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Ein Beitrag fiir den Verbraucherschutz: TAD Salmonella vac® E-
ein neuer Lebendimpfstoff fiir Hiihner gegen Salmonella Enteritidis

Dr. llka Hahn (Cuxhaven)

Obwohl! die Salmonella-Befundhaufigkeit beim Menschen
in Deutschland rucklaufig ist und 1998 erstmalig unter
100.000 registrierten Féllen lag, ist Salmonella Enteritidis
(S.E.) mit 58 % die am h&aufigsten nachgewiesene Se-
rovar (Rabsch,1999).

Abbildung 1:Inzidenz von Salmonella-lsolaten beim
Menschen in Deutschland
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Nach wie vor werden menschliche Infektionen mit dem Ver-
zehr von unsachgeman zubereiteten, zu lange und mangel-
haft gelagerten Roheispeisen in Verbindung gebracht.

In der HUhner-Salmonellen-VO vom 11. April 1994 ( BGBI.
I.S. 770)ist in § 2 vorgeschrieben, alle Junghennen in Auf-
zuchtbetrieben mit mehr als 250 Tieren gegen Salmonellen
zu impfen.

Vergleich Lebend-/Inaktivat-Impfstoff

Fur die Salmonellen-Impfung stehen dem Anwender Le-
bend- und Inaktivat-Impfstoffe zur Verfligung. Nachfolgende
Grafik zeigt einen Vergleich beider Vakzinen nach Kriterien
des Praxiseinsatzes.

Abbildung 2: Vergleichs-Diagramm Lebend- und Inak-
tivat SE-Impfstoffe
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Somit hat ein Inaktivat-Impfstoff, der abgetttetes Antigen
und ein die Immunantwort verstarkendes Adjuvans enthalt,
gegenUber Lebendimpfstoffen ein geringeres epidemiologi-
sches Risiko und besitzt die Potenz zur Ausbildung hoher
humoraler Antikérper-Titer. Letztere stehen aber bei Salmo-
nella-Infektionen nur bedingt in Korrelation mit der Wirksam-
keit. In Folge des intrazelluldren Parasitismus des Erregers
mussen effektive Vakzinen zu einer nachhaltigen Stimulie-
rung zellvermittelter Immunreaktionen flhren, was nachweis-
lich am besten mit Lebendimpfstoffen gelingt (Selbitz et al.,
1995).

Diese Aussage wurde in einem Wirksamkeitsversuch, in
dem vergleichend verschiedene Inaktivatimpfstoffe und der
Lebendimpfstoff geprift wurden, bewiesen.

Die Ergebnisse belegen, daB nur der Lebendimpfstoff eine
Organmanifestation und Ausscheidung des Infektionsstam-
mes verhindert bzw. im Vergleich mit ungeimpften Kontrollen
reduziert (s. Tab. 1, Abb. 3, 4, 5).

Tabelle 1:  Vergleichende Wirksamkeit von S.E. Le-
bend- und Inaktivat Impfstoffen
Gruppe |SE-Vakzine Typ Dosis |Applikation
1 inakt. 1 kommerziell 0,1 ml i.m.
2 inakt. 2 kommerziell 0,1 ml S.C.
3 inakt. 3 | experimentell 0,1 ml s.C.
4 inakt. 4 stallspez. 0,1 ml s.C.
5 lebend registriert | 1x10°%cfu oral
Kontrolle - - - -
Tiere: SPF Eintagskiken, 20 je Gruppe

Challenge: 15. Tag post vaccinationem, oral SE, 5 x 10° cfu*

*SE Nal®s (K285/94) zur Verfigung gestellt von Dr. U. Methner, Bundesamt flr
gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin 184

Abbildung 3: Persistenz des Challenge-Stammes
in der Leber, 5 Tage post infectionem
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Abbildung 4: Ausscheidung des Challenge-Stam
mes (Kloakentupfer)
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Abbildung 5: Persistenz des Challenge-Stammes
in Organen (2 Wochen post infectio-
nem)
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Ein weiterer Vorteil von Lebendimpfstoffen ist die Moglichkeit
der Applikation Uber das Trinkwasser, was zum einen ohne
Stref fur die Tiere und mit einem geringen Arbeitsaufwand
flr das Impfpersonal verbunden ist. Zum anderen wird Uber
den oralen Applikationsweg die nattrliche Infektionspforte
nachvollzogen.

