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Aus dem Veterinir-Bakteriologischen Institut der Universitidt Bern
Direktor: Prof. Dr. H. Fey

Prophylaxe der experimentellen Colisepsis des Kalbes
mit einem Colostrum-Serumpool?

Von H. Fey, Anita Margadant, J. Nicolet und G. Hunyady

Seitdem wir in unserem Institut den Nachweis erbracht haben, dafl 919,
der an Colisepsis gestorbenen Kélber (80 von 88) eine persistierende Agamma-
globulindmie aufweisen, trotzdem sie rechtzeitig, das heillt innerhalb des
ersten Lebenstages, mit Colostrum gefiittert wurden, sind wir der Uberzeu-
gung, daB dieser Umstand ein wichtiges disponierendes Moment fiir das
Zustandekommen der todlichen Coliinfektion darstellt [9].

Beim Menschen spielt das Antikorpermangelsyndrom, das meist auf einer
Agammaglobulinédmie basiert, durch die weitgehende immunologische Schutz-
losigkeit eine éhnlich fatale Rolle (Barandun, Cottier, Hissig, Riva
und Mitarbeiter).

Die hervorragende Bedeutung der Colostrumerndhrung fiir das neu-
'geborene Kalb ist seit langem aus Praxis und Experiment bekannt. Kilber,
denen man Colostrum vorenthilt, sterben oder erkranken mit viel groferer
Wahrscheinlichkeit an Coliruhr oder -sepsis als Kilber, die innerhalb der
ersten 24 Lebensstunden Colostrum erhielten (McEwen, Ingram und
Mitarbeiter [14]).

Nicht einmal die kiinstliche Infektion mit dem fiir das Kalb besonders
virulenten Colityp 78:80 B gelingt bei colostrumgefiitterten Kalbern, wih-
rend sie bei colostrumfrei erndhrten Kilbern zu rascher todlicher Septikimie
fiihrt (Fey und Margadant [10]).

Die Arbeitsgruppe um Aschaffenburg und Lovell stellte fest, daB
minimal 80 ml Colostrum Kiilber gegen todliche Coliruhr schiitzen [14] und
daBl die wisserige Fraktion des Colostrums bzw. das Immunlactoglobulin
(Gammaglobulin) fiir diesen Schutz verantwortlich sei. 5 von 8 Kilbern,
die 14 Gramm Immunlactoglobulin erhielten, iiberlebten, wihrend alle
"8 Kiilber ohne Colostrum starben [1, 14, 13]

Ingra,m und Mitarbeiter[14,15]sowie Briggs sind derMelnung, es be-
stehe eine Korrelation zwischen der Schutzfihigkeit eines Colostrums gegen
Coliinfektion und dessen Gehalt an Antikorpern gegen die Oberflichen-(K)-
Antigene der verantwortlichen Colitypen. Abwesenheit von spezifischen
K-Antikorpern im Colostrum habe die gleiche todliche Wirkung wie die
Verweigerung der Colostrumfiitterung iiberhaupt. Wir konnten uns dieser
These nicht mit voller Uberzeugung anschlieBen. In den Colostrumseren,

L Arbeit mit Unterstiitzung durch den Schweizerischen Natxonalfonds zur Foérderung der
Wissenschaftlichen Forschung.
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die unsere Versuchskilber vor experimenteller Coliinfektion mit dem Typ
78:80 B regelméifig schiitzten, fanden wir nie agglutinatorisch nachweisbare
O- und K-Antikorper gegen diesen Typ, was angesichts der Tatsache, daBl
der Typ 78:80B beim erwachsenen Rind ausgesprochen selten zu finden
ist (Fey [7]), auch nicht verwundert. Immerhin fanden wir in unserem
Colostrum-Serumpool, der spater zu beschreiben ist, mit der viel sensibleren
Methode der Hamagglutination Antikérper gegen Coli 78:80 B. -Dieser
Befund erleichtert uns die Annahme, dall auch im Falle von Coli 78:80B
die Colostrumschutzwirkung antikorperbedingt sei, zu deren Nachweis
allerdings sensible Methoden bendtigt werden.

