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Einleitung

1 Einleitung

Fur die kommerzielle Geflugeltierhaltung standen im Jahr 2016 in den 27
Mitgliedstaaten der Europdischen Union (EU) 378,2 Mio. Legehennenplatze zur
Verfligung und 7.467 t Eierzeugnisse wurden produzierten (MEG Marktbilanz Eier
und Geflugel, 2018). Das Interesse der Konsumenten verlagert sich zunehmend von
guinstig und konventionell auf fair und 6kologisch. So nahm im Jahr 2016 die
Biolandwirtschaftsflache in Europa um 6,7%, in der EU um 82 % zu
(Forschungsinstitut fiir biologischen Landbau (FiBL), 2018). Fir die allermeisten
Schweizer Labels, wie fir einen GroR3teil der Schweizer Tierwohl-Labels, z.B. ,,IP-
Suisse®, gelten auch fiir die Schweizer Bio-Label, u.a. ,,Bio-Suisse” und
»KAGfreiland“, die staatlichen Tierwohl-Férderprogramme ,,.Besonders
tierfreundliche Stallhaltung® (BTS) und ,,regelméBiger Auslauf im Freien* (RAUS)
als Grundvoraussetzung (Direktzahlungsverordnung (DZV), 2017). Vom
Konsumenten werden die Labels mit einer tiergerechten, den natirlichen
Lebensbedingungen der Tiere entsprechenden Tierhaltung und einem damit
einhergehenden besseren Tierwohl gleichgesetzt. Diesem kommt immer mehr
Beachtung und steigendes 6ffentliches Interesse zu (Bér, 2011). Mit dem Terrestrial
Code (2017) stellt die Weltorganisation fur Tiergesundheit (World Organisation for
Animal Health, OIE) ein Referenzdokument internationaler Standards fur die
Tiergesundheit und Zoonosen zur Verfligung. Verfasst wurde dieser durch die
Veterinarbehdrden der OIE-Mitgliedstaaten selbst. Er beschreibt mit den
international anerkannten ,,fiinf Freiheiten* das Recht auf Wohlergehen fiir Tiere.
Gemal} diesem Abkommen kann das primére Wohlergehen eines Tieres erreicht
werden, durch die Freiheit von negativen Erfahrungen. Zu diesen zéhlen Hunger,
Mangelerndhrung und Durst, Angst und Distress, physische und thermische
Beschwerden sowie Schmerzen, Verletzungen und Krankheiten. Ebenso sollte es
jedem Tier moglich sein, sich in normale Verhaltensmuster auszudriicken.

Der Tiertransport stellt in Bezug auf den Tierschutz und die oben genannten ,,fiinf
Freiheiten” eine Ausnahmesituation dar, da fiir eine bestimmte Zeitspanne das
Wohlergehen der Tiere mitunter eingeschrankt ist. Um nach Art. 1 des Schweizer
Tierschutzgesetzes, (TSchG, 2005) ,,(...) die Wiirde und das Wohlergehen des
Tieres* oder des deutschen Tierschutzgesetztes (TierSchG, 2006) ,,(...) fur das Tier
als Mitgeschopf dessen Leben und Wohlbefinden (...).“ moglichst in allen
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Bereichen ,,zu schiitzen®, werden als verbesserungswiirdig anerkannte Gesetze und
Verordnungen immer wieder angepasst. So unterliegen nationale und europdische
Bestimmungen immer neuen Verénderungen, welche innerhalb der EU auf
Grundlage der Richtlinie 98/58/EG uber den Schutz von landwirtschaftlichen
Nutztieren (1998) erfolgen kénnen.

Die Lage der Aufzucht-— und Legehennenbetriebe an geografisch verteilten
Standorten erfordert, dass die Tiere auf der StralRe Uber unterschiedlich lange
Strecken transportiert werden mussen. Ziel der in dieser Dissertation vorgestellten
Analyse ist es, die Belastung 18-wdchiger, d6kologisch aufgezogener Junghennen
auf zwei praxisrelevanten Transportvarianten jeweils vom Aufzuchtbetrieb bis zum
Legehennenbetrieb zu untersuchen. Verglichen wird der ,Transport mit
Fahrtunterbrechung®, Transportvariante I mit dem ,Transport ohne
Fahrtunterbrechung® bzw. dem ,direkten Transport“, Transportvariante II.
Ausgehend von der Hypothese, dass die Stressbelastung langerer Transporte
(,,Transport mit Fahrtunterbrechung®), im Unterschied zu kiirzeren Transporten
(,,Transport ohne Fahrtunterbrechung®) geringer ausfillt, wurde als Transportdauer
die gesamte Zeit der Bio-Junghennen in den Transportkisten, beginnend mit der
Ausstallung im Aufzucht- und endend mit der Einstallung im Legehennenbetrieb.

Schwerpunkt der vorliegenden Feldstudie ist die Messung der Stressbelastung Uber
das nicht-invasive Hormonmonitoring (Corticosteron-Metaboliten im Kot) nach
Rettenbacher et al. (2004).
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2 Literaturubersicht

Im Folgenden werden die gesetzlichen VVorgaben und der Stand der Wissenschaft
zum Thema der Arbeit zusammengefasst. Diese beinhaltet die Haltung von Jung-
und Legehennen sowie deren Transport unter Einbeziehung des Tierwohlrechts. Da
die untersuchten Junghennen gemaR Bio Suisse Richtlinien (BS-RL) (Bio Suisse,
2017) gehalten wurden, liegt der Schwerpunkt auf dieser Haltungsform.

2.1 Rechtliche Anforderungen an die Jung- und Legehennenhaltung

Zur Wahrung des Tierwohls im Nutztierbereich griindeten sich schweizweit diverse
Tierwohl-Labels. Die Basis der kommerziellen wie auch der privaten
Nutztierhaltung bilden das Schweizer Tierschutzgesetz (TSchG) vom 16.
Dezember 2005 und die Schweizer Tierschutzverordnung (TSchV) vom 23. April
2008, welche die Umsetzung des Tierschutzgesetztes im Detail regelt. In
Tierschutzkontrollhandbiichern werden fiir die jeweilige Tierart Stallmasse,
Transportbedingungen und vieles mehr festgelegt. Sie dienen dem Vollzug als
Hilfsmittel fiir dessen Kontrollen und bieten den Tierhaltenden eine Orientierung
daruber, was vom Vollzug kontrolliert wird (BLV, 2017). Fir die biologische
Nutztierhaltung in der Schweiz gilt die ,,Verordnung {iiber die biologische
Landwirtschaft und die Kennzeichnung biologisch produzierter Erzeugnisse und
Lebensmittel“ (Bio-Verordnung, 1997) sowie die darauf gestiitzte ,,Verordnung des
WBF (Eidgendssisches Departement fur Wirtschaft, Bildung und Forschung) uber
die biologische Landwirtschaft“ (WBF, 1997) beide vom 22. September 1997, als
Grundlage fur alle Schweizer Bio-Label. Fundament der allermeisten Tierwohl-
Label, der konventionellen sowie der biologischen, bilden die staatlichen Tierwohl-
Forderprogramme  ,,besonders tierfreundliche Stallhaltung® (BTS) wund
»regelmifiger Auslauf im Freien® (RAUS), fiir welche der Bund Tierwohlbeitrige
gemé&lR Verordnung uber die Direktzahlungen an die Landwirtschaft vom 23.
Oktober 2013 entrichtet (DZV, 2017). Da die vorliegende Untersuchung in Bio
Suisse Betrieben durchgefiihrt wurde, kommt deren Richtlinien (2017) erhohte
Aufmerksamkeit zu. Zugrundeliegende Gesetze, Verordnungen, Richtlinien unter

anderem werden im Folgenden weiter thematisiert.
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2.1.1 Stallungen

Die Haltung der Schweizer Jung- und Legehennen unterscheidet drei

Haltungsformen:

1. die reine Bodenhaltung
2. die BTS-Bodenhaltung und
3. die RAUS-Freilandhaltung

Wie das Aviforum Schweiz, in ,,Haltungsformen in der CH-Eierproduktion‘ (2013)
beschreibt und schematisch darstellt (siehe Abb. 1). Wahrend sich die reine
Bodenhaltung im Stall nach den Vorgaben der TSchV (2008) und der
Hochsbestandesverordnung (HBV, 2013) richtet, werden Haltungen mit
Beteiligung am BTS-Programm des Bundes als wichtigste Anforderung mit einem
AuRenklimabereich (AKB) erweitert. Die RAUS-Freilandhaltung gewahrleistet
den Hennen basierend auf dem BTS-Programm zusatzlich taglichen Weidezugang.
Beide Forderprogramme, BTS und RAUS, werden vom Bund in der DZV (2017)
geregelt. Die Bio-Freilandhaltung ergénzt die konventionelle Freilandhaltung in
mehreren Bereichen mit strengeren Haltungsanforderungen (Aviforum, 2013). Bio
Suisse (2017) und KAGfreiland (2017) erweitern und verschérfen, neben anderen

Bio-Labeln, diese VVorgaben.
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Abb. 1: Schematische Darstellung der 3 Haltungsformen ,, Bodenhaltung*®, ,,BTS-
Bodenhaltung® und ,,RAUS-Freilandhaltung® (Aviforum, 2013).
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So wird in den Bio Suisse-Richtlinien eine fir Junghennen maximale Besatzdichte
pro m? begehbare Flache im Stall von 8 Tieren und fiir Legehennen von 5 Tieren
festgelegt. Der maximale Tierbesatz betragt dabei pro Stalleinheit fur Kiken bis zur
18-wdchigen Junghenne 4000 Tiere und fiir Legehennen 2000. Ist der AKB
wahrend der Aktivitatszeit den Hennen ber alle Stall6ffnungen zugénglich und
verfugt dieser tber eine automatische Schieber6ffnung sowie Beleuchtung, darf er
als sogenannter ,integrierter AKB zur begehbaren Fldche des Stalls gezdhlt
werden. Unter dieser Voraussetzung sind in der Nacht fiir die gleiche Anzahl m?
begehbare Flache 13 Junghennen (ab 43. Alterstag), flir Legehennen 8 zugelassen.
Der Maximalbesatz von 24 Tieren pro m? Stallgrundflache im Junghennenstall und
15 im Legehennenstall darf dabei nicht Uberschritten werden. Eine
Gegenuberstellung der Anforderungen des Bundesbio gemal WBF (1997) und der
BS-RL (2017) bezlglich Besatzdichte der Hennenhaltung ist in Tabelle 1
dargestellt.

Tabelle 1: Vergleich der Anforderungen an die maximale Besatzdichte der
Schweizer Hennenhaltung zwischen Bundesbio (WBF-BioV) und BS-RL gemaR
,»Stallmasse 2017 fur die Haltung von Nutztieren im biologischen Landbau in der

Schweiz* des Forschungsinstituts fiir biologische Landwirtschaft (FiBL), Schweiz.

Junghennen Legehennen Quellenangabe
max. Besatzdichte Bundesbio | Bio Suisse | Bundesbio Bio Suisse
pro Stalleinheit 4000 3000 2000 WBF-BioV,
BS-RL
pro m? begehbare Flache 9,3 (14) 8 (15) 5 5 TSchV, WBF-
BioV, BS-RL
pro m? begehbare Flache 13 (15) 8 BS-RL
mit integriertem AKB
pro m? Stallgrundflache 24 (30) 15 BS-RL

Zahl in Klammern (): Junghennen bis zum Alter von 42 Tagen.
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2.1.2 Tiere

GemaR Schweizer Bio-Verordnung (1997) Art. 16f Abs. 8 diirfen ,,(...) zum
Aufbau eines neuen Tierbestandes Gefliigel aus nicht biologischen Betrieben
zugekauft werden, wenn die Kiiken spatestens am dritten Lebenstag eingestallt
werden.“. Dies gilt ebenfalls gemaR BS-RL. Elterntierkiken durfen aus nicht
biologischer Herkunft sein (Bio Suisse, 2017). Da es in der Schweiz keine eigene
Bio-Hennen-Zucht gibt, betrifft dies ausnahmslos alle biologischen
Elterntierherden. Zum Aufbau der Elterntierherden der Hosberg AG werden vom
Legehennenzichter und —verteiler H&N International aus Deutschland
konventionelle H&N Elterntierkiken, H&N Super Nick (HNS) und H&N Brown
Nick (HNB), in die Schweiz importiert, geméal Bio-Verordnung (1997) und BS-RL
(2017) auf Bio umgestellt und zur H&N Legehennenzucht verpaart (Hosberg AG,
2017). Im Gegensatz zu den Elterntierkilken mussen nach BS-RL (2017) die
Bruteier der Knospe-Legehennen grundsétzlich von Knospe-Elterntieren

abstammen, welche in einer zertifizierten Knospe-Bruterei ausgebrutet werden.

