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1. Einleitung und Aufgabenstellung

Prof. Paul Ehrlich schreibt 1892, ihn habe die Tatsache iberrascht, ,,dass die Milch immunisierter
Thiere den betreffenden Antikorper enthdlt und ihn mit Leichtigkeit in den Organismus der
Séuglinge Ubertreten l&sst”. Er hatte erste Versuche einer Mutterschutzvakzination bei Mdusen und
Ziegen durchgefuhrt und kam zu der Erkenntnis, dass Muttermilch eine bedeutende Rolle beim
Schutz Neugeborener vor Infektionskrankheiten spielt. Porter (1969) bestétigte die herausragende
Bedeutung des Tranfers kolostraler Proteine von der Muttersau auf die Ferkel, da es offenbar kaum
transplazentare Ubertragung gebe. Bis heute hat sich an dieser Einschatzung nichts gedndert und
Wissenschaftler aus der ganzen Welt beschéftigen sich in zahllosen Arbeiten mit der maternalen

Immunitat.

Fragestellungen, ob, wie und inwieweit sich die Kolostrumaufnahme beeinflussen lasst, sind erst in
den letzten Jahren wieder starker in den Focus gertickt, da mit dem Aufkommen hochfruchtbarer
Sauengenetiken die Anzahl lebendgeborener Ferkel pro Sau deutlich gestiegen ist (Farmer and
Quesnel 2009). Die Anzahl lebendgeborener Ferkel allein fihrt aber noch nicht zu besseren
Gewinnen fiir die Landwirte, vielmehr ist die Anzahl der abgesetzten Ferkel pro Sau und Jahr der
relevante Leistungsparameter. Diese ergibt sich aus der Anzahl der lebend geborenen Ferkel

abzlglich der Saugferkelverluste.

Als Zielvorgabe in der modernen Ferkelproduktion sind derzeit 30 abgesetzte Ferkel pro Sau und
Jahr anzusehen; Grundlage dafiir miussen zwangslaufig Warfe mit 16 und mehr lebendgeborenen
Ferkeln sein. Je grosser aber ein Wurf, desto geringer werden die Geburtsgewichte und damit auch
die Widerstandsfahigkeit der Neugeborenen (Straw 2006). Die Ernéhrung solcher Wirfe kann mit
Hilfe eines ausgekliigelten Managementsystems und des Einsatzes von Ammen sichergestellt

werden, die zur Verfugung stehende Kolostrummenge ist aber begrenzt.

Laut Auswertungen des Zentralverband der deutschen Schweineproduktion (ZDS) lagen die
Saugferkelverluste im Jahr 2010 bundesweit durchschnittlich zwischen 13,4% und 16,8% (ZDS
2011). In der modernen Schweineproduktion mit hohem Preisdruck findet sich hier ein
naheliegender Ansatzpunkt zur unmittelbaren Verbesserung der Deckungsbeitrdge. Den mit
Abstand grossten Anteil an den Saugferkelverlusten haben die Ferkelfrihverluste, die in den ersten
beiden Lebenstagen entstehen (Prange 2004). Die Neugeborenensterblichkeit ist direkt mit der



Kolostrumaufnahme korreliert (Klobasa et al. 1981, Salmon et al. 2009). Ganz ohne Kolostrum
wird ein Ferkel normalerweise nicht Uberleben. Aber auch eine zu geringe Aufnahme von
Kolostrum hat nachteilige Effekte auf die Entwicklung frohwichsiger und widerstandsfahiger
Ferkel und beeinflusst letztlich auch die spatere Aufzucht- und Mastleistung (Nielsen et al. 2004).
Bei Uberlebenden Ferkeln wurden signifikant hohere Gammaglobulinkonzentrationen gemessen als
bei solchen, die vor dem 21. Lebenstag starben (Hendrix et al. 1978, DePassille et al. 1988, Klobasa
et al. 1981).

Bei der Uberpriifung der Kolostrumversorgung in einem schweinehaltenden Betrieb fehlte bisher
eine anwender- und tierfreundliche Diagnostik. Die Messung des Immunglobulingehaltes im
Ferkelblut setzt mit den verfligbaren Methoden einen vendsen Zugang voraus. Der Arbeitsaufwand,
die Kosten und nicht zuletzt auch der Stress flr die besonders empfindlichen Neugeborenen ist
erheblich, so dass solche diagnostischen Uberpriifungen in der Praxis selten und wenn dann nur bei
einer geringen Anzahl Ferkel durchgefiihrt werden. Eine Einzeltierdiagnostik ist aber als Grundlage
einer fundierten Aussage ungeeignet. Der von der hollandischen Firma FarmulaONE entwickelte
Colostrum Quality Counter (CQC) wirde auf den ersten Blick die Ldsung bieten: das vom
Tierschutzaspekt her umstrittene, aber noch zuldssige Kupieren des Ferkelschwanzes wird genutzt,
um einige Tropfen Blut zu gewinnen, die — auf ein spezielles Filterpapier aufgebracht — fir eine
quantitative 1gG-Bestimmung ausreichen sollen. Der grosse Vorteil des neuen Tests - die einfache
Probennahme - ist offensichtlich. Nun stellt sich die Frage, wie zuverlassig die Ergebnisse sind

bzw. inwieweit sich verniinftige Korrelationen mit bewahrten Serum-ELISAs herstellen lassen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Praxistauglichkeit des CQC zu erproben, die Resultate mit
denen etablierter Tests zu vergleichen und mogliche Zusammenhdnge zwischen

Kolostrumversorgung, Geschlecht und Gewicht zu tberprifen.



2. Schrifttum

2.1. Kolostrum und Immunglobuline beim Schwein

2.1.1. Bedeutung

Ein neugeborenes Schwein hat eine sehr begrenzte Fahigkeit, sich an seine Umwelt anzupassen. Die
erste Kolostrumaufnahme unmittelbar nach der Geburt liefert zunéchst Energie und Wérme (Prange
2004, Le Dividich et al. 1981, Ley et al. 2002), die das Ferkel hocheffektiv zu 91% verwertet (Le
Dividich et al. 1994). Daruberhinaus wird passive Immunitdt zum Schutz vor Infektionen post
natum Uber das Kolostrum vermittelt (Rooke und Bland 2002, Farmer and Quesnel 2009). Die
eptitheliochoriale Plazenta der Muttersau lasst keine Passage von Immunglobulinmolekilen zu, die
Ferkel werden agammaglobulindmisch geboren (Sterzl et al. 1966, Brambell 1969, Bourne et al.
1978, Werhahn et al. 1981, Salmon et al. 2008). Aus dem Kolostrum werden zum Einen spezifische
Antikorper vom Ferkel aufgenommen, daneben aber auch maternale Immunzellen sowie
unterschiedliche immunmodulierende und antimikrobielle Substanzen wie Zytokine oder
Lactoferrin sowie verschiedene Faktoren, deren Rolle fiir die Entwicklung des Immunsystems
teilweise nicht vollstandig geklart sind (Butler et al. 2008, Wagstrom et al. 2000, Williams 1993).
Kolostrum beeinflusst aber auch die Entwicklung der aktiven Immunitat Uber die Menge an
postnatal aufgenommenen maternalen Antikérpern (Klobasa et al. 1981). Bei der Ubertragung
zellul&rer Immunitat ist es von entscheidender Bedeutung, dass das aufgenommene Kolostrum von
der eigenen Muttersau stammt. Tuboly et al. (1988) wiesen die Absorption Kkolostraler
Lymphozyten nach. Ob und inwieweit diese Zellen auch tatséchlich eine Rolle bei der
zellvermittelten Immunitat des Ferkels spielen, ist noch nicht abschliessend geklart (Straw 2006),
allerdings gibt es Hinweise darauf, dass sie sehr wohl von Bedeutung sind: Bandrick et al. (2011)
belegten die Ubertragung und Aktivitat Mycoplasma hyopneumoniae-spezifischer T-Zellen aus dem
Kolostrum Mycoplasma hyopneumoniae-geimpfter Sauen.



2.1.2. Immunglobuline beim Schwein

2.1.2.1. Klassen von Immunglobulinen

Immunglobuline sind Abwehrstoffe, die als Antigen—Antikdrperreaktion auf bestimmte Reize hin
durch Plasmazellen gebildet werden. Bei Schweinen sind vor allem 1gG, M und A von Bedeutung,
daneben wurde ein genetisch den Fleischfressern nahestehendes IgE nachgewiesen. Die Existenz

von IgD beim Schwein ist umstritten.

Im Serum des Schweines ist IgG mit einem Anteil von etwa 80-85% die vorherrschende
Immunglobulinklasse, das zudem noch mit einer Halbwertszeit von 10 — 14 Tagen recht stabil ist
(Curtis and Bourne 1970). Aus diesem Grund kann bei der Beurteilung der Kolostrumversorgung
auf die Bestimmung von I1gG zurickgegriffen werden, das dann stellvertretend fir die
Gesamtversorgung des Ferkels mit Immunglobulinen interpretiert wird. 1gG wird in Milz,
Lymphknoten und Knochenmark gebildet und spielt die Hauptrolle bei der spezifischen, humoralen
Infektabwehr. Es liegt als Monomer vor und ist das kleinste Immunglobulin, daher ist es auch
extravasal z.B. im entziindeten Gewebe anzutreffen. 1gG-Antikdrper bilden eine belastbare und tber

langere Zeit anhaltende spezifische Immunitét (Tizard 2009).

Beim Schwein sind mittlerweile 11 1gG-Isotypen beschrieben, die sich teilweise nur sehr
geringfligig unterscheiden und deren Bedeutung im Einzelnen noch nicht geklart ist. Anders als
beim Rind, wo sich die Subklassen G1 und G2 chromatograpisch trennen lassen ist eine eindeutige
biochemische Unterscheidung der I1gG-Isotypen des Schweines ist bisher nicht mdglich, was

weitergehende Untersuchungen erschwert (Butler et al. 2009).

IgM hat einen Anteil von etwa 12% in Serum und Kolostrum. Wie IgG wird es vor allem in der
Milz, den Lymphknoten und dem Knochenmark gebildet. Im Gegensatz zu IgG ist es deutlich
grosser, es kann als Dimer oder sogar als Pentamer vorliegen und kommt folglich nur selten
extravasal im Gewebe vor. IgM ist das wichtigste Immunglobulin im Rahmen der immunologischen

Sofortreaktion. Es ist weniger spezifisch als 1gG. Seine Konzentration steigt nach einer Infektion



schnell an und féllt dann ab, wenn 1gG ansteigt. Die durch IgM vermittelte Immunitat ist
kurzlebiger, die Halbwertszeit liegt bei 4 — 5 Tagen. IgM kommt auch als sekretorisches IgM vor,

als solches spielt es vor allem im Darm eine Rolle (Tizard 2009).

IgA macht nur einen geringen Anteil der Serumimmunglobulinkonzentration aus, herrscht aber in
Schleimhautsekreten vor. In der postkolostralen Milch stellt es den Hauptanteil der
Immunglobuline. Es wird von Plasmazellen unter Schleimhautoberflachen gebildet, im Darm, den
Bronchien, des Urogenitaltraktes, der Haut und der Milchdrise. Seine Bedeutung liegt vor allem in
der Infektabwehr auf Korperoberflachen, indem es die Anheftung von Pathogenen verhindert
(Tizard 2009). Besonders bei der lokalen Immunitdt des Darmes ist es von herausragender
Bedeutung (Straw 2006).

2.1.2.2.  Grundstruktur

Immunglobulinmolekiile bestehen grundséatzlich aus zwei identischen Polypeptidketten, von denen
jede eine schwere (H-) Kette und eine leichte (L-) Kette besitzt. Die beiden Ketten sind durch
Disulfidbriicken zu einer Y-férmigen Struktur verbunden und kénnen durch proteolytische Enzyme
in verschiedene Fragmente zerlegt werden. Das Fc-Fragment beféhigt den Antikorper an
Abwehrzellen zu binden, die beiden Fab-Fragmente binden Antigene und Ubernehmen verschiedene
Aktivitaten wie z.B. die Komplementaktivierung. Die Fab-Fragmente enthalten eine L-Kette und
einen Teil der H-Kette sowie das N-Terminal des Immunglobulinmolekiils, das tierindividuell
variabel ist und auch die Spezifitit des Antikorpers bestimmt. Das Fc-Fragment besteht aus dem
anderen Teil der H-Kette und enthélt das spezieskonstante C-Terminal. In einem Individuum
konnen Antikorper verschiedener Klassen mit identischen reaktiven Bezirken gegen dasselbe
Antigen gebildet werden (Rolle und Mayr 2006).