Durch die Persistenz des Impfstammes im Organismus wer-
den mehrere Abwehrmechanismen induziert, so daf3 Leben-
dimpfstoffe auch in der Lage sind, Kreuzimmunitaten zu er-
zeugen. So wird von einem S.Typhimurium (S.Tm.)-Leben-
dimpfstoff aus den USA berichtet, der neben S.Tm. auch
gegen S. Heidelberg und S. E. schiitzt (Hassan und Curtiss
lll, 1994). Eigene Experimente mit TAD Salmonella vac® T
(S.Tm.-Lebendimpfstoff) weisen ebenfalls einen Kreuzschutz
gegen S.E. aus, der aber mit zunehmenden Lebensalter der
Impflinge abnimmt und unter dem homologen Schutz liegt.

TAD Salmonella vac® E

Grundlage jedes Salmonella-Lebendimpfstoffes ist ein Bak-
terienstamm, bei dem sich bei erhaltener Vermehrungsféhig-
keit ein weitgehender Virulenzverlust mit guter Immunoge-
nitat verbindet.

Stoffwechseldrift-Mutation

TAD Salmonella vac® E wurde auf der Basis des von Linde
et al. (1993) beschriebenen Prinzips der Stoffwechseldrift-
Mutation entwickelt. Hier handelt es sich um Minus-Mutati-
onen in essentiellen Enzymen und Stoffwechselschaltzentra-
len des Bakteriums, in deren Folge die daraus resultierenden
Stoffwechselablaufe zu verlangerten Generationszeiten und
entsprechenden Virulenzreduktionen fihren. Im konkreten
Fall von TAD Salmonella vac® E verlangert sich die Gene-
rationszeit von 22 min. beim Ausgangsstamm auf 28 min.
beim Impfstamm.

Da Stoffwechsel-Kompartimente bekanntlich Angriffspunkte
fr Antibiotika sind, leitet sich daraus auch deren therapeu-
tische Nutzung ab. Die Folge der mutativen Strukturveran-
derungen ist nicht nur die Attenuierung, sondern als gleich-
zeitige Nebenwirkung eine mit dem Bindungsverlust fur Anti-
biotika einhergehende, therapeutisch unbedenkliche und nur
zur Impfstamm-Erkennung genutzte Antibiotika-Resistenz
(Linde et al., 1996).

Zusétzlich zur Stoffwechseldrift-Mutation besitzt der Impf-
stamm eine Zellmembran-Mutation, welche deren Permea-
bilitat flr Erythromycin sowie flr andere Antibiotika und No-
xen erhoht.

Diagnostik

Die Abgrenzung von Impfstammen gegenuber Wildstadm-
men ist anhand der eingebauten Marker denkbar einfach.
Der Impfstamm wéchst infolge seiner Stoffwechseldrift-Mar-
ker (Resistenz-Marker) auf Nahrbdden mit Rifampicin und
Streptomycin und zeigt kein Wachstum auf Medien mit Ery-
thromycin. Die Wildstamme ohne genetische Veranderun-
gen verhalten sich in ihrem Wachstum genau umgekehrt.

Tabelle 2: Differenzierung zwischen TAD Salmonel-
la vac® E und S.E.-Feldstammen
Antibiotikum | Konzentration | Impfstamm | Feldstamm
Streptomycin 200ug/mi resistent sensitiv
Rifampicin 200pg/ml resistent sensitiv
Erythromycin 15ug/ml sensitiv resistent

Einschrankend muB erwahnt werden, da3 - bedingt durch
die Zellmembran-Mutation - der Impfstamm auf nicht
allen in der Salmonella-Diagnostik gebrauchlichen Selektiv-
nahrmedien wachst. Auf den in der Veterindrmedizin
Ublichen Nahrbdden wie BPLS-, GaBner- und XLD-Agar be-
steht jedoch keine Hemmung des Wachstums.

