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»~Competitive Exclusion” - ein Verfahren zur Prophylaxe der
Salmonella-Infektion beim Gefligel

Dr. Ulrich Methner (Jena)

Einleitung

Der Gastrointestinaltrakt mit seiner Mikroflora stellt ein of-
fenes dkologisches System dar. Die als ,, autochthon” be-
zeichnete normale Mikroflora des Darmes erflllt nach dem
derzeitigen Erkenntnisstand eine Reihe von Funktionen,
die fur den Wirtsorganismus von unterschiedlicher phy-
siologischer Bedeutung sind:

1. Aufbau und Aufrechterhaltung einer mikrobiellen Bar-
riere gegen die Ansiedelung und Vermehrung patho-
gener Erreger,

2. Férderung von Stoffwechsel und Durchblutung der
Darmschleimhaut,

3. Beeinflussung des darmassoziierten Immunsystems,
4. Anregung der Darmmotilitéat,

5. Reduzierung der bakteriellen Translokation vom Darm-
lumen ins Lymphsystem,

6. Produktion von Vitaminen (SAVAGE, 1977).

Unter dem Verfahren der , Competitive Exclusion (CE)*
versteht man die Applikation von Darmflora gesunder adul-
ter Tiere an Kuken kurze Zeit nach dem Schlupf bzw. in
den ersten Lebenstagen. Diese Methode zur Reduzierung
der intestinalen Salmonellenbesiedelung beim Geflugel
wurde im Jahre 1973 durch NURMI und RANTALA be-
schrieben. Das nach den Beschreibern benannte , Nur-
mi-Konzept" bzw. der Begriff , Competitive Exclusion® wer-
den als Termini fur den Mechanismus der mikrobiellen
Verhinderung der Besiedelung des Kiukendarmes mit Sal-
monellen verwendet.

Es ist bekannt, dass die Empfanglichkeit von Kiken fur
eine Infektion mit nicht wirtsadaptierten Salmonella-Sero-
varen mit steigendem Alter der Tiere abnimmt. Bereits
MILNER und SHAFFER (1952) stellten die Beziehung zwi-
schen dem Alter und der Dosis einerseits und dem Ver-
lauf der Salmonella-Infektion nach oraler Applikation an-
dererseits fest. Bei Eintagskiken genlgten bereits 5 ko-
loniebildende Einheiten (kbE) /Tier, um ein Haften der
Salmonellen zu erreichen. In zahlreichen nachfolgenden
Untersuchungen wurde gezeigt, dass bei oraler Applika-
tion von Salmonella-Stdmmen unterschiedlicher Serova-
ren an Eintagskuken eine Dosis von nur 100 kbE ausrei-
chend ist, um eine Uber mehrere Wochen bestehende lo-
kale (intestinale bzw. z&kale) und auch systemische
Infektion auszuldsen (SADLER et al., 1969; KNIVETT und
STEVENS, 1971; BARROW et al., 1988; METHNER et al.,
1994, 1995; METHNER und STEINBACH, 1997). Bei alte-
ren Kudken kann mit derart geringen Infektionsdosen auch
bei Verwendung von virulenten Stdmmen keine intestina-
le Kolonisation erreicht werden. Adulte Tiere mit etablier-
ter Intestinalflora bendtigen bei oraler Applikation in Ab-
hangigkeit vom Infektionsstamm eine Dosis von minde-
stens 107 kbE/Tier, um eine Uber einen langeren Zeitraum
bestehende Salmonella-Infektion auszulésen (HUMPHREY
et al., 1991; METHNER et al., 1995). Als eine wichtige Ur-
sache fur die mit dem Alter der Kiken abnehmende Emp-
fanglichkeit fur eine intestinale Besiedelung durch Sal-
monellen wird die sich in den ersten Lebenswochen ent-
wickelnde normale (autochthone) Darmflora betrachtet

(NURMI und RANTALA 1973; SNOEYENBOS et al., 1982).
Immunologische Reaktionen sind aufgrund der zum Zeit-
punkt des Schlupfes der Kiken nur unvollstandig ent-
wickelten Immunkompetenz (KODAMA et al., 1976; METH-
NER und STEINBACH, 1997; SHARMA, 1997) vermutlich
erst bei &lteren Tieren wirksam. Der Prozess der Etablie-
rung der Darmflora variiert in Abhangigkeit von den Hal-
tungs- und Futterungsbedingungen und bendtigt beim
Dunndarm eine Zeit von etwa 2 Wochen wahrend bis zum
Abschluss der Mikrofloraentwicklung im Z&kum mehr als
4 bis 6 Wochen erforderlich sein kénnen (BARNES et al.,
1972, 1980). Der fehlende Kontakt der Kiken zu den El-
terntieren und die Haltung der Tiere in gereinigten und
desinfizierten Stéllen verzégern den Prozess der Darm-
floraentwicklung. NURMI und RANTALA (1973) erkann-
ten als erste diese Zusammenhange und zeigten, dass
durch die orale Applikation einer Suspension aus dem
Kropf- und Darminhalt adulter gesunder Hihner an 1 bis
2 Tage alte Kuken die Empfanglichkeit der Kuken fur eine
24 Stunden spater erfolgende Infektion mit Salmonella In-
fantis wesentlich verringert werden kann. Damit wurde
erstmalig gezeigt, dass die bei den alteren Tieren nach-
weisbar gréBere Widerstandsfahigkeit gegen eine Sal-
monella-Infektion auf die hochgradig empfanglichen Ein-
tagskUken Ubertragen werden kann.

