individuelle
Varianz und die pulsatile und episodenhafte Ausschiittung des
Kortikosterons erkldren ldsst. Im Eigelb ist diese Streuung
geringer, was ob des Sammelproben-Charakters des Eigelbs zu
erwarten war. In Summe ist die Menge des im Eigelb
nachweisbaren Kortikosterons deutlich geringer als die im Blut.
Dies ist auf den natiirlichen Metabolismus zuriickzufiihren und
deckt sich mit den Ergebnissen von Palme et al. (2004), die in
threr Studie nach intravendser Verabreichung von radioaktivem

Kortikosteron versuchten, die Radioaktivitit im Eiklar und
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Eigelb zu messen und nur einen geringen Teil der verabreichten
Radioaktivitit wieder fanden. Diese Ergebnisse bestitigen die
Studien an japanischen Wachteln, die zeigten, dass nur 1% des
intravends  verabreichten 3H-Kortikosterons ins Eigelb
gelangten (Hackl et al. 2003). Aufgrund des geringen
Kortikosterongehalts im Ei scheint der Nachweis mittels HPLC-
MS/MS zielfiihrender zu sein als RIAs oder EIAs, da diese
Methode ein wesentlich sensibleres Messverfahren darstellt und

die Erfassung von sehr niedrigen Hormonspiegeln erméglicht.

Vergleicht man die Kortikosteronwerte im Blut und Eigelb in
der vorliegenden Studie, besteht keine signifikante Korrelation
zwischen diesen beiden Werten. Dies deckt sich mit der
Hypothese dieser Arbeit und ist damit zu erkldren, dass der
Vergleich des Kortikosterongehalts im Blut und im Eigelb den
Vergleich einer Einzelprobe mit einer Sammelprobe darstellt.
Die unterschiedlichen Ergebnisse waren, bedingt durch den
pulsatilen und diskontinuierlichen Charakter der
Kortikosteronausschiittung im Blut und die Verzerrungen, die
wihrend der invasiven Blutprobenentnahme entstehen, zu

erwarten.

Die Resultate in der vorliegenden Arbeit decken sich nicht mit
der Studie von Hayward und Wingfield (2004) an japanischen
Wachteln, die nachwiesen, dass ein experimentell erhohter

Plasmakortikosterongehalt (durch Applikation von exogenen
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Kortikosteron = Implantaten) zu  einem  Anstieg  des
Kortikosteronspiegels im Eigelb fiihrt. Im Gegensatz dazu
konnten Downing und Bryden (2002) in ihrer Studie an Hennen
nach exogener Applikation von Kortikosteron keinen
Zusammenhang  zwischen  Blutkortikosteron und dem
Kortikosterongehalt im Eiklar feststellen und fiihrten dies auf
den Mechanismus des negativen Feedbacks zuriick, der die
endogene Ausschiittung von Kortikosteron verhindert und somit

versucht, Anstiege des Kortikosterons im Blut zu minimieren.

Worin sich allerdings die vorliegende Arbeit von den oben
genannten unterscheidet, ist, dass die gemessenen
Kortikosterongehalte im Plasma und Eigelb in dieser Arbeit
physiologische Stresssituationen widerspiegelten und keine

exogenen Kortikosterongaben erfolgten.

Uber den Vergleich der Stressbelastung in verschiedenen
Haltungssystemen und den  Einfluss unterschiedlicher
Besatzdichten existieren zahlreiche Studien (Bishop und
Dhaliwal 1994; Davis et al. 2000; El-Lethey et al. 2000;
Downing und Bryden 2002).

