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1 EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Nicht-wirtsspezifische Salmonellen, im Besonderen die Serovare Salmonella enterica ssp.
enterica serovar Enteritidis (SE) und Salmonella enterica ssp. enterica serovar Typhimurium
(STM), sind bis heute als Zoonoseerreger von groRBer Relevanz. Die Zahl durch diese
Serovare hervorgerufenen humanen Salmonellosen stieg weltweit bis Mitte der 90er Jahre
an und nahm dann aufgrund verschiedener BekdémpfungsmaRnahmen stetig ab. Zu diesen
BekampfungsmaBnahmen gehodrten u.a. das gesteigerte Hygienemanagement und die
Durchfiihrung von Impfungen auf Ebene der Primarproduktion von Lebensmitteln tierischen
Ursprungs. Eine rechtliche Grundlage fur die Salmonellenbekdmfpung auf allen relevanten
Herstellungs-, Verarbeitungs- und Vertriebsstufen, insbesondere auf der Ebene der
Primarproduktion, wurde durch die Zoonosen-Bekampfungs-Verordnung (VO) der
Europaischen Gemeinschaft (EG) (VO EG Nr. 2160/2003) geschaffen. Bis jetzt war eine
Eradikation allerdings nicht moglich. Epidemiologische Analysen sprechen fur Eier und
Eiprodukte als Hauptinfektionsquelle des Menschen fir SE, weshalb der Produktion dieser
Lebensmittel besondere Beachtung beigemessen werden muss. Daher wurde im Jahre 2006
die VO (EG) 1168/2006 zur Einddmmung der Salmonellen-Pravalenz bei Legehennen
erlassen. In dieser Verordnung wurde das sogenannte Gemeinschaftsziel (prozentuale
Verringerung positiver Herden erwachsener Legehennen um mindestens 10% im Falle einer
Pravalenz von weniger als 10 im Vorjahr, bzw. Verringerung des Hochstprozentsatzes auf
2%) definiert, das von den EU-Mitgliedstaaten ab dem Jahr 2008 umzusetzen war. Dieses
Gemeinschaftsziel konnte in Deutschland im Jahr 2008, jedoch nicht im Jahr 2009
eingehalten werden. Die Zahl SE- oder STM-infizierter Legehennenherden stieg von 2008
auf 2009 von 2,7% auf 4,8%. Allerdings ist nicht auszuschlieRen, dass eine verbesserte
Berichterstattung durch die zustédndigen Behorden die hohere Pravalenz bedingt. Die
haufigste Serovar stellte im Jahre 2009 mit 4,5% der 4,8% positiven Legehennenherden wie
schon seit Jahren SE dar. Daher besteht in Deutschland gemaf Hihner-Salmonellen-VO in
Legehennen-Aufzuchtbetrieben Impfpflicht gegen diese Serovar.

Werden SE oder STM in einem Legehennenbestand nachgewiesen, durfen die produzierten
Eier nicht mehr als Konsumeier in den Handel gegeben werden. Die
Huhner-Salmonellen-VO schreibt vor, dass sie nur an zugelassene Verarbeitungsbetriebe fuir
Eiprodukte geliefert oder als Klasse-B-Eier, die fast ausschlieRlich fir die
Nahrungsmittelindustrie bestimmt sind und daher unter dem Wert der Klasse-A-Eier
gehandelt werden, vermarktet bzw. zur unschadlichen Beseitigung oder fir diagnostische
Zwecke verwendet werden dirfen. Dies kann grof3e wirtschaftliche Verluste fir den Erzeuger
verursachen. Aufgrund der geringen Gewinnmarge bleibt haufig nur die Schlachtung der
Tiere, da die laufenden Kosten nicht gedeckt werden kénnen. Die Legehennenhalter haben
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aus diesem Grund ein groRRes Interesse am Schutz ihrer Tiere vor diesen Salmonellen und
versuchen sie u.a. durch die Durchfiihrung verschiedener Impfstrategien zu bekampfen.

Im ,Leitfaden zur Salmonellenbek&mpfung bei Legehennen®, den der Zentralverband der
deutschen Geflugelwirtschaft e.V. (ZDG) als freiwillige Orientierungshilfe fur die
Geflugellandwirte erstellt hat, sind diese Impfkonzepte wiedergegeben. Als Standard-
impfung wird die Impfung mit modifizierten Lebendvakzinen empfohlen, die die lokalen
intestinalen, humoralen und im Besonderen zellularen Abwehrmechanismen induzieren
sollen. Bei starker gefahrdeten Herden wird eine zusétzliche einmalige Impfung mit einem
Inaktivatimpfstoff bei der Einstallung in den Legebetrieb angeraten, um einen Abfall der
Immunitat am Ende der Legeperiode zu verhindern. Die Nutzung der Legehennen wurde in
den letzten Jahren auf bis zu 70 Lebenswochen (LW) ausgedehnt, die Impfstoffhersteller
garantieren jedoch teilweise nur eine Immunitét bis zu 50 LW.

Diese Dissertation untersucht die funf verschiedenen im Freistaat Sachsen angewandten
und vom ZDG empfohlenen Impfkonzepten gegen SE bei kommerziell gehaltenen
Legehennen zu drei verschiedenen Zeitpunkten der Legeperiode (39., 54. und 69.
Lebenswoche). Jedes Impfkonzept war zu jedem Versuchszeitpunkt durch eine
Versuchsgruppe von zwolf Legehennen vertreten. Die Tiere wurden mit SE infiziert und zwei
bzw. sieben Tage nach der Infektion euthanasiert. Es wurden die Blinddarme, die inneren
Organe Leber, Ovar und Ovidukt enthommen und ein qualitativer sowie quantitativer
Nachweis des Infektionsstammes in diesen Organen durchgefuhrt. Die Ausscheidung des
Infektionsstammes wurde mithilfe der Untersuchung von Kloakentupfern ein, drei und finf
Tage nach der Infektion kontrolliert.

Schwerpunkt der Auswertung lag einerseits bei dem Verlauf des Impfschutzes der Tiere
wahrend der Legeperiode innerhalb einer Impfgruppe. Andererseits wurde der Impfschutz
der Tiere, die ausschlieBlich mit modfizierten Lebendimpfstoffen geimpft wurden mit dem
Impfschutz der Tiere, die zudem mit einer Inaktivatvakzine immunisiert wurden, verglichen.
Es sollte festgestellt werden, ob die kostenintensivere und aufwendigere Zusatzimpfung mit
einem Inaktivatimpfstoff einen Vorteil gegenuber der Impfung mit ausschlie3lich
Lebendimpfstoffen darstellt, und in wie weit die angewandten Impfstrategien einen
ausreichenden Schutz gegen SE bis zum Ende der Legeperiode bieten.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Salmonellen, ihre Wirtsspezifitat und Wirtspathogenitat

2.1.1 Salmonellen allgemein

Salmonellen sind gram-negative 0,7-1,5 x 2,0-5,0 pm groRRe stdbchenférmige Bakterien, die
zur Familie der Enterobacteriaceae gehéren. Sie sind fakultativ anaerob, in der Regel
peritrich begeiRelt und damit beweglich (POPOFF und LE MINOR 2005). Die Serovar
S. enterica ssp. enterica serovar Gallinarum (SG) ist jedoch unbeweglich. Eingeteilt wird das
Genus Salmonella in die drei Spezies S.enterica, S. bongori und S. subterranea
(SHELOBOLINA et al. 2004; ANON. 2005). Die Spezies S.enterica kann in sechs
Subspezies unterteilt werden: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae und indica.
Zu der Subspezies S. enterica ssp. enterica gehoren die Serovare S. enterica ssp. enterica
serovar Enteritidis (SE) und S.enterica ssp. enterica serovar Typhimurium (STM).
S.enterica ssp. enterica umfasst ca. 1500 Serovare, die gemaR dem
White-Kauffmann-Le Minor-Schema eingeteilt und bezeichnet werden (GRIMONT und
WEILL 2007). Fur jede Serovar wird eine antigenetische Formel definiert, die sich auf die
Oberflachenantigene O (somatisch), Vi (kapsular) und H (flagellar) bezieht. GemaR ihrer O-
Antigene werden die Serovare in Gruppen eingeteilt, SE z&hlt dementsprechend zur Gruppe
D 1 (POPOFF und LE MINOR 2005).

Die variable Antigenitdt weist auf die genetische Vielfalt des Genus Salmonella hin.
Salmonellen zeichnen sich durch eine hohe Anpassungsféhigkeit, Vermehrungsrate und
Widerstandsfahigkeit aus, weshalb sie in der Umwelt weit verbreitet sind (BFR 2010). Uber
70 Virulenzgene und zehn ,Salmonella Pathogenitétsinseln* (SPI) konnten bis jetzt
identifiziert werden, die je nach Umgebungsbedingungen exprimiert bzw. reguliert werden.
So wird das Uberleben unter verschiedensten Umweltbedingungen und die lokale oder
systemische Infektion von Mensch und Tier mdglich (HENSEL 2006; ANDREWS-
POLYMENIS et al. 2006).

Von den zurzeit insgesamt Uber 2500 bekannten Salmonellen-Serovaren sind nur die
wenigsten pathogen und haben eine Bedeutung fiir Mensch und/oder Tier. Je nachdem, wie
sehr eine pathogene Serovar an ihren Wirt adaptiert ist, kann sie einer der folgenden zwei

bzw. drei Gruppen zugeordnet werden.

2.1.2 Wirtsspezifische Salmonellen
Bei der ersten Gruppe handelt es sich um die ,streng-wirtsspezifischen* Salmonellen-
Serovare (z.B. S. enterica ssp. enterica serovar Typhi beim Mensch), die fast exklusiv bei
einer bestimmten Tierart/Mensch vorkommen und typischerweise schwere systemische
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Infektionen verursachen. Wirtsspezifische Serovare scheinen im Gegensatz zu den nicht-
wirtsspezifischen Serovaren eine Entziindung der Darmwand zu vermeiden, was ein
Umgehen der lokalen Immunabwehr und damit eine systemische Ausbreitung ermdglicht
(WALLIS 2006). Dies kann zu schweren typhdsen Erkrankungen fihren (VAN IMMERSEEL
et al. 2005). Sie besiedeln charakteristischerweise die reproduktiven Organe, infizieren Eier
bzw. den Fetus (z.B. SG (Erreger des Huhertyphus), S. enterica ssp. enterica serovar
Abortusovis), was zu stark kontaminiertem Ei- bzw. Abortmaterial flhren kann. Auf diese
Weise wird eine Verbreitung des Erregers garantiert (WALLIS 2006).

2.1.3Nicht-wirtsspezifische Salmonellen

Die zweite Gruppe umfasst die ,nicht-wirtsspezifischen” Serovare (z.B. SE bei Mensch, Huhn
und Wiederkauern), die bei einem breiten Spektrum von Wirten tberwiegend subklinische
gastro-intestinale Infektionen hervorrufen. WATSON et al. (1998) konnten zeigen, dass die
nicht-wirtsspezifische STM eine starkere enteropathogene Reaktion in bovinem lleum
hervorruft als wirtsspezifische Serovare. Die pathogenetischen Prozesse koénnen zu
Durchfall fuhren, was die Verbreitung der Salmonellen in der Umwelt und somit das Risiko
einer fékal-oralen Infektion férdert (WALLIS 2006). Bei Huhnern, die eine grof3e Bedeutung
als Nahrungsmittellieferanten haben, sind diese Serovare in der Lage, innere Organe zu
besiedeln, die zum menschlichen Verzehr geeignet sind (HUMPHREY 2005). Nur wenige
SE-Phagentypen wie Phagentyp 4 verhalten sich derartig invasiv, dass sie insbesondere bei
jungen Huhnern schwere systemische Infektionen mit Anorexie und hochgradigem Durchfall
verursachen kénnen (POPPE et al. 1993; DHILLON et al. 1999; WALLIS 2005).

SE verfugt wie die wirtsspezifische SG Uber die Fahigkeit, den Reproduktionstrakt von
Hihnern zu besiedeln, Eier zu kontaminieren und sich auf diesem Weg zu verbreiten.
Thomson et al. (2008) konnten mithilfe komparativer Genomanalyse der beiden Serovare
zeigen, dass sich die unbewegliche SG aus der nicht-wirtsspezifischen SE entwickelt sowie
durch Deletion und der Bildung von Pseudogenen eine strikte Wirtsspezifitdt erlangt hat.
Beide Serovare gehdren der Serogruppe D1 an. Sie tragen die speziellen Salmonella
Enteritidis Fimbrien 14 (SEF 14), die fur die Kolonisierung von Reproduktionsgewebe und
Eiern wéahrend deren Formation wichtig sind (TURCOTTE und WOODWARD 1993). Im
Gegensatz zu SG ist SE trotz der Ahnlichkeit deutlich weniger invasiv, was die inneren
Organe Leber und Milz betrifft, und verursacht daher eine weniger klinische Symptomatik
(EFSA 2010). Bei gesunden adulten und ungestressten Tieren verlauft auch die systemische
Infektion mit SE in der Regel nur subklinisch, was den Eintritt der Salmonellen in die
Lebensmittelkette erleichtert (HUMPHREY 2005). Die infizierten Tiere kdnnen ein latentes
Erregertrager-Dasein, den sogenannten Carrier-Status, entwickeln und sind aufgrund des

Ausbleibens klinischer Symptome nur schwer zu identifizieren (CALENGE et al. 2010).
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2.1.4Beschrankt-wirtsspezifische Salmonellen

Einige Autoren benennen eine dritte Gruppe, die die ,beschrankt-wirtsspezifischen*
Salmonellen (z.B. S.enterica ssp. enterica serovar Dublin bei Wiederkduern und
Schweinen) umfasst, die meist mit ein bis zwei nahverwandten Wirten assoziiert sind und nur

in seltenen Fallen Infektionen bei anderen Spezies verursachen (WALLIS 2005).
2.2 Epidemiologie

2.2.1Bedeutung der nicht-wirtsspezifischen Salmonelleninfektion

Die nicht-wirtsspezifischen Salmonellen nehmen in der Problematik der humanen
Salmonellosen eine wichtige Rolle ein. Humane zoonotische Salmonellosen gehéren zu den
bedeutendsten Lebensmittelinfektionen (EFSA 2004) und verzeichnen im Vergleich zu
anderen Lebensmittelinfektionen die meisten tddlichen Verlaufe. GemaR EFSA (2010) haben
die Serovare SE, gefolgt von STM mit 80% aller typisierten Isolate beim Menschen in der EU
die groRte Bedeutung (EFSA 2004; HUMPHREY 2005; EFSA 2010). In der Huhner-
Salmonellen-VO werden die beiden Serovare daher als Salmonellen der Kategorie 1
definiert. Zu den Salmonellen der Kategorie 2 werden die Serovare S. enterica ssp. enterica
serovar Virchow, S. enterica ssp. enterica serovar Infantis und S. enterica ssp. enterica
serovar Hadar gezahit, die gleichermafl3en zu Lebensmittelinfektionen fihren kénnen, aber
jeweils fur weniger als 1% der Erkrankungen verantwortlich sind (METHNER 2007; EFSA
2010). Das Vorkommen der letztgenannten Serovare ist rechtlich nur in Britereien und
Zuchtbetrieben, jedoch nicht in den Aufzucht- und Legehennenbetrieben relevant (ANON.
2009).

Im Verlauf der letzten 20 Jahre hat diese Salmonellen-Problematik an Bedeutung
zugenommen, denn die Zahl der humanen Infektionen stieg in Westeuropa bis Mitte der 90er
Jahre stetig an (WARD et al. 2000; GUARD-PETTER 2001). Ursachen fir diese von
manchen Autoren als ,,S. Enteritidis-Pandemie” bezeichnete Entwicklung, ist einerseits die (i)
extraordinére vertikale Verbreitung von sich jiungst entwickelten Stammen und andererseits
(ii) die zentralisierte Zucht, wodurch die Infektion weit verbreitet werden konnte (THORNS CJ
2000; EFSA 2010). Wie RABSCH (2000) berichtete, konnte ein weiterer Grund fur die
Verbreitung von SE die Beké&émpfung von S. Gallinarum biovar Pullorum seit den 80er Jahren
sein. Seit 1990 mussen fur den EU-weiten Handel Kontrolluntersuchungen auf S. Gallinarum
biovar Pullorum in den Herkunftsbetrieben durchgefihrt werden (ANON. 1990). Positive
Reagenten werden gemerzt, Impfungen sind verboten (TSK SACHSEN 1995; ANON. 2009).
Infolge dieser MaRnahmen scheint die Herdenimmunitat gegen das O:9-Antigen der D1-
Gruppe verloren gegangen zu sein und die Tiere reagieren empfindlicher auf SE (RABSCH
2000).
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Nach dem ,Salmonellen-Peak® sank die Herdenpravalenz aufgrund der Einfihrung von
Eradikationsprogrammen gegen SE (und STM) basierend auf Impfungen und verbessertem
Hygienemanagement in den verschiedenen EU-Mitgliedstaaten (WEGENER et al. 2003).
Weiterhin bildete sich COGAN und HUMPHREY (2003) zufolge im Laufe der Jahre eine
Immunitat aus. Beispielsweise konnte in Danemark die Herdenprévalenz von 13,4% (1998)
auf 0,4% (2006) reduziert werden und damit auch die Zahl humaner Salmonellosen
(KORSGAARD et al. 2009). In Deutschland bzw. Gesamtwesteuropa (WHO 2000; FISCHER
2001; METHNER 2007; RKI 2010) und den USA (MARCUS et al. 2004; MUMMA et al. 2004)
sank die Zahl humaner Salmonellosen ebenfalls.

Trotz der Pravalenz-Reduktion ist die Salmonellenproblematik immer noch aktuell, unter
anderem (u.a.) bedingt durch das in der Umwelt persistierende Salmonellen-Reservoir, das
im Folgenden n&her beschrieben wird (CRESPO et al. 2005; WALES et al. 2007).

2.2.2Salmonellen in Legehennenbestanden

Huhnerstalle kdnnen nie vollstandig von der Umwelt abgeschirmt werden. Futter, Einstreu,
Luftzirkulation, aber auch belebte Faktoren, z.B. Mitarbeiter und Tiere wie Vogel, Nager und
Insekten stellen ein Bindeglied zur AuBenwelt und damit ein Risiko fur einen
Salmonelleneintrag bzw. die Salmonellenverbreitung dar (LIEBANA et al. 2003). GUARD-
PETTER et. al (1997) und DAVIES und WRAY (1995) konnten zeigen, dass die Hausmaus
die dominante Nager-Spezies in Huhnerstdllen und eine reichhaltige Quelle fur
organinvasive SE ist. In der Regel sind diese sowie Wildvdgel, in deren Kot ebenfalls
Salmonellen nachgewiesen werden konnten, persistent infiziert (DAVIES und WRAY 1995;
DAVIES und WRAY 1996), d.h. kdnnen denn Erreger jahre- bis lebenslang mit dem Kot
ausscheiden (DE KRUIF et al. 2006). Auch Insekten, fur die die Umgebung der Stélle zu
jeder Jahreszeit einen idealen Lebensraum darstellt, sind meist an der
Salmonellenproblematik beteiligt. So haben WALES et al. (2010) bei zahlreichen
Fliegenpopulationen in Stéllen infizierter Herden Salmonellen nachgewiesen. Kéafer und
insbesondere Milben sollen ebenfalls als potentielle Salmonellentrager fungieren (MORO et
al. 2007, WALES et al. 2010). RABSCH et al. (2007) konnten mit Hilfe der Analyse der
klonalen Diversitat von SE-Isolaten und deren Verbreitung in der ehemaligen DDR wahrend
der 1980er Jahre zeigen, dass Huhnerbestédnde die Erreger aus der Umwelt akquirieren,
meist in der ersten Phase der Legeperiode (VAN DE GIESSEN et al. 1994).

Die Untersuchungen von DAVIES und WRAY (1996) zur Persistenz von Salmonellen in
Stallen und deren Umgebung fuhrten zu dem Ergebnis, dass der Erreger bis zu einem Jahr
in leeren Stéllen Uberleben kann und sich priméar in Futter- und Staubpartikeln aufhalt.
Zudem wiesen sie nach, dass Salmonellen bis zu 26 Monaten in artifiziell kontaminiertem
Futter tberleben kénnen (DAVIES und WRAY 1996).
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Die Ubertragung zwischen den Tieren kann vertikal oder horizontal aerogen oder durch
direkten Kontakt zwischen den Tieren oder mit dem Kot infizierter Tiere stattfinden (LISTER
1988; EFSA 2010).

2.2.3Salmonelleninfektion des Menschen

Laut EFSA (2010) lag die Zahl der verifizierten humanen Salmonelleninfektionen in der EU
im Jahre 2008 bei etwa 130.000 (58% davon durch SE verursacht). Diese Zahl spiegelt
allerdings geméanR EFSA (2010) nicht einmal ein Siebtel der eigentlichen Fallzahl (mindestens
1 Million) wider, da nicht alle Menschen Klinisch erkranken und die positiven Ergebnisse der
Untersuchungseinrichtungen der Mitgliedstaaten vermutlich unter der eigentlichen
Infektionsrate liegen. Mithilfe von Serosurveillance-Studien konnte gezeigt werden, dass
weitaus mehr Menschen serologisch  Salmonellen-positiv sind als von den
Untersuchungseinrichtungen erfasst werden (EFSA 2010).

90% der lebensmittelbedingten Infektionen werden durch Salmonellen verursacht (BFR
2010). Welche Nahrungsmittel fir die Salmonelleninfektionen verantwortlich sind, variiert
zwischen den Landern in Abh&ngigkeit von Ess- und Verarbeitungsgewohnheiten sowie der
Pravalenz verschiedener Serovare in den verschiedenen Lebensmittelketten. Die
tatsachliche Infektionsquelle ist meist schwer zu identifizieren, da es zu
Kreuzkontaminationen kommen kann und die Nahrungsmittel oft aus vielen verschiedenen
Bestandteilen zusammengesetzt sind (EFSA 2010). Der Uberwiegende Anteil der durch SE
hervorgerufenen gemeldeten Lebensmittelinfektionen, laut EFSA (2004) 76%, wurde durch
den Konsum von unzureichend gekochten Eiern, Eiprodukten oder Lebensmitteln, die rohe
Eier enthalten (z.B. Speiseeis) verursacht (COWDEN et al. 1989; SOBEL et al. 2000;
KIMURA et al. 2004; O'BRIAN et al. 2004; EFSA 2004; EFSA 2010). Neben dem Verzehr
kontaminierter Eier stellt auch der Konsum von Fleisch ausgemerzter Legehennen und
Broilerfleisch ein Risiko dar. Derzeit liegen keine Daten zur Risikoeinschatzung von
Legehennenfleisch vor, da dieses als ,Geflligelfleisch* deklariert wird, d.h. nicht separat von
z.B. Broilerfleisch  begutachtet wird. Die hohere Salmonellen-Préavalenz  in
Legehennenbetrieben, das Alter der Tiere und die Wahrscheinlichkeit einer extra-intestinalen
Salmonellenbesiedelung aufgrund des geschwachten Immunsystems am Ende der
Legeperiode sprechen daflr, dass Legehennenfleisch ein hoheres Risiko birgt als
Broilerfleisch (EFSA 2010).

Infiziert sich ein Mensch mit nicht-wirtsspezifischen Salmonellen, so kdnnen diese lokalisierte
Enterocolitiden mit Durchfall verschiedenen Grades verursachen, Nausea, Bauchschmerz,
mildes Fieber und Schuttelfrost, Anorexie und Kopfschmerzen auslosen. Systemische
Infektionen sind seltener und kommen vorwiegend bei sehr jungen, A&lteren oder
immunsupprimierten Menschen vor. Problematisch sind Langzeitschdden wie das Reizdarm-

Syndrom, reaktive Arthritis und neurologische bzw. neuromuskulare Erkrankungen (REES et
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al. 2004; EFSA 2004). Die Inkubationszeit betragt finf Stunden bis sieben Tage und ist
abhangig von der Infektionsdosis (EFSA 2004). Aufgrund der Relevanz dieser Infektion
handelt es sich gemaR 88 6, 7 Infektionsschutzgesetz um eine fir den Menschen
meldepflichtige Krankheit.

2.3 Rechtliche Grundlagen zur Legehennenhaltung

Wie aufgezeigt (s. 2.2.1), stellte die Problematik der humanen Salmonellosen bis zur
Jahrhundertwende ein ernsthaftes Risiko dar. Dies fiihrte zum Erlass einiger rechtlicher
Grundlagen der Salmonellen-Bekampfung auf EU-Ebene sowie in der Konsequenz auf
nationaler Ebene. Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick gegeben werden.

2.3.1 EU-Ebene

231.1 Verordnung (EG) Nr. 2160/2003

vom 17. November 2003 zur Bekdmpfung von Salmonellen und bestimmten anderen durch

Lebensmittel Ubertragbaren Zoonoseerregern (Zoonosen-Bekamfpungs-VO)

Die Zoonosen-Bekampfungs-Verordnung (VO) wurde erlassen, um die bisherigen
Bekadmpfungsmaflnahmen gegen Zoonoseerreger in der gesamten Lebensmittelkette, vom
Erzeuger bis zum Verbraucher, zu verbessern. Auf Basis epidemiologischer Daten sollten
Ziele fur die Senkung spezifischer Zoonosen- und Zoonosenerregerpravalenzen, darunter
auch ,alle Salmonellen-Seroytpen von Belang fur die offentliche Gesundheit bei
Legehennen“ (Anhang 1), definiert werden. Um diese Ziele zu erreichen, wurden die
Mitgliedstaaten der EU (MS) aufgefordert, Bekampfungsprogramme auszuarbeiten. Diese
mussten dann von der EU-Kommission gepriift und genehmigt werden. Im Anhang der VO
sind allgemeine Anforderungen an die Beka&mpfungsprogramme (u.a. das Ausmald der
Probennnahmen) und spezielle Anforderungen an Legehennenherden (Verarbeitung von

Produkten infizierter Legehennenherden) aufgefuhrt.

2.3.1.2 Verordnung (EG) Nr. 1168/2006

vom 31. Juli 2006 zur Durchfiihrung der VO 2160/2003 hinsichtlich eines Gemeinschaftsziels
zur Einddmmung der Pravalenz bestimmter Salmonellen-Serotypen bei Legehennen der
Spezies Gallus gallus und zur Anderung der VO (EG) Nr. 1003/2005

Basierend auf den Ergebnissen der ,Grundlagenstudie zur Pravalenz von Salmonellen in
Legehennenbestanden* (Entscheidung 2004/665/EG) wurde gemaR der Zoonosen-
Bekampfungs-VO als Gemeinschaftsziel zur Senkung der Salmonellen-Préavalenz die
jahrliche prozentuale Verringerung SE-/STM-positiver Herden erwachsener Legehennen wie

folgt festgelegt:
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um mindestens

i) 10% im Falle einer Pravalenz von weniger als 10% im Vorjahr

if) 20% im Falle einer Prévalenz von mind. 10% und hdchstens 19% im Vorjahr

iii) 30% im Falle einer Préavalenz von mind. 20% und hdchstens 39% im Vorjahr

iv) 40% im Falle einer Pravalenz von mind. 40% im Vorjahr

oder eine Verringerung des Hochstprozentsatzes auf 2% oder weniger.

Der Beginn der Umsetzung des Gemeinschaftszieles wurde mit dem Jahre 2008 festgelegt.
Ab diesem Zeitpunkt waren die MS Uber einen Zeitraum von drei Jahren dazu verpflichtet,
die im Anhang der VO angefiihrten Untersuchungsverfahren durchzufuhren und deren
Ergebnisse an die Kommission weiterzuleiten. Anhand dieser Ergebnisse wurde die
Einhaltung des Gemeinschaftsziels evaluiert. Wie in der Einleitung dargestellt, konnte das
Gemeinschaftsziel im Bezug auf die Salmonellenprévalenz bei Legehennenherden im Jahre
2009 nicht eingehalten werden. Die Pravalenz nahm von 2,7% SE-/STM-positiver (davon
SE-positiv: 2,4%) Legehennenherden 2008 auf 4,8% SE-/STM-positiver (davon SE-positiv:
4,5%) Legehennenherden 2009 zu. Die Ergebnisse flr das Jahr 2010 liegen noch nicht vor
(Stand: Dezember 2011).

2313 Verordnung (EG) Nr. 1177/2006

vom 1. August 2006 zur Durchfihrung der Verordnung (EG) Nr. 2160/2003 des
Europaischen Parlaments und des Rates hinsichtlich der Bestimmungen (ber die
Anwendung von spezifischen Bek@ampfungsmethoden im Rahmen der nationalen

Programme zur Bek&mpfung von Salmonellen bei Gefliigel

In dieser VO wurden die Konsequenzen der Ergebnisse zweier von der Européischen
Behorde fur Lebensmittelsicherheit (European Food Safety Authority-EFSA) verfassten
Gutachten bzgl. antimikrobieller Wirkstoffe (EFSA 2005) und Impfstoffe (EFSA 2004) gegen
Salmonellen umgesetzt.

Aufgrund der Gefahren fir die Gesundheit der Bevdlkerung, die mit der Entwicklung,
Auswahl und Verbreitung von Antibiotika-Resistenzen verbunden sind, wurde die
Verwendung von Antibiotika gegen Salmonellen nicht als spezifische Bekampfungsmethode
anerkannt, sondern es wurde entschieden, dass sie nur in definierten Ausnahmeféllen
einzusetzen ist.

Die Verwendung von Impfstoffen erkennt die EFSA als eine MaRnahme zur Verstéarkung der
Salmonellenresistenz der Tiere und zur Verringerung der Salmonellenausscheidung an.
Impfstoffe durfen nur verwendet werden, wenn eine Unterscheidung zum Wildstamm mdglich
ist und bei Legehennen wéahrend der Legeperiode nur dann, wenn mit Sicherheit

nachgewiesen ist, dass sie keine Gefahr fur den Menschen darstellen.
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In allen MS mit einer Prévalenz von uber 10% sind ab dem 01.01.2008 Impfprogramme

mindestens in der Aufzuchtphase der Legehennen gegen SE durchzufiihren.
2.3.2Nationale Ebene

2321 Verordnung zum Schutz gegen bestimmte Salmonellen-

Infektionen beim Haushuhn (Hihner-Salmonellen-VO)

vom 06. April 2009

Die Huhner-Salmonellen-VO setzt die von der EU vorgegebenen Rechtsgrundlagen zur
Bekampfung von Salmonellen in nationales Recht um.

Impfungen gegen SE bzw. STM kdnnen angeordnet werden, wenn dies aus Grinden der
Tierseuchenbekampfung erforderlich ist. Fur Legehennen-Aufzuchtbetriebe mit mehr als 350
Tieren besteht grundsatzlich eine Impfpflicht gegen SE fur Kiken und Junghennen.
Durchgeftihrte Impfungen missen dokumentiert werden, die Aufzeichnungen sind
aufzubewahren. Gegen STM muss im Falle des Verdachtes oder einer verifizierten Infektion
im vorhergehenden Aufzuchtdurchgang, geimpft werden.

Generell ist in den Betrieben auf Hygiene zu achten, Reinigung und Desinfektion sind
ordnungsgeman durchzufiihren. In Aufzucht- und Legehennenbetrieben sind betriebseigene
Kontrollen vorgeschrieben, positive Ergebnisse fir SE bzw. STM sind der zustandigen
Behorde unverziglich mitzuteilen und Untersuchungen zur Ermittlung der Infektionsursache
sind durchzufihren. Mindestens eine Herde pro Betrieb und Jahr wird einer amtlichen
Untersuchung unterzogen.

Liegt der Verdacht auf eine Infektion oder eine Infektion mit Salmonellen vor, dirfen die
Huhner nicht verbracht werden, es sei denn, es handelt sich um diagnostische Zwecke bzw.
die amtlich bewilligte Befoérderung zur Schlachtung oder Tétung und unschadlichen
Beseitigung. Die Eier dieser Legehennenbetriebe dirfen entsprechend nicht verbracht
werden, es sei denn, es handelt sich um die Verbringung zu diagnostischen Zwecken, zur
unschéadlichen Beseitigung, als Klasse-B-Eier oder die Lieferung an zugelassene
Verarbeitungsbetriebe fiir Eiprodukte.

Zudem sieht die VO jahrliche Angaben der Lander Uber die vorherrschende Salmonellen-
Pravalenz und die Ubermittiung dieser Daten an das Bundesministerium vor, das diese dann

an die Kommission der EU weiterleitet.
2.4 Die Salmonelleninfektion von Huhn und Ei

2.4.1Die intestinale Infektion
Das Ausmafll einer Salmonelleninfektion, d.h. die bakterielle Besiedelung, die

Organinvasivitat und die Persistenz der Salmonellen beim Huhn ist von verschiedenen
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Faktoren, wie der Infektionsdosis, der Serovar bzw. Biovar, dem Alter zum Zeitpunkt der
Infektion und der Hihnerlinie abhangig (WALLIS 2005; THOMAS et al. 2009).

Salmonellen werden in der Regel oral von Hihnern aufgenommen und gelangen so in den
Gastro-Intestinal-Trakt (GIT). Im Darm kénnen sie fur mehrere Wochen persistieren (SMITH
und BEAL 2008) und die Darmwand, insbesondere lymphatisches Gewebe wie Peyersche-
Platten und caecale Tonsillen, besiedeln und in phagozytierende Zellen aufgenommen
werden. Intrazellular gelangen sie in den Blutkreislauf, d.h. Gberwinden die Blut-Darm-
Schranke, erreichen innerhalb von 24-48 Stunden die inneren Organe wie Milz und Leber,
wo sie sich vermehren kénnen und die dann einen Ausgangspunkt fur die weitere
Dissemination darstellen (BARROW et al. 1987; ZHANG-BARBER et al. 1999; VAN
IMMERSEEL et al. 2002b). Auf diese Weise ist auch die Besiedelung des
Reproduktionstraktes méglich (OKAMURA et al. 2001; DE BUCK et al. 2004b), was durch
die transiente Immunsuppression zu Beginn der Legeperiode, wie es WIGLEY et al. (2005)
fur S. Gallinarum biovar Pullorum und biovar Gallorum beschrieben haben, begiinstigt wird.
Die Kloake als letzter Abschnitt des GIT und Verbindung zum Reproduktionstrakt stellt eine
potentielle Lokalisation fur die Kontamination der Eischale dar (RODRIGUE et al. 1990;
BARROW und LOVELL 1991; KELLER et al. 1995). In der Regel kommt das Ei wahrend der
Eiablage allerdings nicht mit der Kloake in Beriihrung, da sich die Vagina in die Kloake nach
Auf3en stilpt. Einige Autoren vermuten daher, dass die Kontamination der Eischale nicht in
der Kloake stattfindet, sondern in den distalen Abschnitten des Ovidukts durch aus der
Kloake aufsteigende Salmonellen oder erst nach der Eiablage. Letztendlich ist es schwierig,
eine Kontamination der Eischale wahrend der Eiablage von einer Kontamination in der
Umwelt zu unterscheiden (DE BUCK et al. 2004b).

2.4.2 Die Infektion des Ovars

Die gute Durchblutung und die gesteigerte Permeabilitat der Blutgefalie des Ovars (GRIFFIN
et al. 1984) erleichtern den Ubergang der Salmonellen vom Blut ins Gewebe (GANTOIS et
al. 2009). THIAGARAJAN et al. (1996) konnten nachweisen, dass Salmonellen die
Granulosazellen der ovariellen Follikel penetrieren und sich in ihnen vermehren
(THIAGARAJAN et al. 1996). Von den Granulosazellen aus koénnen die Salmonellen in
praovulatorische Follikel verschiedener Stadien Ubergehen (THIAGARAJAN et al. 1994).
Dabei ist die Membran préovulatorischer Follikel hdufiger mit Salmonellen besiedelt als das
Eigelb (GAST und HOLT 2001). Eine Invasion der nahrstoffreichen Follikel wirde vermutlich
zu einer massiven Replikation der Salmonellen und damit zu einer Follikeldegradation
fuhren. Da aber die Legerate bei natirlich infizierten Legehennen nicht reduziert ist, kommt
der Kolonisierung der Follikel vermutlich keine besondere Bedeutung in der Eikontamination
zu (GANTOIS et al. 2009).
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2.4.3Die Infektion des Oviduktes

Die Infektion des Oviduktes kann direkt Uber die Blutbahn, als absteigende Infektion vom
Ovar oder als aufsteigende Infektion von der Vagina bzw. Kloake (BARROW und LOVELL
1991; MIYAMOTO et al. 1997) erfolgen (KELLER et al. 1995). In Abh&ngigkeit des infizierten
Organabschnittes, kdnnen bestimmte Teile des Eies kontaminiert werden (GANTOIS et al.
2009). Da Salmonellen fur die Drusenzellen von Magnum und insbesondere Isthmus
(DE BUCK et al. 2004a) eine besondere Affinitat aufweisen, sind das Eiweif3 und die
Schalenmembranen am haufigsten kontaminiert (KELLER et al. 1995; GANTOIS et al. 2009;
HOOP und POSPISCHIL 1993; DE BUCK et al. 2004a).