Die Frage des Mechanismus der persistierenden Agammaglobulindmie bei
Sepsiskilbern kann heute noch nicht beantwortet werden, so wenig wie die
Frage, weshalb beim normalen neugeborenen Kalb 24 bis 36 Stunden nach der
Geburt keine Colostrumproteine (Gammaglobulin) mehr resorbiert werden
(Steck). Von Comline, Roberts und Titchen wurde abgeklirt, da das
Colostrum-Gammaglobulin im Diinndarm resorbiert und iiber die Lymphe
(nicht das Blut) in' den Kreislauf transportiert wird.

Wenn nun die an Colisepsis gestorbenen Kélber trotz Colostrumaufnahme
am ersten Lebenstag bei der Sektion agammaglobulindmisch sind oder min-
destens einen stark unternormalen Gammaglobulinspiegel im Herzblut auf-
weisen, so muB vorliufig ein Resorptionsblock im Diinndarm als wahrschein-
lich angenommen werden, bis sich eine bessere Erklarung anbietet. In einer
zusitzlichen oralen Gabe von Colostrum-Gammaglobulin zur Uberwindung
einer potentiellen Agammaglobulindmie sehen wir deshalb keinen Vorteil.

Da in der Humanmedizin gereinigte Gammaglobulinpriparate seit eini-
gen Jahren intensiv fiir die Prophylaxe und Therapie von Infektionskrank-
heiten eingesetzt werden, entschlossen wir uns, wegen der potentiellen
Unfihigkeit des neugeborenen Kalbes zur Colostrum-Gammaglobulinresorp-
tion, solches zu injizieren,

McEwen injizierte 4 Kélbern Colostrumserum an Stelle von Colostrumfitterung,
2 davon starben ohne Sepsis. MacDonald und Oakley (1961) injizierten neugebo-
renen Kilbern eines Colisepsisbestandes 50 ml Zitratblut von irgendwelchen Kiihen
s/c. In der Folge wurden noch 3 von 19 Kilbern krank, ohne zu sterben. Die Autoren
zitieren ferner Greatorex (1956) und Udall (1954), die bei Kilberruhr ebenfalls
miitterliches Blut als Prophylaktikum verwendeten. Blakemore und Mitarbeiter
inokulierten Kalbern, denen sie entrahmte Mileh fiitterten, Précolostrum und schiitzten
sie so gegen spontane Coliruhr, Tm Pricolostrum wurden Antikérper in konzentrierter
Form nachgewiesen.

Die Grundlage zu unseren Schutzversuchen lieferte eine Arbeit von Fey
und Hunyady, in der wir mit Hilfe der Immunoelektrophorese und Agargel-
prazipitation mnach Ouchterlony feststellten, dall einem mneugeborenen
Kalb, dem Colostrum vorenthalten wird, 100 ml Colostrumserum injiziert
werden mul}, damit im Blut ein Gammaglobulintiter von etwa 1/40 erreicht
wird. Detaillierte Resultate wird Hunyady in seiner Dissertation vorlegen.
Den Titer von 1/80 haben wir (Fey und Margadant [9]) als arbitrire Grenze
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zwischen Hypo- und Normogammaglobulindmie angenommen. Gesunde
colostrumgefiitterte Kilber entwickeln meistens einen Gammaglobulintiter
von 1/80—> 640, Colisepsiskilber weisen meist nur Titer von 1/1-20 auf [9].
- Wir haben in allen Versuchen die intravendse Applikation des Colostrum-
serums der intramuskuldren vorgezogen, in der Absicht, méglichst schnell
einen wirksamen Blutspiegel von Gammaglobulin zu erreichen.
MartinDuPanund Mitarbeiter zeigten, daBl das dem Menschen intra-
muskulér injizierte J'3-markierte Gammaglobulin zum gréBten Teil nur
langsam die Injektionsstelle verlafit, was dazu fithrt, da das Konzentra-
tionsmaximum im Blut erst am zweiten bis dritten Tag nach der Injektion
erreicht wird. AuBerdem wird ein Teil des Gammaglobulins an der Injek-
tionsstelle proteolytisch abgebaut. Wenn wir annehmen wollen, daf diese
Befunde auch fir das Kalb Geltung haben, ist natiirlich die intravenose
Applikation die einzig mogliche, weil der erste Lebenstag fiir das Zustande-
kommen der Coliinfektion kritisch ist. Die intravendse Injektion von 100 ml
Serum wurde von den neugeborenen Kilbern immer anstandslos vertragen.