Diese Studie befasste sich mit dem Vergleich der
Stressbelastung in der Kéfig- und naturnahen Freilandhaltung.
Es wurde ob der Artgerechtigkeit beider Systeme postuliert,
dass Hithner in Kifigen einer groBeren Stressbelastung

ausgesetzt sind als Hiithner in der naturnahen Freilandhaltung,
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da die Kifighaltung den Hithnern weniger Freiheit bietet, ihre
angeborenen physiologischen Bediirfnisse auszuleben.
Vergleicht man aber die beiden Haltungsformen in dieser
Arbeit, weisen die im Blut gemessenen Kortikosteronmengen
keine signifikanten Unterschiede auf, sondern sind sowohl in
der Kifighaltung als auch in der Freilandhaltung weit gestreut.
Es existieren in diesem Zusammenhang in der Literatur
dhnliche Versuchsmodelle, die sich allerdings auf den
Vergleich verschiedener Besatzdichten beschridnken und deren
Aussagen sehr uneinheitlich sind. So fanden Bishop und
Dhaliwal (1994) und Davis et al. (2000) dass eine Verringerung
des Platzangebots bei in Kifigen gehaltenen Hennen den
Kortikosteronwert im Blut nicht beeinflussten. Auch Downing
und Bryden (2002) versuchten die Stressbelastung der Hennen
in verschiedenen Besatzdichten im Blut nachzuweisen und
fanden in ithrem Versuch, dass das Plasmakortikosteron nicht
beeinflusst wurde. Koelkebeck und Cain (1984), hingegen,
sahen einen Anstieg des Plasmakortikosterons als Antwort auf
die Erhohung der Besatzdichte bei Hennen in der Boden- nicht
aber in der Kifighaltung. Im Gegensatz dazu steht die Arbeit
von Mashaly et al. (1984), die genau das Gegenteil

beobachteten.

Diese widerspriichlichen Resultate lassen darauf schlieen, dass
sich die Kortikosteronbestimmung im Blut durch einzelne

Probenentnahmen nicht als verldsslicher und reproduzierbarer
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Parameter zur Erfassung der Stressbelastung eignet. Dies ist in
Anbetracht der individuell unterschiedlichen
Kortikosteronantwort sowie der pulsatilen und episodenhaften
Ausschiittung des Kortikosterons und der durch die
Probenentnahme verursachte Alarmreaktion nicht

verwunderlich.

Doch auch die im Eigelb gemessenen Kortikosteronwerte
weisen in meiner Arbeit bei einem Vergleich beider Gruppen
keine signifikanten Unterschiede auf und entsprechen somit
nicht der in dieser Arbeit postulierten Hypothese. Dies lidsst
vermuten, dass sich die Stressbelastung in der in diesem
Versuch verwendeten Kifighaltung nicht wesentlich von der
naturnahen  Freilandhaltung unterscheidet.  Vergleichbare
Studien sind in der Literatur nicht vorhanden. Einzig Downing
und Bryden (2002), die Kortikosteron im Eiklar als
Stressindikator verwendeten fanden, dass die Umstallung von
Hennen in Kifige und eine Erhohung der Besatzdichte zwar
anfinglich zu hoheren Kortikosteronwerten fiihren, sich diese
aber binnen 34 Wochen ausgleichen. Arbeiten, die hingegen
andere verlidssliche Parameter wie den Gesundheitsstatus, das
Verhalten oder Verhaltensstorungen, das H/L Verhiltnis, die
Induzierbarkeit und Dauer einer tonischen Immobilitidt oder den
Immunstatus durch die Bestimmung von AntikOrpertitern als
Indikatoren zur Bestimmung des Wohlbefindens und der

Stressbelastung heranziehen, sind in ihrer Aussage einheitlich:
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Die Kifighaltung ohne Einstreu, wie sie auch in meinem
Versuch verwendet wurde, stellt eindeutig einen groberen
Einschnitt in das Wohlbefinden der Hennen dar und verursacht
eine wesentlich hohere Stressbelastung als die naturnahe
Freiland- oder sogar Bodenhaltung (El-Lethey et al. 2000;
Tauson und Holm 2001; Staack und Knierim 2003). Auch das
Verbot der Kifighaltung fiir Legehennen durch die Européische
Union ab dem Jahr 2012 spiegelt diese Erkenntnis wider.