Sicherheit

TAD Salmonella vac® E besitzt durch drei voneinander un-
abhangigen Mutationen eine nach statistischer Treffersicher-
heit absolute Stabilitdt gegen die Gefahr der RUckmutation
zum Wildstamm unter Praxisbedingungen. Da die Gesamt-
stabilitat aller drei Marker als das Produkt der Stabilitdten
der einzelnen Marker (wenigstens 1078, Kaplan,1969) ermittelt
werden kann, betragt diese somit 1024,
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Um die entscheidenden Vorteile eines Lebendimpfstoffes
voll zur Wirkung zu bringen, muB sich ein Impfstamm eine
gewisse Zeit im Organismus des geimpften Tieres vermeh-
ren. Diese manchmal etwas miBverstandlich als Restvirulenz
bezeichnete Eigenschaft steht in enger Wechselbeziehung
zur Immunitat. Vom richtigen Verhaltnis dieser beiden Eigen-
schaften zueinander hangt nicht nur die Wirksamkeit, son-
dern auch die Sicherheit eines Impfstoffes ab.

Die Dauer der Ausscheidung des Impfstammes wurde mit-
tels bakteriologischer Untersuchung von Kloakentupfern
geprUft. In Abhangigkeit von der Dosis wurde 2 Wochen
post imm. nur bei Tieren, die die 10 fache Immunisierungs-
dosis erhalten haben, der Impfstamm noch nachgewiesen.
Nach 21 Tagen betrug die Ausscheidung in dieser Gruppe
ebenfalls 0 %.

Abbildung 6: Ausscheidung des Impfstammes (Kloa-

kentupfer)
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Im Mittelpunkt einer weiteren Studie stand die Prifung der
Frage, ob der Impfstamm auf das Ei Ubertragen wird. Dazu
wurden 40 bereits legende SPF-Hennen oral mit der einfa-
chen und 10 fachen Dosis TAD Salmonella vac® E immuni-
siert.

Uber einen Zeitraum von 3 Wochen post imm. wurden 641
Eier bakteriologisch (getrennte Anreicherung von Eischale,
Eiweil3 und Eigelb) untersucht. Es wurde in keiner Probe der
Impfstamm nachgewiesen. Die vorgeschriebene Wartezeit
zwischen Immunisierung und Schlachtung bzw. Eiabgabe
betragt inklusive einer Sicherheitsspanne 21 Tage.

Vertraglichkeit

TAD Salmonella vac® E erwies sich nach oraler Applikation
Uber das Trankwasser in Feldversuchen an 795 000
Huhnern als unbedenklich. Darlber hinaus wird jede Charge
in der 10 fachen Dosis an Eintagskiken, als die fir Salmo-
nellen empfindlichsten Spezies, geprdift.

Vor allem unter dem Aspekt, daB TAD Salmonella vac® E
versehentlich von anderen Tierarten aufgenommen werden
kann, wurden Vertraglichkeitsstudien an Enten, Puten, Kal-
bern und Schweinen durchgefiihrt. Dabei fuhrte der Impf-
stoff zu keinen Stérungen des Allgemeinbefindens bei die-
sen Tieren.

Wirksamkeit und Dauer der Immunitat

Da die Impfung die Tiere Uber die gesamte Legeperiode vor
einer Ansiedlung von S.E.-Stdmmen schutzen soll, wurde
die Dauer der Immunit&t in folgendem Versuch geprUft (s.
Tab 3, Abb. 7 - 9).