Methoden

Colostrum-Serumpool

Wir sammelten von zahlreichen Kihen Colostrum und gewannen durch Labfsl-
lung des Caseins das Serum. Mit Hilfe der Biuret-Reaktion bestimmten wir den Ei-
weillgehalt der Colostrumseren und verwarfen alle mit einem Gehalt von weniger als
8,0 g9% Gesamteiweill, Die Einzelwerte schwankten von 8,6-14,1 g%,. Insgesamt wur-
den die Seren von 20 Kiihen aus 20 Bestéinden zu einem Pool vereinigt, der folgende
Eigenschaften aufwies (s. Abb.):

Gesamteiweill 10,86 g% (Biuret) bzw. 11,52 g%, (Kjehldal).

Gammaglobulin relativ 76,84 g9, absolut 8,86 g9.

Gammaglobulintitration im Agargel- Prialzipitationstest mit unserem absorbierten
Antigammaglobulinserum: Titer 1/1280, :

In der Absicht, die zu injizierende Menge des Colostmmserums zu senken, préa-
zipitierten wir die Gammaglobulin-Fraktion durch 0,3 S&ttigung mit Ammoniumsulfat
und nachfolgender Dialyse. Wir hatten aber einen Verlust von 509, bei gleichzeitiger
Volumkonzentration um das Zweifache, was uns somit nicht weiterbrachte. In Anbe-
tracht des hohen relativen Gammaglobulin-Gehaltes von 8,86 g9, verzichteten wir
auf eine Konzentrierung, um so mehr, als die andern Fraktionen als homologe Proteine
als Ballast nicht in Betracht fallen. Vergleichsweise enthiilt das Konzentrat des
Schweiz, Roten Kreuzes 16 g%, Gammaglobulin. (Barandun und Mitarbeiter).

Antikorper

Wir agglutinierten O- und K-Antigene von Sepsisstémmen verschiedener Typen
mit dem Colostrum-Serumpool und fanden gegen 10 Stdmme vom Typ 78:80B
O-Titer von 0-20 und K-Titer von 0-10, gegen 5 andere Typen O-Titer von 10-80
und K-Titer von 0-10.

Anschlieend stellten wir von 5 Stémmen des Typs 78:80 B und von 11 Stémmen
der OK-Gruppen 15, 117, 86 und 115 Kochextrakt nach Neter her, sensibilisierten
mit jedem Extrakt O-Erythrozyten vom Menschen und erzielten mit dem Colostrum-
Poolserum Hémagglutinationstiter von einheitlich 1/320.
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Elektropherogramm
Papierelektrophoresestreifen (Fraktion 1 bei fotografischer Reproduktion verschwunden)
C Immunoelektrophorese. Rundes Bassin Colostrum-Serumpool. Schlitz Antirindserum.
Fraktionen: 1 = Serumalbumin 3 = Alpha-Lactalbumin

2 = Beta-Lactoglobulin 4 = Immun-Lactoglobulin, Gammaglobulin

A
B

Es konnten somit in unserem Serumpool Antikérper gegen die bei Kilber-Coli-
sepsis iiblichen Colitypen nachgewiesen werden.

Versuchskdlber

Wir erhielten aus Bauernbetrieben einzelne Kilber, denen wir 2 bis 121, Stunden
nach der Geburt im Stall Blut fiir die Gammaglobulinbestimmung entnahmen und
50-100 ml Colostrum-Serumpool intravends injizierten. Ferner erhielten sie 1,5 Mill.
Einheiten Penicillin zur Abschirmung gegen eine mégliche Pneumokokkeninfektion
und 5 ml Vitamin A, D; und E (= 250 000 E A, 500 000 E Ds, 0,15 g E), damit der
Vitamin-A-Spiegel erreicht wurde, den das Kalb sonst durch die Colostrumfiitterung
erlangt hitte.
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Die derart im Stall vorbehandelten Kélber wurden méglichst bald nach der Ge-
burt in das Institut verbracht und dort durch nasale Instillation von 10 ml einer
NaCl-Colisuspension 5 bis 17 Stunden nach der Geburt kiinstlich infiziert (Details
sieche Tabelle).

