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.\

Résumé

En Suisse également le passage a la congélation est prévu pour l'insémination
bovine. Cette publication, traitant des questions techniques, financiéres et d’organi-
sation, s’adresse au vétérinaire pratiquant I'insémination a titre accessoire.

Riassunto

Per I'inseminazione bovina & previsto anche nella Svizzera il passaggio. alla con-
gelazione. Questa pubblicazione, che si rivolge al veterinario che pratica I'inseminazione
a titolo accessorio. orienta sui problemi tecnici, finanziari e di organizzazione che na-
scono dall’introduzione del nuovo metodo.

Summary

Plans are being made in Switzerland also to change to the deepfreeze method in
artificial insemination. This paper is addressed to the veterinary practitioner, for whom
insemination forms only part of his work, and gives information on the technical, or-
ganisatory and financial questions which will arise on the introduction of the new
method.

Literatur

Beim Verfasser erhaltlich.

Aus dem veterinar-bakteriologischen Institut der Universitat Bern
Direktor: Prof. Dr. H. Fey

- Untersuchungen iiber die antibakterielle Schutzwirkung
eines Rindercolostrum-Serumpools

Von Z. Trainin!

Einleitung und Literatur

Die hohe Mortalitat bei Kélbern, besonders wihrend der ersten Lebenstage, fithrt
zu groBlen wirtschaftlichen Schidden, und zwar nicht nur in der Schweiz, sondern
uberall, wo Rinder geziichtet werden.

Am diagnostischen Material unseres Institutes wurde in den Jahren 1960 bis 1964
bei 429, der eingesandten Kaélber Colisepsis und bei 189, Pneumokokkensepsis als
Todesursache festgestellt. Fey [16, 17] fand, daB 37,59, der aus Colisepsis isolierten
Stdmme zur OB-Gruppe 78:80 B gehorten. Dieser Colityp ist weder in normalen Rinder-
bestéinden noch in Sepsisbestéinden ubiquitéir. Es scheint, dafl der Colityp 78:80 B eine
selektive Pathogenitat fur neugeborene Kélber besitzt. Ferner wird angenommen, da@
Keime dieses Typs zu den «transient strains» zu rechnen sind und sich nur wahrend
ganz kurzer Zeit im Darm eines Individuums aufhalten [19]. Die bakteriologischen

1 Abgekiirzte Fassung der Dissertation Trainin. Die vollstéandige Dissertation steh
Interessenten zur Verfiigung. :

Diese Arbeit wurde unterstiitzt vom Schweizerischen Nationalfonds zur Férderung der
wissenschaftlichen Forschung.
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Organ- und Darmuntersuchungen der an Colisepsis eingegangenen Kilber zeigten, dal3
die Organe stets massiv infiziert waren, dafl aber der Sepsiskeim in einigen Darmab-
schnitten héaufig fehlte. Auf Grund dieser Untersuchungen wurde der enterale Infek-
tionsweg bei der Colisepsis in Frage gestellt [18]. Spéiter bewiesen Fey und Mitarb. [22]
mit Hilfe von Osophagotomie, daB der Infektionsweg wenigstens fiir E.coli 78:80 B
parenteral verlaufen kann.

Birkiund Fey [9] untersuchten 88 umgestandene Kélber mit dem Durchschnitts-
alter von 5,3 Tagen bakteriologisch und virologisch. Bei 61 Kélbern wurde eine bakte-
rielle Sepsis (davon Colisepsis bei 33 Kiilbern) nachgewiesen. Bei den iibrigen 27
Kadavern wurde kein bakterieller Sepsisbefund erhoben, was zum Teil auf die massive
Antibiotikaverabreichung zuriickzufiihren ist.

Cytopathogene Virusstdmme wurden weder aus den inneren Organen noch aus
dem Kot der untersuchten Kilber isoliert. Damit wurden cytopathogene Enteroviren
als Hilfsursache der Kilbercolisepsis ausgeschaltet.

Aschaffenburg und Mitarb. [1, 2, 3, 4, 5] konnten nachweisen, dafl Colostrum
wéhrend der ersten Lebenstage fur das Kalb unentbehrlich ist. Sdmtliche Kélber, die
kein Colostrum erhielten, starben. Kélber, die am ersten Tag Colostrum und wihrend
weiteren drei Wochen nur eine Basisdidt bekamen, tiberlebten bis zu 709,. Ferner
konnten die Autoren zeigen [2, 3, 4, 5], da3 der fur die Schutzfunktion verantwortliche
Teil des Colostrums in der fettfreien Fraktion liegt und zum Lactoglobulin gehért. Da
die virulenten E. coli-Stdamme ein K-Antigen an der Oberfliche tragen, sind nur die
anti-K-Antikérper protektive Antikorper. Briggs [8] suchte mit Hilfe der Aggluti-
nation bei an Colisepsis gestorbenen Kilbern Agglutinine gegen das K-Antigen des
homologen Colisepsisstammes und fand keine. Dagegen waren Agglutinine bei am
Leben gebliebenen Kilbern meistens vorhanden. Ahnliche Resultate erhielten In-
gram und Mitarb. [34, 35] bei gleichartig durchgefiihrten Versuchen. Bei den Kiélbern,
die trotz Colostrumaufnahme starben, konnten nur bei 3 von 43 Kalbern Agglutinine
gegen den entsprechenden Colisepsisstamm nachgewiesen werden. Ein Milieuwechsel
kurz nach der Geburt sowie Entzug des Colostrums ist fir die Kalberaufzucht zu
riskant.