Die vorliegende Arbeit soll Uber Aspekte der Entwicklung
des Verfahrens der ,Competitive Exclusion” gegen Sal-
monella-Infektionen beim Geflugel informieren. Weiterhin
sollen die Méglichkeiten und Grenzen des Einsatzes von
Darmflorakulturen sowie Besonderheiten bei der Ent-
wicklung von Kulturen definierter Zusammensetzung dar-
gestellt werden.

Entwicklung von Competitive Exclusion-Kulturen nicht
definierter Zusammensetzung

Nach den ersten erfolgreichen Versuchen unter Verwen-
dung von Suspensionen aus dem Darminhalt adulter Tie-
re zur Vorbehandlung der Kuken gegen eine Salmonella-
Infektion wurde begonnen, den Z&kuminhalt unter anaer-
oben Bedingungen in flissigen Medien zu kultivieren und
als Darmflorakultur einzusetzen. Diese Préparationen als
Gemische unbekannter bakterieller Zusammensetzung
wurden an Eintagsktken mittels Kropfinstillation verab-
reicht, 24 bis 48 Stunden spater erfolgte die Wirksam-
keitsprufung durch eine orale Testinfektion der Kiken un-
ter standardisierten Bedingungen. Die Wirksamkeit des
Verfahrens der , Competitive Exclusion® konnte danach
von zahlreichen Arbeitsgruppen in verschiedenen Lan-
dern bestatigt werden (SNOEYENBOS et al., 1978; GO-
REN et al., 1984; MEAD und IMPEY, 1986; BAILEY, 1987).
Dabei zeigte sich, dass anaerobe Kulturen aus dem Z&-
kuminhalt von gesunden, salmonallafreien und kommer-
ziell gehaltenen adulten Tieren die beste Wirksamkeit ge-
gen eine Salmonella-Infektion aufweisen. Die Schutzwir-
kung von reinem Darminhalt schwankt in Abh&ngigkeit
vom Spendertier und insbesondere vom Alter des Spen-
dertieres. CE-Kulturen aus einem Gemisch obligat und fa-
kultativ anaerober Bakterien weisen eine hohe Wirksam-
keit auf, besitzen aber auch einen wesentlichen Nachteil.
In einigen Landern werden solche Praparate nicht defi-
nierter bakterieller Zusammensetzung von den Zulas-
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sungsbehdrden nicht akzeptiert, da ein potenzielles Risi-
ko der Ubertragung von gefliigelpathogenen und/oder
humanpathogenen Erregern besteht (STAVRIC et al.,
1991). Daher hat es zahlreiche Versuche gegeben, die
Empfanglichkeit von Eintagskiken flr eine Kolonisation
durch Salmonellen mit Hilfe von Kulturen zu verringern,
die sich aus einzelnen definierten Bakterienspezies zu-
sammensetzen.

Entwicklung von Competitive Exclusion-Kulturen
definierter Zusammensetzung

Untersuchungen Uber die Zusammensetzung der Darm-
flora in Abhangigkeit vom Alter der Kuken bildeten die
Grundlage fur die Entwicklung von definierten Kulturen.
Frisch geschllpfte Kiken besitzen einen weitgehend ste-
rilen Gastrointestinaltrakt, dessen Besiedelung mit Um-
gebungskeimen jedoch sofort nach dem Schlupf beginnt.
Vor der ersten Futteraufnahme besteht die Zakalflora der
Kuken hauptséachlich aus koliformen Keimen, Streptokok-
ken der Gruppe D und geringen Mengen an Klostridien. Zu
diesem Zeitpunkt werden noch keine Laktobazillen oder
nicht-sporenbildende Anaerobier isoliert (BARNES et al.,
1980). Nach dem 4. bis 5. Lebenstag vermehren sich die
vorherrschenden Keime fast ausschlieBlich unter anaer-
oben Bedingungen, die insbesondere durch den Sauer-
stoffverbrauch und die Verringerung des Redoxpotenzi-
als durch Streptococcus faecalis und faecium geschaf-
fen werden. Bis zur 5. bis 6. Lebenswoche erfolgt eine
starke qualitative und quantitative Zunahme der anaero-
ben Flora (BARNES et al., 1972).