Salmonellen kénnen im Gewebe des Oviduktes Uber einen langen Zeitraum persistieren und
stellen so eine anhaltende Kontaminationsquelle fiir sich formierende Eier dar (DE BUCK et
al. 2004b), auch wenn im GIT keine Salmonellen mehr nachzuweisen sind (BYGRAVE und
GALLAGHER 1989). Immunsupprimierende Faktoren wie Stress, besondere hormonelle
Situationen oder (Infektions-) Krankheiten kdnnen einen Wiedereintritt der Bakterien in das
Lumen des Oviduktes und somit die Infektion von Eiern ermdglichen, was das
intermittierende Auftreten kontaminierter Eier erklaren wiirde (KELLER et al. 1995; DE BUCK
et al. 2004b).

Die ,in-ovo“-Kontamination durch natirliche Infektionen ist selten (DE BUCK et al. 2004b;
HUMPHREY 2005). Dennoch ist nach Auffassung des EFSA-Gremiums die gesundheitliche
Bedeutung der Salmonellen-Ubertragung durch Eier, die intern mit SE kontaminiert sind,
bedeutender als die durch extern kontaminierte Eier (EFSA 2004), da in intern
kontaminierten Eiern hohe Infektionsdosen erreicht werden kénnen (HUMPHREY 2005). Die
Kontamination der Eischale ist sehr viel haufiger (BARROW und LOVELL 1991; FSA 2004;
DAVIES und BRESLIN 2004; FSA 2007), u.a. weil eine grofRe Anzahl von Salmonellen-
Serovaren Uber die Fahigkeit verflgt, Kloake und GIT, jedoch nicht den Reproduktionstrakt
und damit das Eiinnere zu besiedeln (DE BUCK et al. 2004b). KELLER et al. (1997) und
GANTOIS et al. (2008b) zeigten, dass der Reproduktionstrakt der Hihner von SE und STM
gleichermallen besiedelt wird (KELLER et al. 1997; GAST et al. 2007; GANTOIS et al.
2008b), starker als von anderen Serovaren (GANTOIS et al. 2008b). Dennoch ist SE die am
héufigsten im Eiinneren nachgewiesene Serovar (GUARD PETTER 2010). SE scheint bei
der Kolonisierung des Reproduktionstraktes bestimmte Stress-induzierte Faktoren zu
exprimieren, die die Fahigkeit, dieses Organ zu besiedeln und in das Ei uberzugehen,
fordern (GANTOIS et al. 2008c; VAN IMMERSEEL 2010). GAST et al. (2003) bestatigten
dies, indem sie nachwiesen, dass Tiere, die mit einem in Reproduktionsorganen in vivo
passagierten und reisolierten SE-Stamm infiziert wurden, haufiger kontaminierte Eier
aufwiesen, als Tiere, die mit in vivo passagierten und reisolierten SE-Stammen aus anderen
Organen infiziert wurden. Vermutlich ist die komplexe Regulation verschiedener
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Virulenzfaktoren, die nicht unbedingt spezifisch fur SE sind, fur die besondere Fahigkeit der
Eikontamination verantwortlich (GANTOIS et al. 2009). Dazu gehéren die schon
beschriebenen SEF 14 (TURCOTTE wund WOODWARD 1993) und spezielle
Lipopolysaccharide (LPS), die eine Rolle in der Persistenz des Erregers im Ovidukt und Ei,
der Eikontamination sowie der Besiedelung von vaginalem Gewebe tragen (GUARD-
PETTER 2001; MIZUMOTO et al. 2005; GANTOIS et al. 2009; VAN IMMERSEEL 2010).
Gemal LI et al. (2009) soll SE eine komplexe Immunreaktion im Ovidukt hervorrufen, die
eine Langzeitbesiedelung des Organs ermdglicht (LI et al. 2009). In verschiedenen Studien
konnte nachgewiesen werden, dass sich SE vor den antimikrobiellen Mechanismen des
EiweiBes (Ovotransferrin, Lysozym) besser schiitzen kann als andere Serovare (LU et al.
2003; CLAVIJO et al. 2006; GANTOIS et al. 2008a). Die Identifikation der Mechanismen, die
fur die Eikontamination verantwortlich sind, ist fur die Herstellung von Lebendimpfstoffen von
Bedeutung, da diese derart modifiziert werden kdnnten, dass eine Infektion des Eies und
damit die Ubertragung auf den Menschen beim Konsum von Eiern geimpfter Hennen
vermieden wird (VAN IMMERSEEL 2010).

2.4.4 Die Infektion des Eies auRBerhalb des Hiihnerkdrpers

In der Umwelt wird die Eischale in der Regel durch die Fazes Salmonellen-ausscheidender
Tiere kontaminiert. Hihnerkot und feuchtes organisches Material (z.B. Einstreu) stellen ein
Néhrstoffreservoir fiir Salmonellen dar und sichern damit deren Uberleben (GANTOIS et al.
2009). Kurz nach der Eiablage, wenn die Temperatur des Eies noch dem des Huhnerkorpers
(41-42 °C) entspricht, kann der durch die rapide Abkihlung des Eies entstehende
Druckunterschied die Salmonellen vermutlich von der Eischale in das Eiinnere saugen und
dieses kontaminieren (KELLER et al. 1995). Auch die Beschadigungen von Eischale bzw.
Kutikula (VADEHRA et al. 1969; GAST et al. 2006; MESSENS et al. 2006), die
Kontamination frisch gelegter Eier mit Fazes (PADRON 1990; GAST et al. 2006; MESSENS
et al. 2006) sowie die Bildung kondensierten Wassers auf der Eischale (MESSENS et al.
2005) begunstigen die Passage der Salmonellen durch die Eischale und -membranen und

das Vordringen in das Innere des Eies.

2.5 Das Immunsystem des Huhnes und die Reaktion auf
Salmonellen

Bis heute ist das aviare Immunsystem in einigen Bereichen nur wenig erforscht
(VAN IMMERSEEL et al. 2005). Es weist einige Parallelen zu dem Immunsystem der S&uger
auf, einige Komponenten unterscheiden sich jedoch grundsétzlich.

Die humoralen und insbesondere zellularen Immunreaktionen von Mausen auf die Infektion

mit STM wurden sehr detailliert untersucht. Da STM bei Mausen im Gegensatz zu SE bei
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Huhnern eher eine typhdse Verlaufsform auslést, kdnnen die Ergebnisse dieser
Untersuchungen nur teilweise auf das aviare Immunsystem Ubertragen werden (ZHANG-
BARBER et al. 1999; VAN IMMERSEEL et al. 2005).

2.5.1 Die zellular vermittelte Immunabwehr

251.1 Intestinal

Das Darm-assoziierte-lymphoide Gewebe (gut-associated lymphoide tissue-GALT) stellt das
Immunsystem des GIT dar und damit die initiale Abwehr bei der oralen Salmonelleninfektion.
Direkt nach dem Schlupf ist das GALT morphologisch und immunologisch noch unreif. Die
Futteraufnahme, die Exposition von Umwelt-Antigenen und die Entwicklung der enterischen
Mikroflora stellen die essentiellen Stimuli fir die morphologische Differenzierung (Zahl und
Lange der Mikrovilli, Enterozytenzahl, Kryptentiefe) und immunologische Differenzierung des
GIT dar (FRIEDMAN et al. 2003; SMITH und BEAL 2008). In aufeinanderfolgenden Phasen
wandern Lymphozyten kurz nach dem Schlupf aus der Bursa fabricii (B-Lymphozyten) bzw.
dem Thymus (T-Lymphozyten) zunéchst in die Dickdarmwand, insbesondere in die
Blinddarmwand ein, und wandern von dort aus auf systemischem Weg in den Dunndarm.
Erst mit der Ausbildung der zellularen Komponente (T-Lymphozyten) des intestinalen
Immunsystems kann auch eine humoral vermittelte Immunantwort stattfinden (BAR-SHIRA
et al. 2003). Vier bis sechs Wochen nach dem Schlupf ist das enterische Immunsystem
vollstandig entwickelt (SMITH und BEAL 2008) und verfligt Uber die Zellzusammensetzung
eines adulten Tieres und Immunzellen, die in der Lage sind, adaquat auf eine
Immunstimulation zu reagieren (LILLEHOJ und CHUNG 1992; LOWENTHAL et al. 1994).

Das GALT setzt sich aus vielen lymphoiden Zellen im Darmepithel und der Lamina propria
sowie spezialisierten Strukturen, die an strategisch wichtigen Bereichen, wie dem
Meckelschen Divertikel, den Peyerschen-Platten und den Caecalen Tonsillen lokalisiert sind,
zusammen. Im Unterschied zu S&ugern besitzen Hihner keine formierten Lymphknoten,
sondern lymphoide Aggregate, die sich entlang des Darmes befinden. Dazu gehdren auch
die sogenannten Mikrofolded Cells (M-Zellen), die im Epithel Gber Lymphozytenaggregaten
lokalisiert sind und wie beim Sauger fur die Aufnahme und den Weitertransport von sich im
Darmlumen befindlichen Antigenen an die darunterliegenden Lymphozyten, Makrophagen
und Dendritischen Zellen zustéandig sind (KITTAGAWA et al. 2000). Das Epithel verfiigt tber
hochspezialisierte Lymphozyten, den sogenannten intraepithelialen Lymphozyten, wobei es
sich fast ausschlieRlich um T-Zellen und Natirlichen Killerzellen (NK) handelt (GOBEL et al.
2001). In der Lamina propria befinden sich Makrophagen (nehmen 2-4% der
Darmwandflache ein), Heterophile (2-7%), das Pendant zu den neutrophilen Granulozyten
der Sauger (JUUL-MADSEN et al. 2008), T-Lymphozyten (1-4%) und in geringem MaRe
auch B-Lymphozyten (< 1%) (VAN IMMERSEEL et al. 2002b). Bei Kontakt mit einem
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Pathogen kdnnen sich der Gehalt der Immunzellen und deren Verhéltnis zueinander stark
verandern (VAN IMMERSEEL et al. 2002b).

Nach der Aufnahme von Salmonellen wird die Darmwand zun&chst massiv von Heterophilen,
gefolgt von Makrophagen und T-Lymphozyten infiltriert (KOGUT et al. 1994; DESMIDT et al.
1997; HENDERSON et al. 1999; VAN IMMERSEEL et al. 2002b; VAN IMMERSEEL et al.
2002c). B-Lymphozyten wandern erst verzogert in die Darmwand ein und formieren sich zu
Follikeln (VAN IMMERSEEL et al. 2002b). Einige Granulozyten passieren die Darmschranke
und gelangen so in das intestinale Lumen (GALYOV et al. 1997; LEE et al. 2000) um

luminale Salmonellen zu eliminieren.

251.2 Systemisch

Phagozyten haben eine groRe Beudeutung fiir die Verbreitung der Salmonellen. Sie stellen
quasi den Schlussel zur systemischen Infektion dar, sind aber andererseits wichtig fur die
Inaktivierung der Keime (BARROW et al. 1994). Salmonellen besitzen ein reichhaltiges
Repertoire an Mechanismen, das Immunsystem des Wirtes zu umgehen bzw. zu verandern
(JANTSCH et al. 2011). So verfiigen intrazelluldare Salmonellen Uiber einen rapiden und einen
verzdgerten Mechanismus, um eine Apoptose der Makrophagen auszulfsen. Mithilfe der
verzégerten Apoptose bleibt den Salmonellen bei einer systemischen Infektion ausreichend
Zeit sich zu replizieren, die Zelle zu verlassen, andere Makrophagen zu befallen und sich auf
diese Weise zu verbreiten (KNODLER und FINLAY 2011). Sie sind in der Lage, die fur die
Inaktivierung essentielle Verschmelzung von Phagosomen und Lysosomen in den
Makrophagen zu verhindern (CHAPPELL et al. 2009), mithilfe von Katalasen den oxidativen
Stress zu umgehen (SLAUCH 2011) und die Antigen (Ag)-Prasentation der Dentritischen
Zellen zu reduzieren und damit die Ag-abhangige T-Zellproliferation und —aktivierung zu
supprimieren (CHEMINAY et al. 2005).

Trotz der effektiven ,escape“-Mechanismen der Salmonellen sind Phagozyten, insbesondere
Heterophile, in der Lage, Salmonellen zu hemmen, was in verschiedenen in vitro Versuchen
nachgewiesen wurde (STABLER et al. 1994; HENDERSON et al. 1999; KASPERS et al.
2000) und vermutlich durch eine intrazellulére Eisenrestriktion der Phagozyten vermittelt wird
(JANTSCH et al. 2011). Die bedeutende Rolle der Heterophilen in der Salmonellenabwehr
in vivo wurde in einer Vielzahl von Studien nachgewiesen (KOGUT 2002; KOGUT et al.
2002; KOGUT et al. 2003; SWAGGERTY et al. 2003; SWAGGERTY et al. 2004). KOGUT et
al. (1993) zeigten, dass Hihner, die unter einer Granulotzytopenie leiden, empfanglicher fur
eine Organinvasion mit SE sind, und dass der Grad des Heterophilenmangels proportional
zur Bakterienzahl in den inneren Organen ist (KOGUT et al. 1993). FARNELL et al. (2001)
applizierten Hihnern rekombiniertes Interferon y (IFNy), dessen stimulatorischer Effekt auf
Phagozyten erwiesen ist, in die Bauchhdhle und konnten nach SE-Infektion eine im

Vergleich zur Kontrollgruppe reduzierte Organinvasion nachweisen (FARNELL et al. 2001).
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Neben der Aktivierung von Phagozyten deuten die gesteigerte Expression der mRNA fur
Interleukin (IL)-1B, Huhner-Interferon y (chicken-Interferon y-ChlFNy) und IL-12 (SCHUETZE
et al. 2005) in GIT, Leber und Milz auf eine Aktivierung der T-Lymphozyten (WITHANAGE et
al. 2005; BEAL et al. 2005; VAN HEMERT et al. 2006; BERNDT et al. 2007; SMITH und
BEAL 2008; CHAPPELL et al. 2009). Wie S&uger verfugen auch Huhner tber T-Zellen mit
CD4- oder CD8-Rezeptoren. Man nimmt an, dass sich analog zu den Saugerzellen CD4-
Rezeptoren auf T-Helfer-Zellen (Th-Zellen) befinden und CD8-Rezeptoren auf zytotoxischen
Zellen. Ob, wie beim S&uger, eine Differenzierung in Th1l- und Th2-Zellen stattfindet, konnte
noch nicht génzlich geklart werden. Man nimmt aber an, dass es zwei Richtungen der
Immunantwort gibt: (i) eine mithilfe von Th1l-Zellen priméar zellvermittelte und (ii) eine eher
von Antikérpern gepréagte, durch Th2-Zellen induzierte Immunantwort (VANDAVEER et al.
2001; KAISER und STAHELI 2008). Die Thl-Antwort wird von vielen Wissenschaftlern als
die bedeutendere in der Salmonellen-Bekdmpfung angesehen, insbesondere in Bezug auf
die ,Gewebe-Clearance" (NAGARAJA und RAJASHEKARA 1999; VAN IMMERSEEL et al.
2005). Bei Mausen ist die entscheidende Rolle der Thl-Antwort bei Salmonellen-Primér-
Infektionen bereits erwiesen (HESS et al. 1996; MASTROENI et al. 2000; VAN IMMERSEEL
et al. 2005). METHNER und BERNDT (2000) schlieRen aufgrund der Fahigkeit der
Salmonellen, intrazellular, insbesondere in Makrophagen Uberleben zu koénnen, auf eine
besondere Bedeutung der zellvermittelten Immunantwort (cellular-mediated immunresponse-
CMI) bei der Salmonellen-Abwehr. Sie zeigten, dass die zellulare Immunantwort vor allem
durch CD8-Zellen vermittelt wird (METHNER und BERNDT 2000; BERNDT und METHNER
2001). Entsprechend fuhrten die Hihnerversuche von BEAL et al. (2004b, 2005) und LEE et
al. (1983) bei Salmonellen-Priméarinfektionen zu einer starken CMI.

BEAL et al. (2004a,b) und WITHANAGE et al. (2005) wiesen in ihren Rechallenge-
Versuchen eine massive und rapide Immigration von Immunzellen in den Darm nach, was
eine Reduktion der Infektion auf den GIT ermdglicht. SMITH und BEAL (2008) konnten
ebenfalls zeigen, dass sekundare Salmonellen-Infektionen sehr viel schneller als
Primérinfektionen Uberwunden werden. Diese Ergebnisse legen die Annahme der

Ausbildung eines immunologischen Gedéachtnisses nahe.
2.5.2Die humoral vermittelte Inmunabwehr

2521 Intestinal
Wie beschrieben befinden sich nur wenige B-Zellen in der Darmwand von Huhnervogeln.
Diese sind vorwiegend in der Lamina propria lokalisiert und haben meist einen
Immunglobulin(lg)-Klassen-Wechsel hinter sich, d.h. sie sezernieren ausschlieBlich
sekretorische Antikdrper (Ak) vom Ig-Isotyp A (IgA) (SMITH und BEAL 2008). Aufgrund des
luminalen Vorkommens der Salmonellen stellt die IgA-Abwehr einen wichtigen ersten
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intestinalen Abwehrmechanismus dar (DESMIDT et al. 1998; VAN IMMERSEEL et al. 2005).
Sekretorische IgA (SIgA) binden die Enteropathogene und verhindern so eine Anheftung und
Kolonisierung der Darmwand (MUIR et al. 2000; FUKUTOME et al. 2001).

Entsprechend der zellularen Komponente der Immunabwehr benétigt die humorale eine
gewisse Zeit zur Reifung. BEAL et al. (2004a) infizierten ein, drei und sechs Wochen alte
Tiere und zeigten, dass die alteren Tiere mit einer schnelleren und hoheren Ak-Reaktion auf
die Salmonellen reagierten als die jungeren Tiere (BEAL et al. 2004a). Die Reifung der
B-Zellen findet vorwiegend in der Bursa fabricii statt, die eine einmalige Mikroumwelt fur die

Proliferation und Differenzierung der B-Zellen darstellt.

2522 Systemisch

Entsprechend der IgA im GIT sind die Titer der im Blut zirkulierenden Immunglobuline vom
M- und Y-Isotyp (IgM und IgY) nach einer Salmonelleninfektion erhéht (ZHANG-BARBER et
al. 1999; WITHANAGE et al. 2005; BEAL et al. 2005), und korrelieren positiv mit dem
Keimgehalt des Inokulums (CHART et al. 1990; BARROW 1992). Die aviaren IgY weisen
Homologien zu den IgG und IgE der Sauger auf, sie sind vermutlich phylogenetische
Vorgénger dieser beiden Ig-Isotypen (DAVISON et al. 2008). DESMIDT et al. (1998) wiesen
zwei Wochen nach der Infektion von vier Wochen alten Kiken mit SE einen maximalen
Gehalt aller Ig-lsotypen nach. Die Rolle der B-Zellen und Ak in der Salmonellenabwehr
konnte allerdings bis heute noch nicht vollstandig geklart werden.

Fir die Erforschung des Verhaltens und der Aufgaben der avidren B-Zellen, wurden Huhner
experimentellen Bursektomien unterzogen. PARAMITHIOTIS und RATCLIFFE (1993)
konnten mithilfe dieser Methode zeigen, dass die periphere B-Zellpopulation in drei
Subpopulationen eingeteilt werden kann. Die erste Subpopulation, die ca. 60% der gesamten
peripheren B-Zell-Population umfasst, stammt aus dem bursalen Cortex, hatte noch keinen
Antigenkontakt und ist mit einer Halbwertszeit (HWZ) von 30 Stunden nur kurzlebig. Sie wird
kontinuierlich durch B-Zellen aus der Bursa ersetzt. Die B-Zellen der zweiten Subpopulation
umfassen ca. 35% der peripheren B-Zell-Population. Sie sind langerlebig (HWZ ca. drei
Wochen), teilen sich nicht mehr und hatten daher vermutlich in der bursalen Medulla bereits
Antigenkontakt. Die dritte Subpopulation (ca. 5% der gesamten B-Zell-Population) besteht
aus kurzlebigen B-Zellen, die sich vermutlich aus sich schnellteilenden extra-bursalen
Stammzellen differenziert haben. Diese sollen sich insbesondere in der Milz und im GALT
aufhalten, vermehren und nach der Involution der Bursa um den sechsten Lebensmonat als
B-Zell-Quelle dienen.

Fir die Untersuchungen zur Rolle der B-Zellen speziell in der Salmonellenabwehr wurden
Hihner zunéchst bursektomiert, das heilst eine B-Zell-Depletion verursacht, und
anschlieRend mit Salmonellen infiziert. Die bursekomierten Tiere unterschieden sich von den

unbehandelten Kontrolltieren darin, dass der Antikorpertiter nach der Infektion nicht anstieg
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und die B-Zell-Zahl stark reduziert war (ARNOLD und HOLT 1995; DESMIDT et al. 1998;
BEAL et al. 2006a). Der Befall von Leber und Milz sowie die Abnahme der
Salmonellenzahlen zwei bis vier Wochen nach der Infektion waren fir die bursektomierten
Tiere und die Kontrollgruppe identisch (ARNOLD und HOLT 1995; DESMIDT et al. 1998).
Eine Salmonellen-Clearance findet demnach trotz Depression der humoralen Abwehr statt.
BEAL et al. (2006a) postulieren daher, dass weder Antikdrper noch B-Zellen fiur die
Salmonellenbekampfung notwendig sind, sondern dass ein ,Non-B-Zell-Kompartement*
existiert, das fur die Salmonellenabwehr verantwortlich ist. Welche Funktion dabei die
bezeichneten B-Zellen extrabursalen Ursprungs haben, ist noch zu klaren.

Die Identifizierung und Aufklarung der humoralen und zellularen Abwehrmechanismen
stellen einen wichtigen Schritt in der Entwicklung von Vakzinen dar (BEAL et al. 2006a).
Erwiesen ist, dass die initiale lokale Salmonellenabwehr im GIT sowohl auf zellularer als
auch auf humoraler Ebene von besonderer Bedeutung ist (DESMIDT et al. 1998; VAN
IMMERSEEL et al. 2005). Bei systemischen Infektionen dominiert die zellulare
Immunantwort, insbesondere weil sich die Salmonellen zu Beginn der Infektion vorwiegend
im intrazellularen Raum aufhalten, d.h. von der zellularen, aber nicht von der humoralen
Abwehr erreicht werden kénnen (DESMIDT et al. 1998; EFSA 2010).

2.5.3Einflusse auf die Immunabwehr

Die Immunabwehr der Hihner wird von deren Alter zum Zeitpunkt der Infektion (BEAL et al.
2004a) sowie von der genetischen Veranlagung der Tiere (BEAL et al. 2005) zum Teil stark
beeinflusst.

Wie dargestellt (s. 2.5), muss sich das Immunsystem des Hiihnerkikens erst entwickeln, d.h.
adulte Tiere konnen eine Salmonelleninfektion leichter und schneller abwehren als jiingere
Tiere. GAST und BEARD (1989) fiihrten Infektionen mit STM zu den Zeitpunkten ein und
acht Tage nach dem Schlupf durch und stellten fest, dass die jungeren Tiere eine signifikant
héhere Mortalitat aufwiesen als die sieben Tage alteren Tiere. Eine ausgepragte klinische
Symptomatik zeigen nur Kiiken, die vor dem dritten Lebenstag infiziert werden (SMITH und
BEAL 2008). Adulte Tiere erkranken in der Regel nicht, selbst wenn sie mit hohen Dosen
(1,0 x10” - 1,0 x10°® KbE) oral infiziert werden und eine Bakteriamie mit extensiver
systemischer Verbreitung vorliegt (EFSA 2010) (s. 2.1.3). Mit zunehmendem Alter, bzw. mit
der Entwicklung des Immunsystems und einer normalen gastrointestinalen Mikroflora,
begrenzt sich die Infektion hauptsachlich auf den Darm (BEAL et al. 2004b; EFSA 2010).
Jungere Tiere erweisen sich auch bei einer Reinfektion als empfindlicher (BEAL et al.
2004a).

Genetisch bedingte Unterschiede in der Resistenz verschiedener Hihner- bzw. Broilerlinien
gegen Salmonellen konnte in verschiedenen Experimenten belegt werden. So konnten
Variationen in der Interleukin1B-Produktion (BEAL et al. 2005), in der Aktivitat der
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Heterophilen (SWAGGERTY et al. 2003) und der Makrophagen (WIGLEY 2004; WIGLEY et
al. 2005) nachgewiesen werden. In einer Studie von KINDE et al. (2000) wiesen braune
Legelinien nach einer Salmonelleninfektion starker besiedelte Organe und pathologische

Lasionen auf als weif3e Legelinien.

2.6 Bekampfungsmalnahmen gegen die Salmonelleninfektion

Da es sich bei Salmonella um einen sehr vielseitigen und anpassungsféhigen Keim handelt
(s. 2.1.1), sind BekampfungsmalBnahmen auf den verschiedenen Ebenen der
Lebensmittelproduktion gemafl dem Konzept ,from stable to table“ der Federation of
Veterinarians of Europe (FVE) von grof3er Bedeutung (WALES et al. 2007).

2.6.1 Hygiene

Wie beschrieben (s. 2.2.2) ist die persistierende Verseuchung der Bestande bzw. deren
Umwelt (Nager, Staub, Insekten, Futter) das dominierende Problem (VAN DE GIESSEN et
al. 1994; DAVIES und BRESLIN 2003a; GRADEL et al. 2004). Die unzureichende
Bekampfung von lebenden Vektoren, insbesondere von Mé&usen (s. 2.2.2) sowie eine
unzureichende Reinigung und Desinfektion gehéren zu den héaufigsten Ursachen einer
Salmonellenpersistenz bzw. eines —wiedereintrages in die Bestdnde (DAVIES und WRAY
1996; DAVIES und BRESLIN 2003b). Daher stellt bereits die adaquate bauliche Gestaltung
der Geflugelbetriebe, die eine ordnungsgeméfBe Reinigung und Desinfektion sowie
Entwesung zulasst, eine wichtige MalRnahme zur Salmonellenbekampfung dar. Mithilfe von
Probenentnahmen kann der Erfolg von Reinigung und Desinfektion kontrolliert werden
(EFSA 2004) und die Ubertragung der Salmonellen von einem Produktionszyklus auf den
néachsten vermieden werden. Dabei ist darauf zu achten, dass die am langsten besetzten
Stalle wahrend eines Produktionszyklus am starksten kontaminiert sind. Eine Verkirzung
des Produktionszeitraumes ist daher sinnvoll (WALES et al. 2007).

Ein weiterer wichtiger Aspekt im Kampf gegen Salmonellen ist die Futterhygiene. In fast
jedem Futterbestandteil koénnen Salmonellen berleben (HAFEZ 2001), weshalb
verschiedene Strategien wie Erhitzung (EFSA 2004) und die Zugabe verschiedener Sauren
(HUMPHREY und LANNING 1988; HINTON und LINTON 1988; VAN IMMERSEEL et al.

2002a)) entwickelt wurden, um das Salmonellenrisiko im Futter zu reduzieren.
2.6.2Impfung und Adjuvantien

26.2.1 Salmonellenimpfstoffe

Die Impfstoffentwicklung setzt die genaue Kenntnis des Ablaufs der Infektion sowie der
Reaktion des Immunsystems auf das betreffende Pathogen voraus (s. 2.5.2.2). Da derzeit

weder das eine noch das andere fur Salmonellen ausreichend geklart ist, basiert der
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Impfschutz gegen Salmonellen bis heute auf empirischen Grundlagen (EFSA 2004;
WITHANAGE et al. 2005).
In der folgenden Tabelle 1 sind die Anforderungen an Salmonellenimpfstoffe sowie deren

Begriindungen aufgelistet.

Tab.1 Anforderungen an Salmonellenimpfstoffe mit Begrindungen.

Anforderung Begriindung Referenz
i) Reduzierte Ausscheidung und damit
i) Reduzi A heidung und dami
. ] ) . reduzierte Kontamination von Umwelt EFSA 2004: VAN
Ausreichende Schutzwirkung vor intestinaler und Eiern IMMERSEEL etal
und systemischer Salmonelleninfektion :
Y (i) Reduktion der Gefahr von 2005
infiziertem Huhnerfleisch
Ausreichende Attenuierung des () Ausschluss eines Risikos far CURTISS et al. 1993;
Impfstammes 9 Mensch und Tier BARBEZANGE et al.
(i) Keine Persistenz in der Umwelt 2000b
Indukn_on eines weitestgehend naturlichen Ausreichende Stimulierung des SPRENG et al. 2006
Infektionsverlaufs durch den Impfstamm Immunsystems und Induktion einer
(ausreichende Antigenitat und Invasivitat o t)ilmalen Immunantwort VAN IMMERSEEL et
sowie Persistenz im Impfling) p al. 2005
Elimination der MLV vor Beginn der Kein Ubergang der MLV in die Eier und
Legeperiode Ubertragung auf den Menschen BARROW 2007
Unterscheidungsmaoglichkeit von Impfstamm g;:nnli:gng?nigsjvéisecshr;ggﬁli\{sgr VO (EG) Nr.
und Wildstamm 1177/2006

Impfung

EFSA 2004; VAN

. R . . e IMMERSEEL et al.
Einfache, kostengtinstige und tiergerechte Keine Nachteile fur Hihnerhalter und 2005: BARROW 2007:

Anwendung Huhner durch die Impfung EESA 2010

Keine Behinderung anderer
Kompatibilitat mit anderen BekampfungsmaRnahmen
Kontrollmal3nahmen (Anwendung von Competitive
Exclusion-Kulturen, Pra-/Probiotika)

EFSA 2010

Kreuzimmune Impfstoffe haben den Vorteil, vor den beiden relevanten Serovaren STM und
SE zu schiutzen. Die Kreuzimmunitat zwischen Salmonellen zwei verschiedener
Serogruppen (SE=Gruppe D, STM=Gruppe B) wird diskutiert, ist aber vermutlich geringer
ausgepragt als innerhalb einer Serogruppe (BARROW et al. 1991; FEBERWEE et al. 2001).
Verschiedene Studien demonstrierten den von lebenden STM-Impfstammen induzierten
Impfschutz vor einer Infektion mit SE (HASSAN und CURTISS, Ill 1994; HASSAN und
CURTISS 1997; GANTOIS et al. 2006; BEAL et al. 2006b). SPRINGER et al. (2011) impften
Huhner mit einem lebenden SE-Impfstamm und konnten entsprechende Impferfolge gegen
homologe und heterologe Infektionsstdmme verzeichnen (SPRINGER et al. 2011). Im
Gegensatz dazu konnten PARKER et al. (2001) mit dem von ihnen verwendeten STM-

Impfstamm einen nur schwachen Impfschutz vor SE induzieren. Insbesondere die
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Besiedelung des Reproduktionstraktes und die Eikontamination konnten durch die Impfung
nicht verhindert werden (PARKER et al. 2001).
Der Vergleich von Impfstoffen bzw. der Vergleich der Untersuchungen von Impfstoffen ist
schwierig, da die Effizienz von Impfstoffen sehr variabel sein kann in Abh&ngigkeit von
(0] dem Alter der Tiere zum Zeitpunkt der Impfung OKAMURA et al. (2004)
(i) dem Applikationsweg
(iii) der Infektionsdosis und Virulenz des in der Untersuchung verwendeten
Infektionsstammes
(iv) den Parametern, mit welchen die Impfstoffeffizienz  beurteilt wird
(Organbesiedelung, Ausscheidung, Eikontamination)
(v) dem Zeitraum zwischen Impfung und Infektion, da der Impfstamm bis zu sechs
Wochen im Tier persistieren kann (METHNER et al. 1999)
(vi) der verwendeten Huhnerlinie, da verschiedene Huhnerlinien wie bereits erwahnt
unterschiedlich auf die Salmonellenimpfung reagieren (WIGLEY 2004; EFSA
2004; VAN IMMERSEEL et al. 2005)
Zurzeit sind in Deutschland zwei Lebendimpfstoffe und drei Inaktivatimpfstoffe fur Hihner
gegen SE zugelassen und verfiigbar. Im Folgenden werden die Vor- und Nachteile dieser

Impfstoffpraparationen diskutiert.

2.6.2.2 Lebendimpfstoffe

In den letzten Jahren wurden zahlreiche SE-Lebendimpfstoffe fur Huhner basierend auf
verschiedenen Ansatzen und Methoden entwickelt und getestet. Nur wenige davon sind in
Deutschland verfigbar und zugelassen.

In Anbetracht der bestehenden Kreuzimmunitat zwischen Salmonellen innerhalb einer
Serogruppe konnten mit durch Gendeletion attenuierten rauen S. Gallorum 9R-Vakzinen in
verschiedenen Studien Erfolge im Schutz vor SE-Infektionen verzeichnet werden (BARROW
et al. 1991; FEBERWEE et al. 2001; PENHA et al. 2010). Vorteil dieser Vakzine ist, dass sie
kein Risiko fir den Menschen darstellt, da SG wirtsspezifisch (s. 2.1.2) und damit
ausschlie3lich huhnerpathogen ist (PENHA et al. 2010). Derzeit ist eine entsprechende
Vakzine in Deutschland jedoch nicht verfligbar. Eine Impfung gegen SG ist laut Huhner-
Salmonellen-VO nicht erlaubt.

Andere Impfstoffe basieren auf der Modifizierung von Genen derselben Serovar, die fur
metabolische Funktionen oder Virulenzfaktoren verantwortlich sind, ohne dass die
Immunogenitat beeintrachtigt wird. LINDE et al. (1998) beschrieben das Prinzip der
,metabolischen Drift-Mutation“. Dabei handelt es sich um Minus-Mutationen in essentiellen
Enzymen und Stoffwechselschaltzentralen der Salmonellen, die zu verlangerten
Generationszeiten und folglich zu einer Virulenzminderung fuhren kdnnen (HAHN 1999).

Eine Alternative stellen ,auxotrophe Doppel-Marker-Mutanten“ dar, die durch chemische
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Mutagenese erzeugt werden (MEYER et al. 1993; SPRINGER et al. 2000). Auxotrophe aro
A-Mutanten, die nicht in der Lage sind, bestimmte essentielle aromatische Komponenten zu
synthetisieren (GAST 2007), wurden als Impfstimme eingesetzt und als effektiv bewertet.
Eine Kreuzimmunitét konnte allerdings nicht hervorgerufen werden (COOPER et al. 1990;
BARROW et al. 1990a; COOPER et al. 1994; PARKER et al. 2001). HASSAN und CURTISS
(1994,1997) verwendeten modifizierte Acya-Acrp STM-Doppelmutanten, die Deletionen in
den Genen der Adenylatzyklase und dem Adenosinmonophosphat-Rezeptorprotein
aufweisen (GAST 2007), und erreichten damit einen langfristigen Schutz vor SE und STM
(HASSAN und CURTISS, Il 1994; HASSAN und CURTISS 1997). METHNER et al. (2004)
fuhrten Studien mit Doppel- bzw. Dreifach-Mutanten durch, die sicherer sein sollen, da das
Risiko fuir eine Reversion durch die Aufnahme von Wildstamm-Genen mittels horizontalem
Gen-Transfer reduziert ist (HAHN 1999; VAN IMMERSEEL et al. 2005).

Auch Temperatur-sensitive spontane SE-Mutanten, die sich bei 26-28 °C vermehren, aber
nicht bei 42 °C Korpertemperatur des Gefliigels, wurden als Impfstoffstamme verwendet und
getestet (CERQUETTI und GHERARDI 2000a, CERQUETTI und GHERARDI 2000b).
CERQUETTI und GHERARDI (2000b) konnten mit diesen Lebendimpfstammen Erfolge in
der Reduktion der Organbesiedelung und fakalen Ausscheidung verzeichnen.