2.1.2.3.  Immunglobuline im Kolostrum

Im Kolostrum kommen die Immunglobulinklassen G, M und A in unterschiedlichen und
zeitabhéngig stark variierenden Konzentrationen vor. Im ersten Kolostrum ist 1gG die
vorherrschende Immunoglobulinklasse. Es reprasentiert unmittelbar nach Geburtsbeginn etwa 80%
der kolostralen Gesamtimmunoglobulinmenge (Bland et al. 1999). Von dieser Hochstkonzentration
aus erfolgt ein rascher, exponentieller Abfall. 24 Stunden p. p. ist die 1IgG-Konzentration auf etwa
1/3 der Ausgangsmenge reduziert (Curtis and Bourne 1970, Frenyo et al. 1980/81, Milon et al.
1983, Klobasa et al. 1987). Eine Woche nach der Geburt stellt IgA mit etwa 50-60% den
Hauptanteil der Immunglobuline in der Milch. IgA spielt eine wichtige Rolle bei der enteralen
Protektion und wird vom Ferkel nur in geringem Masse ins Blut aufgenommen (Straw 2006, Lay et
al. 2002, Butler et al. 2009). Den niedrigsten Gehalt, der sich auch nicht entscheidend andert, hat
mit etwa 4% IgM (Curtis and Bourne 1970). Im Gegensatz zu Rind und Mensch sind IgA und IgG
im Kolostrum des Schweines um ein Vielfaches hoher konzentriert als im Serum, die IgM-

Konzentrationen entsprechen sich in etwa (Bourne et al. 1978).

IgA konnte in Blutproben von Ferkeln vor Kolostrumaufnahme nicht nachgewiesen werden,
dagegen fanden einige Autoren sehr niedrige 1gG-Spiegel (Porter 1969, Frenyo et al. 1980/81) bzw.
Spuren eines 1gG-verwandten Proteins (Curtis and Bourne 1970) bereits in prakolostralem
Ferkelserum. In anderen Studien konnte vor dem ersten Saugakt kein Gehalt an IgG nachgewiesen
werden (Bland et al. 2003). Klobasa et al. (1981) fanden IgM bereits vor Kolostrumaufnahme. Auch
im Blut neugeborener Kalber wurden IgG und IgM bereits prakolostral nachgewiesen (Bender et al.
2009). Einig sind sich aber samtliche Autoren, dass der allergrésste Teil der Immunglobuline im
Serum neugeborener Ferkel nach den ersten Saugakten aus dem Kolostrum stammt. Zwischen der
Aufnahme von Kolostrum und dem Auftauchen von Immunglobulinen im Ferkelserum besteht eine

enge zeitliche Korrelation (Bland et al. 2003).

Kolostrales IgG kommt ausschliesslich, IgM zum grossten Teil aus dem Blut der Sau, wéahrend 1gA
zum grossten Teil direkt in der Milchdrise gebildet wird (Bourne et al. 1978, Straw 2006). Einige
Tage vor der Geburt beginnt die Sau, 1gG aus dem Blut in der Milchdriise zu konzentrieren,

gleichzeitig sinkt die lgG-Konzentration im Serum der Sau. Der Transfer wird Uber spezielle



Rezeptoren im Epithel der Milchdruse vermittelt (Bourne and Curtis 1973, Salmon et al. 2008).
Bourne et al. (1978) folgerten daraus, dass Kolostrum als Serum-Transsudat zu bezeichnen ist,
wéhrend die spéater verfiigbare Sauenmilch mit Gber 90% direkt in der Milchdriise gebildetem IgM

und IgA ein echtes Sekret darstellt.

2.1.3. Aufnahme passiver Immunitét durch das Ferkel

Die Menge an Immunglobulinen, die einem Ferkel letztendlich zur Verfligung steht, unterliegt
unterschiedlichen Einfliissen: von der Muttersau, vom Ferkel selbst und nicht zuletzt von seiner
Umwelt im peripartalen Zeitraum. Die aufgenommene Menge an IgG wird bestimmt von der
Menge an aufgenommenem Kolostrum, der Konzentration an IgG im Kolostrum und der
absorbierten Menge an 1gG durch das Ferkel (Bland et al. 2003). DePassille et al. (1988) schreiben
den wichtigsten Einfluss auf die 1gG-Aufnahme beim Ferkel der Muttersau zu. Die tatsachlich vom
Ferkel absorbierte Menge an Immunglobulinen kann anhand der 1gG-Konzentrationen im Blut
dargestellt werden (Tizard 2009).

2.1.3.1.  Die Kolostrumproduktion der Sau

Zu den Faktoren mit Einfluss auf die Kolostrumproduktion gehéren Genotyp (Fahmy et al. 1972,
Farmer et al. 2007, Farmer and Quesnel 2009), Wurfzahl (Le Dividich et al. 2004, Devillers et al.
2004, Farmer and Quesnel 2009), Alter und Korpergewicht bzw. Riickenspeckdicke (Farmer and
Quesnel 2009). Uber das Ausmass der Einflisse sind die Autoren teilweise uneinig. Die
Zusammenhdnge zwischen Kolostrumproduktion und Geburtseinleitung bzw. Trachtigkeitsdauer
sind nicht hinreichend geklart und hier besteht zusatzlicher Forschungsbedarf (Devillers et al.
2007).
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2.1.3.2.  Gebildete Menge an Kolostrum

Die Menge an Kolostrum, die eine einzelne Sau zu bilden imstande ist, ist begrenzt. Folglich sinkt
mit zunehmender Wurfgrésse die aufgenommene Menge Kolostrum pro Ferkel und je grésser der
Wurf, desto grosser ist auch die erforderliche Menge an Kolostrum. Limitierender Faktor der
absolut zur Verfligung stehenden Menge an Kolostrum pro Ferkel ist zundchst die Muttersau
(Farmer und Quesnel 2009). Die produzierte Gesamtmenge ist physiologischerweise grundsatzlich
so ausgelegt, dass jedem Ferkel mehr Kolostrum zur Verfligung steht, als es zum Erreichen der
notwendigen 1gG-Versorgung benétigt (Frenyo et al.1980/81). Bei Wirfen von mehr als 12
Ferkeln ist aber zu berlcksichtigen, dass die absolut verfligbare Kolostrummenge fir jedes
zusatzlich geborene Ferkel sinkt (Devillers et al. 2007). Fur jedes Ferkel muss eine Zitze verfiigbar
sein, durch Zitzenkonkurrenz kénnen Situationen entstehen, in denen zu wenig Kolostrum zur

Verfligung steht oder die Konzentration an IgG im Kolostrum zu niedrig ist (Bland et al. 2003).

Die pro Sau gebildete Gesamtmenge innerhalb der ersten 24 Stunden wird mit etwa 2 bis 5 kg
angegeben (Devillers et al. 2007, Farmer and Quesnel 2009, Foisnet et al. 2010). Die Autoren sind
sich aber einig, dass enorme individuelle Unterschiede bestehen. Foisnet et al. (2010) geben einen
Mittelwert von 3,22 kg an und teilen die Sauen in Niedrigproduzierende zwischen 0,85 kg und 1,39
kg und Hochproduzierende zwischen 2,83 kg und 4,64 kg. Aus der Nachzucht der
niedrigproduzierenden Sauen starben innerhalb der ersten 48 Stunden signifikant mehr Ferkel als

aus der Vergleichsgruppe der hochproduzierenden Sauen.

Bei der Betrachtung der absolut gebildeten Gesamtmenge pro Sau ist anzumerken, dass sich deren
Messung nicht ganz einfach gestaltet. Die aufgenommene Menge pro Ferkel wird anhand von
Wiegungen vor und nach dem Saugakt geschétzt. Aufsummierte Wiegungsdifferenzen ergeben die
Gesamtzunahme pro Wurf (Le Dividich et al. 2004). Unter Berticksichtigung von Korrekturfaktoren
aufgrund von Harnproduktion und metabolischen Faktoren (Le Dividich et al. 1981, Bland et al.
2003, Foisnet et al. 2010) kann dann auf die gebildete Gesamtkolostrummenge pro Sau geschlossen
werden (Devillers et al. 2007, Foisnet et al. 2010). Da es sich um Schatzungen handelt, ist immer

mit einer mehr oder weniger grossen Ungenauigkeit zu rechnen.
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Die absolute Menge an produziertem Kolostrum wird beeinflusst von der Vitalitat eines Wurfes,
gemessen an der durchschnittlichen Zeitspanne zwischen Geburt und erstem Saugakt (Devillers et
al. 2007). Die Wurfgrosse allein hat dagegen keinen Einfluss auf die Menge an gebildetem
Kolostrum (Le Dividich et al. 2004, Devillers et al. 2004). Auch das Alter, die Geburtsdauer oder
das Korpergewicht beeinflussen die Menge an gebildetem Kolostrum nicht unmittelbar (Devillers et
al. 2004). Dagegen hat die Wurfzahl insofern einen Einfluss, als Jungsauen und Sauen in hoheren
Wiirfen eine tendenziell niedrigere Kolostrumproduktion haben als Sauen in den mittleren Wurfen
(Devillers et al. 2007, Klobasa et al. 2004). Daraus erklart sich auch der Einfluss des
Korpergewichts bzw. der Riickenspeckdicke der Sau, die niedriger wird, je langer sich die Sau in
Produktion befindet.

Viele Faktoren konnen zu verminderter Milchleistung fuhren. Eine in diesem Zusammenhang in
jedem Lehrbuch beschriebene Erkrankung ist der Mastitis-Metritis-Agalaktie-Komplex (MMA),
eine fieberhafte Erkrankung der Sauen, die mit einem nahezu volligen Sistieren der
Milchproduktion einhergeht. Sehr viel hdufiger ist aber das peripartale Hypogalaktie-Syndrom der
Sau (PHS), das mehr oder weniger subklinisch zu einer Unterversorgung der Ferkel mit Milch fuhrt
(Iben 2000) (siene Abb 1). Das gleiche Phdnomen wird von Reiner et al. (2009) als postpartales
Dysgalaktiesyndrom der Sau beschrieben, zahlreiche andere Bezeichnungen werden verwendet.

Als Grinde werden viefaltige physische und psychische Belastungsfaktoren angefihrt, die
letztendlich eine verminderte Milchleistung zur Folge haben. Aussere Stressoren aller Art fiihren
uber Hypothalamus und Hypophyse zu einer erhéhten Kortisolproduktion und einer verminderten
Prolaktin- und Oxytocinausschittung. Foisnet et al. (2010) schliessen fir die von ihnen
beschriebenen niedrigproduktiven Sauen aufgrund der fehlenden Temperaturerh6hung einen
Zusammenhang mit dem MMA-Syndrom aus. Ob diese Sauen aber mdglicherweise dem PHS

zuzuordnen sind, bleibt offen.



Abb. 3: Pathogenese des PHS (Iben 2000)
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2.1.3.3.  Einflussfaktoren auf die Zusammensetzung des Kolostrums

Unterschiedlichste Einfllisse auf die Kolostrumzusammensetzung sind bekannt. Das Verfahren der
Muttertiervakzination zur Steigerung spezifischer Antikorperkonzentrationen im Kolostrum wird in
der Rinder- und Schweineproduktion in grossem Umfang angewandt. Ob eine unspezifische
Immunstimulation Einfluss auf die Immunglobulingehalte hat, ist umstritten. Krakowski et al.
(2002) beschreiben eine Steigerung der IgG-Konzentration im Ferkelblut durch unspezifische
Immunstimulation der Sauen. Kuhn et al. (2005) stellten einen signifikanten Anstieg der 1gG-
Konzentrationen nach Echinacea-Futterung fest; Lang (2004) konnte dagegen keinen Einfluss einer

Echinacea-Futterung an Sauen auf die IgG-Konzentrationen im Saugferkelblut feststellen.

Zuviel Futter in der Trachtigkeit beeinflusst die Bildung der Milchdrisen negativ. Eine starke
Reduktion von Fett in den letzten 14 Tagen der Trachtigkeit erhoht den Fettgehalt im Kolostrum,
hat aber offenbar einen negativen Einfluss auf Proteingehalt und IgG-Konzentration (Géransson et
al. 1990), ebenso wie eine Zufltterung von Fett, wobei die Art der zugefiitterten Fette die
Fettsdurezusammensetzung entscheidend beeinflusst (Farmer und Quesnel 2009). Der Zusatz von
Vitamin A, C und E scheint den IgG-Status von Ferkeln zu verbessern; aber offenbar nicht tber
eine erhdhte Aufnahme, sondern eher Uber eine effektivere Absorption durch die Ferkel (Rooke and
Bland 2002).