2.1.3 Transport

Fur Tiertransporte in der Schweiz gilt gemaR Tierschutzgesetz (2008) eine Fahrzeit
ab Verladeplatz von héchstens sechs Stunden. Seit der Anpassung des Art. 152a
Abs.1 der TSchV (2008) am 28.Oktober 2015, wird die maximal zuléssige
Transportdauer von Tiertransporten festgelegt und auf acht Stunden, einschlieRRlich
Fahrzeit, begrenzt. Die ,,Fachinformation Tierschutz — Gefliigeltransport™ des BLV
definiert den Beginn der Transportzeit mit Abfahrt des Lastwagens vom
Ursprungsbetrieb und das Ende mit Ankunft an der Endstation. Darin
eingeschlossene Fahrtunterbrechungen durfen vier Stunden nicht (berschreiten
(BLV, 2015). Fahrerinnen und Fahrer von Viehhandels- und Transportunternehmen
muissen Uber eine vom BLV anerkannte fachspezifische Ausbildung oder
fachspezifische Vermittlung von Kenntnissen oder Fahigkeiten verfiigen (...). Fiir
eine rasche Abwicklung der Ablieferung der Tiere beim Aufzuchtbetrieb und des
Ausladens beim Legehennenbetrieb stehen die Tierhalter und Tierhalterinnen in der
Pflicht (TSchV, 2008).
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Der Junghennentransport erfolgt reguldr in von der Firma UTZ (Bremgarten,
Schweiz) hergestellten Stapelkisten (Abb. 2), welche tber einen durch die TSchV

(2008) festgelegten geschlossenen Boden verfiigen.
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Abb. 2: Fotografische Darstellung von Stapelkisten der Firma UTZ, Bremgarten,

|

Schweiz fir den Tiertransport (Fotos: H. Sprafke)

GemaR Anhang 4, Tabelle 3 der Schweizer TSchV (2008) ist folgender
Mindestraumbedarf beim Transport von Gefliigel mit einem Lebendgewicht bis zu
3 kg pro Tier vorgeschrieben: eine Flache je kg Lebendgewicht von 160 cm? und
eine Mindesththe des Abteils von 24 cm. Die UTZ Stapelkisten, welche eine Hohe
von 31,5 cm und eine Grundfliche von 5.565 cm? fassen, bieten somit Platz fiir eine
maximale Besatzdichte von 34,8 kg pro Kiste. Mit einem Sollgewicht in der
18. Alterswoche (AW) der HNS von 1300 g pro Junghenne ergibt sich bei
16 Junghennen pro Kiste ein Gewicht von 18,7 kg und fir HNB mit einem
Sollgewicht von 1479 g ein Gewicht von 21,6 kg bei 16 Hennen pro Transportkiste.
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2.2 Tierwohl

Nur ein Tier, das sich wohl fiihlt, erbringt optimale Leistung (AGRIDEA, 2017).

Laut der Weltorganisation fir Tiergesundheit (World Organisation for Animal
Health, OIE) bedeutet Tierwohl, wie ein Tier mit den Bedingungen, unter denen es
lebt, zurechtkommt. Der Terrestrial Code (OIE, 2017), ein Referenzdokument
internationaler Standards fir Tiergesundheit und Zoonosen, verfasst durch die
Veterindrbehdrden der OIE-Mitgliedstaaten, beschreibt mit den international
anerkannten ,,fiinf Freiheiten* das Recht auf Wohlergehen fiir Tiere, welche unter
menschlicher Obhut gehalten werden. GemaR diesem Abkommen kann das primére

Wohlergehen eines Tieres erreicht werden, durch:

1. Freiheit von Hunger, Mangelernahrung und Durst

2. Freiheit von Angst und Distress

3. Freiheit von physischen und thermischen Beschwerden
4. Freiheit von Schmerzen, Verletzungen und Krankheiten

5. Freiheit normale Verhaltensmuster auszudriicken

2.2.1 Der Parameter Stress

Ein potentieller Parameter flr das Tierwohl ist die Absenz von Stress (Hofer und
East, 1998). Trotz der Tatsache, dass der Begriff ,,Stress® unzdhlige Male
verschieden definiert wurde, kann eine negative Korrelation zwischen Stress und
Wohlergehen eines Tieres durch diverse Studien immer wieder neu belegt werden.
Selye (1937) beschreibt die Abwehrmechanismen eines Tieres als Stress. Ein
Stressor ist folglich jede Situation, die eine Abwehrreaktion des Individuums
hervorruft. Auf Grundlage dieser Beschreibung konnen Abwehrreaktionen,
abhangig vom Ursprung des stressauslésenden Reizes, spezifische wie auch
unspezifische Prozesse des Korpers hervorrufen. Beide Arten schliefen sich nicht
gegenseitig aus und hangen von den integrativen Fahigkeiten des Nerven- und
Hormonsystems, dem Sympatho-Adrenal Medullary System (SAM), welches den

Sympathikus und das Nebennierenmark umfasst und der Hypothalamo-Pituatary-
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Adrenocortical Achse (HPA), welche den Hypothalamus, die Hypophyse und die
Nebennierenrinde umfasst, ab (Siegel, 1980).

Die Aktivierung des SAM flihrt unter anderem zu einer unmittelbaren Erhéhung
des Herzminutenvolumens, des Blutdrucks, des Muskeltonus, der
Nervensensibilitat und der Atemfrequenz (Siegel, 1980). Die daraus resultierende
Reaktion, ,,fight or flight (,,Kampf oder Flucht*) genannt, beschreibt die rasche
Anpassung des Lebewesens an eine Gefahrensituation (Cannon, 1929). Urséachlich
fur diese Reaktion ist die hormonelle Wirkung der Catecholamine Epinephrin und
Norepinephrin. Diese werden tber einen Impuls des vegetativen Nervensystems
vom Nebennierenmark sezerniert. Der dullere thermische Stressor ,,Hitze* zum
Beispiel flhrt bei Vogeln zu einer signifikanten Erhdhung der Plasmakonzentration
an den genannten Catecholaminen. Die hohe Temperatur I0st eine spezifische
Reaktion aus, welche sich unter anderem in einer Erweiterung der oberflachlichen
BlutgefaRe zeigt, um den Blutfluss zur Haut zu vergréRern und die Warmeableitung
zu beschleunigen (Edens und Siegel, 1975; Sturkie und Lin, 1968).

Die Aktivierung der HPA beginnt mit der Freisetzung des Corticotropin-Releasing-
Faktors (CRF) aus dem Hypothalamus, welcher wiederum die Freisetzung des
adrenocorticotropen Hormons (ACTH) aus der Hypophyse stimuliert und resultiert
in einer Ausschittung von Steroidhormonen, den Kortikosteroiden, aus der
Nebennierenrinde (Holmes und Phillips, 1976). Wéhrend bei Sdugern Kortisol das
primédre Kortikosteroid ist (Heftmann und Mosettig, 1961), ist bei Vdgeln
Kortikosteron vorwiegend (Carsia und Harvey, 2000). Dauerhaft erhohte
Kortikosteronspiegel, infolge chronischen Stresses, fihren unter anderem zu einer
verminderten Gewichtszunahme (Bartov et al.,, 1980), reduzieren die
Skelettverkalkung (Siegel und Latimer, 1970) und verringern die individuelle
Fitness durch Immunsuppression (Munck et al., 1984).

Im Gegensatz zu einem spezifischen Stressor, welcher eine spezifische Reaktion
auslost und in der Regel von kurzzeitiger Dauer ist, geht das Tier als Reaktion auf
einen unspezifischen Stressor, der in der Regel langfristig wirkt, in einen
allgemeinen Stresszustand Uber. Letztlich resultiert jedoch jeder gescheiterte
Versuch, einem Stressor zu entfliehen, in einer unmittelbaren Aktivierung der HPA
(Siegel, 1980). Catecholamine erleichtern wahrscheinlich diese Hormonkaskade,
da sie die Freisetzung des CRF aus dem Hypothalamus (Plotsky, 1988), die ACTH-
Freisetzung aus der Hypophyse und die Kortikosteroid-Freisetzung aus der

Nebennierenrinde stimulieren (Axelrod und Reisine, 1984). Wie bereits eingangs
9
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erwéhnt, schlieRen sich spezifische und unspezifische Prozesse des Korpers nicht
gegenseitig aus. Sie treten gleichzeitig auf und kdnnen verheerende Auswirkungen
aufeinander haben (Siegel, 1980).

2.2.1.1 Kortikosteron-Monitoring

Die Sezernierung von Kortikosteron, dem primar vorkommenden Kortikosteroid in
Vdgeln (Carsia und Harvey, 2000), erfolgt unter anderem als Reaktion auf Stress
und kann fiir dessen Beurteilung herangezogen werden. Die Plasma-Kortikosteron-
Konzentration ist ein verlasslicher Indikator zur Stressermittlung in Gefliigel
(Beuving und Vonder, 1986), welche jedoch allein durch das Verfahren der
Blutprobenahme beeinflusst werden kann (Harvey et al., 1980). Gemal? Beuving
und Vonder (1978) fiihrt bereits eine Fixation von 45 Sekunden zu einem Anstieg
des Wertes. Eine Beeinflussung des Parameters erfolgt demgemaR innerhalb
klrzester Zeit, was die gezielt unbeeinflusste Probennahme erschwert. Die invasive
Prozedur schrankt nicht nur das Recht der Tiere auf Wohlergehen ein, indem es in
die genannten ,fliinf Freiheiten eingreift, sondern ist auch gesetzlich auf ein
Minimum zu reduzieren: ,, Tierversuche, die dem Tier Schmerzen, Leiden oder
Schéden zufugen, es in Angst versetzen, sein Allgemeinbefinden erheblich
beeintrachtigen oder seine Wrde in anderer Weise missachten kdnnen, sind auf
das unerldssliche MaR zu beschrinken* (TSchG, 2005).

Das nicht-invasive Hormonmonitoring, welches Uber die Untersuchung von
Kortikosteron-Metaboliten (CM) aus Kotproben erfolgt, bietet nicht nur eine stress-
und feedbackfreie Probennahme, sondern ermdglich diese zudem unlimitiert. Im
Gegensatz zur Plasma-Kortikosteron-Messung, welche einen préazisen Hinweis
uber die Kortikosteron-Sekretion zu einem bestimmten Zeitpunkt liefert, wird mit
der fakalen Kortikosteron-Messung die Sekretion eines bestimmten Zeitraums
ermittelt (Scheiber et al., 2005). Das entwickelte Enzym-Immunoassays (EIA)
wurde physiologisch (Rettenbacher et al., 2004) und biologisch (Rettenbacher und
Palme, 2009) validiert. Die Untersuchung wurde mit ISA Brown Legehybriden
eines konventionellen Ziichters durchgefiihrt. Eine Stimulierung der Kortikosteroid
Ausschittung, welche mittels ACTH-Injektion induziert wurde, zeigte einen ersten
Peak der CM-Werte nach 1 bis 1,5 Stunden (Rettenbacher et al., 2004). Ein auf das
Tier einwirkender Stressor lasst sich folglich ab circa 1 Stunde nach dessen Beginn

Uber den CM-Wert nachweisen.
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2.2.1.2 Transport- und Translokationsstress

Wahrend des Transports sind die Hennen einer Vielzahl potentieller Stressoren
ausgesetzt. Insbesondere thermischer Stress belastet die Tiere und bedeutet neben
Futter- und Wasserentzug sowie dem Ausgesetzsein von Erschitterungen,
Beschleunigung und StoRBen eine Einschrankung des Wohlbefindens der Tiere
(Mitchell und Kettlewell, 2009).

