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1. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, herauszufinden, wie effizient Impfungen junger Kéalber
sind und in welchem Masse maternale Antikdrper die Immunantwort von Kalbern reduzieren.

Bei frGhen Impfungen des Kalbes kommen sich der passive Schutz und die aktive
Immunisierung oft in die Quere.

Im Versuch wurden 20 Kuhpaare und deren Kalber beobachtet. Jeweils eine Kuh eines
Versuchspaares wurde vor dem Geburtstermin mit einem Placebo geimpft (Gruppe A), die
andere mit dem Impfstoff Leucogen® (Gruppe B). Die Kélber wurden alle mit Kolostrum
ihrer Mutter getrankt und erhielten am 10. Lebenstag Leucogen® parenteral verabreicht.
Blutproben wurden im Labor mittels Elisa auf FelLV-Antikdrper untersucht. 30% der
geimpften Kihe zeigten eine Serokonversion. Dreizehn dieser zwanzig Tiere gaben
Antikdrper an ihre Kéalber weiter. ElIf Kalber aus B konvertierten nicht, im Gegensatz zu vier
Kalbern aus A. Die passive Immunisierung beeinflusst also die Impfreaktion des Neonaten.

Alle serokonvertierenden Kélber wiesen anfangs eine tiefe Antikdrper-Konzentration auf. A-
Kalber zeigten im Mittel eine starkere Impfreaktion als B-Kélber. Zudem zeigten Kalber der
Gruppe B, mit anfanglich tiefem, passivem Antikérper-Niveau, eine starkere Serokonversion
im Vergleich zu den Kalbern aus derselben Gruppe mit anfanglich héheren Antikdrper-
Konzentrationen.

In zwei Dritteln der Félle, in denen keine maternalen Antikdrper vorlagen, fihrte die frihe
Impfung zu einer angemessenen Reaktion beim Kalb.



2. Summary

The aim of this study was to evaluate the efficiency of vaccination on young calves and to see
in which manner the maternal antibodies reduce the immunological response in calves.

At an early stage of life the passive protection and the active vaccination often interfere with
each other.

Twenty matched-pairs of cows and their offsprings were studied. Of each pair, one cow
received a placebo before term (group A) and the other was vaccinated with Leucogen®
(group B). All calves received colostrum from their respective mother. Ten days after birth all
calves were vaccinated with Leucogen®. Blood samples from the cows and calves were
taken. An ELISA test was done to define the FelLV antibody concentration. 30 % of the B-
cows showed a seroconversion. Thirteen out of twenty vaccinated cows passed the antibodies
onto their calves. Eleven calves of group B did not convert, and four calves of group A.
ORWKHUYfV YBRBPNLOQOKWURIQRUH D GLUHFW LQIOXHQFH RQ W
vaccination.

All seroconverted calves had low antibody concentration before their vaccination. An average
of calves of group A showed a higher reaction to vaccination than the calves of group B.
Further, calves of group B with a low passiv antibody level in the beginning showed & highe

seroconversion as compared to calves with higher antibody concentration of the same group.

The study proves that two thirds of the calves without maternal antibodies reacted adequately
to the vaccination.



3. Einleitung und Zielsetzung

Jungtiererkrankungen beim Rindvieh und dadurch bedingte Behandlungskosten und Ausfélle
fuhren zu hohen wirtschaftlichen Einbussen in der landwirtschaftlichen Produktion.
Verschiedene Arbeiten bestatigen geh&ufte Krankheits- und Todesfélle bei Kélbern bis zu
einem Alter von 6 Monaten und die damit verbundenen 6konomischen Verluste. Zwischen
5.6% und 9.0% aller geborenen Kalber erkranken laut amerikanischen Studien zwischen der
Geburt und dem Abtranken (Bellows et al. 1987, Anonym, 1993). Martin et al. (1975) stellten
in einer kalifornischen Studie fest, dass die Gesamtmortalitatsrate bei Kélbern zwischen
17.3% und 20.2% lag. Wenig mehr als die Halfte (55%) aller zu verzeichnenden Abgange bei
Kalbern fielen in die erste Lebenswoche, weitere 27% in die zweite. Infektiose Geschehen,
wie Durchfallerkrankungen, mit einem weltweiten, durchschnittlichen Vorkommen von rund
20% bei neugeborenen Kalbern (Bendali et al. 1999) und respiratorische Leiden spielen dabei
die wichtigste Rolle.

Das Bestreben, die Morbiditats- und Mortalitatsrate bei jungen Kalbern zu senken, ist also aus
Okonomischer Sicht gut verstandlich, aber auch vom Standpunkt des Tierschutzes, denn ein
Leiden der Tiere soll moglichst vermieden werden. Diverse Ansatze werden dabei verfolgt.
Den therapeutischen Moglichkeiten steht eine Vielzahl von prophylaktischen Methoden
gegenuber. Vor allem immunologische Verfahren (Impf- und Paramunisierungs-Programme)
gewinnen dabei, nebst Verbesserungen im Management der Tiere, zunehmend an Bedeutung.
Dies nicht zuletzt, weil Antibiotika als Therapeutika, Prophylaktika oder Wachstumsforderer
immer wieder im Zusammenhang mit Resistenzentwicklung und Rickstandsproblemen aber
auch mit 6kologischen Bedenken diskutiert werden (Bryson 1985, Mayr 1991, Staak 1992).
Zur Anwendung gelangen vor allem Muttertierimpfungen und Vakzinierungen bei den
Kalbern.

Dass die meisten dieser Krankheits- und Todesfélle in eine sehr frihe Phase des Kalberlebens
fallen, hat mit der Immunitatslage der Jungtiere zu tun. Kélber kommen zwar grésstenteils
immunkompetent zur Welt (Pery und Metzger 1990), aufgrund einer vollstandigen
Plazentarschranke gegenuber Immunglobulinen aber mit sehr tiefen IgG-Werten. Ihre Serum-
lgG-Konzentrationen vor Kolostrumaufnahme bewegen sich je nach Untersuchung zwischen
0.05 und 0.7mg/ml (Husband et al. 1972, Ivanoff 1975, Eigenmann et al. 1983, Kim und
Schmidt 1983, Zaremba et al. 1985, Erhard et al. 1999). Die Neonaten sind also auf die
passive Versorgung mit Immunglobulinen aus dem Kolostrum angewiesen. Die Ubertragung
geschieht in den ersten Lebensstunden des Kalbes. Sie dient dem Schutz der Tiere vor
Krankheitserregern, bis diese selbst in der Lage sind, sich mit aktiv produzierten AntikGrpern
zur Wehr zu setzen.



Der Stellenwert dieser frihen Kolostrumaufnahme und der Einfluss auf die Gesundheit des
Kalbes sind sehr weitgreifend in der Literatur beschrieben (Larson et al. 1998). 50% der
Kalber einer Studie, die an einer infektiosen Krankheit sterben, haben sehr tiefe IgG (um
mindestens 2 Standarddeviationen (=SD) tiefer als der Mittelwert), 35% tiefe (zwischen 1 und
2 SD tiefer) und nur die restlichen 15% der umgestandenen Tiere haben annahernd 1gG-
Konzentrationen im Bereich des normalen Mittelwertes (McGuire et al. 1976). In einer
anderen Studie (Wittum und Perino 1995) erkrankt ein Viertel aller Kalber mit zu tiefen IgG-
Konzentrationen (<8g/l, gemessen 24 Stunden post natum) bis zum Alter von 28 Tagen, im
Vergleich zu nur 5% aller Kéalber, die nach Kolostrumaufnahme adéquate >16g/l 1IgG im
Serum aufweisen. 8.3% der Unterversorgten sterben im ersten Lebensmonat im Vergleich zu
1.6% der adéaquat Versorgten.

Der Schutz des Neugeborenen durch Kolostrum ist unentbehrlich. Gleichzeitig ist aber eine
maoglichst friihe und schnelle, aktive Immunreaktion des Kalbes erwiinscht, damit keine
Lucke im Schutz der Tiere nach Abnahme der maternalen Antikérper im Serum entsteht. Die
endogene IgG-Synthese beginnt in den ersten Tagen nach der Geburt und die endogene
Serum-lgG-Konzentration nimmt stetig zu, wahrend die maternale exponentiell abnimmt. Der
Ubergang von der passiv erworbenen, maternalen Immunitat zur aktiven, endogenen
Immunitat stellt eine einschneidende Veradnderung im Leben des Kalbes dar und findet
zwischen der zweiten und der sechsten Woche nach der Geburt statt (Hassig et al. 2007). Im
Gegensatz zu friheren Arbeiten (Erhard et al. 1999) fanden Hassig et al. keine
vorubergehende Hypogammaglobulindmie bei Kélbern im Alter zwischen 11 und 28 Tagen.

Ein Problem besteht nun darin, dass passiv erworbene, kolostrale Antikorper die aktive
Immunantwort des Kalbes reduzieren (Bogel und Liebelt 1963, Nicholls et al. 1984, Buchholz
und Mehlhorn 1985, Kimman et al. 1989, Staak 1992, Larson et al. 1998, Hodgins und
Shewen 2000, Larsen et al. 2001).

Mit dieser Arbeit soll anhand eines Modells gepruft werden, in welchem Ausmass diese
postnatale Reduktion der Immunantwort der Kalber statt findet und wie effizient Impfungen

der Jungtiere zu diesem frihen Zeitpunkt sind. Daraus lassen sich allenfalls Richtlinien zur
besseren Kalberbetreuung herleiten.



4. Literaturtbersicht

4.1. Protektion des jungen Kalbes

Weil das Kalb mit einem Immunglobulinmangel zur Welt kommt, wird es Uber das Kolostrum
mit Abwehrstoffen versorgt und beginnt, sich mit seiner nicht mehr schitzenden Umwelt
aktiv auseinander zu setzen. Im Gegensatz zur mit wenigen Ausnahmen keimfreien
Umgebung im Uterus des Muttertieres, wird es mit verschiedenen, potentiell krankmachenden
Agentien konfrontiert. Dazu gehéren subzellulare biologische Objekte wie Prione, Viroide
und Viren, sowie prokaryontische Mikroorganismen wie Chlamydien, Rickettsien,
Mykoplasmen und die grosse Gruppe der klassischen Bakterien. Des Weiteren finden sich
eukaryontische Mikroorganismen wie die Pilze und die Protozoen sowie einfachere,
mehrzellige Tiere wie Helminthen und Arthropoden (Kayser 1997, Mayr 2002). Viele
Vertreter dieser Gruppen sind im Stande, Infektionskrankheiten beim Rind zu verursachen.
Dies geschieht entweder durch direkte Schadigung des Wirtes oder indirekt Gber Toxine, die
den Wirt krank machen. In jedem Fall findet eine Opsonisierung statt.

Beim neugeborenen Kalb in den ersten Lebenswochen spielen vor allem
Durchfallerkrankungen und Infektionen des Respirationstraktes eine Rolle. Was die
Pathogenese dieser Infektionskrankheiten betrifft, so finden wir oft gewisse Ahnlichkeiten.
Virale Aktivitat tritt vor allem in einem frihen Stadium der Erkrankungen auf. Die im Falle
von respiratorischen Beschwerden oft gefundenen Parainfluenza-3 (= PV¥Ben und
Bovinen respiratorischen Synzytial ( = BR$)Viren, aber auch Bovine Virus Diarroe (=
BVD) =*Viren und Bovine Herpesviren Typ 1 (= BHV-1) gelten dabei als Wegbereiter fir
sekundare Beteiligung von Mykoplasmen und Bakterien. Sie richten die schlimmsten Schaden
bei seronegativen Kalbern unter 6 Monaten an (Bryson 1985). Der Einfluss von bovinen
Coronaviren (= BCV) im Zusammenhang mit Erkrankungen des Respirationstraktes wird
noch diskutiert. Bei Durchfallerkrankungen sind die wegbereitenden Viren vor allem die
bovinen Rotaviren (= BRV) und BCV.

Aus den bisher genannten Fakten lassen sich verschiedene Schlisse ziehen. Von grossem
Einfluss auf die Uberlebensrate der Kalber sind zum einen die Qualitat der passiven
Immunitat und zum anderen die Qualitat der aktiven Immunitét. Die erst genannte steht in
direktem Zusammenhang mit der Konzentration der Antikérper im Kolostrum (Recca et al.
2003), der aufgenommenen Kolostrummenge und dem Zeitpunkt der ersten
Kolostrumaufnahme (Pritchett et al. 1991, Bendali et al. 1999). Je friher die erste
Kolostrumaufnahme erfolgt, desto hoher ist der Ig (Immunglobulin)-Transfer ins Blutsystem
des Kalbes (Kruse 1983). Aus Versuchen geht hervor, dass bei Aufnahme von 100% einer
Kolostrummenge 6 Stunden nach der Geburtlshahnittlich 66% der Ig-Menge im Serum

der Kalber erscheint. Bei Aufnahme derselben Ausgangsmenge 48 Stunden post natum, findet
man noch 6% der Ig im Serum (Matte et al. 1982). Es besteht auf der Seite des Kalbes aber
auch eine Kapazitatsgrenze in Bezug auf die angebotene Ig-Menge (Besser et al. 1985).
Uberschussiges Ig, das nicht mehr ins Serum des Kalbes aufgenommen wird, (bt eine lokal
schitzende Wirkung im Darm des Jungtieres aus (Logan et al. 1974, Snodgrass and Wells
1978). Dieser Effekt ist vor allem in Bezug auf die Prophylaxe von Durchféllen sehr positiv
zu werten. Studien von Snodgrass et al. (1982) belegten den positiven Effekt eines
Trankeregimes, bei dem mit Rotavirus-Antikorpern angereichertes Immunkolostrum 14 Tage
zur normalen Tranke beigemischt wurde. Wahrend eines nattrlichen Ausbruchs einer
atiologisch komplexen Diarrhée, erkrankten derartig gefiutterte Kalber tendenziell weniger
und zu einem spéateren Zeitpunkt. Die Dauer und der Schweregrad des Durchfalls bei diesen
Kalbern waren signifikant verringert.



Ein weiteres grosses Gebiet, welches die Qualitdt der passiven Immunitat durch mehrere
Faktoren beeinflusst, ist das Management der trachtigen Kuh und ihres Kalbes rund um die
Geburt. Im angelséchsischen Raum hat diese Periode einen solch hohen Stellenwert, dass ihr
ein eigener Name gegeben wird: transition time. Verschiedene Autoren messen dem
reibungslosen Geburtsablauf diesbezlglich den grossten Wert bei. Larson et al. (1998) gehen
noch einen Schritt weiter. Aus ihrer Arbeit geht hervor, dass der wichtigste Faktor, der die
neonatale Krankheits- und Todesfallrate beeinflusst, das Alter des Muttertieres ist. Kalber von
Farsen sterben bei der Geburt in 5% der Falle, Kalber von Kihen nur in 1.6%. Diese Zahlen
zeigen den direkten Einfluss von Geburtsproblemen auf die Sterblichkeit.

Der indirekte Einfluss hat mit der oben genannten, schlechten, passiven Immunisierung zu tun
und wird in derselben Arbeit abgehandelt. In den ersten drei Lebenswochen sterben die
Jungtiere von Erstgebérenden mit einer Wahrscheinlichkeit von 3.8%, wahrend bei Kiihen nur
1.8% Ausfalle zu verzeichnen sind. Zwischen 31.8% und 50% aller Todesfélle bis zum
Abtranken sind auf Geburtsprobleme zurtckzufuhren. Die meisten dieser Tiere sterben in den
ersten 10 Tagen post natum, primar als Folge von infektiosen Krankheiten wie Durchfall oder
Pneumonie. Die Wahrscheinlichkeit, kurz nach der Geburt zu erkranken, ist fur ein Kalb, das
eine Schwergeburt Uberstanden hat, 2.6- bis 6-mal grésser als fur ein normal zur Welt
gekommenes Tier. Bendali et al. (1999) finden bei Kalbern, denen Geburtshilfe geleistet
werden musste, ebenso wie bei Neugeborenen, die kurz nach der Geburt Dyspnoe zeigten, ein
signifikant erhdhtes Risiko, im ersten Lebensmonat an Durchfall zu erkranken.

Geburtsprobleme fiihren nicht nur zu einem weniger effektiven passiven Immunglobulin-
Transfer durch die verspatete Kolostrumaufnahme der gestressten Neugeborenen, sondern
auch zu langerem Liegen und damit zu grosserer Verschmutzung mit fakalen Pathogenen.
Auch Besser et al. (1990) beschreiben die postnatale respiratorische Azidose als eine der
klinischen Ursachen fiir den schlechten, passiven Transfer von Antikérpern.

Eine Vielzahl weiterer Faktoren tragen zum Gelingen der Ubertragung passiven Schutzes bei,
wie die Futterung des trachtigen Muttertieres oder aber auch die Hygienemassnahmen rund
um die Geburt, was den Infektionsdruck auf das Neugeborene verringert. Sie sollen an dieser
Stelle nur erwahnt, aber nicht weiter diskutiert werden. Dem grossen Thema der
Muttertierimmunisierung, welches in indirektem Zusammenhang mit der Qualitat der
passiven Immunitét steht, wird spater ein eigenes Kapitel gewidmet.

Neben der Qualitat der passiven Immunitat spielt fur die Gesundheit des Kalbes auch die
Qualitat der aktiven Immunitdt eine entscheidende Bedeutung. Die Frage nach der
Immunkompetenz des Kalbes steht hier im Vordergrund. Dieser Aspekt wird spatenn ein
eigenen Kapitel behandelt.