Ausgehend von diesen Erkenntnissen wurde begonnen,
einzelne Stdmme aus den nicht definierten Darmflorage-
mischen zu isolieren und sie einzeln (1) oder in Kombi-
nationen (n) auf ihre Wirksamkeit gegen eine Salmonella-
Infektion zu testen.

e Streptococcus faecalis (1): Verlust der Wirksamkeit
nach in-vitro-Kultivierung (SOERJADI et al., 1978).

e Clostridium sp.(1): nur zeitlich begrenzte Schutzwir-
kung (RIGBY et al., 1977).

e Bacterioides spp. (1-2); Bifidobacterium spp. (1-3); Es-
cherichia spp. (3): keine Wirksamkeit (BARNES et al.,
1979; STAVRIC et al., 1991).

e Mischung aus 23 Lactobazillus-Stdmmen: keine aus-
reichende Reproduzierbarkeit der Wirkung (BARNES
et al., 1980).

e Mischungen aus 48 bis 65 Stammen [Clostridium (10),
Lactobacillus (11), Escherichia (8), Streptococcus (2),
Bacterioides (5) u. a. Gattungen]: Wirksamkeit mit un-
definierten Kulturen vergleichbar, bei Puten nicht wirk-
sam (IMPEY et al., 1982, 1984).

* Mischungen aus 10, 28 oder 50 Reinkulturen: Mischung
mit 50 Stdmmen zeigte die groBte Wirksamkeit, jedoch
nur eine begrenzte Reproduzierbarkeit (STAVRIC et al.,
1985).

Das unzureichende Wissen Uber die tats&chlich schit-
zenden Spezies der Darmflora, das Fehlen entsprechen-
der Selektivmedien zur Isolierung von quantitativ gering
vorkommenden Organismen und die unzureichenden Iden-
tifikationsmoglichkeiten fur einzelne Stdmme erschweren
die Entwicklung effektiver definierter Kulturen (VEAD und
IMPEY, 1987). Trotz umfangreicher und intensiver Unter-
suchungen in verschiedenen Arbeitsgruppen und trotz

einzelner Erfolge mit Mischungen aus zahlreichen bakte-
riellen Spezies ist es bis zum gegenwartigen Zeitpunkt
nicht gelungen, definierte Competitive Exclusion-Kulturen
zu entwickeln, die eine ahnlich hohe Wirksamkeit und Sta-
bilitat besitzen wie undefinierte Kulturen.

Mechanismus der Wirksamkeit von Competitive
Exclusion-Kulturen

Eine wesentliche Ursache fur die geringen Fortschritte bei
der Entwicklung von wirksamen Kulturen definierter Zu-
sammensetzung sind die nach wie vor unzureichenden
Kenntnisse Uber die Mechanismen der Schutzwirkung. Es
gilt als sicher, dass die festgestellte Schutzwirkung nur
durch lebende Bakterien erreicht wird, da bakterienfreie
Uberstande von Fakalsuspensionen keine Effekte zeigten
(SNOEYENBOS et al., 1978). Zahlreiche Prozesse, wie
der sich &ndernde pH-Wert durch die von Anaerobiern im
Zakum produzierten fluichtigen Fetts&duren, die Konkur-
renz um Nahrstoffe und die Wirkung hemmender Sub-
stanzen (H,S, Bakteriozine, dekonjugierte Gallensalze)
werden in Betracht gezogen (BARNES et al., 1979; SA-
VAGE, 1987; CORRIER et al., 19953,b; SCHNEITZ et al.,
1997). Im Rahmen der gesamten Schutzwirkung schei-
nen diese Reaktionen jedoch nur eine untergeordnete Rol-
le zu spielen. Der wahrscheinlich wichtigste Mechanis-
mus der Schutzwirkung von CE-Kulturen ist die direkte
Konkurrenz um intestinale Bindungsstellen an der Darm-
schleimhaut bzw. das Blockieren von Bindungsstellen far
Salmonellen durch die Organismen der Kultur. Die appli-
zierte Intestinalflora besiedelt die Darmschleimhaut und
bildet eine mechanische Schutzschicht, die den Kontakt
von Salmonellen mit der Darmschleimhaut unterdrickt
(SOERJADI et al., 1982).