Fey und Margadant [20, 26] priften mit Hilfe der Immunoelektrophorese Seren
von an Colisepsis gestorbenen Kiélbern auf ihren Gammaglobulingehalt. Von Bedeutung
ist, daB alle diese Kélber innerhalb der ersten 24 Stunden Colostrum erhalten hatten.
Trotzdem zeigten 80 von 88 untersuchten Kilbern (919%,) eine Hypo- beziehungsweise
Agammaglobulindmie. Somit wurde festgestellt, da3 bei Colisepsis des Kalbes in der
Regel eine Agamma- beziehungsweise Hypogammaglobulindmie besteht [20], die wie
Fey und Hunyady [23] zeigten, nicht auf einem Unterangebot von Gammaglobulin
beruhen kann. Bei gesunden Kiélbern des gleichen Alters ist die Normogammaglobu-
lindmie die Regel.

Die orale, kiinstliche Infektion normogammaglobulindmischer Kalber mit E. coli
78:80 B blieb vollig erfolglos [21].

Unter Agammaglobulindmie versteht man das Fehlen der Gammaglobuline im
Blutserum. Die Folge davon ist beim Menschen eine erhéhte Anfilligkeit fiir rezidi-
vierende bakterielle Infektionen [6, 7]. Barandun und Mitarb. [6, 7] pragten den Aus-
druck Antikérpermangelsyndrom (AMS) fiir Patienten, die zwar unter Umstdnden
elektrophoretisch normogammaglobulindmisch sind, aber trotzdem nicht im Stande
sind, Antikorper zu produzieren.

Das Kalb ist bei der Geburt physiologischerweise agammaglobulindmisch [39, 46,
48]. Die ersten Spuren an selbstgebildetem Gammaglobulin sind am Ende der zweiten
Lebenswoche nachweisbar. [39]. Richle [45] vakzinierte neugeborene Kilber (1 und
9 Tage alt) mit Pneumokokkensuspensionen. Drei Wochen nach der Impfung konnte
er keine Antikorper gegen die' entsprechenden Pneumokokkenstdmme nachweisen.
Matthiaus und Bogel [38] impften colostrumfrei aufgezogene Kilber mit Parain-
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fluenza-3-Lebendimpfstoff und konnten zwischen dem 10. und 25. Lebenstag eine Anti-
korperproduktion nachweisen.

Das Kalb erwirbt sein Gammaglobulin passiv durch Colostrumaufnahme [39, 48].
Die Halbwertzeit der Serumgammaglobuline betrigt durchschnittlich 20 Tage [39]
und bei E.coli 23,2 Tage [13]. Spuren von Colostrumgammaglobulin konnten bis zum
Alter von acht Monaten nachgewiesen werden [49]. Mit Hilfe der Immunoprézipi-
tation konnte die Identitit von Gammaglobulin im miitterlichen Serum, Colostrum-
und Kélberserum bewiesen werden [42]. Beim neugeborenen Kalb werden die Colo-
strumgammaglobuline unverdndert durch die Epithelzellen des Dinndarms resor-
biert und tber die Lymphbahn ins Blut transportiert [14, 15, 32]. Die Resorption der
Gammaglobuline erfolgt nur wihrend der ersten 24 bis 48 Lebensstunden [15, 48].
Nach Ulbrich [49] kann dies in nennenswerter Menge auch noch wahrend des dritten
Tages geschehen. Der Gammaglobulingehalt des Colostrums sinkt schnell ab. Am
hochwertigsten sind Erst- und Zweitgemelke. Erstgemelk enthélt etwa 109, Eiweif3,
(exklusive Casein), davon 37,59, Gammaglobulin. Das sechste Gemelk zum Beispiel
enthélt nur noch 1,69, Eiweil}, davon 15,49, Gammaglobulin [40].

Barandun und Mitarb. [6, 7] empfehlen zur Therapie des menschlichen Antikor-
permangelsyndroms Verabreichung von Gammaglobulinpriparaten, kombiniert mit
Sulfonamiden und Antibioticis. Noch wichtiger als die Behandlung der akuten und
chronischen Infektionen ist die regelmifige prophylaktische, parenterale Gabe von
Gammaglobulin im Sinne einer Substitutionstherapie zur Verhiitung der Infektrezidive.

Zur Prophylaxe der Kilber-Agammaglobulinaemie injizierten Fey und Mitarb.
[23, 27, 33] Colostrum von 20 Kihen aus verschiedenen Bestanden (Colostrum-Serum-
pool) intravenos an neugeborene Kilber. Es waren 50 bis 100 ml Colostrumserum not-
wendig, um im Prazipitationstest bescheidene Gammaglobulintiter zu erhalten. Es
wurde angenommen, daf3 fir eine Schutzwirkung jedoch weniger als 100 ml geniigen
sollten. Nach Hammer [31] gentigen kleine Mengen zirkulierender Antikorper fur
einen spezifischen Schutzeffekt gegen die Pneumokokkeninfektion des Kalbes. In
einem weiteren Versuch [27] wurde Colostrum-Serumpool einer Gruppe von 14 Kal-
bern sofort nach der Geburt intravenos injiziert, und erst am vierten Lebenstag per-
oral Colostrum gegeben. Wéhrend der ersten vier Tage erhielten die Kéalber gekochte,
somit antikorperfreie Milch. Einige Stunden nach der parenteralen Colostrumappli-
kation wurden die Kélber mit E.coli 78:80 B in einer Konzentration von 10'° Keimen
nasal infiziert. Kine Kontrollgruppe von 10 Kilbern wurde ohne Colostrumgabe auf
gleiche Weise infiziert. Von der ersten Gruppe starben 4 Kilber, keines jedoch an
Colisepsis. Die restlichen 10 litten zeitweise an Durchfall, iiberlebten aber. Von der
colostrumfreien Kontrollgruppe starben alle prompt an Colisepsis.