2.1.3.4. lgG-Konzentration im Kolostrum

In Hinblick auf die Ubertragung humoraler Immunitat von der Muttersau auf die Ferkel kann die
Kolostrumqualitat durch die Héhe der IgG-Konzentration definiert werden (Milon et al. 1983).
Diese steht nicht in Zusammenhang mit der gebildeten Menge an Kolostrum (Foisnet et al. 2010).
Die 1gG-Konzentrationen im Kolostrum verschiedener Sauen weisen grosse individuelle
Unterschiede auf (Klobasa und Butler 1987, Bland et al. 2003, LeDividich et al. 2004). Die

Angaben zu den durchschnittlichen Maximalkonzentrationen schwanken zwischen 48,25 mg/ml
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(Frenyo et al. 1980/81), tiber 58 mg/ml (Bland et al. 1999) und 74,2 mg/ml (Foisnet et al. 2010) bis
zu 85 mg/ml (Milon et al. 1983).

Die Konzentration an IgG im Kolostrum sinkt nach Geburtsbeginn sehr schnell ab (Klobasa et al.
1991, Devillers et al. 2007). Bereits nach den ersten Saugakten erfolgt ein dramatischer Abfall in
der lIg-Konzentration des Kolostrums, vier bis sechs Stunden nach Geburtsbeginn um 50% (Kruse
1983). 24 Stunden p.p. ist nur noch etwa 1/3 der Anfangskonzentration messbar (Curtis and Bourne
1970). Der Verlauf der IgG-Konzentration ist korreliert zur Anzahl der Saugakte und zur
Gewichtszunahme des Wurfes innerhalb der ersten Lebensstunden (DePassille et al. 1988). Wenn
kein Saugakt erfolgt, verzogert sich der Abfall der Gesamtproteinkonzentration in der Sauenmilch
(Bourne 1969, Hendrix et al. 1978). Alter und Wurfzahl der Sauen haben ebenfalls einen Einfluss:
Altere Sauen haben tendenziell hohere Konzentrationen an Immunglobulinen im Kolostrum, wobei
der Effekt bezuglich IgM und IgG erst nach dem 4. Wurf deutlich wurde (Klobasa und Butler
1987). Der Einfluss einer Geburtseinleitung scheint gering zu sein: Das Kolostrum der eingeleiteten
Sauen unterschied sich hinsichtlich der 1gG-Konzentration nicht von dem natiirlich abgeferkelter
Sauen (Milon et al. 1983). Devillers et al. (2007) stellten eine signifikante Minderproduktion bei
eingeleiteten Sauen fest, schrénkten das aber insofern ein, als Sauen erst ab dem 114.
Trachtigkeitstag eingeleitet wurden und Tréachtigkeitsdauer und Geburtseinleitung nicht klar

getrennt voneinander betrachtet werden konnten.

Mehrfach untersucht wurde der Einfluss von Stress auf die 1gG-Konzentrationen im Kolostrum
bzw. im Blut der Ferkel. Pranataler Stress fuhrt tber die ACTH-Achse zu h6heren Kortisolspiegeln
im Blut der Sau und resultiert in signifikant niedrigeren 1gG-Konzentrationen im Kolostrum und im
Serum der Saugferkel (Machado -Neto et al. 1987, Tuchscherer et al. 2002).

2.1.3.5. Verfiigbarkeit von Kolostrum

Neben der Menge und Qualitat des Kolostrums spielt auch die Verfugbarkeit eine Rolle: In den
ersten 3 Stunden nach Geburtsbeginn ist Kolostrum fur alle Ferkel standig verfuigbar, gelegentlich
kann auch schon vor Austreibungsbeginn ein Abtropfen von Kolostrum beobachtet werden. Eine zu

frihe oder zu hoch dosierte Verabreichung von Depot-Oxytocin-Praparaten, wie sie fir
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Geburtssynchronisationen durchgefiihrt wird, kann zu Verlust von Kolostrum durch Abtropfen
fuhren (Prange 2004). Spater - ab etwa 12 Stunden nach Geburtsbeginn - sind die S&dugephasen
synchronisiert (Fraser und Rushen 1992). Der Ubergang zwischen kontinuierlicher und zyklischer
Saugung erfolgt recht abrupt, und wird auf das Ausbleiben der Oxytocin-Ausschittung wahrend der
Geburt zurlickgefiihrt (Lewis und Hurnik 1985). Die Abstande zwischen den zyklischen
Séugeperioden sind zunéchst noch krzer, spéter erfolgt etwa alle 40 — 60 min ein Milcheinschuss;
der folgende Saugakt dauert dann etwa 1 Minute (Fraser and Rushen 1991).

2.1.3.6. Aufgenommene Menge an Kolostrum

Die individuell aufgenommene Menge an Kolostrum pro Ferkel kann absolut oder relativ zum
Geburtsgewicht betrachtet werden. Der Einfluss des Geburtsgewichtes auf die aufgenommene
Kolostrummenge kann bei relativer Betrachtung besser berlcksichtigt werden. Absolut betrachtet
fuhrt ein um 100 g héheres Geburtsgewicht zu 18 g mehr aufgenommenem Kolostrum (Le Dividich
et al. 2004).

Die Menge an Kolostrum, die ein normal saugendes Ferkel im Laufe des ersten Lebenstages
aufnimmt, wird in der Literatur in einer Gréssenordnung um 300 g/kg angegeben (Le Dividich and
Noblet 1981, Milon et al. 1983, Bland et al. 2003, Farmer and Quesnel 2008), eine realistische
Empfehlung sind 280g/kg am ersten Lebenstag (Le Dividich et al. 1994). Bei ad libitum
Flaschenfutterung wurden bis zu 450 g/kg gemessen (Farmer und Quesnel 2008), den gleichen Wert
findet man auch bei Devillers et al. (2007) als Maximalwert fir normal saugende Ferkel. Um diese
Werte angemessen beurteilen und vergleichen zu konnen, missen die angewandten
Schéatzmethoden berticksichtigt werden (Devillers et al. 2004). Als Mindestmass zum Erreichen
eines Gesamtproteingehaltes, der ein Uberleben ermdéglicht, geben Coalson and Lecce (1973) 40-60
g/Ferkel an. Svendsen et al. (2005) erreichen bei Ferkeln, die 4 mal je 30 ml Kolostrum/kg erhalten

haben, Plasma-1gG-Spiegel, die mit denen nattrlich aufgezogener Ferkel vergleichbar sind.

Die Wurfgrosse hat keinen unmittelbaren Einfluss auf die aufgenommene Kolostrummenge
(Klobasa et al. 1987, De Passille et al. 1988, Devillers et al. 2004). Allerdings ist anzunehmen, dass

in den &lteren Arbeiten nur geringere Wurfgréssen betrachtet wurden. Bei Wirfen tUber 12 Ferkel
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sinkt aber die verfiigbare Kolostrummenge fiir jedes zusatzlich geborene Ferkel (Devillers et al.
2007).

Die aufgenommene Menge an Kolostrum hangt auch von anderen ferkelbezogenen Faktoren ab;
zusammengefasst kann von Vitalitat gesprochen werden. Indikator fur die Vitalitat ist die Zeit, die
ein Ferkel von der Geburt bis zum ersten Saugakt bendtigt (Foisnet et al. 2010). Sie umfasst die
Féahigkeit, schnell aufzustehen, aktiv und erfolgreich nach dem Gesduge zu suchen, sich gegen
konkurrierende Wurfgeschwister durchzusetzen und eine grosse Kolostrummenge aufzunehmen
(Edwards 2002). Die Vitalitat ist eng vergesellschaftet mit neonataler Asphyxie (Herpin et al. 1996)
und steht damit auch wieder in Zusammenhang mit dem Geburtsverlauf bzw. der
Geburtsreihenfolge. Daruberhinaus bestent auch ein Zusammenhang der Vitalitdt zum
Geburtsgewicht. Schwerere Ferkel konnen sich gegeniber leichteren besser durchsetzen und
gewinnen mehr Kdmpfe um Zitzen, sie erobern damit auch die besseren Zitzen (DePassille et al.
1988, Klobasa et al. 2004).

Spétgeborene Ferkel haben einen Nachteil gegenlber den Friihgeborenen. Eine Geburt dauert
physiologischerweise um die 3 — 4, Stunden, kann sich aber auch deutlich langer hinziehen. VVon
verzogerten Geburten wird ab etwa 8 Stunden gesprochen (Prange 2004). Ein um 8 oder 12 Stunden
verspateter Euterzugang reduziert die Menge an aufgenommenem Kolostrum (Bland et al. 2003).
Die letztgeborenen Ferkel bekommen aber nicht nur eine geringere Menge an Kolostrum (Klobasa
et al. 1981), sondern auch Kolostrum mit niedrigerer Immunglobulinkonzentration (Klobasa et al.
1981, Bland et al. 2003, Klobasa et al. 2004).

Vor dem physiologischen Geburtstermin eingeleitete Friihgeburten haben am ersten Tag eine
geringere Kolostrumaufnahme als normalgeborene Ferkel (Milon et al. 1983). Auch Kaltestress

beeintrachtigt die Kolostrumaufnahme negativ (Le Dividich et al. 1981).
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2.1.3.7. Absorption von Immunglobulinen und Schluss der Darmschranke

Bei der Betrachtung der aufgenommenen Kolostrummenge muss berlcksichtigt werden, dass sie
nicht mit der Menge an aufgenommenen Immunglobulinen gleichzusetzen ist. Milon et al. (1983)
nennen die Menge an aufgenommenem Kolostrum und dessen IgG-Konzentration als die
wichtigsten Einflussfaktoren auf die 1gG-Konzentration im Ferkelblut. Sie stellen aber fest, dass
diese Faktoren einen nur unwesentlichen Einfluss auf die im Alter von 4, 12 oder 42 Tagen
erhobenen Werte haben.

Die Aufnahme von Immunglobulinmolekilen aus dem Darm in das Blut ist auf die erste Zeit nach
der Geburt beschrankt. Sie erfolgt durch Pinozytose (Straw 2006) und ist nicht isotypspezifisch
(Bourne et al. 1978, Klobasa et al. 1981), wenngleich eine gewisse Selektivitat hinsichtlich 1gG zu
beobachten ist (Rooke and Bland 2002). Von essentieller Bedeutung sind bei der
Kolostrumaufnahme besonders die ersten Saugakte (Coalson and Lecce 1973, Prange 2004). Bei
einer Halbwertszeit, die fur die 1gG-Konzentration im Kolostrum bei etwa 3 Stunden liegt, wird
klar, dass die ersten Saugakte die grosste Bedeutung haben (Straw 2006). Etwa 60-70% der
Gesamtmenge an IgG werden innerhalb der ersten 12 Lebensstunden aufgenommen (Milon et al
1983, Fraser und Rushen 1992). Daraus folgt, dass die absolute Menge an aufgenommenen
Immunglobulinen praktisch stindlich sinkt und der genaue Zeitpunkt, wann wirklich keine Ig-
Molekule aufgenommen werden kdnnen, von nachrangiger Bedeutung ist. Die Angaben zu diesem
»Schluss der Darmschranke® schwanken in der Literatur zwischen 12 und 48 h (Klobasa et al. 1991,
De Passille et al. 1988, Nielsen et al. 2004, Rooke et al. 2003, Farmer et al. 2006, Straw 2006).

Welche Mechanismen genau zum Schluss der Darmschranke fuhren, ist nicht umfassend geklart
(Rooke et al. 2003). Der Zeitpunkt ist abhangig vom Alter des Ferkels und der Nahrungsaufnahme,
wobei die ersten Saugakte und die Art der Nahrung eine grosse Rolle spielen (Broughton and Lecce
1970, Werhahn et al. 1981). Wenn ein Ferkel sofort nach der Geburt Kolostrum erhélt, besteht 24
Stunden spéter keine Absorptionsfahigkeit fir Immunglobulinmolekiile mehr. Wenn es hungern
muss, ist eine Aufnahme von Immunglobulinen dagegen auch nach 24 Stunden noch mdglich
(Werhahn et al. 1981). Lecce und Morgan (1962) berichten von bis zu 86-stundiger

Absorptionsfahigkeit von grossen Polyvinylpyrrolindon-Molekilen bei gefasteten Ferkeln.
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Ob es fur den Schluss der Darmschranke von Bedeutung ist, dass das Futter Immunglobuline
enthalt, ist umstritten (Werhahn et al. 1981, Klobasa et al. 1981). Sicher scheint, dass die Aufnahme
von Lactose den Schluss der Darmschranke fordert (Werhahn et al. 1981). Eine Aufnahme von 300
ml Milch, Kolostrum oder Zuckerldsung flihrte zum Ende der 1g-Absorption (Broughton und Lecce
1970).