Die meisten Mutationen der auf diese Weise entwickelten und heute zugelassenen und
verwendeten Impfstoffe sind undefiniert und inkomplett charakterisiert, d.h. es ist ungewiss,
welche Prozesse im Detail beeinflusst werden (EFSA 2004; VAN IMMERSEEL et al. 2005).
Da die Genome von SE und STM inzwischen vollstandig sequenziert sind und bestimmte an
der Pathogenese beteiligten Gene bzw. ,Housekeeping“-Gene, d.h. konstitutiv exprimierte
Gene, identifiziert werden konnten, wurde die Entwicklung von ,rationalen Impf-Mutanten®,
d.h. durch gerichtete Genmutation bzw. -deletion veré&nderte Mutanten, ermdglicht
(BARROW 2007).

Problematisch ist die Anwendung von modifizierter Lebendvakzinen (modified live vaccines-
MLV) aufgrund der méglichen Ausbreitung und des Uberlebens lebender Impforganismen in
der Umwelt (PAPEZOVA et al. 2007) und der Gefahr des Wiedererlangens virulenter
Eigenschaften dieser Impforganismen durch horizontalen Gentransfer (OKAMURA et al.
2003). So konnten BARBEZANGE et al. (2000) bei zwei von drei untersuchten zugelassenen
MLV eine genetische Instabilitdt nachweisen (BARBEZANGE et al. 2000). Seit dem im Jahr
2000 vom Robert Koch-Institut, Berlin, etablierten Uberwachungssystem fur lebende SE- und
STM-Impfstofforganismen in der humanen Population, konnten jedoch bei mehreren
Tausend isolierten Salmonellen-Isolaten von infizierten Menschen keine Impfstoffmarker
gefunden werden (RABSCH et al. 2001). Bisher scheint eine Reversion zu virulenten
Eigenschaften und eine Ubertragung auf den Menschen nicht stattgefunden zu haben (EFSA
2004).
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Weitere Bedenken stellen die antimikrobiellen Resistenzen, die im Genom mancher
Impfstdamme kodiert sind sowie die Selektion von Salmonellen-Stammen, vor welchen die
Impfung keinen Schutz bietet dar (EFSA 2010).

Die Wirkung verschiedener MLV wurde in zahlreichen Versuchen nachgewiesen (COOPER
et al. 1990; BARROW et al. 1991; CURTISS et al. 1993; COOPER et al. 1994; CURTISS
und HASSAN 1996; SPRINGER et al. 2000; CERQUETTI und GHERARDI 2000a;
FEBERWEE et al. 2001). Viele Autoren beurteilen sie im Vergleich zu Inaktivatvakzinen
(killed vaccine-KV) als die wirkungsvollere Variante, da durch sie sowohl die humorale, als
auch die zellulare Immunantwort stimuliert werden (CURTISS et al. 1993; SPRINGER et al.
2000; LILLEHOY et al. 2000; VAN IMMERSEEL et al. 2005) und eine Langzeitimmunitat von
bis zu elf Monaten induziert werden kann (HASSAN und CURTISS 1997). BERNDT und
METHNER (2001) verglichen die Infektion mit einem nicht-attenuierten Salmonellen-
Wildstamm und die Impfung mit einem attenuierten Impfstamm und konnten zeigen, dass die
fur die Salmonellen-Clearance bedeutende T-Zell-Reaktion, insbesondere der CD8-T-Zellen,
nahezu identisch war. BABU et al. (2003) verwendeten fur ihren Versuch Tiere im Alter von
18 und 32 Lebenswochen (LW), die mit einer MLV oder KV geimpft worden waren, und
wiesen bei ersteren einen CD4-T-Zell-Anstieg sowie aktivierte Splenozyten nach. Die mit
einer KV geimpften Tiere reagierten mit einer weniger effektiven Immunantwort (BABU et al.
2003). Die Bedeutung von CD4-Zellen fir die Produktion von Makrophagen-aktivierenden
Faktoren und den Schutz vor intrazellularen Pathogenen bei Mausen gilt als erwiesen
(MCSORLEY et al. 2000).

CARVAJAL et al. (2008) demonstrierten, dass Salmonellenimpfstamme wie
Salmonellenwildstéamme auch die tieferen Schichten der Darmwand besiedeln, was
maRgebend fiur den Grad der Immunreaktion ist (BERNDT et al. 2007). Die Korrelation
zwischen der IgA-Produktion und dem AusmaR der Caecumwandbesiedelung sowie der
Persistenz des Impfstammes in der Caecumwand ist erwiesen (METHNER et al. 1999).
Weiterhin kamen CARVAJAL et al. (2008) zu dem Ergebnis, dass ein homologer Challenge-
Wildstamm bei mit MLV geimpften Tieren nicht in der Lage ist, in die tieferen Schichten der
Darmwand vorzudringen. Eine Ursache daflr ist vermutlich die spezifische intramukosale
Immunabwehr, im Speziellen der vom Impfstamm induzierte gesteigerte IgA- und CD8-
Gehalt (CARVAJAL et al. 2008).

Einen weiteren Vorteil der MLV im Vergleich zu KV stellt der ,Kolonisierungs-
Inhibitionseffekt* dar. Dabei handelt es sich um die intestinale Kolonisierung des
Impfstammes bei frischgeschlupften Kiken, deren autochtone Flora sich noch nicht
ausgebildet hat, und dem damit einhergehenden kompetitiven Inhibitionseffekt, insbesondere
auf isogene Salmonellen. Dieser bietet innerhalb weniger Stunden einen frihen Schutz vor

der Besiedelung von Blinddarm, Leber und Milz der sehr jungen und aufgrund des noch
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unreifen Immunsystems hoch-empféanglichen Huhner (METHNER et al. 1997; VAN
IMMERSEEL et al. 2002c; VAN IMMERSEEL et al. 2005).

In den letzten Jahren wurden verschiedene neue Technologien wie ,Antigen-Delivery-
Systeme® (Mikrospheren, Liposomen, Immune stimulating complexes (ISCOMs) und
Plasmid-DNA-Vektoren) (MUIR et al. 2000) und rekombinante Salmonellenimpfstoffe
(Salmonella spp. als Vektor von Antigenen anderer Erreger) (CURTISS und HASSAN 1996;
DARJI et al. 1997; ROLAND et al. 1999) entwickelt, die die Wirtsreaktion auf die Impfung
verbessern sollen (SPRENG et al. 2006). Diese Fortschritte kdnnten auch in der

Geflugelpraxis genutzt werden.

2.6.2.3 Inaktivatimpfstoffe

Die meisten KV werden auf Basis der Eisen-Restriktion hergestellt. Die Eisenrestriktion kann
in pathogenen Bakterien Virulenzgene bzw. die Synthese antigener Proteine, die nutzliche
Komponenten fur die Impfstoffherstellung sein kénnen, induzieren (FERREIROS et al. 1994,
CLIFTON-HADLEY et al. 2002; KLITGAARD et al. 2010). Da die Expression dieser Gene in
den Makrophagen, in welchen sich die Salmonellen primé&r aufhalten, nicht hochreguliert wird
(ERIKSSON et al. 2003), ist die Relevanz dieser Virulenzgene bei Salmolnelleninfektionen
und damit die genannte Methode fraglich (VAN IMMERSEEL et al. 2005). Im Gegensatz zu
MLV besitzen KV bzw. Subunit-Vakzine in vivo nur die Antigene, die auch in vitro bei der
Herstellung vorhanden sind. Bis heute konnten die Major-Immunogene der Salmonellen
allerdings noch nicht identifiziert werden (VAN IMMERSEEL et al. 2005).

KV bieten einen gewissen Schutz vor der Ausscheidung, Organbesiedelung und
Eikontamination (MIYAMOTO et al. 1999; LIU et al. 2001; CLIFTON-HADLEY et al. 2002;
WOODWARD et al. 2002; BABU et al. 2003; OKAMURA et al. 2007; PIAO et al. 2007).
Dieser Schutz ist allerdings nicht so hoch wie der durch einen MLV hervorgerufene
Impfschutz (BARROW et al. 1990b; PAPEZOVA et al. 2007). KV regen primér die
Antikorperproduktion an (VAN IMMERSEEL et al. 2005), nicht aber die zellulare
Immunantwort (CURTISS et al. 1993; CLIFTON-HADLEY et al. 2002) wie z.B. zytotoxische
T-Zellen (BARROW et al. 1991; NAGARAJA und RAJASHEKARA 1999). Verschiedene
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Antikdrperproduktion nach KV-Vakzinierung héher
ist als nach MLV-Vakzinierung (SILVA et al. 1981; NASSAR et al. 1994; BABU et al. 2004;
PAPEZOVA et al. 2007). Allerdings korreliert der Antikdrperspiegel im Blut weder mit dem
Schutz der Tiere (NASSAR et al.1994) noch der Zahl kontaminierter Eier (GANTOIS et al.
2006). Wie beschrieben (s. 2.5.2) ist die Rolle der humoralen Immunantwort in der
Salmonellenabwehr bis auf die IgA-Produktion im GIT fraglich (BEAL und SMITH 2007).

Um die Wirkung von Impfstoffen (MLV und KV) zu steigern, kénnen sie mit bestimmten
Cytokinen kombiniert werden, die das Ausmaf und die Qualitdt der Immunreaktion

verbessern, die mukosale Immunantwort anregen (MUIR et al. 2000) und die Zahl und
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Aktivitdt von Heterophilen steigern (KOGUT et al. 1994). TAKEHARA et al. (2003)
applizierten sieben Wochen alten Hihnern, d.h. immunologisch reifen Tieren, ChIFNy in
Kombination mit einem SE-KV intramuskuldr und fanden zwar keine gesteigerte
Antikérperproduktion, aber dennoch eine reduzierte intestinale Salmonellenbesiedelung.
Diese wurde vermutlich durch die immunstimulatorische Wirkung des ChIFNy auf die zell-
vermittelte Immunantwort hervorgerufen (TAKEHARA et al. 2003). MEENAKSHI et al. (1999)
und FADL et al. (2002) konnten entsprechend mit der subkutanen Applikation von
Adjuvantien (MEENAKSHI et al. 1999) und einer Subunit-Vakzine aus ,Outer-Membrane-
Proteinen®, die eine bedeutende Rolle bei der Anheftung der Salmonellen an die intestinalen
Epithelzellen tragen (FADL et al. 2002), einen guten Immunschutz induzieren (MEENAKSHI
etal. 1999).

Aus den genannten Grinden (s. 2.6.2.1) sind die Ergebnisse der KV-Studien teilweise nur
bedingt vergleichbar. Den Versuchen liegen verschiedene Challenge-Methoden zugrunde, je
nach Studie wurden die Tiere (i) intravenos (LIU et al. 2001; WOODWARD et al. 2002;
OKAMURA et al. 2007), (i) intraperitoneal (OKAMURA et al. 2007), (iii) intramuskular (LIU et
al. 2001) oder (iv) intravaginal (MIYAMOTO et al. 1999) infiziert. Die Relevanz dieser
Infektionsmethoden ist fraglich, da eine natirliche Salmonelleninfektion in der Regel oral, nur
ausnahmsweise kloakal stattfindet. Das Alter der Versuchstiere zum Zeitpunkt der Impfung
variiert zum Teil sehr.

Einen Vorteil der gesteigerten Antikdrperbildung nach der Impfung mit einer KV bietet die
Ubertragung der Antikorper auf die Nachkommen. METHNER et al. (1994, 1997b, 2002)
konnten bei frischgeschlipften Kiken geimpfter Elterntiere (MLV und KV) einen erhohten
Gehalt maternaler Antikdrper im Serum und Jejunum nachweisen sowie nach der Infektion
mit Salmonellen eine reduzierte Caecumbesiedelung (HASSAN und CURTISS, Il 1996;
METHNER und STEINBACH 1997b; DOREA et al. 2010). Untersuchungen von METHNER
et al. (2002) zur Interaktion der erhdhten Ak-Titer von Kuken KV-geimpfter Elterntiere mit
dem Salmonellen-MLV bei der aktiven Immunisierung in den ersten Lebenstagen gaben
keinen Hinweis auf eine Einschrankung der Schutzwirkung der MLV-Organismen. HASSAN
und CURTISS (1996) fanden, dass eine Impfung in der zweiten und vierten Woche nicht
mehr negativ beeinflusst wird.

KV sind im Vergleich zu MLV sicherer in der Anwendung (BARROW 2007). Durch die
parenterale Applikation wird sichergestellt, dass jedes Tier die gleiche ausreichende Menge
an Impfstoff erhalt und es besteht keine Gefahr der Verschleppung und Ubertragung der
Impforganismen auf den Menschen durch Lebensmittel tierischer Herkunft. Daher haben
diese Impfstoffe keine Wartezeit und kénnen im Gegensatz zu lebenden Impforganismen

auch wahrend der Legeperiode angewendet werden. Ein weiterer Vorteil von KV ist, dass sie
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nicht mit bakteriologischen Nachweismethoden interferieren und diese damit nicht
verfalschen kénnen (EFSA 2010).

Andererseits ist die parenterale Applikation teurer als die orale Immunisierung mit MLV Uber
das Trinkwasser. Bei der Nutzung nur einer Impfnadel zur Immunisierung mehrerer Tiere
besteht zudem die Gefahr der Ubertragung von infektidsen Krankheiten (SPRENG et al.
2006).

Die  Schutzimpfung ausschlielich mit KV kann die initiale intestinale
Salmonellenbesiedelung nicht verhindern (CERQUETTI und GHERARDI 2000a; CLIFTON-
HADLEY et al. 2002), d.h. sie bietet nur einen mafRigen Schutz (GAST et al. 1993,
NAKAMURA et al. 1994; CLIFTON-HADLEY et al. 2002) und sollte daher besser mit einem
MLV kombiniert werden (COOPER et al. 1994; NASSAR et al. 1994). Um die Sicherheit und
Wirksamkeit von Salmonellenimpfstoffen zu gewdhrleisten, muss an spezifischen stabilen
Lebendimpfstammen bzw. effektiveren KV geforscht werden. Dies impliziert die vollstandige
Aufklarung der Immunantwort des Huhnes auf die Salmonelleninfektion und speziell fir KV
die Identifizierung von Major-Immunogenen (BARROW 2007).

2.6.3 Futterzusatze

2.6.31 Prabiotika

Prabiotika sind Substanzen, die die intestinale Mikroflora positiv beeinflussen indem sie das
Wachstum oder die Stoffwechselaktivitat erwiinschter Bakterien stimulieren. Bisher
existieren nur begrenzt Informationen Uber den Effekt auf die Salmonellenkolonisierung.
BAILEY (1991) konnte durch die Anwendung von Fructooligosacchariden (FOS) bei Hiihnern
die intestinale Besiedelung von STM hemmen. Um eine Wirkung erzielen zu konnen,
missen mindestens 0,75% der Futterration durch FOS substituiert werden. Stellen FOS die
einzige Kohlenstoffquelle im Futter dar, wird STM vollstandig unterdrickt (BAILEY et al.
1991).

2.6.3.2 Probiotika

Probiotika sind Bakterien, die im GIT proliferieren und dadurch das intestinale mikrobielle
Gleichgewicht verbessern kénnen. Sie sind in der Lage, durch die Inhibition von Pathogenen
z.B. durch die Stimulierung der epithelialen Muzinsekretion (MACK et al. 1999) und das
Absenken des pH-Wertes im Darm, das Wachstum, die Produktion und die Gesundheit der
Tiere zu verbessern (SCHNEITZ und MEAD 2002).

Lactobazillen sollen auRerdem Uber die Fahigkeit verfligen, die Produktion von SIgA zu
steigern (MUIR et al. 2000). Verschiedene Untersuchungen zeigten jedoch keinen positiven
Effekt auf die Salmonellenabwehr (HINTON und MEAD 1991; STAVRIC et al. 1992;
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SCHNEITZ und MEAD 2002). Ein Nachteil von Probiotika ist, dass sie nicht nur Salmonellen-
Wildstamme hemmen kénnen, sondern auch oral angewendete MLV (EFSA 2010).

2.6.3.3 Immunstimulanzien

KOGUT et al. (2010) konnten durch die Zugabe von kationischen Peptiden ins Futter die
Effizienz der Heterophilen stimulieren. Die Applikation bei vier Tage alten Kuken, deren
Immunsystem noch nicht effizient arbeitet, fihrte zu einer signifikant reduzierten caecalen
SE-Besiedelung. Auch oral verabreichte Enterotoxine wie z.B. das Cholera-Toxin, sollen die
humorale und/oder zellulare Immunantwort anregen (MUIR et al. 2000). HUSBAND und
BRYDEN (1996) wiesen nach, dass auch einfache Futterkomponenten wie Proteine,
Kohlenhydrate, Fette, Vitamine und Mineralien die systemische und mukosale Immunantwort
modulieren kdnnen, wobei insbesondere die Vitamine A, C und E aufgrund ihrer anti-
oxidativen Eigenschaften eine besondere Bedeutung haben (CHEW 1996).

2.6.3.4 Competitive Exclusion

Als Competitive Exclusion (CE) wird die Ubertragung der Darmflora gesunder adulter Tiere
auf Kiken kurze Zeit nach dem Schlupf bezeichnet. Diese Methode zur Reduzierung der
intestinalen Salmonellenbesiedelung beim Gefligel wurde im Jahre 1973 von NURMI und
RANTALA beschrieben und wird daher auch als ,Nurmi-Konzept“ bezeichnet. Sie erkannten,
dass die mit dem Alter abnehmende Empféanglichkeit der Hihner fir Salmonellen mit der
Entwicklung einer autochtonen Darmflora in den ersten vier bis sechs Lebenswochen
zusammenhangt (NURMI und RANTALA 1973; BARNES et al. 1980). Einer der dafur
verantwortlichen Mechanismen ist die Konkurrenz um essentielle Nahrstoffe und
Adhasionsmdglichkeiten an der Darmwand zwischen der autochtonen Flora und den
Salmonellen. Einen weiteren Mechanismus stellt die bakteriostatische Wirkung des
niedrigen pH-Wertes dar, der durch die von der autochtonen Flora produzierten flichtigen
Fettsauren hervorgerufen wird (MEAD und BARROW 1990). Da in der konventionellen
Kikenaufzucht der Kontakt zu den Elterntieren fehlt und die Stalle in der Regel gereinigt und
desinfiziert werden, wird die Entwicklung der intestinalen Mikroflora verzogert (METHNER
2001). NURMI und RANTALA (1973) entnahmen adulten Tieren eine Suspension aus Kropf-
und Darminhalt und applizierten sie oral ein bis zwei Tage alten Kiken. Sie konnten damit
die Salmonellenempfanglichkeit 24 Stunden spater wesentlich senken (NURMI und
RANTALA 1973). Auch andere Autoren beschrieben diesen Erfolg in Abhangigkeit
bestimmter Faktoren wie z.B. dem Zeitpunkt und der Art der Applikation, die die
Schutzwirkung beeinflussen kénnen (SNOEYENBOS et al. 1978; GOREN et al. 1984;
BAILEY 1987; SEO et al. 2000; METHNER 2001). In Kombination mit FOS kann die Wirkung
der CE potenziert werden (BAILEY et al. 1991).
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Die CE-Kulturen z&hlen entsprechend der VO (EG) 1831/2003 (uber Zusatzstoffe zur
Verwendung in der Tierernahrung) zu Futtermittelzusatzstoffen und missen daher
zugelassen werden. Dies ist allerdings nur moglich, wenn die Kulturen aus einer ,definierten”
Zusammensetzung bestehen, d.h. die enthaltenen Mikroorganismen bekannt sind. Die
Isolierung und Identifikation der Keime aus der natirlichen Darmflora ist allerdings schwierig,
da (i) die tatsachlich schutzenden Spezies der Darmflora unbekannt sind, (ii) Selektivmedien
fir nur in geringen Zahlen vorkommende Keime nicht vorhanden sind, (iii) die Keime
teilweise nicht anzichtbar sind und (iv) Identifikationsmdglichkeiten fiir einzelne Stamme
fehlen (METHNER 2001). Das Risiko der Ubertragung von gefliigel-/humanpathogenen
Erregern auf den Menschen kann nicht ausgeschlossen werden, weshalb die Anwendung
von CE-Kulturen in Deutschland derzeit nicht zugelassen ist.

2.6.4 Resistente Huhnerlinien

Wie beschrieben sind sowohl die Salmonellenabwehr als auch die Reaktion auf eine Impfung
und damit deren Effizienz von der Genetik der verschiedenen Huhnerlinien abhangig
(WIGLEY 2004).

Einige der vermutlich dabei involvierten Gene und ,quantitative trait loci*, Regionen eines
quantitativen Merkmals, konnten identifiziert und lokalisiert werden. Besondere
Aufmerksamkeit gilt dabei den Genen, die fiir die Entstehung eines Salmonellen-Carrier-
Status (s. 2.1.3) verantwortlich sind (CALENGE et al. 2010). Ein Vergleich zwischen den
Studien zur Untersuchung der genetischen Abh&ngigkeit zeigt, dass die fur die
Salmonellenresistenz verantwortlichen Gene sich in Abhangigkeit der Huhnerlinie, der
betrachteten Eigenschaft (z.B. Makrophagenaktivitat, humorale Immunantwort) und dem
Hihneralter (Jungtier-Resistenz vs. Adulten-Resistenz) unterscheiden (BEAUMONT et al.
2009; CALENGE et al. 2010).

Ein Ansatz zur selektiven Zucht liegt vor, allerdings bestehen Schwierigkeiten in der
Harmonisierung mit einer gesteigerten Produktivitit und Resistenz gegen andere
Geflugelpathogene (EFSA 2010).

2.6.5Haltung und , Animal Welfare“

Stresshormone kdnnen das Immunsystem schwachen (HUMPHREY 2006) und wie
beschrieben die Ausscheidung kontaminierter Eier und F&zes provozieren, d.h.
Erregertrager-Tiere kdnnen zu Ausscheidern werden (VAN HOOREBEKE et al. 2010).
Demzufolge ist Stressvermeidung ein wichtiger Aspekt in der Bekdmpfung von Salmonellen
(HUMPHREY 2006). Eine Mdoglichkeit der Stressvermeidung bietet die Bereitstellung einer
fur die Tiere artgerechten Haltung. Schon die produktiven Hochstleistungen schranken das
Wobhlbefinden von Legehennen ein (EFSA 2004). Federpicken (EL-LETHEY et al. 2000) und

Kannibalismus sind weitere Stressfaktoren, insbesondere in groen Huhnerbestanden.
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Risikofaktoren dafir sind u.a. Futtermittelumstellungen, ein friiher Beginn der Legeperiode
(POTZSCH et al. 2001) sowie fehlende ,Pick-Alternativen“ und Angstverhalten, das u.a.
durch fehlende Rickzugsmoglichkeiten verursacht wird (HUGHES und DUNCAN 1972).
NICOL et al. (2001) zeigten, dass Tiere, welche schon frih mit S&gespéanen-Einstreu
konfrontiert wurden, sich sehr viel weniger kannibalistisch verhielten und alternativ mehr Zeit
mit Staubbaden, Futter- und Bodenpicken verbrachten. EL-LETHEY et al. (2003) wiesen den
Zusammenhang zwischen chronischem Stress durch inaddquate Haltung und Einstreu und
der Schwéachung des Immunsystems nach (EL-LETHEY et al. 2003). Auch hohe Tierdichten
und Hitze stellen einen Stress- und Risikofaktor fir Salmonelleninfektionen dar (HUMPHREY
2006; HUNEAU-SALAUN et al. 2009)

Okologische Landwirtschaft andererseits, die den Tieren eine weitgehend artgerechte
Haltung bietet, kann das Risiko eines Salmonellen-Eintrages aus der Umwelt sowie die
Verbreitung von Krankheitserregern fordern (HUMPHREY 2006). Vermehrte Einstreu fihrt
zu mehr Staubbildung, Bakterien und Pilzen in der Luft, was nur durch eine effektive Liftung
eingeschrankt werden kann (RODENBURG et al. 2005).

METHNER et al. (2006) wiesen entgegen bisheriger Meinungen nach, dass
Haltungssysteme mit Auslauf keinen tberdurchschnittlichen Salmonelleneintrag verursachen
(METHNER et al. 2006). Dementsprechend sollen Eier aus 6kologischer Tierhaltung nicht
starker mit gram-negativen Keimen belastet sein als Eier aus Kéfighaltung (DE REU et al.
2006) bzw. konventionellen Legehennenhaltungen (SCHWAIGER et al. 2008).
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3 TIERE, MATERIAL UND METHODEN

3.1 Tiere und Material

3.1.1Tiere

Fur die durchgefuhrte Studie wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten (39., 54. und 69.
Lebenswoche) aus flunf verschiedenen Legehennenhaltungen jeweils zwdlf Tiere verwendet.
Bei den teilnehmenden Unternehmen handelt es sich um die folgenden:
(0] Landwirtschaftsbetrieb Honemann
Dahlener 20 a
04889 Sitzenroda
= Tiere der Gruppe A
= Rasse: Lohmann Brown
(i) Schoneberger Gefliigelhof Weber GbR
HauptstraBe 7
08393 Glauchau
= Tiere der Gruppe D
= Rasse: Lohmann Brown
(i) Huhnerfarm Waldrose GmbH
01471 Radeburg
= Tiere der Gruppe B
= Rasse: Lohmann Selected Leghorn (weil3e Tiere)
(iv) Eifrisch-Vertriebsgesellschaft mgH & Co. KG
09221 Neukirchen
= Tiere der Gruppen C und E
= Rasse: Lohmann Brown.
Der Zeitpunkt der drei Versuchsdurchgéange wurde durch das Alter der Tiere bestimmt. Um
den Verlauf des Schutzes vor Salmonellen durch die Impfung und die Schutzwirkung gegen
Ende der Legeperiode darstellen zu kénnen, wurden Legehennen im Alter von circa (ca.) 39,
54 und 69 Lebenswochen (LW) ausgewahlt, d.h. Tiere von der Mitte bis zum Ende der

Legeperiode. Das exakte Alter der Tiere ist in Tabelle (Tab.) 2 angegeben.

3.1.2Tierversuchsgenehmigung

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um den am 23.12.2009 beantragten
genehmigungspflichtigen Tierversuch, der am 07.03.2010 von der Landesdirektion Leipzig
als Tierversuchsvorhaben TVV 38/09 genehmigt wurde.
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3.1.3Haltung

Die verwendeten Legehennen wurden aus den Herkunftsbetrieben in den Versuchstierstall
(Sicherheitsstufe S 2) des Institutes fiir Tierhygiene und Offentliches Veterinarwesen der
Universitét Leipzig gebracht und eingestallt. Die jeweils zwdlf Tiere gleicher Herkunft bildeten
eine Gruppe und wurden in einer Bucht untergebracht und zur Wiedererkennung beringt. Die
ca. zwei Quadratmeter grof3en Buchten waren mit einem zweikammerigen Legenest, zwei
Sitzstangen, einem Futterautomaten und einer Stulptranke ausgestattet. Der Boden war mit
gehackseltem Stroh (Dittmansdorfer Milch GmbH, Kitzscher) eingestreut. Die Klimatisierung
wurde auf 19 °C und das Lichtregime im Stall auf zwdlf Stunden Licht je Tag eingestellt.
Futter (Deuka, All Mash L Alleinmehl) und Wasser (aus dem kommunalen Wassernetz)
waren fur die Tiere ad libitum verfugbar.

3.1.4Reinigung und Desinfektion

Nach jedem Versuchsdurchgang wurden die Einstreu, der Versuchsstall und samtliche
Stalleinrichtungen und Gegenstande mit 2%iger Peroxyessigsaure (Wolfasteril® E 400,
KESLA Pharma Wolfen GmbH, Greppin) desinfiziert, die Einwirkzeit betrug zwei Tage.
AnschlieBend wurde die desinfizierte Einstreu entsorgt und Stall, Stalleinrichtungen und
Gegenstande mit Dermalux® (EWABO Chemikalien GmbH & Co KG, Wietmarschen)
gereinigt. Die Abschlussdesinfektion wurde entsprechend mit 2%iger Peroxyessigsaure
durchgefihrt.

3.1.5Impfschemata, Impfstoffe

In Tabelle 2 sind die verschiedenen Versuchsgruppen A bis E gemafR der angewendeten
Impfschemata, die vom Zentralverband der Deutschen Gefligelwirtschaft e.V. empfohlen
wurden, dargestellt. Bei der modifizierten Lebendvakzine (MLV) 1 (S. Enteritidis (SE)-
Impfstamm: attenuiertes Sm/Rif12/Ssq.) handelt es sich um einen attenuierten Streptomycin-
und Rifampicin-resistenten SE-Impfstamm, der zudem eine erhdhte Sensitivitat fir
Quinolone aufweist. MLV 2 (SE-Impfstamm: St 441/014, doppelt attenuiert (ade-/his-))
beinhaltet einen plasmidfreien SE-Impfstamm, der eine Adenin- und Histidinauxotrophie
aufweist und eine Immunitét gegen SE und S. Typhimurium (STM) hervorrufen soll. MLV 3
(STM-Impfstamm: St Nal2/Rif9/RH) stellt einen STM-Impfstamm dar, der resistent gegen die
Antibiotika Nalidixinsdure und Rifampicin ist. Bei KV 1 handelt es sich um eine
Inaktivatvakzin (KV)-Préparation basierend auf dem formalininaktivierten SE-Stamm vom
Phagentyp 4 (SE-Impfstamm: St PT4). KV 2 enthdlt zudem genannten inkavierten SE-
Stamm einen inaktivierten STM-Stamm (STM-Impfstamm: St DT 104).

Die Impfzeitpunkte und —abfolgen sind der folgenden Tabelle 2 zu entnehmen.
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Tab.2 Einteilung der Gruppen A bis E entsprechend der angewendeten
Impfschemata. Dargestellt sind das Schlupfdatum der Legehennen der Gruppen
A bis E, die verwendeten Lebend- und Inaktivatimpfstoffe, sowie der Zeitpunkt der
jeweiligen Impfung in Lebenstagen (LT) bzw. LW und die Serovar (SE/STM),
gegen welche sich die Impfung richtet.

Grup  Schlupf

1.MLV- 2.MLV- 3.MLV- 4.MLV- KV-
y ) MLV Kv Impfun Impfun Impfun Impfuni Impfi
pe  datum piung piung pfung pfung mpfung
06.10.
A 2009 MLVL 1LT 7.LW 15.LW
08.09. 27.LT 70.LT 119.LT
B 2009 MHVZ KVI 4Lt (4.Lw) (10.LW) 17.Lw)
c 16.09. M':rVI 6.LT 42.LT(6.L 11.LW (1M7|_"\‘,\i\i
2009 s (MLV1) W) (MLV1) (MLV3) MLV3)
18.09. zur Ausstallung
D o009 MLVI Kv2 1LT 7.LW 15.LW (ca18.LW)
MLV1 7.LT 41LT 16.LW
E 226'09' + Kv2  (MLV1+ (6.LW) (l\gll.ll__\%) (MLV1+ Zu(rcgufgtf\l/l&l)ng
009 w3 MLV3)  (MLVI) MLV3) 18
3.1.6 Infektionsstamm
3.1.6.1 Herkunft und Charakteristika

Der in der Studie verwendete S. Enteritidis-Stamm 147Nal” wurde freundlicherweise von Dr.
U. Methner vom Institut fur bakterielle Infektionen und Zoonosen des Friedrich-Loeffler-
Institutes, Jena, zur Verfligung gestellt. Dieser SE-Stamm verfiigt Gber eine Nalidixinsaure-

resistenz.

3.1.6.2 Aufbewahrung
Nach der Anlieferung wurde die Identitéat des Bakterienstammes gepriift. Dazu wurden eine
serologische Untersuchung und eine Untersuchung auf Nalidixinsaureresistenz durchgefihrt.
Bis zum Gebrauch wurden die Salmonellenkulturen in 15 %igen Glycerinmedien bei -80°C in
1,5-Milliliter(ml)-EppendorfgeféaRen aufbewahrt.
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3.1.6.3 Nahrmedien

Verwendete Medien (typische Zusammensetzung in Gramm/Liter (g/l)).

3.1.6.3.1 Gepuffertes Peptonwasser

Gepuffertes Peptonwasser nach I1ISO 6579 (MERCK, Dresden, Artikelnummer (Art.-nr.)
1.07228.0500) wurde entsprechend der amtlichen Sammlung & 64 LFGB zur
Voranreicherung der Salmonellen verwendet. Diese ist fir den Nachweis geschadigter

Salmonellen von Bedeutung.

Tab.3 Zusammensetzung des gepufferten Peptonwassers.

Verwendete Zutat: Mengenangabe:
Pepton aus Casein 10,09
Natriumchlorid 50¢9
Kaliumhydrogenphosphat 159
Di-Natriumhydrogenphosphat Dodecahydrat 9,0g

Herstellung: 25,5 g werden in 1 Liter demineralisiertem Wasser geldst und 15 Minuten (min)

bei 121 °C autoklaviert.

3.1.6.3.2 Rappaport-Vassiliadis-Medium

Das Rappaport-Vassiliadis-Medium (MERCK, Dresden, Art.-nr. 1.07700.0500) ist ein
flussiges Selektivmedium zur Anreicherung von Salmonellen, die haufig nur in geringer
Anzahl anwesend sind und mit einer betrachtlich groReren Anzahl anderer
Enterobacteriaceae-Gattungen oder anderer Bakterienfamilien vorkommen.

Tab.4  Zusammensetzung des Rappaport-Vassiliadis-Medium.

Verwendete Zutat: Mengenangabe:
Pepton aus Sojamehl 459
Magnesiumchlorid-Hexahydrat 28,649
Natriumchlorid 729
Di-Kaliumhydrogenphosphat 0,18 g
Kaliumhydrogenphosphat 1,259
Malachitgriin-Oxalat 0,036 g

Herstellung: 41,8 g werden in 1 Liter demineralisiertem Wasser geldst, in Kolben abgefiillt
und bei 115 °C 15 min autoklaviert.
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3.1.6.3.3 Luria Bertani (LB)-Bouillon
LB-Bouillon (LB-Bouillon LENNOX, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Art.-nr. X964.1) ist

ein flussiges Medium zur Kultivierung von Bakterien. Salmonellen wachsen in diesem

Medium ungehemmt.

Tab.5 Zusammensetzung der LB-Bouillon.

Verwendete Zutat: Mengenangabe:
Trypton 10,09
Hefeextrakt 5049
Natriumchlorid 50¢9

Herstellung: 20 g Trockenmedium werden in 1 Liter Wasser geldst und bei 121 °C fir 15 min
autoklaviert.

3.1.6.3.4 LB-Agar

LB-Agar (LB-Agar LENNOX, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Art.-nr. X965.1) ist ein
festes Medium zur Kultivierung von Bakterien. Salmonellen wachsen auf diesen Bdden

ungehemmt.

Tab.6 Zusammensetzung des LB-Agar.

Verwendete Zutat: Mengenangabe:
Trypton 10,0 g
Hefeextrakt 509
Natriumchlorid 50¢9
Agar-Agar 1509

Herstellung: 35 g Trockenmedium in 1 Liter Wasser l6sen, bei 121 °C fur 15 min

autoklavieren.

3.1.6.3.5 Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar (XLD-Agar)

XLD-Agar nach harm. EP/USP/JP (MERCK, Dresden, Art.-nr. 1.05287.0500) ist ein festes
Selektivndhrmedium zur Isolierung von Salmonellen nach der Anreicherung. Die durch die
Lysin-Decarboxylase der Salmonellen hervorgerufene Alkalisierung fiuhrt zu einem
Farbumschlag des Né&hrbodens von himbeerrot zu rotviolett. Die Salmonellen-Kolonien
erscheinen blassrosa bis farblos und weisen meist ein schwarzgefarbtes Zentrum auf.
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Tab.7  Zusammensetzung des XLD-Agar.

Verwendete Zutat: Mengenangabe:
Hefeextrakt 3,0¢9
Natriumchlorid 50¢9
D(+)-Xylose 3,759
Lactose 759
Saccharose 7549
L(+)-Lysin 5009
Natriumdesoxycholat 109
Natriumthiosulfat 6,89
Ammoniumeisen(ll)-citrat 08¢
Phenolrot 0,08 g
Agar-Agar 1459

Herstellung: 55 g werden in 1 Liter demineralisiertem Wasser durch Erhitzen im siedenden

Wasserbad vollstandig geldst. Die Lésung darf nicht autoklaviert werden!