Aus der Praxis berichteten McDonald und Oakley [36], daB in einem Bestand
samtliche Kélber trotz spezifischer Serumprophylaxe und Antibiotika- und Serum-
therapie an Colisepsis eingingen. Darauf wurde bei spiteren Geburten miitterliches
Blut injiziert. 19 Kélber erhielten innerhalb der ersten 12 Lebensstunden 50 ml miit-
terliches Blut subkutan. Von diesen erkrankten nur drei, und eines davon heilte spontan.

In einem Gebiet, in dem mehr als 509, der Kéilber an Aufzuchtkrankheiten (vor
allem an Coli- und Pneumokokkensepsis) eingingen, fithrten Zureck und Schwarz
[63] einen GroBversuch durch. Den neugeborenen Kéilbern wurde prophylaktisch am
ersten Lebenstag parenteral ein Gammaglobulinpriparat injiziert. Wihrend der
ersten Lebenstage starben nur 45 von 587 Versuchskilbern. Dieses Resultat war in
Anbetracht der fritheren hohen Mortalitéit (trotz Antibiotika- und Vitamintherapie)
dulerst zufriedenstellend. Erwahnenswert ist, daB bei Coliinfektionen die Gamma-
globulintherapie fast zu 1009, erfolgreich war.

Zimmermann [50, 51, 52] filhrte Mauseschutzversuche mit Menschen-, Rinder-
und Schweinegammaglobulin-Praparaten durch. Als Vergleich wurde daneben der
Schutzeffekt verschiedener Antibiotika gepriift. Als Antigene beniitzte er Strepto-
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kokken, Staphylokokken, E. coli K 442 und Erysipelothrix rhusiopathiae. Die Resultate
ergaben, daB die Gammaglobulinpriaparate als natirliche Antibiotika angesehen wer-
den konnen. Ihr Schutzwert war demjenigen von Tetracyclinen vergleichbar oder
sogar tiberlegen. Manning und Mitarb. [37] fihrten ebenfalls Méauseschutzversuche
mit Salmonellen, Pneumokokken, E.coli und Pasteurellen durch. Sie fanden einen
besseren Schutzeffekt bei Kombination von Gammaglobulin mit Chloramphenicol als
bei Applikation des einen oder anderen Préparates allein.

Barandun [7] prifte Humangammaglobulin ebenfalls im Méuseschutzversuch
mit dem Resultat, dal3 der Gammaglobulinschutzeffekt sich sowohl auf grampositive
wie auf gramnegative Keime erstreckte. Nach Absorption des Gammaglobulins mit
einem bestimmten Erreger zeigte das Priaparat gegen diesen Keim keine Schutzwir-
kung mehr, ohne seine Wirkung gegeniiber andern Antigenen zu verlieren. Somit be-
sitzt das Gammaglobulin eine spezifische antibakterielle Schutzwirkung.

Eigene Untersuchungen

Zu meiner Aufgabe gehorte die Priifung unseres Colostrum-Serumpools
auf seinen Schutzeffekt [20, 21, 33]. Die Arbeit besteht aus drei Teilen:

a) Méuseschutzversuche zur Feststellung der Schutzwirkung gegen ver-
schiedene Bakterienarten und -stimme.

b) Absorptionsversuche zum Nachweis der Colostrum-Antikorperspezi-
fitat. '

¢) Serologische Untersuchungen mit Hilfe der Himagglutination.

a) Miuseschutzversuche

Technilk

Colostrum: Colostrumpool 1962, Erstgemelk gesammelt von 21 Kiihen. Nach Aus-
fillen des Caseins mit Labextrakt unter Zusatz einiger Gramm Ca Cl,, wurde es steri-
lisiert durch Seitzfiltration. Der Gesamteiwei3gehalt betrug 10.8 29, und 81,0 rel.9,
Gammaglobulin. Der Gammaglobulintiter gegen unser Rinderantigammaglobulin-
serum betrug !/,55. (Immunprézipitation nach Ouchterlony). Der Pool wurde bei
—22°C aufbewahrt [23, 27, 33].

Bakterien: Gepriuft wurden Pneumokokken, Pasteurella multocida, Erysipelothrix
rhusiopathiae, Streptokokken, Staphylokokken, E.coli und Salmonellen.

Pneumokokken: Keime aus lyophilisierten Kulturen, die 1954 aus an Pneumokokken-
sepsis gestorbenen Kélbern isoliert wurden, iiberimpft auf Blutagar und Serumbouillon.
Verwendet wurden 6stiindige Serumbouillonkulturen [45]. Far die Virulenzsteigerung
waren 4-7 Méausepassagen notwendig. Zur Erhaltung der so erreichten Virulenz wurden
Miéuse fortlaufend infiziert und nach dem Tode (teils in Agonie getdtet) seziert. Von
der Peritonealfliissigkeit und vom Herzblut wurden Kulturen auf Blutager und Serum-
bouillon angelegt. Die Priifung dieser Kulturen erfolgte zudem mikroskopisch mittels
Gramfiarbung und Kapselschwellungsreaktion.