Obwohl die Aufnahme von Immunglobulinen nicht isotypspezifisch verlauft (Bourne et al. 1978,
Bland et al. 1999), scheint es doch Unterschiede in der Absorption von homologen und heterologen
Immunglobulinen zu geben. Bei Ferkeln, die homologes Kolostrum aufgenommen haben, wurden
Maximalwerte im Blutserum schneller erreicht als bei Ferkeln, die heterologes (Rinder-)Kolostrum
aufgenommen hatten (Klobasa et al. 1991). Der Schluss der Darmschranke erfolgte bei Ferkeln, die
heterologes Kolostrum oder Milchaustauscher erhielten, schneller als bei Ferkeln, die
Schweinekolostrum bekamen (Jensen et al. 2001). Zumindest fiir Ratten ist ferner nachgewiesen,
dass hohe Glucocorticoidspiegel die Permeabilitit des Neugeborenendarmes fiir Antikdérper negativ
beeinflussen (Morris und Morris 1976). Ferkel von Sauen, die unter Hitzestress standen, hatten
hohere Cortisolspiegel, die sie auch an ihre Ferkel weitergaben. Diese nahmen weniger IgG auf, das
dann aber auch langsamer abgebaut wurde, sodass sich im Verlauf der ersten drei Lebenswochen
die 1gG-Konzentrationen an diejenigen der Kontrollferkel anglichen (Machado-Neto et al. 1987).
Diese Beobachtungen decken sich mit denen von Milon et al. (1983), die feststellten, dass Kleinere
und schwachere Ferkel, die zundchst weniger Kolostrum aufnehmen, einen grésseren Anteil der

aufgenommenen Immunglobuline speichern kénnen.

Wahrend Werhahn et al. (1981) eine direkte Proportionalitdt zwischen aufgenommener und
absorbierter Menge an 1gG feststellten, kommen andere Autoren zu unterschiedlichen Ergebnissen.
Klobasa et al. (1991) weisen darauf hin, dass der Zeitpunkt des Erreichens der
Maximalkonzentrationen von 1gG im Blut grosse individuelle Unterschiede aufweist, und vermuten
unterschiedliche Absorptionsfahigkeiten bereits kurz nach der Geburt. Svendsen et al. (1990) stellen
fest, dass Spreizer und Ferkel mit einem niedrigen Geburtsgewicht von unter 1 kg ein grosseres
Absorptionsvermoégen fir Makromolekule haben als gesunde und schwerere Ferkel. Bland et al.
(2003) bestétigen, dass zwischen Ferkeln offenbar individuelle Unterschiede in der F&higkeit
bestehen, Immunglobulinmolekile aus dem Darm ins Blut zu Uberfuhren. Fir das Rind kommen

Bender et al. (2009) zu einem ahnlichen Schluss.
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2.1.3.8. lg-Konzentrationen im Blut von Ferkeln

Erste 1gG-Konzentrationen konnten im Plasma bereits 4 Stunden nach dem ersten Saugakt
nachgewiesen werden (Bland et al. 2003). Maximale Serumkonzentrationen erreichen alle drei Ig-
Klassen etwa 12 Stunden nach der Geburt (Klobasa et al. 1981), andere Autoren sehen das
Maximum etwas spater mit 24 Stunden (Yabicki et al. 1974, Frenyo et al. 1980/81,). IgG steigt
dabei wahrend der ersten 8 Stunden an und bleibt in den folgenden 16 Stunden konstant (Bland et
al. 2003). Die Konzentrationen von IgG und A fallen dann bereits am 2. Lebenstag wieder sehr steil
ab. Der weitere Abfall geschieht in etwa linear: bei IgM zwischen 12 h und 9 Tagen, bei IgA
zwischen 2 und 18 Tagen und bei IgG zwischen 2 und 28 Tagen. (Curtis and Bourne 1971). Der
schnelle Abfall am ersten Tag ist auf die Verteilung absorbierter Immunglobulinmolekiile zwischen
extra- und intravasalem Raum zurlickzufiihren, spéter vor allem durch eine Verdinnung der
Konzentrationen infolge Zunahme des Blutvolumens (Brambell 1969, Curtis and Bourne 1970,
Frenyo et al. 1980/81). Die niedrigsten Konzentrationen werden in der Literatur grob
ubereinstimmend angegeben: fur IgA etwa mit 3 Wochen, fir IgM mit 2 Wochen und fir IgG mit 4
bis 6 Wochen (Curtis und Bourne 1971, Frenyo et al. 1980/81, Klobasa et al. 1981). Diese Angaben
zum Zeitpunkt maximaler und minimaler Immunglobulinkonzentrationen im Blut von Ferkeln sind

Durchschnittswerte.

Wie bereits ausgefihrt ist die Konzentration von IgG im Kolostrum einzelner Sauen ebenso
unterschiedlich wie die durch ein Ferkel aufgenommene Menge an Kolostrum und die absorbierte
Menge an IgG. Direkte Zusammenhange zwischen der aufgenommenen Menge an IgG und den
IgG-Konzentrationen im Blut bestehen bei natiirlich saugenden Ferkeln nicht (Bland et al. 2003),
ebensowenig wie zwischen den 1gG-Konzentrationen im Kolostrum und den IgG-Konzentrationen
im Blut (Frenyo et al. 1981/82, Klobasa et al. 1981). Die in den ersten drei Stunden post partum
feststellbaren hohen Variabilitaten der IgG-Konzentrationen gleichen sich im Folgenden an (Frenyo
et al. 1980/81). Unabhédngig von den absorbierten IgG-Mengen unterscheiden sich die IgG-
Konzentrationen im Blut von Ferkeln innerhalb eines Wurfes ebenso wie zwischen verschiedenen
Warfen spéter nur in geringem Masse, was den Schluss zulésst, das das Ferkel den Plasma-l1gG-
Spiegel in gewissen Grenzen unabhé&ngig vom aufgenommenen 1gG regulieren kann (Bland et al.
1999).
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Ob die Verabreichungsdauer von Kolostrum einen Einfluss auf die 1gG-Konzentrationen im Blut
hat, ist umstritten. Werhahn et al. (1981) konnten keine Unterschiede in den Maximalwerten der
Serum-lgG-Konzentrationen finden zwischen Ferkeln die 12 Stunden ununterbrochenen
Kolostrumzugang hatten gegentiber Ferkeln, die nur wenige Stunden Zugang hatten. Nach
Erreichen eines Hochstwertes steigen die 1gG-Konzentrationen im Ferkelblut nicht mehr an, auch
wenn noch viel mehr Kolostrum aufgenommen wird (De Passille et al. 1988, Farmer und Quesnel
2009). Waihrend Klobasa et al. (1991) nach mehr als 12-stindiger Kolostrumfitterung keinen
signifikanten Einfluss mehr nachweisen konnten, berichten Varley et al. (1987) von einer Erhéhung
der 1gG-Konzentrationen nach mehrtagig verlangerter Verabreichung von Kolostrum. Coalson and
Lecce (1973) stellten fest, dass Ferkel, die nur 1 Stunde Zugang zu Kolostrum hatten, die

uberlebensnotwendige Menge an Immunglobulinen aufnehmen konnten.

Wenn kein Saugakt erfolgt, bleibt auch der steile Abfall der Gesamtproteinkonzentration in der
Sauenmilch aus. Hendrix et al. (1978) stellten aber fest, dass die Konzentration an
Immunglobulinen im Ferkelserum davon nicht beeinflusst wurde. Auch aus niedriger
konzentriertem Kolostrum konnten die Ferkel ausreichend Immunglobuline resorbieren. Diese
Erkenntnis konnten Bland et al. (1999) bestétigen: unterschiedliche 1gG-Konzentrationen im
Kolostrum resultierten nicht in signifikanten Unterschieden in der Plasma-lgG-Konzentration bei

den Ferkeln.

2.1.3.9. Zusammenhdange zwischen Geburtsgewicht, Geburtsreihenfolge, Geschlecht,
Zitzenposition und IgG-Konzentration im Ferkelblut

Die Einflusse von Wurfgrosse, Geburtsgewichten, Geburtsreihenfolge, Geschlecht oder
Zitzenposition auf die 1gG-Konzentrationen im Ferkelblut werden von verschiedenen Autoren
unterschiedlich  beurteilt. Zusammenhénge zwischen Geburtsreihenfolge, Vitalitdt und
Geburtsgewicht kénnen bereits vor der Aufnahme von Immunglobulinen bestehen (Scheel et al.
1977). Dass eine hohe, negative Korrelation zwischen Geburtsgewichten und Uberlebensrate

besteht, ist unumstritten (Prange 2004).
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Zu moglichen Zusammenhéngen zwischen Geburtsgewichten und 1gG-Konzentrationen gibt es
unterschiedliche Erkenntnisse. Varley et al. (1987), De Passille et al. (1988), Nielsen et al. (2004)
und Galea et al. (2004) konnten keine Korrelationen ermitteln. Hendrix et al. (1978) fanden einen
niedrigen, aber signifikanten Zusammenhang zwischen Geburtsgewicht und IgG-Konzentration,
stellten aber fest, dass nur ein geringer Anteil der unterschiedlichen 1gG-Konzentrationen auf die
Geburtsgewichte zurlickzufiihren waren. Klobasa et al. (2004) finden grossere Unterschiede in den
IgG-Konzentrationen besonders bei den leichtesten und schwersten Ferkeln im Vergleich zum
Mittelfeld. Auch andere Autoren (Coalson and Lecce 1973, Scheel et al. 1977) fiihren das darauf
zuruck, dass sich starkere Ferkel auch besser durchsetzen konnen. Méannliche Ferkel haben
tendenziell etwas hohere Geburtsgewichte, so dass sie auf diesem Weg einen leichten Vorteil vor
weiblichen Wurfgeschwistern haben (Scheel et al. 1977); diese Beobachtung konnte von Nielsen et
al. (2004) aber nicht bestatigt werden.

Interessant ist in diesem Zusammenhang die Betrachtung wurfweiser Durchschnittswerte. Es gibt
keine Korrelation zwischen dem durchschnittlichen Geburtsgewicht oder der Wurfgrésse zur
durchschnittlichen 1gG-Konzentration. Wiirfe mit grosserer Variabilitat der Geburtsgewichte hatten
gegentber homogeneren Wiurfen auch keine grossere Variabilitdt hinsichtlich der 1gG-
Konzentrationen (DePassille et al. 1988).

Wahrend Geburtsgewicht und Geburtsreihenfolge nicht zwangslaufig korreliert sind (Scheel et al.
1977), kommen spater geborene Ferkel auch spéter ans Gesduge und erhalten Kolostrum mit
niedrigeren 1gG-Konzentrationen. Im Vergleich zu lhren Wurfgeschwistern haben die
spatgeborenen Ferkel niedrigere Serum-IgG-Konzentrationen (Klobasa et al. 1981, Klobasa et al.
2004, Frenyo et al. 1981). Le Dividich et al. (2004) ermittelten hochsignifikante Unterschiede in
den 1gG-Konzentrationen von 48 Std alten Ferkeln: die Erstgeborenen lagen um 51% Uber den

Letztgeborenen. DePassille et al. (1988) erkennen einen Einfluss erst nach dem 8. Ferkel.

Im Verlauf der Sdugephase bildet sich innerhalb eines Wurfes eine festgelegte Sdugeordnung, jedes
Ferkel hat ,,seine” Zitze. Diese Ordnung entsteht erst innerhalb der ersten Tage. Die vorderen Zitzen
haben eine hohere Attraktivitat, uber die Griinde daftr finden sich unterschiedliche Angaben: Die
vorderen Zitzen produzieren mehr Kolostrum (Fraser et al. 1984), wodurch Ferkel an den hinteren
Zitzen tendenziell etwas weniger Kolostrum aufnehmen konnen (Fraser und Rushen 1991) und

Kolostrum aus den vorderen Zitzen enthalt hdhere 1gG-Konzentrationen (Bland and Rooke 1998).
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Scheel et al. (1977) konnten eine signifikante Korrelation zwischen Zitzenposition und
Geburtsgewicht feststellen. Stérkere i.e. schwerere Ferkel setzten sich bei K&mpfen um die besten

Zitzen durch und waren entsprechend erfolgreicher.

Am ersten Lebenstag besaugt ein Ferkel noch verschiedene Zitzen. Die Anzahl besaugter Zitzen hat
einen Einfluss auf die 1gG-Konzentration im Blut: Wenn mehr als 5 verschiedene Zitzen besaugt
wurden, war die 1gG-Konzentration hoher als wenn weniger Zitzen besaugt wurden (DePassille et
al. 1988). Bland et al. (2003) beobachteten auch, dass Ferkel, die eine Zeitlang am S&ugen gehindert
wurden, mehrere Zitzen besaugen. Die Autoren nehmen an, dass dieses Verhalten entscheidend
dazu beitragt, den Riickstand gegentber den Wurfgeschwistern erfolgreich aufholen zu kénnen.