3.1.6.3.6 XLD-Agar, modifiziert mit 50 pg/ml Nalidixinséure-Zusatz:

Die Zusammensetzung des XLD-Agars entspricht der angegebenen Zusammensetzung, bei
der Herstellung wird der Ansatz um 1 ml Aqua bidestillata (bidest.) reduziert. Nach dem
Abkuhlen des Agars auf 50 °C, wird 1 ml einer 5%igen Nalidixinsdure-Stammldsung
(s. Anhang: Tab. 10) pro 999 ml Né&hrmedium zugegeben. Der flissige Agar wird gut

gemischt und zu Platten gegossen.
Mit der Zugabe der Nalidixinsaure fur welche der Infektionsstamm eine Resistenz aufweist,

sollte das Wachstum anderer Keime minimiert werden.

3.1.6.3.7 Brillantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccharose-Agar (BPLS-Agar)

BPLS-Agar (MERCK, Dresden, Art.-nr. 1.07232.0500) dient als zusétzliches festes
Selektivndhrmedium zur Isolierung von SE nach der Anreicherung. SE zeigt auf diesem
Nahrboden ein gutes Wachstum mit rosafarbenen Kolonien auf rotem Boden. Gram-positive

Bakterien werden weitgehend gehemmt.
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Tab.8  Zusammensetzung des BPLS-Agar.

Verwendete Zutaten: Mengenangaben:
Pepton aus Casein 5049
Pepton aus Fleisch 5009

Hefeextrakt 3,09
Natriumchlorid 50¢9
Lactose 10,09
Saccharose 10,0 g
Phenolrot 0,089
Brillantgriin 0,0125 g
Agar-Agar 13,09

Herstellung: 51 g werden in 1 Liter demineralisiertem Wasser durch Erhitzen im siedenden

Wasserbad geldst und anschlieRend bei 121 °C 15 min autoklaviert.

3.1.6.3.8 BPLS-Agar, modifiziert mit 50 pg/ml Nalidixins&ure-Zusatz:

Die Zusammensetzung des BPLS-Agars entspricht der angegebenen Zusammensetzung.
Bei der Herstellung wird der Ansatz um 1 ml Aqua bidest. reduziert. Nach Abkihlen des
Agars auf 50 °C, wird 1 ml einer 5%igen Nalidixinsdure-Stammlésung pro 999 ml

Nahrmedium zugegeben. Der fliissige Agar wird gut gemischt und zu Platten gegossen.

3.2 Methoden

3.2.1 Allgemeiner Versuchsaufbau

Abbildung (Abb.) 1 auf der folgenden Seite gibt den Versuchsablauf eines jeden
Versuchszeitpunktes wieder. In Abbildung 2 auf Seite 38 ist der gesamte Versuchsablauf mit
den drei Versuchszeitpunkten 39., 54. und 69. LW dargestellt. Nach der Einstallung wurden
die Tiere zunachst mittels Kloakentupferuntersuchung auf Salmonellenfreiheit getestet. Nach
der Adaptionszeit von einer Woche wurde jedes Tier mit dem beschriebenen SE-Stamm
infiziert. Ein Tag nach der Infektion wurden die ersten Kloakentupferproben zur Kontrolle der
Ausscheidung des Infektionsstammes entnommen. Zwei Tage nach der Infektion wurden per
Zufallsprinzip sechs Tiere aus jeder Gruppe ausgewahlt und euthanasiert. Die Tiere wurden
mittels Kopfschlag betaubt und unter Blutentzug und Genickbruch getétet. Unmittelbar auf
die Toétung folgte die Sektion der Tiere und die sterile Entnahme der Caeca inklusive Inhalt,
Leber, Ovidukt und Ovar. Im Labor wurden die Organproben weiterverarbeitet und
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Untersuchungen zum qualitativen sowie quantitativen Nachweis des Infektionsstammes
durchgefihrt.

Drei und funf Tage post infectionem (p.inf.) wurden wiederholt Kloakentupferproben
entnommen, um den Verlauf der SE-Ausscheidung aufzeichnen zu kdnnen. Sieben Tage
nach der Infektion wurden die verbleibenden sechs Tiere je Bucht und Versuchsgruppe

euthanasiert, seziert, Organproben entnommen und untersucht.

Einstallung der Tiere (5 Versuchsgruppen zu je 12 Tieren)
I
Kloakentupferentnahme:
Kontrolle auf Salmonellenfreiheit

!
Adaptionsphase (1 Woche)

!
Belastungsinfektion mit S. Enteritidis (0O Tage p.inf.)
!
Kloakentupferentnahme:
Kontrolle auf SE (1 Tag p.inf.)
!

Euthanasie und Sektion von 6 Tieren je Gruppe und Kontrolle auf SE sowie Bestimmung
des Keimgehaltes in Leber, Ovar, Ovidukt, Caecumwand und 1 g Caecuminhalt

(2 Tage p.inf.)

!
Kloakentupferentnahme:
Kontrolle auf SE (3 Tage p.inf.)
!
Kloakentupferentnahme:
Kontrolle auf SE (5 Tage p.inf.)
!

Euthanasie und Sektion der verbliebenen 6 Tiere je Gruppe und Kontrolle auf SE sowie
Bestimmung des Keimgehaltes in Leber, Ovar, Ovidukt, Caecumwand und 1 g Caecuminhalt
(7 Tage p.inf.)

Abb.1  Flussdiagramm zur Darstellung des Ablaufs eines
Versuchszeitpunktes.
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Darstellung des gesamten Versuchsablaufs mit den Versuchszeitpunkten 39.,

54. und 69. Lebenswoche.

Abb. 2
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3.2.2 Infektion

3221 Herstellung des Inokulums und Bestimmung der Infektionsdosis

Zwei Tage vor der Infektion wurde der SE-Infektionsstamm mit einer sterilen
Kunststoffimpfose (bicappalAB, Italien) aus der Tiefkuhlstammkultur auf zwei LB-Platten
(LB LENNOX, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) mit 50 pg/ml Nalidixinséure (Fluka
Biochemica, Buchs, Schweiz) Ubertragen und ausgestrichen. Diese wurden aerob bei 37°C
fur 24 Stunden (h) im Brutschrank (Heraeus, Hanau) inkubiert.

Jeweils eine der sich auf den Platten gebildeten Kolonien wurden in drei sterile 10 mi-
Glasréhrchen mit Stulpdeckel, die mit finf ml LB-Bouillon (LB Bouillon LENNOX, Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe) und 5 Mikroliter (ul) Nalidixinsdure (50 mg/ml Nalidixinséure)
befullt worden waren (= 50 pg/ml Nalidixinsaure), tberimpft. Uber einen Zeitraum von ca. 16
h wurden die drei Ansatze bei 37°C in einem Horizontalschiittler (Certomat S, B.Braun,
Biotech International, Melsungen) mit einer Frequenz von 130 Umdrehungen pro Minute
inkubiert. AnschlieBend wurden in drei 1000 ml-Erlenmeyerkolben (Duran GL 32, Schott,
Mainz), die mit jeweils 247,5 ml LB-Medium befullt worden waren, jeweils 2,5 ml der
inkubierten Kulturen mit einer Eppendorf-Pipette (eppendorf Research, Hamburg) mit
aufgesetzter steriler Kunststoffpipettenspitze (bicappalLAB srl, Italien) Gberfuhrt. Nachfolgend
wurden die Kulturen in den Kolben im Horizontalschittler bei 37 °C weiterbebritet.

Da das Keimwachstum in der Bouillon mit der Trubung dieser korreliert, wurde die
Wachstumskontrolle mithilfe der Messung der optischen Dichte der Bouillon am
Spektralphotometer (Nano Drop 2000c Spectrophotometer, Peq Lab, Erlangen)
durchgefuhrt. Zuvor angefertigte Wachstumskurven zeigten, dass eine optische Dichte
(ODgo) von 0,5 einem Keimgehalt von 1 x10® Koloniebildenden Einheiten (KbE)/ml
entspricht. Sobald die Bouillons in den drei Kolben diese optische Dichte erreicht hatte,
wurde die Bouillon in sterile 50 ml-Kunststoffflacons (Techno Plastic Products AG,
Trasadingen) aufgeteilt und bei 3000 xg Uber 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert (Biofuge
Stratos, Heraeus, Hanau), so dass sich am Boden des Flacons ein Bakterienpellet bildete.
Der Uberstand im Flacon wurde verworfen, und dem verbleibenden Pellet wurden 5 ml
kuhlschrankkaltes Phosphat-gepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline-PBS)
(s. Anhang: Tab. 11) hinzugefiigt. Da dies einem Zehntel des urspriinglichen Volumens
entspricht, wurde der Keimgehalt auf die gewiinschten 1x10° KbE/ml eingestellt. Um das
Salmonellen-Pellet in der PBS-Lésung vollstandig zu suspendieren, wurde es ausreichend
lange mit einem Reagenzglasschiittler gemischt (Vortexer REAX 2000, Firma Heidolph,
Schwabach). Nachdem alle Pellets suspendiert waren, wurde der Inhalt der Flacons in einer
sterilen 500 ml-Glasflasche mit Schraubverschluss (Duran GL 45, Schott, Mainz) vereinigt.
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Die Uberpriifung des tatséchlichen Keimgehaltes erfolgte mit dem Oberflachenspatel-
Verfahren. Dazu wurde die hergestellte Infektionsbouillon mittels einer dekadischen
Verdinnungsreihe (in PBS) verdiinnt. Um die Verdiinnungsstufe 10™ zu erhalten, wurden
von dem Inokulum 100 pl entnommen und zu 900 pl Verdinnungslésung PBS in sterilen
2 ml-Eppendorf-GefaBen gegeben und mittels Reagenzglasschittler gemischt. Die
Herstellung weiterer Verdiinnungsstufen bis 10® erfolgte entsprechend. Von den
Verdiinnungsstufen 10 bis 10® wurden jeweils 100 pl auf jeweils zwei LB-Agar-Platten
(Doppelansatz) mit einem sterilen Kunststoffspatel (VWR International GmbH, Dresden)
ausplattiert. Diese sechs Platten wurden fur 24 h bei 37°C inkubiert und die Kolonien der
Platten der beiden héchsten Verdiinnungsstufen, auf welchen ein Wachstum stattgefunden
hatte, ausgezahlt. Mithilfe der unter ,Keimzahlbestimmung® (s. 3.2.4.2.1.2) angefiihrten
Formel wurde dann der tatsachliche Salmonellengehalt und damit die Infektionsdosis
berechnet (s. 4.1). Nachdem die 100 pl zur Bestimmung des Keimgehaltes aus der
Infektionsbouillon enthnommen worden waren, wurde die Glasflasche unverziglich in einer
mit zerkleinertem Eis gefillten Styroporbox gekihlt und zur Infektion in den Stall

transportiert.

3.2.2.2 Verabreichung und Dosierung
Von dem Inokulum, das auf eine Konzentration von 1 x10° KbE/ml eingestellt worden war,
wurde jedem Tier 1 ml (= 1 x10° KbE SE) verabreicht. Der Schnabel der Tiere wurde fixiert
und mittels einer geraden 12 Millimeter (mm) langen Knopfkaniile (Henry Schein®, Hamburg)
mit aufgesetzter 1 ml Einmalspritze (Henry Schein®, Hamburg) wurde das Inokulum direkt in
den Kropf instilliert. Um ein Regurgitieren zu vermeiden, wurde der Kopf fir einige Sekunden
nach der Instillation weiter fixiert gehalten.

3.2.3Klinische und pathologisch-anatomische Diagnostik
Wahrend des Versuches wurden die Tiere taglich auf das Allgemeinbefinden, klinisches
Gesamtbild und Durchfallsymptomatik untersucht. In den Sektionen wurden die Tiere auf

makroskopische pathologisch-anatomische Veranderungen tberprdift.
3.2.4Kulturelle Diagnostik

3.24.1 Kloakentupferproben

Die erste Kloakentupferentnahme fand einen Tag nach der Einstallung statt um die
Salmonellenfreiheit der Tiere vor Versuchsbeginn nachzuweisen. Um den Verlauf der
Ausscheidung des Infektionsstammes wéahrend des Versuches zu Uberprifen, wurden an
den Tagen eins, drei und funf p.inf. von jedem Tier eine Kloakentupferprobe entnommen.

Dazu wurden sterile, einzeln verpackte Abstrichbestecke mit Amies-Medium (Heinz Herenz,
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Hamburg) verwendet. Die sterilen Tupfer wurden in die Kloake eingefiihrt und dann in die
beschrifteten Transportréhrchen mit dem Amies-Medium gesteckt.

Die Tupfer wurden in das Labor des Institutes fur Tierhygiene und Offentliches
Veterinarwesen gebracht und dem angefuhrten Schema (s. Abb. 3) entsprechend

bakteriologisch untersucht.

1. Nicht selektive Anreicherung
Tupfer in 9 ml Peptonwasser
Inkubation: 18-24 h; 37 °C

v
2. Selektive Anreicherung

100 pl der Voranreicherung in 9,9 ml Rappaport Vassiliadis Medium
Inkubation: 24 h; 42 °C

v
3a. Ausstreichen 3b. Ausstreichen
Fraktioniertes Ausstreichen der Fraktioniertes Ausstreichen der
Anreicherung auf XLD-Agar Anreicherung auf BPLS-Agar
(mit 50 pg/ml Nalidixinsaure) (mit 50 pg/ml Nalidixinsaure)
Inkubation: 24 h, 37°C Inkubation: 24 h, 37°C

Abb. 3  Flussdiagramm zur bakteriologischen Untersuchung der Kloakentupfer.

In einem ersten Schritt wurden die Kloakentupfer in mit 9 ml Peptonwasser befillite 13 ml-
Kunststoffréhrchen (Kulturrohrchen mit Schnappkappe, Techno Plastic Products AG,
Trasadingen) Uberfuhrt und bei 37 °C 18-24 h inkubiert. In einem zweiten Schritt wurde diese
Voranreicherung zunadchst gemischt, 100 pl daraus entnommen und zur selektiven
Anreicherung in  ein  mit 99 ml Rappaport-Vassiliadis-Medium  befilltes
13 ml-Kunststoffrohrchen pipettiert und fir 24 h bei 42 °C inkubiert (Heraeus Instruments,
Hanau). In einem dritten Schritt wurde das inkubierte Rappaport-Vassiliadis-Medium
zunachst gemischt und anschliefend mithilfe einer sterilen glasernen Impfose fraktioniert auf
einem BPLS-Agarboden und einem XLD-Agarboden ausgestrichen. Fur den Nachweis der
Salmonellenfreiheit wurden Nahrbéden ohne Antibiotikum verwendet, fir den Nachweis des
Infektionsstammes wurden N&ahrbodden, die mit 50 pg/ml Nalidixinséure versetzt worden
waren, verwendet. Anschlieend wurden die Nahrboden bei 37 °C fir 24 h inkubiert. Auf die
Inkubation folgte die Untersuchung der Agarbdden auf Salmonellen-verdachtige Kolonien.
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Zur Absicherung der Salmonellenfreiheit wurden verdachtige Kolonien entsprechend dem
Prinzip der Objekttragerschnellagglutination (OSA) mit einem multivalenten Antiserum
(Enterocolon Anti-Salmonella Gr.A-E, SIFIN, Berlin) agglutiniert. Zur Absicherung des
Nachweises des SE-Infektionsstammes wurden die verdéachtigen Kolonien mit einem

omnivalenten Antiserum (Enterocolon Anti-Salmonella Gr.D, SIFIN, Berlin) agglutiniert.

3.24.2 Organproben

Fir die sterile Organentnahme wurde die Korperoberflache der Tiere mit Ethanol (70%ig,
BfB Bundesmonopolverwaltung fur Branntwein, Lutherstadt Wittenberg) desinfiziert und die
Bauchhoéhle erdffnet. Es folgte die Untersuchung des Korpersitus und der Organe auf
pathologische Veranderungen sowie die Dokumentation dariiber. AnschlieRend wurden die
beiden Caeca mit Inhalt und Organproben von Leber, Ovidukt und Ovar entnommen und in
beschriftete sterile Petrischalen (Techno Plastic Products AG, Trasadingen) Uberfuhrt. Diese
wurden unverziglich in einer Isolierbox auf zerkleinertem Eis gekuhlt und in das Labor des
Institutes transportiert.

Im Labor wurden aus den Caeca zunachst jeweils 1 g Caecuminhalt steril entnommen und in
sterile mit 9 ml Peptonwasser befiillte 13 ml-Kunststoffrohrchen Uberfiihrt (weitere
Aufarbeitung der Proben s. unten). Mithilfe einer elektronischen Prazisionswaage (Aesculab,
Tuttlingen) wurden jeweils 750 Milligramm (mg) der Leber-, Ovar- und Oviduktproben sowie
den Caeca, von welchen nach der Caecuminhaltentnahme Uberwiegend Anteile der
Caecumwand ubriggeblieben waren, abgewogen und in beschriftete Homogenisatorrohrchen
(2 ml Precyllis Keramik Kit 1,4 mm, PeqgLab, Erlangen) abgefillt. Jedes der befillten
Homogenisatorréhrchen wurde mit 750 pl sterilem PBS aufgefillt, das hei3t (d.h.) ein Organ-
PBS-Gemisch von 1:1 hergestellt. Dieses Gemisch wurde dann in einem Homogenisator
(Precyllis, PegLab, Erlangen) in drei aufeinanderfolgenden zehn Sekunden andauernden
Zyklen bei 6800 Umdrehungen pro Minute homogenisiert. Bei jedem Zyklus wurden die
Homogenisatorréhrchen intensiven dreidimensionalen Schittelbewegungen ausgesetzt. Die
dadurch hochbeschleunigten Aufschlusskiigelchen in den Schraubdeckelréhrchen fuhrten zu
einer Zermahlung des Organmaterials. Die Pausen zwischen den Zyklen betrugen 30

Sekunden.

3.2.4.2.1 Quantitative Untersuchung

3.2.4.2.1.1 Direktausstriche und Verdiinnungsreihe der Organhomogenate

Jeweils 100 pl der Organhomogenate von Leber, Ovar und Ovidukt wurden auf zuvor
beschriftete  XLD- und BPLS- Nahrbéden (jeweils mit 50 pg/ml Nalidixinsaure) mithilfe
steriler  Kunststoffspatel (VWR International GmbH, Dresden) ausplattiert. Die
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Direktausstriche der Caecumwandhomogenate wurden entsprechend angefertigt, allerdings
wurden ausschlieB3lich XLD-Nahrboéden mit 50 pg/ml Nalidixinséure verwendet.

Fir die dekadischen Verdinnungsreihen wurden 13-ml-Kunststoffrohrchen, die mit 4,5 ml
kuhlschrankkaltem PBS vorgelegt worden waren, mit 500 pl eines jeden Organhomogenates
beimpft, um die Verdiinnungsstufe 10" zu erhalten. Diese verdiinnten Gemische wurden
anschlieBend jeweils fir drei Sekunden mit einem Reagenzglasschuttler ausreichend
homogen gemischt und fir die Herstellung weiterer Verdinnungsstufen auf die gleiche
Weise verwendet. Die Caecumwandhomogenate wurden bis zur Verdiinnungsstufe 10 und
die Homogenate der inneren Organe Leber, Ovar und Ovidukt bis 10 verdiinnt. Das
Peptonwasser-Caecuminhalt-Gemisch, das der Verdiinnungsstufe 10" entsprach, wurde
homogen gemischt und wie das Caecumwandhomogenat bis zum Verdiinnungsgrad 10
weiterverdunnt.

Von jeder der Verdiinnungsstufen wurden 100 pl entnommen, auf einen XLD-Nahrboden (mit
50 pg/ml Nalidixinséaure) pipettiert und ausplattiert. Die Verdinnungsreihen von Leber, Ovar
und Ovidukt wurden zudem auf BPLS-N&hrbéden (mit 50 pg/ml Nalidixinséure) ausplattiert.
Die beschrifteten Agarplatten wurden in den Brutschrank verbracht und bei 37 °C Uber 24 h
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Platten auf verdachtige Kolonien untersucht und

mittels OSA mit omnivalenten Antiseren der Gruppe D bestatigt.

3.2.4.2.1.2 Keimzahlbestimmung

Nachdem die Salmonellen-verdéachtigen Kulturen auf den Platten identifiziert worden waren,
erfolgte die Zahlung der Kolonie bildenden Einheiten der verschiedenen Verdinnungsstufen.
AnschlieBend wurde mithilfe der angefiihrten Formel der mittlere Keimgehalt bestimmt. Da
die Organproben vor der Homogenisierung im Verhaltnis 1:1 mit PBS verdinnt worden war,
wurde das Ergebnis fur den mittleren Keimgehalt verdoppelt. Das Ergebnis dieser

Verdoppelung ergab den tatsachlichen Keimgehalt.
Formel zur Berechnung des gewichteten arithmetischen Mittelwertes:
Zc

c - xdx 1o
n;- 1+ n,- 001

Legende:

[ gewichteter arithmetischer Mittelwert der Koloniezahlen

>c: Summe der Kolonien aller Platten, die zur Berechnung herangezogen werden
ng: Anzahl der Platten der niedrigsten ausgewerteten Verdinnungsstufe

ny: Anzahl der Platten der nachst hheren Verdiinnungsstufe

d: Faktor der niedrigsten ausgewerteten Verdinnungsstufe

43



TIERE, MATERIAL UND METHODEN

3.2.4.2.2 Qualitative Untersuchung

Das in den Homogenisatorrohrchen verbleibende Organmaterial (Caecumwand, Leber,
Ovar, Ovidukt), das 1 g entsprach, wurde in beschriftete mit 9 ml Peptonwasser befiillte
sterile  13-ml-Kunststoffrohrchen  Gberfihrt  und fur 30 Sekunden mit dem
Reagenzglasschittler gemischt. Diese  Organ-Peptonwasser-Bouillons sowie die
Peptonwasser-Bouillon des Caecuminhaltes (s. 3.2.4.2) wurden in den Brutschrank
verbracht und bei 37 °C fur 18-24 h inkubiert. Die weitere Aufarbeitung der Proben erfolgte
entsprechend der Kloakentupfer (s. Abb. 3). Jeweils 100 pl der nicht-selektiven
Voranreicherung einer jeden Organprobe und des Caecuminhaltes wurden in 9,9 ml
Rappaport-Vassiliadis-Medium Uberfuhrt und bei 42 °C fur 24 h inkubiert. AnschlieRend
wurde das inkubierte Medium mit einer sterilen Kunststoffimpfose fraktioniert auf einem XLD-
und einem BPLS-Nahrboden mit jeweils 50 pg/ml Nalidixinséaure ausgestrichen. Nach der
Inkubation (37 °C, 24 h) wurden die Nahrbdden auf Salmonellen-verdachtige Kolonien
untersucht und diese mithilfe der OSA mit omnivalenten Antiseren der Gruppe D verifiziert.

3.2.5 Statistische Auswertung

Die bei der quantitativen Untersuchung ermittelten Werte fir den Salmonellengehalt in den
verschiedenen Organen wurden statistisch innerhalb einer Gruppe, d.h. zwischen den
verschiedenen Versuchszeitpunkten sowie den Sektionen 1 und 2 gegeneinander
ausgewertet. Zudem wurde ein Vergleich zwischen den Impfgruppen A und D bzw. C und E
durchgefuhrt. Dafiir wurden die Ergebnisse zun&chst auf Normalverteilung gepruft und die
nicht-normalverteilten Werte anschlieBend mithilfe des Mann-Whithney-Test auf signifikante
Unterschiede (p <0,05) Uberprift. Die grafische Darstellung der ermittelten Keimzahlen
erfolgte durch ,Boxplots* (Kastengrafik). Die Box entspricht dem Bereich, in dem 50% der
Werte liegen und ist entsprechend durch das obere und untere Quartil begrenzt. Der Median
ist durch einen horizontalen Strich in der Box gekennzeichnet, bzw. wenn der Median null
betragt, liegt er auf der x-Achse am unteren Ende der Box. Die Enden der vertikalen
Fortsatze der Box, die sogenannten Whiskers, stellen Maximal- bzw. Minimalwerte dar.
Liegen diese Werte auRerhalb des 1,5-fachen des Interquartilabstandes (Lange der Box),
werden sie als Dreiecke, sogenannte Ausreil3er, dargestellt. Signifikante Unterschiede
werden mit einem schwarzen Stern gekennzeichnet und die jeweiligen Bezugsgréfen
(Sektionen, Versuchszeitpunkte, Gruppen im Vergleich) mit Bugeln markiert.

Die statistische Auswertung der qualitativen Ergebnisse der Organ- und
Kloakentupferproben wurde unter der Verwendung des Chi-Quadrat-Testes durchgefiihrt
und auf signifikante Unterschiede (p<0,05) sowohl innerhalb, d.h. zwischen den
Versuchszeitpunkten und Sektionen, als auch zwischen den Gruppen A und D bzw. C und E,
Uberprift. Die grafische Darstellung der qualitativen Ergebnisse erfolgt als
Balkendiagramme, die den prozentualen Anteil Salmonellen-positiver Ergebnisse
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wiedergeben. Signifikante Unterschiede werden auch in diesen Abbildungen mit schwarzen
Sternen und Bugeln gekennzeichnet.

Die rechnerische Bearbeitung der Daten erfolgte unter Zuhilfenahme der Software PASW®
Statistics 18 fur Windows. Fur die grafische Bearbeitung der quantitativen bzw. qualitativen
Ergebnisse wurden PASW® Statistics 18 fiir Windows bzw. Microsoft Office Excel 2003
verwendet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Salmonellengehalt des Inokulums

Die Bestimmung des Salmonellengehaltes des Inokulums erbrachte in der 39. Lebenswoche
(LW) eine Keimzahl von 1,63 x10° Kolonie bildende Einheit (KbE)/g, in der 54. LW eine
Keimzahl von 1,90 x10° KbE/g und in der 69. LW eine Keimzahl von 1,29 x10° KbE/g
(s. Tabelle (Tab.) 9).

Tab.9 Tatsachlicher Keimgehalt des Inokulums. Die Ergebnisse der

Keimzahlbestimmung des Inokulums werden in KbE Salmonellen/Gramm (g) zu
den drei Versuchszeitpunkten (39., 54., und 69. LW) angegeben.

Versuchszeitpunkt Salmonellengehalt in KbE/g

39. LW 1,63 x10°
54. LW 1,90 x10°
69. LW 1,29 x10°

4.2 Nachweis der Salmonellenfreiheit

Die Kloakentupferentnahmen und deren qualitative Untersuchung ein Tag nach Einstallung
wurden zu jedem Versuchszeitpunkt (39., 54., 69. LW) durchgefiihrt, um sicherzustellen,
dass die Tiere frei von Salmonellen der Serogruppen A-E waren. Die Untersuchungen
ergaben fur alle Tiere ein negatives Ergebnis, womit die Salmonellenfreiheit bestatigt werden
konnte.

4.3 Ergebnisse der Gruppen im Versuchsverlauf
Im Folgenden werden die Untersuchungsergebnisse jeder einzelnen Impfgruppe dargestellt

(s. Tab. 2).

4.3.1Gruppe A

Gruppe A wurde dreimal mit der modifizierten Lebendvakzine (MLV) MLV 1 (S. Enteritidis-
Impfstamm: attenuiertes Sm/Rif12/Ssq.) geimpft.
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43.1.1 Klinische Beobachtungen

Die klinischen Beobachtungen erfolgten wahrend der drei Versuchsdurchlaufe taglich tber
einen Zeitraum von zehn Tagen bei den ersten sechs euthanasierten Tieren bzw. von 16
Tagen bei den verbleibenden sechs Tieren.

Die Tiere der Gruppe A zeigten zu keinem Versuchszeitpunkt klinische Symptome einer
Salmonellose oder einer anderen Krankheit.

Auffallig war, dass der Zustand der Tiere (Befiederung, Bemuskelung, Verhalten) in der 69.
LW im Vergleich zu den vorhergehenden Versuchszeitpunkten reduzierter erschien.
Wahrend der taglichen Beobachtungszeitraume wurde Tier 62 von den anderen Tieren
verfolgt und gepickt. Es hielt sich vermehrt im Legenest auf.

4.3.1.2 Ausscheidung des Infektionsstammes

Die Kloakentupferproben wurden qualitativ auf das Vorhandensein von Salmonellen
untersucht. Zu jedem Versuchszeitpunkt (39., 54., 69. LW) fanden drei Probenentnahmen
statt (ein, drei und finf Tage post infectionem (p.inf.)). An Tag 1 p.inf. standen alle zwolf
Tiere der Beprobung zur Verfugung, an den Tagen 3 und 5 p.inf., das heif3t (d.h.) nach der
Sektion 1 (zwei Tage p.inf.), war die Halfte der Tiere bereits euthanasiert und konnte daher
nicht mehr beprobt werden.

Die Ausscheidung des Infektionsstammes nahm mit dem Alter der Legehennen zu. In der 39.
LW konnten keine Salmonellen in den Kloakentupfern nachgewiesen werden. In der 54. LW
waren an Tag drei p.inf. 50% der Tiere Salmonellen-positiv. In der 69. LW wurden zu jedem
Entnahmezeitpunkt Salmonellen nachgewiesen. Der prozentuale Anteil positiver
Tupferproben lag bei 25%, 33,33% und 16,67% (s. Anhang: Tab. 45-47).

43.1.3 Pathologisch-anatomische Beobachtungen
Bei den Tieren der Versuchszeitpunkte 39. und 69. LW fielen in den Sektionen 1 und 2 keine
Veranderungen der Organe auf. Tier 90 des zweiten Versuchsdurchlaufes (Sektion 1,
54. LW) hatte ggr. (geringgradige) Verwachsungen und fibrinése Auflagerungen am

Darmkonvolut.

43.1.4 Caecumwand und Caecuminhalt

4.3.1.4.1 Qualitative Auswertung

Zur qualitativen Untersuchung der Caeca auf SE wurden die Caecuminhalt- und
Caecumwandproben zuné&chst in einem unselektiven und anschlieRend in einem selektiven
Anreicherungsmedium inkubiert. Die Ergebnisse beziehen sich auf Sektion 1 (zwei Tage
p.inf.) und Sektion 2 (sieben Tage p.inf.) der drei verschiedenen Versuchszeitpunkte (39., 54.
und 69. LW).
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Der Nachweis von S. Enteritidis (SE) in der Caecumwand und im Caecuminhalt der Gruppe
A nahm mit dem Alter der Legehennen zu (s. Abbildung (Abb.) 4). Zu jedem
Versuchszeitpunkt konnte eine Abnahme des Salmonellennachweises von Sektion 1 zu
Sektion 2 verzeichnet werden. Sieben Tage p.inf. (Sektionen 2) waren nur zu den
Versuchszeitpunkten 54. und 69. LW in den Caecumwéanden von jeweils 16,67% der Tiere
Salmonellen nachzuweisen (s. Anhang: Tabelle (Tab.) 16, 18, 20). Generell waren in der

Caecumwand haufiger Salmonellen nachzuweisen als im Caecuminhalt.

Gruppe A, Caecumwand und Caecuminhalt, Sektion 1

100
G0
a0

70
B0
50
40
30
20

m Caecurmwand
@ Caecuminhalt

prozentualer Anteil positiver Ergebnisse

390w 4.1 B9 L

Versuchszeitpunkte

Abb. 4  Balkendiagramm zur Darstellung qualitativ SE-positiver Caeca. Salmonellen-
positive Befunde (in %) in Caecumwand (schwarz) und Caecuminhalt (grau) in der
Sektion 1 (2 Tage p.inf.) der Gruppe A zu den Versuchszeitpunkten 39., 54. und
69. LW.

4.3.1.4.2 Quantitative Auswertung

Um nicht nur eine qualitative Aussage Uber das Vorhandensein von Salmonellen treffen zu
kénnen, wurden die Organproben mittels Direktausstrichen der Verdinnunsgreihen auch
quantitativ auf Salmonellen untersucht. Teilweise konnten die Salmonellen erst nach der
Anreicherung nachgewiesen werden, eine Quantifizierung war daher nicht bei jeder qualitativ
positiven Organprobe maoglich.

Wie fir die qualitative Auswertung wurden die Ergebnisse fur die Sektionen 1 und 2 der
verschiedenen Versuchszeitpunkte aufgezeigt und der Median bestimmt.

Bis auf die Caeca von vier Tieren der Sektion 1, 69. LW war ein quantitativer Nachweis der
Salmonellen nicht méglich. In der genannten Sektion war der Keimgehalt im Caecuminhalt
(Median= 9,0 x10* KbE/g) héher als der Keimgehalt in der Caecumwand (Median= 1,36 x10*
KbE/g) (s. Anhang: Tab. 15-20).
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4.3.1.5 Leber

4.3.1.5.1 Qualitative Auswertung

Der qualitative Salmonellennachweis nahm in Gruppe A mit dem Alter der Legehennen in
den Leberproben zu. In der Sektion 2 der 69. LW konnte bei einem Maximum von 83,33%
der Tiere SE in der Leber nachgewiesen werden. Zu Jedem Versuchszeitpunkt waren in der
Sektion 2 sieben Tage p.inf. haufiger Salmonellen nachzuweisen als in der Sektion 1 zwei
Tage p.inf. (s. Abb. 5).

Gruppe A, Leber, Sektion 1 und 2
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Abb.5 Balkendiagramm zur Darstellung qualitativ SE-positiver Leberproben.
Salmonellen-positive Befunde (in %) in den Leberproben der Sektionen 1
(schwarz) und 2 (grau) (2 und 7 Tage p.inf) der Gruppe A zu den
Versuchszeitpunkten 39., 54. und 69. LW.

4.3.1.5.2 Quantitative Auswertung

In der 39. LW konnten in den Leberproben keine Salmonellen quantitativ nachgewiesen
werden und damit weniger als zu den anderen Versuchszeitpunkten.

In den Sektionen 1 (zwei Tage p.inf.) war ein quantitativer SE-Nachweis ausschlie3lich bei
einem Tier in der 69. LW mdglich. In den Sektionen 2 (sieben Tage p.inf.) konnten in der 54.
und 69. LW derselbe Median von 1,36 x10* KbE/g bestimmt werden, allerdings war der
maximal erreichte Keimgehalt in der 54. LW geringfiigig hdher als in der 69. LW (s. Abb. 6).
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Gruppe A, Leber, Sektion 1 und 2

1 E4 M sektion 1(2dp.i)
ClSektion 2 (7 d.pi)
o
]
<
= 1E37
=
©
=
1]
g
5 15
@
5 A
E
= _
& 1E
1,E0
0,EQ T T T
39 LW 54. LW 69 LW
Versuchszeitpunkte

Abb. 6 Boxplots zur log-Darstellung des Salmonellengehaltes der Leberproben.
Salmonellengehalt in KbE/g in den Leberproben zu den Versuchszeitpunkten 39.,
54., 69. LW in den Sektionen 1 (schwarz) und 2 (grau) (2 und 7 Tage p.inf.) der
Gruppe A. Der Median lag in den Sektionen 2 der 54. und 69. LW bei 1,36 x10*
KbE/g, in den anderen Sektionen bei 0 KbE/g.

4316 Reproduktionsorgane

4.3.1.6.1 Qualitative Auswertung

In den Legedarmen wurden zu keinem Zeitpunkt des Versuchs Salmonellen nachgewiesen.
In der 69. LW, Sektion 2, waren 33,33% der Ovarien SE-positiv. Zu den anderen
Entnahmezeitpunkten konnten keine Salmonellen in den Ovarien nachgewiesen werden
(s. Anhang: Tab. 15-20).

4.3.1.6.2 Quantitative Auswertung

Ein gquantitativer SE-Nachweis war ausschlief3lich in dem Ovar eines Tieres (Tier 96) in der
Sektion 2 der 69. LW méglich. Der Keimgehalt lag bei 9,1 x10* KbE/g (s. Anhang: Tab.20).

4.3.2Gruppe B

Gruppe B wurde dreimal mit MLV 2 (SE-Impfstamm: St 441/014, doppelt attenuiert
(ade-/his-)) gegen SE und S. Typhimurium (STM) geimpft und anschlieBend einmal mit der
Inaktivatvakzine (KV) KV 1 (SE-Impfstamm: St PT4) gegen SE.