Zur  biologischen  Validierung der nicht invasiven Messung von
Kortikosteronmetaboliten aus Fazes (Rettenbacher et al., 2004) verglichen
Rettenbacher und Palme (2009) die Auswirkungen unterschiedlich starker
Stressoren auf ISA Brown Legehybriden. Uber 36 Stunden hinweg wurden alle
individuellen Kotproben gesammelt, ohne dass die Tiere manipuliert wurden
(Basalwerte), nach 10-mindtiger Fixierung, nachdem die Tiere eine Stunde
transportiert wurden (zur Beurteilung des Transportstresses) und nachdem die Tiere
in eine neue Umgebung verbracht wurden (zur Beurteilung des
Translokationsstresses). Unterschiede in den Basalwerten Uber die Zeit hinweg
zeigten keine signifikanten Unterschiede. Auch fiihrte die 10-minutige Fixierung
zu keiner erhéhten CM-Konzentration. Die Verbringung in eine neue Umgebung
resultierte in den hochsten CM-Werten. Innerhalb der ersten 1-3 Stunden wurde ein
Mittelwert von 428 nmol/kg gemessen, welcher unter dem Hochstwert von
495 nmol/kg des Zeitraums zwischen 3-6 Stunden nach Translokation lag. Der
Basalwert wurde wéhrend des gesamten Messzeitraums von 36 Stunden nicht
wieder erreicht. Im Vergleich zum Translokationsstress wurde der Maximalwert
des Transportstresses innerhalb der ersten 3 Stunden gemessen und lag mit
328 nmol/kg unterhalb des Translokations-Héchstwertes. Der Wert nahm fortan
kontinuierlich ab. Ebenso wie beim Translokationsstress sank der Wert innerhalb
der ersten 12 Stunden signifikant mit dem Unterschied, dass bereits im Zeitraum
von 6-12 Stunden der Basalwert wieder erreicht wurde (Rettenbacher und Palme,
2009).
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2.2.1.3 Unterschiede zwischen den Hennenlinien

Es ist bekannt, dass weilie Legehennenherden flattriger und &ngstlicher gegentber
Menschen erscheinen als braune Herden (Murphy, 1976). Braune Hyline Hennen
mit einer geringeren Kortikosteronantwort bezliglich Handling und weniger Angst
als weille Leghorn Hennen (Fraisse und Cockrem, 2006) haben eine proaktive
Personlichkeit, weille Leghorn Hennen haben eine reaktive Personlichkeit
(Cockrem, 2007). Sie reagieren auf Stressoren mit hoheren Kortikosteronwerten
und sind sensibler gegenuber Umweltreizen. Messungen bei braunen und weil3en
Hennen in Ruhe zeigen jedoch aus Plasma (Cheng und Jefferson, 2008; Fraisse und
Cockrem, 2006) und Fazes (Fraisse und Cockrem, 2006) identische Ergebnisse. Die

Basalwerte beider Linien scheinen demnach bei ungesttérten Hennen gleich zu sein.

2.2.2 Mensch-Tier-Beziehung

Untersuchungen, bei denen die Reaktionen von Legehennen gegenuber den
Menschen  gepruft  werden, stellen neben den  Messungen von
Kortikosteronkonzentrationen niitzliche Instrumente zur Beurteilung des Tierwohls
dar. So scheint chronischer Stress, ausgeldst durch wiederholte Konfrontation mit
Furcht ausldsenden Menschen, das Wohlbefinden der Tiere zu reduzieren
(Hemsworth, 2003). Hennen verallgemeinern zum einen ihre frihere Erfahrung mit
Menschen flir andere Menschen (Jones, 1994) sind jedoch zum anderen in der Lage
zwischen verschiedenen Menschen zu unterscheiden (Davis und Taylor, 2001).
Raubek (2007) entwickelte anteilig zum EU-Projekt ,, Welfare Quality®* Methoden
zur Erhebung der Mensch-Tier-Beziehung auf nicht in Kéafigsystemen gehaltenen
Jung- und Legehennenbetrieben. Sie konnte in einer tierexperimentellen Studie an
Legehennen nachweisen, dass eine gute Mensch-Tier-Beziehung mit einem
niedrigeren Kortisolspiegel im Blut und einer hoheren Legeleistung einhergeht. Die
Anzahl visueller Kontakte korreliert positiv zur Ausweichdistanz adulter
Legehennen. So reduziert sich die Ausweichdistanz bzw. die Vermeidungsrate der
Hennen durch regelméRige Kontakte (Barnett et al., 1994; Graml et al., 2008).
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3 Tiere, Material und Methoden

3.1 Projektbeschreibung

Die vorliegende Arbeit zur Untersuchung des Tierwohls von Junghennen wéhrend
des Transports vom Aufzucht- zum Legebetrieb wurde im Auftrag des Schweizer
Bio-Eierlieferanten Hosberg AG in Riti durchgefuhrt und in Zusammenarbeit mit
dem Lehrstuhl fir Tierschutz, Verhaltenskunde, Tierhygiene und Tierhaltung der
Ludwig-Maximilians-Universitdt Munchen angefertigt. An diesem Projekt haben
sich zwei weitere in der Schweiz ansassige Betriebe, der Geflligelbriiterei-Betrieb
Wathrich Briterei AG in Belb und das ebenfalls auf Gefligel spezialisierte
Unternehmen Prodavi AG in Schotz beteiligt.

Die Untersuchung umfasste 15 Praxistransporte von Bio Suisse Junghennen und
vergleicht zwei verschiedene Transportvarianten. Die Studie erstreckte sich tber
einen Zeitraum von sieben Monaten (Januar 2016 bis Juli 2016). An der
Untersuchung nahmen insgesamt 21 Produzentenbetriebe, davon sechs Aufzucht-
und 15 Legebetriebe des Unternehmens Hosberg AG und vier Aufzuchtbetriebe des
Unternehmens Wthrich Briterei AG teil. Die vorliegende Dissertation befasst sich
schwerpunktméBig mit der Untersuchung von Corticosteron-Metaboliten (CM),
welche nicht-invasiv aus dem Kot der Junghennen extrahiert und analysiert wurden.
Die Erhebung des Stresslevels wurde mit dem Ziel verfolgt, zum Schutz des
Tierwohls zwei in der Schweiz praxisrelevante Transportvarianten miteinander zu
vergleichen. Zur Beurteilung des Gesundheitsstatus wurde das Gefieder und das
Integument bonitiert und die Werte vor mit denen nach Transport verglichen.
Ebenfalls einbezogen wurde die Mensch-Tier-Beziehung, welche noch im

Aufzuchtbetrieb analysiert wurde.

3.2 Tierwohl

3.2.1 Transport

Grundlage der Studie sind Untersuchungen zur Umstallung der Bio-Junghennen
vom Aufzucht- zum Legebetrieb. Das Augenmerk wurde dabei auf zwei

praxisrelevante Transportvarianten gerichtet: Transportvariante I, ,,Transport mit
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Fahrtunterbrechung* und  Transportvariante I, ,Iransport  ohne
Fahrtunterbrechung bzw. ,,direkter Transport*.

Fur beide Transportvarianten erfolgte die Ausstallung durchschnittlich gegen 19:00
Uhr (Min. 18:40, Max. 20:00). Zur Ausstallung wurden vom entsprechenden
Landwirt zuvor instruierte Helfer organisiert. Die Ausstallungen erfolgten regular
zu jeder Jahreszeit aus dem abgedunkelten Stall. Die Tiere wurden an den Sténdern
gefangen und auRerhalb des Stalls in die mit Spane eingestreuten Transportkisten
gegeben. Pro Kiste wurden 16 Junghennen verladen. Die heute primér in der
Schweiz fiir den Transport verwendeten Stapelkisten der Firma UTZ ergeben mit
einer Lange von 90,5 cm und einer Breite von 61,5 cm eine Grundflache von
5.565 cm?. Die gegebene Hohe mit 31,5 cm ibersteigt die geforderte Mindesthohe
von 24 cm. Die Malie Ubersteigen die in der TSchV vorgegebenen Mindestmale.
Daraus ergibt sich eine maximale Besatzdichte von 34.800 g pro Kiste. Mit einem
Sollgewicht in der 18. Alterswoche (AW) der HNS von 1.170 g pro Junghenne
ergab sich bei 16 Junghennen pro Kiste ein Gewicht von 18.700 g, fir HNB mit
einem Sollgewicht von 1350 g ergab sich ein Gewicht von 21.600g bei
16 Junghennen pro Transportkiste.

Wahrend beim direkten Transport (Transportvariante I1) die Tiere direkt im
Anschluss an die Ausstallung zum Produzentenbetrieb transportiert und eingestallt
wurden, erfolgte fur den Transport (ber Nacht (Transportvariante 1) eine
Fahrtunterbrechung. Ausgehend von der Hypothese, dass die Stressbelastung
l&ngerer Transporte (,,Transport mit Fahrtunterbrechung“), im Unterschied zu
kiirzeren Transporten (,,Transport ohne Fahrtunterbrechung®) geringer ausfillt,
wurde als Transportdauer die gesamte Zeit der Bio-Junghennen in den
Transportkisten, beginnend mit der Ausstallung im Aufzuchtbetrieb und endend mit
der Einstallung im Legehennenbetrieb, definiert und als ,,Kistensitzzeit™ erfasst.
Die Kistensitzzeit fur direkte Transporte betrug durchschnittlich 5 Stunden, jene fir
Transporte Uber Nacht 13,5 Stunden. Unmittelbar nach Ankunft am Legebetrieb
wurden die Junghennen einzeln aus den Kisten genommen und in den

Legehennenstall gesetzt.
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3.2.2 Kortikosteron-Monitoring

Grundlage der Studie ist die Untersuchung des Transport- und
Translokationsstresses bei der Umstallung von Bio-Junghennen vom Aufzucht-
zum Legebetrieb. Das Hormon-Monitoring erfolgte nicht-invasiv tiber die Messung
der Kortikosteron-Metaboliten (CM) im Kot der Tiere. Untersucht wurden zwei
praxisrelevante  Transportvarianten: , Transport mit Fahrtunterbrechung®,
Transportvariante I und ,,Transport ohne Fahrtunterbrechung® bzw. ,direkter
Transport®, Transportvariante I1. Die erste Probennahme zur Ermittlung der basalen
CM-Konzentration erfolgte durchschnittlich drei Tage vor der geplanten
Umstallung jeweils gegen 9 Uhr im Aufzuchtbetrieb. Zur Beurteilung eines
mdoglichen Transport- und Translokationsstresses wurden nach Ankunft am
Produzentenbetrieb weitere Proben gezogen. Die Kotprobenahme fir die
Transportvariante | erfolgte nach 0 h, 3h, 6 h, 10 h, 24 h, 48 h und 72 h unmittelbar
im Anschluss an die Einstallung im Legebetrieb. Fir die Transportvariante Il
wurden zusatzliche Proben 34 h und 58 h nach Einstallung im Legebetrieb zur
Berlcksichtigung des zirkadianen Rhythmus der Kortikosteron-Ausscheidung
genommen. Es wurden jeweils aus unterschiedlichen Volieren-Ebenen und Stall-
Bereichen je 21 HNS und HNB aus dem zuvor abgedunkelten Stall gefangen und
einzeln auf 42 gereinigte und desinfizierte Transportkisten aufgeteilt. Die
komplette, frische und individuelle Kotprobe wurde unmittelbar nach Absatz mit
einer PE-LD Plastiktiten genommen und auf Trockeneis bei -78,5°C tiefgefroren.
Die Kisten der beprobten Junghennen wurden mit einer Wascheklammer
gekennzeichnet, um eine versehentliche Doppelbeprobung zu verhindern. Beprobte
Tiere wurden an beiden Stindern ,,MS Shippers Markierungsspray fir Tiere*
farblich markiert und zuriick in den Stall gesetzt. Die frei gewordene Kiste wurde
feucht gereinigt und mit einer neuen Henne besetzt, um gewahrleisten zu kénnen,
dass alle 21 Proben pro Hennenlinie im gegebenen Zeitrahmen von maximal 1
Stunde nach erstmaligem Zutritt zum Stall zur vorgegebenen Probennahmezeit
beendet werden konnte. Eine Zeitliberschreitung spiegelt gemél Rettenbacher und
Palme (2009) den zuvor durch das Fangen induzierten Stress im Analysenergebnis
wieder. Es wurde keine Henne doppelt beprobt.

Zur Messung der CM-Konzentration wurden die insgesamt 5750 Kotproben im
Labor der Veterindrmedizinischen Universitdt Wien, Abteilung fiir Physiologie,

Pathophysiologie und Experimentelle Endokrinologie, analysiert. Von jeder
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Kotprobe wurden 0,5 g in ein Reagenzglas gegeben und mit 5 ml 60 %-igem (v/v)
Methanol versetzt fir 30 min auf einem Multi-Vortex (RapidVap, Labconco,
Kansas City, USA) geschittelt (Palme et al., 2013). Im Anschluss an die 15-
minutige Zentrifugation (GS-6KR Centrifuge, Beckman, Krefeld, Deutschland)
wurden 0,5 ml Aliquot vom Uberstand mit Assaypuffer 1:10 verdiinnt und die
Konzentration an Kortikosteron-Metaboliten im Kot mittels Kortison Enzym
Immunoassay (EIA) bestimmt (Rettenbacher et al., 2004).