Die Uberlebensfahigkeit eines Ferkels kann am umfassendsten durch die Beurteilung seiner
Vitalitat eingeschatzt werden (Foisnet et al. 2009). Bei vitaleren Ferkeln sind hohere 1gG-
Konzentrationen zu erwarten. Schwerere Ferkel nehmen zwar grundsétzlich mehr Kolostrum auf,
die aufgenommenen Immunglobuline verteilen sich aber in einem grésseren VVolumen. Die gréssere

Menge schlagt sich folglich nicht unbedingt in einer héheren 1g-Konzentration im Blut nieder.

2.1.3.10. Eigensynthese von Immunglobulinen

Ein Anstieg der Konzentrationen von IgG im Blut beginnt nach naturlicher Aufnahme von
Kolostrum etwa nach finf Wochen post partum, von IgM nach etwa zwei Wochen und IgA nach
etwa drei Wochen. Die Phase minimaler Immunglobulinkonzentrationen wird als ,,immunologische
Licke” beschrieben (Lang 2004). Der Anstieg der Immunglobulinkonzentrationen ist jedoch nicht
gleichzusetzen mit dem Beginn der Eigensynthese, die zun&chst in sehr geringen Mengen erfolgt.
IgG hat eine Halbwertszeit von etwa 10-14 Tagen, die Eigensynthese beginnt etwa vom 6.-10. Tag
an (Klobasa et al. 1990, Butler et al. 2009, Rooke and Bland 2002). Fir IgA werden
Halbwertszeiten von 2-3 Tagen und fur IgM von 3-4,5 Tagen angegeben (Butler et al. 2009). Erst
mit etwa 10 Wochen sind die Ig-Konzentrationen adulter Tiere erreicht.

Bezuglich des Einflusses der lIg-Aufnahme auf die spatere Eigensynthese schreibt Wilson (1974),

dass die eigene Antikdrperproduktion unterdriickt wird, wenn das Ferkel homologe Antikdrper Uber



23

das Kolostrum erhalten hat. Klobasa et al. (1981) stellten fest, dass die im Alter von 56 Tagen
gemessenen Immunglobulinkonzentrationen umgekehrt proportional zur aufgenommenen Menge an
IgG war. Ferkel, die wahrend des ersten Lebenstages kein oder nur wenig Immunglobuline
aufgenommen haben, begannen friher mit der Eigensynthese. Die Unterdriickung der
Eigensynthese von 1gG und IgA durch die Aufnahme von Kolostrum konnte bei tiefgefrorenem
Kolostrum aber nicht beobachtet werden. Allein durch die Aufnahme von IgG kann diese
Unterdriickung folglich nicht zustande kommen (Klobasa et al. 1990). Zu einem anderen Schluss
kamen Rooke und Bland (2002): Sie zeigten, dass die IgG-Eigensynthese des Ferkels positiv zur
aufgenommenen 1gG-Menge korreliert ist.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Menge an Kolostrum und die Konzentration an IgG im
Kolostrum innerhalb bestimmter Grenzen keinen signifikanten Einfluss auf die 1gG-Konzentration
im Ferkelblut haben. Ein individuell unterschiedliches Absorptions- oder Speicherungsvermdgen
kann Schwankungen bis zu einem gewissen Grad ausgleichen. Allerdings kdnnen bei sehr geringen
Mengen oder sehr niedrigen Konzentrationen Mangelsituationen entstehen, die dann in einer echten

Unterversorgung an Immunglobulinen resultieren (Rooke und Bland 2002).
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2.2.  Uberpriifung der Kolostrumversorgung

2.2.1. Bedeutung

Die Uberpriifung der Kolostrumversorgung in einem schweineproduzierenden Betrieb kann dabei
helfen, Méngel beim Sauen- oder Saugferkelmanagement zu identifizieren und letztendlich die
Saugferkelverluste zu senken. Wenn Anderungen implementiert wurden, kann deren Effektivitat
Uberprift werden. Wie unter 2.1. ausgefiihrt, sind die Einflussfaktoren auf Kolostrumproduktion
und —aufnahme sehr vielféltig. Ob es sich um die Optimierung von Impfmassnahmen oder die
Zusammenstellung von Futterrationen handelt, eine Uberpriifung der kolostralen Versorgung kann
in vielen Féllen sinnvoll sein. Die Messung des IgG Gehaltes im Ferkelblut hat gegeniber der
weniger aufwandigen Messung direkt im Kolostrum den Vorteil, dass Klarheit dariiber entsteht,

wieviel 1gG tatsachlich im Ferkel angekommen ist.

Maximalkonzentrationen von IgG im Ferkelblut werden im Verlauf des ersten Lebenstages
gemessen, danach erfolgt ein Abfall. Bei einer beginnenden Eigensynthese ab der zweiten
Lebenswoche und einer Plasmahalbwertszeit von etwa 10 bis 14 Tagen ist wahrend der ersten 2 bis
7 Lebenstage nicht mit einer wesentlichen Anderung der Plasma-1gG-Werte zu rechnen. In diesem
Altersbereich erhobene Werte reprasentieren demzufolge die Kolostrumaufnahme vor Schluss der
Darmschranke (Rooke et al. 2003).

Kolostrale  Immunglobuline allein  sorgen aber noch nicht flr eine niedrigere
Saugferkelsterblichkeit. Varley et al. (1987) stellten fest, dass Ferkel, die bis zu 24 Stunden saugen
durften, eine signifikant hohere Mortalitatsrate hatten als Ferkel mit 6-wochiger S&dugezeit. Auch
wenn nach 24 Stunden kaum mehr kolostrales IgG aufgenommen werden konnte, waren die derart
frih abgesetzten Ferkel weitaus empfanglicher fur Infektionskrankheiten. Die IgG-Konzentrationen
im Blut erlauben eine Einschéatzung des generellen Immunstatus eines Tieres, aber keine Aussage

zum Grad der Protektion vor bestimmten Pathogenen (Machado-Neto et al. 1987).
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2.2.2. Nachweismethoden

Porter (1969) beschreibt, wie er die 1gG-, IgA- und IgM—-Fraktionen aus der grossen Gruppe der
Gammaglobuline isoliert, charakterisiert und quantifiziert. Die Immunoglobulin-lsolate wurden an
Kaninchen verimpft, um Antiseren zu gewinnen. Als solche polyklonalen Antiseren zur Verfligung
standen, wurde die ,,single radial immunodiffusion* beschrieben, um Immunglobuline quantitativ
zu erfassen (Butler et al. 2009). 1985 sind Varley et al. unter den Ersten, die einen Enzyme-linked
immunosorbent Assay (ELISA) zum Immunglobulinnachweis einsetzen, seitdem werden
unterschiedliche ELISA-Systeme genutzt. Sie sind heute wegen ihrer unkomplizierten Handhabung
weit verbreitet und kommerziell verfligbar. Foisnet et al. (2010) nutzt mit dem Bethyl-ELISA den
auch in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Testkit, der in Deutschland Uber NatuTec vertrieben
wurde und heute bei der Biomol Feinchemikalien GmbH in Hamburg erhaltlich ist.

2.2.2.1. Single Radial Immunodiffusion

Bei dieser Methode handelt es sich um eine immunochemische Prazipitationsreaktion. Der isolierte
Antikdrper wird in einer definierten Konzentration in ein Agar-Gel eingegossen. Eine unbekannte
Menge Antigen wird in eine Vertiefung gegeben von wo aus es in das Gel diffundiert und mit dem
Antikorper reagiert. Da die Diffusion ringférmig um das Antigen herum erfolgt, wird sie als
»radial“ bezeichnet und steht im Gegensatz zur linearen Ausbreitung, wo die Diffusion nur in eine
Richtung erfolgen kann. Die vom entstandenen Ring umschlossene Flache ist proportional zur
Menge des Antigens in der Vertiefung. An einer zuvor mit bekannten Antigenkonzentrationen
erstellten Standardgeraden/-kurve kann die Konzentration der unbekannten Antigenprobe abgelesen
werden (nach Tizard 2009).

Die Methode der radialen Immunodiffusion wurde in vielen Studien verwendet (siehe auch Tab. 6)
und ist nach wie vor in Gebrauch. Klobasa et al. (2004) erwahnen eine Wiederholbarkeit von >95%.
Fur Ihre Untersuchungsmethode geben Fahey und McKelvey (1965) eine potentielle

Abweichungsquote von +/- 10% an. Bei niedrigen 1gG-Konzentrationen l&sst die Genauigkeit aber



26

nach (Varley et al. 1985). In Europa wurde eher der Methode nach Mancini der VVorzug gegeben, in
Amerika derjenigen nach Fahey and Mc Kelvey (Berne 1974). Der wesentliche Unterschied besteht
in der Auswertung der erzielten Ergebnisse: Der Logarithmus der Antigen-Konzentration ist linear
zum Durchmesser des Prazipitatringes (Fahey und McKelvey 1965), bzw. zur Flache die vom Ring
umschlossen wird (Mancini et al. 1965). Potentielle Fehlerquellen sind eine ungleichmassige
Ausbreitung oder sehr niedrige Antigenkonzentrationen (Schumacher et al. 1968, Berne 1974,
Varley et al. 1985). Fir die Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ist es von
entscheidender Bedeutung, dass die Prézipitatringe bzw. —flachen exakt zum selben Zeitpunkt
ausgemessen werden, da sich die Reaktion mit fortschreitender Zeit weiter ausbreitet (Schumacher
et al. 1968).

2.2.2.2. ELISA-Systeme

Enzyme-linked  immunosorbent  assays (ELISAs) sind zu den  enzymatischen

Immunadsorptionsverfahren zu zdhlen. Sie werden h&ufig eingesetzt um Proteine und Viren, aber

auch Toxine oder Hormone nachzuweisen und evtl. auch zu quantifizieren. Beim direkten ELISA
wird ein Antikorper in den Vertiefungen einer Mikrotiterplatte fixiert, der gegen das zu suchende
Protein gerichtet ist. Das Protein bindet an diesen Antikérper und kann im zweiten Schritt mit
einem weiteren enzymmarkierten Antikérper nachgewiesen werden. Die Markierung sorgt fur einen

Farbumschlag, dessen Intensitat proportional zur Konzentration des gebundenen Antikdrpers ist.

Beim indirekten ELISA ist ein bestimmtes Antigen auf einer Mikrotiterplatte fixiert. Bei Zugabe

einer Testlosung, die den entsprechenden Antikorper enthdlt, bindet dieser Antikérper an das
Antigen. Ungebundenes Antigen wird durch Waschen entfernt. Die gebundenen Antikorper werden
durch Zugabe eines markierten enzymgebundenen Sekund&rantikorpers (Konjugat) detektiert und
es entsteht ein photometrisch messbarer Farbumschlag, der ebenfalls proportional zur Menge des

Antikorpers ist.

Der Sandwich-Elisa ist eine Sonderform des indirekten ELISA, hier werden zwei Antikorper

verwendet, das zu messende Antigen ist wie in einem Sandwich zwischen zwei Antikorpern

gebunden. Eine Mikrotiterplatte wird mit einem spezifischen (capture-) Antikorper beschichtet,
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danach wird die Antigen-LOsung zugegeben. Nach dem ersten Waschen wird der Detektions-
Antikorper (Konjugat) aufgebracht, der wiederum an das gebundene Antigen bindet. Das Substrat,
das fur den Farbumschlag sorgt, wird erst nach erneutem Waschen hinzugeftigt. Beschichtung und
Konjugat binden an unterschiedliche Epitope des Antigens (nach Tizard 2009, Rolle und Mayr
2006).

In den Anhéngen 1 bis 3 sind die Protokolle der drei ELISAS MUC, NAT und CQC zu finden, die
in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden. Die wichtigsten Unterschiede sind in Tab. 1 in

Kapitel 3 dargestellt.

2.2.2.3. Mono- und polyklonale Anti-lgG-Antikorper

Monoklonale Antikorper (mAbs) binden nur an ein bestimmtes Epitop eines Antigens und bieten
folglich grundsatzlich eine hohere Spezifitat. Sie bieten sich damit fur die routinemassige
Differenzierung der IgG-Subklassen an. Van Zaane und Hulst (1987) beschrieben die Produktion
monoklonaler Antikdrper gegen 1gG und zwei Subtypen, obwohl den Autoren die Existenz weiterer
Subtypen bekannt war. Franek (1987) arbeitete mit monoklonalen Antikoérpern fuer die 1gG-
Subklassen und lobte die hohe Spezifitdt. Bisher sind aber weder poly- noch monoklonale
Antikdrper mit definierter Spezifitat fur samtliche unterschiedlichen 1gG-Subklassen verfligbar
(Butler et al. 2009).