Zu erwahnen sind an dieser Stelle noch verschiedene Umweltfaktoren, die ganz allgemein das
Wohlbefinden und im Speziellen die Immunkompetenz des Kalbes beeinflussen. Eine
Vielzahl von Arbeiten zur Steigerung der immunologischen Reaktivitat des Kalbes nach
aktiver Immunisierung liegt vor (Buchholz und Mehlhorn 1985). Die Autoren selbst
untersuchen in ihrer Arbeit die humorale Immunreaktion des Kalbes unter verschiedenen
Lichteinflissen und stellen dabei fest, dass sichtbares Licht das Antikoérperbildungsvermdgen
des Kalbes nach Antigenreiz beeinflusst. Eine Uberwiegende Haltung der Tiere im Dunkeln
setzt die Antikorperbildung herab. Nicht nur die Lichtdauer, sondern auch die
Beleuchtungsstarke spielt dabei eine Rolle. Zu hohe Lichtintensitaten sind eine Belastung fur
die Tiere, was zu einer verminderten Antikdrperproduktion fuhrt. Licht als Stressor
beeintrachtigt die Bildung von Antikérpern. May et al. (1979) nutzen dieses Phanomen schon
friher, um zu zeigen, dass sich Stressfaktoren, unabhangig welcher Natur, beim Kalb negativ
auf das Immunsystem auswirken. Bei Kalbern im Alter von Uber 6 Monaten ist der Effekt
deutlicher zu sehen. Bei jingeren Kalbern (<3 Monate) bleibt ein Antikorperanstieg nach
Vakzinierung praktisch ganz aus. Dies bedeutet nicht, dass jlingere Tiere stressresistenter
sind. Vielmehr muss hier die unterschiedliche immunologische Reife der Tiere zur Erklarung
der Ergebnisse herangezogen werden.

4.2. Immunologie

Die Immunologie ist die Lehre von den spezifischen Reaktionen des Organismus gegen
korperfremde Substanzen, ihren stofflichen Grundlagen, Mechanismen und Phanomenen
(Kotsche 1991). Mit dem Immunsystem hat man sich urspringlich im Rahmen der
Mikrobiologie als einem Abwehrsystem gegen pathogene Mikroorganismen beschaftigt. Erst
spater wurde seine Eigenschaft als Behuter der chemischen Einzigartigkeit jeder biologischen
Art und jedes Individuums bewiesen. Die Immunologie entwickelte sich in den letzten
Jahrzehnten rasant zu einer selbstandigen wissenschaftlichen Fachrichtung.

Der alteste Abwehrmechanismus ist die Phagozytose. Sie wird schon von den Bakterien und
den einfachsten Wirbellosen genutzt. Das hochkomplexe Immunsystem der Saugetiere ist
aber zu weit mehr fahig. Es ist in der Lage, nicht nur pathogene Mikroorganismen (allgemein
korperfremde Substanzen) zu erkennen und zu eliminieren, sondern auch vorteilhafte
OLNURRUJDQLVPHQ ]X WROHULHUHQ )HUHQpPtN HW DO
System der Lebewesen, aber im Gegensatz zum Hormonsystem, eine gewisse
Gedachtnisfunktion.

Wahrend also die traditionelle Immunologie humorale Antikorper und Immunzellen als
zentrale Bausteine sieht, versteht die moderne Immunologie die Abwehr als ein System
verschiedenartiger Zellen, die miteinander mittels I6slicher Mediatoren und
Adhésionsmolekilen auf ihren Oberflachen in Wechselwirkung treten (Jungi 2000). Die
Abwehrzellen gehen dabei aus pluripotenten Stammzellen im Knochenmark hervor. Im
Unterschied zu anderen Organsystemen bildet das Immunsystem Kkeine abgegrenzte
anatomische Stru XU VRQGHUQ HLQ GLIIXVHV 2UJDQ )HUHQpPtN H
reguliert sich selbst, unterliegt aber auch einer externen Kontrolle, zum Beispiel durch das
neuroendokrine System. Entgleisungen werden heute in Zusammenhang mit der Onkogenese
gebracht (Jungi 2000).



DLH 3K\ORJHQHVH GHV $EZHKUV\VWHPV GLH (QWZLFNOXQJ
zur Entwicklung vom einfachsten bis zum heutigen, hochkomplexen Lebewesen tber 500
Millionen Jahre, soll an dieser Stelle nicht weiter erklart werden. Es sei dabei auf aktuelle und
ausfuhrliche Lehrbiicher verwiesen (Mayr 2002). Der Ontogenese des Immunsystems ist
hingegen das folgende Kapitel gewidmet.

4.2.1. Immunkompetenz des Feten

Um die Frage nach der Immunkompetenz des neonatalen Kalbes besser beantworten zu
kbnnen, muss man zuerst die Ontogenese des Immunsystems genauer beschreiben. Das Kalb
erwirbt die Fahigkeit, einen Antigenreiz zu beantworten nur schrittweise in seinem
embryonalen und fetalen Leben (Pery und Metzger 1990). In welchen Zeitabschnitten dies
geschieht, zeigen uns die Entwicklung, der mit dem Abwehrsystem verbundenen Zellen und
der lymphoiden Organe, sowie das Auftreten von Antikdrpern.

Die Stammzellen immunkompetenter Zellen findet man in der Leber des Embryos bereits
zehn Tage nach der Konzeption. Sie besiedeln der Reihe nach den Thymus (um den 42. Tag
der Trachtigkeit), die Lymphknoten (ab 48 Tagen), das Knochenmark (um den 50. Tag) und

die Milz (ab 65 Tagen nach Beginn der Trachtigkeit). Die Differenzierung der Gewebe in
GLHVHQ 2UJDQHQ ILQGHW DEHU HUVW VSIWHU QIPOLFK D
Platten im Darm (lleum), die spater das B-Zell-Reifungsorgan der Wiederkauer darstellen,
kénnen ab dem 150. Tag der Trachtigkeit beobachtet werden (Pery und Metzger 1990

Diese Angaben sagen aber noch wenig aus Uber die Aktivitat des Immunsystems im
ungeborenen Kalb. Zur etwas genaueren Betrachtung muss man die durch T-Zellen
vermittelte, zellulare Immunitéat von der durch B-Zellen vermittelten, humoralen Immunitat
unterscheiden. Die zellulare Immunitat ist hauptsachlich verantwortlich fir die Erkennung
von intrazellularen Erregern, fur die Tumorabwehr und die Transplantat-Abstossung (Jungi
2000). Letzteres ist im Rinderfeten ab dem 120. Tag der Trachtigkeit zu beobachten (Pery und
Metzger 1990). Obwohl die Zahl der reifen T-Zellen wahrend der Trachtigkeit laufend
ansteigt, wird die vollstandige Reife erst einige Wochen post partum erreicht (Mayr 2002).
Die humorale Immunitét ist stark vergesellschaftet mit der Funktionsfahigkeit der B-Zellen,
welche die Vorlaufer der Antikorper produzierenden Plasmazellen sind (Jungi 2000). Sie ist
wichtig fur das Neutralisieren extrazellularer Pathogene und deren Antigenen. IgM
enthaltende Zellen sind erstmals am 59. Tag der Trachtigkeit festgestellt worden, IgG
enthaltende Zellen am 145. Tag. Freie Immunglobuline waren im Serum des Feten am 110.
Tag (IgM) respektive am 150. Tag (IgG) nachweisbar (Pery und Metzger 1990).

Eine recht deutlich ausgepragte Immunkompetenz der Feten ist demzufolge bereits friih, ab
der Halfte der Tréachtigkeit zu erwarten. Eine differenziertere Betrachtung zeigtdalssr

diese nicht auf jeden Antigenreiz genau gleich friih reagievas verschiedene Versuche
gezeigt haben. Je nach verwendetem Antigen ist das zeitliche Auftreten der Antwort
verschieden. Je kleiner das Antigen ist, desto friher im fetalen Stadium wird es erkannt. Die
Immunglobulinklassen, die nach dem Reiz am starksten zunehmen sind IgM und IgG1. Der
Anstieg von 1gG2 oder IgA bleibt relativ gering. Mehr als 90% der Feten im Alter zwischen
235 und 270 Tagen besitzen Immunglobuline im Serum.



Im Zusammenhang mit Abwehrvorgangen trifft man haufig auf entziindliche Geschehen.
Neben den Zytokinen spielt hier das Komplementsystem eine wichtige Rolle. Das
Komplement im Serum des Feten ist vom 4. Monat an vorhanden. Seine Konzentration bei
Geburt betragt etwa 1/5 der Konzentration des erwachsenen Rindes.

4.2.2. Immunkompetenz des Neugeborenen

Bei der Besprechung der Immunkompetenz des Neugeborenen muss zuerst definiert werden,
um welchen Zeitrahmen es sich dabei genau handelt. Bendali et al. (1999) sprechen im ersten
Monat post natum von der Neugeborenen-Phase, wahrend Schatz (1991) diese Periode der
Umstellung und Anpassung vom intrauterinen an das extrauterine Leben beim Rind auf
ungefdhr 14 Tage veranschlagt. Es ware durchaus auch sinnvoll, diese Zeitspanne in
Anbetracht der immunologischen Situation beim Kalb etwas auszudehnen und mit 6 Wochen
anzugeben. Wahrend dieser Zeit sollte bei den meisten Kalbern der Ubergang von der
maternal dominierten Immunitat zur aktiven, endogenen Immunitat statt gefunden haben
(Hassig et al. 2007).

Wie im vorangehenden Kapitel bereits festgehalten, kommt das Kalb zwar grdsstenteils
immunologisch kompetent aber immunologisch unerfahren zur Welt (Pery und Metzger
1990). Die prakolostralen Serulg-Konzentrationen sind sehr tief, wobei die Konzentration
von IgM durchschnittlich dreimal hoher ist, als diejenige des IgG (lvanoff und Renshaw
1975). Uber die Normalwerte erhohte IgM- und IgG-Konzentrationen zu diesem Zeitpunkt
sind Indikatoren fiir eine Antigenstimulation in utero. Die angeborene Immunitéat und deren
hauptséchlich durch Neutrophile und Makrophagen geleitete Immunreaktion nehmen mit
fortgeschrittener Trachtigkeitsdauer zu, erfahren aber gegen den Schluss der Tracimegkeit e
Abnahme in ihrer Funktion, ausgeldst durch den fetalen Cortisol-Anstieg, was das
Immunitatsloch zum Zeitpunkt der Geburt zusatzlich verstarkt und die Aufnahme von
maternalen Antikorpern noch dringlicher macht (Barrington 2001).

Weil in der Neugeborenenphase die maternalen Antikdrper das Immunsystem des Kalbes
massgeblich beeinflussen, ist es schwierig, die Immunkompetenz des Neugeborenen losgeldst
von diesem Einfluss zu betrachten. Verschiedene Untersuchungen, die zum Teil auch an
kolostrumfrei aufgezogenen Kélbern durchgefihrt wurden, brachten spezifische Resultate.
Die Synthese der vier Typen von Immunglobulinen IgG1, IgG2, IgM und IgA beginnt bei
Tieren, denen man Kolostrum vorenthalten hat, sofort nach der Geburt. Am 128. Tag ist die
Konzentration aller Immunglobuline in den Seren der Kalber ohne Kolostrum hdéher, als in
den Seren der Tiere mit Kolostrum (Pery und Metzger 1990). Zu Beginn der endogenen
Antikorpersynthese wird vor allem 1gG2 produziert (Steinbach und Meyer 1977). In
Untersuchungen von Banks (1982) bei Kalbern, die kein Kolostrum erhalten haben, sind IgM
und IgA am 4., IgG2 am 8. und IgG1 am 32. Tag post natum messbar. Derselbe Autor stellt
fest, dass das Abwehrsystem des neugeborenen Kalbes antigene Reize in einer
altersabhangigen Sequenz beantwortet. Antikdrperproduktion gegen Salmonella dublin kann
man beispielsweise erst ab dem 24. Tag feststellen, jene gegen PI-3-Viren schon vor 14
Tagen. Es besteht diesbeziiglich auch eine gewisse Variation in der Intensitat der Reaktion in
Abhé&ngigkeit von der Rasse (Pery und Metzger 1990).



Die frihe Reaktion héangt also stark zusammen mit der Art des Antigens. Kohlenwasserstoffe
im Speziellen sind beim Jungtier oft nicht immunogen, und die Immunogenitat von
Kapselpolysacchariden von Bakterien variiert extrem in den ersten Lebensmonaten (Hodgins
und Shewen 2000). Im Allgemeinen kann festgehalten werden, dass die Immunkompetenz
von der Grdsse des Antigens abhangig ist. So werden Viren friher immunologisch erkannt als
Parasiten.

Eine frihe Antikérperbildung durch das Neugeborene ist grundsatzlich mdglich. Beeinflusst
wird diese Immunkompetenz, nebst den bereits genannten Faktoren, auch durch angeborene
oder erworbene Immundefekte (Jungi 2000). Im Zusammenhang mit erworbenen
Immundefekten sind an dieser Stelle virale Infektionen (beispielsweise BElL8Kiren oder
BVD-Viren) zu nennen, die eine Immunsuppression verursachen oder zu persistent infizierten
Kalbern fuhren kdnnen, aber auch Stress durch Transporte, Crowding, operative Eingriffe und
Anasthesien (Kastration, Enthornung) sowie Mangelernahrung (Mangel an Vitaminen A, B
E, oder Eisenmangel).

4.3. Impfung des Jungtieres

Ziel eines jeden Landwirten ist es, seine neugeborenen Kélber moéglichst gut und schnell vor
verschiedenen Infektionserregern zu schitzen, die es in der frihen Lebensphase gefahrden
kénnten. Einerseits besteht hier die Mdglichkeit der passiven Immunisierung Uber das
Kolostrum, auf die im nachsten Kapitel eingegangen wird. Andererseits gibt es auch die
Moglichkeit der aktiven Schutzimpfung des Kalbes, das zu diesem Zeitpunkt doch zum
gréssten Teil immunkompetent ist und reagieren durfte.

Die Vakzination nutzt die phylogenetisch jingsten Mechanismen des Abwehrpotentials.
Diese wirken streng antigenspezifisch. Werden sie Uber die Schutzimpfung endogen
stimuliert, kommt es zur Antikorper- und/oder zur Immunzellbildung und damit zur
Ausbildung oder Steigerung einer spezifischen Immunitat. Der Erfolg einer Vakzinierung
hangt dabei neben der Qualitdt des Impfstoffs sehr wesentlich von der Reaktivitat des
Immunsystems des Impflings ab (Mayr 2002).

Bei der aktiven Immunisierung kommen verschiedene Impfstoffarten zum Einsatz. Auf der
einen Seite ist die Gruppe der Lebendimpfstoffe mit avirulenten oder schwach virulenten,
homologen oder heterologen Impfkeimen, die sich in der Regel im Impfling noch vermehren
und in diesem eine Immunitat gegen virulente Feldstdmme hervorrufen. Die Impfstamme
kommen dabei aus der Natur, werden biologisch attenuiert oder gentechnologisch verandert.

Auf der anderen Seite ist die Gruppe der inaktivierten Impfstoffe, oder besser der Impfstoffe
aus nicht vermehrungsfahigem Antigen (auch Totvakzinen genannt). Es gelangen dabei
inaktivierte Ganzkeime oder Subunits oder gentechnologisch oder synthetisch hergestellte
Antigenkomponenten zum Einsatz. All diese inaktivierten Impfstoffe benétigen zuséatzlich
Adjuvantien oder Adsorbenzien zur Steigerung der immunisierenden Aktivitat. Erst jingere
Forschungsergebnisse belegen wieder, dass die Immunantwort in Abhéngigkeit des gewahlten
Adjuvans ganz unterschiedlich ausfallen kann (Morein et al. 2002). Die Erfahrung in der
Praxis hat gezeigt, dass die immunologische Wirksamkeit nachlasst, je reiner und spezifischer
ein Impfantigen ist (Mayr 2002).
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Daneben gibt es Toxoidimpfstoffe (vor allem gegen gewisse Exotoxine von Bakterien),
Vektorimpfstoffe (= rekombinierte Vakzinen), die als Vektoren zum Beispiel Pockenviren
bendtigen oder DNA-Vakzinen (= antigenfreie Impfstoffe).

Eine andere Unterteilung der Impfstoffe geschieht nach dem Gesichtspunkt, ob gegen einen
oder mehrere Erreger immunisiert werden soll. Einfachimpfstoffe sind gegen ein Antigen
gerichtet. Im Gegensatz dazu sind polyvalente Impfstoffe gegen mehrere Serotypen einer
einzigen Erregerspezies und Kombinationsvakzinen gegen mehrere  Antigene
unterschiedlicher Spezies gerichtet. Letztere konnen additiv oder synergistisch sein.
Synergistische Kombinationsvakzinen werden zur Bekdmpfung von Mischinfektionen oder
infektibsen Faktorenkrankheiten, wie der Rindergrippe eingesetzt, bei denen erst durch das
synergistische Zusammenwirken mehrerer Erreger eine Krankheit induziert werden kann.