Die Kilber erhielten kein Colostrum, sondern gekochte Milch wihrend der ersten
4 Tage (Kélber Nr. 1-8) bzw. 48 Stunden (Kélber Nr. 9-16), anschlieBend erhielten sie
Colostrum der eigenen Mutter (exkl. die Kontroll- und andere Kélber, die vorher
starben). Es war somit dafiir gesorgt, daB3 die Kélber aus der Colostrumtra.nke sicher
kein Gammaglobulin mehr resorbieren konnten.

Colistamm

Unser Stamm K 273 vom Typ 78:80 B isoliert 1953 aus Kalbersepsis diente wie
schon in fritheren Arbeiten [10, 11] fiir die kiinstliche Infektion. Er war also bereits
so alt, daB wahrend der laufenden Versuche wohl nicht mit einer wesentlichen Viru-
lenzschwankung gerechnet werden mubBte.

Der Stamm wurde laufend auf Blutagar mit 19, Dextrose umgeziichtet, so da3
fur die Infektionsversuche, die zeitlich natiirlich nicht geplant werden konnten, 1%
bis maximal 4 Tage alte Plattenkulturen dieses Colistammes zur Verfiigung standen.
Die Kultur wurde in NaCl aufgeschwemmt und mit dem Lumetron-Colorimeter auf
eine Transmission von 449, eingestellt. Anschlieend wurde mit der Hauser-Petroff-
Zéhlkammer die Keimdichte mikroskopisch ermittelt und endlich mit dem Platten-
gulverfahren die Zahl lebender Keime festgestellt. In der Tabelle sind die Zahlen
aus dem GuBplattenverfahren aufgefuhrt. Die Dichte wurde auf etwa 1x 10° Bak-
terien/ml festgelegt, 1 ml dieser Suspension wurde in 10 ml NaCl aufgenommen und die
ganze Menge gleichméBig in beide Nasengéinge des Kalbes eingetraufelt.

Die gewihlte Infektionsdosis von etwa 10° Keimen ist realistisch.

Scott Thomson fand bei frischer Siuglingsenteritis durchschnittlich 10° Coli pro
Gramm Fézes. Auch wir zéhlten in den Fazes von Normalkilbern etwa 10 Coli pro
Gramm und im Urin eines Sepsiskalbes 2x 101 Coli/ml, so daB ein Kalb nach der
Geburt ohne weiteres solche Keimmengen aufzunehmen Gelegerﬂxelt hat (Kot- und
Harnspritzer an der Boxenwand).

Kontrolle: des Versuches

Wir bewiesen zuerst an Hand einer vor der Seruminjektion entnommenen Serum-
probe die physiologische Agammaglobulindmie des Versuchskalbes mit Hilfe der
Prézipitation im Ouchterlonytest gegen ein reines Antigammaglobulinserum.

Bakteriologisch stellten wir fest, da3 das Kalb nach der Geburt keine Colibakterien
vom Typ 78:80B im Kot und Nasenschleim ausschied.

Nach der Infektion wurden Kot und Nasenschleim anféinglich zweimal, spater einmal
téaglich auf Anwesenheit von 78:80B-Coli gepriift (Ob]ekttrageragglutmatlon von
10-20 Kolonien im OB-Serum).

Der klinische Allgemeinzustand wurde laufend registriert und, wenn sich Zeichen
einer Septikdmie ankindigten, auch Blutkulturen angelegt. .

Herr Kollege Scholl von der Buiatrischen Klinik verfolgte das Blutbild, woriiber hier
nicht zu berichten ist. .

Starb das Versuchskalb, so wurde es baldméglichst seziert, nach frither beschriebener
Technik bakteriologisch untersucht [8], und eventuell aufgegangene Colibakterien
wurden typisiert.

Es kam vor, da$ bis 3 Kélber gleichzeitig im gleichen Raum ohne Trennwand gehalten
werden muBten. Wir unternahmen aber bewu3t nichts gegen diese zusétzliche Expo-

sition, in der Meinung, da dadurch der Wert des Versuches bel Uberleben eher erhoht
werde.
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Man muf sich bewul3t sein, da die Versuchsanlage, vor allem in diétetischer Hin-
sicht (nur gekochte Milch wahrend 2 bis 4 Tagen) bei gleichzeitig recht massiver Coli-
infektion einer sehr starken Belastung entspricht, die Anforderungen an den durch
die Colostrum-Seruminjektion gewihrten Schutz waren enorm. Es braucht deshalb
nicht besonders zu tiberraschen, daB auch die Uberlebendéen dieser Versuchsserie alle
wihrend mehrerer Tage zum Teil schweren Durchfall zeigten.