4.3.2.1 Klinische Beobachtungen

Bei den Tieren des ersten Versuchsdurchlaufes war keine Kklinische Symptomatik zu

beobachten. In der 54. LW hatten die Tiere der Gruppe B nach der Infektion Uber einen
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Zeitraum von zwei Tagen ggr. Durchfall. Bei der Einstallung zum Versuchsdurchlauf in der
69. LW wurde bei den Tieren 102, 72 und 68 eine mittelgradige (mgr.) Aszites diagnostiziert.
Der Unterleib war umfangsvermehrt und bei Palpation war eine fluktuierende Flissigkeit zu
ertasten. Am sechsten Tag nach der Einstallung, einen Tag vor der Infektion, wurde Tier 72

tot aufgefunden. Die Todesursache konnte nicht geklart werden.

43.2.2 Ausscheidung des Infektionsstammes

Ein Maximum der Ausscheidung des Infektionsstammes konnte in der 54. LW verzeichnet
werden. In der 39. und 69. LW konnte ausschlieRlich am ersten Tag nach der Infektion in
8,33% bzw. 16,67% der untersuchten Kloakentupfer SE nachgewiesen werden. In der 54.
LW waren zu den Beprobungszeitpunkten 1, 3 und 5 p.inf. 33,33%, 100% und 33,33% der
Kloakentupfer SE-positiv (s. Anhang: Tab. 48-50).

4.3.2.3 Pathologisch-anatomische Beobachtungen

Die pathologischen Veranderungen der Tiere der Gruppe B waren Uberwiegend mit dem
Reproduktionstrakt assoziiert. Drei Tiere hatten circa (ca.) 10-15 Zentimeter (cm) grof3e mit
serdser triber Flussigkeit gefillte Blasen in der Bauchhohle, die mit dem Ovidukt verbunden
waren (54. LW: Tier 113 und 81 69. LW: Tier 99). Zum Teil hatten die Hennen freies Eigelb
oder serdse Flussigkeit in der Bauchhohle. Tier 81 der 69. LW wies ein ca. walnussgrol3es
Gebilde aus undefinierbarem weif3-gelbem komprimiertem Material auf. Tier 101 der 69. LW
fiel durch Kachexie, einen inaktiven Eierstock und einen insgesamt zurtickgebildeten
Reproduktionstrakt auf.

Am Darmkonvolut waren zum Teil ggr. fibrindse Auflagerungen zu beobachten.

4.3.2.4 Caecumwand und Caecuminhalt

4.3.2.4.1 Qualitative Auswertung

Der prozentuale Anteil positiver Ergebnisse in Caecumwand und -inhalt war in der 54. LW
(Sektionen 1 und 2) deutlich hoher als zu den anderen Versuchszeitpunkten. Fir den
Caecuminhalt der Sektion 2 war dieser Unterschied signifikant (s. Abb. 7 B.).

Der Salmonellennachweis nahm von den Sektionen 1 zu den Sektionen 2 Uberwiegend ab.
Besonders deutlich war diese Abnahme zum Versuchszeitpunkt 69. LW. Von der Sektion 1
(zwei Tage p.inf.) zur Sektion 2 (sieben Tage p.inf.) nahm der SE-Nachweis in Caecumwand
und —inhalt von 40% auf 0% ab (s. Abb. 7).
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A. Gruppe B, Caecumwand und Caecuminhalt, Sektion 1 B. Gruppe B, Caecumwand und Caecuminhalt, Sektion 2
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Abb. 7  Balkendiagramm zur Darstellung qualitativ SE-positiver Caeca. Salmonellen-

positive Befunde (in %) in Caecumwand (schwarz) und Caecuminhalt (grau) der
Gruppe B zu den Versuchszeitpunkten 39., 54. und 69. LW. A. Sektion 1 (2 Tage
p.inf.). B. Sektion 2 (7 Tage p.inf.): In den Caecuminhalten der 54. LW waren
signifikant haufiger Salmonellen nachzuweisen als in der 39. und 69. LW (*p<0,05,
Chi-Quadrat-Test).

4.3.2.4.2 Quantitative Auswertung

Abb. 8
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Boxplots zur log-Darstellung des Salmonellengehaltes der Caeca.
Salmonellengehalt in KbE/g in Caecumwand (schwarz) und Caecuminhalt (grau)
der Gruppe B in der Sektion 1 (2 Tage p.inf.) zu den Versuchszeitpunkten 39., 54.,
69. LW. Der Salmonellengehalt in den Caecumwéanden und Caecuminhalten nahm
von der 39. LW (Median= 0 KbE/g und 0 KbE/g) auf die 54. LW (Median= 1,8 x10°
KbE/g und 8,55 x10? KbE/g) signifikant zu (*p<0,05, Mann-Whitney-Test).

In Caecumwand und -inhalt der Sektionen 1 konnten in der 54. LW mehr Salmonellen

nachgewiesen werden als in der 69. LW und signifikant mehr als in der 39. LW (s. Abb. 8).
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Von den Sektionen 1 zu den Sektionen 2 nahm der SE-Nachweis zu jedem
Versuchszeitpunkt ab. So war ein quantitativer SE-Nachweis in den Caeca der Sektionen 2
ausschlieBlich in der 54. LW moglich.

In der Sektion 1 (zwei Tage p.inf) konnten zu jedem Versuchszeitpunkt im Caecuminhalt
mehr Salmonellen nachgewiesen werden als in der Caecumwand. In der Sektion 2 (54. LW)
konnten jedoch in der Caecumwand (Median= 7,25 x10' KbE/g) mehr Salmonellen als im
Caecuminhalt (Median= 0 KbE/g) nachgewiesen werden (s. Anhang: Tab. 24).

Zu beachten ist, dass sich die Ergebnisse der Sektion 1, 69. LW auf finf anstatt sechs Tiere

beziehen.

4.3.2.5 Leber

4.3.2.5.1 Qualitative Auswertung

In der 54. LW konnten in der Sektion 1 und Sektion 2 bei jeweils 50% der Tiere Salmonellen
in der Leber nachgewiesen werden und damit insgesamt mehr als zu den anderen
Versuchszeitpunkten. In der 39. LW wurden in der Sektion 1 keine Salmonellen
nachgewiesen und in der Sektion 2 bei 50% der Tiere. In der 69. LW konnten in der Sektion
1 bei 40% der Tiere SE nachgewiesen werden, in der Sektion 2 war die Untersuchung der

Leberproben vollstédndig SE-negativ (s. Abb. 9).

Gruppe B, Leber, Sektion 1 und 2
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Abb.9 Balkendiagramm zur Darstellung qualitativ SE-positiver Leberproben.
Salmonellen-positive Befunde (in %) in den Leberproben der Sektionen 1
(schwarz) und 2 (grau) (2 und 7 Tage p.inf) der Gruppe B zu den
Versuchszeitpunkten 39., 54. und 69. LW.
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4.3.2.5.2 Quantitative Auswertung

Die quantitative Untersuchung der Leberproben der Gruppe B ergab wie fir die Caeca einen
maximalen Salmonellennachweis in der 54. LW. In der Sektion 1 konnte bei drei Tieren ein
Salmonellengehalt (Median= 4,5 KbE/g) und in der Sektion 2 bei einem Tier ein Gehalt von
1,8 x10* KbE/g bestimmt werden. In der 39. LW konnten in keiner Sektion Salmonellen
quantitativ nachgewiesen werden. In der 69. LW konnte ausschlie3lich bei einem Tier in der
Sektion 1 ein Salmonellengehalt von 9,0 x10° KbE/g erfasst werden (s. Anhang: Tab. 23 und
24).

Zu beachten ist, dass sich die Ergebnisse der Sektion 1, 69. LW auf finf anstatt sechs Tiere
beziehen.

4.3.2.6 Reproduktionsorgane

4.3.2.6.1 Qualitative Auswertung

Im Ovidukt von 16,67% der Tiere der Sektion 2, 69. LW, und im Ovar von 16,67% der Tiere
der Sektion 2, 39. LW, wurden Salmonellen qualitativ nachgewiesen (s. Anhang: Tab. 21-
26).

4.3.2.6.2 Quantitative Auswertung

In den Eierstdcken war zu keinem Zeitpunkt SE in den Direktausstrichen nachzuweisen. In
dem Legedarm eines Tieres (Tier 101, 69. LW, Sektion 2), das bereits in der pathologisch-
anatomischen Untersuchung auffiel, wurde ein Salmonellengehalt von 4,64 x10? KbE/g
bestimmt (s. Anhang: Tab. 21-26).

4.3.3Gruppe C

Gruppe C wurde dreimal mit MLV 1 (SE-Impfstamm: attenuiertes Sm/Rif12/Ssq.) gegen SE
und zweimal mit MLV 3 (STM-Impfstamm: St Nal2/Rif9/RH) gegen STM geimpft.

4331 Klinische Beobachtungen

Wahrend der drei Versuchszeitraume waren zu keinem Zeitpunkt klinische Symptome einer
Salmonellose oder einer anderen Krankheit aufgetreten. Die Tiere der 54. LW zeigten ein
ausgepragtes Hackverhalten. Tier 78 hatte einen kahlen Kopf mit Schwellungen und zum
Teil blutverkrusteten Wunden, Tier 77 wies einen kahlen Hals mit Hackspuren auf. Wahrend
der téglichen Beobachtungszeitraume wurden diese Tiere von den anderen gejagt und
gepickt. Sie hielten sich vermehrt im Legenest auf.
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4.3.3.2 Ausscheidung des Infektionsstammes

Der Anteil ausscheidender Tiere war zum Versuchszeitpunkt 54. LW am gréten. Einen Tag
nach der Infektion waren 33,33% der Kloakentupfer Salmonellen-positiv, zwei Tage spéter
stieg der prozentuale Anteil auf 83,33% und sank dann auf 0% fiinf Tage p.inf.. In der 39. LW
konnten ausschlie3lich zum Beprobungszeitpunkt einen Tag nach der Infektion bei 16,67%
der Tiere Salmonellen in der Kloake nachgewiesen werden. In der 69. LW waren zu keinem
Zeitpunkt Salmonellen in den Kloakentupfern nachzuweisen (s. Anhang: Tab. 51-53).

4333 Pathologisch-anatomische Beobachtungen

Wie in Gruppe B lagen auch in Gruppe C inshesondere pathologische Veranderungen des
Reproduktionstraktes vor. Tier 77 (39. LW) hatte freien Eiinhalt in der Bauchhdéhle. Tier 74
(69. LW) war mgr. kachektisch und hatte einen zurlickgebildeten, kaum auffindbaren
Reproduktionstrakt. Tier 105 (69. LW) war hochgradig kachektisch, der Legedarm enthielt
mehrere Eier in Anbildung und war mit massiven Verklebungen versehen, was auf eine
Legenot schlieRen lasst. Der Eierstock war zurtickgebildet.

Die klinisch auffalligen Tiere 77 und 78 (54. LW) waren kachektisch. Beim Anschnitt der
Schwellungen am Kopf von Tier 78 zeigte sich eine wei-gelbliche Masse von pastoser

Konsistenz.

4.3.3.4 Caecumwand und Caecuminhalt

4.3.3.4.1 Qualitative Auswertung

A. GruppeC, C: und C: i Sektion 1 B. Gruppe C, und C: i Sektion 2
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Abb. 10 Balkendiagramm zur Darstellung qualitativ SE-positiver Caeca. Salmonellen-
positive Befunde (in %) in Caecumwand (schwarz) und Caecuminhalt (grau) der
Gruppe C zu den Versuchszeitpunkten 39., 54. und 69. LW. A. Sektion 1 (2 Tage
p.inf.). B. Sektion 2 (7 Tage p.inf.)
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In der 69. LW (Sektion 1 und 2) konnten in Caecumwand und —inhalt weniger Salmonellen
nachgewiesen werden als zu den vorhergehenden Versuchszeitpunkten.

Zwischen der 39. und 54. LW unterschied sich der Salmonellennachweis nicht wesentlich,
wenn man die Ergebnisse von Sektion 1 und 2 sowie Caecumwand und —inhalt insgesamt
betrachtet.

Zu jedem Versuchszeitpunkt nahm der SE-Nachweis in Caecumwand und -inhalt von der
Sektion 1 zur Sektion 2 ab (s. Abb. 10 A. und B.).

4.3.3.4.2 Quantitative Auswertung

Gruppe C, Caecumwand und Caecuminhalt, Sektion 1
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Abb. 11 Boxplots zur log-Darstellung des Salmonellengehaltes der Caeca.
Salmonellengehalt in KbE/g in Caecumwand (schwarz) und Caecuminhalt (grau)
der Gruppe C in der Sektion 1 (2 Tage p.inf.) zu den Versuchszeitpunkten 39., 54.,
69. LW. Der Median lag fur die Caecumwand in der 54. LW bei 9,0 KbE/g und fur
Caecuminhalt bei 2,72 x10? KbE/g. Zu den anderen Versuchszeitpunkten lag der
Median bei 0 KbE/g.

Die quantitative Untersuchung der Caeca der Sektionen 1 ergab in der 54. LW die héchsten
Keimgehalte. Zu den Versuchszeitpunkten 39. und 69. LW konnten jeweils nur bei einem
bzw. zwei Tieren Salmonellen in Caecumwand bzw. -inhalt quantitativ bestimmt werden
(s. Abb. 11). Damit korrelieren die Ergebnisse nicht mit den Ergebnissen der qualitativen
Untersuchung.

Von Sektion 1 zu Sektion 2 nahm der Salmonellennachweis zu allen Versuchszeitpunkten
ab. Nur vereinzelt konnten sieben Tage p.inf. in Caecumwand oder Caecuminhalt der Tiere
SE nachgewiesen werden (s. Anhang: Tab. 28, 30, 32).
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4.3.3.5 Leber

4.3.3.5.1 Qualitative Auswertung

Die Ergebnisse der Sektionen 1 beschreiben einen maximalen SE-Nachweis in der 39. LW
und dann mit dem Alter der Legehennen eine Abnahme des Salmonellen-Nachweises.

Im Gegensatz dazu konnten in der Sektion 2 der 39. LW weniger Salmonellen als zu den
anderen Versuchszeitpunkten nachgewiesen werden. In der Sektion 2 der 54. LW konnten
mehr Salmonellen nachgewiesen werden als in der Sektion 2 der 69. LW und signifikant
mehr als in der Sektion 2 der 39. LW (s. Abb. 12).
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Abb. 12 Balkendiagramm zur Darstellung qualitativ SE-positiver Leberproben.
Salmonellen-positive Befunde (in %) in den Leberproben der Sektionen 1
(schwarz) und 2 (grau) (2 und 7 Tage p.inf) der Gruppe C zu den
Versuchszeitpunkten 39., 54. und 69. LW. In den Leberproben der Sektion 2 der
54. LW waren signifikant h&ufiger Salmonellen nachzuweisen als in den
Leberproben der Sektion 2 der 39. LW (*p<0,05, Chi-Quadrat-Test).

4.3.3.5.2 Quantitative Auswertung

In den Leberproben waren zum Versuchszeitpunkt 54. LW (Sektion 1 und 2) die hdchsten
Salmonellengehalte nachzuweisen. In der Sektion 2 der 54. LW (Median= 1,5 x10® KbE/g)
war der Keimgehalt signifikant hoher als in der Sektion 2 der 39. LW. In der 39. LW waren
weder in Sektion 1 noch 2 Salmonellen quantitativ nachzuweisen. In der 69. LW konnten
ausschlieBlich in der Sektion 2 bei zwei Tieren Salmonellen quantitativ nachgewiesen
werden (Median= 0 KbE/g) (s. Abb. 1).
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Abb. 1 Boxplots zur log-Darstellung des Salmonellengehaltes der Leberproben.

Salmonellengehalt in KbE/g in den Leberproben zu den Versuchszeitpunkten 39., 54., 69.
LW in den Sektionen 1 (schwarz) und 2 (grau) (2 und 7 Tage p.inf.) der Gruppe C. Der
Median lag in der Sektion 2 der 54. LW bei 1,5 x10? KbE/g, in den anderen Sektionen bei 0
KbE/g. In der Sektion 2 der 54. LW war ein signifikant héherer Salmonellengehalt
nachzuweisen als in der Sektion 2 der 39. LW (*p<0,05, Mann-Whithney-Test).

4.3.3.6 Reproduktionsorgane

4.3.3.6.1 Qualitative Auswertung
In der 54. LW waren in der Sektion 1 und 2 jeweils 16,67% der Tiere im Ovar Salmonellen-

positiv. In den Ovidukten konnten keine Salmonellen nachgewiesen werden (s. Anhang:
Tab.27-32).

4.3.3.6.2 Quantitative Auswertung

In den Ovidukten wurde zu keinem der drei Versuchszeitpunkte SE auf den
Direktausstrichen nachgewiesen. In den Ovarien konnten ausschlieflich zum
Versuchszeitpunkt 54. LW in den Sektionen 1 und 2 bei jeweils einem Tier Salmonellen
quantitativ nachgewiesen werden (Tier 77= 1,8 x10* KbE/g, Tier 104= 2,72 x10° KbE/g)
(s. Anhang: Tab. 29 und 30).

4.3.4Gruppe D

Gruppe D wurde dreimal mit MLV 1 gegen SE (SE-Impfstamm: attenuiertes Sm/Rif12/Ssq.)
und anschlieBend einmalig mit KV 2 (SE-Impfstamm: St PT4, STM-Impfstamm: St DT 104)
gegen SE und STM geimpft.
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43.4.1 Klinische Beobachtungen

Die Tiere der Gruppe D waren wahrend der drei Versuchsdurchlaufe klinisch unauffallig.

4.3.4.2 Ausscheidung des Infektionsstammes

Die Untersuchung der Kloakentupfer der 54. LW ergab den gréf3ten prozentualen Anteil SE-
ausscheidender Tiere. In der 39. LW waren zu den Beprobungszeitpunkten ein und drei
Tage nach der Infektion 33,33% der Kloakentupfer Salmonellen-positiv, finf Tage nach der
Infektion waren keine Salmonellen mehr nachzuweisen. In der 54. LW stieg der prozentuale
Anteil positiver Ergebnisse vom ersten Tag p.inf. mit 16,67% auf 66,67% am dritten und
funften Tag p.inf.. In der 69. LW nahm der Salmonellennachweis von 33,33% am ersten Tag
p.inf. bis auf 16,67% am dritten und finften Tag p.inf. ab. Die Einzeltiere schieden SE
diskontinuierlich aus. Einige Tiere schieden am ersten und fiinften Tag p.inf. Salmonellen

aus, die Kloakentupfer drei Tage p.inf. waren jedoch negativ (s. Anhang: Tab. 54-56).

4343 Pathologisch-anatomische Beobachtungen

Bei den pathologisch-anatomischen Untersuchungen zum Versuchszeitpunkt 69. LW fiel Tier
84 durch freie Flussigkeit in der Bauchhohle und ein zurlickgebildetes Ovar auf. Tier 110

wies ein sehr kleines, kaum auffindbares Ovidukt und ein zuriickgebildetes Ovar auf.

4.3.4.4 Caecumwand und Caecuminhalt

4.3.4.4.1 Qualitative Auswertung
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Abb. 2  Balkendiagramm zur Darstellung qualitativ SE-positiver Caeca. Salmonellen-
positive Befunde (in %) in Caecumwand (schwarz) und Caecuminhalt (grau) der
Gruppe D zu den Versuchszeitpunkten 39., 54. und 69. LW. A. Sektion 1 (2 Tage
p.inf.): In den Caecumwaénden der 54. LW waren signifikant haufiger Salmonellen
nachzuweisen als in den Caecumwéanden der 69. LW (*p<0,05, Chi-Quadrat-Test).
B. Sektion 2 (7 Tage p.inf.)
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Am haufigsten konnte SE in Caecumwand und —inhalt in der Sektion 1 der 54. LW
nachgewiesen werden. In der Caecumwand (Sektion 1) war der Nachweis zu diesem
Versuchszeitpunkt signifikant héher als in der Sektion 1 der 69. LW (s. Abb. 2 A.).

In der 39. und 69. LW nahm der SE-Nachweis in Caecumwand und —inhalt von der Sektion 1
zur Sektion 2 um jeweils 33,33% zu. In der 54. LW jedoch nahm der SE-Nachweis von der
Sektion 1 zur Sektion 2 in der Caecumwand um 16,66% und im Caecuminhalt um 50% ab,
so dass sich die Ergebnisse der Sektionen 2 zwischen den Versuchszeitpunkten anglichen
(s. Abb. 2 B.).

4.3.4.4.2 Quantitative Auswertung
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Abb.3 Boxplots zur log-Darstellung des Salmonellengehaltes der Caeca.
Salmonellengehalt in KbE/g in Caecumwand (schwarz) und Caecuminhalt (grau)
der Gruppe D zu den Versuchszeitpunkten 39., 54., 69. LW.
A. Sektion 1 (2 Tage p.inf.): Der Median lag fir Caecumwand in der Sektion 1,
54. LW bei 1,9 x10" KbE/g und fiir Caecuminhalt bei 2,25 x10? KbE/g. Zu den
anderen Versuchszeitpunkten lag der Median der Sektion 1 bei 0 KbE/g. B.
Sektion 2 (7 Tage p.inf.): Die Mediane zu den verschiedenen
Versuchszeitpunkten lagen auBer in der 54. LW fur Caecumwand (Median=
9,9 x10" KbE/g) und in der 69. LW fiir Caecuminhalt (Median= 9,1 x10* KbE/g) bei
0 KbE/g.

Von den Sektionen 1 konnten zum Versuchszeitpunkt 54. LW die hdochsten
Salmonellengehalte nachgewiesen werden (Mediane: Caecumwand= 1,9 x10' KbE/g und
Caecuminhalt= 2,25 x10' KbE/g). In den Sektionen 1 der 39. und 69. LW konnte bei jeweils
nur einem Tier ein Keimgehalt im Caecuminhalt ermittelt werden (Mediane: Caecumwand
und Caecuminhalt= 0 KbE/g).

Von Sektion 1 zu Sektion 2 nahm der Salmonellengehalt zu den Versuchszeitpunkten 39.
und 69. LW in Caecumwand und —inhalt zu. In der 54. LW nahm der Salmonellengehalt im
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Caecuminhalt jedoch deutlich ab (Median= 0 KbE/g). Entsprechend glichen sich die
Ergebnisse der Salmonellengehalte in den Caeca zwischen den drei Versuchszeitpunkten
zur Sektion sieben Tage p.inf. an. Die Ergebnisse sind in Abb. 3 grafisch dargestellt.

4.3.4.5 Leber

4.3.4.5.1 Qualitative Auswertung

Die qualitativen Untersuchungen der Leberproben ergaben zu den drei Versuchszeitpunkten
(Sektion 1 und 2) fast identische Ergebnisse. Zu jedem Versuchszeitpunkt konnten in der
Sektion 1 bei 16,67% der Tiere SE nachgewiesen werden. In der 39. und 54. LW nahm der
SE-Nachweis zur Sektion 2 auf 66,67% zu. In der 69. LW war eine Zunahme von Sektion 1

zu Sektion 2 auf 50% positive Lebern sieben Tage p.inf. zu verzeichnen (s. Abb. 4).
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Abb. 4  Balkendiagramm zur Darstellung qualitativ SE-positiver Leberproben.
Salmonellen-positive Befunde (in %) in den Leberproben der Sektionen 1
(schwarz) und 2 (grau) (2 und 7 Tage p.inf) der Gruppe D zu den
Versuchszeitpunkten 39., 54. und 69. LW.

4.3.4.5.2 Quantitative Auswertung

Die quantitative Untersuchung der Leberproben ergab einen maximalen SE-Nachweis in der
Sektion 2 der 39. LW (Median= 8,2x10" KbE/g). In der 54. und 69. LW waren die ermittelten
Salmonellenzahlen der Sektionen 2 (Median= 0 KbE/g) etwa identisch.

In den Sektionen 1 konnte nur zum Versuchszeitpunkt 54. LW bei einem Tier SE quantitativ

nachgewiesen werden (s. Abb. 5).
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Gruppe D, Leber, Sektion 1 und 2
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Abb.5 Boxplots zur log-Darstellung des Salmonellengehaltes der Leberproben.
Salmonellengehalt in KbE/g in den Leberproben zu den Versuchszeitpunkten 39.,
54., 69. LW in den Sektionen 1 (schwarz) und 2 (grau) (2 und 7 Tage p.inf.) der
Gruppe D. Der Median lag in der Sektion 2 der 39. LW bei 8,2 x10* KbE/g, in den
anderen Sektionen bei 0 KbE/g.

4.3.4.6 Reproduktionsorgane

4.3.4.6.1 Qualitative Auswertung

In den Sektionen 1 und 2 der 54. und 69. LW konnte bei jeweils 16,67% der Tiere SE im
Eierstock nachgewiesen werden. Die Ovidukte aller Tiere und die Ovarien zum
Versuchszeitpunkt 39. LW waren SE-negativ (s. Anhang: Tab. 33-38).

4.3.4.6.2 Quantitative Auswertung

Ein quantitativer Salmonellennachweis war nur fur das Ovar eines Tieres in der Sektion 2 der
54. LW mdglich (Tier 100= 9,0 KbE/g). Die Direktausstriche der restlichen Ovarien und
Ovidukte waren SE-negativ (s. Anhang: Tab. 33-38).

4.3.5Gruppe E

Gruppe E wurde dreimal mit MLV 1 (SE-Impfstamm: attenuiertes Sm/Rif12/Ssq.) gegen SE,
zweimal mit MLV 3 (STM-Impfstamm: St Nal2/Rif9/RH) gegen STM und anschlieRend
einmalig mit KV 2 (SE-Impfstamm: St PT4, STM-Impfstamm: St DT 104) gegen SE und STM
geimpft.
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4.35.1 Klinische Beobachtungen

Zu den Versuchszeitpunkten 39. und 54. LW konnten bei den Tieren keine klinischen
Auffalligkeiten festgestellt werden. Im letzten Versuchsdurchgang hatten die Tiere 88, 90 und
87 blutige Wunden an den Kloaken. Tier 120 wurde am vierten Tag nach der Infektion tot

aufgefunden, die Todesursache konnte nicht geklart werden.

4.35.2 Ausscheidung des Infektionsstammes

In der 39. LW konnten zum Zeitpunkt einen Tag nach der Infektion mit 75% positiven
Befunden die meisten Salmonellen-Ausscheider erfasst werden. Drei Tage p.inf. konnte bei
50% und funf Tage p.inf. bei keinem der Tiere SE in den Kloakentupfern nachgewiesen
werden. In der 54. LW wurden ein, drei und fiinf Tage p.inf. 16,67%, 50% und 16,67% SE-
positive  Kloakentupfer gefunden. In der 69. LW war ausschlieBlich zu den
Entnahmezeitpunkten ein und drei Tage p.inf. bei jeweils 16,67% der Tiere SE

nachzuweisen (s. Anhang: Tab. 57-59).

4353 Pathologisch-anatomische Beobachtungen

Die Tiere der 39. und 54. LW wiesen keine pathologischen Veréanderungen auf. Tier 118
(69. LW) fiel aufgrund hochgradiger Verwachsungen in der gesamten Bauchhdhle und einer

Hepatomegalie auf.

4.35.4 Caecumwand und Caecuminhalt

4.3.5.4.1 Qualitative Auswertung

A, GruppeE, C: und Ca i Sektion 1 B. Gruppe E, C: und C i Sektion 2
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Abb. 6 Balkendiagramm zur Darstellung qualitativ SE-positiver Caeca. Salmonellen-
positive Befunde (in %) in Caecumwand (schwarz) und Caecuminhalt (grau) der
Gruppe E zu den Versuchszeitpunkten 39., 54. und 69. LW. A. Sektion 1 (2 Tage
p.inf.). B. Sektion 2 (7 Tage p.inf.): In den Caecuminhalten der 39. LW waren
signifikant mehr Salmonellen nachzuweisen als in den Caecuminhalten der 69. LW
(*p<0,05, Chi-Quadrat-Test).
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In der Sektion 1 der 54. LW konnten in allen Caecumwand- und Caecuminhaltproben
Salmonellen nachgewiesen werden und damit mehr als in den Sektionen 1 der 39. und 69.
LW.

Von Sektion 1 zu Sektion 2 stieg der SE-Nachweis in der 39. LW in Caecumwand und -inhalt
um jeweils 50% an. In der 54. LW nahm der SE-Nachweis in der Caecumwand um 16,67%
und im Caecuminhalt um 83,33% ab. In der 69. LW nahm er in der Caecumwand geringfiigig
zu und im Caecuminhalt auf 0% ab. Damit waren in der Sektion 2 der 39. LW mehr
Salmonellen in den Caeca nachzuweisen, als in den Sektionen 2 der anderen
Versuchszeitpunkte. Der Unterschied des SE-Nachweises im Caecuminhalt zwischen den
Sektionen 2 der 39. und 69. LW ist signifikant (s. Abb. 6).

4.3.5.4.2 Quantitative Auswertung

A. Gruppe E, Caecumwand und Caecuminhalt, Sektion 1 B. Gruppe E, Caecumwand und Caecuminhalt, Sektion 2
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Abb. 7 Boxplots zur log-Darstellung des Salmonellengehaltes der Caeca .
Salmonellengehalt in KbE/g in Caecumwand (schwarz) und Caecuminhalt
(grau) der Gruppe E zu den Versuchszeitpunkten 39., 54., 69. LW.
A. Sektion 1 (2 Tage p.inf.): Die Mediane der 54. LW betrugen fur die
Caecumwand 6,42 x10° KbE/g und fiir den Caecuminhalt 1,36 x10° KbE/g.
Die Caecumwande der 54. LW waren mit signifikant mehr Salmonellen
besiedelt als die Caecumwande der 39. LW (*p<0,05, Mann-Whithney-
Test). In den Caecuminhalten der 54. LW waren signifikant mehr
Salmonellen nachzuweisen als in den Caecuminhalten der 39. und 69. LW
(*p<0,05, Mann-Whithney-Test). B. Sektion 2 (7 Tage p.inf)

Der SE-Nachweis in den Caeca der Gruppe E war in der Sektion 1 der 54. LW maximal. In
den Caecuminhalt- und Caecumwandproben konnten signifikant mehr Salmonellen
nachgewiesen werden als in der Sektion 1 der 39. LW. Zudem konnten in der Caecumwand
mehr und im Caecuminhalt signifikant mehr Salmonellen nachgewiesen werden als in der
Sektion 1 der 69. LW.
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In der 39. LW nahm der Salmonellengehalt von der Sektion 1 zur Sektion 2 in Caecumwand
und —inhalt zu. In der 54. und 69. LW nahm der Salmonellengehalt ab. Damit waren die
Caeca sieben Tage p.inf. (Sektion 2) in der 39. LW starker mit SE belastet als in der 54. und
69.LW.

Zu jedem Versuchszeitpunkt war der Salmonellengehalt in den Sektionen 2 in der
Caecumwand hoher als im Caecuminhalt.

Zu beachten ist, dass sich die Ergebnisse der Sektion 2, 69. LW, auf fiinf anstatt sechs Tiere

beziehen.

4.3.5.5 Leber

4.3.5.5.1 Qualitative Auswertung

Zum Versuchszeitpunkt 54. LW konnten in der Sektion 1 mehr Salmonellen nachgewiesen
werden als in der Sektion 1 der 69. LW und signifikant mehr als in der Sektion 1 der 39. LW.
In der 39. und 69. LW nahm der SE-Nachweis von der Sektion 1 auf die Sektion 2 zu, in der
54. LW jedoch ab. Die Zunahme des SE-Nachweises in der 39. LW von 0 auf 100% war
signifikant. Damit war der Salmonellennachweis in der Sektion 2 der 39. LW hoher als in der
Sektion 2 der 54. und 69. LW (s. Abb. 8).
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Abb. 8 Balkendiagramm zur Darstellung SE-positiver Leberproben. Salmonellen-
positive Befunde (in %) in den Leberproben der Sektionen 1 (grau) und 2 (schwarz)
(2 und 7 Tage p.inf.) der Gruppe E zu den Versuchszeitpunkten 39., 54. und 69.
LW. In der Sektion 1 der 54. LW waren in den Lebern signifikant haufiger
Salmonellen nachzuweisen als in den Lebern der Sektion 1 der 39. LW (*p<0,05,
Chi-Quadrat-Test). In der 39. LW lag eine signifikante Zunahme des
Salmonellennachweises von Sektion 1 zu Sektion 2 vor (*p<0,05, Chi-Quadrat-
Test).
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4.3.5.5.2 Quantitative Auswertung

Gruppe E, Leber, Sektionen 1 und 2
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Abb.9 Boxplots zur log-Darstellung des Salmonellengehaltes der Leberproben.
Salmonellengehalt in KbE/g in den Leberproben zu den Versuchszeitpunkten 39.,
54., 69. LW in den Sektionen 1 (schwarz) und 2 (grau) (2 und 7 Tage p.inf.) der
Gruppe E. Der Median lag in der Sektion 2 der 54. LW bei 6,73 x10" KbE/g und der
69. LW bei 1,36 x10% KbE/g. In den anderen Sektionen lag der Median bei 0 KbE/g.

In der Sektion 1 der 54. LW wurden mehr Salmonellen nachgewiesen als in den Sektionen 1
der 39. und 69. LW.

Die Ergebnisse der Sektionen 2 beschreiben eine Zunahme des SE-Nachweises von der 39.
LW (Median= 0 KbE/g) auf die 54. LW (Median= 6,37 x10* KbE/g) und 69. LW (Median= 1,36
x10? KbE/g) (s. Abb. 9).

Zu beachten ist, dass sich die Ergebnisse der Sektion 2, 69. LW, auf fiinf anstatt sechs Tiere
beziehen.

4356 Reproduktionsorgane

4.3.5.6.1 Qualitative Auswertung

Bei 40% der Tiere der Sektion 2 der 69. LW und bei 16,67% der Tiere der Sektion 2 der 39.
LW konnte SE im Ovar qualitativ nachgewiesen werden. Die Ovidukte insgesamt und die

Ovarien der anderen Tiere waren SE-negativ (s. Anhang: Tab. 39-44).

4.3.5.6.2 Quantitative Auswertung

Ein quantitativer Salmonellennachweis war ausschlief3lich in den Ovarien von zwei Tieren in
der Sektion 2 der 69. LW méglich (Tier 115= 2,72 x10* KbE/g, Tier 119= 1,79 x10° KbE/g).
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Bis auf die Direktausstriche dieser Ovarien konnten keine Salmonellen auf den

Direktausstrichen von Ovar und Ovidukt nachgewiesen werden (s. Anhang: Tab. 39-44).

4.4 Ergebnisse der Gruppen im Vergleich

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Gruppen A (LV 1) und D (LV 1 + KV 2) bzw. C
(LV 1 + LV 3)und E (LV 1 + LV 3 + KV 2) im Vergleich dargestellt und Unterschiede
zwischen den Gruppen aufgezeigt.

4.4.1Vergleich der Gruppen A und D

4411 Ausscheidung des Infektionsstammes

Fir den Vergleich der Ausscheidung des Infektionsstammes zwischen den Impfgruppen
wurde die Anzahl positiver Kloakentupfer der drei Beprobungszeitpunkte eines
Versuchszeitpunktes zusammengefasst und statistisch gegeneinander ausgewertet.

Zu jedem Zeitpunkt schieden die Tiere der Gruppe D den Infektionsstamm haufiger aus als
die Tiere der Gruppe A. In der 39. und 54. LW war der prozentuale Anteil SE-positiver
Kloakentupfer in Gruppe D signifikant hoher (s. Abb. 10).

Ausscheidung des Infektionsstammes der Gruppen Aund D
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Abb. 10 Balkendiagramm zur Darstellung qualitativ SE-positiver Kloakentupfer.
Salmonellen-positive Befunde (in %) in den Kloakentupfern der Versuchsgruppen A
(grau) und D (schwarz) zu den Versuchszeitpunkten 39., 54. und 69. LW. *,
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p<0,05, Chi-Quadrat-
Test).
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4.4.1.2 Caecumwand und Caecuminhalt

4.4.1.2.1 Qualitative Auswertung

A.Vergleich der Gruppen A und D, Gaecum, Sektion 1 5 B.Vergleich der Gruppen A und D, Gaecum, Sektion 2
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Abb. 11 Balkendiagramm zur Darstellung qualitativ SE-positiver Caeca. Salmonellen-
positive Befunde (in %) in den Gruppen A (grau) und D (schwarz) zu den
Versuchszeitpunkten 39., 54. und 69. LW. A. Sektion 1 (2 Tage p.inf.). B. Sektion
2 (7 Tage p.inf.).*, signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
(p<0,05, Chi-Quadrat-Test).