2.2.2.4. Der Colostrum Quality Counter (CQC)

In allen Immunoassays besteht grundsétzlich die Gefahr, dass Interferenzen auftreten. Das zu
untersuchende Substrat kann spezifisch oder unspezifisch gebunden werden, was dazu fuhrt, dass
die Ergebnisse falsch negativ ausfallen oder die Konzentration in der Probe zu niedrig bestimmt
wird. Oder die Bindung kann durch andere Substanzen blockiert werden, sodass die Konzentration

unterschatzt wird. Nach Angaben des CQC-Herstellers Prionics wurden das Filterpapierverfahren
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und die mAbs gezielt ausgewdhlt, um Verluste von 1gG in der Probe durch unspezifische

Bindungsreaktionen zu vermeiden.

Beim CQC wird Vollblut auf eine Filterpapierkarte getropft. Deren Oberflache wurde zuvor mit
einer Substanz beschichtet, die das im Blut enthaltene IgG sofort binden soll, um Verluste zu
vermeiden. Solche Verluste kdnnen etwa durch heterophile Bindungen an Blutbestandteile, Fibrin
oder das Blutentnahmebesteck entstehen. Der Hersteller wirbt mit optimaler Freisetzung von IgG
und exakten Resultaten durch niedrige heterophile Bindungsreaktionen. Als Messbereich werden

0,1 bis 100 mg/ml IgG im Vollblut angegeben. (Prionics, interne Mitteilung).

In der Anleitung fir den CQC fir Tierhalter werden alle Schritte sorgféltig erklart. Mdgliche
Fehlerquellen durch unvollstandige Vorbereitung sollen auf diese Weise von vornherein
ausgeschaltet werden. Auf die Mdglichkeit, dass zu wenig Blut auf die Filterpapierkértchen gelangt,
wird hingewiesen: der Bluttropfen soll auch auf der Riickseite des Kartchens zu sehen sein. Nach
Ankunft der Proben im Labor wird dann gemdss dem ELISA-Protokoll (Anhang 3) vorgegangen.
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Untersuchungen zur postkolostralen Immun-
globulin-G-Versorgung neugeborener Saugferkel
mittels unterschiedlicher ELISA-Nachweissysteme
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Zusammenfassung

Gegenstand und Ziel: Uberpriift werden sollte die Anwenderfreund-
lichkeit, Praxistauglichkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse des Co-
lostrurn Quality Counter (CQC), einer neuen Untersuchungsmethode
fur die postkolostrale Immunglobulin-G-{lgG-)Versorgung beim Saug-
ferkel. Material und Methode: Blutproben von insgesamt 219 Saug-
ferkeln aus vier Betrieben wurden mit drei verschiedenen ELISA-Test-
systemen auf ihre IgG-Konzentrationen untersucht. Bei 30 Saugferkeln
wurden dariiber hinaus die lgG-Konzentrationen aus zentralvends und
peripher entnommenem Blut mit zwei Testsystemen bestimmt und ver-
glichen. Zum Einsatz kamen der Colostrum Quality Counter (CQC, Far-
mulaONE, NL-Best), der intemne IgG-ELISA des eigenen Lehrstuhls
(MUC) und ein kommerziell erhaltlicher IgG-ELISA (MAT, NatuTec,
Frankfurt/Main). Ergebnisse: Die Einzelwerte aller drei Tests wichen
deutlich voneinander ab, wobei MUC und NAT deutlich héhere Korre-
lationen zueinander aufwiesen als zum CQC. Die Messwerte des CQC
lagen insgesamt deutlich héher und wiesen eine wesentlich groBere
Streuung auf. Die aus zentralvendsem und peripherem Blut ermittelten
Messwerte differierten nicht signifikant. Klinische Relevanz: Der CQC
ermdglicht eine einfache Probennahme auch bei graBeren Strichpro-
benzahlen. Die Ergebnisse waren individuell sehr unterschiedlich mit
einigen ungewohnlich hohenWerten. MUC und NAT lieferten miteinan-
dervergleichbare Messresultate und die bestimmten IgG-Konzentratio-
nen zeigten eine deutliche Korrelation zueinander.
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Einleitung

Schweine haben eine epitheliochoriale Plazenta, weshalb Ferkel
weitgehend ohne maternale Antikérper geboren werden. Die Ver
sorgung der Neugeborenen mit Immunglobulinen erfolgt fast aus-
schlielich tiber das Kolostrum. Die Aufnahme von Kolostrum ist
damit fiir die Ferkel tiberlebenswichtig. Es liefert den Neonaten
spezifische Antikdrper von der Sau, deren Qualitit und Quantitit
von unterschiedlichen Faktoren abhingen (6, 7, 25).
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Summary

Objective of the study was to evaluate whether the Colostrum Quality
Counter (CQC), a new test method forimmunoglobulin G (IgG} levels in
newborm piglets, is easy to handle and provides comparable results to
established testing regimes. Material and methods: Blood samples
from 219 piglets from four different farms were tested for their lgG-
concentrations using three different ELISA tests. Furthermore, double
samples from 30 piglets were taken from both the anterior vena cava
and from the tail to determine whether the collection site affects the
results. The three tests used were the Colostrum Quality Counter (CQC;
FarmulaONE, NL-Best), the internal IgG-ELISA from our laboratory
(MUC) and a commercially-available IgG-ELISA {NAT; NatuTec, Frank-
furt/Main, Germany). Results: MUC and NAT showed a higher corre-
lation to each other than to the CQT when referring to the individual re-
sults per single piglet. The results from the CQC were higher and the
standard deviation was significantly greater. The sampling site had no
significant effect on the IgG concentrations measured. Clinical rele-
vance: The CQC is a straightforward and simple test, being very con-
venient for sampling a large number of piglets. CQC results were in-
homogeneous with some unusually high IgG-concentrations. MUC and
NAT provided comparable results to one another and the lgG-concen-
trations showed a good correlation.

I g on the i globulin G (lgG) levels in newborn piglets by use
of three different ELISA tests

Tierdrztl Prax 2012; 40 {G): 77-84
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Einer der wichtigsten Leistungsparameter in der Ferkelproduk
tion ist die Anzahl der verkauften Ferkel pro Sau und Jahr, die in
direkter Korrelation zur Anzahl der Saugferkelverluste steht (13).
Je hither die Leistungen eines schweineproduzierenden Betriebs
sind, umso wichtiger wird s folglich, die kostspieligen Saugferkel-
verluste zu minimieren. Die genetisch verankerte hohere Frucht-
barkeitsleistung moderner Sauen erbringt mehr lebend geborene
Ferkel, die aber nur als gesunde Absetzferkel verkauft werden und
so zum Betriebseinkommen beitragen kénnen.
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Einen wichtigen Beitrag kann eine optimierte Kolostrumver-
sorgung leisten. Verschiedene Studien weisen eine direkte Korre-
lation der Neugeborenensterblichkeit mit den Immunglobulin-
G-(IgG-)Konzentrationen im Plasma nach (13, 14, 29). Die Kolos-
trumaufnahme beeinflusst aber auch die weitere Lebensleistung,
beispielsweise in Form eines besseren Wachstums in der Aufzucht-
periode (22).

Eine anwenderfreundliche Diagnostik zur Uberpriifung der
Immunglobulinversorgung in der Herde gestaltet sich schwierig.
Die Messung der Immunglobulinkonzentration im Ferkelblut mit
den bisher verfiigharen Methoden setzt einen vendsen Zugang zur
Gewinnung von Serum voraus. Die Blutentnahme stellt grofien
Stress fiir die Tiere dar, der gerade beim Neugeborenen soweit wie
méglich reduziert werden sollte. Jeder Tierbesitzer wird folglich
die Anzahl der beprobten Ferkel so niedrig wie méglich halten wol-
len, was die statistische Aussagekraft der erhobenen Werte negativ
beeinflusst.

Die hollindische Firma FarmulaONE (NL-Best) hat mit dem
Colostrum Quality Counter (CQC) einen Test auf den Markt ge-
bracht, der auf einfache Weise eine Probennahme zur Bestimmung
der IgG-Konzentration im Blut von Ferkeln erméglicht. Dabei
wird das Kupieren des Ferkelschwanzes genutzt, um einige Tropfen
Blut zu gewinnen, die — auf ein spezielles Filterpapier aufgebracht
— zur Durchfiithrung eines Sandwich-ELISA ausreichen (3). Das
Kiirzen des Schwanzes von unter 4 Tage alten Ferkeln ist laut deut-
schem Tierschutzgesetz § 5 Absatz (3) Satz 3 (5) chne Betaubung
gestattet und erfolgt in vielen Ferkelerzeugerbetrieben routine-
mifig zur Verhinderung spiteren Schwanzbeifiens. Der Landwirt
muss allerdings nachweisen, dass der Eingriff fiir die vorgesehene
Nutzung des Tieres zu dessen Schutz oder zum Schutz anderer
Tiere unerldsslich ist. In den heutigen Intensiv-Aufstallungssys-
temen ist es laut EFSA-Gutachten (10) ,effizienter, den Schwanz
bei Ferkeln zu kupieren, da Umgebungsrisiken und eventuelle
genetische Gefahrenumstinde vorherrschen.” Der Forschungsbe-
darf wird angesprochen. Nach der Agrarministerkonferenz vom
30. April 2010 in Plén sollen konkrete Handlungsempfehlungen
zu den EU-Bestimmungen beziiglich des Schwanzkiirzens erar-
beitet werden (1).

Mit der IgG-Bestimmung bietet sich eine Kontrollméglichkeit
fiir den Status quo der Kolostrumversorgung in einem bestimmten
Betrieb oder sogar bei einer bestimmten Sauengruppe oder Einzel-
sauan. Bei einer unbefriedigenden Situation ldsst sich ferner durch
spitere Untersuchungen feststellen, ob es gelungen ist, durch un-
terschiedlichste Eingriffe in das Betriebsmanagement die auf-
genommene Kelostrummenge zu optimieren. Fir Studien und
Untersuchungen stellt dieser Test dartiber hinaus ein deutlich er-
leichtertes Verfahren dar, um weitere Einflussfaktoren auf die auf-
genommene Kolostrummenge zu eruieren.

Ziel der vorgestellten Untersuchungen war,

# den Einsatz des CQC unter Feldbedingungen zu erproben,
» die Ergebnisse mit denen etablierter Tests zu vergleichen und
® den Zusammenhang zwischen den Resultaten und Gewicht,

Geschlecht sowie Alter zu iiberpriifen.
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Tiere, Material und Methoden

Tierkollektiv und Beprobung

In vier konventionell arbeitenden Ferkelerzeugerbetrieben (A, B,C
aus Bayern und D aus Sachsen) wurden insgesamt 219 verwert-
bare Blutproben gezogen. In allen Betrieben werden Ferkel her-
kémmlicher Drei-Rassen-Kreuzungen (Sauen: Deutsche Land-
rasse ® Deutsches Edelschwein; Eber: Pietrain) erzeugt. Nihere
Angaben zu betrieblichen Leistungsdaten, zu Wurfzahl, Trichtig-
keit oder Geburtsverlauf wurden nicht dokumentiert.

Samtliche Ferkel waren zum Zeitpunkt der Beprobung zwi-
schen 1 und 3 Tage alt. Die Blutgewinnung erfolgte im Rahmen der
in den jeweiligen Betrieben routinemifigen Durchfithrung des
Schwanzkupierens. Vom austretenden Blut wurden einige Tropfen
auf ein Testfeld eines Filterpapier-Kirtchens (Test CQC, Fa. Far-
mulaONE, NL-Best; sechs Testfelder pro Kirtchen) getropft und
einige Tropfen mithilfe eines heparinbeschichteten Himatokrit-
rohrchens aufgenommen. Noch im Stall erfolgten die Zentrifu-
gation der unmittelbar nach der Probennahme verschlossenen
Réhrchen und das Abpipettieren von 2 pl Serum in ein vorab be-
schriftetes Eppendorf-Réhrchen mit 98 pl vorgelegter phosphat-
gepufferter Salzlosung (PBS).