3.2.3 Tier-Mensch Beziehung

Zur Beurteilung der Ausweichdistanz und der Neugier der Herde in gewohnter
Umgebung, kam der Touch Test nach Raubek (2007) zum Einsatz. Der Test
erfolgte im Anschluss an die Kotprobennahme im AuRenklimabereich des
Aufzuchtbetriebs. Zur Durchfiihrung des Touch Tests mit Betreten des
AuRenklimabereichs, kam es zum Erstkontakt zwischen Junghennenherde und
Untersuchungsperson. Zur Durchfihrung bewegte sich die Untersuchungsperson
langsam, einen Schritt pro Sekunde, durch den AuRenklimabereich und naherte sich
einer Gruppe von mindestens drei Hennen, hockte sich nieder fiir 10 sec und zahlte
anschlieBend rundherum alle Hennen innerhalb einer Armlange. Danach versuchte
die Untersuchungsperson eine Henne nach der anderen zu bertihren. Der Test wurde
so lange durchgefihrt bis 33 Gruppen untersucht wurden. Jeder Versuch sich einer
Gruppe zu nahern oder nieder zu hocken wurde gezahlt, auch dann, wenn sich alle

Hennen von der Untersuchungsperson zuriickgezogen haben (Graml et al., 2008).

3.2.4 Exterieur-Beurteilung

Die Beurteilung des Gesundheitszustandes der Hennen, des Gefieders und des
Integuments, erfolgte im Aufzuchtbetrieb zwei Tage vor der geplanten Ausstallung,
jeweils im Anschluss an die Kotprobenahme und den Touch Test. Eine zweite
Erhebung wurde nach erfolgtem Transport im Legehennenbetrieb, jeweils im
Anschluss an die Einstallung nach der ersten Kotprobenahme durchgefiihrt. Die
Beurteilungsgrundlage ist das LayWel Benotungsschema nach Tauson et al. (2005)
modifiziert nach Schwarzer et al. (2015) (Anhang 1).
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Zunéchst wurde der Gesamteindruck der Legehennen beurteilt. War dieser gut,
bekam die Henne eine ,,0°. Ein schlechter Gesamteindruck hingegen resultierte in
einer ,,1“. Nach Tauson et al. (2005) werden fir die Gefiederbonitierung sechs
Korperregionen  getrennt  voneinander  beurteilt. Die  Qualitdt  des
Befiederungszustandes wird mit vier bis einem Punkten bewertet. Vier Punkte
entsprechen dem besten erreichbaren Wert mit vollstandiger Befiederung.
Schwerwiegende Gefiederschaden, mit mehr als 75% Gefiederverlust, werden mit
einem Punkt bewertet. Die Summe der einzelnen Korperbereiche gibt nach Tauson
etal. (2005) ein gutes Gesamtbild des Gefiederzustandes bzw. des Integuments. Ein
Wert von >18-20 zeige einen guten Gefiederzustand an, wahrend ein Wert <10-12
auf schwere Gefiederschaden hinweist. Diese kdnnen den gesamten Korper (z.B.:
2+2+2+2+2+2=12), einen Grofteil des Korpers (z.B.: 3+1+2+2+2+2+2+2=12)
oder die grofle Mehrheit des Korpers (z.B.: 4+1+1+3+1+2=12) betreffen. Eine
Feder gilt als beschadigt, wenn Sie abgebrochen ist oder eine Kahlstelle von tber 1
cm beidseits entlang des Federkiels aufweist. Verletzungen des Integuments, dessen
Beurteilung Tauson et al. (2005) auf zwei Korperregionen begrenzt, werden mit 3
bis 1 Punkte bewertet. Schwarzer et al. (2015) sieht fur die Beurteilung des
Gefieders und des Integuments weitere Kdrperregionen vor. Einen Vergleich beider

Schemata ist in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Vergleich der Bonitierungsschemata Gefieder und Integument zwischen

Tauson et al. (2005) und Schwarzer et al. (2015).

Tauson et al. | Schwarzer et al. Tauson et al. | Schwarzer et al.
(2005) (2015) (2005) (2015)
4-1 Punkt 4-1 Punkt! 3-1 Punkt 2-0 Punkte?
Hals Hals dorsal - Hals dorsal
- Hals ventral rear part of body Ricken
Brust Brust - Flugeldecke
g Riicken Ricken g - Schwungfedern
% Kloake/Riicken - ‘% - StoR
Fliigel Fliigeldecke 3 - Hals ventral
Schwanz - - Brust
- Bauch - Bauch
- Schenkel - Schenkel
- Kloake
- Stresslinien (0/1) - Kopf (0/1)
- StoR (0/1)3 - Kamm (0/1)
- SChW(L(J)r/]f;f dern - Augenlider (0/1)

1 Schwarzer et al. (2015) Gefieder: 4 = vollstandige Befiederung, 3 = 1 beschadigte Feder, 2 = > 5 beschadigte Federn, 1 =

kahl > 1 cm

2 Verletzungen: 0 = keine Verletzungen; 1 =@ <0,5 cm; 2=0> 0,5 cm
30 = keine Verletzung/Beschadigung vorhanden, 1 = Verletzung/Beschadigung vorhanden

Die Beurteilung der Schwungfedern, des StoRes, des Vorhandenseins von
Stresslinien sowie von Verletzungen an Kopf, Kamm und Augenlider, wurde
(2015)

durchgefuhrt, welches ausschlieflich zwischen Vorhandensein von Schéden

gemalR modifiziertem Bonitierungsschema nach Schwarzer et al.

(1 Punkt) und nicht Vorhandensein von Schaden (0 Punkte) unterscheidet.
Fur die Auswertung der insgesamt 1200 bonitierten Hennen wurden die Werte vor
Umstallung mit den Werten nach Umstallung verglichen, um etwaige

transportbedingte Gefiederschaden oder Verletzungen darzustellen.
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3.25 Korpergewicht

Zur Uberpriifung einer maglichen transportbedingten Gewichtsreduktion aufgrund
des Futter- und Wasserentzugs wurde das Gewicht der jeweils gleichen Hennen vor
und nach dem Transport erhoben. Die Gewichtsermittlung erfolgte mit einer BAT1
Gefliigelwaage, VEIT Electronics, Moravany, Tschechien. 25 HNS und 25 HNB
Hennen wurden wéhrend der Ausstallung gewogen, nummerisch am rechten und
linken Stander mit Edding-Egg-Color-Pen, Wunstorf, Deutschland, gekennzeichnet
und auf vier Transportkisten aufgeteilt. Um die regulare Anzahl von 16 Hennen pro
Kiste zu gewdhrleisten wurden die Transportkisten um die entsprechende Anzahl
fehlender Tiere ergénzt. Im Anschluss an die Kotprobenahme Oh nach Einstallung

im Legebetrieb erfolgte die Vergleichswiegung.

3.2.6 Temperaturmessung

Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums kamen zur Ermittlung der
Umgebungstemperatur portable HOBO U10 Temperatur Datenlogger, Onset
Computer Corporation, Bourne, USA, welche mit der dazugehérigen Software
HOBOware Pro, Version 3.7.5, ausgewertet wurden, zum Einsatz. Die Messungen
begannen im Anschluss an die ersten Kotprobennahmen in Kopfhthe der Tiere im
Stall des Aufzuchtbetriebs mit zwei Datenloggern, welche Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum hinweg im Abstand von 10 min die Temperatur
aufzeichneten. Wahrend der Umstallung vom Aufzucht- zum Legebetrieb wurden
die Temperaturen an vier verschiedenen Stellen des Tiertransportwagens innerhalb
der mit Junghennen beladenen Transportkisten aufgezeichnet. Im Anschluss an die
Einstallung wurden die Messungen im Stall des Legebetriebs in Tierkopfhthe bis

zum Untersuchungsabschluss fortgesetzt.

3.3 Stallungen und Tiere

Die Untersuchungsdaten der Dissertation beziehen sich ausschlielich auf die
Untersuchungsergebnisse gemischtgehaltener Junghennen-Herden bestehend aus
den Linien Bio H&N Super Nick (HNS) mit Bio H&N Brown Nick (HNB) des Bio-
Eierlieferanten Hosberg AG und des Geflugelbriterei-Betriebs Wiithrich Briterei

AG mit einem durchschnittlichen Alter von 18 Lebenswochen. Da es in der
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Schweiz keine eigene Bio-Hennenzucht gibt, werden konventionelle H&N
Elterntierkiiken des Legehennenziichters und —verteilers H&N International aus
Cuxhaven, Deutschland, in die Schweiz importiert, auf Bio umgestellt und zur
H&N Legehennenzucht verpaart. Dabei werden die Bruteier der HNS von zwei
Elterntierbetrieben mit drei Stdllen und Bruteier der HNB von zwei
Elterntierbetrieben mit zwei Stéllen bereitgestellt.

Pro Aufzuchtstall werden zur Aufzucht der Legehennen HNS und HNB 4000
Hennen und 20 HNB Hahne bis zu einem Alter von 18 Wochen aufgezogen. Nach
der Umstallung vom Aufzucht zum Legehennenbetrieb betragt die maximal
zuléssige Herdengrdsse 2000 Tiere. Das Verhéltnis HNS zu HNB der untersuchten
Legetierherden betrug wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums regulér
50:50 bis 60:40 und wurde in der Regel nach Umstallung in den Legebetrieb
beibehalten (Mittelwert 56:44). Als Folge zum Praxisbezug entstammen die Herden
unterschiedlichen Schlupfterminen. Alle Junghennen wurden gegen Krankheiten
geimpft (Tabelle 3).

Tabelle 3: Impfprogramm wahrend der Junghennenaufzucht laut Impfplan
(Geflugelgesundheitsdienst GGD AG, Ziirich, Schweiz, vom 20.06.2017).

Impfung gegen 1. 2. 3, 4. 5. 6.
Impfung | Impfung | Impfung | Impfung | Impfung Impfung
Marek 1. Tag!
Infektiose Umstallung
. 1.Tag? | 14.Tag® |7. Woche® | 9. Woche® | 13. Woche?
Bronchitis b
Kokzidiose 7. Tag®

Infektiose Bursitis | 21. Tag® | 28. Tag®

Avidre 11.

Enzephalomyelitis | Woche®

1 intra muskulare Impfung; 2 Sprihimpfung; ®: Trinkwasserimpfung

*risikobasierte Impfung einzelner Betriebe bei Umstallung in den Legehennenbetrieb

Die Aufzucht und anschliefende Legehennenhaltung erfolgte in Volieren-
Systemen  verschiedener Hersteller. Die Stallungen der untersuchten
Aufzuchtbetriebe unterscheiden sich in Management, Bauweise und Lage. Sie
befinden sich in den Schweizer Kantonen Bern (2), Freiburg, Graublinden (2), Jura,
Luzern, Solothurn, Thurgau und Zug (Abb. 3).
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estelll wer

un rden
e Richtigeit, Genauigheit, Aktualiat, Zuverassigheit und
Admin.cf

Schweizer Kantonen mittels topografischer Karte (Bundesamt fir

Landestopografie, 2018).

In allen Aufzuchtbetrieben wurde vor der Erstuntersuchung der Junghennenherde
ein Fragebogen abgegeben, welcher pro Herdenumtrieb neu vom Tierhalter
auszufullen war (Anhang 2: Fragebogen Aufzuchtbetriebe). Die an der
Untersuchung teilgenommenen Stallungen der Legebetriebe sind ebenfalls
schweizweit verteilt und in den Kantonen Argau, Bern (2), Freiburg, Luzern (3),
Schwyz(3), St. Gallen(2), Zug (2) und Zirich (Abb. 4) wiederzufinden.
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Abb. 4: Darstellung der Lokalisation der Legebetriebe in den Schweizer

Kantonen mittels topografischer Karte (Bundesamt fur Landestopografie, 2018).

Futter und Wasser wurde automatisch und ad libitum zur Verfugung gestellt. Je
nach Alter und Bedurfnis der Junghennen an Nahrstoffen im Verlauf der Aufzucht
und je nach Betrieb wurde die Fitterung in 1 bis 3 Phasen unterteilt und erfolgte
via Kettenfutterung 3 bis max. 6 Mal taglich. Ebenfalls betriebsabhéngig war die
Struktur des verabreichten Futtermittels. Alle Aufzlichter der hosberg AG
verfittern Mehl. Die vier Aufzichter der Wathrich Bruterei AG verfuttern jeweils
eine andere Futtermittelstruktur: Mehl, Pellets, gequetschtes oder granuliertes
Futter. Das Futtermittel wird von folgenden Schweizer Futtermiihlen hergestellt
und an die Produzenten abgegeben: Alb. Lehmann Bioprodukte AG in Gossau,
Mihle Rytz AG in Biberen, UFA AG in Herzogenbuchsee und Willi Grininger AG
in Flums.