Um das AusmafR der Salmonellenbesiedelung des Caecums zwischen den Gruppen
vergleichen zu kénnen, wurden die fir Caecumwand und Caecuminhalt erhobenen Daten
einer Sektion zusammengefasst und auf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
gepruft.

In der Sektion 1 der 39. LW unterschied sich der qualitative SE-Nachweis in den Gruppen A
und D geringflgig. In der Sektion 1, 54. LW, konnten in Gruppe D jedoch signifikant haufiger
Salmonellen nachgewiesen werden als in Gruppe A. In der 69. LW hingegen waren in den
Caeca der Gruppe A signifikant haufiger Salmonellen nachzuweisen als in den Caeca der
Gruppe D (s. Abb. 11 A.).

In den Sektionen 2 waren zu jedem Versuchszeitpunkt in Gruppe D mehr Salmonellen in den
Caeca nachzuweisen als in Gruppe A. In der 39. LW war die Nachweisrate signifikant héher
(s. Abb. 11 B.).

4.4.1.2.2 Quantitative Auswertung

In der Sektion 1 der 39. LW konnten nur bei einem Tier der Gruppe D Salmonellen
quantitativ nachgewiesen werden, bei den Tieren der Gruppe A waren keine Salmonellen in
Caecumwand und —inhalt quantitativ nachzuweisen. In der Sektion 1, 54. LW, war der
Salmonellengehalt in Gruppe D signifikant hoher als in Gruppe A. In der 69. LW hingegen
war der Salmonellengehalt in Gruppe A signifikant hoher (s. Abb. 12 A.).
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Wie die qualitativen Untersuchungen ergaben die quantitativen Untersuchungen der Caeca

der Sektionen 2 zu jedem Versuchszeitpunkt einen hoheren Salmonellengehalt in Gruppe D

als in Gruppe A. In der 54. und 69. LW war der Salmonellengehalt in Gruppe D signifikant

héher (s. Abb. 12 B.).
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Salmonellengehaltes der Caeca.

Salmonellengehalt in KbE/g in den Caeca der Gruppen A (grau) und D (schwarz)
zu den Versuchszeitpunkten 39., 54., 69. LW. A. Sektion 1 (2 Tage p.inf.).
B. Sektion 2 (7 Tage p.inf).*, signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen (p<0,05, Mann-Whithney-Test).

4.4.1.3 Leber

4.4.1.3.1 Qualitative Auswertung
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Abb. 13 Balkendiagramm zur Darstellung qualitativ SE-positiver Leberproben.

Salmonellen-positive Befunde (in %) in den Leberproben der Versuchsgruppen A
(grau) und D (schwarz) zu den Versuchszeitpunkten 39., 54. und 69. LW.
A. Sektion 1 (2 Tage p.inf.). B. Sektion 2 (7 Tage p.inf.).
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Die statistische Auswertung der Ergebnisse der Leberproben ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen A und D. Keine der beiden Gruppen wies durchgehend
haufiger Salmonellen in der Leber auf als die andere Gruppe.

In der Sektion 1 der 39. LW war die Zahl positiver Tiere in beiden Gruppen identisch. In der
Sektion 1 der 54. LW war der SE-Nachweis in Gruppe D um 16,67% hdher als in Gruppe A,
in der Sektion 1 der 69. LW war das Verhaltnis umgekehrt.

In der Sektion 2 der 39. LW waren in Gruppe D 33,33% mehr Caecumproben SE-positiv als
in Gruppe A, in der 69. LW war das Verhéltnis umgekehrt. In der Sektion 1 und 2 der 54. LW
waren in Gruppe D in jeweils 16,67% mehr Proben Salmonellen nachzuweisen als in den
Caecumproben der Gruppe A (s. Abb. 13).

4.4.1.3.2 Quantitative Auswertung

Vergleich der Gruppen A und D, Leber, Sektion 2
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Abb. 14 Boxplots zur log-Darstellung des Salmonellengehaltes der Leberproben.
Salmonellengehalt in KbE/g in den Leberproben der Gruppen A (grau) und D
(schwarz) zu den Sektionen 2 (7 Tage p.inf.) der Versuchszeitpunkte 39., 54., 69.
LW.

Die quantitative Untersuchung der Leberproben ergab zu keinem Zeitpunkt einen
signifikanten Unterschied zwischen Gruppe A und D. Keine der beiden Gruppen wies
durchgehend mehr Salmonellen auf als die andere.

In den Sektionen 1 konnten in beiden Gruppen nur bei jeweils einem Tier SE in der Leber
quantitativ nachgewiesen werden (s. Anhang: Tab.19 und 35).

In der Sektion 2 der 39. LW konnten in Gruppe D (Median= 8,2 x10' KbE/g) mehr
Salmonellen nachgewiesen werden als in Gruppe A (Median= 0 KbE/g). In den Sektionen 2
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der 54. und 69. LW konnten in Gruppe A (Mediane= 1,36 x10' KbE/g) jedoch mehr
Salmonellen nachgewiesen werden als in Gruppe D (Median= 0 KbE/g) (s. Abb. 14).

4414 Reproduktionsorgane

4.4.1.4.1 Qualitative Auswertung

In Gruppe A konnten bei insgesamt zwei Tieren und in Gruppe D bei drei Tieren Salmonellen
im Ovar nachgewiesen werden. Der Unterschied des SE-Nachweises in den
Reproduktionsorganen war damit nur gering. In den Ovidukten waren in beiden Gruppen
keine Salmonellen nachzuweisen (s. Anhang: Tab. 15-20 und 33-38).

4.4.1.4.2 Quantitative Auswertung

In Gruppe A und D konnten bei jeweils nur einem Tier Salmonellen quantitativ im Ovar
nachgewiesen werden. Die ermittelten Keimgehalte unterschieden sich nicht wesentlich
(s. Anhang: Tab. 15-20 und 33-38).

4.4.2 Vergleich der Gruppen Cund E

4421 Ausscheidung des Infektionsstammes
Ausscheidung des Infektionsstammes der Gruppen C und E
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Abb. 15 Balkendiagramm zur Darstellung qualitativ SE-positiver Kloakentupfer.
Salmonellen-positive Befunde (in %) in den Kloakentupfern der Versuchsgruppen
C (grau) und E (schwarz) zu den Versuchszeitpunkten 39., 54. und 69. LW. *,
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p<0,05, Chi-Quadrat-
Test).

In der 39. LW schieden die Tiere der Gruppe E signifikant haufiger Salmonellen aus als die

Tiere der Gruppe C. In der 54. LW war die Ausscheidungsrate in Gruppe C 12,5% hoher als
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in Gruppe E. In der 69. LW war das Verhdaltnis umgekehrt, in Gruppe E schieden 12,5%
mehr Tiere SE aus als in Gruppe C (kein SE-Nachweis) (s. Abb. 15).

4.4.2.2 Caecumwand und Caecuminhalt

4.4.2.2.1 Qualitative Auswertung

In der Sektion 1 der 39. LW waren in den Caecumwand- und Caecuminhaltproben bei
33,33% mehr Tieren der Gruppe C Salmonellen nachzuweisen als der Gruppe E. In der 54.
bzw. 69. LW waren jedoch in Gruppe E bei 41,67% bzw. 8,33% mehr Tieren Salmonellen
qualitativ nachzuweisen als in Gruppe C (s. Abb. 16 A.).

In den Sektionen 2 konnten zu jedem Versuchszeitpunkt in Gruppe E mehr Salmonellen
nachgewiesen werden als in Gruppe C. In der 39. LW war der Unterschied signifikant
(s. Abb. 16).

N A. Vergleich der Gruppen C und E, Caecum, Sektion 1 B. Vergleich der Gruppen € und E, Caecum, Sektion 2
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Abb. 16 Balkendiagramm zur Darstellung qualitativ SE-positiver Caeca. Salmonellen-
positive Befunde (in %) in Caecumwand und Caecuminhalt der Versuchsgruppen C
(grau) und E (schwarz) zu den Versuchszeitpunkten 39., 54. und 69. LW.
A. Sektion 1 (2 Tage p.inf.). B. Sektion 2 (7 Tage p.inf.).*, signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p<0,05, Chi-Quadrat-Test).

4.4.2.2.2 Quantitative Auswertung

In den Sektionen 1 der 39. und 69. LW unterschied sich der quantitative
Salmonellennachweis zwischen den Gruppen C und E nur geringfiigig. In der Sektion 1, 54.
LW, waren in Gruppe E (Median= 1,36 x10® KbE/g) jedoch signifikant mehr Salmonellen
nachzuweisen als in Gruppe C (Median= 1,9 x10' KbE/g) (s. Abb. 17 A.).

In den Sektionen 2 waren in den Caeca der Gruppe E zu jedem Versuchszeitpunkt mehr
Salmonellen quantitativ nachzuweisen als in Gruppe C. In der 39. LW war der Unterschied
signifikant (Gruppe E: Median= 5 x10' KbE/g und Gruppe C: Median= 0 KbE/g)
(s. Abb. 17 B.).
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A, Vergleich der Gruppen € und E, Caecum, Sektion 1 B. vergleich der Gruppen C und E, Caecum, Sektion 2
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Abb. 17 Boxplots zur log-Darstellung des Salmonellengehaltes der Caeca.
Salmonellengehalt in KbE/g in den Caeca der Gruppen C (grau) und E (schwarz)
zu den Versuchszeitpunkten 39., 54., 69. LW. A. Sektion 1 (2 Tage p.inf.).
B. Sektion 2 (7 Tage p.inf).*, signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen (p<0,05, Mann-Whithney-Test).

4.4.2.3 Leber

4.4.2.3.1 Qualitative Auswertung

A.Vergleich der Gruppen C und E, Leber, Sektion 1 B.Vergleich der Gruppen C und E, Leber, Sektion 2
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Abb. 18 Balkendiagramm zur Darstellung qualitativ SE-positiver Leberproben.
Salmonellen-positive Befunde (in %) in den Leberproben der Versuchsgruppen C
(grau) und E (schwarz) zu den Versuchszeitpunkten 39., 54. und 69. LW. A.
Sektion 1 (2 Tage p.inf.). B. Sektion 2 (7 Tage p.inf.).*, signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen (p<0,05, Chi-Quadrat-Test).

In der Sektion 1 der 39. LW waren in Gruppe C 50% mehr Leberproben SE-positiv als in
Gruppe E. In der Sektion 1 der 54. LW hingegen waren in Gruppe E in
50% mehr Leberproben Salmonellen nachzuweisen als in Gruppe C. In der Sektion 1 der 69
LW war der SE-Nachweis in beiden Gruppen identisch (s. Abb. 18 A.).
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In der Sektion 2 der 39. LW waren in Gruppe E signifikant mehr Leberproben und in der 69.
LW 26,67% mehr Leberproben SE-positiv als in Gruppe C. In der 54. LW hingegen waren in
Gruppe C in 16,67% mehr Leberproben Salmonellen nachzuweisen als in Gruppe E
(s. Abb. 18 B.).

4.4.2.3.2 Quantitative Auswertung

Die statistische Auswertung der quantitativen Ergebnisse der Leberproben der Gruppen C
und E ergaben keine signifikanten Unterschiede.

In den Sektionen 1 konnten in beiden Gruppen nur in der 54. LW Salmonellen quantitativ
nachgewiesen werden, die Salmonellengehalte unterschieden sich nur geringfligig
(s. Anhang: Tab. 29 und 41).

In den Sektionen 2 der 39. und 69. LW waren in Gruppe E (Mediane= 0 KbE/g und 1,36x10?
KbE/g) mehr Salmonellen nachzuweisen als in Gruppe C (Mediane= 0 KbE/g). In der Sektion
2 der 54. LW war der Salmonellennachweis in Gruppe C jedoch hoher (Gruppe C: Median=
1,5 x10? KbE/g und Gruppe E: Median= 6,73 x10* KbE/g) (s. Abb. 19).

Vergleich der Gruppen C und E, Leber, Sektion 2
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Abb. 19 Boxplots zur log-Darstellung des Salmonellengehaltes der Leberproben.
Salmonellengehalt in KbE/g in den Leberproben der Gruppen C (grau) und E
(schwarz) zu den Sektionen 2 (7 Tage p.inf.) der Versuchszeitpunkte 39., 54., 69.
LW.
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4424 Reproduktionsorgane

4.4.2.4.1 Qualitative Auswertung

In Gruppe C konnten bei insgesamt zwei Tieren und in Gruppe E bei drei Tieren Salmonellen
im Ovar qualitativ nachgewiesen werden. Die Unterschiede waren damit nur gering. In den
Ovidukten konnten in beiden Gruppen keine Salmonellen nachgewiesen werden (s. Anhang:
Tab. 27-32 und 39-44).

4.4.2.4.2 Quantitative Auswertung

In beiden Gruppen konnten bei jeweils zwei Tieren Salmonellen quantitativ in den Ovarien
nachgewiesen werden. Die ermittelten Keimgehalte unterschieden sich nicht wesentlich
(s. Anhang: Tab. 27-32 und 39-44).
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5 DISKUSSION

Die Infektion mit zoonotische Salmonellen, insbesondere S. Enteritidis (SE), stellt nach wie vor ein
bedeutendes Risiko fur den Menschen dar (HAFEZ 2010). Da der Erreger primar tber Huhnereier
und  Hihnereiprodukte — Gbertragen  wird, sind  BekampfungsmafBnahmen in  den
Legehennenbetrieben von besonderer Bedeutung (EFSA 2010). Die Durchfiihrung von Impfungen
gegen SE stellt eine dieser MalBnahmen dar und ist geméaR Huhner-Salmonellen-Verordnung (VO)
fur Legehennen-Aufzuchtbetriebe verpflichtend. Wie die Impfungen durchzufihren sind, ist
allerdings nicht vorgeschrieben. Daher haben sich im Laufe der Jahre verschiedene Impfschemata
etabliert (ZDG 2007). Die Effizienz der einzelnen Impfstoffe ist, wenn sie entsprechend dem vom
Hersteller empfohlenen Schema angewendet werden, geprift und erwiesen. Die kombinierte
Anwendung von modifizierten Lebendvakzinen (MLV) und Inaktivatvakzinen (KV) ist vom
Hersteller nicht vorgesehen und nicht geprift. Ein Impfschutz kann daher nicht garantiert werden.
Nach wie vor wird Uber die Vorteile von MLV bzw. KV diskutiert. Generell gilt der Konsens, dass
eine MLV-Impfung der KV-Impfung Uberlegen ist, da humorale und zelluldare Immunkomponenten
induziert werden. Die KV-Impfung aktiviert primar die humoral vermittelte Immunantwort, die
jedoch den fakultativ intrazellularen Erreger nur bedingt erreichen kann (s. 2.5.2.2.). Im Gegensatz
zu KV durfen MLV nicht wéhrend der Legeperiode und bis maximal drei Wochen vor Beginn der
Legeperiode verabreicht werden, da ansonsten die Gefahr der Verbreitung des lebenden
Organismus und die Ubertragung auf den Menschen besteht. Ob der Impfschutz dennoch bis an
das Ende der Legeperiode gegeben ist, oder ob er mit dem Alter der Legehennen abfallt, war eine
Fragestellung dieser Studie. Von besonderem Interesse ist die Klarung dieser Frage auch, weil
sich die Legeperiode in den letzten Jahren verlangert hat (bis zur 70. Lebenswoche (LW) und
langer), der Impfschutz aber von einigen Impfstoffherstellern nur bis zur 50. LW garantiert wird. Um
einem Nachlassen des Impfschutzes vorzubeugen, wurden die Tiere teilweise zum Zeitpunkt der
Umstallung von den Aufzuchtbetrieben in die Legehennenhaltungsbetriebe mit einem KV geimpft.
Ob diese zusatzliche, teure und aufwendige Impfung wirkungsvoller als die Impfung mit
ausschlie3lich MLV ist, war eine weitere Fragestellung, die in dieser Studie geklart werden sollte.
Es wurden die in Sachsen zurzeit angewendeten Impfschemata mit und ohne zuséatzliche KV-

Impfung miteinander verglichen und auf Unterschiede in der Wirksamkeit gepruft.
5.1 Verlauf der Salmonelleninfektionen innerhalb der Gruppen

5.1.1Klinische Beobachtungen

Nur in seltenen Fallen zeigten die Tiere Symptome einer Salmonellose, was mit den
Beobachtungen anderer tbereinstimmt (BICHLER et al. 1996; BEAL et al. 2004a; CARVAJAL et
al. 2008; SMITH und BEAL 2008). Die Salmonelleninfektion als Ursache fur den Durchfall ist
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naheliegend, zudem konnte der Stress wahrend des Infektionsvorgangs dazu beigetragen haben.
Fur die zwei Todesfélle in der 69. LW ante (Gruppe B) bzw. post infectionem (p.inf.) (Gruppe E)
konnten keine Ursachen ermittelt werden.

Das kannibalistische Verhalten, das in manchen Gruppen (Gruppe C: 54. LW, Gruppe A: 69. LW)
beobachtet wurde, flihrte dazu, dass sich die attackierten Opfertiere vermehrt in die Legenester
zurlickzogen und weniger Wasser und Futter aufnahmen. Es ist davon auszugehen, dass diese
Tiere vermehrtem physischem und psychischem Stress ausgesetzt waren. Wie dargestellt
(s. 2.6.5), beeinflusst Stress die Wirts-Pathogen-Beziehung. Durch sozialen Stress bzw.
Hungerstress kdnnen sich die epithelialen Strukturen sowie die normale Mikroflora im Gastro-
Intestinal-Trakt (GIT) verandern. Die Anheftung der Salmonellen wird erleichtert und die intestinale
Barrierefunktion wird herabgesetzt, so dass sich die Pathogene auch systemisch ausbreiten
kénnen (MULDER 1995; BURKHOLDER et al. 2008), was durch das aufgrund von
Stresshormonen geschwéchte Immunsystem begtinstigt wird (HUMPHREY 2006).

Auch Tiere der Gruppe E (69.LW) fielen durch blutige Wunden an den Kloaken auf. Vermutlich
sind diese Wunden durch das Picken der anderen Tiere entstanden, ein kannibalistisches
Verhalten konnte allerdings nicht beobachtet werden.

5.1.2 Untersuchung der Kloakentupfer

Der Nachweis von SE in den Kloakentupfern war insgesamt sehr variabel. Die
Einzeltierbetrachtung macht deutlich, dass die Huhner SE in der Regel intermittierend
ausschieden, was auch VAN IMMERSEEL et al. (2004) in ihrer Studie feststellten. Bei manchen
Tieren konnten keine Salmonellen in den Kloakentupfern nachgewiesen werden, erwiesen sich bei
der Untersuchung der Caeca aber dennoch als positiv. Diese Ergebnisse stellen die
Zuverléssigkeit der Untersuchung von Kloakentupfern zur Bestimmung des individuellen
Salmonellenstatus in  Frage. VAN HOOREBEKE et al. (2008), die verschiedene
Beprobungsmethoden zur fékalen Ausscheidung verglichen, kamen gleichermaBen zu dem
Ergebnis, dass sich Kloakentupferproben bei niedrigem Infektionsdruck (z.B. bei angewandtem
Impfregime) nicht fir den Salmonellennachweis eignen, da die Zahl tatsachlich positiver Tiere
unterschatzt wird (VAN HOOREBEKE et al. 2010).

Wird jedoch die Zahl positiver Kloakentupfer je Versuchszeitpunkt innerhalb einer Gruppe
zusammengefasst und miteinander verglichen, so waren in den Gruppen B bis D in der 54. LW
und in Gruppe A in der 69. LW die meisten Kloakentupfer SE-positiv, was mit den Ergebnissen des
SE-Nachweises in den Blinddarmproben Korreliert (s. 5.1.3.2). In Gruppe E waren in der 39. LW
geringfiigig mehr Salmonellen in den Kloakentupfern nachzuweisen als in der 54. LW. Dies
korreliert mit den Ergebnissen der Blinddarmuntersuchungen der Sektionen 2, die ebenfalls einen
maximalen SE-Nachweis in der 39. LW ergaben.
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In der Regel konnten im Verlauf der Beprobungszeitpunkte (ein, drei und funf Tage p.inf.) eines
Versuchszeitpunktes (39., 54., 69. LW) am dritten Tag nach der Infektion die meisten Salmonellen
nachgewiesen werden. Am fiinften Tag nach der Infektion waren nur wenige Kloakentupfer positiv,
was mit den Ergebnissen von HAHN (1999) und BARROW (1991) korreliert, die zwei bzw. vier
Tage p.inf. die meisten Salmonellen-positiven Kloakentupfer nachwiesen und dann eine Abnahme
verzeichneten. Die Ausscheidung nahm demnach ab bzw. wurden die Salmonellen bereits im GIT
durch zellulare und humorale Komponenten des Immunsystems eliminiert (s. 2.5.1.1 und 2.5.2.1).

5.1.3Untersuchung der Blinddarme

5.1.3.1 Pathologisch-anatomische Untersuchung

Die Befunde der pathologisch-anatomischen Untersuchung, vorwiegend Verwachsungen des
Darmkonvolutes, waren von chronischer Natur, das hei8t (d.h.) sie waren schon vor der
Versuchsdurchfiihrung vorhanden und sind nicht auf die experimentelle Salmonelleninfektion
zuruckzufiihren. Auch in anderen Studien waren die pathologisch-anatomischen Untersuchungen
des GIT nach der Infektion mit Salmonellen in der Sektion unauffallig (HUMPHREY et al. 1991,
SUZUKI 1994; CARVAJAL et al. 2008).

5.1.3.2 Reisolierung des Infektionsstammes

In der Caecumwand und im Caecuminhalt konnten im Vergleich zu den anderen Organen generell
am haufigsten Salmonellen nachgewiesen werden und die hdchsten Keimgehalte (Mittelwerte:
8,02 x10% KbE/g in der Caecumwand und 1,25 x10° KbE/g im Caecuminhalt) bestimmt werden.
Diese Ergebnisse korrelieren mit den Ergebnissen anderer Wissenschaftler, die das Caecum als
Hauptlokalisationsort der Salmonellen bezeichnen (BARROW et al. 1987; METHNER et al. 1995b;
SPRINGER et al. 2011). SPRINGER et al. (2011), die gleichermal3en geimpfte Hennen (24., 51.,
71. LW) mit SE infizierten, konnten héhere durchschnittliche Keimzahlen (Mittelwerte > 5,25 x10*
KbE/g) verzeichnen, allerdings fassten sie die Ergebnisse von qualitativer und quantitativer
Untersuchung zusammen, d.h. qualitativ positive Proben wurden als log;o;= 1 gewertet
(SPRINGER et al. 2011). Eine Vergleichbarkeit ist daher nur bedingt gegeben. Die Verwendung
einer entsprechenden Methodik héatte auch in der vorliegenden Studie zu hoéheren Keimzahlen
gefuhrt, allerdings wéren die Ergebnisse nicht so genau und detailliert gewesen.

Bis auf Gruppe A konnten in der 54. LW tendenziell am meisten Salmonellen in den Caeca
nachgewiesen werden. In Absatz 5.1.5.2 wird dieses Ergebnis in Verbindung mit den Ergebnissen
der Leberproben diskutiert und Riickschlisse auf den Verlauf der Immunitéat gezogen.

Die Caecumbesiedelung war in der Regel in den Sektionen 1 starker, teilweise signifikant stérker
ausgepragt als in den Sektionen 2. Die Untersuchung der Kloakentupfer, die eine Abnahme der
Ausscheidung zum Zeitpunkt finf Tage p.inf. ergab, bestatigt den Befund, dass sich sieben Tage

nach der Infektion weniger Salmonellen im Caecuminhalt befanden als zwei Tage nach der
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Infektion. Im Unterschied dazu fanden CARVAJAL et al. (2008) vier bis sieben Tage p.inf die
groRRten Salmonellen-besiedelten Areale in der Caecumwand und sieben Tage p.inf. quantitativ am
meisten Salmonellen im Caecuminhalt. Sie verwendeten in ihrer Studie den gleichen
Infektionsstamm  (S. Enteritidis 147Nal"), allerdings lag die Infektionsdosis bei 2,00 x10° KbE.
AulRerdem waren die geimpften Tiere (zweimalig MLV) erst acht Wochen alt und im Gegensatz zu
den Tieren dieser Studie noch nicht mit der dritten Booster-Impfung immunisiert. Vermutlich
verfigten die Tiere daher Uber eine schwachere Immunitat gegen SE und konnten den
Infektionsstamm nicht so schnell aus Caecumwand und —inhalt eliminieren wie die Mehrheit der
Tiere der vorliegenden Studie. Es ist anzunehmen, dass auch die Tiere der Gruppen E (39. LW)
und D (39. und 69. LW) den Infektionsstamm nicht so schnell abwehren konnten, wie die anderen
Versuchstiere. Mit der Untersuchung des Verlaufs der Eliminierung des Erregers nach einer
Infektion kann die Effizienz einer vorhergehenden Immunisierung gepruft werden (METHNER et al.
1995b). Die schnelle Eliminierung des Erregers aus dem GIT ist insbesondere fur die
Einschrankung der Verbreitung des Erregers durch den Kot und die Kontamination von Eiern von
Bedeutung (s. 2.4.4).

Im Gegensatz zu den Sektionen 1 war in den Sektionen 2 in der Caecumwand mehrfach ein
hoéherer Salmonellengehalt zu verzeichnen als im Caecuminhalt. Dies ist vermutlich mit der
Einwanderung der Salmonellen in die Caecumwand und der Persistenz in dieser bzw. der
luminalen Eliminierung und der Ausscheidung der Salmonellen zu erklaren. Allerdings ist mit der
angewendeten Methodik eine Differenzierung der Ergebnisse von Caecumwand und Caecuminhalt
nur bedingt moglich, da die Caecumwand nicht wie in anderen Studien zunadchst vom
Caecuminhalt gereinigt wurde (SPRINGER et al. 2011), bzw. eine Immunhistochemie von
ausschlieRlich der Caecumwand zur Detektion des Infektionsstammes durchgefihrt wurde
(BERNDT et al. 2007; CARVAJAL et al. 2008).

Wie beschrieben (s. 5.1.2) kann mit der Untersuchung der Kloakentupfer einer Hihnergruppe
keine Aussage Uber die absolute Zahl SE-positiver Tiere bzw. den SE-Status eines einzelnen
Tieres gemacht werden. Die Bestimmung des Keimgehaltes im Caecuminhalt in der Sektion
korrelierte nicht inhérent mit dem Ergebnis der Kloakentupferuntersuchung ein Tag zuvor. Zu
diesem Ergebnis kamen auch VAN IMMERSEEL et al. (2004). Dennoch scheint der SE-Nachweis
in den Kloakentupfern einer Gruppe Uber den Zeitraum eines Versuchszeitpunktes mit dem SE-
Nachweis in den Caeca desselben Versuchszeitraumes zu korrelieren. Eine Untersuchung der
Kloakentupfer scheint also lediglich fur die Abschatzung des tendenziellen SE-Status einer Gruppe
bzw. des SE-Herdenstatus sinnvoll zu sein, insbesondere im Vergleich zu anderen
Beprobungszeitpunkten bzw. Beprobungsgruppen.
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5.1.4Untersuchung der Leber

5.1.4.1 Pathologisch-anatomische Untersuchung

Veranderungen der Leber lagen nur bei einem Tier (Gruppe E, 69. LW, Sektion 2) vor. Es wies
eine Hepatomegalie auf, die wahrscheinlich nicht auf die Salmonelleninfektion zurtickzufiihren ist,
da keine Salmonellen in dieser Leber nachzuweisen waren. Auch in anderen Studien konnten
nach der Infektion geimpfter Tiere keine pathologischen Verénderungen der Leber festgestellt
werden (NANDRE et al. 2011).

5.1.4.2 Reisolierung des Infektionsstammes

Die Leber stellte sich von den untersuchten Organen, wie bereits in anderen Studien als das nach
dem Caecum am héaufigsten SE-positiv getestete Organ heraus (METHNER et al. 1995b;
DUCHET-SUCHAUX et al. 1997). Die qualitative Untersuchung ergab Nachweishaufigkeiten von
bis zu 100%, mit der quantitativen Untersuchung konnte ein durchschnittlicher Salmonellengehalt
von 4,16 x10' KbE/g (max. 1,45 x10° KbE/g) gefunden werden. Mit einem gemittelten
Salmonellengehalt von 2,51 x10° KbE/g konnten CARVAJAL et al. (2008) etwas niedrigere
Salmonellenzahlen als in der vorliegenden Studie in den Lebern geimpfter Hennen finden.
SPRINGER et al. (2011), die wie beschrieben eine alternative Auswertungsmethodik verwendeten,
fanden in den Leberproben Keimgehalte von  durchschnittich  1,95x10* his
5,25 x10% KbE/g. Im Gegensatz dazu fanden ATTERBURY et al. (2009), die geimpften (MLV oder
KV) Hennen im Alter von 17 Wochen mit SE infizierten, auch nach der Anreicherung der
Leberproben keine Salmonellen. Es wurden jedoch keine Leberhomogenate untersucht, sondern
Tupferproben aus der Leber (ATTERBURY et al. 2009). Im Allgemeinen ist es, wie dargestellt
(s. 2.6.2.1), schwierig, den Infektionsverlauf verschiedener Challenge-Versuche zu vergleichen, da
sich die SE-Infektionsstamme in ihrer Virulenz, Invasivitat und anderen Charakteristika zum Tell
stark unterscheiden (OKAMURA et al. 2001).

Wie die Caecum-Untersuchungen ergaben auch die Untersuchungen der Leberproben in den
Gruppen B, C und Gruppe E (Sektion 1) einen maximalen SE-Nachweis in der 54. LW. In Gruppe
D nahm der SE-Nachweis in den Leberproben mit dem Alter der Tiere stetig ab. Die Abnahme der
Salmonellennachweise in den Blinddarm- und Leberproben von der 54. LW zur 69. LW spricht
dafur, dass die Immunitat der Tiere am Ende der Legeperiode nicht nachlie3. Grundsatzlich wird
angenommen, dass der Immunschutz mit dem Alter der Tiere abnimmt, bzw. das Immunsystem
am Ende der Legeperiode geschwécht ist (EFSA 2010). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
lassen jedoch vermuten, dass die Tiere in der 54. LW, d.h. in etwa der Mitte der Legeperiode,
empfindlicher auf Salmonellen reagieren. HUMPHREY et al. (1991) infizierten ungeimpfte 20 und
52 LW alte Huhner mit SE vom Phagentyp 4 (s. 2.1.3) und verglichen deren Reaktionen auf die
Infektion. Die &lteren Tiere zeigten im Gegensatz zu den jingeren Tieren klinische Symptome
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einer Salmonellose, wiesen mehr Salmonellen in den Organen auf und eine im Vergleich zu den
jingeren Tieren reduzierte humorale Immunantwort. Ihre Erklérung fiir die empfindlichere Reaktion
der alteren Tiere ist eine mit der intensiven Legeleistung der alteren Tiere assoziierte Schwéachung
des Immunsystems und eine Calzium-Depletion, vor der die jungeren Tiere durch Oestrogene
geschiitzt sind. SPRINGER et al. (2011) untersuchten die Infektion von 24, 51 und 71 LW alten
Tieren mit dem gleichen SE-Stamm wie in der vorliegenden Studie und wiesen bei den
ungeimpften Tieren der Kontrollgruppe im Alter von 51 LW in Blinddarm- und Leberproben
entsprechend mehr Salmonellen nach als bei den 24 und 71 LW alten Tieren. Dies fihrt zu der
Annahme, dass Legehennen unabhéngig von einer Impfung gegen Ende der Legeperiode
resistenter auf Salmonellen reagieren als in der mittleren Phase der Legeperiode. In der
vorliegenden Studie fehlen die Ergebnisse einer ungeimpften Kontrollgruppe. Eine Aussage Uber
die Immunitat ungeimpfter Tiere im Vergleich zu geimpften Tieren kann daher nicht getroffen
werden. Da die Kontrolltiere der Studie von SPRINGER et al. (2011) im Vergleich zu den
geimpften Tieren derselben Studie und im Vergleich zu den geimpften Tieren dieser Studie zu
jedem Versuchszeitpunkt durchschnittlich mehr SE in Leber- und Caecumproben aufwiesen, ist
von einer durch die Impfung induzierten Stérkung der Salmonellenabwehr bis an das Ende der
Legeperiode auszugehen. Vermutlich tragen sowohl die Impfung als auch von der Impfung
unabhangige Faktoren zu einer gesteigerten Salmonellenabwehr gegen Ende der Legeperiode
bei. Einer dieser Faktoren scheint die nachlassende Legeleistung und der damit einhergehende
nachlassende Legestress der Tiere am Ende der Legeperiode darzustellen (s. 2.6.5). Auch eine
natiirlich bedingte Altersresistenz der Tiere ist anzunehmen.

Unter natirlichen Bedingungen kénnen z.B. konkurrierende Krankheiten oder Temperatureinflisse
den Verlauf einer Salmonelleninfektion beeinflussen (HUMPHREY 2006; HAFEZ 2010). Der
Versuchsdurchlauf in der 54. LW begann im August 2010, d.h. die Tiere waren vermutlich zuvor in
den nicht-vollklimatisierten Herkunftsbetrieben aufgrund erhéhter Temperaturen (LADISCH et al.
2011) vermehrtem Hitzestress ausgesetzt (HUMPHREY 2006). Tiere der Gruppe C zeigten zudem
in der 54. LW ein ausgepragtes kannibalistisches Verhalten, was die Tiere zusatzlich geschwécht
und vermutlich u.a. zu der stérkeren Belastung mit SE als zu den Versuchszeitpunkten 39. und 69.
LW gefuhrt hat.