Der nicht signifikante Unterschied der Kortikosteronwerte im
Eigelb der Hennen in der Kiéfig- und naturnahen
Freilandhaltung im Vergleich in der vorliegenden Studie ist
darauf zuriickzufiithren, dass die den Hennen zur Verfiigung
stehende Bodenfliche in der Kifighaltung die
Mindestanforderungen der Europdischen Union bei weitem
tiberschreitet. So schreibt die EU in der Richtlinie 1999/74/EG
des Rates vom 19. Juli 1999 eine Mindestfliche von 550cm? pro
Huhn vor, wihrend die Hennen im Versuch eine Kifigfliche
von 2250cm? pro Huhn erhielten. Weiters wurden die Hennen
nicht wie in der Eiproduktionsindustrie iiblich zu dritt oder
viert in einem Kifig gehalten sondern einzeln. Im Gegenzug
wurden die Hennen in der naturnahen Freilandhaltung in diesem
Versuch nicht gemédl den Mindestanforderungen der EU, wie
sie in der Bio-Tierhalteverordnung 1804/1999/EG festgelegt
sind, gehalten. So war die Besatzdichte im Stall mit 0,48

Hithnern pro m? nutzbarer Stallfliche im Versuch zwar
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niedriger als es die Europidische Union mit 6 Legehennen pro
m? vorschreibt, das Platzangebot im Auslauf aber entsprach den
Mindestanforderungen der EU bei weitem nicht: Die Hennen im
Versuch hatten im Vergleich zu den vorgeschriebenen 4 m?
Auslauf pro Huhn lediglich eine Fliche von 1,39 m? Auslauf
pro Huhn zur Verfiigung. Weiters wurde den Auflagen der
Europédischen Union was die Gestaltung des Auslaufs betrifft
nicht Rechnung getragen. Die unzureichende Begriinung und
mangelhaften Unterschlupfmoglichkeiten boten den Hennen

nicht genligend Anreiz, den Auslauf adiquat zu niitzen.

Unter den gegebenen Bedingungen ist dieser Versuch ist also
als der Vergleich einer ,,artgerechteren Kifighaltung* mit einer
,reduzierten Freilandhaltung® anzusehen bei dem riickblickend
— in  Anbetracht der fehlenden Konformitdt beider
Haltungssysteme mit der Vorgaben der Europidischen Union —
eine signifikant hohere Stressbelastung der Kifighennen nicht

wahrscheinlich war.

Weiters muss festgehalten werden, dass konkretere Aussagen
tiber die Stressbelastung in verschiedenen Haltungssystemen
und die Artgerechtheit alternativer Haltungsformen erst
getroffen ~ werden  konnen, nachdem  umfangreichere
Feldstudien, die vor allem auch die Langzeiteffekte der
verschiedenen Haltungsarten beriicksichtigen gemacht worden

sind. Weiters bedarf auch die neu entwickelte Methode zur
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nicht invasiven Messung der Stressbelastung durch den
Nachweis von Kortikosteron 1m Eigelb noch einiger
Versuchreihen, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu
sichern. Um die praktische Relevanz der Resultate zu
verbessern, sollten in weiterfilhrenden Untersuchungen iiber
den Vergleich verschiedener Haltungsformen auf die
Stressbelastung von Hennen Systeme verwendet werden, die

den Vorgaben der Europdischen Union entsprechen.

Es ergeben sich aus dieser Studie zahlreiche Aspekte und
weitere Anwendungsgebiete, die in Zukunft in Betracht
gezogen werden sollten. So sollte die Verwendung dieser und
anderer nicht invasiver Methoden des Stressnachweises zur
Sicherung der Artgerechtheit konventioneller und neu
entwickelter, alternativer Haltungssysteme dienen. Zudem
ermoglicht es die in dieser Arbeit entwickelte Methode, anhand
von Stichproben in Eiverpackungsanlagen inaddquate, schlecht
gefiihrte Betriebe ausfindig zu machen in dem Eier mit hohem
Kortikosterongehalt zum Herkunftsbetrieb zuriickverfolgt

werden.