Erysipelothriz rhusiopathiae: Der frisch aus einem Schwein (S. 326/1964) isolierte
Stamm wurde tiber Nacht aus Serumbouillon geziichtet.

E.coli K 442 [24]: Zur Erreichung einer hohen Keimzahl wurden 6 Rohrchen mit
je 5 ml Fleischbouillon mit 0,1 ml dichter Suspension beschickt und 1-6 Stunden in
einem 37 °C Wasserbad bebriitet. Jede Stunde priifte ich eine Kultur auf ihre Keim-
zahl. Die hichste Zahl lebender Keime enthielt die 3stiindige Kultur, die dann far die
Versuche Verwendung fand.
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Pasteurella multocida: Ein Stamm wurde aus einem Schwein mit Pneumonie (Nr.
S 45/1964), ein zweiter aus einer Sepsiskatze (Nr. D 891/1964) isoliert. Die verwendeten
Serumbouillonkulturen waren 18-24 Stunden alt.

Salmonella typhi murium: Ein Stamm stammt aus einer Katze (Sepsis, D 891/1964),
der andere aus einem Fohlen (Bakteriologische Fleischuntersuchung, F 890/1964).

Salmonella enteritidis: (aus einem Rind isoliert, Fleischuntersuchung F 219/1964 —
Abort mit 7 Monaten).
Der zweite Stamm wurde aus einem Rind isoliert (F 519/1964).

Salmonella dublin: Dr. Murphy, Dublin, uberlieB uns in dankenswerter Weise
5 Stamme, wovon ich die 2 virulentesten auswahlte (Nr. 2 und 5). Alle Salmonella-
stémme wurden auf gewohnlicher Fleischbouillon wihrend 5 Stunden im Wasserbad
bei 37 °C angereichert.

Streptococcus Aronson: Den lyophilisierten Stamm verdanke ich Herrn PD Dr.
Barandun, Tiefenauspital, Bern. Die Ziichtung erfolgte auf Serumbouillon tiber Nacht.

Staphylokokken: Sechs frisch isolierte Koagulase-positive haemolysierende Staphy-
lokokkenstdmme, 4 aus Rinder-, 2 aus Hundemastitiden, wurden auf Blutagar und
Serumbouillon geziichtet.

Keimzihlung:

a) Gussagar. Verwendet wurde je nach Keimart Blut- oder gewohnlicher Agar. Die
frische Kultur wurde mit gewdhnlicher Fleischbouillon in 10er Potenzen von 10-! bis
10~? verdinnt. Fir jede Verdiinnungsstufe verwendete ich 4 Gu3platten. Je 2 Platten
wurden mit 0,1 ml, bzw, 1,0 ml Bakteriensuspension gegossen. Nach 24 Stunden
wurden die Kolonien gezéhlt, und zwar nur auf denjenigen Platten, die weniger als 300,
aber mehr als 30 Kolonien enthielten. Als Keimzahl galt der Mittelwert der gewonnenen
Zahlen. -

b) Kammerzihlung. Es stand mir die Zéahlkammer nach Petroff-Hauser zur Ver-
figung. Die mit der Petroff-Hauser-Kammer eruierte Keimzahl diente als Kontrolle
und sollte nicht mehr als das 1,5fache von der im Gussagar ermittelten Keimzahl be-
tragen.

M iuseschutzversuche (Weile Méuse aus der Tierfarm Wander, Oberwangen. Ge-
wicht 20-25 g, resp. 35-40 g).

Damit kein Virulenzverlust bei gestaffelter Ausfithrung der Versuche entstand, be-
stimmte ich die Letaldosis 509, (LD;,) sowie die Serum-Schutz-LD;, gleichzeitig.
Die Kultur wurde mit gewohnlicher Bouillon in 10er Potenzen verdiinnt. Fir die Be-
stimmung der Schutz-LD;, wurde zu jeder Keimverdiinnung eine gleiche Menge un-
verdiinntes Colostrumserum zugefiigt und vor der Verwendung 30 min. im Wasserbad
bei 37 °C gehalten. Dementsprechend fiigte ich jeder Keimverdiinnung im LD ;,-Versuch
eine gleiche Menge physiologischer Kochsalzlosung zu. Pro Verdiinnungsstufe injizierte
ich 5 Méausen je 0,5 ml intraperitoneal, d.h. im LD,-Versuch 0,25 ml Bakteriensus-
pension + 0,25 ml phys. NaCl und im Schutzversuch 0,25 ml Bakteriensuspension -
0,25 ml Colostrumserum unverdinnt. Die Méause wurden wihrend 4 Tagen p.inj. be-
obachtet, dann die tiberlebenden und die toten gezahlt. Die kranken Méuse wurden
zu den iiberlebenden gerechnet. Fiir die Bestimmung der LD;, beniitzte ich die
Methode nach Reed und Muench [44] und fir die Errechnung der Serumschutzwerte
das von Habel [29] ausgearbeitete Verfahren.