Bewertung der Schutzwirkung von Competitive
Exclusion-Kulturen

Es gibt verschiedene Methoden, um die Schutzwirkung
von CE-Kulturen gegen eine Salmonella-Besiedelung bei
wenige Tage alten Kiken zu bewerten. Da zahlreiche Fak-
toren, wie die Art der Applikation der Darmflorakultur, der
Zeitpunkt und die Art der Testinfektion, der Infektions-
stamm, die Hohe der Infektionsdosis und die Zeitpunkte
der bakteriologischen Untersuchung die Ergebnisse von
Wirksamkeitsprtfungen beeinflussen, empfahlen PIVNICK
und NURMI (1982) fur experimentelle Untersuchungen
ein Standardprotokoll zur Prufung der Wirksamkeit und
Unschéadlichkeit von CE-Kulturen. Die Anwendung eines
Standardprotokolls erméglicht dartber hinaus auch den
Vergleich der Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen
bei der Wirksamkeitsprifung dieser Kulturen. MEAD et al.
(1989) beschrieben ein sehr detailliertes Protokoll zur Wirk-
samkeits- bzw. Chargenprtfung von Darmflorakulturen
unter Verwendung eines nicht invasiven Salmonella-Ke-
dougou-Stammes, der jedoch den Darm gut kolonisiert.
24 Stunden nach der oralen Applikation der Kultur am er-
sten Lebenstag wird ein nalidixinsaureresistenter Salmo-
nella-Kedougou-Stamm in einer Dosis von 104 kbE/Tier
ebenfalls oral mittels Kropfinstillation an die Kuken ver-
abreicht. 5 Tage nach der Infektion erfolgt die Bestim-
mung der Keimzahl des Infektionsstammes im Zakuminhalt
von Tieren der vorbehandelten Gruppe und der Kontroll-
gruppe. Zur Bewertung der Wirksamkeit der CE-Kultur
werden der von PIVNICK und NURMI (1982) beschriebe-
ne Infektionsfaktor (IF = log,, der Keimzahl des Infekti-
onsstammes im Z&kum von behandelten bzw. unbehan-
delten und infizierten Tieren) und der Schutzfaktor (PF = IF
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einer unbehandelten Kontrollgruppe / IF einer behandel-
ten Gruppe) herangezogen. Je héher der Schutzfaktor
(PF), desto effektiver ist die Kultur. Eine bessere Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse wird erzielt, wenn der Schutz-
faktor nicht als Quotient der Logarithmen der Keimzahlen,
sondern als deren Differenz (LR = IF einer unbehandel-
ten Kontrollgruppe - IF einer behandelten Gruppe) ange-
geben wird (STEPHAN et al., 1999). Eine derartige expe-
rimentelle Vorgehensweise gibt wichtige Informationen
zur Effektivitat von CE-Kulturen, ersetzt jedoch nicht die
Wirksamkeitsprifung unter Feldbedingungen. Kulturen,
die unter Laborbedingungen keine adaquate Schutzwir-
kung auslésen, werden jedoch fur den Einsatz unter Feld-
bedingungen wahrscheinlich nicht geeignet sein.

Welche Faktoren beeinflussen die Schutzwirkung von
Competitive Exclusion-Kulturen beim Gefligel?

Eine Schutzwirkung von CE-Kulturen gegen Salmonella-
Stamme ist bereits wenige Stunden nach der Applikation
messbar und bleibt erhalten, wenn das mikrodkologische
Gleichgewicht der Darmflora nicht durch exogene biolo-
gische oder chemische Einflisse geschadigt wird. We-
sentliche Stoérfaktoren fir die Darmflora sind Stress-
situationen fur die Tiere (zu hohe oder zu geringe Tem-
peraturen, Futter- oder Wasserentzug, Transport,
Umstallungen) oder auch die Verabreichung von Antibio-
tika, antimikrobiell wirkenden Futterzusatzstoffen und Kok-
zidiostatika (MEAD und IMPEY, 1987).

Die Wirksamkeit von CE-Kulturen gegen invasive und
nicht invasive Stdmme von verschiedenen nicht an das
Geflligel adaptierten Salmonella-Serovaren wurde in zahl-
reichen Untersuchungen gezeigt (MEAD und BARROW,
1990; SCHNEITZ et al., 1992). Im Vergleich zu diesen
nicht-wirtsadaptierten Serovaren war die Effektivitat der
Kultur gegen Salmonella Gallinarum reduziert. Das ist dar-
auf zurlickzufthren, dass Salmonella Gallinarum das Z&-
kum bzw. den Intestinaltrakt nicht regelmé&Big in hohen
Keimkonzentrationen besiedelt (SILVA et al., 1981).