In der Anleitung des CQC wird davon ausgegangen, dass das
Kupieren der Schwinze tiblicherweise mit einem Schwanzkupier-
gerat durchgefiihrt wird, das mit hoher Temperatur arbeitet und
die entstandene Wunde sofort verschliefit. Auf diese Weise verliert
das Ferkel nur eine geringe Menge an Blut. Vom abgeschnittenen
Teil des Schwanzes wird dann die verbrannte Wundfliche mit ei-
nem Skalpell abgesetzt und das Restblut auf das Testfeld der Filter-
papierkarte gedriickt. Um einige Tropfen mehr Blut fiir die Se-
rumgewinnung zu erhalten, erfolgte das Schwanzkupieren in der
vorliegenden Untersuchung mit einem wurfweise gewechselten
Skalpell.

In einem Betrieb wurde bei 30 Ferkeln zusitzlich zu den peri-
pher entnommenen Blutproben im Rahmen der Bestandsdiagnos-
tik (blasse Ferkel, Verdacht auf Eisenmangelanimie) Blut aus der
V. cava cranialis gewonnen. Die Tiere befanden sich dabei in Ra-
ckenlage und der Einstich erfolgte lateral der Sternumspitze. Aus
dem verwendeten Vacutainer wurden einige Tropfen Blut fiir die
[gG-Bestimmung entnommen und auf Filterpapier-Kartchen ge-
tropft bzw. zur Serumgewinnung herangezogen (s. 0.).

Nach Trocknung der ausgebreiteten Filterpapier-Kirtchen
wurden diese mit Trennblittern separiert, gestapelt, in Plastik-
titchen verpackt und zur Untersuchung zur Firma FarmulaOne
nach Holland gesandt. Die Eppendorf-Réhrchen mit den Serum-
proben wurden noch am gleichen Tag fiir die spitere Untersu-
chung im eigenen Labor eingefroren.

Jedes Ferkel wurde vor der Blutentnahme gewogen, das Ge-
schlecht und das Alter wurden notiert.
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Tab. 1, ) Hausinterner Schwein- Natutec Schwein- Colostrum Quality
Verglemh der drei verwendeten ELISA-Tests IgG_ELISA (MUC) IgG-ELISA (NAT:l Counter ':CQQ
Table 1 -
Comparison of the three different ELISA tests. Material Serum Serum Vollblut
Vorbereitung Auftauen Auftauen Eluation
Beschichtung Kaninchen-anti-Schwein-  Ziege-anti-Schwein-lgG monoklonaler Maus-anti-
IgG Schwein-lgG
Blockierung 0,5% Gelatine 1% BSA PBS und NaCl mit Tween
20 und 5% BSA
Konjugat Kaninchen-anti-5chwein-  Ziege-anti-Schwein-lgG- monoklonaler Maus-anti-
lgG-POD POD Schwein-lgG-POD
Substrat TMB TMB T™MB
Stoppldsung 1 M H;50, 2 M H,50, 0,5 M H,50,

BSA = bovines Serum-Albumin, POD = Peroxidase (Meerrettichperoxidase), TMB = Tetramethyl-

benzidin

Labormethoden

Im eigenen Labor erfolgte eine vergleichende Untersuchung der
Serumproben mit zwei IgG-Testsystemen. Zum Einsatz kamen der
hausinterne IgG-ELISA (MUC) sowie ein kommerzieller Testkit
der Firma NatuTec, Frankfurt/Main' (NAT). Die auf Filterpapier
getrockneten Blutproben wurden von der Firma FarmulaONE in
Holland mit dem Colostrum Quality Counter (CQC) untersucht.
Alle Tests basieren auf dem Prinzip des ELISA: Das Antigen
wird direkt (CQC) oder indirekt durch einen IgG-spezifischen An-
tikdrper (MUC, NAT) auf einer Mikrotiterplatte gebunden und
das zu untersuchende Serum in einer Verdiinnungsreihe zugege-
ben. Nach Zusatz eines enzymmarkierten IgG-spezifischen Anti-
kérpers zum entstandenen Antigen-Antikérper-Komplex kann
aus der Extinktionsinderung anhand einer IgG-Standardverdiin-
nungsreihe die Antikorperkonzentration bestimmt werden.
Wesentliche Unterschiede der drei Tests bestehen zum einen
in der Verwendung verschiedener Antikorper (b Tab. 1): Der
hausinterne IgG-ELISA MUC nutzt polyklonale Kaninchen-
anti-Schwein-IgG-Antikorper, der NAT polyklonale Ziege-anti-
Schwein-1gG-Antikorper, wihrend beim CQC spezifische mono-
klonale Maus-Antikérper Verwendung finden. Als Probenmate-
rial dient im CQC Vollblut, im MUC und im NAT Serum. Dariiber
hinaus wird beim MUC und NAT sofort nach dem Auftauen der
Probenbehilter mit dem Test begonnen, wihrend die Probenmate-
rialien fiir den CQC zunichst aus dem Filterpapier gelost werden
miissen. Dies geschieht durch Ausstanzen einer definierten Fliche
aus den Testfeldern der Kirtchen. Aus diesen mit getrocknetem
Blut getrinkten Stanzen wird mithilfe eines Eluationspuffers (Ver-
diinnungspuffer + 0,8% EDTA) das Probenmaterial ausgewaschen
und verdiinnt. Die so gewonnene Fliissigkeit stellt das Untersu-

' Der Testkit ist heute iber die Firma Biomol zu beziehen (www.biomol.de).
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chungsgut fir den ELISA dar. Die photometrische Messung erfolgt
in allen Tests bei 450 nm.

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung fiihrte das statistische Beratungsla-
bor des Instituts fiir Statistik der Ludwig-Maximilians-Universi-
tit Miinchen durch. Errechnet wurden das arithmetische Mittel,
die Standardabweichung, der Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearman sowie die Signifikanzen. Das Signifikanzniveau lag bei
p < 0,05.

Ergebnisse

Vergleich der 1gG-Konzentrationen aus peripher
und zentralvends entnommenem Blut

Bei keinem der beiden Tests bestanden signifikante Unterschiede
zwischen den IgG-Konzentrationen der beiden Blutentnahmestel-
len (»Tab. 2). Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman
zwischen den Proben aus Vene und Schwanz lag beim CQC mit
0,95 (p < 0,001) deutlich hoher als beim MUC mit 0,63 (p < 0,001)
(*Abb. 1). Damit bestitigte der CQC auch stark vom Mittelwert
abweichende Werte.

Auffallend war der deutlich gréfiere Wertebereich des CQC im
Vergleich zum MUC, was sich in der hoheren Standardabweichung
niederschlagt.

Vergleich der IgG-Einzelwerte

In die Gesamtauswertung gingen nur Daten aus peripher ge-
wonnenen Blutproben ein. Insgesamt konnten 219 Proben ausge-
wertet werden. Da die mittels MUC und CQC bestimmten Werte
sehr grofie Unterschiede zeigten, wurden die Proben zusitzlich mit
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Tah. 2 IgG-Konzentrationen (Mittelwert = Standardabweichung) in Ab-
hangigkeit von der Lokalisation der Blutentnahme (n = 30)

Table 2 1gG concentration (mean +standard deviation) depending on the
location of blood sampling (n = 30).

Tab. 3 Mittlere IgG-Konzentration (mg/ml) sowie Minimal- und Maximal-
wert in den drei Testsystemen (n = 219)

Table 3 Mean lgG concentrations (mg/ml), minimum and maximum of
the three test systems (n = 219).

Interner lgG-ELISA  Colostrum Quality

(MUC) Counter (CQC)
Vene: IgG (mg/ml) 9,60+3,30 2036 +21,45
Schwanz: IgG (mg/ml)  9,29+3,83 21,05+ 20,67
Korrelationskoeffizient 0,63 (p < 0,001) 0,95 (p < 0,001}
nach Spearman
(Schwanz/Vene)

dem kommerziell erhiltlichen IgG-ELISA NAT untersucht. Der
NAT bestitigte eindeutig die mit dem MUC erhaltenen Werte
(»Tab. 3).

Die mit NAT und MUC gemessenen Konzentrationen mit ei-
nem Durchschnittswert von 18,9 bzw. 20,6 mg/ml bewegten sich
weitgehend im gleichen Bereich bei dhnlicher Standardabwei-
chungvon 8,0 bzw 7,8, wihrend der CQC einen Durchschnittswert
von 34,5 mg/ml mit einer Standardabweichung von 27,2 ergab.
Auch Minima und Maxima von NAT und MUC erreichten ahn-
liche Werte, wihrend der CQC sowohl im Minimum niedriger als
auch im Maximum héher lag.

Bei Betrachtung der Einzelwerte aus den drei Tests errechneten
sich unterschiedliche Korrelationskoeffizienten nach Spearman.
MUC und NAT korrelierten mit 0,65 (p < 0,001) am stirksten mit-
einander. Die Korrelation zum CQC betrug 0,43 (NAT) (p < 0,001)
bzw. 0,39 (MUC) (p < 0,001). Die Korrelationen der drei Tests zu-
einander sind in »Abbildung 2 graphisch dargestellt. Der enorm
grofie Wertebereich der CQC-Ergebnisse wird bei dieser Betrach-
tung erneut deutlich.

Zusammenhang zwischen 1gG-Konzentration
und Alter, Geschlecht sowie Gewicht

Der grofite Anteil der untersuchten Ferkel (n = 139) war zum Zeit-
punkt der Untersuchung bereits 3 Tage alt, 36 Ferkel waren erst einen

Muc NAT cQc
Mittelwert +5D0 18,9 +8,0 206+738 345+272
Minimum 15 1.9 0.9
Maximum 48,5 46,3 1294

5D = Standardabweichung

Tag alt und 44 Ferkel wurden am 2. Lebenstag untersucht. Das Ge-
wicht differierte an den verschiedenen Lebenstagen nicht signifikant.

Die mittels MUC und NAT ermittelten durchschnittlichen IgG-
Konzentrationen weichen nur geringfiigig voneinander ab. Die
Mittelwerte des CQC fielen bei hoher Standardabweichung mit
zunehmendem Alter ab. So lag die durchschnittliche IgG-Konzen-
tration der Ferkel am 1. Lebenstag beinahe doppelt so hoch wie die
der 3 Tage alten Tiere (» Tab. 4). Das Alter war nur im CQC sig-
nifikant zur IgG-Konzentration korreliert. Geschlechtsabhingige
Unterschiede der [gG-Konzentration lieen sich nicht nachweisen.
NAT und CQC zeigten einen signifikanten Zusammenhang zwi-
schen Gewicht und IgG-Konzentration.

Vergleich von Wiirfen untereinander

Um eine Aussage dariiber zu treffen, ob die Ergebnisse eher zwi-
schen einzelnen Ferkeln oder eher zwischen den Wiirfen differie-
ren, wurden in Betrieb B die wurfbezogenen Durchschnittswerte
und Standardabweichungen fiir 10 gleichmifige Wirfe mit je-
weils acht beprobten Ferkeln ermittelt (» Tab. 5).

Die wurfweise betrachteten IgG-Durchschnittskonzentrationen
schwankten zwischen 15,2 mg/ml und 31,5 mg/ml (MUC) bzw. zwi-
schen 13,8 mg IgG/ml und 28,8 mg IgG/ml (NAT) bei Standard-
abweichungen im einstelligen Bereich. Im CQC war die grofiere
Schwankungsbreite der gemessenen IgG-Konzentrationen auch bei
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Abb. 2 lgG-Konzentrationen der drei Testmethoden in Korrelation zuein-  Fig. 2 Correlation of IgG-concentrations of the three test methods. a) NAT

ander. a) NAT und CQC; b) NAT und MUC; ¢) MUC und CQC. NAT = kommer-
ziell erhaltlicher lgG-ELISA, CQC = Colostrum Quality Counter, MUC = inter-
ner lgG-ELISA des eigenen Lehrstuhls

wurfweiser Auswertung erkennbar. Die beiden Wiirfe mit den
héchsten IgG-Durchschnittskonzentrationen von 64,0 mg/ml (B3)
bzw. 71,8 mg/ml (B10) zeigten auch hohe Standardabweichungen.
Hier fanden sich also innerhalb eines Wurfes sehr unterschiedliche
Werte. Im Gegensatz dazu wurden bei den Warfen mit niedrigen
lgG-Durchschnittskonzentrationen (B1: 7,9 mg/ml, Be: 7,5 mg/ml)
auch niedrige Standardabweichungen ermittelt. Das arithmetische
Mittel der IgG-Konzentrationen bei Ferkeln aus einem Wurf zeigte
bei MUC und NAT eine gute Ubereinstimmung, wihrend im Fall
des CQC auch hier deutliche Unterschiede zu verzeichnen waren.

Diskussion

Praktische Anwendung

and CQC; b) NAT and MUC; ¢) MUC and CQC. NAT = commercially available
lgG-ELISA, CQC = Colostrum Quality Counter, MUC = internal lgG-ELISA
from our own laboratory.

