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Stimulierung der laktogenen Immunitit des Rindes gegeniiber
Rotavirusinfektionen

Von

R. G. HEess*, P. A. Bacumann®, W. EicHHoRrN?*, K. Frahm** und
P. PLANK=:-::-::-

Mit 5 Abbildungen und 1 Tabelle

Die Rotavirusinfektion gehdrt zusammen mit der Coronavirus- und der
enterotoxischen E. coli-Infektion zu den grofiten Problemen im modernen
Kilberzucht- und Mastbetrieb (5). Da die K%ﬁber sich schon wahrend der ersten
Lebenstage mit dem Virus infizieren, kommt eine aktive Immunisierung auch fir
einen lokalen Schutz dieser Tiere haufig zu spit. Dagegen ist jedoch experimentell
gezeigt worden, dafl oral zugefiihrte Antikorper — entweder mittels Hyperim-
munserum oder aus dem Kolostrum — neugeborene Kilber und Limmer vor einer
Rotavirusinfektion schiitzen konnen (7). Diese Antikorper uiben ihre Schutzfunk-
tion jedoch nur solange aus, solange sie im Darmlumen vorhanden sind. Folglich
ist emne aktive Immunisierung der Muttertiere naheliegend, die eine erhohte
Sekretion und eine verlingerte Ausscheidung spezifischer Rotavirusantikorper
zum Ziel hat. Solche Muttertierimpfungen sind — zumindest experimentell — beim
Schwein gegen die TGE Virusinfeﬁtion (2, 3) - mit Erfolg durchgefiihrt worden.
Allerdings dominiert im Milchdriisensekret des Schweines, mit Ausnahme des
Kolostrums, das sekretorische IgA (s-IgA) (4), wahrend der Immunglobulin (Ig)
— Gehalt der Kuhmilch von IgG geprigt wird (6).

Abbildung 1a zeigt den rapiden Abfall der Milch-Ig vor allem in den ersten
drei Laktationstagen der Kuh. Ebenso schnell sinkt die Ausscheidung spezifischer
Rotavirusantikorper tiber die Milch bei natiirlich mit Rotavirus infizierten Kithen
ab. Schon am 5. Laktationstag weisen iiber die Halfte der Kiihe einen Milch-
Elisatiter von 1:10 oder kleiner auf (Abb. 1b).

Untersucht man die in der Milch vorhandenen Antikérperklassen von
solchen nicht immunisierten Kihen mittels siulenchromatografischer Auftren-
nung und Immunelektrophorese (Abb. 2), so findet sich im aufgetrennten Kolos-
trum zwar ein kleiner IgM-Bereich, das IgG weist dagegen den grofiten Elutions-
bereich mit den hochsten Antikorpertitern gegen Rotavirus auf. In den Fraktio-
nen der aufgetrennten Milch des 2. Laktationstages sind dagegen nur noch
Immunglobuline der IgG Klasse mit niedrigen Elisatitern in den Peakfraktionen
vorhanden. In den Peal%fraktionen der Milch des 4. Laktationstages wird noch ein
kleiner IgG Elutionsbereich gefunden, in dem keine spezifischen Rotavirusanti-
korper mehr nachweisbar sind (Abb. 2).

# Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung des Bundesministeriums fiir Ernahrung, Landwirtschaft und
Forsten durchgefiihrt.
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Abb. 1a und b. Vergleich der Im-
munglobulin- und Gesamtprotein-
sekretion in Kolostrum und Milch
der ersten 10 Lakrationstage
(Abb. 12) mit der Sekretion spezifi-
scher Rotavirusantikorper in Ko-
lostrum und Milch der ersten 6
Laktationstage von natiirlich infi-

zierten Kiihen (Abb. 1b).
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Ausgehend von dieser immunologischen Situation bei nicht immunisierten,
jedoch natiirlich mit Rotavirus infizierten Kiithen haben wir in einem Feldimmu-
nisierungsversuch einerseits den optimalen Zeitpunkt und andererseits die beste
Antigen/Adjuvanspriparation gesucht. Nach entsprechenden Vorversuchen ent-
stamdg das in Tabelle 1 aufgezeigte Immunisierungsschema.

Die Immunkomplexe wurden mit Hilfe des an anderer Stelle beschriebenen
Elisa-Testes (1, 4) so zusammengestellt, daf} ein leichter Antikérperiiberschufl
ablesbar blieb. Tatsichlich lagen die Immunkomplexe jedoch wahrscheinlich
niher am Aquivalenzbereich, da sich durch die Festphase des Elisa eine sterische

Verinderung der Immunkomplexe vollziehen kann und erneut freie Antikorper
entstehen konnen.
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Abb. 2. Gelchromatografische Auftrennung von Kolostrum- und Milchpools der Tage 2 und 4 von
vier nicht immunisierten Kiithen. Im oberen Bildabschnitt ist die Elution der Ig-Klassen in den
Fraktionen durch Balken dargestellt. Im unteren Bilddrittel werden die Elisatiter der Eluatfraktionen

durch Siulen markiert.

Tabelle 1

Immunisierungsschema fiir hochtrichtige Kithe zur Verlingerung der Ausscheidung

von Rotavirusantikorpern in der Milch

Immunisierungs- 1. Immunisierung: 14-7 Tage ante partum

zeitpunkt: 2. Immunisierung: Geburtstermin

Applikation: subkutan, je 8ml Antigen (Immunkomplexe)
und/oder 8 ml Adjuvans (Quil A: 1 mg/Appl.)