Die Hohe der Infektionsdosis hat einen direkten Einfluss
auf die Hohe der Schutzwirkung von CE-Kulturen. Die Vor-
behandlung von Kuken mit der kommerziellen Kultur Broi-
lact® am 1. Lebenstag verhinderte die zékale Besiede-
lung durch Salmonella Typhimurium und Salmonella Enter-
itidis bei einer Infektionsdosis von 10* kbE/Tier (Applikation
am 2. Lebenstag) vollstandig. Weder am 2. noch am 6.
Tag nach der Infektion konnten die Infektionsstdmme bei
den vorbehandelten Tieren reisoliert werden (METHNER
et al., 1997). Bei einer Infektionsdosis von 108 kbE/Tier
konnte die Kolonisation der Infektionsstdmme bei den vor-
behandelten Tieren bis zum 2. Tag nach der Infektion sig-
nifikant gehemmt werden, danach bestand kein Unter-
schied mehr zur nicht vorbehandelten Kontrollgruppe (ME-
THNER et al., 1996). Diese Untersuchung bestatigte, dass
die Vorbehandlung mit der CE-Kultur zu einer deutlichen
Verminderung der Empfanglichkeit der Kiken fur eine Be-
siedelung mit Salmonella-Stdmmen verschiedener Sero-
varen fuhrt, dass jedoch bei der Verwendung von hohen
Infektionsdosen eine lokale und systemische Salmonella-
Infektion nicht verhindert wird. Vergleichbare Ergebnisse
erzielten STEPHAN et al. (1999) nach Vorbehandlung von
Kuken mit dem Préparat Aviguard® Diese Ergebnisse sind
nicht Gberraschend, da die Wirksamkeit einer Darmflora-
kultur nicht groBer sein wird, als die Schutzwirkung einer
vollstdndig entwickelten physiologischen Darmflora. In
zahlreichen Untersuchungen wurde gezeigt, dass bei ge-
sunden adulten Tieren mit etablierter Darmflora bei einer

Infektionsdosis von 108 kbE/Tier eine ausgepragte Sal-
monella-Infektion hervorgerufen werden kann (SADLER
etal., 1969; GAST und BEARD, 1990; HUMPHREY et al.,
1991; HOLT et al., 1995).

Neben der Héhe der Infektionsdosis des Salmonella-Stam-
mes kommt insbesondere der Menge der durch das
Kiken aufgenommenen Kultur und der Art ihrer Appli-
kation eine besondere Bedeutung zu. Eine Verabreichung
der Darmflorapréparate am 1. bzw. 2. Lebenstag Uber
das Trinkwasser kann die Effektivitat einschréanken, da
Kiken zu diesem Zeitpunkt nur wenig, einzelne Tiere még-
licherweise gar kein Trinkwasser aufnehmen (MEAD und
IMPEY, 1987; SCHNEITZ et al., 1992). DarUber hinaus ist
die Uberlebensfahigkeit der anaeroben Bakterien im Trink-
wasser und damit die Wirksamkeit der Kulturen einge-
schrankt.

Eine wesentliche Verringerung der Effektivitat von CE-Kul-
turen tritt ein, wenn die Kiken vor der Applikation der
Kultur Kontakt zu Salmonellen hatten (MEAD und BAR-
ROW, 1990; SCHNEITZ et al., 1992; BAILEY, et al., 1998;
METHNER et al., 1999). Diese Frage besitzt besondere
Bedeutung bei der Uber das infizierte Brutei erfolgenden
Infektion. Selbst wenn nur eine auBerst geringe Anzahl an
Bruteiern infiziert ist, kann es aufgrund der sehr schnel-
len Salmonellenausbreitung im Schlupfbriter und der sehr
hohen Empfanglichkeit der frisch geschlipften Kuken Uber
den oralen und aerogenen Infektionsweg zu einer Infek-
tion des gesamten Schlupfes kommen. Nachfolgend ap-
plizierte CE-Praparate kénnen die intestinale Salmonel-
lenbesiedelung nicht wirksam hemmen.