Auch in Zuchtbetrieben kann diese Methode zur Hilfe bei der
Bestimmung und Optimierung der Haltungsbedingungen
herangezogen werden. Dies bietet nicht nur einen
tierrechtlichen sondern auch einen wirtschaftlichen Vorteil, da

es wissenschaftlich erwiesen ist, dass, zum Beispiel in Fall der
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japanischen Wachtel, gestresste Muttertiere schwichere,
weniger iiberlebensfidhige Kiiken produzieren und sich eine
wesentlich  hohere  Mortalitidtsrate  abzeichnet als  bei

artgerechter Haltung (Hayward und Wingfield 2004).
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7. Neue wissenschaftliche Erkenntnisse

Aus der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methode zum
Nachweis von Kortikosteron im Ei und den durchgefiihrten
Versuchen konnen die folgenden neuen wissenschaftlichen

Erkenntnisse abgeleitet werden:

1. Die entwickelte Methode basierend auf HPLC-MS/MS
(High Performance Liquid Chromatography — Tandem
Massspectrometry) ist funktionell und mit einem limit of
detection von 0,025 ppb und einem Ilimit of
quantification von 0,040 ppb sensibel genug, um auch
sehr geringe Kortikosteronmengen nachweisen zu
konnen. Die Stidrke dieser Methode liegt unter anderem
darin, dass sie das Kortikosteron nicht nur an Hand
seiner Masse (beziehungsweise seines Masse /
Ladungsverhiltnisses) sondern auch durch sein
Fragmentierungsmuster identifiziert - ein viel
genaueres und strengeres strukturelles Merkmal, das fiir
jede Substanz einzigartig ist. Die entwickelte Methode
ist die erste bekannte funktionelle Methode auf HPLC-
MS/MS - Basis die den zuverldssigen Nachweis von

Kortikosteron im Eigelb ermoglicht.



Gyim6thy — Willmann Ilse Maria - PhD Arbeit - Neue Methode zum Nachweis von Kortikosteron im 122
Ei und Erfassung von Kortikosteron im Eigelb und Blutplasma

2. Die vorliegenden Resultate dieser Arbeit belegen, dass
es mit der neu entwickelten Methode moglich ist,
Kortikosteron im  Eigelb mittels HPLC-MS/MS
nachzuweisen und somit sowohl einen der bedeutendsten
Stressparameter zu erfassen als auch den Beweis zu
erbringen, dass Kortikosteron in das Ei gelangt und als
stabiles Probenmaterial zur nicht invasiven Messung der
Stressbelastung bei Legehennen herangezogen werden

kann.

3. Ein Vergleich des Gesundheitsstatus der Hennen in den
zwei  Haltungsformen  wies  keine  signifikanten
Unterschiede auf. Zwar verschlechterte sich der
Gefiederzustand der Hennen in der naturnahen
Freilandhaltung im Verlauf des Versuchs — ein Ergebnis
das eine erhohte Federpickinzidenz vermuten ldsst -
doch nicht in einem signifikanten Ausmalf}. Es konnte bei
den Hennen in der Kéfighaltung kein Federpickverhalten
beobachtet werden, allerdings war dies bedingt durch
die Einzelhaltung und die daraus resultierende fehlende
Moglichkeit des sozialen Kontakts auch nicht zu
erwarten. Die Ballen- und Krallengesundheit waren bei
Hennen in naturnaher Freilandhaltung nicht in einem
signifikanten Ausmal} besser als in der Kéfighaltung,

obwohl die Dauer des Versuchs zu kurz war um
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Riickschliisse auf die Langzeitfolgen der Kifighaltung

auf diese beiden Parameter zu erlauben.