Unterschiedliche Applikationsmethoden der Impfstoffe sind insofern wichtig, als gilt, dass

sich parenteral (i.m./s.c.) verabreichte Schutzimpfungen immunologisch nur systemisch
auswirken, wahrend lokale Schutzimpfungen (oral = Schluckimpfung, intra nasal) eine lokale

und gleichzeitig auch eine partiell systemische Immunitat induzieren. Bei diesen lokalen
Schutzimpfungen, die bis zu einem gewissen Grade den Einfluss maternaler Antikorper auf
eine Immunantwort umgehen, liegt ein grosses Potential, da sie bereits bei jingeren Tieren
eingesetzt werden kénnen (Chase et al. 2008). Im Falle der Anwendung intranasaler und
ahnlicher Impfstoffe werden oft tiefe oder gar keine systemischen Antikorper-Titer
YRUJHIXQGHQ ZDV GHQ 1DFKZHLV HLQHU A6HURNRQYHUVLF

Die aktive Schutzimpfung fuhrt zur Bildung einer humoralen, wie auch zu einer zellularen

und bei lokaler Applikation auch zu einer lokalen Impfimmunitat. Die zellulare Immunitat
entwickelt sich am schnellsten. lhre wichtigste Funktion ist die Zytotoxizitat, das heisst die
EimMLQLHUXQJ YRQ AIUHPGHQ?® NUDQNHQ RGHU LQIL]JLHUWH
Anzeichen einer humoralen Impfimmunitat auf, sprich Antikdrper im Serum. IgM kdénnen als

eine erste, noch nicht endgultige Stufe aufgefasst werden. IgG, die besonders gut durch
bakterielle Toxoide und Viren stimuliert werden, bilden die definitive, belastbare und tber
langere Zeit anhaltende Phase der humoralen Immunitat (Mayr 2002).

Ein zentrales Merkmal des adaptiven, antigenspezifischen Immunsystems ist, einer
wiederholten Antigenexposition mit einer beschleunigten und verstarkten Abwehrantwort zu
begegnen, was in den meisten Fallen zu keinen oder nur milden Krankheitssymptomen fuhrt.
Auf diesem Prinzip beruht die Immunprophylaxe durch Impfung. Die anamnestische
Immunantwort (= immunologische Zweitreaktion) ist bedingt durch das immunologische
Gedachtnis (Jungi 2000). Sowohl T- als auch B-Lymphozyten kbnnen nach Antigenkontakt in
Memory-Zellen transformiert werden (Mayr 2002).

Neben der aktiven Schutzimpfung existieren auch passive Schutzimpfungen mit Immunseren
oder gereinigten Antikorper-Praparationen, also spezifischen Immunglobulinen, die auf den
Impfling Ubertragen werden (siehe auch Kapitel Kolostrum). Diese wirken sofort, werden
aber schnell wieder abgebaut, da als fremd erkannt. Appliziert werden diese Impfseren meist
parenteral (Mayr 2002). Eine Ausnahme bildet hier die prophylaktische oder therapeutische
orale Applikation von Immunglobulinen im Zusammenhang mit Neugeborenen-Durchfallen
beim Kalb (Snodgrass et al. 1982).
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Junge Kalber sollten nun bereits unmittelbar nach der Geburt einen belastbaren Schutz
aufweisen, da Jungtiererkrankungen, beispielsweise durch Rotaviren oder E.coli verursachte
Durchfalle, schon in den ersten Tagen post natum auftreten (Staak 1992, Larson et al. 1998).
Die aktive Immunisierung ist hier nur bedingt angebracht, da zu wenig Zeit bleibt fur die
Ausbildung einer Immunitat. Ein mdglicher Ansatz, dieses Problem zu umgehen, ware die
intraamniotische Vakzinierung des Feten einige Tage vor der Geburt, was tatsachlich zu
einem Schutz vor frihen Infektionen flihren kann, aber wegen zu hoher Ausfélle wie Aborten,
Totgeburten oder Frihgeburten mit pramaturen Frichten nicht praxistauglich ist (lvanoff und
Renshaw 1975, Conner et al. 1977, Mullaney et al. 1988, Morrill et al. 1997).

Die konkrete Impfpraxis konzentriert sich demnach auf die frihe aktive Immunisierung der
Neugeborenen, wobei verschiedene Impfstoffe oft in Form von polyvalenten Impfstoffen oder
Kombinationsvakzinen gegen Pneumonie-Erreger und Mikroorganismen, die Durchfall

verursachen, zur Verflugung stehen. Dabei wird aber, wie zum Beispiel bei BRSV, nicht
immer eine stabile Immunitat ausgebildet (Selbitz und Moos 1997). Die Vakzinierung macht
nur bedingt Sinn, da kein rechtzeitiger Schutz aufgebaut werden kann. Durch diese
Impfungen kann die Virusausscheidung der spater infizierten Tiere oft reduziert und folglich
der Infektionsdruck in einer Population herabgesetzt werden (Bogel und Liebelt 1963, Bryson
1985, Kimman et al. 1989, Mayr 1991, Kohara et al. 1997, Larson et al. 1998, Bendali et al.
1999). Larson et al. (1998) postulieren, dass Kalber mit Durchfall das primare Reservoir fur
Durchfallerreger sind, sowie subklinisch infizierte Kélber und erwachsene Kihe. Der

Infektionsdruck gegen Ende der Kalbesaison ist deshalb erhoht.

Einen etwas anderen Weg der Infektionsprophylaxe beschreitet die Paramunisierung, die den
unspezifischen Teil des Immunsystems aktiviert (Mayr 1991, Jungi 2000, Mayr 2002). Zum
Einsatz kommen Zytokine, Bakterienextrakte oder attenuierte und inaktivierte Pockenviren,
die das Abwehrsystem stimulieren. Sie sind nicht immunisierend und daher ohne Booster-
Effekt, wirken innerhalb von Stunden aber nur Uber eine kurze Zeit von einigen Tagen, lassen
sich mit Impfungen kombinieren und tberbriicken dabei die schutzlose Phase der Kalber bis
zum Auftreten spezifischer Immunreaktionen. Paramunitatsinducer sollen auch
metaphylaktisch zu Beginn einer Infektionskrankheit eingesetzt werden kdnnen.

4.4. Kolostrum und Muttertierimmunisierung

Fur den Schutz des Kalbes von zentraler Bedeutung ist die passive Immunisierung tber das
Kolostrum. Damit in Verbindung steht die Immunisierung des Muttertieres wahrend der
spaten Trachtigkeit. Serum-Immunglobuline der Kuh werden in den Tagen vor der Geburt
selektiv im Kolostrum angereichert. Wahrend die 1gG1- und die IgM-Konzentrationen im
Blut der Kuh vor der Geburt abnehmen, bleibt die IgG2-Konzentration praktisch konstant. Im
Kolostrum steigt vor allem die IgG1-Konzentration stark an, so dass dort ein Verhaltnis von
IgG1 zu IgG2 von ungefahr20: 1 herrscht, wéhrend es im Serum 1:1 bis 1:1.5 betragt. Bei der
Geburt des Kalbes sind die durchschnittlichen Konzentrationen von IgG im Serum und im
Kolostrum der Kuh 25 respektive 45mg/ml. Die IgM-Konzentration betragt in beiden
Flassigkeiten ungefahr 3mg/ml. Grosse Variationen dieser Werte treten aber von Kuh zu Kuh
und auch von Viertel zu Viertel auf (Pery und Metzger 1990).
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Verschiedene Faktoren beeinflussen diese Anreicherung und damit die Konzentration von
Immunglobulinen im Kolostrum. Generell fuhrt die genetische Selektion der Kihe aufgrund
der Milchmenge, was ja die Basis der Milchindustrie ist, zu immer héherer Milchleistung pro
Tier und damit zu einer kleineren Dichte der Immunglobuline im Kolostrum (Prichett et al.
1991). Dieselben Autoren finden bei Holsteinkiihen in ihrem Versuch eine mittlere IgG1-
Konzentration im Kolostrum von 48.2mg/ml, wobei die Standardabweichung 21.9mg/ml
betragt. Aus der gleichen Arbeit geht hervor, dass das Gesamt-Gewicht des erstgemolkenen
Kolostrums am starksten signifikant mit der Immunglobulin-Konzentration im Kolostrum
korreliert. Je hoher das Gewicht ist, desto tiefer sinkt die Konzentration. Von weiterer
Bedeutung sind in diesem Zusammenhang die Lange der Trockenperiode, die ihrerseits das
Gewicht des erstgemolkenen Kolostrums beeinflusst, tendenziell die Laktationsnummer,
sowie die komplette Milch- und Fett-Produktion Uber die Laktation. Keinen signifikanten
Einfluss hatte die Kalbesaison. Andere Autoren kommen je nach Versuchsanordnung und
angewandter statistischer Auswertung nicht zu den gleichen Ergebnissen (Lambrecht et al.
1982). Laut Prichett et al. (1991) hat also Kolostrum von &lteren Kuhen, das beim ersten Mal
nur in geringen Mengen gemolken werden kann, die durchschnittlich héchste Konzentration
an IgG. Dies hat bei der routinemassigen Verabreichung gepoolten Kolostrums einen Einfluss
auf die Auswahl der Kiihe, von denen in den Pool gemolken wird.

Im Gegensatz zur selektiven Anreicherung der Immunglobuline im Kolostrum ist die
Aufnahme aus dem Darm ins Serum beim Kalb in den ersten 48 Stunden nach der Geburt
kein selektiver Vorgang. Auch artfremde Makromolekile der gleichen Grésse gelangen auf
demselben Weg der Pinozytose durch die Epithelzellen des Darmes ins Kalberserum, was
eine Substitution des bovinen Kolostrums durch artfremdes Kolostrum oder andere Ig-
Quellen moglich macht (Staak 1992). Kolostrumersatz und gefrorenes Kolostrum, mit der
Flasche oder der Sonde verabreicht, sind jedoch nicht so effektiv wie das natirliche Saugen
und reduzieren die Erkrankungs- und Todesrate nicht (Larson et al. 1998).

In der Praxis sollten die Kalber also moéglichst innerhalb von 12 Stunden viel (in der Regel 2
Liter) und spezifisches Kolostrum-Ig direkt von der Mutter saugen, um Serum-lgG1l-
Konzentrationen von Uber 16g/l zu erlangen, was in der Literatur als Grenzwert fir eine
ausreichende Versorgung vorgeschlagen wird (White und Andres 1986). Kalber, denen dabei
Kolostrum mit weniger als 100g Immunglobulin zur Verfiigung steht, haben ein erhohtes
Risiko mangelnder, passiver Ubertragung (Pritchett et al. 1991).

Nebst der absoluten Menge an Immunglobulinen im Kolostrum entscheidet vor allem auch
die Spezifitat der angereicherten Immunglobuline Uber den Erfolg des spateren Schutzes des
Kalbes vor Infektionskrankheiten. An diesem Punkt greift die Vakzinierung des Multtertieres
an. Wie beim Kalb kommen auch hier Lebendimpfstoffe oder inaktivierte Impfstoffe, die
gegen einen oder mehrere Erreger gerichtet sind, zum Einsatz. Die Impfstoffe, die zur
Muttertierimmunisierung entwickelt werden, haben zum Ziel, die Menge und Dauer der
spezifischen Antikérper im Sekret des Euters zu erh6hen, um einen madglichst spezifischen
Schutz auf das Jungtier zu tbertragen (Recca et al. 2003). Die Wirksamkeit solcher Impfstoffe
unter praktischen Bedingungen, im Bereich der Neugeborenen-Durchfélle wie auch bei den
Erkrankungen des Respirationstrakts, wird in vielen Versuchen bewiesen (Snodgrass et al.
1982, Hofmann 1987, Cornaglia et al. 1992, Bendali et al. 1999, Recca et al. 2003).
Grundsatzlich korrelieren die Mengen der vermittelten Antikorper und der Schutz des
Empfangertieres positiv (Staak 1992). Die Muttertierimmunisierung ist prophylaktisch
erfolgreicher als der therapeutische, parenterale Einsatz spezifischer Immunglobuline, wo sehr
hohe Dosen ndtig sind.
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Appliziert werden die Impfungen beim Muttertier mit wenigen Ausnahmen meist zweimal in
der Hochtréchtigkeit im Abstand von 4-6 Wochen (Grundimmunisierung) und einmal im
Folgejahr in der gleichen Phase der Trachtigkeit (Booster-Impfung). Hofmann (1987)
untersucht dieses Impfschema genauer und stellt dabei fest, dass im Problembetrieb der
Schutz der Muttertiervakzination nur von langerer Dauer ist, wenn sie mindestens tber drei
Jahre durchgefuhrt wird. Nach friihzeitigem Sistieren des Impfprogramms treten regelmassig
Rezidive auf. Eine einmalige Booster-Impfung,20 Tage vor der Geburt reicht aus, um
hohe Antikdrper-Titer im Kolostrum zu erreichen. Die Antikorper in der Milch, 7 Tage nach
der Geburt, waren aber vermutlich bei zweimaliger Revakzination héher.
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5. Material und Methodik

5.1. Versuchsanordnung

Die Studie wurde so konzipiert, dass sich die aktive Immunantwort bei den Kalbern mit und
ohne spezifische Antikérper von der Mutter, welche durch das Kolostrum an das Kalb
vermittelt werden, vergleichen liess.

Versuchspaare (matched pair), bestehend aus 2 trachtigen Kiihen (Kuh A und Kuh B) aus ein
und demselben Stall wurden gebildet. Die eine Kuh eines solchen Paares wurde 8 und 4
Wochen vor dem errechneten Geburtstermin mit dem Antigen geimpft, wahrend der anderen
Kuh jeweils zum gleichen Zeitpunkt ein Placebo injiziert wurde. Beide Kuhe kalbten spater
im Betrieb des Besitzers ab, und den Kéalbern wurde innerhalb der ersten 12 Lebensstunden
mindestens 2 Liter Kolostrum des eigenen Muttertieres verabreicht.

Alle Kalber wurden am 10. Tag nach ihrer Geburt beprobt und mit demselben Antigen wie
die Halfte aller Versuchskiihe geimpft. Weitere Entnahmen von Blutproben fanden bei ihnen
am 7., am 14., am 21. und am 28. Tag nach der Impfung statt, um den Verlauf der
Immunantwort auf die aktive Immunisierung zu dokumentieren (Abbildung 1). Bei den
Kihen wurden Blutproben vor der ersten Injektion mit Antigen oder Placebo gewonnen und
zum Zeitpunkt der Kalberimpfung.

In einem Protokoll wurden der Geburtsablauf sowie die Menge und der Moment des

aufgenommenen Kolostrums durch den Bauern festgehalten. Den Allgemeinzustand eines
jeden Tieres beurteilte der Tierarzt bei dessen Vakzinierung oder Beprobung.
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Abbildung 1: Flussdiagramm des Versuches

5.2. Versuchstiere

Die Untersuchungen wurden bei 40 Kihen und ihren Kalbern durchgefuhrt, wobei 25 Kiihe
der Rasse Braunvieh, 8 Kihe der Rasse Red Holstein, 5 Kilhe der Rasse Holstein und 2
Fleckvieh-Kihe im Alter von 2% bis 11 Jahren in den Versuch einflossen. Sie stammten aus
insgesamt 15 Betrieben der ambulatorischen Klinik der Vetsuisse-Fakultat der Universitéat
Zirich und wurden dort zu 55% in Anbindehaltung und zu 45% in Freilaufstallen gehalten.
Alle Versuchstiere blieben wéahrend der gesamten Versuchsdauer auf den Bauernhdfen und
wurden dort durch einen Tierarzt (ego ipso) vakziniert und beprobt.

Um die Einflisse und Bias von Klima, Umgebung, Haltung, Futterung und so weiter auf die
Resultate der Untersuchungen zu minimieren, wurde das Modell der Kuhpaare (matched pair
analysis) gewahlt. Zwei aus demselben Betrieb stammende Tiere, die im Abstand von
hdchstens drei Tagen belegt worden waren, und von denen in der Folge zu erwarten war, dass
sie ungefahr zur selben Zeit abkalben sollten, bildeten ein solches Paar. Es konnte davon
ausgegangen werden, dass die Kalber eines solchen Kuhpaares unter ahnlichen &usseren
Bedingungen, sprich Witterung, Infektionsdruck und Gesundheitszustand der Herde, zur Welt
kamen und die Resultate ihrer Untersuchungen direkt miteinander verglichen werden konnten.
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Der Versuch fand in der Zeit zwischen dem 27. Mai 2005 (1. Impfung des ersten Kuhpaares)
und dem 16. Dezember 2005 (5. und letzte Blutprobenentnahme beim zuletzt geborenen
Kalb) statt.

Fur die Verwendung von Versuchstieren lag vom kantonalen Veterinaramt Zurich die
Bewilligung mit der Nummer 51/2005 vor. Der Versuchsleitende wie auch der
Versuchsdurchfiihrende erfullten die Anforderungen der Verordnung Uber die Aus- und
Weiterbildung des Fachpersonals fur Tierversuche.

5.3. Vakzine und Placebo

Im Versuch wurde ein Antigen verwendet, welches in vivo bei Rindern nicht von Bedeutung
und dennoch klar definiert ist und fur das einfache, verfigbare Nachweismethoden bestehen.
Es handelte sich beim Impfstoff um Leucogen®, der in der tierarztlichen Praxis zur aktiven
Immunisierung von Katzen gegen die feline Leukose eingesetzt wird. Das eigentliche Antigen
in diesen Vakzinen ist das Protein p45, ein Bestandteil des Glykoproteins gp70 aus der Hiille
des Virus. Zur Gewinnung dieses Proteins wird die dafir kodierende Gensequenz der viralen
Nukleinsdure im Genom von Colibazillen inkorporiert. Die daraus hervorgehenden,
rekombinanten Bakterien werden vermehrt und synthetisieren p45 in grosser Menge. Eine

ImpfdosLV /HXFRJHQS PO HQWKIOW PLQGH VMMHRINS, J GH

versetzt mit Aluminiumhydroxid als Adjuvans.

Zum Einsatz kamen im Versuch Impfdosen der Firma Virbac der Chargen 13F1 (02-2007)
und 14S9 (03-2007), wobei die einzelnen Vakzinierungen bei der Kuh und beim Kalb jeweils
intramuskular am Hals vorgenommen wurden.