Zwei der insgesamt im Versuch stehenden Kiélber dienten als rezente Kontrollen
und erhielten bei gleichartiger Coliinfektion Colostrum weder zu trinken noch per
injectionem. Beide starben nach 3 bis 4 Tagen an Colisepsis 78:80 B. Dariiber hinaus
haben wir uns erlaubt, als Kontrollen weitere 8 Kidlber aus fritheren Versuchen (Ar-
beit [10] = 4 Kilber Gruppe B, Arbeit [11] = 4 Kilber) aufzufiihren, die ein Jahr friher
ebenfalls ohne Colostrumtrénke mit dem gleichen Colistamm. in gleicher Dichte nasal
infiziert worden waren und an Colisepsis starben. Dal} beziiglich der Virulenz des alten

Laborstammes K 273 keine Schwankungen zu erwarten sind, haben wir bereits ange-
fithrt.

Resultate

‘Die Resultate zeigen mit aller wiinschbaren Signifikanz, da unser Test-
stamm K 273 vom Colityp 78:80B in der Menge von etwa 10° Keimen
nasal instilliert neugeborene Kilber prompt tétet, sofern ihnen das Colo-
strum verwelgert wird. Dabei entwickelt sich eine schwere Septikédmie mit
massenweisem Nachweis von Coli 78:80B in allen Organen, inklusive Ge-
hirn. In einem Kontrollfall wurde der infizierende Keim durch einen Zweit-
infekt verdriangt. |

Von den 14 Versuchskalbern denen in gleicher Weise die iibliche Colo-
strumtrinke vorenthalten wurde, denen aber 100 ml (ausnahmsweise 50 ml)
eines Colostrum-Serumpools von 20 verschiedenen Kiihen aus 20 Besténden
intravends injiziert wurden, iiberlebten 10 eine gleichartige kiinstliche Coli-
infektion und konnten im Alter von 3 Wochen der Schlachtbank zugefiihrt
werden, wobei allerdings 2 auf die Freibank kamen.

2 der 10 iiberlebenden Kilber erhielten 50 ml Serum i.v. und 50 mli.m.,
was in der Praxis die Anwendung erleichtern diirfte.

4 Kilber starben, aber die Colostrum-Seruminjektion verhinderte die sonst
obligatorische Sepsis, was zum mindesten als Teilerfolg zu werten ist.

Die sehr drastische Versuchsanlage fithrte immerhin dazu, dall sémtliche
Kilber, auch die iiberlebenden, an zum Teil massiver Diarrhoe litten, die
am 3. Tag begann und in der 2. Woche wieder verschwand. Wir méchten
hervorheben, dafi wir auch dagegen nichts unternahmen. Lediglich bei
3 Kilbern wurde in der 2. Woche Stullmisan angewendet, nachdem jede
Lebensgefahr abgewendet schien.

Wir ziehen aus diesen Versuchen im Vergleich mit den zahlreichen Kon-
trollen den Schluf, daf3 die intravendse und intramuskulidre Injektion von
100 ml eines Colostrum-Serumpools neugeborene Kilber unter sehr drasti-
schen Umsténden (keine Colostrumfiitterung) gegen eine hoch dosierte,
sicher todliche Infektion mit dem besonders virulenten Colityp 78:80B
schiitzt, beziehungsweise wenigstens die septikdmische Ausbreitung des
Erregers verhindert.
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Weiter sehen wir in diesen Versuchen eine Bestdtigung dafiir, dal das
Fortbestehen der bei der Geburt physiologischen Agammaglobulindmie fiir
das Kalb eine schwere Gefahr darstellt; aber daf3 diese Gefahr durch die
parenterale Substitution von Gammaglobulin in Form von gepooltem Colo-
strumserum weitgehend zu bannen ist.