Resultate
Pneumokokken

Gewdahlt wurden die beim Kalb in der Schweiz am hdufigsten gefundenen
Typen, ndmlich 8, 18, 19 und 23 [25]. Leider zeigten unsere Stdmme der



268 ; Z. TRAININ

Tabelle I Gram-positive Keime

Versuch ; Keimzahl Neutrali-
Nr. e pro 0,25 ml LD, sations-LD;, Debriaent

1 Pneumokokken

Typ I 2x108 1 (MLD 10-%) [ 25 000 MLD
2 Pneumokokken

Typ I 3x 108 1 (MLD 10-8) 40 000 MLD
3 Pneumokokken

Typ 23 2,5 x 108 102,86 100,66 100 LD,
4 Pneumokokken

Typ 23 2,6 %107 105,25 10-9;2 100000 LD,
5 Pneumokokken

Typ 23 2% 108 104,83 109,83 10 000 LD, 2
6 Pneumokokken

Typ 18 108 10-0:3 10705 -
T Pneumokokken

Typ 18 b5x 107 10-1L,° 10-9,8 18 LD;,
8 Erysipelothrix

rhusiopathiae 10° 107 1Q::5:2 50 000 LD;,

1 In den Versuchen 1 und 2 mit dem Pneumokokkentyp 1 erreichte ich eine Maximalviru-
lenz: 1 Keim totete eine Maus ungeachtet ihres Gewichtes (Versuch 1: Mausegewicht 20-22 g
und Versuch 2 35-40 g). Deswegen konnte die LD, nicht bestimmt werden, sondern nur die
MLD (Minimale Letaldosis). Der Schutzwert beim Pneumokokkentyp 1 erwies sich als hoch
und war ahnlich in beiden durchgefiihrten Versuchen.

2 In Anwesenheit von 0,25 ml Colostrumserum braucht es 10 000mal mehr Keime, um die
LD;, zu erreichen, bzw. es werden 10 000LD;, dieses Pneumokokkentyps 23 neutralisiert.
Beim Pneumokokkentyp 23 war der Schutzwert hoch. In allen drei mit diesem Typ vorge-
nommenen Versuchen zeigte sich eine Parallelitdt zwischen Schutzwert und Virulenz.

Typen 8 und 19 trotz mehrerer Passagen eine schwache Méiusevirulenz,
so da3 andere Typen ausgesucht werden mulBliten. Unser Stamm Typ 1
zeichnete sich durch hohe Mausevirulenz aus. Mit dem Stamm Typ 18 wur-
den trotz seiner geringgradigen Virulenz 2 Versuche durchgefiihrt.

E.colz

Im Hinblick auf den eigentlichen Zweck der Colostrumprophylaxe, ndm-
lich der Vorbeugung der Colisepsis, wire es interessant gewesen, den
Schutzwert der E.coli 78:80 B zu priifen. Leider erwies sich dieser Colityp
als Mause-avirulent. Wir priiften zwei Stimme aus dem Jahre 1963.

Fiir den Schutzversuch wurde der Stamm K 442 der O-Gruppe 115 ver-
wendet, der als einziger der gepriiften Colistdmme fiir Mause toxisch war [24],
und der deshalb durch M6hlmann von Fey fiir seine dhnlichen Versuche
iitbernommen wurde.

Bei den héufig in der Schweiz vertretenen Salmonellatypen erwies sich
der Schutzwert als relativ hoch (S. typhi murium und S. enteritidis), hin-
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Tabelle 2 Gram-negative Keime

Versuch g Keimzahl Neutrali-
Nr. Kot pro 0,25 ml LDs, sations-LD;, Sehutzywers
9 E. coli

(K 442 0 115) 2,6 108 1038 109,834 457 LD,
10 Pasteurella

multocida

Stamm S 545/64) 108 10-7,2 10-4,8 400 LD,
11 Pasteurella

multocida

(Stamm D 891/64) 108 10-35 10-32 200 LD,
12 Salmonella

typhimurium

(D 891/64) 2x108 10-3,5 10-1,8 160 LD;,
13 Salmonella

typhimurium

(F 890/64) 2,5 x 108 1028 10-9,8 100 LD,
14 Salmonella

enteritidis

(F 219/64) 2,5 1010 10-4,2 10-2 160 LD,
15 Salmonella

enteritidis

(F 519/64) 2,6 x 108 10-3,4 10-12 160 LD,
16 Salmonella

dublin (2) 108 10-2,4 10-14 10 LD,
17 Salmonella

dublin (5) 108 10-28 10-18 5 LD;,?

1 In Anwesenheit von Colostrumserumpool braucht es fiinfmal mehr Keime fiir 1 LD;,.

gegen als gering bei S.dublin, die bisher beim Kalb in der Schweiz nicht
isoliert wurde [24].

Streptokokken

s wurden 8 Stiamme der Streptokokkengruppe C auf ihre Mausevirulenz
getestet. Mit unverdiinnten Kulturen starben die Méuse innerhalb 20 bis
36 Stunden p.inf., aber schon bei einer Verdiinnung von !/, iiberlebten alle.
Gepriift wurde in zwei Versuchen der Streptococcus Aronson, bei dem trotz
hoher Virulenz der Schutzwert gering war.

Tabelle 3
Versuch . Keimzahl Neutrali-
Nr. T pro 0,25 ml LDsq sations-LD;, s
18 Streptococcus ,
Aronson 2,5 X108 10-3,2 10-2:4 5 LD;,
19 Streptococcus
Aronson 2,5 x10°8 108 1048 32 LD;,

23
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Bei der Wiederholung des Versuches erhielt ich eine ungefihr doppelte
Virulenz, fiir die ich keine Erklarung habe.