Der Vorteil von Leucogen® gegeniber anderen handelsiblichen Impfstoffen gegen
Kalberkrankheiten bestand darin, dass unterschiedliche Durchseuchungsraten gegentber
diesen Ublichen Kalberkrankheiten der verschiedenen, am Versuch partizipierenden Betriebe
keinen Einfluss auf die Resultate der Untersuchungen hatten. Die Serumtiter der
Versuchstiere gegen Ubliche Durchfall- oder Pneumonie-Erreger, wie auch die Titer der
anderen Tiere in den entsprechenden Herden, sowie der variierende Infektionsdruck in den
Versuchsstéllen tangierten die Immunisierung gegen das Impfantigen nicht.

Als Placebo gelangte Catosal® (Bayer AG Leverkusen, Chargen-Nr.: KP02V63; 02-2007)
zum Einsatz, eine im Handel erhaltliche, 10%ige Injektionsldsung einer organischen
Phosphorverbindung mit Zusatz von Vitamin B12, die der Anregung des Stoffwechsels dient.
Das Produkt eignete sich dank seiner dem Leucogen® &hnlichen Farbe, der gleichen
Viskositat und keiner zu erwartenden Reaktion des Empfangertieres in Bezug auf seine
Immunitat, aber auch bezlglich Unvertraglichkeitsreaktionen bestens um den Versuch
geblindet durchzufihren. Dosen zu 1ml wurden dabei auf die gleiche Weise wie die Vakzine
injiziert.
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5.4. Probengewinnung und Lagerung

Die Blutproben der Kiihe und ihrer Kalber wurden aus der Jugularvene entnommen. Dazu
dienten evakuierte 5ml Serumglasrohrchen, sogenannte Vacutainer® (der Firma Becton
Dickinson). Die Proben wurden in einer Kihlbox innerhalb der folgenden drei Stunden ins
Labor transportiert, wo sie eine weitere halbe Stunde bei Raumtemperatur stehen gelassen und
dann 10 Minuten bei 48009 zentrifugiert wurden. Das Serum wurde anschliessend abpipettiert
und in Eppendorfréhrchen bei -18°C eingefroren. Fur die Laboruntersuchungen wurden die
Proben zu einem spéateren Zeitpunkt (zwischen dem 11. Januar 2006 und dem 10. Marz 2006)
bei Raumtemperatur wieder aufgetaut, um die Kuh- respektive Kéalber-Proben alle auf einmal
unter identischen Bedingungen analysieren zu konnen (batch analysis).

Es wurden alle Proben in zweifacher Ausfihrung entnommen, verarbeitet und eingefroren.
Traten unklare Resultate bei den ELISA-Tests auf, so wurde die Untersuchung mit der 2.
Probe wiederholt.

5.5. Auswertung der Proben

Bei den folgenden Laboruntersuchungen ging es darum, die Antikbrperkonzentrationen in den
Seren der gewonnen Blutproben gegen FelLV mittels ELISA zu quantifizieren.

Der ELISA ist ein sehr empfindlicher Enzym-Immuntest. In diesem Falle wurde ein indirekter
(/,6$ GLH VRIJHQDQQWHKAEGN®) GZREBMQWLN|USHUQDFKZHLV YH
sich dabei um eine mehrstufige Reaktion, bei welcher das spezifische Antigen an die
Festphase (Vertiefungen der Mikrotiterplatten) gebunden und dann das Serum zugegeben
wird. Zum Antigen-Antikorper-Komplex wird ein Antiglobulin gegeben, das mit Enzym
markiert wurde (auch Konjugat genannt). Nach Zusatz des Substrates wird aus der
Extinktionséanderung die Antikorperkonzentration bestimmt (Kétsche 1991).

In vorliegendem Versuch diente das auf dem Markt erhéltliche Peroxidase-konjugierte,
AffiniPure Rabbit Anti-Bovine 1gG als enzymmarkiertes Antiglobulin (Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc.; Lot Number: 64130). Die Antikorper dieses Produktes
reagieren mit den schweren Ketten von bovinem IgG und mit den leichten Ketten, die bei den
PHLVWHQ ERYLQHQ ,PPXQJOREXOLQHQ IKQOLFK VLQG 'DV
Azinodi(3-Ethylenbenzthiazoline Sulfonic Acid), von Sigma A-1888), das unter Zugabe von
Zitronensaure bei pH 4.0 und mit 2%igesQ4-Losung eingesetzt wurde. Die photometrische
Bestimmung des Substratumsatzes wurde bei einer Wellenlange von 405nm mit einem
ELISA-Reader (Dynex MRX, BioConcept) durchgefuhrt. Da der Peroxidase-konjugierte
Sekundarantikérper Spezies-Homologie, Bovine, aufweist, musste mittels Negativ-Kontrolle
der Waschprozess tUberwacht werden, damit nur spezifische Antikérper nachgewiesen wurden
und nicht im Serum unspezifische bovine IgG.
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In einem ersten Schritt mussten die fur die Tests bendtigten ELISA-Mikrotiterplatten mit
FeLV-Antigen beschichtet werden. In einem friher durchgefiihrten Versuch (Stadler 2002)

hat sich gezeigt, dass sich das Coating mit 50ng pro Vertiefung besonders gut eignet. Zur
Isolierung des Antigen-Proteins p45 wurde der gesamte Inhalt einer Leucogen®-Impfdose
(Chargen-Nummer: 1836, 07- WRWDO J S JHEX§ G HeEherd Q $O 2
(SSHQGRUIU|KUFKHQ OLQXWHQ EHL 1 USP JHQWULIXJLH
Pellet in 0.9% NaCl wieder gelost. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Waschvorgang ein
zweites Mal wiederholt. Das gewaschene Antigen wurde schliesslich in 0.5ml Coating Buffer
XQG O  -Lé&suhg 5 Minuten bei 95°C gekocht, spater mit Coating Buffer auf 200ml
verdinnt und jedes einzelne Loch der ELISODWWH PLW O GHV YHUG-+Q
beschichtet. Die so vorbereiteten Platten wurden drei Stunden bei 37°C inkubiert, tber Nacht

im Kuhlschrank abgekuhlt und nach abdecken mit Parafilm bei -18°C bis zur endgultigen
Verwendung eingefroren.

In einem zweiten Schritt wurden die verschiedenen Reagenzien hergestellt. Die ELISA-
Waschlosung bestand aus 87.66g NaCl + 5ml Tween 20 verdinnt auf ein LitepQnit H
Diese wurde zum Gebrauch nochmals 1:10 myO Hbidest. verdunnt. Die Zitronenséure
(15.75 g Zitronensaure Monohydrat, Fluka, Art. 27490) wurde unter Zugabe,@uard 10
normaler Natronlauge geldst und auf pH 4 eingestellt. Die fertige Zitronensaure wurde im
Kihlschrank bei 4°C gelagert. Zur Herstellung der lichtempfindlichen ABTS-Stocklésung
wurden 22 mg des oben erwahnten Farbstoffes in Form von Diammonratamp® 1ml HO
verwendet und die fertige Loésung mit Alufolie umwickelt ebenfalls im Kihlschgataigert.

Das gefriergetrocknete Pulver des Konjugats wurde in 1.5s) bidest. aufgelost und
]ZHFNV +DOWEDUNHLW PLW PO *O\FHULQ )OXND $UW
wurden in Eppendorfréhrchen bei -18°C eingefroren. Im Versuch wurden diese Aliquots bei
5DXPWHPSHUDWXU DXIJHW D XWE:ROG KEL M&HRo6- HA6 BaCl S X I TH U 3
NaN; + H,O tridest.) verdinnt eingesetzt.

Wie bereits kurz erwéahnt, wurden die Bedingungen fir den FeLV-ELISA im Rahmen einer
frheren Arbeit (Stadler 2002) etabliert. Da die Kalber jenes friiheren Versuchs nur passiv mit
kolostralen Antikérpern versorgt, und nicht, wie im aktuellen Versuch, auch aktiv
immunisiert wurden, mussten in einer Reihe von Vorversuchen die idealen neuen
Testbedingungen bestimmt werden.

Ein erster Vorversuch war nétig, um herauszufinden, welche Kihe der Kuhpaare geimpft und
welche mit dem Placebo gespritzt wurden. Dazu wurde eine erste ELISA-Platte mit den Seren

von 5 Kuhpaaren beimpft. Als Positiv-Kontrolle wurde das Serum der mit Leucogen®
K\SHULPPXQLVLHUWHQ .XK A)XUND?3® DXV GHU RERIG HUZIKC
von Auge war ersichtlich, dass die B-Kihe der Kuhpaare den Impfstoff erhalten hatten und

die A-Kuhe das Placebo.

Durch einen zweiten Vorversuch mit den Seren der verschiedenen geimpften Kihe liess sich
jene Kuh eruieren, die den héchsten postvakzinalen Antikorpertiter zeigte (Kuh B des Paares

(U ZDU VRJDU K|KHU DOV MHQHU GHU .XK A)XUND?3 XQC
Kontrolle in den weiteren Ansatzen jeweils zu Beginn, in der Mitte und am Schluss
mitgefuhrt.
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Die sich ebenfalls noch leicht verfarbende Probe der anfanglich gewahlten Negativ-Kontrolle,
bestehend aus Serum von 10, vom Versuch unabhangigen gepoolten Kihen, fihrte bei den
Messungen zu vielen negativen Konzentrationswerten. An seiner Stelle wurde wéahrend der
Hauptversuche das Serum der Kuh B aus dem 8. Versuchspaar (nach Impfung!) eingesetzt,
das einen der tiefsten Extinktionswerte aufwies. Diese Kuh zeigte keine Reaktion auf die
Impfung mit dem Antigen.

Im dritten Vorversuch wurden die Messungen der Seren mit Verdinnungsreihen von 1:100
bis 1:1600 durchgefuhrt. Verdinnt wurden die Seren mit Puffer 3X (=P3X, bestehend aus
8.7g 0.15M NaCl, 372mg 1mM Titriplex 1ll, 6.05g 0.05M Tris-base, 1g 0.1% Bovines
Serum-Albumin, 1ml 0.1% Tween 20; mit HCI auf pH 7.4 eingestellt und p@t &Uf 1 Liter
erganzt). Gleichzeitig variierte das Zeitintervall von der Substratzugabe bis zur
photometrischen Bestimmung der Extinktionswerte zwischen 5 und 10 Minuten. Im vierten
Vorversuch wurden erste Kalberseren unter den gleichen Bedingungen getestet.

Aufgrund von Sensitivitatsanalysen, wobei das SigRalischedVerhéaltnis optimiert wurde,
wurden die idealen Verdlinnungen bestimmt.

Fur die Hauptversuche mit den Kuhseren zeigten sich folgende Bedingungen als am besten
geeignet: Im Doppelansatz wurden die beschichteten ELISA-Platten mit den 1:600
verdinnten Proben beimpft und 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Das Konjugat wurde in der
Verdinnung von 1:10'000 verwendet, die Platten nach dessen Zugabe wiederum 1 Stunde bei
derselben Temperatur inkubiert und das Resultat 12 Minuten nach Zugabe des Substrates
abgelesen. Zwischen den einzelnen Schritten wurden die Platten standardmassig jeweils 3-mal
gewaschen.

Fir die Hauptversuche mit den Kalberseren galten die gleichen Bedingungen wie fur die
Kuhseren, mit den beiden Ausnahmen, dass diese im Verhéltnis 1:100 mit P3X verdinnt
wurden, und dass das Ablesen der Reaktion bereits 11 Minuten nach Zugabe des Substrates
genauere Resultate ergab.

Nach den Hauptversuchen mit allen Kuh- und Kalberseren, zeigten sich in wenigen Fallen
stark divergierende Doppelwerte oder unerwartete Antikorper-Konzentrations-Verlaufe. Als
ungenaue Messresultate galten bei den Kihen OD-Doppelwerte, deren Differenz mehr als
0.03 betrug, bei den Kélbern mehr als 0.1. Solche Werte wurden in Nachuntersuchungen unter
gleichen Versuchsbedingungen nochmals bestimmt.

Von den gemessenen Extinktions-Doppelwerten wurde rechnerisch das arithmetische Mittel
bestimmt (= OD Mittel). Mit Hilfe der ebenfalls gemessenen Werte fir die Negativ- (= OD O)
und die Positiv-Kontrolle (= OD 100) konnten somit die relativen Antikdrper-
Konzentrationen in Prozent nach der folgenden Formel berechnet werden:

OD Mittel +OD O
----------------------- x 100 = relative Konzentration in %
OD 100+0OD O
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Durch einfache Subtraktion wurden die Antikdrper-Konzentrationsanderungen in Prozent
ermittelt. Differenzen in der Konzentration von mehr als 3% galten bei den Kihen als
Reagenten. Die 3% wurden auf Grund einer Zunahme von 2 Standardabweichungen innerhalb
der nicht geimpften Kihe als Kriterium bestimmt, entsprechend einer statistischen z-
7TUDQVIRUPDWLRQ I-U 3”7 ] !

5.6. Statistische Methoden

Zur Berechnung der Konzentrationen und Konzentrationsunterschiede wurden Excel-
Datenbankn erstellt. Die statistischen Berechnungen der Mittelwerte, Standardabweichungen

und Haufigkeitsverteilungen erfolgten mit Hilfe des Programms StatView 5.1 (SAS
Corporation, Wangen, Schweiz). Zur Visualisierung wurden Flussdiagramme (Flowchart)
erstellt. Die Daten wurden mittels Normality-test nach Shaitk auf Gauss-Verteilung

getestet. Es wurden Varianzanalysen (ANOVA) mit wiederholten Messungen fir
Verlaufsmessungen durchgefuhrt. Effektmessungen wurden mittels zweiseitigem Student t-
Test analysiert. Gruppenanalysen in Form von ReageXientreagenten wurden mittels
Chi-Quadrat7 HVW DQDO\VLHUW :HQQ *UXSSHQ PLW Q YRUODJH
DQJHZHQGHW $0OV 6LJQLILNDQ]VFKZHEOOFndeXDWBdtand fur DQJ
0.05<p<0.2.
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6. Resultate

6.1. Definitive Versuchsbedingungen

Aufgrund der bei Versuchsbeginn vorliegenden Belegungsdaten, wurden die Kihe zu
Versuchspaaren zusammengestellt (matched pair), mit der Absicht, dass sie moglichst zum
gleichen Zeitpunkt und im gleichen Stall abkalben sollten. Mit einer Ausnahme lagen diese
Belegungszeitpunkte maximal drei Tage auseinander. Bei der Kuh B des sechsten
Versuchspaares wurde das Besamungsdatum falsch notiert, was dazu fiihrte, dass die Kalber
dieses Versuchspaares im Abstand von 44 Tagen zur Welt kamen. Bei den lbrigen Kuhpaaren
betrug die Differenz zwischen den beiden Abkalbezeitpunkten im Durchschnitt 6.20 + 5.08
Tage. Wurde das sechste Kuhpaar trotzdem in die Berechnung mit einbezogen, so ergab sich
eine durchschnittliche Zeitdifferenz von 8.10 + 9.79 Tagen zwischen den Geburten der Kihe
A und der Kiuihe B, wobei die Kiihe der Gruppe A in 11 von 20 Fallen und die Kihe B in 7 der
20 Falle zuerst kalbten. Bei Versuchspaar 7 und 10 kalbten die beiden Kihe jeweils am
gleichen Tag.

Die 40 Kuhe gebaren wahrend des Versuchs 39 lebende Kalber, 18 davon maénnlichen
Geschlechts und 21 Kuhkélber. Bei Kuh A des 10. Versuchspaares entwickelte der Bauer
nach leichter Zughilfe zwei tote, normal entwickelte, ménnliche Frichte. Die genaue
Todesursache konnte laut Sektionsberichten des Institutes flr Veterindrpathologie der
Universitat Zurich bei beiden abgestandenen Tieren nicht eruiert werden. Von den Ubrigen 39
Kalbern kamen 30 ohne jegliche Zughilfe entweder auf der Weide oder im Stall spontan zur
Welt. Bei vier Kalbern (zwei mannlichen und zwei weiblichen) war leichte Zughilfe notig, bei
einem grossen, mannlichen Kalb musste starke Zughilfe geleistet werden (Kalb von Kuh A
des Versuchspaares 12). Drei Kalber konnten nach Reposition einer Torsio uteri unter leichter
Zughilfe extrahiert werden. Bei Kuh B des Versuchspaares 18 wurde nach einer Tragezeit von
9 Monaten und 16 Tagen wegen Klauenrehe die Geburt mit 20ml Dexamedium® (Intervet)
und 2ml Prosolvin® (Intervet) eingeleitet. 48 Stunden spéater konnte das Kalb unter leichter
Zughilfe entbunden werden.