Wir sind nicht so optimistisch, a.nzunehmen mit diesem Mittel befinde
sich die Kéalber-Colisepsis bereits unter Kontrolle. Wir haben auch schon
" dessen praktische Erprobung durch Kollegen angebahnt, glauben aber nicht,
dal} es unter kleinen Versuchsbedingungen gelinge, den Wert oder Unwert
der Methode abzuschitzen. Dies miite in einem sehr groBen Betriebe ge-
schehen, in dem die Colisepsis mit hoher Regelmifigkeit und Letalitiat auf-
tritt. In einem solchen Bestande, in dem wihrend der Hauptsaison fast
téaglich Kalber auf die Welt kommen, miilte alternativ ein Kalb behandelt,
das nichste nicht behandelt und die Signifikanz der Letalitdtsunterschiede
beider Gruppen mit dem y*Test ermittelt werden. GroBere Schwierigkeiten
als die Verhinderung der Colisepsis diirfte die Verhiitung der Coliruhr, die
moglicherweise auf einem andern Infektionsmodus beruht, bereiten. Fiir
die Sepsis haben wir [11] den parenteralen Infektionsweg iiber den Nasen-
rachenraum als den wahrscheinlichsten hervorgehoben.

Der Mechanismus der Agammaglobulindmie ist nach wie vor unklar.
Der Umstand, dal nicht nur Einzeltiere, die an Colisepsis sterben, agamma-
globulindmisch sind, sondern auch mehrere Colikélber des gleichen Bestan-
des, macht es notwendig, auch auflerhalb des Individuums nach Griinden
zu suchen, die fiir die Agammaglobulinimie verantwortlich sein koénnten.
Gegen die Annahme, dafl die Agammaglobulindmie die Folge der Colisepsis
sei, statt umgekehrt, haben wir andernorts zahlreiche Griinde aufgefiihrt [9].

Zusammenfassung

Mehr als 909, der an Colisepsis gestorbenen Kélber weisen eine Agammaglobuhn
dmie auf, trotzdem sie am ersten Tag Colostrum erhielten. Es wurde deshalb versucht,
mit einem Pool aus Colostrumseren Kilber gegen die experimentelle Infektion mit
dem Colityp 78:80B zu schiitzen. 10 Kontrollkidlber ohne Colostrumfiitterung starben
an Colisepsis, von 14 Versuchskélbern ohne Colostrumfiitterung aber mit i.v.und i.m.
Injektion von (50)-100 ml Colostrum-Serumpool iiberlebten 10 die kiinstliche Coli-
infektion, 4 starben, aber ohne Septikémie.

Résumé ,

Plus de 909, des veaux morts de colisepticémie présentent une agammaglobulinémie,
bien qu’ils aient regu du colostrum le premier jour. On a donc essayé, avec un pool de
sérums colostraux, d’immuniser préventivement des veaux contre l'infection expéri-
mentale par le colitype 78:80B. Les veaux de contrdle sans nourriture colostrale
périrent de colisepticémie; sur 14 veaux d’essais sans colostrum mais soumis & une
injection i.v. et i.m. de 100 ml de pool de sérum colostral, 10 ont survécu a l'infection
coli, 4 périrent mais sans présenter de symptémes de septicémie.

Riassunto

Oltre il 90% dei v1te111 periti da colisepsi presentano un agammaglobulmemm,
sebbene essi nel primo giorno di vita abbiamo ingerito del colostro. Si & percid tentato
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di proteggere questi animali con una miscela (Pool) di sieri colostrali praticando ’infe-
zione sperimentale con il tipo coli 78:80 B. Dieci vitelli di controllo, non alimentati con
il eolostro, perirono da colisepsi e in 14 vitelli di prova 14 non alimentati con il colostro
ma trattati con iniezioni endovenose e intramuscolari di 100 ml di siero miscelato di
colostro, 10 sopravvissero all’infezione artificiale di coli, mentre 4 perirono, ma senza
setticemia.

Summary

More than 909, of the calves which die of septicaemia show a gammaglobulin
anaemia, although fed on colostrum on their first day. An attempt was therefore made
to use a colostrum-serum pool to protect calves against an experimental infection with
the coliform type 78:80 B. 10 of the observed calves that were fed no colostrum died of
septicaemia; of the 14 that were fed no colostrum, but given intravenous and intra-
muscular injections of 100ml pooled colostrum-serum, 10 survived the induced coli-
infection and 4 died, but without septicaemia.
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