Staphylokokken (Pyokokken)

Keiner der sechs gepriiften Stimme erwies sich als Mause-virulent.

b) Absorptionsversuch

Mit diesen Versuchen war zu priifen, ob der zum Teil hohe Schutzwert
des Colostrumserums mit der spezifischen Antigen-Antikorperreaktion im
Zusammenhang steht. Zu diesem Zweck wurde mit Méuseschutzversuchen
parallel die LDy, sowie der Schutzwert des absorbierten und nicht absor-
bierten Colostrums gepriift. Die Differenz zwischen dem Schutzwert des
Colostrumserums und demjenigen des absorbierten Serums ist als spezifi-
scher Schutzwert zu betrachten.

Als Antigene wahlte ich diejenigen Bakterienstémme, mit denen im
Miuseschutzversuch die eindriicklichsten Resultate erzielt wurden sowie
E.coli K 442 der O Gruppe 115.

Technik

Es wurde die Methode nach E. Lund-Morch [41] verwendet.

Bakterien: Pneumokokken Typ 23
E.coli K 442 der O-Gruppe 115
Erysipelothrix rhusiopathiae

Beniitzt wurden die gleichen Stimme wie in den Méauseschutzversuchen.

Die Versuche zeigen, dal} der Schutzeffekt des Colostrumserum weitge-
hend spezifisch ist und daf das Colostrum zudem noch in unspezifischer
Weise schiitzt.

Die Versuche mit vier ausgewihlten Bakterienstdmmen zeigen, daf} die
Maiuseschutzwirkung des Colostrumserums durch Absorption mit dem
homologen Stamm stark reduziert, wenn auch nicht ganz beseitigt wird.
Es darf daraus geschlossen werden, dafl die Schutzwirkung zu einem guten
Teil auf spezifischer Antikorperwirkung beruht. Die iibrigbleibende Schutz-
wirkung gegen heterologe Keime wurde allerdings nicht gepriift.

¢) Himagglutination

Um die zwei ersten Teile dieser Arbeit zu vervollstandigen, mulite das
normale sowie absorbierte Colostrumserum mit einer serologischen Methode
auf seinen Antikorpergehalt gepriift werden. Die Hamagglutination wurde
gewihlt, weil sie eine sensible Methode ist und weit empfindlicher reagiert
als die Bakterien-Agglutination [24, 38].
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Tabelle 4
E| E
:é = =
28 <
: § » E g E A
Q o
8 |8 | 8EE g 5
Keim Keimzahl | LD;, | Sg | 2¢ TE g Teg
a8 Las S d -
A3 | =5 £253 283
S N 3 <R NQ &
o = —_
2% |83 | 338 | 243
Pneumokokken
Typ 23 (853/55) L5108 1 10-%%] 10-2. | 10-5:% | 36:100 LD 1-796 LD, *
Pneumokokken
Typ 23 (853/55) 1087 5| 2078 Fi0-1:8110=2%8 |~ 2190 LD, |- 316.LD;,
E. coli (K 442 der
O-Gruppe 115) 108 [ 1073%| 10-0:8]'10-23 174 LD,, 8 LDy,
Erysipelothrix
rhusiopathiae B J0%» F 1G5 10-25110=% :1°30960-LD ;). ;32 LD ¢,

1 In Anwesenheit von nicht absorbiertem Colostrumserum braucht es 31 600mal mehr
Keime pro LD;,. In Anwesenheit von absorbiertem Colostrumserum dagegen braucht es
795mal mehr Keime pro LD;,, d.h. Colostrumserum ohne spezifischen Antikérper gegen den
homologen Stamm neutralisiert nur noch 795 LD, . ,

Technik

Ich arbeitete nach der von Spaun [46, 47] entwickelten Methode, d.h. mittels
Sensibilisierung von Erythrozyten durch Kochextrakte.

Die sensibilisierten Erythrozyten in 19, Suspension (NaCl) wurden mit nativem
und absorbiertem Colostrumserum sowie mit drei im Handel erhéltlichen Gamma-
globulinpraparaten (A, B, C) hamagglutiniert. Von den zu priiffenden Praparaten
und einem positiven Kontrollserum stellte ich Verdiinnungsreihen her und versetzte
diese in gleichen Mengen mit sensibilisierten Erythrozyten (je 0,1 ml). Ablesung nach
.1 Stunde Inkubation bei Zimmertemperatur mit unbewaffnetem Auge.

Streptococcus Aronson

Die Hamagglutination mit inaktiviertem Colostrumserum gelang nicht,
weil das inaktivierte Colostrumserum eine spontane Hamagglutination aus-
loste.

In allen neun Versuchen war ein zum Teil allerdings geringer Himagglu-
tinationstiter des nativen Colostrumserums vorhanden, der durch die homo-
loge Absorption entfernt wurde (geringer Resttiter bei S.typhi murium). —
Somit kann angenommen werden, daf} ein spezifisch hdmagglutinierender
Antikorper vorhanden ist.