Zwei der 11 Aufzuchtbetriebe und einer der 15 Legehennenbetriebe wurden
umgebaut, wahrend die brigen Neubauten sind. Fur alle an der Untersuchung
beteiligten Stélle besteht geméal Bio Suisse Richtlinien ein Antrittsprotokoll. Die
Stallabnahme vor Antritt erfolgt durch einen spezialisierten Kontrolleur bezuglich
Stallsystem, Tierbesatz und Auslauf. Eine Stalleinheit entspricht einem Stall, in
dem maximal 4.000 Junghennen bzw. 2000 Legehennen gehalten werden durfen.
Beim Einstallen von Aufzuchttieren darf der Maximalbesatz um 4 % (160 Tiere),

beim Einstallen von Legehennen um 2 % (40 Tiere), unter Einberechnung der

22



Tiere, Material und Methoden

natlrlich durchschnittlichen Mortalitétsrate, Uberschritten werden (Bio Suisse,
2017).

3.4  Statistische Auswertung

Zu Beginn wurden alle erfassten Rohdaten der einzelnen Transporte aufgeschlisselt
und in Microsoft Excel 2013 der Microsoft Corporation, Redmond, USA,
zusammengetragen. Alle in der Dissertation gezeigten Analysen wurden mit der
statistischen Programmiersprache R (Version 3.2.4, R Core Team 2015)
durchgefiihrt.

Fur die statistische Analyse wurden die Beziehungen zwischen den Pradiktoren
(Transportvariante, Legelinie, Herde) und den ZielgroRRen (CM-Basalwerte, CM-
Werte nach dem Transport, Wiedererreichen der Ausgangswert nach 72 Stunden,
Unterschied der Gefiederbonitur vor und nach dem Transport, Transportgewicht)
simultan mit gemischten Regressionsmodellen analysiert. Die Variable Herde
wurde modelliert als unstrukturierter zufélliger Effekt, die Variablen
Transportvariante und Legelinie als gewohnlich feste Effekte. Fir die metrischen
GroRen der basalen CM-Werte, der CM-Werte nach Transport, der Unterschiede
der Gefiederbonitur vor und nach dem Transport und das Transportgewicht wurden
normalverteilte Beobachtungsmodelle gewéhlt. Fiir die Modellierung des bindren
Merkmals Ruckkehr zum Ausgangswert nach 72 Stunden wurde ein logistisches
Regressionsmodell verwendet. Die Ergebnisse dieser Analyse werden als Odds
Ratios (OR) ausgedriickt. Fur die basalen CM-Werte wurde auch der zeitliche
Verlauf berlicksichtigt, indem die Zeit als unstrukturierter zufalliger Effekt im
Rahmen des gemischten Regressionsmodells berticksichtigt wurde.

Alle gemischten Regressionsmodelle wurden mit Hilfe der integrated nested
Laplace Approximation (Rue et al., 2009) innerhalb eines voll-Bayesianischen

Setups geschétzt.
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Simple Summary: Animal welfare has been of increasing interest to consumers and producers of
animal products in Europe. Issues during transport affect both the wellbeing and the productivity of
livestock. This study was conducted to analyze two practice-oriented transport variants of organically
mixed-held white and brown pullets. No significant difference could be found between the transport
variants. Instead, we discovered clear differences between the two genetic pullet lines.

Abstract: The welfare of two genetic lines of organic layer hen pullets—H&N Super Nick (HNS) and
H&N Brown Nick (HNB)—was compared during two commercial transport variants of 15 flocks
of mixed-reared birds. Birds were either transported overnight (with a break in travel), or were
transported direct to the layer farm (without a break in travel). Samples of feces were collected
non-invasively from 25 birds of each genetic line per flock for each transport variant before
transportation to evaluate baseline values of glucocorticoid metabolites, and at 0 h, 3h, 6 h, 10 h, 24 h,
34 h, 48 h, 58 h, and 72 h after the end of transportation, to measure transportation and translocation
stress. We assessed the fear toward humans with the touch test before transportation, and we
checked the birds’ body condition by scoring the plumage condition and the occurrence of injuries.
Body weight before and weight loss after transportation were determined, and ambient temperature
was measured before, during, and after transportation. Stress investigations showed no significant
differences between the transport variants (effect: —0.208; 95% confidence interval (CI): (—0.567;
0.163)). Instead, we discovered differences between the pullet lines (effect: —0.286; 95% CI: (—0.334;
0.238)). Weight loss was different between the transport variants (2.1 percentage points; 95% CI: (—2.6;
—1.5)) and between the genetic lines, as HNB lost significantly less weight than HNS (0.5 percentage
points; 95% CI: (0.3; 0.7)).

Keywords: animal welfare; transport; pullet; stress parameter; corticosterone metabolite

1. Introduction

The World Organization for Animal Health provides a reference document [1] of international
standards for animal health and zoonosis; it grants animals kept under human care the internationally
recognized “five freedoms” of welfare described as follows: freedom from hunger, thirst and

Animals 2018, 8, 183; d0i:10.3390/ani8100183 www.mdpi.com/journal/animals
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malnutrition; freedom from fear and distress; freedom from physical and thermal discomfort;
freedom from pain, injury and disease; freedom to express normal behavior patterns.

The Swiss consumer assumes that organic livestock farming applies more species-appropriate
animal husbandry corresponding to the animals’ natural living conditions, and thus provides better
animal welfare than conventional farming practices [2]. Animal transport is an exceptional situation,
because animal welfare may be compromised for a certain time. The European Commission Regulation
(EC) No 1/2005 [3], limits the transport duration of poultry to less than 12 h. The Swiss Animal
Welfare Regulation has limited the maximum duration of animal transport to less than 8 h since
its amendment to Art. 152a (1) of 28 October 2015 [4], like the German Animal Welfare Transport
Regulation [5]. Whereas some of the German organic labels further limit the maximum transport
durations to less than 4 h or 2 h [6-8], none provide specific requirements for poultry, pullets,
or laying hens. Similarly, the Swiss organic labels Bio Suisse [9] and KAG (Consumer-Working-Group;
German designation: Konsumenten-Arbeits-Gruppe) [10] refer to the transportation guidelines of the
Swiss Animal Protection [11], which are designed for big and small animals, not including economic
fowl. All regulations, including EC No 1/2005, disregard loading and unloading time (Table 1).

Various stressors such as climate, environment, nutrition, physical, and social and physiological
conditions are likely to influence welfare and performance [12]. The present study examined the
effects of transportation and translocation on the stress hormone levels of 18-week-old organically
reared pullets of two mixed-held layer lines—H&N Super Nick and H&N Brown Nick—in transit from
the rearing farm to the farm of laying hens (novel environment) in Switzerland. The geographically
dispersed locations of rearing and laying farms require that hens are transported on the road over
distances of varying lengths. We compared two practice-oriented transport variants. Although the
transportation process is supposed to be the most stressful environmental challenge experienced by
broilers [13], catching and handling of the birds may already have profound effects on the degree of
physiological stress, and it may reduce welfare during the upcoming transit [14-16]. Thus, we took
into account the entire duration of the hens being held in plastic crates, including loading and
unloading time.

To evaluate the stress response to the two transport variants, we measured corticosterone
metabolites non-invasively in excretions of the pullets. Fecal corticosterone metabolites have previously
been used as a reliable indicator of adrenocortical activity [17].

The project was initiated by Switzerland’s largest organic egg supplier—hosberg AG in Riiti—and
was supported by two other Swiss-based companies—Wiithrich Briiterei AG in Belp and Prodavi AG in
Schoétz. Participation in “LTK (Institute of Laboratory Animal Sciences) Module 2: Training for Persons
Responsible for Directing Animal Experiments” was required as a prerequisite for the intercantonal
approval by the Swiss Cantonal Veterinary Office in Zurich, and the project was approved on
6 January 2016, under registration number ZH196/15. The study refers to Europe, with special
emphasis on Switzerland.
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2. Animals, Materials and Methods

2.1. Experimental Design

The study was conducted with organically mixed-held pullets of two genetic lines—H&N
Super Nick (HNS) and H&N Brown Nick (HNB)—of a commercial breeder and distributor
(H&N International, Cuxhaven, Germany). Parent animals were imported to Switzerland and raised
as organic laying hens. The experimental unit consisted of pullets and laying hens of 15 flocks,
which were reared and kept according to the guidelines of Bio Suisse (Association of Swiss Organic
Farming Organizations, Basel, Switzerland) [9] on free-range farms. Each rearing farm raised
4000 pullets, and farms of laying hens kept 2000 birds. The average ratio between HNS and HNB
normally was 50:50 to 60:40. The transport to the farm of laying hens was realized at the age of
18 weeks. The study was based on two practically relevant commercial transport variants—with and
without transportation break—which were categorized according to distance and length. Variant I
“transport overnight” (transportation was performed with break) was compared with Variant II
“direct transport” (transportation was performed without break). On average, 2014 birds were
transferred on each transit. Each plastic crate (90.5 x 61.5 x 31.5 cm) was loaded with 16 pullets
according to the Swiss Order on the Protection of Animals [4]. Because the start of loading also
means the starting point of stress, we defined the time from the beginning of loading until the end
of unloading as “time in plastic crate” or transport duration. Thus, the average transport duration
was 13.5 h for Variant I and 5.0 h for Variant II, whereas the mean journey time alone was 2.6 h for
Variant I and 1.0 h for Variant II (time on the road). Loading regularly began at 7 p.m. The legally
prescribed transport duration was never exceeded [4]. We timed our investigation to include winter,
spring, and summer.

Temperature was measured with HOBO U10 (temperature data loggers, Onset Computer
Corporation, Bourne, MA, USA) inside of the stable at animal head height and during transportation
inside of the plastic crates on the upper edge. For both transport variants, temperature was recorded
during the whole investigation period every 10 min per flock. Means of minimum and maximum
temperature values during the testing period (January until July) for Variant I ranged from 11.1 to
32.3 °C (rearing farm), 1.9 to 34.7 °C (transportation vehicle) and 3.8 to 34.1 °C (farm of laying hens)
and for Variant II from 7.6 to 26.3 °C (rearing farm), —8.9 to 28.8 °C (transportation vehicle), and 6.1 to
26.2 °C (farm of laying hens).

Animal husbandry varied according to the individual farmer’s management.

2.2. Corticosterone Monitoring

To examine the effects of transportation and translocation on stress in each flock, corticosterone
levels were measured non-invasively by extracting metabolites from bird droppings. For each sampling
time point, 25 pullets of each genetic line were randomly caught from different tiers of the dimmed
barn. To enable the collection of individual, spontaneously voided droppings, the pullets were
placed separately in cleaned and disinfected plastic crates, and marked on their legs with a pen
(Edding-Egg-Color-Pen, Wunstorf, Germany). Samples were collected within 1 h of the experimenter
entering the barn according to Rettenbacher et al. [21], who found a first major peak 1 h after a stress
pulse in laying hens. One dropping per bird was collected immediately after defecation, put into
frost-resistant plastic bags and frozen on dry ice at a usual temperature of —78.5 °C. Droppings were
transferred to a freezer after sampling. To determine baseline concentrations, pullets were sampled
at 9:00 a.m., two days before transportation. For measurements of transportation and translocation
stress, further droppings in both variants were collected 0 h, 3h, 6 h, 10 h, 24 h, 48 h and 72 h after
transportation. Initially, the flocks had been sampled 9 h and 12 h (instead of 10 h) after transportation.
However, at these time points, only a few (if any) birds defecated. To prevent an unworkable additional
work load and a possible violation of the numerical limit of permitted experimental birds, we decided
to collect samples 10 h after transportation. Taking the circadian rhythm into account, flocks of Variant
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II were sampled additionally 34 h and 58 h after transportation. Altogether, 5751 droppings were
collected and analyzed.

In the laboratory, 0.5 g of each sample was suspended in 5 mL of 60% (v/v) methanol by shaking
for 30 min on a multi-vortex (RapidVap, Labconco, Kansas City, MO, USA) [22]. When a smaller
portion had to be used, an aliquot of methanol was added. After centrifugation (GS-6KR Centrifuge,
Beckman, Krefeld, Germany) for 15 min, aliquots of the supernatant were diluted 1:10 with assay
buffer, and concentrations of fecal corticosterone metabolites (CM) were determined with a cortisone
enzyme immunoassay [21]. The applied method has been validated physiologically and biologically
for chickens by Rettenbacher et al. [21,23].