37 der 39 Kalber nahmen gemdass Aufzeichnungen der Besitzer in den ersten 12
Lebensstunden mehr als zwei Liter Kolostrum auf. Das Kalb von Kuh A des Versuchspaares
15 nahm bis 12 Stunden nach der Geburt weniger als 2 Liter Kolostrum auf und ein anderes
Kalb (von Kuh B aus Paar 12) trank kein Kolostrum in der vorgegebenen Zeit. Dieses
aspirierte wenig Fruchtwasser bei der Geburt, zeigte Kklinische Anzeichen einer
respiratorischen Azidose und auskultatorische Lungengerausche. Es wurde direkt nach der
Geburt ans Tierspital Zurich Gberwiesen und wahrend funf Tagen stationdr behandelt

,QIXVLRQ PLW %UDXQYVFKHUS /|VXQJ XQG $Re@BARA®DQS 9
(Vétoquinol), Selen-E Vetag® (Veterinaria), Metacam® (Boehringer Ingelheim) und
Engemycin® (Intervet)). Danach ging das Tier zurlck in den Betrieb und zeigte wahrend der
restlichen Versuchsdauer keine weiteren Anzeichen einer Erkrankung.
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Drei Kalber litten wahrend der Versuchsdauer in der Zeit zwischen dem 17. und dem 31. Tag
post natum jeweils flr kurze Zeit an einer leichtgradigen Bronchopneumonie und wurden
standardmassig mit Antiphlogistika und Antibiotika behandelt. Sieben Kalber im Alter
zwischen 5 und 17 Tagen zeigten eine leichtgradige Enteritis (nicht weiter abgeklarter
Atiologie), wobei vier von ihnen einer Behandlung bedurften. Ein Kalb kam mit einem
Nabelbruch zur Welt. Es wurde nach anfanglich konservativem Therapieversuch im Alter von
einem Monat (zwischen der 4. und der 5. Blutentnahme) im Stall operiert und anschliessend
fur vier Tage prophylaktisch mit Antibiotika versorgt. Schliesslich erkrankten drei Tiere
zwischen 14 und 20 Tagen post natum an einer Omphalitis. Sie wurden alle mit Synulox®
(Pfizer) behandelt. Eines dieser Tiere (Kalb von Kuh A aus Paar 12, siehe auch starke
Zughilfe) starb drei Wochen post natum, gemass Sektionsbericht ohne klare Todesursache,
jedoch mit dem Hinweis auf eine Sepsis. Die restlichen 24 Kalber waren wéahrend der
gesamten Versuchsdauer gesund.

Alle Kalber zeigten 10 Tage post natum, also zum Zeitpunkt der Leucogen® - Impfung, keine
klinischen Anzeichen einer Erkrankung.

Fur die verbleibenden Auswertungen des Tierversuchs standen folglich die Resultate der 40
Kihe und der 20 Kalber aus Gruppe B (Impfgruppe) sowie der 18 Kalber aus Gruppe A
(Placebogruppe) zur Verfliigung.

6.2. Verdinnung der Testseren

Im 3. Vorversuch wurde mittels Sensitivitdtsanalysen die idealste Verdinnung der Kuhseren
bestimmt. Die fur die Kuhpaare 1, 6, 11 und 13 im Doppelansatz gemessenen und gemittelten
OD-Werte der Proben 10 Tage nach dem Abkalben dienten als Grundlage fir die
Berechnungen. Sie wurden fir die Verdinnungen 1:100 bis 1:1600 und fir die
Substratumsatz-Zeiten von 5, 8 und 10 Minuten bestimmt. Die folgenden drei Graphiken
zeigen beispielhaft jeweils den Verlauf der Kurven fur die OD-Werte von Kuh A und Kuh B
des Versuchspaares 13 zu den drei gegebenen Messzeitpunkten (Abbildudgen 2
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Abb. 2: Resultate aus dem 3. Vorversuch. Extinktionswerte (OD-Werte) der Seren 10 Tage
post partum fir Kuh A {x2 ) und Kuh B {-w-) des 13. Versuchspaares zu den
Serumverdiinnungen 1:100 bis 1:1600. Substratumsatzzeit: 5 Minuten.
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Abb. 3: Resultate aus dem 3. Vorversuch. Extinktionswerte (OD-Werte) der Seren 10 Tage
post partum fur Kuh A £x2 ) und Kuh B ¢ w-) des 13. Versuchspaares zu den
Serumverdinnungen 1:100 bis 1:1600. Substratumsatzzeit: 8 Minuten.
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Abb. 4: Resultate aus dem 3. Vorversuch. Extinktionswerte (OD-Werte) der Seren 10 Tage
post partum fir Kuh A {x2 ) und Kuh B {-w-) des 13. Versuchspaares zu den
Serumverdiinnungen 1:100 bis 1:1600. Substratumsatzzeit: 10 Minuten.

Die ermittelten OD-Werte nahmen mit zunehmender Verdinnung ab. Die Werte fur Kuh B
waren generell héher als jene fur Kuh A. Mit zunehmender Substratumsatz-Dauer nahmen die
Werte generell zu. Auch Kuh A zeigte positive Extinktionswerte, die zum Beispiel bei einer
Serumverdinnung von 1:200 zwischen 0.07 bei 5 Minuten und 0.15 bei 10 Minuten lagen.
Auch fur die Paare 1, 6 und 11 wurden die entsprechenden Graphiken erstellt.

Um das Signal-Rauschen-Verhéltnis zu optimieren, galt es jene Verdinnung herauszufinden,
bei der unabhéngig vom Versuchspaar und vom Messzeitpunkt das kleinste Verhaltnis von A
zu B bestand. Dazu wurde in einem ersten Schritt der kleinere Wert A in Prozent des
grosseren Wertes B ausgedrickt, fur jedes Paar berechnet und dargestellt (A/B x 100;
Abbildungen 5+8).
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Abb. 5: Signal-Rauschen-Verhaltnis fur Kuhpaar 1 in Prozent (A/B x 100) fur die
Substratumsatzzeiten von 5 ¢ ‘3,+8 (xx0xxnd 10 (* |3 Minuten und die
Verdiinnungen von 1:100 bis 1:1600.
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Abb. 6: Signal-Rauschen-Verhaltnis fir Kuhpaar 6 in Prozent (A/B x 100) fur die
Substratumsatzzeiten von 5t ¢ ‘3,+8 (xx0xxnd 10 (* |3 Minuten und die
Verdiinnungen von 1:100 bis 1:1600.
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Abb. 7. Signal-Rauschen-Verhdltnis fur Kuhpaar 11 in Prozent (A/B x 100) fur die

Substratumsatzzeiten von 5+ ¢ ‘3,8 (xx0dxxund 10 (|3 Minuten und die
Verdinnungen von 1:100 bis 1:1600.
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Abb. 8: Signal-Rauschen-Verhéltnis fir Kuhpaar 13 in Prozent (A/B x 100) fir die
Substratumsatzzeiten von 5+ ¢ ‘#$,+8 (0¥ tnd 10 (|3 HMinuten und die
Verdinnungen von 1:100 bis 1:1600.

In einem zweiten Schritt wurden die Werte der 4 Kuhpaare gemittelt und wiederum als
Kurven fur die Messzeitpunkte 5, 8 und 10 Minuten in Abhéangigkeit der Verdinnungsstufe
aufgezeichnet (Abbildung 9).
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Abb. 9: Signal-Rauschen-Verhaltnis in Prozent fur die Kuhpaare 1, 6, 11 und 13 gemittelt
(aus Abb. 5-8) fur die Substratumsatzzeiten von#5t($,+8 (x+Gfuwnd 10 £ |3+
Minuten und die Verdiinnungen von 1:100 bis 1:1600.

In einem dritten und letzten Schritt wurden diese drei Kurven zu einer zusammengefasst,
indem zu jeder Verdiinnung der Mittelwert bestimmt wurde (Abbildung 10).
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Abb. 10: Signal-Rauschen-Verhaltnis in Prozent fur die Kuhpaare 1, 6, 11 und 13 unabhangig
von den Substratumsatzzeiten fur die Verdiinnungen von 1:100 bis 1:1600.
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Der mittlere Wert von A im Verhaltnis zu B in Prozent betrug demnach fur die Verdinnungen
1:100, 1:200, 1:400, 1:800 und 1:1600 jeweils 40.6%, 39.5%, 39.0%, 38.5% und 41.0%. Der
Graph fiel bis zu einer Verdinnung von 1:800 ab, um dann wieder steil anzusteigen. Das
beste Signal-Rauschen-Verhéltnis, unabhangig vom Versuchspaar und der Zeit des
Substratumsatzes lag zwischen den Verdinnungen 1:400 und 1:800. Fir den Versuch wurde
eine Verdunnung der Kuhseren von 1:600 gewabhit.

Nach demselben Prinzip wie fur die Kuhseren wurde mit den Kalberseren der Paare 1, 2, 6
und 7 die Verdinnung mit dem besten Signal-Rauschen-Verhéltnis ermittelt. Bei Verwendung
der Kalberseren von Kalb A und Kalb B dieser vier Paare 10 Tage nach der Geburt konnten
fur die Verdinnungen von 1:100 bis 1:1600 folgende, ebenfalls von den Paaren und dem
Messzeitpunkt unabhangige Werte fur das Verhdaltnis A/B in Prozent errechnet werden:
38.8%, 41.9%, 46.8%, 63.2% und 95.8%. Der Graph dieser Funktion stieg steil an. Die
Serumverdinnung von 1:100 war demnach fir die weiteren Untersuchungen am besten
geeignet.

6.3. Reaktionen der Kilhe

Tabelle 1 zeigt zusammenfassend die gemessenen OD-Werte aus den Serumproben der
einzelnen Kihe vor und nach der zweimaligen Impfung mit Leucogen® oder der Injektion
des Placebos, sowie die daraus berechneten OD-Mittelwerte, die mittlere FeLV-Antikorper-
Konzentration, ausgedrtickt in Prozent des 100-Standards minus des 0-Standards, und die
Konzentrationsédnderungen  zwischen den zwei  Beprobungszeitpunkten.  Diese
Konzentrationsédnderungen schwankten bei den nicht geimpften Tieren mit einer
Standardabweichung SD = = 2.38% um den errechneten Mittelwert 0.1. Als Reagenten
wurden Tiere betrachtet, deren Antikdrper-Konzentrationszunahmen mehr als 3% betrugen.
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Tab.1: Doppelt gemessene Extinktionswerte (= OD1; ODZ2), errechneter Extinktions-
Mittelwert (= OD Mittel), errechnete mittlere relative Antikérper-Konzentration in % (=
Konz. Mittel %) = {(OD Mittel +OD 0)/(OD 100+0D 0) x 100} und errechnete Zu- oder
Abnahme der rel. Antikorper-Konzentration zwischen den zwei Beprobungszeitpunkten fir
alle Kuhe (= Diff. Konz.). Substratumsatzzeit: 12 Minuten. 1B(0) steht fir Kuh B des ersten
Versuchspaares vor den Leucogen®-Impfungen. 1B(10) ist dieselbe Kuh, 10 Tage nach der
Geburt ihres Kalbes, also nach erfolgter Grundimmunisierung. 1A(0) und 1A(10) ist die mit
Placebo behandelte Kuh des gleichen Kuhpaares vor und nach den Injektionen. Bei Diff.
Konz.> 3% ist das entsprechende Tier ein Reagent (= Reagent).

12 Min OD1 OD2| OD Mittel | Konz. Mittel % | Diff. Konz. Reagent
1A(0) 0.153 0.135 0.1440 1.6 0 nein
1A(10) 0.142  0.146 0.1440 1.6
1B(0) 0.248 0.249 0.2485 15.6 18.2 ia
1B(10) 0.384 0.385 0.3845 33.8 '
2A(0) 0.159 0.159 0.1590 3.6 33 nein
2A(10) 0.133 0.135 0.1340 0.3 '
2B(0) 0.124 0.123 0.1235 -1.1 .
2.0 nein
2B(10) 0.141 0.137 0.1390 0.9
3A(0) 0.124 0.123 0.1235 -1.1 09 nein
3A(10) 0.121 0.140 0.1305 -0.2 '
3B(0) 0.130 0.138 0.1340 0.3 .
-0.8 nein
3B(10) 0.129 0.128 0.1285 -0.5
4A(0) 0.150 0.153 0.1515 2.6 07 nein
4A(10) 0.156 0.157 0.1565 3.3 '
4B(0) 0.149 0.157 0.1530 2.8 .
04 nein
4B(10) 0.141  0.171 0.1560 3.2
5A(0) 0.196 0.179 0.1875 7.3 24 nein
5A(10) 0.191 0.219 0.2050 9.7
5B(0) 0.152 0.135 0.1435 1.2 .
-0.3 nein
5B(10) 0.143  0.140 0.1415 0.9
6A(0) 0.168 0.191 0.1795 6.4 .
0.8 nein
6A(10) 0.171 0.200 0.1855 7.2
6B(0) 0.117 0.114 0.1155 -2.7 10.0 ia
6B(10) 0.175  0.200 0.1875 7.3 '
7A(0) 0.139 0.143 0.1410 1.2 .
-14 nein
7A(10) 0.119 0.142 0.1305 -0.2
7B(0) 0.143 0.115 0.1290 -0.4 10.0 ia
7B(10) 0.196  0.211 0.2035 9.6 '
8A(0) 0.122 0.124 0.1230 -1.7 .
2.8 nein
8A(10) 0.137 0.149 0.1430 1.1
8B(0) 0.134 0.121 0.1275 -0.6 .
-1.9 nein
8B(10) 0.114  0.113 0.1135 -2.5
9A(0) 0.129 0.143 0.1360 0.5 19 nein
9A(10) 0.116 0.127 0.1215 -1.4 '
9B(0) 0.154 0.130 0.1420 1.3 38 i
9B(10) 0.176  0.164 0.1700 5.1 ' :
10A(0) 0.145 0.152 0.1485 2.2 21 nein
10A(10) 0.130 0.135 0.1325 0.1 '
10B(0) 0.182 0.173 0.1775 6.1 .
-4.0 nein
10B(10) 0.140 0.156 0.1480 2.1
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Tab. 1 ff

11A(0) 0.171 0.174 0.1725 5.2 0.2 nein

11A(10) 0.171 0.171 0.1710 5.0 '

11B(0) 0.194 0.196 0.1950 8.2 .
-0.9 nein

11B(10) 0.181 0.195 0.1880 7.3

12A(0) 0.183 0.189 0.1860 7.0 .
0.2 nein

12A(10) 0.189 0.186 0.1875 7.2

12B(0) 0.143 0.142 0.1425 1.0 .
-1.6 nein

12B(10) 0.119 0.143 0.1310 -0.6

13A(0) 0.128 0.115 0.1215 -1.5 11 nein

13A(10) 0.117 0.110 0.1135 -2.6 '

13B(0) 0.152 0.158 0.1550 2.9 83.0 ja

13B(10) 0.798 0.768 0.7830 85.9 '

14A(0) 0.110 0.102 0.1060 -3.6 19 nein

14A(10) 0.094 0.088 0.0910 -5.5 '

14B(0) 0.192 0.184 0.1880 7.3 .
-8.6 nein

14B(10) 0.120 0.127 0.1235 -1.3

15A(0) 0.124 0.136 0.1300 -0.4 18 nein

15A(10) 0.130 0.157 0.1435 1.4 '

15B(0) 0.144 0.145 0.1445 15 157 ja

15B(10) 0.262 0.264 0.2630 17.2 '

16A(0) 0.162 0.177 0.1695 4.8 07 nein

16A(10) 0.154 0.174 0.1640 4.1 '

16B(0) 0.144 0.138 0.1410 1.1 .
-0.3 nein

16B(10) 0.141 0.137 0.1390 0.8

17A(0) 0.142 0.160 0.1510 2.4 29 nein

17A(10) 0.129 0.130 0.1295 -0.5 '

17B(0) 0.148 0.132 0.1400 0.9 .
-2.8 nein

17B(10) 0.122 0.115 0.1185 -1.9

18A(0) 0.116 0.116 0.1160 -2.2 o5 nein

18A(10) 0.129 0.142 0.1355 0.3 '

18B(0) 0.175 0.146 0.1605 3.6 .
-1.4 nein

18B(10) 0.151 0.148 0.1495 2.2

19A(0) 0.139 0.139 0.1390 0.8 14 nein

19A(10) 0.127 0.130 0.1285 -0.6 '

19B(0) 0.183 0.202 0.1925 8.0 .
-0.2 nein

19B(10) 0.177 0.205 0.1910 7.8

20A(0) 0.135 0.108 0.1215 -1.9 6.8 ja

20A(10) 0.178 0.163 0.1705 49 '

20B(0) 0.162 0.168 0.165 4.2 6.1 Nein

20B(10) 0.109 0.134 0.1215 -1.9
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Sechs von 20 geimpften Kuhen (= 30%) reagierten auf das Impfantigen von Leucogen®. Kuh
9B zeigte eine Konzentrationsanderung von 3.8%. Die Kiihe 1B mit 18.2%, 6B und 7B mit je
10% sowie Kuh 15B mit 15.7% zeigten eine deutlichere Zunahme der
Antikdrperkonzentration. Die geimpfte Kuh des 13. Versuchspaares mit einer
Konzentrationszunahme zwischen den beiden Beprobungszeitpunkten von 83% reagierte mit
Abstand am deutlichsten. Die Ubrigen 14 geimpften Kihe galten gemass dem gesetzten
Grenzwert als Nichtreagenten. Zwei von ihnen, nadmlich Kuh 2B und Kuh 4B zeigten
Konzentrationszunahmen zwischen 0% und 3%. Bei den restlichen 12 geimpften Kihen sank
die Antikorper-Konzentration im Intervall der Beprobung zwischen 0.2% und 8.6%, im
Durchschnitt um 2.4%.

Bei den mit Placebo gespritzten Kiihen waren 19 von 20 Tieren (= 95%) Nichtreagenten. Kuh
1A zeigte eine unveranderte Antikdrper-Konzentration zwischen der ersten und der zweiten
Beprobung. Acht dieser 19 Tiere zeigten eine geringgradige Zunahme der

Antikorperkonzentration von 0.2% bis 2.8%, im Schnitt 1.5%. Bei den ubrigen 10 dieser 19

Kihe nahm die Konzentration zwischen 0.2% und 3.3%, durchschnittlich um 1.7% ab. Bei

einer nicht geimpften Kuh, der Kuh A des Versuchspaares 20, konnte eine Zunahme der
relativen Antikdrper-Konzentration von + 6.8% zwischen der ersten und der zweiten Probe

gemessen werden.