Im allgemeinen kann gesagt werden, dafl die Colostrumserum-Héamagglu-
tinationstiter im Vergleich zu denjenigen der Gammaglobulin-Praparate
gleich hoch bzw. sogar héher waren. Die Hamagglutinationstiter waren bei
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Tabelle 5
Colo- homologes homolpges Gammaglobulin-
Antigen strum- Immun- abaoxbicrios praparat
serum serum Colostrum-
serum A B C

Pneumokokken Typ 1 20 640 0 10 1 5
Pneumokokken Typ 18 20 640 0 40 5
Pneumokokken Typ 23 20 640 0 5 1 5
Erysipelothrix
rhusiopathiae 80 1280 0 5 1 5
Pasteurella multocida 320 - 0 80 1 20
E. coli (K 442 der
0-Gruppe 115) 160 1280 0 80 40 160
Salmonella typhi murium 40 1280 1 40 80 40
Salmonella enteritidis 5 640 0 5 5 5
Salmonella dublin 5 320 0 5 20 20

Alle Seren ergaben ein negatives Resultat.

den Pneumokokken befriedigend, bei Rotlauf erstaunlich hoch, wenn man
in Betracht zieht, daB das Rind nicht an Rotlauf erkrankt. Erstaunlich
hoch war der Titer auch gegen Pasteurella multocida. Der Titer gegen
E.coli war recht hoch, ebenso der Titer gegen S.typhi murium. Dagegen
waren der Titer gegen S.enteritidis und erwartungsgemi der S.dublin-
Titer niedrig. Moglicherweise ist der geringe S.dublin-Titer als Kreuz-
reaktion zu werten.

Streptococcus Aronson zeigte keine Himagglutination. Die Verwer-
tung dieses Phinomens ist unmoglich, weil die in diesen Versuchen gebrauchte
Technik eventuell fiir Streptokokken nicht geeignet ist.

Eine Portion des Colostrumserumpools wurde wiahrend 30 Minuten bei
56 °C inaktiviert und alsdann auf neutralisierende Antikorper gegeniiber
dem Virus der bovinen Virus-Diarrhoe (VD) untersucht. Das Colostrum
wurde, ausgehend von der Grundverdiinnung 1:5 in geometrischer Reihe
verdiinnt, mit 100 TCD 50 des Referenzstammes Oregon C 24 V gemischt,
und nach 60 Min. Inkubation bei 37°C auf Kilberhodenzellen verimpft.
Hierbei wurde ein Neutralisationstiter von 1:80 ermittelt [101].

Antikorpertiter im Colostrumserumpool sind in Anbetracht der weiten
Verbreitung des VD-Virus innerhalb infizierter Rinderbestinde im ganzen
Gebiete der Schweiz zu erwarten [12].

Diskussion

Barandun [6] weist darauf hin, dal} der Schutzeffekt des Gammaglo-
bulins spezifisch sei und fithrt zum Beweis dieser Annahme serologische

! Herrn PD Dr. F. Burki danke ich fir die Ubérlassung dieses von ihm ermittelten Be-
fundes.
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Untersuchungen mit Human-Gammaglobulin an, die Professor Fey, PD Dr.
Krech, Professor Wiesmann und PD Dr. Seeliger in Zusammenarbeit mit
den Zentrallaboratorien des Blutspendedienstes des Schweizerischen Roten
Kreuzes vornahmen.

Danach konnten in einer gegebenen Charge von Human-Gammaglobu-
lin Agglutinine gefunden werden gegen Pneumokokken Typ 1, 2, 6, 8, Coli-
bakterien vom Typ 26:B6, 55:B5, 86:B7, 111: B4 und 78:80B, Candida
albicans, in bescheidenem Mafle auch gegen Salmonellen der Gruppe OC,
ferner anti-Staphylolysin. Der Antikérper-Nachweis war negativ gegen
Brucella abortus, Q-fever und Leptospiren. Es fanden sich auflerdem neu-
tralisierende Antikorper gegen Poliomyelitis 1-3, Echo-Virus 1-14, Coxs-
ackie A9, B3, B4, B5, Herpes simplex und APC.

In gleicher Richtung gehen Schutzversuche mit Human-Gammaglobulin,
iiber die bereits auf S. 270 berichtet wurde.

Unsere Untersuchungen mit dem Colostrumserumpool zeigten einen
vielseitigen Schutzeffekt, der wahrscheinlich weitgehend auf der spezifischen
Antigen-Antikorperreaktion beruht, aber wohl auch zu einem Teil unspezi-
fisch ist.

DaB ein solcher Schutzeffekt nicht unbedingt spezifisch sein mul, zeigten
Halpern und Frick [30]. Sie sensibilisierten passiv Mause und Meer-
schweinchen mit Kaninchen-Anti-Ei-Albumin. Fiinf Stunden spéter konnten
sie mit einer intravendsen Applikation von Ei-Albumin einen anaphylak-
tischen Schock produzieren. Wenn Human- oder Kaninchen-Gammaglobu-
lin zusammen mit dem Ei-Albumin oder frither verabreicht wurde, konnte
kein anaphylaktischer Schock ausgelost werden. Human- und Kaninchen-
Gammaglobulin schiitzten somit vollstindig gegen den anaphylaktischen
Schock. Wiederholte Versuche mit Schweine-, Rinder- und Pferde-Gamma-
globulinen blieben erfolglos. Die Autoren finden keine einwandfreie Erkla-
rung fiir dieses Phidnomen. Sicher kann es mit der spezifischen Antigen-
Antikorperreaktion nichts zu tun haben.