2.3. Hen-Human Relationship: Touch Test

The level of fear of humans is an important determinant of welfare of pullets and laying hens.
Regular handling of pullets is fear reducing [24], and positive additional human contact of laying hens
reduces their fear level and influences their corticosterone level in blood positively [25]. In contrast,
fear-inducing humans reduce the wellbeing of animals [26]. Accordingly, we tested each flock on
avoidance and approach behavior by using the touch test of Raubek et al. [27] to assess the birds’
reaction to an unfamiliar human. The test was performed with each flock by the same test person,
who was unfamiliar to the flock before test. The test person wore protective clothing such as a blue
overall, plastic overshoes and a hair cloth. Tests were carried out in the roofed outdoor run area
(winter garden) of the rearing farm. Entering the winter garden was the initial contact between flock
and test person. The unfamiliar test person moved slowly—one step per second—through the winter
garden, approached a group of at least three pullets, squatted for 10 s and then counted all pullets
within one arm’s length around her. Thereafter, the test person tried to touch one bird after the other.
The test was carried out until 33 groups were examined. Any attempt to approach a group or squat
down was counted, even if all pullets retreated from the test person [28].

2.4. Body Condition

The body condition of the birds was evaluated by scoring the plumage and integuments before
and after transportation, following feces sampling and the touch test. The assessment basis was the
LayWel grading scheme [29] modified according to Schwarzer et al. [30] for pullets. Plumage condition
was divided into four degrees of severity (4 = no damage, 3 = 1-5 damaged feathers, 2 = >5 damaged
feathers, 1 = plucked area >1 cm). A higher score equaled a better plumage condition. This was assessed
on seven individually scored body areas, resulting in a maximum pooled score of 28. Damage of flight
feathers, tail feathers, and the presence of fault bars were evaluated separately with binary scores
(0 = negative and 1 = positive). Originating from a total plumage score of 28, a bad feather cover
was indicated by <11-14, and a good feather condition by >18-20. Injuries were divided into three
degrees of severity (0 = negative, 1 = @ <0.5 cm, 2 = J >0.5 cm) on 10 individually scored body areas.
Injuries of the comb, head and eyelid were evaluated separately with binary scores (0 = negative and
1 = positive).

2.5. Live Weight

To check minimum body weight, which is 1300 g for HNS and 1479 g for HNB at the age of
18 weeks (according to the breeder and distributor H&N International), 50 numerically marked birds,
25 per line, were weighed during loading. To check a possible transport-related weight reduction due
to water and feed withdrawal and “time in plastic crates,” we compared body weights before and after
transportation (following sampling) for each hen. Results were compared with a control flock that was
not transported and was kept overnight in the winter garden without access to water and feed but
were free to move around; hens of the control flock were weighed in the evening (8:00 p.m.) and in the
morning (7:00 a.m.). For evaluation, the weight of the same numerically marked bird was compared
in each case. Weight determination was carried out with a BAT1 poultry scale (VEIT Electronics,

29



Publizierte Studienergebnisse

Animals 2018, 8, 183 6 of 15

Moravany, Czech Republic). The 50 hens of the transport study were divided into four transport crates.
To ensure a regular number of 16 birds per crate according to the Swiss Order on the Protection of
Animals [4], the transport crates were supplemented with non-weighed birds.

2.6. Statistical Analysis

For the statistical analysis, the relationships between the predictors (transport variant, layer line,
flock) and the response variables (baseline CM concentration, CM concentration after transport,
returned to baseline value after 72 h, and difference in plumage score before and after transport,
transport weight) were analyzed simultaneously using mixed-effects models. The flock was modeled
as an unstructured random effect for the model constant (intercept), and the transport variant and
the layer line were modeled as ordinary fixed effects. For the continuous response baseline CM
concentration, CM concentration after transport, difference in plumage score before and after transport,
and transport weight, normal distributions were chosen as observation models. For the binary outcome
return to baseline value after 72 h, a logistic regression model was used. Results from this analysis
were expressed as odds ratios (OR). For baseline CM concentration, temporal progression was also
considered by including time as an unstructured random effect (in contrast to a temporal effect,
because of very few unequally distributed time points).

Data were analyzed by using the statistical programming language R [31]. All (generalized)
mixed-effects models were estimated by the integrated nested Laplace approximation approach [32]
within a fully Bayesian setup.

3. Results

3.1. Corticosterone Monitoring

Mean baseline concentrations of excreted CM in the examined flocks were 43 ng/g and 66 ng/g
for Variant I and Variant II, respectively. Overall, birds of Variant Il had higher baseline values than
birds of Variant I (Table 2). However, differences were not significant (effect: —18.6; 95% confidence
interval (CI): (—45.3;9.1)).

Table 2. Comparison of baseline levels (mean 4+ SEM) of corticosterone metabolites measured in
transport Variants I and II in H&N Super Nick (HNS) and H&N Brown Nick (HNB) animals, and in
total for both layer lines.

Variant Line Baseline Value (ng/g) SEM (ng/g) Baseline Value Total (ng/g) SEM (ng/g)

HNS 57 3

I HNB 30 2 43 2
HNS 93 8

I HNB 40 3 66 4

HNB individuals had significantly lower baseline values than HNS birds (effect: —37.8; 95% CI:
(—45.4; —30.3)). Three flocks showed significant deviations from mean baseline values in Variant II:
two flocks with significant above-average values (D2 and D7) and one with significantly lower values
(D6). Any effect that crossed zero did not significantly deviate from the mean baseline value in this
flock (Figure 1).
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Variant I (direct) Variant | (overnight)
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Figure 1. Linear mixed-effects model. Effect of the flock on the baseline concentrations of corticosterone
metabolites in either two transport variants, modeled with the flock as an unstructured random effect for
the model constant, and with the transport variant and the layer line as fixed effects. The figure shows
estimated values (circles) with their 95% confidence intervals (bars) of the effect of flock on baseline
concentrations. Estimates that do not cross zero deviate significantly from the baseline concentration.

The transit from the rearing farm to the farm of the laying hens resulted in higher mean
concentrations of CM compared with the mean baseline values. The highest values were found
immediately on arrival (0 h). The mean concentration at 0 h was 173 ng/g and 323 ng/g for Variant
I 'and Variant II, respectively. CM concentrations decreased rapidly during the 0-6 h interval after
transportation. Variant I showed an increase during the 6-12 h interval, followed by a steady decline.
Values for Variant II were slightly increased at 24 h, 48 h, and 72 h, and slightly decreased at 34 h and
58 h, with the additional sampling times considering the circadian rhythm (Table 3).

Table 3. Minimum (Min), maximum (Max), and mean concentrations = SEM of corticosterone
metabolites (CM) after transportation in two transport variants.

Variant TrI:r?:;(s)ritt:m Min CM (ng/g) Max CM (ng/g) M(e:g/gC)M SEM (ng/g)

0 4 1337 173 22

3 4 570 111 7

6 3 440 61 7

9 5 568 96 5

I 10 4 459 69 6
12 11 315 128 3

24 4 786 92 4

48 3 402 73 3

72 2 245 64 3
0 4 2215 323 11

3 4 967 134 5

6 3 992 112 3

10 4 590 89 11

I 24 5 632 95 4
34 4 307 67 9

48 5 462 86 5

58 4 330 69 3

72 4 456 74 2

31



Publizierte Studienergebnisse

Animals 2018, 8, 183 8of 15

We found no significant difference in CM concentrations between Variant I and Variant II,

because the overall trend was similar, and confidence intervals overlapped strongly (effect: —0.208;
95% CI: (—0.567; 0.163)) (Figure 2).

-y
1

Variant Il
(direct)

Variant |
(overnight)

Effect on CM

o
L

0 20 40 60
Hours

Figure 2. Linear mixed-effects model. Effect of time after transportation (hours) on concentrations of
corticosterone metabolites (CM), considering the flock as a random effect, and the transport variant
and the layer line as fixed effects. Estimated temporal progression of CM concentrations, shown as
estimated effects (solid lines) and 95% confidence intervals (shaded areas) for each transport variant.

Significant differences in CM concentrations were found once again between the layer lines.
HNS had higher values than HNB (effect: —0.286; 95% CI: (—0.334; —0.238)). Furthermore, considerable
variations among flocks were found. Significant above-average values could be measured for one flock
of Variant II (D7), significantly lower values for three flocks of Variant II (D5, D3 and D4), and one
flock of Variant I (N4) during the 0-72 h interval. Any effect that crosses zero does not significantly
deviate from the mean CM concentration in this flock (Figure 3).

Variant Il (direct) Variant | (overnight)

0.54

Effect on CM

00+ ------5-- el el S [ S

-0.5+

T T T T T T T T T T T T T T T
Ds D3 D4 D6 D1 D2 D7 N4 N2 N5 N7 N6 Ni N3 N8
flock

Figure 3. Linear mixed-effects model. Effect of the flock on concentrations of corticosterone metabolites
(CM) 0-72 h after transportation in either two transport variants, modeled with the flock as an
unstructured random effect for the model constant, and with the transport variant and the layer
line as fixed effects. The figure shows estimated values (circles) with their 95% confidence intervals

(bars) of the effect of flock on CM concentrations. Estimates that do not cross zero deviate significantly
from the mean value.
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The ratio of CM concentrations after 72 h to CM baseline values showed that most CM
concentrations did not return to baseline values in both transport variants (Figure 4). For both
layer lines, we could not find a significant effect of transport variant on the return to baseline values
(effect: 0.43; 95% CI: (—2.41; 3.26) and —1.49; 95% CI: (—4.34; 1.37) for HNS and HNB, respectively).
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Figure 4. Ratio of concentrations of corticosterone metabolites (CM) after 72 h to CM baseline
concentrations in two transport variants. Thick black lines show mean ratios, boxes represent upper
and lower quartiles, whiskers represent 95% confidence intervals, and dots show outliers. A mean
ratio above zero indicates an increase in CM concentration relative to the baseline value, whereas a
mean ratio below zero indicates a decrease.

3.2. Hen-Human Relationship: Touch Test

With the touch test, we evaluated the hen-human relationship based on the approach and
avoidance behavior of the birds between flocks. To evaluate whether this behavior was reflected in
the measured CM concentrations, we compared CM concentrations between hens that stayed an arm
length away from the examiner, and those that could be touched. An increase in CM concentration by
one unit (1.0 ng/g) resulted in a significantly greater number of hens that could be touched (effect: 0.004;
95% CI: (0.001; 0.006)). In addition, a few differences in approach and avoidance behavior between
flocks were found: One flock (D5) had significantly fewer hens that could be touched compared with
three other flocks (D2, D6, and N2).

3.3. Body Condition

The examined flocks of both transport variants showed an average plumage score of 24.62 £ 1.37
(mean =+ SD) before and after transportation, indicating a good feather condition (maximum possible
score = 28, for seven body areas with four degrees of severity). Flocks D4 and D5 of Variant I had a
better plumage score after transportation than before (Figure 5).
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Figure 5. Difference across flocks in plumage score before and after transportation in two
transport variants. Thick black lines show mean values, boxes represent upper and lower quartiles,
whiskers represent 95% confidence intervals, and dots show outliners. A mean value above zero
indicates a better plumage score after than before transportation.

Altogether, we found no significant differences in the plumage condition of the body areas scored
with four degrees of severity before and after transportation, regardless of layer line, transport variant
or flock, with one exception: HNB in comparison with HNS showed less plumage deterioration (—0.28,
95% CI: (—0.8; 0.25)) in Variant I, and in Variant II, greater deterioration (0.35, 95% CI: (—0.03; 0.73)).
The total plumage score, including those body areas scored with two forms of severity (flight and
tail feathers, fault bars) apparently significantly improved after transportation compared with before
transportation in Variant IT (OR: 0.672; 95% CI: (0.53; 0.863)) but not in Variant I (OR: 1.454; 95% CI:
(0.931; 2.218)). Integument injuries of body areas scored with three degrees of severity were not
sufficiently variable in their distribution of characteristics, and only isolated injuries were found.
The same applies for integument injuries of the eyelid (binary score). Both comb and head (evaluated
with a binary score) were scored positive in 13% and 4% of the cases, respectively. We could find no
major differences in integument injuries before and after transportation.