4. Der Vergleich der Kortikosteronwerte im Blutplasma der
Hennen in der naturnahen Freilandhaltung und in der
Kifighaltung wies keine signifikanten Unterschiede auf.
Die Mittelwerte des Plasmakortikosterons lagen in der
Kifighaltung zwischen 0,850 + 0,336 ng/ml und 2,100 +
0,780 ng/ml, mit einem Gesamtmittelwert von 1,590 +
0,734 ng/ml und weit gestreuten Einzelwerten von 0,53
ng/ml bis 3,81 ng/ml. In der naturnahen Freilandhaltung
erstreckten sich die Mittelwerte des
Plasmakortikosterons von 0,804 + 0,037 ng/ml und 1,644
+ 0,502 ng/ml mit einem Gesamtmittelwert von 1,110 +
0,474 ng/ml. Einzelwerte waren auch in dieser
Haltungsform, wenn auch weniger, weit gestreut und
rangierten zwischen 0,33 ng/ml und 2,90 ng/ml.
Vergleicht man sowohl die gesamten als auch die fiir
jeden Tag der Probenentnahme gesondert errechneten
Plasmakortikosteron Mittelwerte der beiden
Haltungsformen, so waren die Tagesmittelwerte, mit
Ausnahme des Tag 2 der Probenentnahme in der
Kifighaltung hoher als in der naturnahen
Freilandhaltung. Auch der Gesamtmittelwert des

Plasmakortikosterons war in der Kéfighaltung hoher als
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in der naturnahen Freilandhaltung. Dennoch waren diese

Unterschiede nicht als signifikant zu bewerten.

5. Der Vergleich der Kortikosteronwerte im Eigelb der
Hennen in der naturnahen Freilandhaltung und in der
Kifighaltung wies keine signifikanten Unterschiede auf.
Die Mittelwerte des Kortikosterons im Eigelb lagen in
der Kifighaltung zwischen 0,133 + 0,093 ppb und 0,209
+ 0,143 ppb, mit einem Gesamtmittelwert von 0,179 +
0,133 ppb und Einzelwerten von 0,040 ppb bis 0,668
ppb. In der naturnahen Freilandhaltung erstreckten sich
die Mittelwerte des Kortikosterons im Eigelb von 0,071
+ 0,041 ppb und 0,571 + 0,395 ppb mit einem
Gesamtmittelwert von 0,314 + 0,211 ppb. Einzelwerte
waren in dieser Haltungsform weiter gestreut als in der
Kifighaltung und rangierten zwischen 0,040 ppb und
1,361 ppb. Die Hennen in der naturnahen
Freilandhaltung wiesen, mit Ausnahme von Tag 2 der
Probenentnahme, hohere Tagesmittelwerte des
Kortikosterons im  Eigelb auf und auch der
Gesamtmittelwert des Kortikosterons im Eigelb war
hoher als in der Kifighaltung, doch waren diese

Unterschiede nicht signifikant.

6. Ein Vergleich der Kortikosteronwerte im Eigelb und

Plasma ergab, dass zwischen diesen Parametern in
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beiden Haltungsformen keine Korrelation besteht. Die
Plasmakortikosteronwerte unterlagen bedingt durch die
episodische und pulsatile Ausschiittung des
Kortikosterons sowie den schnellen Anstieg in Folge
eines Stressors (wie zB. Die Blutabnahme) einer groBen
Schwankungsbreite. Im Gegensatz dazu erlaubte das
Eigelb eine nicht invasive Langzeitmessung des
Kortikosterons und spiegelte die Kortikosteronspiegel im
Plasma iiber den Zeitraum der Eiformation (24 Stunden)
wider. Die Eier stellten in diesem Zusammenhang
Sammelproben dar, die Schwankungen und
Verzerrungen, die im  Zuge der invasiven

Probengewinnung entstanden, ausglichen.

7. Die Resultate der Kortikosteronmessungen im
Blutplasma und Eigelb der Hennen wiesen darauf hin,
dass sich die Stressbelastung der Hennen in der Kifig-
und naturnahen Freilandhaltung nicht unterschied.
Obwohl die Hypothese aufgestellt wurde, dass sich die
Stressbelastung der Hennen in  den  beiden
Haltungssystemen unterscheidet und eine erhohte
Stressbelastung der Hennen in der Kifighaltung erwartet
wurde, konnte dies im Rahmen dieser Arbeit nicht
verifiziert werden. In Anbetracht der Modifizierung
beider Haltungssysteme und ihrer fehlenden Konformitét

mit den Vorgaben der Europidischen Union war diese
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Arbeit allerdings eher als der Vergleich einer
martgerechteren Kifighaltung® mit einer ,reduzierten
Freilandhaltung® anzusehen bei dem riickblickend eine
signifikant hohere Stressbelastung der Kédfighennen nicht

wahrscheinlich war.
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8. Zusammenfassung