Anwendungsbereiche von Competitive Exclusion-Kulturen

Das Ziel des Verfahrens der , Competitive Exclusion” bzw.
des Einsatzes von Darmflorakulturen beim Gefligel be-
steht in der Erhéhung der Widerstandsféhigkeit von frisch
geschlipften Kilkken gegen die intestinale Besiedelung
durch Salmonellen. Da die Wirksamkeit von CE-Kulturen
deutlich verringert ist, wenn die Salmonella-Infektion der
Tiere vor der Applikation der Kultur erfolgt, wird eine még-
lichst frihe Behandlung der Kiken angestrebt. In den mei-
sten Felduntersuchungen erfolgt die Applikation am 1.
und 2. Lebenstag Uber das Trinkwasser (HIRN et al., 1992;
SCHNEITZ et al., 1992; WIERUP et al., 1992; ). Um die
Wirksamkeit der CE-Kulturen zu verbessern, wurde der
Applikationszeitpunkt weiter vorverlegt. Die Darmflora-
kulturen wurden mittels Sprayapplikation (GOREN et al.,
1984, 1988) entweder in den Kikentransportbehéltern
nach Verlassen der Briterei, vor Enthahme der Kiken aus
dem Schlupfbriter oder bei Einlage der Bruteier in den
Schlupfbriter eingesetzt. Da aus verschiedenen Grinden
(Infektionsdruck in der Bruterei, unzureichende Aufnah-
me der Kultur durch die einzelnen Tiere) trotz dieser friihen
Verbreichung keine ausreichende Schutzwirkung erreicht
wurde, gab es Versuche, die CE-Kulturen vor dem Schlupf
direkt in das Eiinnere (in-ovo) zu injizieren (COX et al.,
1992; EDENS et al., 1997; MEIJERHOF und HULET 1997).
Diese Technik weist jedoch erhebliche Nachteile auf, da
durch proteolytische, gas- oder toxinproduzierende Spe-
zies der nicht definierten Darmflora die Schlupfrate der
Kuken deutlich gemindert wird. Die Applikation der Kul-
turen in die Luftkammer senkte die Schlupfrate betracht-
lich, es konnten jedoch Kuken erbritet werden, die eine
hohe Schutzwirkung gegen eine frihe Salmonella-Infek-
tion aufweisen. Die Injektion der Kultur in die AmnionflUs-
sigkeit fuhrte zu einem Absterben fast aller Embryonen
(COX etal., 1992).
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Neben dem prophylaktischen Einsatz von CE-Kulturen fin-
det die Applikation von Darmflorapraparaten tUber das
Trinkwasser nach einer antibiotischen Behandlung von
salmonelleninfizierten adulten Tieren breite Anwendung
(JOHNSON, 1992; GOREN, 1993; REYNOLDS et al., 1997).
Die Kulturen unterstitzen die Wiederansiedelung der nor-
malen Darmflora und verringern damit die Empféanglich-
keit der Tiere fUr eine Reinfektion. Fur den Erfolg dieses
Verfahrens ist es wichtig, dass die Tiere kurz vor dem Ab-
schluss der antibiotischen Behandlung in eine salmonel-
lenfreie Stalleinheit umgesetzt werden (FOWLER, 1992).
Der Einsatz von CE-Kulturen ist bei Legehennen auch
nach der Umsetzung aus dem Aufzuchtbereich denkbar,
da die Ausstallung, der Transport und auch die hormo-
nelle Umstellung mit dem Legebeginn Stressfaktoren dar-
stellen, die das mikrodkologische Gleichgewicht der Darm-
flora stéren kénnen.

Die Moglichkeiten und Grenzen der kombinierten An-
wendung von Immunisierungsverfahren mit Salmonella-
Impfstoffen und CE-Kulturen wurden unter experimen-
tellen Bedingungen untersucht (METHNER et al., 1999).
Die Kombination dieser Verfahren muss sicherstellen, dass
beide Elemente wirksam werden kénnen. Ein kombinierter
Einsatz von oral oder als Spray zu verabreichenden Darm-
florakulturen und parenteral zu injizierenden Salmonella-In-
aktivatimpfstoffen wird moglich sein, da eine gegenseitige
Beeinflussung der Wirksamkeit zwischen dem inaktivier-
ten Impfstoff und der Kultur nicht zu erwarten ist. Dage-
gen muss beim kombinierten Einsatz von oral zu appli-
zierenden Salmonella-Lebendimpfstoffen und CE-Kultu-
ren mit einer gegenseitigen Beeinflussung gerechnet
werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Applikation
des Salmonella-Lebendimpfstoffes vor oder zeitgleich mit
der Darmflorakultur die intestinale Kolonisation des Le-
bendimpfstoffes ermoglicht und insgesamt zu einer star-
keren Schutzwirkung gegen eine Salmonella-Infektion fuhrt
als die jeweils alleinige Anwendung dieser Verfahren. Dem-
zufolge bietet die reduzierte Wirksamkeit von CE-Kultu-
ren bei vorausgegangener Salmonellenapplikation ver-
mutlich die Mdglichkeit, den Einsatz von Salmonella-Le-
bendimpfstoffen und Darmflorakulturen wirksam zu
kombinieren.

In experimentellen Untersuchungen wurde auch ein ef-
fektiver Einfluss der Darmflorakulturen auf die intesti-
nale Kolonisation von Clostridium spp. (KALDHUSDAL
et al., 1997), Escherichia coli (HAKKINEN und SCHNEITZ,
1996), Yersinia spp. (SOERJADI-LIEM et al., 1984) und
Campylobacter spp. (MEAD et al., 1996) festgestellt.

Es wurde beobachtet, dass nach der Applikation von CE-
Kulturen an HuhnerkUken eine verbesserte Gewichts-
entwicklung der Tiere, eine bessere Futterverwertung
und niedrigere Verlustraten auftreten (GOREN et al., 1984;
CORRIER et al., 1995a; BOLDER et al., 1995).

Die Wirksamkeit von Darmflorakulturen gegen Salmonel-
la-Infektionen wurde auch bei Puten untersucht (CAME-
RON et al., 1997; GHAZIKHAIAN et al., 1997).