Following the transit from the rearing farm to the farm of laying hens, the birds showed a
weight loss of —2.9% =+ 1.9% (mean + SD). Comparing both transport variants, birds of Variant I
lost significantly more weight (2.1 percentage points; 95% CI: (—2.6; —1.5)) than birds of Variant II.
Regarding the layer lines, HNB lost significantly less weight than HNS (0.5 percentage points; 95% CI:
(0.3; 0.7)). Considering the transport variants, differences in weight loss between layer lines can solely
be found for Variant IT: HNS showed higher loss in weight (—2.38% =+ 1.46%) compared with HNB
(—1.3% = 0.71%) (effect: —0.01603; 95% CI: (—0.02026; —0.01180)). Differences in relative weight losses
between flocks hardly existed (Figure 6). None of the mean temperature variables on the rearing
farm, the transport vehicle, and the farm of laying hens showed a significant effect on the change in
body weight.

Birds of the control flock, which were not transported and were kept in the winter garden
overnight, free to move around without access to food and water, showed a mean weight loss of
—5.9% (95% CI: (—6.3; —5.6)). HNB hens of the control flocks lost significantly less weight (—5.4%;
95% CI: (—5.8; —5.0)) than HNS hens (—6.5%; 95% CI: (—6.9; —6.1)). Comparing the weights of all
birds (study and control flocks) calculated as means, birds of the control flock showed on average a
higher loss of —2.0% (95% CI: (—2.5; —1.6)) than birds of the study flocks.
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Figure 6. Linear assorted regression model. Estimated body weight differences across flocks before and
after transportation in two transport variants, considering the factors of the layer line, the transport
variant, and the average temperature on the rearing farms. The figure shows estimates (solid circles)
and 95% confidence intervals (bars) of the effect of flocks on body weight changes. Estimates that cross
zero do not deviate significantly from the mean values.

The target weight of the 18-week-old pullets, which is defined by the breeder and distributor
H&N International, is set at 1300 g for HNS and 1479 g for HNB. It was not reached by all weighed
hens: HNS hens weighed on average 1339 4 102 g (mean + SD), and HNB hens 1679 + 156 g. With age
included, no differences could be found within each layer line in reaching the target weight (Figure 7).
The only significant effect was the effect of the layer line. The chance of HNS observing a shortfall was
on average elevated by a factor of 8.1 (95% CI: (5.1; 12.7)).

HNS HNB

N
o
o
o
1

weight in gram

1500 1 | |
%r 5
120 123 125 126 127 129 120 123 125 126 127 129
age in days

Figure 7. Body weight before transportation in two layer lines, according to age in days. Thick black
lines show mean values, boxes represent upper and lower quartiles, whiskers represent 95% confidence
intervals, and dots show outliers. The dashed lines represent the target weight according to H&N
International for layer lines H&N Super Nick (HNS; 1300 g) and H&N Brown Nick (HNB; 1479 g).

4. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study comparing two practice-oriented transport
variants for pullets over a period of 72 h via fecal CM. The aim of the study was to evaluate which
of the two examined transport variants resulted in less pronounced stress responses of the birds.
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Measurements of CM, a reliable indicator of stress [17], showed no significant transport-specific
difference between Variants I and II. Instead, we discovered significant differences between the
layer lines in CM responses, touch test results, and weight loss. Several studies have already shown
differences between white and brown hens; for example, differences in plasma corticosterone responses
after a treatment [33], in tonic immobility [34-37], or in results from other fear tests [38,39].

4.1. Corticosterone Monitoring

Baseline values of CM concentrations and values measured between 0 h and 72 h after
transportation did not show significant differences between the two transport variants. Instead,
we found significant differences between the two layer lines in both baseline values and values
measured after transportation. However, other studies found similar baseline plasma corticosterone
concentrations in brown and white layer lines [33,40]. One study analyzed translocation stress in
ISA Brown (name of hybride) hens for 36 h after a 1 h long transportation, and found the highest
plasma corticosterone concentrations 4 h after transportation [23]. In contrast to this finding, the HNS
and HNB hens of our study showed a rapid decrease in CM concentration during the first 6 h
after transportation, but just a few returned to baseline values at the end of the study, which might
be due to the novel environment. HNS had higher CM levels than HNB at all times in almost
every flock. Fraisse and Cockrem [33] reported similar results after 15 min of repeated handling.
White hens of their study also showed higher corticosterone levels than brown hens, but only for
plasma corticosterone, whereas fecal CM concentrations did not differ between layer lines. At 9 h and
12 h after transportation, CM concentrations in Variant I of our study showed an increase from 61 ng/g
at 6 h after transportation, to 96 ng/g and 127 ng/g, respectively, with an intermittent decrease at
10 h (69 ng/g), followed by a steady decline (Table 3). Samples at 9 h and 12 h were taken solely
from Flocks N1 and N2; for Flocks N3 to N8, we reduced the sample collection to once at 10 h after
transportation. During the investigation period of 72 h, CM concentrations never fell below the value
measured 6 h after transportation. In Variant II, we found slight fluctuations of CM concentrations at
34 h and 58 h (additionally taken samples), indicating natural variation due to the circadian rhythm
during a 24 h interval. De Jong et al. [41] found a plasma corticosterone peak at 4 h of the 8 h light
period during a 24 h investigation on 5-week-old broilers that were fed ad libitum and showed low
plasma corticosterone levels during the dark period for 12 h. This finding is contrary to the results
from Variant II of our study because samples at 24 h, 48 h and 72 h were taken during the dark period
(between 11:00 p.m. and midnight) and samples at 34 h and 58 h were taken during the light period
(9-10:00 a.m.). Differences between individual flocks might be attributed to the so-called “passage
effect”: Management and processes of transportation, for example, differed. Further investigations are
necessary to better understand these differences.

4.2. Hen-Human Relationship: Touch Test

The relationship between animals and humans is an important aspect of animal welfare.
Additional contact to humans can positively influence the hen-human relationship [28]. Studies on
laying hens showed that additional positive contact with a person resulted in reduced fear toward
this person [25,28,42] and in a decrease of plasma corticosterone levels [25]. The pullets of our study
behaved contrarily to these findings: Pullets with increased CM concentrations were more likely to
allow touch by the test person than pullets with low CM concentrations. Four flocks deviated from the
average test results. However, these flocks did not show deviations in any of the other study parts.
We therefore cannot relate the tameness of these flocks to other test results of this study.

4.3. Body Condition

The examined flocks were in good condition before and after transportation, as measured by the
use of the sum of the body parts that were individually scored for plumage condition and integument
injuries [43]. With regard to the temporal effect (before and after transportation), we noted a slight
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improvement to both the plumage and integuments. The main reason is likely to be an insufficient
sample size, to ensure that representative estimates and observer deviations are conceivable.

Birds lose weight overnight, even without transportation, and this has potential side effects such as
increased corticosterone levels or heat stress, as results from our control flock show. Birds of the control
flock were able to move around in the winter garden without access to food and water, matching the
lack of these resources for transported birds. “Time in winter garden” for the control flock was 11 h,
and this is thus based on the “time in plastic crates” of Variant I. Several studies describe a diurnal
and seasonal weight fluctuation in wild birds (e.g., [44—47]) with amplitudes of 5-15% [44,45,47].
The weight loss of the hens of our control flock (—5.9%) falls within this range. However, a mean loss
of —3.9% =+ 1.8% overnight, as measured for the transported hens of Variant I, is lower than the loss
measured in wild birds. Amplitudes in winter (long and colder nights) are higher than in summer [47].
The mean temperature during transport of the studied flocks was 16 °C, whereas the mean outside
temperature for the control flock was 19.5 °C. Unfortunately, none of our other study experiments
were performed on the control flock. Explanations therefore remain speculative. Scholtyssek et al. [48]
found an greater loss of weight in broilers with increasing durations of transportation (1.3%, 2.3%,
and 3.1% after transit durations of 1.5 h, 3.0 h and 4.5 h, respectively) whereas another study did not
find weight differences between the control and 4 h transported treatment groups [40].

5. Conclusions

Our findings prove that no significant differences exist between the two studied transport variants.
This conclusion may be supported by further investigations. Considering the tested flocks, we can
say that both transport variants exerted a similar level of stress on the birds. Significant differences
between the two layer lines indicated that HNS hens would benefit from transportation in the short
variant, whereas stress levels in HNB hens were similar in both variants. Nonetheless, we cannot say
whether a longer time of transportation exerts more and longer lasting negative impacts than a shorter
period of transportation. Future studies comparing weight development or egg production and egg
weight between both transport variants could help to answer the remaining questions.
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5 Erweiterte Diskussion

Die vorliegende Untersuchung zeigt keinen signifikanten Unterschied zweier
miteinander verglichener Transportvarianten. Wie in vorangegangenen Studien
bewiesen, kdnnen unmittelbar nach dem Transport (Oh) deutliche CM-Wertanstiege
gemessen werden (Delezie et al., 2007; Rettenbacher et al., 2009). Neben dem
Transport selbst (Delezie et al., 2007; Rettenbacher und Palme, 2009) haben
weitere, im Zuge des Transportes unumgéangliche Stressoren, wie zum Beispiel das
Einfangen und Handling (Knowles und Broom, 1990), der Entzug von Futter und
Wasser (Freeman et al.,, 1983) sowie der Mensch als betreuende Person
(Hemsworth, 2003) einen Einfluss auf diesen Wert. Des Weiteren gilt es den
Unterschied der Herden im Einzelnen zu berlcksichtigen. Der sogenannte
Durchgangseffekt liefert hierbei die Begrindung, weshalb neben schematisierten

Studien, die Bestatigung in der Praxis empfehlenswert ist.

Die vorliegende Studie zeigt bezuglich beider Transportvarianten Herden mit
signifikant Gber dem Durchschnitt sowie signifikant unter dem Durchschnitt
liegenden Werten in Hinsicht auf die CM-Basalwerte, CM-Werte nach dem
Transport und dem Lebendtiergewicht. Ahnliche Studien vermitteln lediglich
Anhaltspunkte zum Vergleich. Unterschiede zwischen weifl3en und braunen Hennen
sind bekannt und kénnen doch nicht in jeder Studie wiederholt bestatigt werden.
Die vorliegende Untersuchung ist ein weiterer Beweis fiir die reale Existenz eines
Unterschiedes zwischen diesen Linien, wéhrend zwei andere Studien, bezogen auf
basale Kortikosteronwerte, keinen Unterschied feststellten (Cheng und Jefferson,
2008; Fraisse und Cockrem, 2006). Wahrend Fraisse und Cockrem (2006) in ihrer
Untersuchung bei in Kafig gehaltenen weien Leghorn Hennen die braunen
Highline Hennen gegenuberstellten, untersuchen Cheng und Jefferson (2008)
Unterschiede zwischen wei3en Leghorn und Dekalb XL. Beide verwendeten eine
andere Methode zur Analyse von Kortikosteronen aus Plasma. Fraisse und
Cockrem (2006) untersuchen zusatzlich CM aus Fazes und verwendeten hier
ebenfalls eine andere Methode als in der vorliegenden Studie. Die Autoren konnten
fur Plasma-Kortikosteronwerte beider Linien nach Transport keine Unterschiede
erheben, wohl aber fiir fakale CM-Werte. Dieses ,,Phdnomen® zeigt sich in
unterschiedlichsten Studien und erschwert einen Vergleich zwischen den ohnehin

rar vorhandenen Untersuchungen in Bezug auf den in dieser Studie untersuchten
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Sachverhalt. Der bereits genannte Durchgangseffekt lasst spekulieren, dass die
erwahnten Studien bei einer exakten Wiederholung nicht zu den gleichen
Ergebnissen kommen konnten und bekraftigt die Empfehlung Studien zusétzlich in
der Praxis zu bestatigen. Die vorliegende Studie zeigt entlang aller untersuchten
Herden, dass die CM-Werte im Ruhezustand (Basalwerte, Anhang 3) und nach
einer Stressbelastung (Transport, Anhang 4) zu fast jeder Zeit fir HNS signifikant
hoher sind als fir HNB. Sie schliel3t neben dem Durchgangseffekt eine Vielzahl
weiterer Variablen ein, wie zum Beispiel unterschiedliche: Stallungen und
Betreuung, Management (Licht, Futter), Transportdistanzen, Transportwagen,
Chauffeure, Wetter, Temperaturen und Lokalisationen (H6henmeter, Klima) und

vermittelt doch fur jede Herde ein &hnliches Bild.