6.4. Reaktionen der Kalber

Die gemessenen OD-Werte aus den gewonnen Seren der Blutproben aller Kalberwiarden,

in der folgenden Tabelle 2 exemplarisch fir die ersten drei Kalberpaare dargestellt,
zusammengefasst. Die Extinktionswerte dienten als Grundlage fur die weiteren Berechnungen
der mittleren relativen FelLV-Antikdrperkonzentrationen in Prozent sowie der Differenzen
derselben, jeweils zwischen der ersten Probe vom Tag 10 post natum und den vier weiteren
Proben der Tage 17, 24, 31 und 38 post natum. Zudem wurde die maximale Differenz der
Konzentrationen in diesen Zusammenstellungen festgehalten. Sie diente als Argument, ob ein
Kalb als Reagent galt oder als Nichtreagent.
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Tab. 2: Doppelt gemessene Extinktionswerte (= OD1; ODZ2), errechneter Extinktions-
Mittelwert (= OD Mittel), errechnete mittlere relative Antikérper-Konzentration in % (=
Konz.Mittel% = (OD Mittel £OD 0)/(OD 100 £OD 0) x 100) und errechnete Zu- oder
Abnahmen der rel. Antikorper-Konzentration zwischen Probel und Probe2 (= DKonzl),
zwischen Probel und Probe3 (= DKonz2), zwischen Probel und Probe4 (= DKonz3) sowie
zwischen Probel und Probe5 (= DKonz4) aller Kalber der ersten drei Versuchspaare.
DKonz.max bedeutet grosste positive Konzentrationsdifferenz aus den vier vorher
berechneten Konzentrationsdifferenzen. Substratumsatzzeit: 11 Minuten. 1A(10) steht flr
Kalb A des ersten Versuchspaares 10 Tage post natum (vor der Leucogen®-Impfung). Die
Zahlen 17, 24, 31 und 38 in Klammern sind ebenfalls Tagesangaben post natum. 1B(10) ist
das Kalb B des gleichen Versuchspaares 10 Tage nach Geburt.

11 Min| OD1| OD2|OD Mittel | Konz.Mittel% | DKonz1l | DKonz2 | DKonz3 | DKonz4 | DKonz.max
1A(10) | 0.238 | 0.247 0.2425 -5.9 0.2
(17)] 0.239| 0.251 0.2450 -5.7 ' 12.2 83
(24) | 0.376| 0.391 0.3835 6.3 3.6 12.2
(31)] 0.331| 0.346 0.3385 2.4
(38) | 0.282| 0.287 0.2845 -2.3
1B(10) | 0.918 | 0.943 0.9305 53.6 34
(17)| 0.886 | 0.896 0.8910 50.2 ' -1 73
(24)] 0.915| 0.923 0.9190 52.6 -13.3 negativ
(31)| 0.830| 0.862 0.8460 46.3
(38) | 0.751| 0.803 0.7770 40.3
2A(10) | 0.214| 0.217 0.2155 -8.3 53
(17)] 0.280| 0.273 0.2765 -3.0 ' 47.7 463
(24)| 0.775| 0.756 0.7655 39.4 47 a47.7
(31)| 0.719| 0.780 0.7495 38.0
(38)| 0.767 | 0.748 0.7575 38.7
2B(10) | 0.487 | 0.488 0.4875 15.3 6.3
(17)| 0.411| 0.418 0.4145 9.0 ' 5.7 56
(24)| 0.532| 0.574 0.5530 21.0 -0.4 5.7
(31)| 0.563| 0.541 0.5520 20.9
(38) | 0.499 | 0.467 0.4830 14.9
3A(10) | 0.210| 0.242 0.2260 -7.4 10.8
(17)| 0.336| 0.364 0.3500 3.4 50.3 41.3
(24)| 0.830| 0.784 0.8070 42.9 39.2 50.3
(31)| 0.706 | 0.698 0.7020 33.9
(38) | 0.664 | 0.693 0.6785 31.8
3B(10) | 0.841| 0.929 0.8850 49.7 59
(17)| 0.851| 0.783 0.8170 43.8 ' -19.4 259
(24) | 0.659 | 0.662 0.6605 30.3 -29.1 negativ
(31)| 0.576 | 0.596 0.5860 23.8
(38) | 0.528 | 0.571 0.5495 20.6

An diesen Beispielen bereits ersichtlich war, dass die drei Kalber 1A, 2A und 3A, drei Tiere
von mit Placebo behandelten Miuttern, anfanglich negative mittlere FelLV-Serum-
konzentrationen von -5.9%, -8.3% sowie -7.4% aufwiesen. Diese Werte stiegen mit der Zeit
bei den drei Kélbern unterschiedlich stark an und erreichten bei allen Tieren 14 Tage nach der
Leucogen®-Impfung (am Tag 24 post natum) ihre Maxima von 6.3%, 39.4% sowie 42.9%.
Danach fielen sie wieder ab. Die maximalen Konzentrationszunahmen betrugen in diesen drei
Fallen 12.2% fur Kalb 1A, 47.7% fur Kalb 2A sowie 50.3% fiur Kalb 3A.
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Die drei Kalber der mit Leucogen® geimpften Kiihe (1B, 2B und 3B) zeigten bereits €0 Tag
post natum, noch vor ihrer eigenen Impfung, unterschiedlich hohe, positive, mittlere relative
Antikorperkonzentrationen gegen FelLV von 53.6%, 15.3% und 49.7%. Diese Werte nahmen
in den Fallen von Kalb 1B und Kalb 3B auch nach der eigenen Impfung im weiterenfVerlau
des Versuches nur ab. Sie sanken auf 40.3% respektive 20.6%. Kalb 2B zeigte im Unterschied
zu den Kalbern 1B und 3B einen anderen zeitlichen Verlauf der mittleren
Antikorperkonzentration. Ausgehend vom Wert 15.3%, der zwischen den Werten der A-Tiere
und jenen von 1B und 3B lag, glich dieser Verlauf eher dem der A-Kalber. Er fiel zwar
anfanglich leicht ab, stieg aber spater auf den Hochstwert von 21%, was einer maximalen
Zunahme von 5.7% betrug. Im Anschluss fiel er wieder leicht ab bis ungefahr auf das
Ausgangsniveau. Der Maximalwert wurde ebenfalls 24 Tage post natum (= 14 Tage post
vaccinationem) gemessen.

Die in der Folge durchgefihrte Sensitivitatsanalyse mit unterschiedlich festgelegten
Grenzwerten fur die Aufnahme von Kolostrumantikérpern durch die Kalber (>4% respektive
>10%) sowie fur die Serumkonversion der Kalber nach eigener Impfung (>5%, >8% oder
>10%) diente der Bestimmung der optimalen Trennung der einzelnen Gruppen (Tabelle 3).
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Tab. 3: Sensitivitdtsanalyse der Resultate der Kélber anhand unterschiedlicher Grenzwerte fir
die Aufnahme von Kolostrumantikdrpern durch das Kalb (= Kolo-AK Kb) sowie
unterschiedlicher Grenzwerte fur die Serumkonversion des Kalbes (= Konversion Kb);
delta>n% = Antikoérperkonzentrations-Steigerung von mehr als n% fur das entsprechende
Kalb wéhrend der Versuchszeit. 1A = Versuchstiere A des Versuchspaares 1.

Kuh Reaktion Kolo-AK Kb Kolo-AK Kb Konversion Konversion Konversion
Kuh (>4%) (>10%) Kb Kb Kb
(delta>3%) (delta>5%) (delta>8%)  (delta>10%)
1A Nein nein nein ja ja ja
1B Ja ja ja nein nein nein
2A Nein nein nein ja ja ja
2B Nein ja ja ja nein nein
3A Nein nein nein ja ja ja
3B Nein ja ja nein nein nein
4A Nein nein nein ja ja nein
4B Nein ja ja ja ja ja
5A Nein nein nein ja ja ja
5B Nein ja nein ja ja ja
6A Nein nein nein ja ja ja
6B Ja ja nein ja ja ja
7A Nein nein nein ja ja ja
7B Ja ja ja nein nein nein
8A Nein nein nein ja ja ja
8B Nein nein nein ja ja ja
9A Nein nein nein ja ja ja
9B Ja ja ja ja ja nein
10A Nein
10B Nein nein nein ja nein nein
11A Nein nein nein ja ja ja
11B Nein nein nein nein nein nein
12A Nein nein nein
12B Nein nein nein ja ja ja
13A Nein nein nein ja nein nein
13B Ja ja ja nein nein nein
14A Nein nein nein ja ja ja
14B Nein ja ja ja nein nein
15A nein nein nein ja ja ja
15B ja ja ja nein nein nein
16A nein nein nein ja ja ja
16B nein nein nein ja ja ja
17A nein ja ja nein nein nein
17B nein ja nein nein nein nein
18A nein nein nein nein nein nein
18B nein nein nein nein nein nein
19A nein nein nein nein nein nein
19B nein ja ja ja ja ja
20A ja nein nein ja ja ja
20B nein nein nein ja ja ja
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Einzelne Tiere, wie das vorhin bereits im Detail betrachtete Kalb 2B, galten je nach
angewandtem Grenzwert flr die Konversion als Reagent (bei einer Konzentrationszunahme
von >5%) oder aber als Nichtreagent (bei den Grenzwerten >8% und >10%). Dasselbe ergab
sich auch bei den Kélbern 10B oder Kalb 13A und Kalb 14B. Sie galten nur als Reagenten bei
der Annahme des Grenzwertes fur die Konversion von >5%. Die Kéalber 4A und 9B mit
maximalen Konzentrationsdnderungen von 8.1% respektive 8.5% galten als Reagenten bei
Festlegung des Grenzwertes von >5% oder >8%. Bei Festlegung des Grenzwertes bei >10%
fielen sie der Gruppe der Nichtreagenten zu.

Es existierten zudem drei Kélber, die je nach angewendetem Grenzwert fur die passive
Versorgung von Kolostrumantikérpern einer anderen Gruppe zufielen. Die Kélber 5B, 6B und
17B galten als Empfanger von maternalen Antikérpern, wenn der Grenzwert fir die mittleren
Antikorperkonzentrationen am 10. Tag post natum bei +4% angesetzt wurde. Beim hdheren
Grenzwert von >10% galten diese drei Tiere als Nichtempfanger.

Die Argumente der Kalber, die sich aufgrund dieser Sensitivitatsanalyse anderten, wurden
zwecks vereinfachter Lesbarkeit in der Tabelle 3 in fetter Schrift dargestellt.

Durch die Kombinationen dieser verschiedenen Grenzwerte ergaben sich sechs
unterschiedliche Mdglichkeiten der Einteilung der Kalber in die entsprechenden Gruppen
(siehe Kkategorische Auswertung, Kapitel 4.5.). Gemadass Sensitivitatsanalyse ergab die
Verwendung der Grenzwerte von >4% fir die Kolostrum-Antikérper-Aufnahme und >8% fur
die Konversion der Kalber die beste Trennscharfe der Gruppen. Die folgenden statistischen
Berechnungen basierten auf dieser sensitivitdtsoptimierten Variante. Es flossen dabei die
Daten aller B-Kalber sowie jene von 18 Kalbern der A-Gruppe ein. Kalb 10A und 12A fielen
aus.

In Abbildung 11 sind die zeitlichen Verlaufe der mittleren Antikdrperkonzentrationen fir die
A-Kéalber im Vergleich zu den Werten der B-Kalber dargestellt.
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Abb. 11: Mittelwerte und Standard-Fehler der Antikdrperkonzentrationen der A-Kather (

und der B-Kélber £ ‘¥ zu den entsprechenden Beprobungszeitpunkten 1 (= 10 Tage post
natum {dpn}), 2 (= 17 dpn), 3 (= 24 dpn), 4 (= 31 dpn), 5 (= 38 dpn).
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Die Kélber der mit Leucogen® geimpften Kihe der Gruppe B zeigten zu Beginn der
Messreihe am 10. Tag post natum mit durchschnittlich 16.72 + 6.53% eine deutlich héhere
relative Antikdrperkonzentration als die 18 Vergleichskalber der nicht geimpften Muttertiere,
deren mittlerer Wert bei -10.77 £ 2.13% lag. In der Folge fiel der mittlere Wert fir die
Konzentration bei der Gruppe B leichtgradig ab auf 15.25 + 5.86% um dann zwischen Tag 7
und 14 post vaccinationem stark anzusteigen. Die Probe drei dieser Kélber zeigte am Tage 14
post vaccinationem durchschnittlich die héchsten Konzentrationen mit 31.87 + 5.97%. Uber
Probe vier (28.86 + 5.68%) zu Probe flnf (25.54 £ 5.72) nahm der Wert der B-Kalber gegen
Ende der Versuchsphase wieder ab.

Der Wert der Gruppe der A-Kalber nahm zwischen der ersten und der dritten Probe stetig zu.
Erst steigerte er sich vom oben erwédhnten Ausgangswert in der ersten Woche auf -6.20 +
2.67%. In der zweiten Woche war die Zunahme starker. Die Kurve erreichte ebenfalls am 14.
Tag post vaccinationem auf dem Niveau von 18.64 + 5.85% ihren hochsten Punkt. In den
folgenden zwei Wochen sank der durchschnittliche Wert tber 14.91 + 5.63% (Probe 4) auf
12.46 £ 5.12% (Probe 5) ab.

Die Tiere der Gruppe B starteten am 10. Tag post natum also mit durchschnittlich héherem
Wert als die Tiere der Gruppe A und zeigten auch 14 Tage post vaccinationem die hoheren
Antikdrperkonzentrationen als diese. Der Unterschied zwischen den Gruppen A und B Uber
die ganze Versuchsdauer war signifikant (P=0.0107). Die einzelnen Konzentrationen

unterschieden sich hoch signifikant (P<0.0001) voneinander. Fir die Unterschiede der
einzelnen Konzentrationsmittelwerte der zwei Gruppen bestand eine deutliche Tendenz
(P=0.0609).

23 Kaélber hatten bei dem festgelegten Grenzwert von >8% nach ihrer eigenen Impfung
konvertiert. 14 dieser Kalber stammten von nicht geimpften und neun von geimpften Kihen.
Die restlichen 15 Kalber, davon elf von geimpften Kihen, konvertierten nach der eigenen
Impfung nicht. Im Folgenden wurden die Konzentrationsverlaufe dieser beiden Gruppen
verglichen (Abbildung 12).
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Abb. 12: Mittelwerte und Standard-Fehler der Antikdrperkonzentrationen der Kalber, die
konvertierten & | ¥ und der Kalber, die nicht konvertierterx (x zu den entsprechenden
Beprobungszeitpunkten 1 (= 10 Tage post natum {dpn}), 2 (= 17 dpn), 3 (= 24 dpn), 4 (= 31
dpn), 5 (= 38 dpn).

Die Kalber, die nach ihrer Impfung konvertierten, wiesen anfanglich eine
Antikdrperkonzentration von durchschnittlich -6.04 + 2.86% auf. Dieser Wert stieg in der
ersten Woche nach der Impfung langsam auf -1.17 £ 2.83% an und schnellte dann in die
Hohe. Er betrug nach 14 Tagen 31.44 + 5.00%. Nach Erreichen dieses Maximums sank er in
der dritten und vierten Woche post vaccinationem langsam wieder ab. Die Werte der vierten
und der funften Probe betrugen durchschnittlich 27.90 + 4.92% und 23.95 + 4.85%. Ganz
anders verliefen die durchschnittlichen mittleren Antikorperkonzentrationen der Kalber, die
nicht konvertierten. Ihr Wert lag zu Beginn der Messreihe bei 18.63 + 8.47%. Dieser nahm im
weiteren Verlauf des Versuches mit geringen Schwankungen ab, um schliesslich nach vier
Wochen 12.29 + 6.53% zu betragen. Die einzelnen Konzentrationen, unabhéngig aber auch in
Abh&ngigkeit der Gruppen konvertiert/nicht konvertiert unterschieden sich hoch signifikant
voneinander (P<0.0001).
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Eine etwas differenziertere Betrachtung erlaubte zudem die Unterteilung der konvertierten
und der nicht konvertierten Tiere in die urspringlichen Gruppen A und B (Abbildung 13).
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Abb. 13: Mittelwerte und Standard-Fehler der Antikdrperkonzentrationen der A-Kélber, die
konvertierten (= A, ja;x | } der A-Kalber, die nicht konvertierten (= A, neig;" }, der B-
Kalber, die konvertierten (= B, jat G)und der B-Kélber, die nicht konvertierten (= B, nein;

+  @zu den entsprechenden Beprobungszeitpunkten 1 (= 10 Tage post natum {dpn}), 2 (= 17
dpn), 3 (=24 dpn), 4 (=31 dpn), 5 (= 38 dpn).

Die mittleren Werte der vier Tiere der Gruppe A, die nicht konvertierten, bewegten sich mit
geringen Schwankungen zwischen -4.65 + 6.00% und -8.25 + 4.92% auf tiefem Niveau.
Demgegeniber stieg der Wert der 14 Tiere der Gruppe A, die konvertierten von -12.18 +
1.51% in der ersten Woche langsam auf -6.01 + 2.88% und in der zweiten Woche schneller
auf 25.30 + 6.31%. Im Anschluss fiel er langsam uber 21.52 + 6.05% am Tag 31 bis auf 17.80
+ 5.74% am Tag 38 ab.