Kontrollierte Feldversuche zur Wirksamkeitsprtfung von
CE-Kulturen gegen Salmonella-Infektionen in verschie-
denen Landern (GOREN et al., 1988; HIRN et al., 1992;
WIERUP et al., 1988, 1992) flhrten teilweise zu unter-
schiedlichen Ergebnissen, konnten jedoch Ubereinstim-
mend zeigen, dass sowohl die Anzahl infizierter Tiere in
den Herden als auch der Besiedelungsgrad bei den infi-
zierten Tieren deutlich gesenkt wird. Ein Vergleich der
Resultate von Felduntersuchungen ist aufgrund des Feh-

lens von Kontrollgruppen, des sehr variablen Infektions-
druckes in den Herden und der oben genannten Einfluss-
faktoren auf die Wirksamkeit von Darmflorakulturen er-
schwert. Die besten Ergebnisse werden erzielt, wenn durch
einen hohen Hygienestandard in den Brutereien sicher-
gestellt wird, dass die frisch geschllpften Kiken vor der
Applikation der CE-Kultur keinen Kontakt zu Salmonellen
haben (WIERUP et al., 1992). Die Wirksamkeit von Darm-
florapraparaten ist deutlich verringert, wenn die Kulturen
in bereits infizierten Herden eingesetzt werden. Aber auch
in infizierten Bestanden kann mit CE-Kulturen eine quali-
tative und quantitative Verringerung der Salmonellenbe-
siedelung bei den Tieren erreicht werden (BOLDER et al.,
1995). Langjahrige Untersuchungen zeigen, dass das Ver-
fahren der ,, Competitive Exclusion” eine zusatzliche
prophylaktische MaBnahme darstellt, die als Bestandteil
komplexer Bekdmpfungsprogramme einen Beitrag zur Re-
duzierung des Salmonellenvorkommens in den Geflugel-
bestédnden leisten kann. Eine vollstdndige Verhinderung
der Salmonellenbesiedelung bei den Tieren bzw. die Eli-
minierung der Erreger aus den Gefligelbestanden kann
mit der alleinigen Anwendung dieses Verfahrens jedoch
nicht erreicht werden. (HIRN et al., 1992; NURMI und NUO-
TIO, 1995).

Kommerzielle Darmflorapraparate

Zum gegenwartigen Zeitpunkt sind verschiedene kom-
merzielle Darmflorakulturen (AviFree, Aviguard® Broilact®
und Preempty,,) verfigbar. Daneben gibt es eine Lacto-
bacillus reuteri-Kultur, die als CE-Kultur in den USA ver-
trieben wird.

e AviFree besteht aus einer nicht selektierten bakteriel-
len Mischung aus dem Zakuminhalt adulter Hihner.
Das Produkt wurde von der Firma Alltech entwickelt
und seit 1996 angeboten. Es gibt nur wenig publizier-
te Informationen (NEWMANN und SPRING, 1996) tber
dieses Produkt.

¢ Aviguard®ist eine lyophilisierte nicht definierte Kultur,
die durch die Bayer AG vertrieben wird und seit 1993
verfugbar ist. Die Wirksamkeit von Aviguard®unter ex-
perimentellen und Feldbedingungen gegen verschie-
dene Salmonella-Serovaren wurde in verschiedenen
Studien belegt (CAMERON et al., 1996; GUILLOT et
al., 1997; STEPHAN et al., 1999).

¢ Broilact® wurde in Finnland entwickelt und ist seit 1987
kommerziell verfugbar (Orion Corporation). Insgesamt
wurden 32 verschiedene Spezies, darunter 22 obliga-
te Anaerobier, aus der Mischkultur isoliert. Dazu war
der Einsatz von mehreren verschiedenen selektiven
und nicht-selektiven Medien erforderlich. Zahlreiche
Labor- und Felduntersuchungen haben die Wirksam-
keit von Broilact® gegen Salmonellen gezeigt (BOL-
DER et al., 1992; CAMERON und CARTER, 1992; NUO-
TIO et al., 1992; SALVAT et al., 1992).

¢ Preemptyy, (vorher CF3) ist eine in den USA von COR-
RIER et al. (1995a) entwickelte , continuous-flow (CF)
culture”. Umfangreiche Studien haben die Wirksamkeit
von Preempty,, unter Beweis gestellt (CORRIER et
al.,1995b, 1998; DROLESKEY et al., 1995; HUME et al.,
1996). 29 Stamme, einschlieBlich 14 obligater Anaero-
bier, wurden aus der CF3-Kultur isoliert. Das Praparat
selbst enthalt jedoch weitere Organismen, so dass
Preempty, ebenfalls als eine Kultur nicht definierter Zu-
sammensetzung betrachtet werden muss (SCHNEITZ,
1998).
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e Die Wirksamkeit von Lactobacillus reuteri basiert auf
der Fahigkeit, Reuterin - eine antibiotisch wirkende Sub-
stanz - freizusetzen (TALARICO et al., 1988). Uber den
Einsatz von Lactobacillus reuteri als Darmflorakultur
gegen Salmonellen beim Geflugel liegen nur sehr we-
nige Berichte vor.