Tabelle 3: Wirksamkeit und Dauer der Immunitéat
von TAD Salmonella vac® E
Impfschema:
Gruppe 1.Tag 6. Woche 16. Woche
1 SE-lebend SE-lebend SE-lebend
oral oral s.C.
2 SE-lebend SE-lebend SE-lebend
oral oral i.m.
Kontrollen - - -

*SE Nal®s (K285/94) zur Verfligung gestellt von Dr. U. Methner, Bundesamt fur
gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin 184

Tiere: Mastelterntiere, 18 pro Gruppe
Challenge: mit 60 Wochen (= 44 Wochen nach der
3. Impfung); oral SE, 1 x 1010 cfu*

Die Ergebnisse weisen aus, dafi3 die Impflinge am Ende der
Legeperiode (60. Lebenswoche) vor einer experimentellen
S.E.-Infektion dahingehend geschutzt waren, daB eine Per-
sistenz des Infektionsstammes in der Leber weitgehend ver-
hindert und die Ausscheidung um ca. zwei Zehnerpoten-
zen im Vergleich zu den Kontrolltieren reduziert ist. Nach

Abbildung 7: Persistenz des Challenge-Stammes
in der Leber 5 Tage post infectionem
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Abbildung 9: Persistenz des Challenge-Stammes in
Organen, 2 Wochen post infectionem
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Dorn ist damit eine Forderung erfullt, die an die Effektivitat
von MaBnahmen zur Salmonella-Bek&dmpfung gestellt wird.
Durch eine reduzierte Persistenz und Erregerausscheidung
in einem immunisierten Bestand kommt es letztendlich zu
einem AbriB der Infektketten und damit zu einer Minimierung
des Eintrages von Salmonellen in Lebensmittel tierischen
Ursprungs.

Die in der Geflugelproduktion hauptsachlich bei Elterntieren
weit verbreitete kombinierte Anwendung von Lebend- und
Inaktivatimpfstoffen ist daher auch bei Salmonella-Impfun-
gen effektiv (Vielitz et al., 1995).

Impfprogramm

Anhand der durchgefihrten Versuche laBt sich nachfolgend
dargestelltes Impfschema ableiten und empfehlen. Dabei
wird besonders auf die Anwendung zum frihestmdglichen
Zeitpunkt nach dem Schlupf hingewiesen, um eine Ansied-
lung von Feldstdmmen zu verhindern.

Tabelle 4: Impfschema - Empfehlungen fiir Imp-
fungen gegen SE
Alter Legehennen Elterntiere

1.Tag | TAD Salmonellavac® E | TAD Salmonella vac® E

oral oral
6.-8. TAD Salmonella vac® E | TAD Salmonella vac® E
Woche oral oral

16.-18. | TAD Salmonella vac® E Inaktivat-SE-Vakzine
Woche oral i.m.

SchluBfolgerungen

In den durchgefuhrten Versuchen erwies sich TAD Salmo-
nella vac® E als genetisch stabil, vertraglich und wirksam.
So wurde basierend auf diesen Ergebnissen vom Paul-Ehr-
lich-Institut im Juli 1999 die Zulassung in der BRD erteilt.

Damit steht der Geflugelwirtschaft ein weiteres wichtiges In-
strument zur Salmonella-Bek&dmpfung zur Verfligung. Be-
sonders ist dabei der homologe Schutz gegen S. Enteritidis
als die beim Menschen dominierende Serovar hervorzuhe-
ben.

Generell ist aber jeder Impferfolg nur in einem engen Zu-

sammenhang mit der Optimierung der Haltungsbedingun-
gen und der Einhaltung aller hygienischen Voraussetzungen
zu sehen.

Weiterhin  1aBt  sich  die  Gesamtbelastung  eines
HUhnerbestandes mit Salmonellen nur durch langerfristige
lickenlose Impfung der Herden senken, was letztendlich
zu einer Minimierung des Eintrages von Salmonellen in Le-
bensmittel tierischen Ursprungs fuhrt. Damit leistet TAD Sal-
monella vac® E gleichzeitig einen wirksamen Beitrag zum
Verbraucherschutz.
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