Das Thema ,,artgerechte Tierhaltung® und die Priifung neuer
alternativer Haltungssysteme auf ihre Artgerechtheit gewinnen
in der Legehennenhaltung, vor allem in Anbetracht des mit
01.01.2012 in Kraft tretenden Verbots der konventionellen
Kifighaltung in der Europdischen Union zunehmend an
Bedeutung. Ob eine Haltungsform den Anforderungen der
Hennen entspricht, ldsst sich anhand des verursachten Stresses
nachvollziehen — je mehr sich ein Huhn an seine Umgebung
anpassen muss, Jje mehr das Umfeld nicht seinen
physiologischen Bediirfnissen entspricht, desto hdoher der
Stress. Um diese Stressbelastung objektiv zu erfassen, werden
Kortikosteroide, beim Huhn Kortikosteron, wund seine
Metaboliten  herangezogen  und  gelten in  diesem
Zusammenhang, unter Beriicksichtigung des
Gesundheitszustandes, als verldssliche Stressparameter und -
indikatoren. Die Verwendung von Eiern bietet sich deshalb an,
da sie Sammelproben darstellen, die die pulsatile und
episodenhafte Exkretion von Kortikosteron und Verzerrungen,
die durch eine invasive Probenentnahme wie zum Beispiel eine
Blutabnahme entstehen, ausgleichen und sich so zur Erfassung

von linger andauerndem Stress eignen.
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Das Ziel dieser Arbeit war es, eine praxisnahe nicht invasive
hoch sensible Methode zu entwickeln, die die Erfassung von
Kortikosteron im Eigelb mittels HPLC-MS/MS ermoglicht und
herangezogen werden kann, um nachzuweisen, dass
Kortikosteron in das Ei gelangt und es somit zu einem
geeigneten Probenmaterial fiir die nicht invasive Messung der
Stressbelastung macht das dazu verwendet werden kann

verschiedene Haltungsformen zu vergleichen.

Die vorliegenden Resultate belegen, dass es mit der in dieser
Arbeit neu entwickelten Methode basierend auf HPLC-MS/MS
moglich ist, Kortikosteron im Eigelb nachzuweisen. Es besteht
weder eine Korrelation zwischen den Kortikosteronwerten im
Blut und Eigelb, noch weisen die Kortikosteronmengen in Blut
und Eigelb der Hennen in den zwei verschiedenen
Haltungsformen signifikante Unterschiede auf. Ahnliche
Resultate sind bei einem Vergleich des Gesundheitsstatuses der
Hennen beider Haltungsformen zu beobachten — auch hier
waren keine signifikanten Unterschiede feststellbar. Dennoch
wire es aufgrund Dauer des Versuchs sowie der in diesem
Versuch verglichenen Haltungssysteme und Gruppengrof3e
verfritht, diese Resultate als Beweis dafiir zu erachten, dass die
Stressbelastung in einer Kifighaltung sich nicht wesentlich von
der in einer Freilandhaltung unterscheidet. Weiters sind dies die
ersten Versuche der Erfassung von Kortikosteron im Eigelb, die

mit dieser neuen Methode gemacht wurden. Es besteht also
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noch der Bedarf in umfangreichen Langzeitstudien die Methode
zu iberpriifen und die Haltungssysteme an die Anforderungen
der Europidischen Union anzupassen. Danach stehen dieser
Methode eine breite Palette an Anwendungsgebieten- sowohl
bei der Beurteilung der Artgerechtheit von Haltungssystemen
im Legehennenbetrieb als auch bei der Evaluierung und

Optimierung von Zuchtbetrieben offen.
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