Die elf Kélber der Gruppe B, die nicht konvertierten, zeigten anfangs einen héheren Wert als
die entsprechenden Kalber der Gruppe A, im Durchschnitt 27.53 + 9.98%. Es war dies die
Gruppe mit der hochsten mittleren Antikérperkonzentration zu Beginn des Versuchs. Diese
Tatsache galt ebenfalls noch zum Zeitpunkt der zweiten Messung 17 Tage post natum (22.51
+ 9.56%). Die drei weiteren Werte (24.42 £ 8.6%, 21.52 + 7.88% und 19.02 + 7.89%)
entsprachen ungeféhr denjenigen der Kélber A die konvertierten zu den entsprechenden
Zeitpunkten. Die 9 Kéalber der Gruppe B, die konvertierten, zeigten am Anfang einen relativ
tiefen Wert von 3.50 + 5.74%. Eine Woche spater war dieser auf 6.38 + 4.86% angestiegen.
In der zweiten Woche post vaccinationem stieg er markant und erreichte sein Maximum von
40.98 + 7.49%, was zugleich dem hodchsten Wert aller vier Gruppen entsprach, um dann in
den folgenden zwei Wochen in gleichem Masse wie bei Gruppe B/nein und Gruppe Alja, Uber
37.83 £ 7.58% auf 33.51 + 7.96% abzusinken.
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Signifikanzen ergaben sich bei den Vergleichen der Gruppen A und B (P=0.0049) sowie bei
den Konzentrationen (P<0.0001) und der Interaktion Konzentration mit konvertiert
(P<0.0001). Die restlichen statistischen Auswertungen ergaben keine signifikanten Resultate.

Wurde die Statistik mit dem Modell Gruppe und konvertiert oder nicht konvertiert betrachtet,
so ergab sich ein signifikanter Unterschied (P=0.043) fur die Interaktion Gruppe und
konvertiert. Unterschiede in den Konzentrationen sowie in den Konzentrationen und den
Gruppen/konvertiert blieben hoch signifikant (P<0.0001).

Signifikante Unterschiede bestanden in diesem Falle auch zwischen den Kélbern der Gruppe
A, die nicht konvertierten (=Anein) und den Kalbern der Gruppe B, die konvertierten (=Bja;
P=0.017) sowie den erstgenannten Kalbern und den Tieren der Gruppe B, die nicht
konvertierten (=Bnein; P=0.019). Tendenzen waren zwischen den Gruppen Aja und Anein
(P=0.186), zwischen Aja und Bja (P=0.092) sowie zwischen Aja und Bnein (P=0.105) zu
erkennen.

Eine andere Modellierung der Resultate war beziglich der Konzentrationsunterschiede
(=D.Konz.1-4) zwischen den einzelnen Proben mdglich (Abbildung 14). Wie bereits friher

erwahnt, zeigten D.Konz.1 (Konzentrationsdifferenz zwischen Probe 1 und Probe 2),
D.Konz.2 (Konzentrationsdifferenz zwischen Probe 1 und Probe 3), D.Konz.3

(Konzentrationsdifferenz ~ zwischen Probe 1 und Probe 4) sowie D.Konz.4

(Konzentrationsdifferenz zwischen Probe 1 und Probe 5) signifikante Unterschiede. Sie gaben
Auskunft Gber die Starke der Impfreaktionen.
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Abb. 14: Mittelwerte und Standard-Fehler der Differenzen der Antikdrperkonzentrationen
(D.Konz.1 bis D.Konz.4) der A-Kalber{| Yund der B-Kélber £ *



Auch hier zeigte sich ein unterschiedlicher Verlauf der Kurve fur die A- und die B-Tiere.
Uber die gesamte Versuchsdauer lagen die Konzentrationsdifferenzen der A-Kélber
tendenziell hoher als die der B-Kalber (P=0.082). Das heisst, die Impfreaktionen der A-
Kalber waren tendenziell heftiger als die der B-Kalber. Die Muster der beiden Kurven wiesen
im Verlauf grosse Ahnlichkeiten auf. Zwischen der ersten und der zweiten Beprobung fand
bei den A-Kalbern nur ein geringer Konzentrationsanstieg von 4.57 £ 1.75% statt, wahrend
bei den B-Kalbern sogar ein kleiner Abfall von durchschnittlich -1.47 + 1.46% zu verzeichnen
war. D.Konz.2 war bei beiden Gruppen durchschnittlich am grdssten. Die Differenz betrug
bei der Gruppe A 29.42 + 5.84% und bei der Gruppe B 15.16 * 6.19%. Zwischen D.Konz.1
und D.Konz.2 bestand ein hoch signifikanter Unterschied (P<0.0001). Dies galt unabhangig
davon, ob der Wert fiir die A-Tiere zusammen mit dem Wert fur die B-Tiere betrachtet wurde,
oder ob man diese zwei Gruppen separat verfolgte.

Spater nahmen die Konzentrationsdifferenzen bei beiden Gruppen wieder ab. Zwischen
D.Konz.2 und D.Konz.4 war bei Betrachtung beider Gruppen zusammen der Unterschied
ebenfalls signifikant (P=0.011), bei Betrachtung der Gruppen getrennt voneinander jedoch nur
tendenziell (P=0.051 fur Gruppe A und P=0.089 fur Gruppe B).

Bei der Betrachtung der absolut grossten Konzentrationsdifferenzen (=D.Konz.max) jedes
Kalbes Uber die gesamte Versuchsdauer ergab sich fur beide Gruppen ein etwas hdherer Wert
als die oben genannten. Dies aufgrund der Tatsache, dass die jeweils absolut grossten
Konzentrationsdifferenzen in manchen Fallen D.Konz.3 oder D.Konz.4 entsprachen. Dieser
Wert betrug fur die Kalber der Gruppe A 29.97 + 5.70% und fiur die Kalber der Gruppe B
18.21 £ 5.59%. Diese beiden Werte unterschieden sich tendenziell (P=0.15).

6.5. Kategorische Auswertung

Bisher wurden die im Versuch ermittelten Daten in Form der gemessenen Absorptionswerte
und der daraus errechneten relativen Antikorper-Konzentrationen in ihrem zeitlichen Verlauf
diskutiert. Es soll an dieser Stelle nun eine kategorische Auswertung der Resultate erfolgen.

Unterschiedlich festgelegte Grenzwerte auf Grund von Sensitivitatsanalysen fur die
Aufnahme von Kolostrumantikdrpern durch die Kalber und fir die Serumkonversion der

Kalber nach ihrer Impfung sowie die Kombination dieser Grenzwerte fiihrten zu sechs
unterschiedlichen Gruppierungen der Kalber. Als Grenzwerte fir die Aufnahme von

Kolostrumantikérpern durch die Kalber wurden Konzentrationsanderungen von >4%

respektive >10% festgelegt und fir die Serumkonversion der Kalber nach ihrer Impfung

wurden Konzentrationsdnderungen von >5%, >8% oder >10% festgelegt. Diese Grenzwerte
wurden in Kapitel 4.4. bereits besprochen. Abbildung 16 bis Abbildung 21 zeigen die sechs
daraus resultierenden graphischen Darstellungen.
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Abb. 16: Einteilung der Versuchstiere in Gruppen. Unterteilung der Kihe (= Q, Mutter) in
geimpfte (= Vacc) und mit Placebo behandelte (= noVacc), sowie weitere Unterteilung in
Reagenten (= Reag) und Nicht-Reagenten (= noReag); Grenzwert der Antikorper-

Konzentrationsénderung fur dieskKH LV W a! RGHU @ BQWHUWHLO
(= Kb) in Tiere, die mehr Kolostrum-Antikorper aufgenommen haben (= KoloAK) als der
YRUJHIJHEHQH *UHQ]JZHUW YRQ a XQG VROFKH GLH

(= noKoloAK). Weitere Unterteilung der Kalber in solche, die nach ihrer Impfung
serokonvertieren (= Konv) oder eine geringere Serokonversion durchgemacht haben
(= noKonv) als der vorgegebene Grenzwert (= 5%). Dargestellt wird in der untersten Zeile der
Graphik die Summe der Kélber von geimpften Kiihen (= Mutter Vacc), sowie die Summe der
Kalber von nicht geimpften Kihen (= Mutter noVacc), die konvertiert™=R QY .E
respektive nicht konvertiet F¥QR.RQY.E KDEHQ .E QG ZIKUHQG
ausgeschiedenes Kalb. Statistik: fir die einzelnen Gruppen bestimmte Signifikanzen nach
Chi2-Test (= R) und Fisher-Exact-Test (5P nm = nicht messbar.
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Abb. 17: Einteilung der Versuchstiere in Gruppen. Unterteilung der Kilhe (= Q, Mutter) in
geimpfte (= Vacc) und mit Placebo behandelte (= noVacc), sowie weitere Unterteilung in
Reagenten (= Reag) und Nicht-Reagenten (= noReag); Grenzwert der Antikorper-

.RQJHQWUDWLRQVIQGHUXQJ IU GLH . KH LVW a! RGHL
(= Kb) in Tiere, die mehr Kolostrum-Antikérper aufgenommen haben (= KoloAK) als der
YRUJHIJHEHQH *UHQ]JZHUW YRQ a XQG VROFKH GLH

(= noKoloAK). Weitere Unterteilung der Kalber in solche, die nach ihrer Impfung
serokonvertieren (= Konv) oder eine geringere Serokonversion durchgemacht haben
(= noKonv) als der vorgegebene Grenzwert (= 8%). Dargestellt wird in der untersten Zeile der
Graphik die Summe der Kélber von geimpften Kiihen (= Mutter Vacc), sowie die Summe der
Kalber von nicht geimpften Kihen (= Mutter noVacc), die konvertiert™=R/Kb)
respektive nicht konvertiet F¥QR.RQY.E KDEHQ .E QG ZIKUHQG
ausgeschiedenes Kalb. Statistik: fir die einzelnen Gruppen bestimmte Signifikanzen nach
Chi2-Test (= R) und Fisher-Exact-Test (5P nm = nicht messbar.
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Abb. 18: Einteilung der Versuchstiere in Gruppen. Unterteilung der Kilhe (= Q, Multter) in
geimpfte (= Vacc) und mit Placebo behandelte (= noVacc), sowie weitere Unterteilung in
Reagenten (= Reag) und Nicht-Reagenten (= noReag); Grenzwert der Antikorper-

Konzentrationsanll U XQJ IeU GLH . KH LVW a!l RGHU @ 8QWI
(= Kb) in Tiere, die mehr Kolostrum-Antikérper aufgenommen haben (= KoloAK) als der
YRUJHIJHEHQH *UHQ]JZHUW YRQ a XQG VROFKH GLH

(= noKoloAK). Weitere Unterteilung der Kalber in solche, die nach ihrer Impfung
serokonvertieren (= Konv) oder eine geringere Serokonversion durchgemacht haben

(= noKonv) als der vorgegebene Grenzwert (= 10%). Dargestellt wird in der untersten Zeile

der Graphik die Summe der Kalber von geimpften Kiihen (= Mutter Vacc), sowie die Summe

der Kalber von nicht geimpften Kihen (= Mutter noVacc), die konvertierfM=R QY . E
UHVSHNWLYH QLFKW NRQYHUWLHUW ™MQR.RQY.E KDEH¢
ausgeschiedenes Kalb. Statistik: fir die einzelnen Gruppen bestimmte Signifikanzen nach
Chi2-Test (= R) und Fisher-Exact-Test (5P nm = nicht messbar.
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Abb. 19: Einteilung der Versuchstiere in Gruppen. Unterteilung der Kilhe (= Q, Mutter) in
geimpfte (= Vacc) und mit Placebo behandelte (= noVacc), sowie weitere Unterteilung in
Reagenten (= Reag) und Nicht-Reagenten (= noReag); Grenzwert der Antikorper-

.RQJHQWUDWLRQVIQGHUXQJ IU GLH . KH LVW al! RGHL
(= Kb) in Tiere, die mehr Kolostrum-Antikérper aufgenommen haben (= KoloAK) als der
YRUJHJHEHQH *UHQ]ZHUW YRQ a XQG VROFKH GLF

(= noKoloAK). Weitere Unterteilung der Kalber in solche, die nach ihrer Impfung
serokonvertieren (= Konv) oder eine geringere Serokonversion durchgemacht haben

(= noKonv) als der vorgegebene Grenzwert (= 5%). Dargestellt wird in der untersten Zeile der
Graphik die Summe der Kélber von geimpften Kiihen (= Mutter Vacc), sowie die Summe der
Kalber von nicht geimpften Kihen (= Mutter noVacc), die konvertiet™=RQY .E
UHVSHNWLYH QLFKW NRQYHUWLHUW ™MQR.RQY.E KDEHC
ausgeschiedenes Kalb. Statistik: fir die einzelnen Gruppen bestimmte Signifikanzen nach
Chi2-Test (= R) und Fisher-Exact-Test (5P nm = nicht messbar.
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Abb. 20: Einteilung der Versuchstiere in Gruppen. Unterteilung der Kiihe (= Q, Multter) in
geimpfte (= Vacc) und mit Placebo behandelte (= noVacc), sowie weitere Unterteilung in
Reagenten (= Reag) und Nicht-Reagenten (= noReag); Grenzwert der Antikorper-

.RQJHQWUDWLRQVIQGHUXQJ IU GLH . KH LVW a! RGHL
(= Kb) in Tiere, die mehr Kolostrum-Antikérper aufgenommen haben (= KoloAK) als der
YRUJHIJHEHQH *UHQJ]ZHUW YRQ a XQG VROFKH GLF

(= noKoloAK). Weitere Unterteilung der Kalber in solche, die nach ihrer Impfung
serokonvertieren (= Konv) oder eine geringere Serokonversion durchgemacht haben

(= noKonv) als der vorgegebene Grenzwert (= 8%). Dargestellt wird in der untersten Zeile der
Graphik die Summe der Kélber von geimpften Kiihen (= Mutter Vacc), sowie die Summe der
Kalber von nicht geimpften Kihen (= Mutter noVacc), die konvertiert™=R QY .E
UHVSHNWLYH QLFKW NRQYHUWLHUW ™MQR.RQY.E KDEHC
ausgeschiedenes Kalb. Statistik: fir die einzelnen Gruppen bestimmte Signifikanzen nach
Chi2-Test (= R) und Fisher-Exact-Test (5P nm = nicht messbar.
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Abb. 21: Einteilung der Versuchstiere in Gruppen. Unterteilung der Kiihe (= Q, Mutter) in
geimpfte (= Vacc) und mit Placebo behandelte (= noVacc), sowie weitere Unterteilung in
Reagenten (= Reag) und Nicht-Reagenten (= noReag); Grenzwert der Antikorper-

.RQJHQWUDWLRQVIQGHUXQJ IU GLH . KH LVW a! RGHL
(= Kb) in Tiere, die mehr Kolostrum-Antikérper aufgenommen haben (= KoloAK) als der
YRUJHIJHEHQH *UHQJ]ZHUW YRQ a XQG VROFKH GLF

(= noKoloAK). Weitere Unterteilung der Kalber in solche, die nach ihrer Impfung
serokonvertieren (= Konv) oder eine geringere Serokonversion durchgemacht haben

(= noKonv) als der vorgegebene Grenzwert (= 10%). Dargestellt wird in der untersten Zeile

der Graphik die Summe der Kalber von geimpften Kilhen (= Mutter Vacc), sowie die Summe

der Kalber von nicht geimpften Kihen (= Mutter noVacc), die konvertieff™M=R QY . E
UHVSHNWLYH QLFKW NRQYHUWLHUW ™MQR.RQY.E KDEHC
ausgeschiedenes Kalb. Statistik: fir die einzelnen Gruppen bestimmte Signifikanzen nach
Chi2-Test (= R) und Fisher-Exact-Test (5P nm = nicht messbar.

Im Weiteren sollte nur auf die Abbildung 17 genauer eingegangen werden, da diese nach der
Sensitivitatsanalyse die Resultate mit der besten Trennscharfe lieferte.

Von den 20 geimpften Kiihen waren sechs Reagenten und 14 Nichtreagenten. Von den 20 mit
Placebo geimpften Tieren galt eine Kuh als Reagent und 19 Kiihe waren Nichtreagenten.
Gemass Chi>-Test war dieses Resultat signifikart=@®4). Das aufgrund der kleinen
Versuchstieranzahl korrigierte Ergebnis gemass Fisher-Exact-Test zeigte eine Tendenz
(P~=0.09), dass geimpfte Tiere eher reagierten als nicht geimpfte.

Eine Stufe weiter unten im Diagramm zeigte sich, dass alle sechs Kalber der reagierenden,
geimpften Mitter Kolostrum-Antikdrper aufnahmen. Von den nicht reagierenden, geimpften
Kihen nahmen sieben Kalber Antikorper tber das Kolostrum auf und sieben Kélber nicht.
Die statistische Auswertung zeigte fur diese Gruppe maitO®3 und P=0.05 einen
signifikanten Unterschied. Auf der rechten Seite der mit Placebo behandelten Tiere nahm das
eine Kalb der reagierenden Mutter keine Kolostrum-Antikérper auf. Von den 19 Kalbern der
nicht reagierenden Kuhe fiel eines aus und eines nahm Kolostrum-Antikdrper auf. Bei den
restlichen 17 Tieren steigerte sich die Antikdrperkonzentration um weniger als 4% durch die
Kolostrumaufnahme. Der.RVert war in diesem Falle 0.81, derWert nicht bestimmbar.