In der quantitativen und qualitativen Untersuchung der Leberproben konnten im Gegensatz zum
Caecum sieben Tage p.inf. haufiger Salmonellen gefunden werden als zwei Tage p.inf.. Lediglich
in Gruppe B, 69. LW, war das Verhéltnis umgekehrt. Ein Grund dafir kénnte sein, dass in der 69.
LW fir die Sektion 1 die scheinbar schwéchsten und damit Salmonellen-empfanglichsten Tiere
selektiert und aus Tierschutzgriinden euthanasiert wurden, um weitere Todesfélle zu verhindern.
Andere Autoren konnten zu dieser Studie zeitlich korrelierende SE-Zunahmen in den Lebern
verzeichnen (KRAMER et al. 2001; CARVAJAL et al. 2008). Der héhere Salmonellengehalt in der
Leber sieben Tage p.inf. ist vermutlich auf die zunehmende systemische Verbreitung der
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Salmonellen von der Darmwand in die inneren Organe, primér Leber und Milz, zurlickzufiihren.
Innerhalb von 24-48 Stunden gelangen die Salmonellen vorwiegend intrazellular (HENDERSON et
al. 1999; CHAPPELL et al. 2009) in die Blutbahn und die genannten Organe (BARROW et al.
1987; ZHANG-BARBER et al. 1999; PHALIPON und SANSONETTI 1999; VAN IMMERSEEL et al.
2002b). Mit der Abnahme des Salmonellennachweises in den Caeca nahm die Zahl der
Salmonellen in der Leber zu, was fur diesen Shift der Salmonellen vom Darm in die Leber spricht.
CHAPELL et al. (2009) bezeichnen diesen Shift bzw. die Invasion der inneren Organe als die
,Zweite Phase der Salmonelleninfektion®* (CHAPPELL et al. 2009). Wie stark diese Phase
ausgepragt ist, bzw. wie invasiv sich die Salmonellen verhalten, ist u.a. wie dargestellt Phagentyp-
abhéangig (s. 2.1.3). Leber und Milz scheinen die (Salmonellen-phagozytierenden-) Immunzellen
aus dem Blut zu filtrieren (HE et al. 2010) und fungieren dann als primare Vermehrungsstatten fur
Salmonellen (BARROW 1991). Beim Menschen konnte eine Vermehrung der Salmonellen in
diesen Organen sowohl in phagozytierenden als auch nicht-phagozytierenden Zellen wie den
Hepatozyten aufgezeigt werden (LAl et al. 1992; NNALUE et al. 1992). HE et al. (2010)
untersuchten mithilfe der quantitativen Realtime-Polymerase-Chain-Reaction-Methode (Realtime-
PCR) die Verbreitung von SE im Huhnerorganismus und konnten auch in Herz, Niere, Pankreas
und Gallenblase Salmonellen finden. Die ermittelten SE-Konzentrationen waren allerdings deutlich
geringer als in Leber und Milz.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von KRAMER et al. (2001) korrelierten in dieser und in anderen
Studien in der Regel der Salmonellengehalt der Caeca positiv mit dem Salmonellengehalt der
Leberproben (SPRINGER et al. 2011). D.h. in den Gruppen, in welchen ein hoher
Salmonellengehalt in den Caeca gefunden wurde, konnten auch in den Leberproben in den
meisten Fallen im Verhaltnis hohe Keimgehalte bestimmt werden. KRAMER et al. (2001)
verzeichneten negativ korrelierende Ergebnisse fur den Salmonellengehalt in Caeca und
Leberproben. Tiere, die einen hohen Salmonellengehalt in den Caeca aufwiesen, waren in den
inneren Organen nur geringflgig besiedelt. Bei diesen Tieren waren eine reduzierte
Phagozytenaktivitat und eine gesteigerte humorale Immunabwehr festzustellen. Allerdings handelt
es sich bei den von ihnen infizierten und untersuchten Tieren um ungeimpfte Masthéahnchen, was
u.a. die abweichenden Ergebnisse bedingen konnte (KRAMER et al. 2001). Im Allgemeinen
hindert eine gesteigerte humorale lokale Abwehr im GIT die Salmonellen bereits an der Passage
der Darmwand und einer systemischen Verbreitung und ist damit effektiver als die humorale
systemische Abwehr (DESMIDT et al. 1998). Haben die luminalen Salmonellen die Darmbarriere
bzw. Caecumwand passiert, so ist der wichtigste Schutzmechanismus Gberwunden.
Bemerkenswert war, dass in Gruppe E die Zahl qualitativ positiver Leberproben der Sektionen 2
mit dem Alter der Legehennen abnahm. Die Zahl der Leberproben, in welchen Salmonellen
guantitativ nachgewiesen werden konnten, sowie der ermittelte Salmonellengehalt nahmen jedoch

zu (s. 4.3.5.5.). Eine Erklarung fur diesen Verlauf der Ergebnisse konnte der unterschiedliche
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Verlauf der Immunitéat der Tiere sein. In der 39. LW, d.h. etwa 21 Wochen nach der letzten Impfung
war die Immunitat und Gesundheit der Tiere noch relativ einheitlich. Zwar konnte sieben Tage
p.inf. bei jedem Tier SE in der Leber qualitativ nachgewiesen werden - méglicherweise war die
Verbreitung der Salmonellen aufgrund der verzégerten Eliminierung der Salmonellen aus den
Blinddarmen erleichtert - quantitativ waren jedoch nur wenige Salmonellen vorhanden. Am Ende
der Legeperiode war die Gruppe scheinbar nicht mehr einheitlich. Die robusteren Tiere waren in
der Lage, die Salmonellen relativ schnell zu eliminieren bevor es zu einer systemischen
Verbreitung und Besiedelung der Leber kommen konnte. Die schwé&cheren Tiere hingegen
konnten die Salmonellen kaum abwehren und sich nicht vor einer systemischen Infektion mit einer
verhaltnismafig starken Besiedelung der Leber schitzen.

Ebenfalls auffallig war, dass die Tiere der Gruppe A im Vergleich zu den vorhergehenden
Versuchszeitpunkten in der 69. LW einen schlechteren physischen Zustand (Befiederung und
Bemuskelung) und ein kannibalistisch geprégtes Verhalten aufwiesen. Dies kbnnte zu einer
Schwéchung des Immunsystems dieser Tiere gefuhrt haben (s. 2.6.5). Mdglicherweise waren
deshalb bei diesen Tieren in den Caecum- und Leberproben mehr Salmonellen nachzuweisen als
bei den 39 und 54 LW alten Tieren (s. Abb. 5). Ein Nachlassen der durch die Impfung
(ausschlie3lich MLV) induzierten Immunitat ist nicht auszuschlief3en, vermutlich war jedoch auch

das geschwachte Immunsystem der Tiere fiir die reduzierte Salmonellenabwehr ursachlich.
5.1.5Untersuchung der Reproduktionsorgane

5.1.5.1 Pathologisch-anatomische Untersuchung

Die uberwiegend atrophischen Veranderungen der Reproduktionsorgane traten primar am Ende
der Legeperiode auf und waren von chronischer Natur. Ein Zusammenhang mit der
Salmonelleninfektion ist eher unwahrscheinlich, was durch die Ergebnisse des
Salmonellennachweises bestatigt wird. Bis auf das Ovidukt von Tier 101 der Gruppe B (Sektion 2,
69. LW) waren in den verénderten Organen keine Salmonellen nachzuweisen. Aufgrund der
reduzierten Durchblutung zuriickgebildeter Organe war der Ubergang der Salmonellen von dem
gut ausgepragten Netz von BlutgefaRen der Reproduktionsorgane, insbesondere des Ovars
(GRIFFIN et al. 1984) in das Gewebe vermutlich eingeschrankt.

HASSAN und CURTISS (1997) konnten in ihren Infektionsversuchen entsprechend der
vorliegenden Studie keine durch SE verursachten Verdanderungen am Reproduktionstrakt
aufzeigen. In Abhangigkeit des Infektionsstammes kénnen Salmonellen allerdings insbesondere
bei ungeimpften Tieren pathologische Veranderungen des Reproduktionstraktes hervorrufen
(BARROW und LOVELL 1991; HUMPHREY et al. 1991; KINDE et al. 2000).
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5.1.5.2 Reisolierung des Infektionsstammes

Aus den Reproduktionsorganen konnten insgesamt nur vereinzelt Salmonellen reisoliert werden,
was mit der Untersuchung von DUCHET- SUCHAUX et al. (1997) einhergeht. Da die Besiedelung
der Reproduktionsorgane einen ersten wichtigen Schritt in der Kontamination der Eier darstellt
(KELLER et al. 1995; MIYAMOTO et al. 1997; OKAMURA et al. 2001), ist sie ein wichtiger Aspekt
in der Evaluierung der Wirksamkeit von Salmonellenimpfstoffen.

Sieben Tage p.inf. waren in der Regel haufiger Salmonellen in den Reproduktionsorganen
nachzuweisen als zwei Tage p.inf., was mit der schon angefiihrten systemischen Verbreitung der
Salmonellen erklart werden kann (s. 2.4.1. und 5.1.4.2). Tiere, die SE-positive Ovarien aufwiesen
waren meist auch in der Leber SE-positiv. Nachdem also die Salmonellen vom Darm in die Leber
gelangt waren, konnten sie weiter in die Reproduktionsorgane, primér das Ovar, vordringen.
OKAMURA et al. (2001) bzw. MIYAMOTO et al. (1996) infizierten ungeimpfte Hihner intravenés
bzw. subkutan und kamen zu dem &hnlichen Ergebnis, dass sieben Tage nach der Infektion
haufiger Salmonellen in Ovar und Ovidukt nachzuweisen sind als vier Tage nach der Infektion.

Bei einigen Tieren konnte SE sieben Tage p.inf. im Reproduktionstrakt nachgewiesen werden,
obwohl der Blinddarm SE-negativ war. DE BUCK et al. (2004b) beschrieben gleichermal3en, dass
die Besiedelung von Blinddarm und Reproduktionstrakt unabhéngig voneinander sind.

Zum Versuchszeitpunkt des maximalen SE-Nachweises in Caecum- und Leberproben konnten in
der Regel auch in den Reproduktionsorganen die meisten Salmonellen nachgewiesen werden.
Lediglich in Gruppe E waren in der 69. LW die meisten Salmonellen im Ovar nachzuweisen, was
auf das bereits beschriebene Phanomen des mit dem Alter der Tiere divergierenden Immunstatus
(s. 5.1.4.2) erklart werden kann. Ein paar Tiere waren am Ende der Legeperiode derartig
geschwacht, dass sie die systemische Salmonelleninfektion und die damit einhergehende
Besiedelung der Reproduktionsorgane nicht abwehren konnten.

Entsprechend der Ergebnisse verschiedener Studien konnten in den Ovarien mit 6,74% positiven
Befunden (Gruppen A bis E zusammengefasst) haufiger Salmonellen nachgewiesen werden als im
Ovidukt (0,56% positive Befunde aller Gruppen zusammengefasst) (BARROW und LOVELL 1991;
METHNER et al. 1995a; GANTOIS et al. 2008b; EL-TRAS et al. 2010). Andere postulieren, dass
das Ovidukt haufiger mit SE besiedelt sein muss, da das Eiweif3 haufiger mit Salmonellen belastet
ist als das Eigelb (KELLER et al. 1995). Wie dargestellt (s. 2.4.3), sind in der Isthmus- und
Magnumdriisenregion haufiger Salmonellen lokalisiert als in anderen Bereichen des Oviduktes. In
der vorliegenden Studie wurde die Probenentnahme und Untersuchung nicht auf diese Bereiche
eingeschrankt, was den geringen SE-Nachweis in diesem Organ im Vergleich zu anderen Studien
bedingen konnte (HOOP und POSPISCHIL 1993; KELLER et al. 1995; DE BUCK et al. 2004a).
Eine Kontamination der vereinzelt positiven Oviduktprobe wahrend oder nach der Entnahme ist
unwahrscheinlich, da auf eine sterile Arbeitsweise geachtet wurde und die Organe logistisch
entnommen wurden. Demnach wurden zun&chst die niedrig-kontaminierten Organe
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(Reproduktionstrakt) und dann die starker kontaminierten Organe entnommen. Mit einem
Keimgehalt von 4,64 x10? KbE/g wurde zudem ein im Verhaltnis zu den Ovarien hoher Keimgehalt
bestimmt, der eine Kreuzkontamination der Reproduktionsorgane ausschlieen lasst.

Zusammenfassung:

Die Immunitat der Tiere der Gruppen B bis E schien am Ende der Legeperiode nicht
nachzulassen. Es ist jedoch anzunehmen, dass auBer der Impfung verschiedene von der
Impfung unabhangige Faktoren (Legeleistung, Sozialverhalten, Zustand der Tiere,
Umgebungstemperaturen, Altersresistenz) die Immunitat der Legehennen beeinflussen. So ist
die im Vergleich zur 54. LW verbesserte Salmonellenabwehr der Gruppen B bis E am Ende der
Legeperiode vermutlich nicht ausschlief3lich auf die Impfung zurlickzufiihren.

Es ist anzunehmen, dass die reduzierte Salmonellenabwehr der 69 LW alten Tiere der Gruppe A
auf eine Abnahme der durch die Impfung induzierten Immunitéat zurtckzufihren ist.
Maoglicherweise hat auch der im Vergleich zu den jingeren Tieren geschwachte Zustand der
Tiere dazubeigetragen. Eine Kontrollgruppe u.a. zur Beurteilung dieser von der Impfung
unabhéngigen Faktoren fehlt.

Mithilfe der Kloakentupferuntersuchung konnte lediglich eine tendenzielle Aussage Uber den
Infektionsgrad der Gruppen gemacht werden.

Von der Sektion 1 zur Sektion 2 konnte ein Shift der Salmonellen aus den Caeca in die inneren
Organe (primar Leber und vereinzelt Reproduktionsorgane) konstatiert werden. Dieser Shift ist
auf die systemische Verbreitung der Salmonellen, die primar intrazellular stattfindet,

zurlickzufuhren.

5.2 Vergleich der Impfschemata (MLV vs. MLV und KV)

Im Folgenden werden entsprechend der Zielstellung dieser Studie Unterschiede zwischen den
Impfgruppen, die ausschlieBlich mit MLV geimpft wurden und den Impfgruppen, die mit MLV und
zusatzlich mit KV geimpft wurden, aufgezeigt. Daftr wurde Gruppe A (MLV 1) mit Gruppe D
(MLV 1 + KV 2) und Gruppe C (MLV 1 + MLV 3) mit Gruppe E (MLV 1 + MLV 3 + KV 2) verglichen.
Die Gruppen A und C wurden im Unterschied zu den Gruppen D und E nicht zusétzlich mit einem
KV geimpft (Erlauterungen zu den Impfstoffen s. 3.1.5 und Impfschemata s. Tab. 2) und kénnen
daher mit Einschrankung (s. unten) als jeweilige Kontrollgruppen herangezogen werden.

In der Regel war die Besiedelung von Caecumwand und -inhalt sowie die Erregerausscheidung
der Tiere der Gruppen D und E, die zuséatzlich mit einem Inaktivatimpfstoff geimpft wurden, starker
ausgepragt als bei den Tieren der jeweiligen Kontrollgruppen A und C. Die Besiedelung von Leber
und Reproduktionstrakt unterschied sich in den vier Gruppen nicht wesentlich. Demnach scheint
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die Zusatzimpfung mit einem KV keinen effektiveren Schutz vor SE zu bieten als eine Impfung mit
ausschlie3lich MLV.

Wie bereits angedeutet kénnen die Gruppen A und C nur eingeschrankt als Kontrollgruppen
bezeichnet werden. Um Kontrollgruppen im klassischen Sinne handelt es sich aus den folgenden
Grunden nicht. Die Impfschemata der Gruppen E und C unterscheiden sich abgesehen von der
KV-Impfung auch in der Abfolge der MLV-Impfungen. In beiden Gruppen wurden die Impfungen
mit dem SE-Impfstamm MLV 1 entsprechend dem vom Hersteller empfohlenen Schema
durchgefihrt, d.h. der Impfschutz gegen SE sollte gegeben sein und sich nicht unterscheiden. Es
ist davon auszugehen, dass die zeitlich voneinander abweichenden Impfungen mit dem STM-
Impfstamm MLV 3 die Immunitéat gegen SE nicht wesentlich beeinflussten (s. 2.6.2.1). Da alle vier
Gruppen aus verschiedenen Herden stammten, wiesen die Tiere zudem von den Impfschemata
unabhangige Unterschiede auf. So waren die Tiere der Gruppe A 18 Tage junger als die Tiere der
Gruppe D und die Tiere der Gruppe C waren zehn Tage &lter als die Tiere der Gruppe E. Wie
dargestellt (s. 2.5.3) ist die Immunreaktion von Hiuhnern auf Salmonellen altersabhéngig
(METHNER et al. 1995b; BEAL et al. 2004a; EFSA 2010). Diese Altersabhéngigkeit ist jedoch
insbesondere in den ersten Lebenswochen von besonderer Bedeutung, da die Entwicklung des
Immunsystems in diesem Zeitraum stattfindet (s. 2.5). Zum Zeitpunkt der Infektion waren die
Versuchstiere mindestens 37 LW alt, d.h. der Altersunterschied sollte keine bedeutenden
Auswirkungen auf die Ergebnisse haben.

Da die Tiere aus verschiedenen Legehennenhaltungen stammten, die sich zwar in der
HerdengréfRe (> 12.000 Tiere) und —leistung weitestgehend entsprachen (Gruppe C und E
stammen aus Betrieben eines Unternehmens), sind haltungsbedingte Unterschiede anzunehmen.
Zu beobachten war in den Gruppen A (69. LW) und C (54. LW) kannibalistisches Verhalten, das
wie beschrieben die Salmonellenabwehr negativ beeinflussen kann. So stellte die 69. LW den
einzigen Versuchszeitpunkt dar zu dem in Gruppe A in der Sektion 1 qualitativ und quantitativ
mehr Salmonellen in den Caeca und in der Sektion 2 qualitativ und quantitativ mehr Salmonellen in
den Leberproben nachgewiesen werden konnten als in Gruppe D. Dennoch erwiesen sich Gruppe
A und C als insgesamt (den gesamten Versuch betreffend) weniger mit SE belastet als die
Gruppen D und E. Teilweise lagen Unterschiede im &uReren Erscheinungsbild der Tiere
(Befiederung, Bemuskelung, makroskopische pathologische Veréanderungen) vor, was mit
Unterschieden im allgemeinen Gesundheits- bzw. Immunstatus einhergehen kann. Inwiefern diese
Unterschiede haltungsbedingt sind, ist schwierig einzuschatzen, da auch Tiere eines
Herkunftsbetriebes derartige Unterschiede aufwiesen. So machten die Tiere der Gruppe A in der
69. LW einen schwacheren Eindruck als in der 39. und 54. LW.

In der Literatur sind zahlreiche Untersuchungen zur Effizienz der applizierten MLV- bzw. KV-
Impfstoffe zumindest unter experimentellen Bedingungen beschrieben (EFSA 2004). Studien zu

einer kombinierten Anwendung von MLV und KV, bzw. den derzeit in den Betrieben konkret
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angewendeten Impfschemata sind nur in geringem MafRe vorhanden. SPRINGER et al. (2011)
verwendeten fir ihre Challenge-Studie eine Impfgruppe, die dreimal mit einem MLV gegen SE
(entsprechend der Gruppen A) und eine zweite Impfgruppe, die zweimal mit einem MLV gegen SE
und einmal mit einem KV gegen SE und STM geimpft wurde. Zwar unterschieden sich die
Ergebnisse fiir den SE-Nachweis in den geimpften Gruppen signifikant von denen der ungeimpften
Kontrollgruppe, zwischen den Impfgruppen konnten jedoch nur geringfligige Unterschiede
verzeichnet werden. Die Impfgruppe mit dem héheren SE-Gehalt variierte in Abhangigkeit des
Versuchszeitpunktes (24., 51., 71. LW). HAFEZ et al. (2001) fihrten eine Feldstudie zum
Impfschutz von Legehennen in zwdlf verschiedenen Betrieben mit 35.000 bis 75.000 Tieren, die
entsprechend der zweiten Impfgruppe der Studie von SPRINGER et al. gegen SE und STM
geimpft worden waren, durch. Das Resultat war variabel und nicht zufriedenstellend. In sechs der
zwolf Betriebe konnte SE nachgewiesen werden. Bei Tieren, die am ersten Lebenstag infiziert
worden waren, konnte die Impfung den Erreger nicht eliminieren.

Das fur die Tiere der vorliegenden Studie sowie den Studien von SPRINGER et al. (2011) und
HAFEZ et al. (2001) verwendete kombinierte Impfregime aus MLV (drei- bzw. zweimalig) und KV
(einmalig) entspricht zwar den Empfehlungen des ZDG (ZDG 2007), nicht aber dem vom Hersteller
empfohlenen und auf Wirksamkeit gepriften Impfschema (CLIFTON-HADLEY et al. 2002;
WOODWARD et al. 2002). Demnach sollen die KV zwei- bis dreimal im Alter von einer, vier und
eventuell 18 LW intramuskulér appliziert werden (HAFEZ 2001). Eine Kombination der KV mit MLV
sieht der Hersteller nicht vor. Die Wirksamkeit eines von der Herstellerempfehlung abweichenden
Impfschemas ist nicht erwiesen.

Fir Gruppe B (MLV 2 + KV 1), die im Gegensatz zu den anderen vier Gruppen mit MLV 2
geimpft wurde, fehlt eine Kontrollgruppe ohne zusatzliche KV-Impfung. Da in den sachsischen
Legehennenbetrieben derzeit kein Impfschema angewendet wird, das ausschlieBlich MLV 2 ohne
zusétzliche KV beinhaltet, war die Untersuchung dieses Schemas nicht Ziel dieser Studie. Zudem
handelt es sich bei den Tieren der Gruppe B um weiBe Legehennen, deren Genetik sich von
denen der braunen Legehennen unterscheidet (s. 2.5.3). Die Vergleichbarkeit zwischen den
Gruppen wére daher eingeschrankt gewesen.

Zusammenfassung:

In der Regel wiesen die Tiere, die zusatzlich mit einem KV geimpft wurden, haufiger bzw. mehr
Salmonellen in den Caeca und Kloakentupferproben auf als die Tiere, die ausschlief3lich mit
MLV geimpft wurden. Demnach scheinen Impfschemata, die aus einer Kombination von MLV
und KV bestehen, keinen effektiveren Schutz vor SE zu bieten als Impfschemata, die
ausschlief3lich MLV beinhalten. Da die Tiere aus unterschiedlichen Herkunftsbetrieben
stammten, lagen Variationen im Alter, auBeren Erscheinungsbild (Bemuskelung, Befiederung,
makroskopische pathologische Veranderungen), Sozialverhalten und vermutlich auch in der
Immunitat der Tiere vor. Es ist daher anzunehmen, dass die Unterschiede in der
Salmonellenresistenz der Tiere nicht ausschlief3lich auf die Impfungen zurlickzufiihren sind.
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5.3 Versuchsdurchfihrung

Fir den Salmonellen-Infektionsversuch dieser Studie wurden Legehennen funf verschiedener
sachsischer Legehennenhaltungen, die teilweise zu einem Unternehmen gehoren (Gruppe C und
E), verwendet. Die Tiere sind unter Feldbedingungen geschlipft, aufgezogen, und entsprechend
der zurzeit in Sachsen uberwiegend angewandten Impfschemata geimpft worden. Das heif3t, die
Tiere waren mit dem Impfschutz versehen, den Legehennen tatséchlich im Feld erfahren. Da die
MLV in den Betrieben Uber das Trinkwasser verabreicht werden und Kiiken insbesondere in den
ersten Lebenstagen nicht immer regelmé&Big trinken (ATTERBURY et al. 2010), kann nicht
ausgeschlossen werden, dass nicht jedes Tier gleichermaf3en immunisiert wurde.

Um den wissenschaftlichen Ansprichen gerecht zu werden, ware die Integration einer
ungeimpften Kontrollgruppe in den Versuch wiinschenswert gewesen. Da die Legehennenhaltung
in Sachsen uberwiegend in grolRen spezialisierten Betrieben mit mindestens 1000 Tieren erfolgt
(PROPLANTA 2009), sind die Tiere entsprechend der Hihner-Salmonellen-VO (s. 2.3.2.1) gegen
SE geimpft. Fir die Bildung einer ungeimpften Kontrollgruppe hatten Legehennen aus Betrieben
mit weniger als 350 Tieren oder Huhner aus Legehennen-Zuchtbetrieben verwendet werden
muissen. Dies hatte zu bedeutenden haltungsbedingten Unterschieden zwischen den Tieren der
funf Experimentalgruppen und der Kontrollgruppe gefiihrt. Die wissenschaftlichen Anspriiche an
eine Kontrollgruppe waren damit nicht erfullt worden.

Da die Ergebnisse einer Kontrollgruppe fehlen, kann nicht beurteilt werden, in welchem MaRe die
Impfung zur Immunitét der Tiere beigetragen hat. Folglich kann auch keine Aussage uber die
Effizienz der einzelnen Impfschemata gemacht werden. Es konnte lediglich der Verlauf des
Impfschutzes in den fuinf Impfgruppen dargestellt werden. Da in anderen Infektionsversuchen unter
vergleichbaren Bedingungen (Alter der Tiere zum Zeitpunkt der Infektion, Infektionsdosis,
Infektionsstamm) bei geimpften Legehennen &hnliche Ergebnisse fur den qualitativen und
guantitativen SE-Nachweis ermittelt wurden, kann davon ausgegangen werden, dass die in dieser
Studie verwendeten Impfschemata A bis E einen vergleichbaren Immunschutz vor SE induzieren.
Inwiefern von der Impfung unabhéngige Faktoren (s. 5.1.4.2) diesen Immunschutz beeinflussen,
kann nur vermutet werden. Um eindeutigere Aussagen treffen zu kénnen, wéaren die Ergebnisse
einer Kontrollgruppe von Bedeutung gewesen.

Wie dargestellt variierte der Zustand der Tiere (Befiederung, Bemuskelung, Sozialverhalten).
Wahrend der Adaptionsphase von einer Woche sollten sich die Tiere vom Transportstress erholen
und sich an den Stall und das Pflegepersonal gewdhnen, um zum Zeitpunkt der Infektion keinem
zusétzlichen Stress ausgesetzt zu werden. Zudem sollte sich der Zustand der Tiere unter den
standardisierten Bedingungen im Infektionsstall angleichen. Wie beschrieben lagen bereits zur
Einstallung teilweise pathologische Befunde vor, die u.a. auf vorhergehende Krankheiten

zurlickzuftihren sind.
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Unter Verwendung der natiirlichen Eintrittspforte wurden die Tiere oral mit 1,0 x10° KbE SE je Tier
infiziert. Um sicherzustellen, dass jedes Tier die gleiche Infektionsdosis erhielt, wurden die Erreger
direkt in den Kropf instilliert. Unter Feldbedingungen ist die Infektionsdosis niedriger, die Tiere sind
dem Erreger (z.B. in kontaminiertem Futter) meist jedoch Uber einen léangeren Zeitraum
ausgesetzt. Zudem sind die Hygienestandards, beispielsweise die Sauberkeit der Einstreu, in den
Betrieben in der Regel niedriger als im Infektionsstall, d.h. der Erreger kann sich unter
Feldbedingungen besser vermehren und verbreiten. Die Abhangigkeit des Infektionsverlaufes vom
Salmonellenstamm wurde bereits erwdhnt (METHNER et al. 1995b; OKAMURA et al. 2001).
Salmonellen-Wildstamme, die an das Uberleben in der Umwelt bzw. den Huhnerorganismus
angepasst sind, sind meist resistenter und invasiver als Laborstamme wie dem fiir diese Studie
verwendeten Infektionsstamm. ATTERBURY et al. (2009) infizierten Legehennen fir ihre Studie
zur Wirksamkeit von MLV und KV daher mit einem SE-Feldstamm (ATTERBURY et al. 2009). Um
das naturliche Infektionsgeschehen nachzuahmen, wurde in anderen Studien das ,seeder-bird“-
Modell verwendet (CAMERON und CARTER 1992; BOHEZ et al. 2008). Dabei wird nur ein Teil
der Versuchstiere infiziert und zu einer Gruppe von naiven Tieren gesetzt. Durch den Kontakt zu
den infizierten Tieren und deren Kot kdnnen sich die anderen Versuchstiere mit dem Erreger
infizieren. Eine Standardisierung der Infektion ist damit nicht gegeben. In der vorliegenden Studie
ware die Vergleichbarkeit der Ergebnisse des Salmonellennachweises zwischen den
verschiedenen Versuchszeitpunkten bzw. den Impfschemata (A vs. D und C vs. E) unter diesen
Infektionsbedingungen daher eingeschrénkt gewesen. Zudem war die Prifung der Effizienz der
verschiedenen Impfschemata unter natirlichen Infektionsbedingungen nicht Ziel der vorliegenden
Studie. Um Salmonellen auch in den Reproduktionsorganen nachweisen zu kdnnen, sind bei
oraler Infektion hohe Infektionsdosen von 1,0 x10° KbE SE je Tier oder intravendse Infektionen,
insbesondere bei geimpften Tieren, notwendig (BARROW und LOVELL 1991; KINDE et al. 2000;
GAST et al. 2002). Mit dem ,seeder-bird“-Modell ware eine entsprechend hohe Infektionsdosis
nicht erreicht worden und damit ein Nachweis von SE in den Reproduktionsorganen schwierig
bzw. nicht méglich gewesen.

Da es sich in dieser Studie um einen Tierversuch handelt (s. 3.1.2), musste die Anzahl der
Versuchstiere aus Griinden des Tierschutzes weitgehend reduziert werden. Auch aus diesem
Grund ware die Umsetzung der ,seeder-bird“-Methode nicht moglich gewesen, da hierfiir gréRere
Tierzahlen benétigt werden, um ein geeignetes Verhéltnis von Infektionstieren und naiven Tieren
herzustellen. Fur das Infektionsmodell der vorliegenden Studie wurde die kleinste noch
auswertbare Tierzahl von sechs Tieren je Gruppe und Beprobungszeitpunkt angenommen. Der
statistischen Auswertung standen daher nur geringe Tierzahlen (die durch das vorzeitige
Versterben von zwei Tieren in der 69. LW zusétzlich reduziert wurden) zur Verfligung. Folglich
hatten schon geringfiigige Unterschiede verhaltnismafig groRen Einfluss auf die statistischen

Ergebnisse.
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Die bakteriologische quantitative Organuntersuchung eignete sich auch bei der Verwendung
kleinerer Tierzahlen fur eine relativ detaillierte Information tber den Infektionsverlauf und fur die
Feststellung von auch nur geringen Unterschieden zwischen den verschiedenen Impfgruppen.
METHNER et al. (1995b), die ein ,Modell zur experimentellen Wirksamkeitspriifung von
Bekadmpfungsmafnahmen gegen Salmonelleninfektionen beim Huhn“ erarbeiteten, verwendeten
entsprechend kleine Tierzahlen und kamen zu der gleichen Schlussfolgerung. Die qualitative
Untersuchung war insbesondere fiir den Nachweis subletal geschadigter Salmonellen und mit
einer hohen Begleitflora konkurrierenden Salmonellen von Bedeutung, um mdglichst alle
Salmonellen zu erfassen.

Um die Ergebnisse dieser Studie auszubauen bzw. zu bestatigen, wére die - allerdings sehr
aufwendige und teure (EFSA 2004) - Durchfiihrung von Feldstudien mit grof3eren Tierzahlen zur
Untersuchung der Impfschemata unter ausschlielich realen Bedingungen (tats&chliche Immunitéat
der Tiere im Feld, natirliche Infektion, ausschlieBlich Feldbedingungen) erstrebenswert. Die
Einflhrung einer Kontrollgruppe ware sinnvoll, jedoch ebenso wie in dieser Studie schwierig
umzusetzen. Einerseits konnte mithilfe einer Kontrollgruppe die Wirksamkeit der verschiedenen
Impfschemata beurteilt werden. Andererseits kdnnten die Effekte, die die Impfungen auf die
Immunitat der Legehennen haben von den Effekten abgegrenzt werden, die auf Faktoren
zurtickzufiihren sind, die unabhéngig von der Impfung sind und Einfluss auf die Immunitat haben
(Legeleistung, Sozialverhalten, Umgebungstemperatur).

Zusammenfassung:

Die Ergebnisse dieser Studie dienen der Einschatzung des Verlaufs des durch die
verschiedenen in Sachsen angewandten Impfschemata induzierten Schutzes vor SE und
geben Hinweise auf Unterschiede in der Wirksamkeit der Impfschemata (MLV vs. MLV und
KV). Die verwendeten Tiere entstammten Feldbedingungen, die Infektion fand jedoch unter
experimentellen Bedingungen statt, um den Vergleich der Ergebnisse der drei
Versuchszeitpunkte bzw. Gruppen zu ermdglichen. Fir den Ausbau bzw. die Bestatigung der
Ergebnisse dieser Studie ware die Durchfihrung von Feldstudien zur Untersuchung der
Impfschemata unter ausschlieRlich realen Bedingungen erstrebenswert. Die Einfuhrung einer
Kontrollgruppe ware sinnvoll, jedoch ebenso wie in dieser Studie schwierig umzusetzen, da in
den sachsischen Legehennenhaltungen aufgrund der hohen Tierzahlen in der Regel gegen
S. Enteritidis geimpft wird (Impfpflicht in Betrieben mit > 350 Tieren). Einerseits konnte
dadurch die Wirksamkeit der verschiedenen Impfschemata beurteilt werden, andererseits
konnten die Effekte der Impfungen von den Effekten der Faktoren (Legeleistung,
Sozialverhalten, Umgebungstemperatur, Altersresistenz), die unabhangig von der Impfung
Einfluss auf die Immunitat haben, abgegrenzt werden.
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5.4 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Studie wurden die zurzeit in Sachsen angewandten Impfstrategien mit MLV
und einer Kombinationsimpfung von MLV und KV auf den Verlauf der Schutzwirkung vor
Salmonellen insbesondere gegen Ende der Legeperiode untersucht, sowie mégliche Unterschiede
in der Schutzwirkung zwischen den Impfschemata, die ausschlieBlich MLV umfassen, und den
Impfschemata, die aus einer Kombination von MLV und KV bestehen, gepruift.

Die Immunitéat der Legehennen, die gemaf der in Sachsen angewandten Impfschemata B bis E
geimpft worden waren, schien mit dem Alter der Tiere nicht nachzulassen. Zum Versuchszeitpunkt
54. LW waren die Tiere starker mit Salmonellen belastet als in der 69. LW. Impfgruppe A wies in
der 69. LW mehr Salmonellen auf als in der 39. und 54. LW, was auf ein Nachlassen der Impfung
und moglicherweise auf den im Vergleich zu den vorhergehenden Versuchszeitpunkten
reduzierten Zustand der Tiere zurlickzufuhren ist. Diese zum Ende der Legeperiode zunehmende
Salmonellenabwehr ist vermutlich nicht ausschlielich auf die Effizienz der angewandten
Impfschemata  zuruckzufuhren, sondern auch auf davon unabhéngige Faktoren
(Temperatureinflisse, Legestress, Altersresistenz). Ergebnisse ungeimpfter Kontrolltiere zur
Beurteilung dieser Faktoren fehlen.

Bei den Tieren, die gemaR einem kombinierten Impfschema (MLV + KV) geimpft worden waren,
waren in den Kloakentupfern und tendenziell in den Caeca haufiger bzw. mehr Salmonellen
nachzuweisen als bei den Tieren, die ausschlieBlich mit MLV geimpft worden waren. Dieses
Ergebnis fuhrt zu der Annahme, dass die Zusatzimpfung mit einem KV weder nétig noch sinnvoll
ist. Da die Tiere der Impfgruppen, die verglichen wurden, aus verschiedenen Herkunftsbetrieben
stammten, kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch haltungsbedingte Effekte
(Sozialverhalten, korperlicher Zustand) die Immunitat der Tiere beeinflussten.

Diese Studie konnte wie auch andere Studien zeigen, dass eine Impfung gegen SE insbesondere
bei hohen Infektionsdosen (experimentelle Infektion, hoher Infektionsdruck durch infizierte
Schadnager oder defiziente Reinigung und Desinfektion in den Betrieben) keine Erregerfreiheit
garantiert (EFSA 2004; ATTERBURY et al. 2009). Eine Impfung allein ist nicht ausreichend. Die
Schutzwirkung einer Impfung ist am besten, wenn die Salmonellen-Exposition gering ist (DAVIES
und BRESLIN 2003b), d.h. wenn sie Bestandteil eines ausgewogenen Bekdampfungsprogramms
darstellt (NASSAR et al. 1994). Zudem besteht durch die konsequente Impfung gegen bestimmte
Serovare (SE und teilweise STM) die Gefahr der Selektion anderer Salmonellen-Serovare (HAFEZ
2001). Ein solides vielseitiges Bekampfungsprogramm (BekdmpfungsmalRnahmen s. 0) kann
dieser Gefahr friihzeitig Einhalt gewéhren. Entsprechend stellen Monitoring-Programme ein
wichtiges  System zur  Erkennung von  epidemiologischen  Veranderungen des
Salmonellenvorkommens dar, wodurch ein friihzeitiges Eingreifen ermdglicht wird (HAFEZ 2010).

Weiterhin scheint eine selektive Zucht auf resistente Huhnerlinien sinnvoll zu sein. Auch in der

91



DISKUSSION

vorliegenden Studie z&hlten die Tiere der genetisch bedingt resistenteren Linie (Gruppe B) zu den
tendenziell besser geschutzten Tieren. Gesunde, weder durch soziale noch &auf3ere Faktoren
(Temperatur, Krankheiten, Leistung) gestresste Hihner eliminieren die Salmonelleninfektion
besser und schneller als gestresste und damit geschwéchte Tiere. Eine adaquate Haltung sollte
daher stets in ein verantwortungsbewusstes Bekéampfungsprogramm integriert werden.

Da Salmonellen sehr anpassungs- und widerstandsfahig sind, koénnen trotz intensiver
Bekampfungsmafnahmen Erreger in die Nahrungsmittelkette gelangen. In jeder der Impfgruppen
konnte zumindest vereinzelt SE in den Reproduktionstrakten nachgewiesen werden, d.h. die
Mdoglichkeit zur Kontamination von Eiinhalt war gegeben. Daher ist auch die Aufklarung des
Verbrauchers Uber mdgliche Gefahren durch eine Infektion mit Salmonellen sowie Uber
SchutzmaflRnahmen, um einer Infektion vorzubeugen, von groRer Bedeutung (HAFEZ 2010).
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In der vorliegenden Arbeit wurde einerseits der Verlauf der Schutzwirkung der zurzeit in
Sachsens Legehennenbestanden Uberwiegend angewandten Impfschemata gegen
Salmonella Enteritidis (SE) untersucht. Andererseits wurden die Impfschemata, die
ausschlie3lich modifizierte Lebendimpfstoffe (MLV) umfassen, und Impfschemata, die aus
einer Kombination von MLV und Inaktivatimpfstoffen (KV) bestehen, auf Unterschiede in der
Wirksamkeit gepruft.