Antigen: bovines Rotavirus, adaptiert an Aubek-Zellinie

Impf- Rotavirus (n = 7 Kiihe)

praparationen: Rotavirus/Al-Hydroxid/Pd-Olemulsion (n = 3 Kiihe)
Immunkomplexe (n = 4 Kiihe)
Immunkomplexe/PD-Olemulsion (n = 23 Kiihe)
Immunkomplexe/Quil A (Saponin) (n = 6 Kiihe)

Placebo- Aubek-Zellmaterial (n = 13 Kihe)

Préparationen: PD-Olemulsion (n = 9 Kihe)
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Die Auftrennung der Kolostrum- und Milchproben mittels Sephacryl-S 300
Sdulenchromatografie und die Ig-Klassenbestimmung der Eluate durch Immun-
elektrophorese mit H-Ketten spezifischen Antiseren* gegen bovines IgG 1, IgA
und IgM wurde in einer anderen Arbeit beschrieben (4).
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Abb. 3. Verlauf der Rotavirusantikorpertiter (geometrische Mittelwerte) in Kolostrum und Milch des
7., 14. und 21. Tages von mit Immunkomplexen und Rotavirus immunisierten Kithen im Vergleich zu
Kontrolltieren (Medium-Ko).

Abbildung 3 und 4 zeigen die Ausscheidungsrate und -dauer spezifischer
Rotavirusantikorper iiber Kolostrum und Milch des 7., 14. und 21. Laktationsta-
ges von untersclsiedlich immunisierten Kithen, wobei die angezeigten Werte
geometrische Mittelwerte der reziproken Elisa-Titer darstellen. Weder die Kolos-
trumtiter noch die Titer der 7-, 14- oder 21-Tage-Milchproben der mit Rotavirus
oder mit Immunkomplexen ohne Adjuvans geimpften Kithe unterschieden sich
signifikant von den Milchtitern der Kontrollkithe, denen Medium als Placebo
appliziert wurde (Abb. 3).

Auch die Kolostrumtiter der in Abbildung 4 dargestellten mit unterschiedli-
chen Antigen/Adjuvanskombinationen geimpften Tiere wiesen keinen signifikan-
ten Unterschied zur Kontrollgruppe auf. Dagegen lagen die Milchtiter am 7., 14.
und 21. Laktationstag sowohl be1 den sechs Tieren, die mit Inmunkomplex/Quil
A geimpft wurden, als auch bei den 23 Tieren, die mit Immunkomplexen
kombiniert mit PD-Olemulsion immunisiert wurden, mit einem geometrischen
Mittelwert von 40 bzw. 44 am 21. Tag signifikant iiber den Milchtitern der
Kontrolltiere (geometrischer Mittelwert am 21. Tag: 5,3). Die Milchtiter der drei
mit Rotavirus kombiniert mit Al-Hydroxid und PD-Olemulsion geimpften Kithe
lagen zwar iiber den Werten der mit Rotavirus ohne Adjuvantien geimpften Tiere
(AEE 3), doch die Unterschiede waren nicht signifikant zur Kontrollgruppe
(Abb. 4).

* Wir danken T. NEwsY, Bristol, fiir die Uberlassung der Seren.
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Abb. 4. Verlauf der Rotavirusantikérpertiter (geometrische Mittelwerte) in Kolostrum und Milch des
7., 14. und 21. Tages von mit unterschiedlichen Antigen/Adjuvanspriparationen geimpften Kiihen.
(n = Zahl der Tiere)
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Abb. 5. Gelchromatografische Auftrennung von Kolostrum- und Milchpools der Tage 7 und 21 von
vier mit Inmunkomplex/PD-Olemulsion geimpften Tieren. Im oberen Bildabschnitt ist die Elution
der Ig-Klassen in den Fraktionen durch Balken dargestellt. Im unteren Bilddrittel werden die Elisatiter

der Eluatfraktionen durch Siulen markiert.
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Nach Sephacryl §-300 Auftrennung von Kolostrum- und Milchpools der mit
Immunkompfexen in PD-Olimulsion geimpften Kiihe ergab sich das in Abbil-
dung 5 gezeigte Bild. Die hochsten Elisatiter wurden in den Eluatfraktionen des
zweiten Peaks bei Kolostrum und Milch des 7. und 21. Laktationstages gefunden.
Lediglich das Kolostrum wies neben IgG 1 im ersten Peak IgM sowie im zweiten
Peak IgA auf. Nach Auftrennung der Milch des 7. und 21. Tages wurde
ausschlieflich IgG 1 in den Eluatfraktionen nachgewiesen.
Die siulenchromatografische Auftrennung der Kolostrum- und Milchpools
der mit Immunkomplex/Quil A geimpften Tiere ergab dhnliche qualitative und
quantitative Ig-Werte. Die bisherigen noch nicht abgeschlossenen Impfversuche
an hochtrichtigen Kiihen gegen Rotavirus lassen folgende SchiufSfolgerungen zu:
1. Die Stimulierung einer laktogenen Immunitit gegeniiber Rotavirusinfektionen
(und damit wahrscheinlich gegentiber allen virusbedingten Enteritiden) ist
auch beim Rind moglich.

2. Rotavirus Antigen-Antikérperkomplexe eignen sich hervorragend als Immu-
nogene.

3. Dig Zugabe von geeigneten Adjuvantien ist jedoch eine notwendige Vorausset-
zung fur den Immunisierungserfolg.

4. Die Milchantikorpersekretion kann tiber den 21. Laktationstag hinaus stimu-
liert werden.

5. Unter Verwendung dieser Impfmethode stellen IgG 1 Antikorper, wie nach
natiirlicher Infektion, den Hauptanteil der Kolostrum- und Milchantikorper.

6. Mit einer optimalen Antigen/Adjuvanskombination erreicht man, allerdings in
weit schwicherem Mafle, auch eine Stimulierung von IgA-Milchantikorpern.
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