Eine Stufe weiter unten im Diagramm wurden nachste Unterteilungen vorgenommen: Kalber,
die nach ihrer eigenen Impfung konvertierten und Kalber, die nicht konvertierten. In der
Gruppe der geimpften Kihe, die selbst reagierten, fand man sechs Kalber, die Kolostrum-
Antikoérper aufnahmen. Von diesen konvertierten zwei Tiere. Vier Tiere konvertierten nicht.
In der Gruppe der geimpften Kiihe, die nicht reagierten, teilten sich die Kélber zu je 50% in
solche, die Antikdrper aufnahmen und andere, die nicht aufnahmen auf. Drei Kalber aus der
Untergruppe der Kolostrum-Antikorper aufnehmenden konvertierten und vier nicht. Bei der
Untergruppe der nicht Uber das Kolostrum Antikérper aufnehmenden Kalber war es
umgekehrt. Die Statistik zeigte fur diese Untergruppen weder Signifikanz noch Tendenz (P
0.59). Auf der rechten Seite der Graphik (der nicht geimpften Kiihe) sah die Verteilung auf
derselben Stufe folgendermassen aus: Das eine Kalb der reagierenden Kuh, das Uber das
Kolostrum keine Antikdrper aufnahm, konvertierte. In der Gruppe der nicht reagierenden
Kihe, konvertierte des einzige Kalb, das Kolostrum-Antikérper aufgenommen hatte, nicht.
Von den 17 Kélbern, die keine Kolostrum-Antikdrper aufgenommen hatten, fiel wiederum
eines aus, 13 konvertierten und drei Kélber konvertierten nicht. Der Chi2-Test zeigte in dieser
Gruppe eine starke Tendenz-£0.06), der Fisher-Exact-Test jedoch nicht meh=0R23)

auf Grund der kleinen Fallzahlen.
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Am Ende der Darstellung wurden die Summe der Kalber, die konvertierten und die Summe
der Kalber, die nicht konvertierten zusammengefasst und verglichen in Abhangigkeit ob sie
von einer geimpften oder nicht geimpften Mutter stammten. Total neun Kalber von geimpften
Kihen konvertierten, 11 Kalber von geimpften Kiuhen konvertierten nicht. Im Gegensatz dazu
konvertierten total 14 Kalber der nicht geimpften Kilhe und vier Kélber konvertierten nicht.
Die Statistik zeigte hier einen signifikanterx£P.04, R=0.05) Unterschied.
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7. Diskussion

Die Fragestellung dieser Arbeit war, beeinflussen passive, Uber das Kolostrum
aufgenommene Antikérper die Immunantwort von neonatalen Kalbern und wenn ja, in
welcher Form. Da in der Versuchsanordnung mit Leucogen® ein Modellimpfstoff zur
Anwendung gelangte, musste zuerst die Frage geklart werden, ob dieser, wie urspringlich
angenommen, wirklich auch eine entsprechende Wirkung zeigte, respektive ob er sich unter
diesen Versuchsbedingungen gleich verhalten wirde wie in der Arbeit von H&ssig et al.
(2007).

7.1. Zuverlassigkeit von Leucogen® beim Rind

Beim angewandten Versuch handelte es sich um einen Impfversuch. Von einem Impfstoff
darf erwartet werden, dass er zuverlassig in einem sehr hohen Prozentsatz eine angemessene
Impfreaktion im Impfling auslost. Die direkte Wirkung der Impfung soll hier einerseits
anhand der Impfreaktionen der Kihe diskutiert werden, andererseits etwas spater im
Zusammenhang mit den aktiven Immunreaktionen der Kalber. Es gilt aber zu beachten, dass
der kommerzielle zur Anwendung gelangte Impfstoff durch den Hersteller fur die Zielspezies
Katze optimiert wurde und nicht fur die Spezies Rind.

Tatsache war, dass nur sechs von 20 Kihen im Versuch als Reagenten galten. Waren es nur
sechs von 20 Kihen, die wirklich reagierten, oder waren die Messmethoden zu ungenau und
erfassten gewisse Reagenten nicht? Fir die zweite Version spricht, dass die Halfte der Kalber
der nicht reagierenden Mutter eine bedeutende und klar messbare Menge Antikorper Gber das
Kolostrum aufnahmen. Total besassen also 13 von 20 Kéalbern einen kolostralen Schutz. Dies
im Vergleich zu 18 Tieren ohne Schutz oder genau einem Tier mit kolostralem Schutz auf der
Seite der mit Placebo behandelten Kihe. Dieser Unterschied war signifikar@.0®,

P-=0.05). Die direkte Wirkung der Impfung war somit gut, aber nicht sehr gut.

Verschiedene Ansatze konnen zur Erklarung dieser Tatsache heran gezogen werden.
Einerseits kdonnte die massig gute immunologische Wirksamkeit damit zusammen hangen,
dass es sich bei Leucogen® um ein sehr reines und spezifisches Impfantigen handelt. Von
diesen sind solche Phanomene bekannt (Mayr 2002). Andere Impfstoffe, beispielsweise mit
inaktivierten Ganzkeimen missten demnach eine bessere Immunantwort induzieren. Auch
andere  Applikationsmethoden, vor allem  vermehrte = Wiederholungen  der
Grundimmunisierung der Kihe im trachtigen Stadium, wie in der Dissertationsarbeit von
Stadler, als eine Kuh 15-mal innerhalb von 18 Monaten hyperimmunisiert wurde (Hassig et
al. 2007), konnten eventuell zu noch besseren Resultaten fuhren. Dies miusste in
Folgeversuchen erst bewiesen werden. Eine mehrmals wiederholte Impfung ist aber hochstens
unter Versuchsbedingungen durchfuihrbar. Sie steht ganz klar im Gegensatz zur Praxis, in der
ein Impfstoff gefragt ist, der moglichst nur einmal angewendet werden muss und mit hoher
Sicherheit einen moglichst hohen spezifischen Antikdrpertiter im Impfling hervorruft.

Ein weiterer Versuch, die ungenaue Erfassung der Reagenten durch die gewahlten
Messmethoden zu erklaren, ist der Folgende: Fur den Versuch wurde ein Modellantigen (p45
des gp70 aus FelLV) gewahlt, das bei der Kuh keine klinische Relevanz hat und somit
maoglichst nicht in Interferenz stehen sollte, mit bei Rindern Ublichen Erregern. Dennoch
zeigten die mit Placebo gespritzten Tiere teils deutlich positive Extinktionswerte im ELISA.
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Diese bewegten sich im Bereich von 38% bis 41% des Wertes fur geimpfte Kihe.
Kreuzreaktionen sind demzufolge nicht ganz auszuschliessen.

Die indirekte Wirksamkeit des Impfstoffs wurde ebenfalls bewiesen. Die Kalber der
geimpften Muttertiere (Kalber der Gruppe B) zeigten Uber die gesamte Versuchsdauer und
dabei auch zu jedem einzelnen Zeitpunkt hohere Antikdrperkonzentrationen als die Kalber der
Placebo-Tiere (P<0.05 fur die gesamte Versuchsdauer und P<0.0001 fir die einzeln
gemessenen Konzentrationen). Insgesamt stellte dies einen weiteren Beweis dar, dass die
Mutterimpfung und die passive Antikorper-Ubertragung erfolgreich waren.

7.2. Beeinflussung der Immunantwort des Neonaten

Es wird in dieser Studie bewiesen, dass die Impfung des Muttertieres im tréachtigen Stadium
und die spatere passive Versorgung des Kalbes mit Antikorpern des Kolostrums die
Impfreaktion des neugeborenen Kalbes beeinflussen. Im Versuch konvertieren von 20
geimpften Kihen elf Kalber spater nicht. Bei den 20 nicht geimpften Kihen konvertieren
spater nach eigener Impfung nur vier Kéalber nicht. Dieser Unterschied ist auch statistisch
belegt(Pc=0.04, R=0.05). Betrachten wir in einer Gruppe jeweils nur die Kalber, die auch
passive Antikdrper aufgenommen haben (13 Tiere von Impfkihen, 1 Tier von einer Placebo-
Kuh), so sehen wir bei ihnen, dass sie im Verhaltnis von 5:8 (Impfkihe) resp. 0:1 (Placebo-
Kihe) konvertieren, wahrend jene Kalber, die keine Kolostrum-Antikorper aufgenommen
haben im Verhéltnis 4:3 (Impfkihe) resp. 14:3 (Placebo-Kihe) konvertieren. Die in
vorangehenden Arbeiten vielfach gedusserte Beeinflussung (Bdgel und Liebelt 1963,
Husband et al. 1972, Nicholls et al. 1984, Staak 1992) wird bestatigt. Alle Kéalber, die nach
ihrer eigenen Impfung serokonvertieren, weisen anfanglich eine tiefe Antikorper-
Konzentration auf.

Dass Kolostrum-Antikorper die Impfreaktion beeinflussen, wurde bestétigt. Kalber von nicht
geimpften Mittern zeigten im Schnitt eine starkere Impfreaktion als Kalber von geimpften
Mittern (siehe Abbildung 14), was sich hauptsachlich in den Antikorper-
Konzentrationsdifferenzen der ersten 14 Tage nach der Kalberimpfung widerspiegelte. Die
absoluten Werte fur die maximal gréssten Konzentrationsdnderungen wahrend des gesamten
Versuches unterschieden sich tendenziell (P=0.15) fir die Kalber der Gruppe A und jene der
Gruppe B.

Ein weiterer Beweis, dass je nach Menge der aufgenommenen maternalen Antikorper, die
eigene Immunantwort der Kalber unterschiedlich gehemmt wird, lasst sich bei der
Betrachtung der individuellen Unterschiede innerhalb der Gruppe der Kalber von geimpften
Mattern feststellen. Kalber der Gruppe B mit anfanglich tiefen passiven Antikorperlevels (5B,
6B, 8B, 10B, 11B, 12B, 16B, 17B, 18B, 20B; durchschnittliche Startkonzentration an
Antikorpern am Tag 10 post natum = -5.39) serokonvertierten stark (durchschnittliche D
Konz max = 28.85). Kalber mit anfanglich mittleren passiven Antikdrperkonzentrationen (2B,
4B, 9B, 14B, 19B; durchschnittliche Startkonzentration = 20.62) konvertierten massig
(durchschnittiche D Konz max = 15.14) und solche mit anfanglich hohen
Antikdrperkonzentrationen (1B, 3B, 7B, 13B, 15B; durchschnittlich Startkonzentration =
57.02) konvertierten gar nicht.
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7.3. Der friihe Impfzeitpunkt der Kalber

Der Versuch zeigte, und das in Ubereinstimmung mit vorangegangenen Studien (Pery und
Metzger 1990, Jungi 2000, Mayr 2002), dass die Impfung am 10. Lebenstag der Kalber
keinesfalls zu friih erfolgte und in 2/3 der Falle, in denen keine maternalen Antikérper
vorhanden waren, dies auch zu einer angemessenen Immunreaktion des Kalbes flhrte.
Ausnahmen bildeten nur drei Tiere aus der Gruppe A, die nicht konvertierten, obwohl sie
keine maternalen Antikdrper aufgenommen hatten, sowie drei Tiere aus der Gruppe B, die
unter denselben Voraussetzungen ebenfalls nicht aktiv auf die Impfung reagierten. 1/3 der
Kalber reagierte also nicht auf die Impfung. Vergleicht man dies mit den 70% aller Kiihe, die
nicht reagierten, oder noch genauer mit den 35% der Kiihe, die keine Antikdrper Ubertrugen,
so sieht man, dass die Zuverlassigkeit der Impfung bei den Ké&lbern exakt im Bereich
derjenigen der Kihe liegt. Eine vermutete, ahnlich hohe Zuverlassigkeit der Impfung zu
einem noch friheren Zeitpunkt, eventuell gar zum Zeitpunkt der Geburt, misste mit weiteren
Versuchen noch bewiesen werden.

7.4. Empfehlungen

Ein mdglichst hoher Schutz des Kalbes in den ersten Wochen des Lebens ist vor allem bei
Mastkalbern gefragt, weil diese in der Schweiz schon zum Teil in einem Alter von einer
Woche in Kélbermastbetriebe verstellt werden. Forderungen in der Schweiz durch Anbieter
von Label-Produkten (z.B. Coop Natura Plan), Mastkalber erst zu einem spéateren Zeitpunkt
aus dem Herkunftsbetrieb in den Mastbetrieb zu verstellen, zielen darauf ab, dass die Kalber
erst mit einer besseren Immunitatslage verstellt werden. Auf Grund der Studie von Hassig et
al. (2007) sollten Kalber erst ab einem Alter von 6 Wochen verstellt werden. Coop Natura
Plan hat einen Kompromiss mit vier Wochen in seine Auflagen aufgenommen. Ein moglichst
hoher Schutz des Kalbes in den ersten Wochen des Lebens kann mit Mutterschutzvakzinen
erreicht werden. Jegliche, noch so friihe aktive Immunisierung gegen Krankheitserreger, die
in den ersten sieben bis 10 Tagen post natum angreifen, kommt zu spat fir einen aktiven
Schutz in den ersten Lebenstagen des Kalbes.

Kombiniert man die zwei Methoden der Mutterschutzvakzine und der aktiven Immunisierung
der Kalber direkt bei der Geburt, so erreicht man in 80% der Félle, einen Schutz bereits um
Tag 10 bis 14 post natum. Viele dieser Tiere sind aber bereits von Geburt weg durch die
maternalen Antikorper geschitzt

Bei Mutterschutzimpfstoffen und einem Trankemanagement, die zusammen in einem sehr
hohen Prozentsatz der Félle zu passiven Antikorper-Aufnahmen fiihren, ware diese zweite
Impfung gar nicht mehr nétig. Man erreichte auf alle Falle ein Antikorper-
Konzentrationsniveau, das jenem von geimpften Kalbern entspricht (Abbildung 13, Vergleich
der Kurven der B-Tiere, die nicht konvertieren und der A-Tiere, die konvertieren). Bis zum
Versuchende am Tag 38 post natum verliefen diese beiden Kurven praktisch identisch. Ob die
Kurve der passiven Antikorper im weiteren zeitlichen Verlauf schneller absinken wirde als
jene der aktiv produzierten ist unklar und bedurfte eines weiteren, langer dauernden
Versuches.
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Es ist anzunehmen, dass auch die Impfung des Jungtieres in einem sehr frihen Stadium einen
Stressfaktor darstellt (May et al. 1979), der sich, wie die mangelnde Kolostrumaufnahme
voribergehend negativ auf die Gesundheit des Tieres auswirken kénnte. Um diesbeziiglich
aber genauere Daten angeben zu kénnen, sind weitere Untersuchungen nétig. Sicher waren
EHL VROFKHQ A)UsKLPSIXQJHQ3 /HEHQGLPSIVWRIIH ]X YHUPI
Die einzigen Vorteile einer aktiven, frihen Immunisierung sind, wenn sie auch keinen
rechtzeitigen Schutz mehr vor frih auftretende Krankheiten bieten, die Reduktion der
Virusausscheidung der betroffenen Tiere und der damit reduzierte Infektionsdruck fur andere
Tiere (Bogel und Liebelt 1963, Bryson 1985, Kimman et al. 1989, Mayr 1991, Kohara et al.
1997, Larson et al. 1998, Bendali et al. 1999) und der Booster-Effekt der immunologischen
Zweitreaktion bei erneutem, spaterem Antigenkontakt (Jungi 2000, Mayr 2002).

Fur Aufzuchttiere, die eine langere Zeit in ihrem Geburtsstall verbleiben, kann also vor allem
die Mutterschutzvakzine empfohlen werden. Eine weitere aktive Immunisierung ist nicht
zwingend natig.

Fur Kalber, die fur die Mast vorgesehen sind, ist eine Mutterschutzvakzine ebenfalls dusserst
sinnvoll. Sie ist in der Praxis auch sehr zu empfehlen, da der Entscheid, ob die Tiere zur Mast
oder Zucht bestimmt sind, meist erst nach der Geburt der Tiere gefallt wird. Beim Handel mit

Mastkalbern misste dem Zichter ein zusatzlicher Gewinn in Aussicht gestellt werden, wenn
er Kalber von mutterschutzvakzinierten Kihen anbietet. Mastkalber sollten aber zudem

maoglichst um die 4. Lebenswoche, wenn maternale Antikorper bereits zu einem gewissen Teill
wieder verschwunden sind, nochmals aktiv immunisiert werden. Wirden sie zwei Wochen

darauf gehandelt, hatte man die grésste Sicherheit fur einen idealen Start in die Mast.

Grundsatzlich sollte jedoch vor jedem Einsatz eines Impfstoffes die spezifische Situation

beurteilt und unter Einbezug der zu bekampfenden Erreger, des Alters der Tiere und des zu
erwartenden, aktuellen Immunstatus, der ideale Impfzeitpunkt sowie die geeignetste Impf-

Form festgelegt werden. Die Zukunft gehdrt hier unter anderem sicher den lokal angewandten
Impfstoffen (beispielsweise intra nasal), die von den eventuell vorhandenen maternalen

Antikorpern weniger beeinflusst werden.

7.5. Aussicht

In der heutigen Zeit, in der in Folge der neuen Tierarzneimittelverordnung viele altbewahrte
Medikamente vom Markt zuriick gezogen werden und die verbleibenden fir den Einsatz im
Nutztiersektor zum Teil viel zu teuer sind, ist eine weitere Verschiebung hin zur
prophylaktischen, preislich sehr interessanten Impfung nur logisch, sinnvoll und demzufolge
zukunftstrachtig. Forschung in diesem Bereich, wie hier betrieben, muss die vorliegenden
Resultate noch differenzierter betrachten und Kosten-Nutzen-Analysen durchfihren.

In unserem Versuch haben wir das Augenmerk hauptséchlich auf die spezifischen Antikdrper
gelenkt, auf nur eine Komponente des Kolostrums. Maternale Leukozyten beispielsweise
beschleunigen im Kalb jedoch die Entwicklung von antigenprasentierenden Zellen (Reber et
al. 2005). Zu befurworten waren daher auch noch aufwandigere Versuchsanordnungen, die
nebst den Antikdrpern auch den weiteren Faktoren der Immunantwort Beachtung schenkten.
Gleichzeitige Messungen von Zytokinen und maternalen Zellen (Leukozyten) im Kolostrum
und deren Auswirkungen auf das Kalb, kbnnten durchaus neue Erkenntnisse liefern.
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