Um die Wirksamkeit der Impfschemata im Verlauf der Legeperiode und im Vergleich
miteinander untersuchen zu kénnen, wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten der
Legeperiode (39., 54. und 69. Lebenswoche (LW)) Infektionsversuche mit einem
Nalidixinsaure-resistenten SE-Stamm durchgefiihrt. Es wurden insgesamt 180 Legehennen
verwendet, die in funf verschiedenen Herkunftsbetrieben etwa gleicher GréRe aufgezogen
und geimpft worden waren. In jedem der Herkunftsbetriebe wurde eines von flnf
Impfschemata (A bis E) angewendet. Die Impfschemata A und C beinhalteten ausschlieB3lich
MLV, die Impfschemata B, D und E eine Kombination aus MLV und KV. Zu den genannten
Zeitpunkten (39., 54. und 69. LW) wurden jeweils zwolf Tiere aus den Betrieben in den
Infektionsstall des Instituts fiir Tierhygiene und Offentliches Veterindrwesen verbracht und
eingestallt. Nach der Adaptionsphase von einer Woche und der Prifung der Tiere auf
Salmonellenfreiheit wurde jedes Tier mit 1,0 x10° KbE SE oral infiziert. Zwei und sieben
Tage post infectionem (p.inf). wurden jeweils sechs Hennen euthanasiert und seziert. Caeca,
Leber-, Ovar- und Oviduktproben wurden entnommen und gemaf anerkannter quantitativer
und qualitativer Untersuchungsmethoden auf den Infektionsstamm untersucht. Zur Kontrolle
der Erregerausscheidung wurden ein, drei und finf Tage p.inf. Kloakentupferproben von
jedem Tier entnommen und entsprechend auf SE untersucht.
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Die Ergebnisse dieser Untersuchungen variierten in Abhangigkeit von Versuchs- und
Sektions- bzw. Kloakentupferentnahmezeitpunkt, untersuchtem Organ sowie quantitativer
und qualitativer Untersuchung. Die ausschlie8lich mit MLV geimpften Gruppen A und C
wiesen im Vergleich zu den Gruppen D und E, die mit demselben MLV und zuséatzlich mit
einem KV geimpft worden waren, in den Kloakentupfer- und Caecumproben in der Regel
qualitativ und quantitativ weniger Salmonellen auf. Der Salmonellennachweis in den
Leberproben und den vereinzelt besiedelten Reproduktionsorganen variierte nur geringfligig
zwischen den Impfgruppen. Da die Tiere der vier Impfgruppen aus jeweils anderen
Herkunftsbetrieben stammten, sind haltungsbedingte Unterschiede anzunehmen. Das
auBere Erscheinungshild (Befiederung, Bemuskelung, makroskopische pathologische
Verénderungen) und das Sozialverhalten der Tiere variierten, was mit Unterschieden in der
Immunitat einhergehen kann. Bei den Tieren der Gruppe A bzw. C waren in der 69. LW und
in 54, LW, respektive, ein ausgepragtes kannibalistisches Verhalten und dessen
Konsequenzen (reduzierte Wasser- und Futteraufnahme der gepickten Tiere,
Hackverletzungen) zu beobachten.

Tendenziell waren die Tiere der Gruppen B bis E in der 54. LW stérker mit SE belastet als in
der 39. und 69. LW. Ein Einfluss der unter Umstédnden erhdhten Umgebungstemperaturen in
den Betrieben sowie des hohen Leistungsstresses wéahrend der mittleren Phase der
Legeperiode auf die Immunitat der 54 LW alten Tiere, die im August 2010 infiziert wurden, ist
nicht auszuschlielen. Auch eine sich ausbildende Altersresistenz konnte die bessere
Salmonellenabwehr der 69 LW alten Tiere erklaren. Tiere der Gruppe A waren jedoch in der
69. LW am starksten mit SE belastet, was auf ein Nachlassen der durch die Impfung
induzierten Immunitat und maoglicherweise auf den im Vergleich zu den jungeren Tieren
allgemein schwéacheren Zustand der Tiere zurickzufiihren ist. Die Ergebnisse einer
Kontrollgruppe zur Beurteilung der von der Impfung unabhéngigen Faktoren fehlen. Da in
den séchsischen Legehennenhaltungen aufgrund der hohen Tierzahlen entsprechend der
Huhner-Salmonellen Verordnung (Impfpflicht fur Betriebe mit mehr als 350 Tieren) gegen SE
geimpft wird, hatten zur Bildung einer ungeimpften Kontrollgruppe Tiere aus kleineren
Betrieben oder Zuchttierhaltungen mit vollig anderen Haltungsstrukturen verwendet werden
missen. Damit waren die wissenschaftlichen Anspriiche an eine Kontrollgruppe jedoch nicht
erfiillt worden.

Entsprechend der Ergebnisse und Umstande dieser Studie scheint eine Zusatzimpfung mit
einem KV im Vergleich zu einer Impfung mit ausschlieBlich MLV keinen Vorteil im Schutz vor
SE zu bieten. Es konnte gezeigt werden, dass die Immunitat der gemaf der Impfschemata B
bis E geimpften Legehennen gegen SE am Ende der Legeperiode nicht nachlasst.

Die Impfung allein kann den Erreger nicht eliminieren und muss daher stets in ein

verantwortungsvolles und vielseitiges Bekampfungsprogramm integriert werden.
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The aim of the study was to determine the differences in the efficacy of vaccination
programmes consisting of only modified live vaccines (MLV) and those consisting of MLV
and supplementary inactivated vaccines (KV) currently applied to laying hen flocks in
Saxony, Germany, against Salmonella Enteritidis (SE). Furthermore, the course of immunity
provided by the vaccination programmes was investigated.

In order to determine the efficacy of the vaccination programmes during the laying period and
to define the differences in the efficacy between the vaccination programmes, laying hens
were challenged with a nalidixic acid resistant SE strain during the 39", 54" and 69" week of
age. Altogether, 180 laying hens which had been raised and vaccinated in five different
commercial laying hen farms were used. In each farm, one of the five vaccination
programmes (A to E) was applied. The vaccination programmes A and C exclusively
consisted of MLV. The vaccination programmes B, D and E consisted of a combination of
MLV and KV. At the given points in time (39", 54™ and 69" week of age), twelve laying hens
from each farm were acquired and housed in isolation facilities of the Institute for Animal
Hygiene and Veterinary Public Health, Leipzig. After one week of adaptation and testing
negative for Salmonella, animals were orally challenged with 1,0 x10° cfu SE. Six hens of
each group were euthanized and dissected on day two and seven post challenge. Caeca,
liver-, ovary- and oviduct samples were withdrawn and examined for SE in correspondence
with previously acknowledged quantitative and qualitative methods. In order to control faecal
excretion, cloacal swabs of each hen were withdrawn one, two and five days post challenge
and likewise examined for SE.

The results varied depending on the age of the animals, the point in time of dissection and
withdrawal time of cloacal swabs, the organ that had been investigated and the quantitative
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or qualitative examination. In groups A and C, which had been exclusively vaccinated with
MLV, Salmonella was generally detected to be less frequent and in smaller amounts in the
caecal and cloacal swab samples than in groups D and E, which had been vaccinated with
the corresponding MLV and supplementary KV. The results of both rarely colonised
reproductive tissue as well as liver samples varied only slightly between the groups. Since
the laying hens were from various flocks, differences that were due to husbandry effects
were likely. Visual inspection confirmed that laying hens varied in their visual appearance
(plumage, muscling, macroscopic pathological changes). Also, it may be assumed that they
were in different health conditions, including immune status. In group A (in their 69" week of
age) and group C (in their 54" week of age), cannibalistic behaviour and its consequences
(water and food withdrawal for pecked animals, pecking wounds) were observed. It is evident
that these circumstances can influence the resistance against Salmonella infection.

In their 54" week of age, the animals in groups B to E tended to be more heavily burdened
by SE than animals in their 39" and 69" week of age. The increased temperatures which
were potentially present in the laying hen flocks probably influenced the animals that were in
their 54™ week of age before their infection in August 2010. Additionally, stress caused by
increased laying performance during the mid-time phase of the laying period also might have
had an impact. Also, a forming age resistance could explain the better defense of the
animals in their 69" week of age. However, animals in group A were most heavily burdened
in their 69" week of age. This can be attributed to a decrease of immunity provided by the
vaccination as well as a reduced physical and behavioural state compared to the younger
animals.

Results of a control group that evaluates the factors independent from the vaccination were
missing. As Saxon laying hen flocks usually host more than 350 laying hens, animals are
vaccinated against SE as stipulated in the “Hihner-Salmonellen Verordnung”. In order to
form a control group containing laying hens which had not yet received vaccination, animals
would have to be taken from smaller or breeder hen flocks. Those raise animals in
completely different husbandry structures which do not reflect the major picture of laying
flocks in Saxony such that a comparison seemed not reasonable.

Corresponding with the results of our study, we conclude that the double protection of both
KV and MLV provide no advantage over the use of only MLV. We demonstrated that the
immunity of the laying hens vaccinated according to the investigated vaccination
programmes B to E in this study does not decrease at the end of the laying period.
Vaccination cannot eliminate Salmonella and, as a consequence, has to be integrated into

responsible hygiene and husbandry management practices.
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Zusammensetzung und Herstellung bestimmter verwendeter
Medien

Nalidixinsdure-Stammldsung 5 %ig

Tab. 10 Zusammensetzung der Nalidixinsdure-Stammldsung 5%ig

Verwendete Zutat (Hersteller): Artikelnummer: Mengenangabe:
Nalidixinséure-Granulat
(Fluka Biochemika) 70126 59
Natronlauge, c(NaOH)
1 moll 10 ml
Aqua bidest., steril ad 100 ml

Herstellung: Nalidixinséure einwiegen, Natronlauge hinzupipettieren und Nalidixinséure
darin lésen. Aqua bidest. hinzugeben; gut mischen. In 2 ml-EppendorfgeféaRe abfillen und

bei -18 °C aufbewahren.

Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung (PBS-Lésung)

Tab. 11 Zusammensetzung der Phosphat-gepufferten Kochsalzlésung (PBS-Ldsung)

Verwendete Zutat (Hersteller): Artikelnummer: Mengenangabe

Natriumchlorid

(Roth GmbH + Co KG) 3057.1 809
 AppiChem. Dermiadt) 1372,1000 144
R row

(MEKSgLIJ(TISr:?r:gtadt) 104936.0500 29

Aqua bidest. Ad 1 Liter

Herstellung: Diese Stammlésung 1:10 verdinnt mit Auga bidest. ergibt die
Gebrauchslésung, pH-Wert wird auf 7,2-7,4 eingestellt. Autoklavieren.
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Inhaltsstoffe und Zusammensetzung des Futters

Alleinfuttermittel fiir Legehennen (Deuka all-mash L Mehl, Deuka)

Tab. 12 Inhaltsstoffe (laut Hersteller):

Inhaltsstoffe: Prozentualer Anteil:
Rohprotein 16,5 %
Calcium 3,6 %
Phosphor 0,5%
Natrium 0,15 %
Methionin 0,35 %
Rohfett 3,7%
Rohfaser 35%
Rohasche 12.5%
Tab. 13 Zusatzstoffe je kg Mischfutter:
Zusatzstoffe: Mengenangabe:
Vitamin A 12.000 I.E.
Vitamin D 3 2.500 I.E.
Vitamin E (DL-a-Tocopherolacetat) 20 mg
6-Phytase (EC 3.1.3.26) (E 1614 (i) 500 FYT
Endo-1 4-B-Xylanase EC 3.2.18 (EG Nr.51) 101U
Kupfer-lI-Sulfat, Pentahydrat E4 8 mg
DL-Methionin
Lutein/Zeaxanthin
Canthaxanthin
Metabolisierbare Energie (ME) 11 MJ/kg

Antioxidans: Propylgallat, BHT,
Zitronensaure
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Tab. 14 Zusammensetzung:

Inhaltsstoffe: Prozentualer Anteil:

Mais 35,5 %

Weizen 25,6 %

Sojaextraktionsschrot, dampferhitzt 19,3 %

Calciumcarbonat 9,4 %

Weizengriel3kleie 8,0 %

Pflanzendl (Soja, Raps, Sonnenblumen, 1.0%
Palm)

Monodicalciumphosphat (anorganisch) 0,4 %

Natriumchlorid 0,25 %
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Befunde der Organe

Gruppe A
Versuchszeitpunkt 39. LW

Tab. 15 Sektion 1 (17.06.2010, zwei Tage post infectionem (p.inf.)): Organbesiedelung
(qualitativ und quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in Koloniebildende
Einheiten/ Gramm (KbE/g) und qualitativer Nachweis mit 0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ

Tier 61 1 0 0 0 1 0 0 0 0

Tier 62 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 63 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 64 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 65 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 66 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tab. 16 Sektion 2 (22.06.2010, sieben Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 91 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Tier 92 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 93 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Tier 94 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 95 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 96 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Versuchszeitpunkt 54. LW

Tab. 17 Sektion 1 (09.09.2010, zwei Tage p.inf): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 85 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 86 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Tier 87 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 88 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 89 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tab. 18 Sektion 2 (14.09.2010, sieben Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 115 0 0 0 0 1 2,72 x10" 0 0 0 0
Tier 116 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 117 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Tier 118 0 0 0 0 1 1,23 x10? 0 0 0 0
Tier 119 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 120 0 0 0 0 1 9,46 x10° 0 0 0 0

Versuchszeitpunkt 69. LW

Tab. 19 Sektion 1 (14.01.2011, zwei Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
guantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 61 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier62| 1 |382x10°| 1 1,8 x10° 0 0 0 0 0 0
Tier 63 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tieré4| 1 |400x10°| 1 |1,09x10°| 1 |273x10'| O 0 0 0
Tier 65 1 1,36 x10° 1 9,00x10"| 0 0 0 0 0 0
Tiereé6| 1 [854x10°| 1 |112x10"| 1 0 0 0 0 0
Tab. 20 Sektion 2 (19.01.2011, sieben Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv
Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 91 1 1,81 x10* 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 92 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Tier 93 0 0 0 0 1 2,73 x10" 0 0 0 0
Tier 94 0 0 0 0 1 2,73 x10* 1 0 0 0
Tier 95 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Tier96| 0 0 0 0 1 2,18 x10% 1 9,10x10'| 0 0
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Gruppe B
Versuchszeitpunkt 39. LW

Tab.21 Sektion 1 (17.06.2010, zwei Tage p.inf): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit

0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | Quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 67 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 68 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 69 1 0 1 1,81 x10? 0 0 0 0 0 0
Tier 70 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 72 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tab. 22 Sektion 2 (22.06.2010, sieben Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit

0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | Quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 97 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Tier 98 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0
Tier 99 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Tier 100 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Tier 101 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 102 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Versuchszeitpunkt 54. LW

Tab. 23 Sektion 1 (09.09.2010, zwei Tage p.inf): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit

0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | Quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 79 1 1,27 x10° 1 1,27 x10* 1 |900x10°| O 0 0 0
Tier 80 1 1,62 x10° 1 |318x10°| o0 0 0 0 0 0
Tier 81 1 1,80 x10° 1 9,00 x10? 0 0 0 0 0 0
Tier 82 1 1,80 x10° 1 |810x10° 1 |9,00x10°| O 0 0 0
Tier 83 1 1,80 x10° 1 2,72 x10? 1 7,20 x10* 0 0 0 0
Tier 84 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tab. 24 Sektion 2 (14.09.2010, sieben Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 109 1 1,45 x10° 1 7,27 x10* 0 0 0 0 0 0
Tier110| 1 [1,04x10%| 1 0 1 [1,80x10"| o0 0 0 0
Tier 111 1 1 0 1 0 0 0 0 0
Tier 112 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier113| 1 [1,63x10°| 1 [4,45x10°| O 0 0 0 0 0
Tier 114 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0

Versuchszeitpunkt 69. LW

Tab. 25 Sektion 1 (14.01.2011, zwei Tage p.inf): Organbesiedelung (qualitativ und
guantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 67 1 [670x10*°| 1 |636x10°| 1 [9,00x10°| © 0 0 0
Tier 68 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 69 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier7o0 | 0 0 1 |1,82x10°| 1 0 0 0 0 0
Tier 71 1 [545x10"| 0O 0 0 0 0 0 0 0
Tier 72* - - - - - - - - - -

* ist wahrend der Adaptionswoche verstorben, weshalb es nicht zur Sektion zur Verfiigung stand

Tab. 26 Sektion 2 (19.01.2011, sieben Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
guantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt

qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 97 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 98 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 99 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 101 0 0 0 0 0 0 0 0 1 4,64 x10°
Tier 102 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Gruppe C
Versuchszeitpunkt 39. LW

Tab. 27 Sektion 1 (17.06.2010, zwei Tage p.inf): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 73 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 74 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
Tier7s| 1 [254x10*| 1 [9,09x10°| 1 0 0 0 0 0
Tier 76 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 77 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 78 1 1 0 1 0 0 0 0 0
Tab. 28 Sektion 2 (22.06.2010, sieben Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv
Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | Quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 103 1 8,00 x10? 1 0 0 0 0 0 0 0
Tier 104 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 106 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Tier 107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Versuchszeitpunkt 54. LW

Tab. 29 Sektion 1 (09.09.2010, zwei Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 73 1 1,80 x10 1 2,72 x10% 0 0 0 0 0 0
Tier 74 1 2,00 x10* 1 [2,72x10°| o0 0 0 0 0 0
Tier 75 0 0 1 9,00 x10? 0 0 0 0 0 0
Tier 76 0 0 0 0 1 7,28 x10* 0 0 0 0
Tier 77 1 3,10 x10° 1 1,18 x10* 1 9,10 x10* 1 1,80 x10* 0 0
Tier 78 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tab. 30 Sektion 2 (14.09.2010, sieben Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit

0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 103 0 0 0 0 1 2,36 x10° 0 0 0 0
Tier104| 1 0 1 |900x10"| 1 |390x10°| 1 [2,72x10*| O 0
Tier 105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 106 0 0 0 0 1 2,46 x10° 0 0 0 0
Tier 107 1 1,80 x10 0 0 1 6,36 x10" 0 0 0 0
Tier 108 0 0 0 0 1 2,72 x10 0 0 0 0

Tab. 31 Sektion 1 (14.01.2011, zwei Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
guantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit

Versuchszeitpunkt 69. LW

0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 73 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 74 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier76| 1 [182x10"| 1 [200x10°| 1 0 0 0 0 0
Tier 77 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 78 1 1,82 x10" 0 0 0 0 0 0 0 0
Tab. 32 Sektion 2 (19.01.2011, sieben Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
guantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv
Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 103 0 0 0 0 1 2,14 x107 0 0 0 0
Tier 104 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 106 0 0 0 0 1 8,12 x10* 0 0 0 0
Tier 107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Gruppe D
Versuchszeitpunkt 39. LW

Tab. 33 Sektion 1 (17.06.2010, zwei Tage p.inf): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 79 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 81 1 0 1 5,64 x10° 1 0 0 0 0 0
Tier 82 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 83 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 84 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tab. 34 Sektion 2 (22.06.2010, sieben Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
guantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv
Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | Quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier109| 1 |200x10°| 1 |210x10°| 1 [164x10°| O 0 0 0
Tier 110 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier11l| 1 |210x10°| 1 |9,09x10'| 1 [145x10°| O 0 0 0
Tier 112 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Tier 113 0 0 0 0 1 6,00 x10? 0 0 0 0
Tier 114 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0

Versuchszeitpunkt 54. LW

Tab. 35 Sektion 1 (09.09.2010, zwei Tage p.inf): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier67| 1 [200x10"| 1 [9,00x10°| O 0 0 0 0 0
Tier 68 1 3,60 x10" 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier69| 1 |490x10°| 1 |1,73x10°| 1 [200x10"| 1 0 0 0
Tier70| 1 [1,80x10'| 1 [360x10°| O 0 0 0 0 0
Tier 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 72 1 0 1 9,00 x10* 0 0 0 0 0 0
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Tab. 36 Sektion 2 (14.09.2010, sieben Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit

0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 97 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 98 1 1,80 x10° 0 0 1 0 0 0 0 0
Tier 99 1 [180x10"| © 0 1 |180x10"| O 0 0 0
Tier100| 1 |2,00x10°| 0 0 1 0 1 |900x10°| O 0
Tier101| 1 |3,80x10°| 1 |270x10°| 1 |1,36x10°| O 0 0 0
Tier 102 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tab. 37 Sektion 1 (14.01.2011, zwei Tage p.inf): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit

Versuchszeitpunkt 69. LW

0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 79 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 81 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 82 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0
Tier 83 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 84 0 0 1 1,82 x10° 0 0 0 0 0 0
Tab. 38 Sektion 2 (19.01.2011, sieben Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
guantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv
Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ |quantitativ | qualitativ |quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ |quantitativ
Tier109 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Tier110 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier111 1 |800x10°| 1 [1,27x10°| 1  |1,36x10° 0 0 0 0
Tier112 1 |291x10°| 1 [1,82x10°| O 0 0 0 0 0
Tierl13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier114 0 0 1 [364x10°| 1 |9,00x10° 1 0 0 0
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Gruppe E
Versuchszeitpunkt 39. LW

Tab. 39 Sektion 1 (17.06.2010, zwei Tage p.inf): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 85 1 1,20 x10* 1 0 0 0 0 0 0 0
Tier 86 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 87 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 88 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 89 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 90 0 0 1 2,09 x10° 0 0 0 0 0 0
Tab. 40 Sektion 2 (22.06.2010, sieben Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
guantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv
Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | Quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ [quantitativ
Tier115| 1 |200x10'| 1 [1,00x10°| 1 0 0 0 0 0
Tier116| 1 |7,26x10°| 1 1 [362x10°| 0 0 0 0
Tier117| 1 [200x10°| 1 1 [362x10°| 0 0 0 0
Tier118| 1 [490x10*| 1 |927x10%| 1 1 0 0 0
Tier 119 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Tier 120 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0

Versuchszeitpunkt 54. LW

Tab. 41 Sektion 1 (09.09.2010, zwei Tage p.inf): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit
0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ
Tier 61 1 0 1 [360x10°| 1 0 0 0 0 0
Tier 62 1 2,40 x10* 1 2,36 x10* 1 3,62 x10* 0 0 0 0
Tier 63 1 |127x10*| 1 |236x10°| 1 0 0 0 0 0
Tier 64 1 1,40 x10? 1 2,72 x10% 0 0 0 0 0 0
Tier 65 1 |1,09x10°| 1 |345x10°| 1 [7,20x10'| O 0 0 0
Tier 66 1 |326x10°| 1 |900x10"| 1 0 0 0 0 0
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Tab. 42 Sektion 2 (14.09.2010, sieben Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit

0= negativ und 1= positiv
Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ

Tier 91 1 [2,36x10°| O 0 1 [7,28x10"| O 0 0 0
Tier 92 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 93 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier94| 1 [1,80x10'| 0O 0 1 |446x10°| © 0 0 0
Tier95| 1 [9,00x10°| 1 |9,00x10*°| 1 |9,00x10°| O 0 0 0
Tier 96 0 0 0 0 1 5,46 x10* 0 0 0 0

Versuchszeitpunkt 69. LW

Tab. 43 Sektion 1 (14.01.2011, zwei Tage p.inf): Organbesiedelung (qualitativ und
quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit

0= negativ und 1= positiv
Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt
qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ

Tier 85 1 3,63 x10° 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier86| 1 [2,73x10°| 1 |7,27x10°| 1 0 0 0 0 0
Tier 87 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 88 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 89 1 7,27 x10* 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tab. 44 Sektion 2 (19.01.2011, sieben Tage p.inf.): Organbesiedelung (qualitativ und

quantitativ) mit S. Enteritidis; Keimzahlen in KbE/g und qualitativer Nachweis mit

0= negativ und 1= positiv

Caecumwand Caecuminhalt Leber Ovar Ovidukt

qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ | quantitativ | qualitativ |quantitativ
Tier 115 1 [336x10'| © 0 1 |336x10°| 1 |2,72x10'| 0O 0
Tier 116 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 117 0 0 0 0 1 |791x10°| 0O 0 0
Tier 118 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tier 119 1 [181x10*| © 0 1 |136x10°| 1 |1,79x10°| O 0
Tier120*| 1 |4,50 x10° 0 3,00x10°| 1 [1,09x10°| 1 0 0 0

* ist vor der Sektion 2 verstorben, weshalb es nicht zur Sektion zur Verfugung stand

127




ANHANG

Befunde der Kloakentupfer

Gruppe A
Versuchszeitpunkt 39. LW

Tab. 45 Tiere der Sektion 1 (zwei Tage p.inf.) und Tiere der Sektion 2 (sieben Tage p.inf.)

KT 1d.p.inf. KT 1d.p.inf. | KT 3d.p.inf. | KT 5d.p.inf.
Tier 61 0 Tier 91 0 0 0
Tier 62 0 Tier 92 0 0 0
Tier 63 0 Tier 93 0 0 0
Tier 64 0 Tier 94 0 0 0
Tier 65 0 Tier 95 0 0 0
Tier 66 0 Tier 96 0 0 0

Versuchszeitpunkt 54. LW

Tab. 46 Tiere der Sektion 1 (zwei Tage p.inf.) und Tiere der Sektion 2 (sieben Tage p.inf.)

KT 1d.p.inf. KT 1d.p.inf. | KT 3d.p.inf. | KT 5d.p.inf.
Tier 85 0 Tier 115 0 0 0
Tier 86 0 Tier 116 0 0 0
Tier 87 0 Tier 117 0 1 0
Tier 88 0 Tier 118 0 1 0
Tier 89 0 Tier 119 0 0 0
Tier 90 0 Tier 120 0 1 0

Versuchszeitpunkt 69. LW

Tab. 47 Tiere der Sektion 1 (zwei Tage p.inf.) und Tiere der Sektion 2 (sieben Tage p.inf.)

KT 1d.p.inf. KT 1d.p.inf. | KT 3d.p.inf. | KT 5d.p.inf.
Tier 61 0 Tier 91 0 0 0
Tier 62 1 Tier 92 0 0 0
Tier 63 0 Tier 93 1 0 0
Tier 64 0 Tier 94 0 0 0
Tier 65 0 Tier 95 1 1 0
Tier 66 0 Tier 96 0 1 1

KT= Kloakentupfer; d.p.inf= Tag(e) nach der Infektion;

0= kein Salmonellennachweis; 1= qualitativer Salmonellennachweis positiv
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Gruppe B
Versuchszeitpunkt 39. LW

Tab. 48 Tiere der Sektion 1 (zwei Tage p.inf.) und Tiere der Sektion 2 (sieben Tage p.inf.)

KT 1d.p.inf. KT 1d.p.inf. | KT 3d.p.inf. | KT 5d.p.inf.
Tier 67 0 Tier 97 0 0 0
Tier 68 0 Tier 98 0 0 0
Tier 69 0 Tier 99 0 0 0
Tier 70 0 Tier 100 0 0 0
Tier 71 0 Tier 101 0 0 0
Tier 72 1 Tier 102 0 0 0

Versuchszeitpunkt 54. LW

Tab. 49 Tiere der Sektion 1 (zwei Tage p.inf.) und Tiere der Sektion 2 (sieben Tage p.inf.)

KT 1d.p.inf. KT 1d.p.inf. | KT 2d.p.inf. | KT 5d.p.inf.
Tier 79 1 Tier 109 0 1 0
Tier 80 0 Tier 110 0 1 0
Tier 81 0 Tier 111 0 1 0
Tier 82 1 Tier 112 1 1 1
Tier 83 0 Tier 113 1 1 1
Tier 84 0 Tier 114 0 1 0

Versuchszeitpunkt 69. LW

Tab. 50 Tiere der Sektion 1 (zwei Tage p.inf.) und Tiere der Sektion 2 (sieben Tage p.inf.)

KT 1d.p.inf. KT 1d.p.inf. | KT 3d.p.inf. | KT 5d.p.inf.
Tier 67 0 Tier 97 0 0 0
Tier 68 0 Tier 98 0 0 0
Tier 69 0 Tier 99 0 0 0
Tier 70 0 Tier 100 0 0 0
Tier 71 0 Tier 101 1 0 0
Tier 72 1 Tier 102 0 0 0
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Gruppe C
Versuchszeitpunkt 39. LW

Tab. 51 Tiere der Sektion 1 (zwei Tage p.inf.) und Tiere der Sektion 2 (sieben Tage p.inf.)

KT 1d.p.inf. KT 1d.p.inf. | KT 3d.p.inf. | KT 5d.p.inf.
Tier 73 0 Tier 103 0 0 0
Tier 74 1 Tier 104 0 0 0
Tier 75 1 Tier 105 0 0 0
Tier 76 0 Tier 106 0 0 0
Tier 77 0 Tier 107 0 0 0
Tier 78 0 Tier 108 0 0 0

Versuchszeitpunkt 54. LW

Tab. 52 Tiere der Sektion 1 (zwei Tage p.inf.) und Tiere der Sektion 2 (sieben Tage p.inf.)

Tier KT 1d.p.inf. Tier KT 1d.p.inf. | KT 3d.p.inf. | KT 5d.p.inf.
Tier 73 0 Tier 103 0 1 0
Tier 74 0 Tier 104 0 1 0
Tier 75 1 Tier 105 0 1 0
Tier 76 1 Tier 106 0 1 0
Tier 77 0 Tier 107 1 0 0
Tier 78 1 Tier 108 0 1 0

Versuchszeitpunkt 69. LW

Tab. 53 Tiere der Sektion 1 (zwei Tage p.inf.) und Tiere der Sektion 2 (sieben Tage p.inf.)

KT 1d.p.inf. KT 1d.p.inf. | KT 3d.p.inf. | KT 5d.p.inf.
Tier 73 0 Tier 103 0 0 0
Tier 74 0 Tier 104 0 0 0
Tier 75 0 Tier 105 0 0 0
Tier 76 0 Tier 106 0 0 0
Tier 77 0 Tier 107 0 0 0
Tier 78 0 Tier 108 0 0 0
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Gruppe D
Versuchszeitpunkt 39. LW

Tab. 54 Tiere der Sektion 1 (zwei Tage p.inf.) und Tiere der Sektion 2 (sieben Tage p.inf.)

KT 1d.p.inf. KT 1d.p.inf. | KT 3d.p.inf. | KT 5d.p.inf.
Tier 79 1 Tier 109 0 1 0
Tier 80 1 Tier 110 0 0 0
Tier 81 1 Tier 111 1 1 0
Tier 82 0 Tier 112 0 0 0
Tier 83 0 Tier 113 0 0 0
Tier 84 0 Tier 114 0 0 0

Versuchszeitpunkt 54. LW

Tab. 55 Tiere der Sektion 1 (zwei Tage p.inf.) und Tiere der Sektion 2 (sieben Tage p.inf.)

KT 1d.p.inf. KT 1d.p.inf. | KT 3d.p.inf. | KT 5d.p.inf.
Tier 67 0 Tier 97 0 1 1
Tier 68 0 Tier 98 1 1 1
Tier 69 0 Tier 99 0 0 1
Tier 70 0 Tier 100 0 1 0
Tier 71 0 Tier 101 0 0 1
Tier 72 1 Tier 102 0 1 0

Versuchszeitpunkt 69. LW

Tab. 56 Tiere der Sektion 1 (zwei Tage p.inf.) und Tiere der Sektion 2 (sieben Tage p.inf.)

KT 1d.p.inf. KT 1d.p.inf. | KT 3d.p.inf. | KT 5d.p.inf.
Tier 79 0 Tier 109 0 1 0
Tier 80 0 Tier 110 0 0 0
Tier 81 0 Tier 111 1 0 1
Tier 82 0 Tier 112 1 1 0
Tier 83 1 Tier 113 0 0 0
Tier 84 0 Tier 114 1 0 0
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Gruppe E
Versuchszeitpunkt 39. LW

Tab. 57 Tiere der Sektion 1 (zwei Tage p.inf.) und Tiere der Sektion 2 (sieben Tage p.inf.)

KT 1d.p.inf. KT 1d.p.inf. | KT 3d.p.inf. | KT 5d.p.inf.
Tier 85 1 Tier 115 1 1 0
Tier 86 1 Tier 116 0 0 0
Tier 87 1 Tier 117 1 1 0
Tier 88 1 Tier 118 1 1 0
Tier 89 1 Tier 119 0 0 0
Tier 90 1 Tier 120 0 0 0

Versuchszeitpunkt 54. LW

Tab. 58 Tiere der Sektion 1 (zwei Tage p.inf.) und Tiere der Sektion 2 (sieben Tage p.inf.)

KT 1d.p.inf. KT 1d.p.inf. | KT 3d.p.inf. | KT 5d.p.inf.
Tier 61 0 Tier 91 0 0 0
Tier 62 0 Tier 92 0 1 0
Tier 63 0 Tier 93 1 1 0
Tier 64 0 Tier 94 1 1 1
Tier 65 0 Tier 95 0 0 0
Tier 66 0 Tier 96 0 0 0

Versuchszeitpunkt 69. LW

Tab. 59 Tiere der Sektion 1 (zwei Tage p.inf.) und Tiere der Sektion 2 (sieben Tage p.inf.)

KT 1d.p.inf. KT 1d.p.inf. | KT 3d.p.inf. | KT 5d.p.inf.
Tier 85 0 Tier 115 0 0 0
Tier 86 0 Tier 116 0 0 0
Tier 87 0 Tier 117 0 0 0
Tier 88 0 Tier 118 1 1 0
Tier 89 0 Tier 119 1 0 0
Tier 90 0 Tier 120* 0 - -

*Tier war vor Entnahme des KT 3 d.p.inf. verstorben.

132



DANKSAGUNG

10 DANKSAGUNG

Zunéchst méchte ich Herrn Prof. Dr. Uwe Truyen fiir die Uberlassung des Promotionsthemas
und die Anstellung am Institut fir Tierhygiene und Offentliches Veterinarwesen der

Universitat Leipzig danken.

Sehr herzlich mdchte ich mich auch bei allen Mitarbeitern des Institutes fur Tierhygiene und
Offentliches Veterinarwesen bedanken, die mir stets tat- und fachkréftig zur Seite standen.
Dabei gilt Dr. Timo Homeier-Bachmann besonderer Dank fir die fachliche Betreuung
wahrend der Arbeit und der stetigen Bereitschaft auf Fragen zu antworten, Probleme zu
I6sen und Diskussionen zu fuhren. Anja Parentin bin ich sehr dankbar fur die erfreuliche und
fruchtbare Zusammenarbeit bei der Durchfiihrung der Versuche und deren Auswertung.
Eveline Brumme und insbesondere Dana Rister méchte ich danken fur die Geduld und die
Unterstiitzung nicht nur bei den Laborarbeiten.

Fir die finanzielle Unterstiitzung im Rahmen des ,ZUKUNFSTSFORUM Landwirtschaft*
danke ich dem Freistaat Sachsen und dem Sé&chsischen Gefliigelwirtschaftsverband,

insbesondere Herrn Dr. Drobisch.

Herrn Lutz Gumpert mochte ich dafiir danken, dass er uns beim Euthanasieren der Tiere
behilflich war und uns seine Materialien dafur zur Verfiigung gestellt hat.

Meiner Familie, insbesondere meinen Eltern, mdchte ich von Herzen danken fur die stetige

Unterstiitzung in jeglicher Hinsicht in jeder Lebenslage.

Danken mochte ich auch meinem liebsten Florian, der mir wahrend der Doktorarbeit immer

zur Seite stand und fiir mich da war.

Allen Freunden und Kommilitionen méchte ich danken, die mich wéahrend dem Studium und
der Promotion begleitet und aufgemuntert haben. Dabei mdéchte ich besonders Janne
Schoning danken, mit deren Unterstiitzung ich stets die Freude am Studium der Tiermedizin

wiederfand.

133