Der Vergleich mit Hilfe der Hamagglutlnatlon zeigte, dall der Antlkor-
pergehalt des Colostrumserumpools im allgemeinen nicht geringer als der-
jenige «reiner» Handelsgammaglobulinpriparate ist. Ferner ist bekannt,
daf} als Folge der Reinigungsprozesse von Gammaglobulinen Aggregate ent-
stehen, die bei intravenoser Applikation zu anaphylaktischem Schock fiih-
ren konnen [6]. Deswegen verzichten wir auf die Reinigung des Colostrum-
serums, das ohnehin zu 70 bis 809, aus Gammaglobulin besteht. Seine Zu-
bereitung braucht bedeutend weniger Arbeitsaufwand als diejenige der
Handelsgammaglobulinpraparate, und bei der Injektion gibt es keine
Schockwirkung.

Zusammenfassung

Es wurde ein Rindercolostrumserumpool im Méuseschutzversuch auf seine Wirkung
gegen verschiedene Bakterienarten geprift. Die Versuche ergaben einen hohen Schutz-
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wert gegeniiber Pneumokokken, Erysipelothrix rhusiopathiae, einen méafligen Schutz-
wert gegen K. coli und Pasteurella multocida und einen niedrigen Schutzwert gegen
Salmonellen und Streptokokken. Absorptionsversuche zeigten, dafl die Schutzwirkung
zum Teil spezifischer, zum Teil unspezifischer Natur ist. Mittels der Hamagglutination
konnten gegen alle gepriften Bakterien, ausgenommen Streptococcus Aronson, Anti-
korpertiter nachgewiesen werden, die wiederum durch den homologen Stamm absor-
bierbar sind. Der Colostrumserumpool weist auch einen betrachtlichen Neutralisations-
titer auf gegen das Virus der bovinen Virus-Diarrhoe.

Résumé

Un pool sérique du colostrum bovin dans une expérience chez la souris a été
éprouvé quant a son efficacité contre différentes espéces de germes. Les expériences
ont prouvé une haute protection vis-a-vis des pneumocoques de Erysipelothrix rhusio-
pathiae, une protection moyenne vis-a-vis de E. coli et Pasteurella multocida et une
faible protection vis-a-vis des salmonelloses et des streptocoques. Des expériences
d’absorption ont démontré que 'effet de protection est en partie de nature spécifique,
en partie de nature nonspécifique. A I'aide de I’hémaglutination, on a pu prouver le
titre des anticorps chez toutes les bactéries examinées, exception faite de Strepto-
coccus Aronson; ces anticorps sont a leur tour absorbés par la souche homologue.
Le pool sérique du colostrum possede aussi un titre de neutralisation important vis-a-
vis du virus de la diarrhée virale du bovin.

Riassunto

Su un topo ¢ stata esaminata I'efficacia di un pool sierico del colostro bovino contro
diverse specie di germi. Le esperienze hanno dimostrato un’alta protezione di fronte ai
pneumococchi di Erysipelothrix rhusiopathiae, una protezione media rispetto all’E.
coli e Pasteurella multocida ed un debole valore immunizzante di fronte a salmonelle e
streptococchi. Delle esperienze di assorbimento hanno provato che I'effetto di prote-
zione & in parte di natura specifica ed in parte di natura non specifica. Con 'aiuto della
emoagglutinazione, si & potuto trovare il titolo degli anticorpi presso tutti i batteri
esaminati, eccezione fatta di Streptococcus Aronson; questi anticorpi sono a loro volta
assorbiti dal ceppo omologo. Il pool sierico del colostro possiede pure un titolo di neu-
tralizzazione importante contro il virus della diarrea virale del bovino.

Summary

By means of mouse immunisation experiments, a bovine colostrum serum pool was
tested for its effectiveness against different types of bacteria. The experiments showed
the level of immunity against pneumococci and erysipelothrix rhusiopathae to be
high, against e. coli and pasteurella multocida medium, and against salmonella and
streptococei low. Absorptional experiments showed that the immunising effect is
partly specific and partly unspecific. By means of haemagglutination, antibody titres
could be found against all the tested bacteria, except streptococcus Aronson, and these
again are absorbable by the homologous strain. The colostrum serum pool also shows
a considerable neutralisation titre against the virus of bovine virus diarrhoea.
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Die Bedeutung der Mykoplasmen in der Humanmedizin. Von U. Krech, Schweiz.
Medizin. Wochenschrift 95, 48 (1965).

Mykoplasmen interessieren die Humanmedizin speziell wegen der durch Myco-
plasma pneumoniae erzeugten kilteagglutination-positiven primér atypischen Pneu-
monie. Auch die Veterindrmedizin darf vom Studium der Mykoplasmen eine étiolo-
gische Abkldrung verschiedener Krankheiten erwarten. Mykoplasmen, innerhalb der
Schizomyzeten in der Ordnung « Mycoplasmatales» zusammengefa3t, sind morpholo-
gisch durch myzelartiges Wachstum von groBem Formenreichtum charakterisiert.
Die Pleiomorphie ist durch das Fehlen der festen Zellwand bedingt. Mykoplasmen sind
penicillinresistent, verlieren die Infektionstiichtigkeit schnell in eiweiBfreiem destil-
liertem Wasser, in physiologischer Kochsalzlosung, und sind sehr empfindlich gegen
Seife. Es sind heute wenigstens sechs verschiedene menschenpathogene Mykoplasma-
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