e Fine weitere Darmflorakultur ist die , Mucosal Starter
Culture* (, MSC oder MCE=Mucosal Competitive Exclu-
sion“), ebenfalls eine Kultur nicht definierter Zusam-
mensetzung, die durch anaerobe Inkubation von
Schleimhautabschnitten der Blinddarme hergestellt
wurde (STERN et al., 1995). Es wird Uber eine Wirk-
samkeit gegen Salmonellen (BAILEY et al., 1997) und
Campylobacter (STERN, 1994) berichtet.

e Saccharomyces boulardii, eine nicht-pathogene Hefe,
reduzierte die Salmonellenbesiedelung nach Verab-
reichung Uber das Futter wahrend der Aufzucht und
nach Applikation vor dem Transport der Tiere (LINE,
1997).

Zum gegenwartigen Zeitpunkt werden Darmflorapréapa-
rate in Finnland, Danemark, Schweden, Norwegen, Irland,
den Niederlanden, Frankreich, Spanien und GroBbritan-
nien fur den Einsatz beim Gefligel akzeptiert. Eine Zu-
lassung dieser CE-Kulturen ist in Deutschland zzt. nicht
maoglich, da die Praparate hinsichtlich ihrer mikrobiellen
Zusammensetzung nicht vollstandig definiert sind. (WER-
NER, 1998). Da die Darmflorakulturen nicht-definierter Zu-
sammensetzung im Rahmen von Zulassungsverfahren
weder als Arzneimittel, Futterzusatzstoff oder Impfstoff ein-
gruppiert werden kénnen, wurde von der Weltgesund-
heitsorganisation vorgeschlagen, die Produktkategorie
»Normal Gut Flora“ zu etablieren (WHO, 1994).

Zusammenfassung

Die Verabreichung autochthoner Darmflora an Kiken kur-
ze Zeit nach dem Schlupf (, Competitive Exclusion®) ist
ein anerkanntes prophylaktisches Verfahren zur Bekamp-
fung der Salmonella-Infektion beim Geflugel. Unter die-
sem Verfahren versteht man die Applikation von Darm-
flora gesunder adulter Tiere an Kiken in den ersten Le-
bensstunden bzw. Lebenstagen. Die Verabreichung dieser
Kulturen fuhrt zu einer betrachtlichen Erhéhung der Wi-
derstandsfahigkeit gegen alle den Darm kolonisierenden
Salmonella-Serovaren und zu einer reduzierten Salmo-
nellenausscheidung durch infizierte Tiere. Eine vollstan-
dige Verhinderung der Salmonellenbesiedelung bei den
Tieren bzw. die Eliminierung der Erreger aus den Geflu-
gelbestanden kann mit der alleinigen Anwendung dieses
Verfahrens jedoch nicht erreicht werden. Bis zum gegen-
wartigen Zeitpunkt sind nur komplexe, in der Zusammen-
setzung nicht definierte Kulturen in der Lage, eine aus-
reichend hohe und reproduzierbare Wirksamkeit zu indu-
zieren. Effektive Praparate definierter Zusammensetzung
sind noch nicht entwickelt worden, da die Kenntnisse so-
wohl Uber die Wirkungsmechanismen der naturlichen
Darmflora bzw. der daraus entwickelten Kulturen als auch
Uber die wirksamen Spezies der verschiedenen bakteri-
ellen Gattungen nach wie vor unzureichend sind. Da die
,Competitive Exclusion-Kulturen* nicht-definierter Zu-
sammensetzung im Rahmen von Zulassungsverfahren
weder als Arzneimittel, Futterzusatzstoff oder Impfstoff ein-
gruppiert werden kénnen, wurde von der WHO vorge-
schlagen, die Produktkategorie , Normal Gut Flora® zu eta-
blieren (WHO, 1994). Grundvoraussetzung fur eine effek-
tive Reduktion bzw. Eliminierung von nicht wirtsadaptierten
Salmonella-Serovaren in den Geflugelbestanden sind die

Umsetzung und Sicherung wirksamer hygienischer MaB3-
nahmen. Das Verfahren der ,, Competitive Exclusion* stellt
wie die Immunisierungsverfahren mit Salmonella-Lebend-
und Inaktivatimpfstoffen beim Geflugel ein zusatzliches
prophylaktisches Verfahren dar, das direkt beim Tier zur
Steigerung der Widerstandsfahigkeit gegen eine Salmo-
nella-Infektion angewendet werden kann.
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