Die Ergebnisse der Mensch-Tier-Beziehung zeigen anders als erwartet mit
ansteigenden Kortikosteronwerten eine signifikante Zunahme an berthrten
Hennen. Logisch betrachtet erschliet sich nicht, weshalb es zu diesem
Zusammenhang kommt, welcher in keinen anderen Studien beschrieben wird. Das
Untersuchungsergebnis von Barnett et al. (1994) zeigt im Gegenteil, dass sich

weniger Angst in niedrigeren CM-Wert dulert.

Entscheidend um eine Empfehlung fir eine der beiden untersuchten
Transportvarianten scheint einzig der unterschiedliche Gewichtsverlust beider
Linien nach dem Transport zu sein. Zur Untersuchung eines Gewichtsverlustes
wurden Einzeltiere vor und nach Transport gewogen. Wir konnten fur beide
Transportvarianten und beide Linien einen Verlust Uber den Transport hinweg
messen. Wie vorangegangene Studien bestdtigen, kann die Reduktion des
Korpergewichts mit einem hohen Kortikosteronspiegel zusammenhéangen (Gross et
al., 1980; Post et al., 2003) sowie mit dem vorangegangenem Futterentzug (Delezie
et al., 2007). Die Tiere, unter Einwirkung von Kortikosteron, nehmen weniger
schnell zu als unbelastete Tiere (Delezie et al., 2007; El-Lethey et al., 2003; Weimer
et al., 2018). Wéhrend HNB auf der Transportvariante uber Nacht nicht signifikant
mehr Gewicht verlieren, als auf der direkten Transportvariante, ist der
Gewichtsverlust fur HNS auf Transporten (ber Nacht signifikant hoher als auf
direkten Transporten (Anhang 5). Vermutlich besteht dieser Unterschied zwischen
den Transportvarianten innerhalb der Linie HNS aufgrund ihrer hoheren
Empfindlichkeit gegentiber Belastungen wund ihrer signifikant hoheren

Stressbelastung gegenliber HNB, wie unsere Untersuchungen ergaben. Dies fiihrt
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zu der Empfehlung, dass HNS Hennen von einem direkten Transport profitieren
kdnnten, ohne jedoch zu wissen, wie sehr sie der Transport in der nachfolgenden
Phase zum Beispiel bezilglich Futteraufnahme, Start in die Legephase oder

Legeleistung, beeinflusst.
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6 Zusammenfassung
Helena Sprafke

Untersuchung zweier Transportvarianten im Hinblick auf das Tierwohl bei
Okologisch aufgezogenen Junghennen

Das Thema der zugrundeliegenden Studie ist der Vergleich zwischen zwei
Transportvarianten im Hinblick auf das Tierwohl bei 6kologisch gehaltenen
Junghennen. Es wurden 15 Junghennenherden bei ihrem Transport vom
Aufzuchtbetrieb zum Legehennenbetrieb begleitet. Die Kistensitzzeit (Gesamte
Zeit, die die Tiere in der Transportkiste verbringen. Beginnend mit der Ausstallung
im Aufzucht- und endend mit der Einstallung im Legehennenbetrieb.) fir
Transporte Uber Nacht betrug durchschnittlich 13,5 Stunden und fir direkte
Transporte 5 Stunden. Insgesamt wurden 5751 Tiere beprobt, um den Gehalt an
Kortikosteron-Metaboliten (CM) im Kot mittels Enzym-Immunoassays (EIA) zu
messen. Individuelle Kotproben wurden vor dem Transport, zur Ermittlung der
basalen CM-Werte sowie O h, 3 h, 6 h, 10 h, 24 h, 48 h, und 72 h nach Transport,
zur Messung der Stressantwort, untersucht. Unter Berlcksichtigung des
zirkadianen Rhythmus wurden Herden, welche direkt transportiert wurden
(Transportvariante 1), zusatzlich 34 h und 58 h beprobt. Weitere 750 Junghennen
wurden gewogen und insgesamt 600 wurden hinsichtlich ihrer Gesundheit
(Gefiederzustand und Integument) vor und nach dem Transport bewertet. Das
Verhalten bzw. die Mensch-Tier-Beziehung wurde einmalig vor dem Transport im

Aufzuchtbetrieb mittels Touch-Test untersucht.

Insgesamt lagen die mittleren basalen CM-Werte flr beide Varianten zwischen 43
und 66 ng/g. HNB Hennen hatten im Vergleich zu HNS Hennen signifikant
niedrigere Basalwerte (Effekt: -37,8 95% KI: [-37,8; -30,3]). Der mittlere CM-Wert
nach 0 h (die erste Probe nach Transportende) war mit 323 ng/g und 173 ng/g fur
"Transport Uber Nacht™ und "direkter Transport™ beziehungsweise mit 298 ng/g und
191 ng/g fir HNS und HNB Hennen am hdchsten. Der Gewichtsverlust wahrend
des Transports korrelierte signifikant (negativ) mit der Transportvariante. Hennen
der Transportvariante | verloren 2.1 % Gewicht (95% KI: [-2,6; -1,5]). HNB hatten
einen um 0,5 % (95% KI: [0,3; 0,7]) geringeren Gewichtsverlust als HNS. Die

Bewertungsergebnisse fir den Gefiederzustand unterschieden sich vor und nach
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dem Transport kaum voneinander. Die Touch-Test Ergebnisse verbesserten sich

mit ansteigendem CM-Basalwert.

Die Ergebnisse zeigen, dass Unterschiede innerhalb der CM-Werte und im Gewicht
am stérksten zwischen den beiden bewerteten Junghennen-Linien und nicht
zwischen den Transportvarianten auftreten. Es lasst sich daher vermuten, dass nicht
alle Transportvarianten fir alle Legelinien optimal sind. Weitere Untersuchungen

zu diesem Thema sind notwendig.
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7/ Summary

Helena Sprafke

Investigation of two transport options with regard to animal welfare in
ecologically reared pullets

The subject of the underlying study is the comparison between two transport
options with regard to animal welfare in ecologically reared pullets. Altogether 15
flocks were accompanied during their transport from the rearing farm to the farm
of laying hens. The average ,,time in plastic crate for transports overnight was
13.5h and for direct transports 5 h. A total of 5751 animals were sampled to
measure the level of CM in the feces by EIA. Individual faeces samples were
examined before transport to determine the basal CM valuesand 0 h, 3 h, 6 h, 10 h,
24 h, 48 h, and 72 h after transport to measure the stress response. Taking into
account the circadian rhythm, directly transported flocks (transport variant I1) were
additionally sampled 24 h and 58 h after transportation. Another 750 pullets were
weighed and 600 were evaluated for their health (plumage and integument) before
and after transport. The birds’ behavior was analyzed using the touch-test once

before transportation.

Overall, baseline concentrations of excreted CM for both transport variants ranged
from 43 to 66 ng/g. HNB hens had significantly lower basal values compared to
HNS hens (effect: -37.8 95% CI: [-37.8, -30.3]). The mean CM value after O h (the
first samples after the end of transport) was 323 ng/g and 173 ng/g for "overnight
transport™ and "direct transport™ and 298 ng/g and 191 ng/g for HNS and HNB
highest respectively. Weight loss during transportation was significantly correlated
(negative) with the transport variant. Birds of variant “overnight transport” lost
2.1 % of their weight (95% KI: [-2,6; -1,5]). HNB hens had 0.5 % (95% KI: [0,3;
0,7]) higher loss in weight compared to HNS. Scoring results for plumage condition
did not highly differ before and after transportation and touch test results improved
with increasing CM basal value.

The results show that differences in CM values and weight occur most strongly
between the two evaluated pullet lines and not between the transport variants. It can
therefore be assumed that not all transport variants are optimal for all laying lines.

Further research on this topic is necessary.
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9 Anhang

Anhang 1: Bonitierungsschema modifiziert nach Schwarzer et al. (2015)

Datum: Betrieb:

HBN/HSN:

| Tier | 1 |

|

9 | 10 |

|Gesamteindruck (0/1) | |

Augenlieder (0/1)

Kamm (0/1)

Kopf (0/1)

Stresslinien (0/1)

Gefieder (4 - 1)

obB; 3 = 1 besch.

Fed.; 2 => 5 besch.

Fed.; 1

= kah

>1cm

Hals dorsal

Rucken

Flugeldecke

Schwungfedern(0/1)

StoR (0/1)

Hals ventral

Brust

Bauch

Schenkel

Verletzungen (0-2) obB; 1

[2

3<0,5

cm;2=@>0,5cm

Hals dorsal

Rucken

Flugeldecke

Schwungfedern

StoR

Hals ventral

Brust

Bauch

Schenkel

Kloake

[Brustbein (4-2) T |

FuBballen

Hyperkeratose (0/1)

Lasionen (4-1)

Zehen

Hyperkeratose (0/1)

Lasionen (4-1)

Milben am Tier (0/1)
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Anhang 2: Fragebogen Aufzuchtbetriebe

Erhebungsbogen Aufzucht
Allgemeine Betriebsdaten und Management

Erhebungsperson

Landwirt fragen - nach:
Schlupfdatum

[ [Mortalitétsliste
Gewichtsentwicklung Erhebungsdatum

durchschnittliches Herdengewicht, Gewichts-
einteilung und Gewichtsverteilung Ort

Tierarztliche Behandlungen
| |Wasserverbrauch
Futterverbrauch Anzahl Hihner
Datenlogger SN

| |Lichtprogramm BN

| |Impfungen
Bodenfedern

| |Antrittsprotokoll

| |Stallkarte

| |Kiikenpass

I. Betriebs- und Arbeitsorganisation / Stallmanagement

1 Vorname Nachname

2 Betreuungspersonal anwesend ? |:|ja |:|nein

3 Hersteller / Typ

4 Stallnummer/ Bezeichnung:

5 Funktionsféhige Desinfektionswanne? I:lja |:|nein

6 Betreuer benutzt Desinfektionswanne?[lja |:|nein

7 Betreuer benutzt eine Form der |:|ja |:|nein
Schutzkleidung?

8 Einmalschutzkleidung vorhanden? [ia [nein

9 Benutzt? I:lja |:| nein

10 Wetter am
o Sonne o Wind o Regen o Bedeckt
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auszufillen im Stall
11 Krankenabteil vorhanden? Cia [Inein

Anzahl Hennen

12 Schlechtwetterauslauf vorhanden? [ Jja [Inein
13  Wie stark ist der Innenscharrraum
frequentiert? gering [ Jintensiv
mittel

14  Plattenbildung im Scharrraum?

Dja |:|nein

Plattengrofe

15 Beschiftigungsmaterial im |:|ja |:|nein
Scharrraum?

o Strohballen o Ytong o Stroh o Heu/Grass o Sonstiges

21 Wie stark ist der Wintergarten frequentiert?

gering |:| intensiv
mittel
22  Beschiftigungsmaterial im |:|ja |:|nein

Wintergarten?

O Strohballen o Ytong o Stroh o Heu/Grass o Sonstiges

23  Plattenbildung im Wintergarten?
[ Jia [ ]nein

Plattengrofe cm?
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24 Tageslicht: [ Jia [ ]nein
25 Sonnenflecken: |:|ja Dnein
26 Wo landen die Sonnenflecken?

o Vollierenebene o Scharrraum
27  Wandfarbe:
28  Wie werden die Fenster beschattet?
29 Farbe des Kunstlichtes:

o Roto Blau o Griin o Weilt o Sonstiges
30 Ausleuchtung des Stalls Dgleichméf&ig D ungleichmaRig
31  Luftqualitat

o Guto Mittel o Schlecht
32 Ammoniak wahrnehmbar? |:|ja Dnein

Wo im Stall?
33  Staub (gefiihlt)

o gering o mittel o hoch
lll. Hennen
34 Fliegen die Hennen beim Besuch auf? Dja Dneln
35 Wird Erhebungsperson bepickt? ja nein

durch WeilRe durch Braune

36 Bepicken sich die Hennen ja nein

gegenseitig? Weil auf Weil} Braun auf Braun
37 Jagen Hennen sich gegenseitig? ja nein

Weil} jagt Weil} Braun jagt Braun

38  Deutliches Ausweichverhalten? [lia [Inein
39 Kommen Hennen bei Einschalten der [ _Jja [Inein

Fltterung an den Trog?

[ |keine Fitterung beobachtet
40 Rote Vogelmilbe? [ia [nein
Wo?

41  Federn im Scharrraum? Dja Dnein
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42 Kadaver im Stall? [ Jia [ ]nein

43  Ursache?

44  Verletzte Hennen im Stall? (lia [nein
45  Hahne im Stall? [ia [Inein

46  Zustand der Hahne
o guto maRig o schlecht

47  Legen die hennen bereits Eier? [lia [ Inein

Wie viele ca.? (Stk.)

Bemerkungen:
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Anhang
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