Aufwand in die gewohnten Arbeitsabliufe integrieren. Auf die Tier-
schutzrelevanz des Schwinzekupierens sei an dieser Stelle nochmals
hingewiesen. Die herkémmliche Blutentnahme mit anschliefiender
Serumgewinnung zur Durchfithrung des MUC ist weitaus aufwen-
diger. Eine solche Probennahme muss von einem Tierarzt durchge-
fithrt werden und verursacht auch dadurch hohere Kosten. Dem
steht beim CQC die mit hiherem Aufwand verbundene Autberei-
tung der Proben im Labor gegeniiber, da das Blut erst aus dem Filter-
kirtchen ausgewaschen werden muss. Inwieweit sich diese unter-
schiedlichen Verfahren auf den durch den Tierbesitzer zu zahlenden
Endpreis pro Ergebnis niederschlagen, wurde nicht tiberpriift.

Tab. 5 lgG-Konzentrationen (Mittelwert + Standardabweichung) der drei
Testsysteme in 10 Wiirfen des Betriebs B (n = 8 pro Wur)

Table 5 lgG concentrations {(mean + standard deviation) of the three de-
. . tection systems in 10 litters of farm B (n = 8/litter).
Der CQC wire fiir eine Probennahme unter Feldbedingungen sehr
gut geeignet. Der Landwirt kann die Probennahme ohne grofien  Wurf lgG MUC 1gG NAT lgG CQC
(mg/ml) (mg/ml) (mg/mil)
Tab. 4  IgG-Konzentrationen (Mittelwert + Standardabweichung) der drei ~ B1 29,62+898 28,84 +6,44 7.85+2,58
Testsysteme im Vergleich zum Korpergewicht (Mittelwert + Standardabwei- g3 16,90 +3,63 21,45+3,69 17,18 £ 5,01
chung) bei unterschiedlichem Lebensalter = — - —
Table 4 IgG concentrations (mean + standard deviation) of the three de- e e oo
tection systems in comparison to the mean body weight and days post B4 15,19+5,63 16,11£5,20 1454 8,17
natunm. B5 31,51 +6,43 25,99+ 8,51 52,85 + 26,46
Parameter Wert B6 1830+29 16,21+£3,19 7,54 +349
Alter 1 Tag alt 2 Tage alt 3 Tage alt B7 16,57 £ 4,17 17,68 + 3,87 14,49 + 4,97
(n=36) (n=44) (n=139) B8 2427+7,76 22501025  3043+19,26
Gewicht (kg) 1,82+0,46 1,66+0,26 1,87+047 B9 15,43 +374 13,85£4,00 18,06 + 17,61
lgG MUC {mg/ml) 22,60 +9,96 17,51 £ 5,06 18,40 + 8,03 810 1873+ 1,44 19,26+ 4,24 71,75+ 37,88
IgG NAT (mg/ml) 22,43+7,11 19,35+5,13 20,47 + 8,42 Gesamt 21,37+6,20 20,64+ 4,85 29,87 + 24,05
g6 CQC (mg/ml) 52,09+2632 3899+29,11 28,48 +24,62 (n=10)
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Vergleich der Blutentnahmestellen

Der bei einer geringen Anzahl Ferkel (n = 30) durchgefiihrte Ver-
gleich der beiden Blutentnahmestellen (Vena cava cranialis bzw.
abgesetzter Schwanz) zeigte sehr gute Ubereinstimmungen. Be-
merkenswert daran ist, dass der CQC auch ungewdéhnlich hohe
Messwerte zuverlissig bestitigte, was darauf schliefen lisst, dass
es sich hierbei nicht um einzelne Messfehler handelte.

Direkter Vergleich der drei Nachweissysteme

Zwischen den Tests bestehen signifikante Korrelationen von 0,65
bzw. 0,43 und 0,39. Unter der Beriicksichtigung, dass die gleichen
Proben auf den gleichen Inhaltsstoff untersucht wurden, erschei-
nen die Unterschiede zwischen dem CQC und den anderen beiden
ELISAs auf Einzelwerte bezogen ungewdhnlich grofi. Der Mittel-
wert des CQC liegt deutlich hoher als diejenigen von MUC und
NAT. Bemerkenswert sind auch der weitaus grofiere Wertebereich

Tab. 6 Angaben zur lgG-Konzentration bei Ferkeln aus der Literatur

34

und die hohen Standardabweichungen des CQC. Beim Vergleich
von Einzelergebnissen liegt der CQC nicht gleichméfig hoher oder
niedriger, sondern unregelmifig gleichauf, hoher oder niedriger.

Die Angaben zur [gG-Konzentration beim Ferkel in der Litera-
tur variieren stark, wie » Tabelle 6 zeigt. Zur besseren Ubersicht
und Vergleichbarkeit wurden nur Durchschnittswerte aus den je-
weiligen Arbeiten herangezogen, Standardabweichungen waren in
vielen Fillen nicht verfiigbar. Als Probenmaterial diente sowohl
Serum als auch Plasma, keine Methode verwendete Vollblut. Das
Alter der Ferkel differierte, doch wurden nur solche Untersuchun-
gen bertcksichtigt, bei denen die Blutprobenentnahme innerhalb
der ersten Lebenswoche erfolgte.

In den aufgefithrten Arbeiten liegt der Grofiteil der IgG-Kon-
zentrationen etwa zwischen 15 und 45 mg/ml. Auch Werte, die mit
der gleichen Methode ermittelt wurden, unterscheiden sich zum
Teil deutlich. Nielsen et al. (22) nennen Maximalwerte bis zu
76,3 mg/ml, in der Arbeit von Bland et al. (4) findet sich in einer
Graphik ein IgG-Wert von etwa 90 mg/ml, der als ,anomalously

Table 6 IgG concentrations of piglets taken from the literature.
Quelle Alter der Blutentnahme- Methode zur lgG-Quantifizierung Substrat / lgG-Konzentration
Ferkel stelle
Bland et al. 2003 (4) 2-7Tage Nabelkatheter/ Elisa nach Varley (28) Plasma / 13,6-24,9 mg/ml (MW}
V. jugularis
Curtis und Bourne 1971 (8) 24h V. cava cranialis  single radial immunodiffusion nach Fahey  n. a. / 18,69-39,06 ma/ml
und McKelley (18) (wurfwveise MW)
Frenyo et al. 1980/81 (11)  24h-120h V. cava cranialis  radiale Inmunodiffusion nach Mancini (18)  Serum / 39,45-24,14 mg/ml (MW)
Klobasa et al. 1991 (15) 1-+6Tage V. subcutanea radiale Immunodiffusion nach Mancini (18)  Serum / nach 24 h 23,4-55,1 mg/ml;
abdominis nach 6 Tagen 14,3-28,5 mg/ml (MW)
Klobasa et al. 2004 (16) 24h V. subcutanea radiale Immunodiffusion nach Mancini (18)  Serum / nach 24 h 39,4 + 10,74 mg/ml
abdominis
Kuhn et al. 2005 (17) 1-7Tage V. cavacranialis  indirekter, kompetitiver ELISA nach Morrow- Serum /1. Tag 22,08-25,2 mg/ml (MW);
Tesch (20) 1.Tag 13,34-14,87 mg/mi
Niekamp et al. 2006 (21) 1 Tage V. jugularis ELISA nach Morrow-Tesch (20) Plasma / 13,2-30,0 mg/ml (MW)
Nielsen et al. 2004 (22) n. a. ELISA von DAKO n.a./3,9-76,3 mg/ml
Porter 1969 (23) 2 Tage V. cava cranialis  radiale Immunediffusion nach Mancini (18)  Serum / 650-2500 mg/100 ml
Rooke et al. 2003 (24) 24h n. a./ ca. 2-18 mg/ml (geschatzt anhand
Graphik)
Svendsen et al. 2005 (26) 27-48 h V. cava cranialis  single radial immunediffusion nach Fahey Plasma / 4,4 £ 1,9 mg/ml bis
und Mc Kelley (11) 37,8 + 11,6 mg/ml
Tuchscherer etal. 2002 (27) 1-7Tage V. cavacranialis  ELISA nach Morrow-Tesch (20) Serum / ca. 2545 g/l (geschatzt anhand
Graphik)
Varley et al. 1985 (28) 1 Tage V. cava cranialis ~ ELISA nach Varley (1985) (28) Plasma / 10 £ 0,8 mg/ml (MW)
Werhahn et al. 1981 (30) 1-3Tage V. subcutanea single radial diffusion nach Fahey und Serum / bis zu 45 mg/ml (geschatzt
abdominis McKelvey (11) anhand Graphik)
Yabiki et al. 1974 (31) 1-3Tage n.a. radiale Immunodiffusion nach Mancini (18)  Serum f 2,040-1,465 mg/dl
n. a. = nicht angegeben, MW = Mittelwerte
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high® bezeichnet, aber nicht weiter erldutert wird. Bei [gG-Maxi-
malwerten von deutlich iiber 100 mg/ml, wie sie in der eigenen Un-
tersuchung mehrfach mit dem CQC gemessen wurden, muss in-
frage gestellt werden, ob dies bezogen auf die physiologische Ge-
samtproteinkonzentration realistisch sein kann. Das Fehlen eines
echten Goldstandards zur Messung der IgG-Konzentration erlaubt
keine sichere Aussage, welche der ermittelten Werte tatsichlich
korrekt sind. Allerdings ist zu berticksichtigen, dass sich MUC und
NAT mit annehmbarer Korrelation zueinander gut bestitigen und
die ermittelten Werte in dem Bereich liegen, der auch in der Litera-
tur angegeben wird.

[nwieweit die Unterschiede zwischen MUC, NAT und CQC auf
die verschiedenen Probenmaterialien (Serum vs. Vollblut), die Un-
terschiede in den Tests (verschiedene Antigen-Antikorper-Syste-
me), die unterschiedliche Aufbereitung oder auf Messfehler zu-
ritckzufiihren sind, bleibt ungeklirt. Die Tatsache, dass in unseren
Untersuchungen MUC und CQC beim Vergleich der Werte von
Proben der beiden Entnahmestellen eine gute Ubereinstimmung
zeigen, spricht zumindest gegen Messfehler.

Zusammenhang zwischen IgG-Konzentration
und Alter, Geschlecht sowie Gewicht

In anderen Arbeiten wurde der Zusammenhang zwischen Ge-
burtsgewicht und IgG-Spiegel betrachtet. Nielsen et al. (22), Varley
etal. (29) und De Passille et al. (9) fanden keinen Zusammenhang,
wihrend Klobasa et al. (16) bei hoheren Geburtsgewichten auch
signifikant hohere IgG-Konzentrationen feststellten. Die Autoren
filhrten das darauf zuriick, dass sich stirkere Ferkel bei der Kolos-
trumaufnahme besser durchsetzen konnen.

Beziiglich der Abhingigkeit der IgG-Konzentration vom Alter
muss bedacht werden, dass die Darmschranke fiir die Passage der
grofien IgG-Molekiile nach etwa 24 Stunden geschlossen und die
hachste Konzentration erreicht ist (8, 31). Das absolute Maximum
der IgG-Konzentration wird etwa 12-24 Stunden post natum er-
reicht (8, 12, 15, 31). Neuere Untersuchungen beim Kalb weisen
darauf hin, dass es moglicherweise weitere unterschiedliche Me-
chanismen fiir die Resorption der Immunglobulinmolekiile gibt
(2), doch fiir den gréfiten Teil kolostraler IgG-Antikérper diirfte
die Resorption innerhalb des ersten Lebenstages vollzogen sein. Et-
wa zwel Drrittel der Gesamtkolostrummenge werden in den ersten
12 Lebensstunden aufgenommen {19}, bereits im Verlauf der ers-
ten 24 Stunden nach der Geburt nimmt die IgG-Konzentration im
Kolostrum der Sau rapide ab. In den folgenden Tagen sinkt die
IgG-Konzentration im Blut der Ferkel durch Verdiinnung (Zunah-
me an Kérpermasse und Blutmenge), bis um den 28. Tag ein Mini-
mum erreicht wird (6, 8). Ab etwa der 2./3. Lebenswoche beginnt
das Ferkel langsam, selbst Antikorper zu bilden, bis um die 10. Le-
benswoche der Blutspiegel erwachsener Tiere erreicht ist (8,12).In
unseren Untersuchungen konnten wir das tendenziell insofern
bestitigen, als simtliche Tests die hochsten Werte am 1. Lebens-
tag ermittelten, wihrend zwischen dem 2. und 3. Lebenstag ge-
ringere Unterschiede messbar waren. Einen signifikanten Abfall

© Schattauer 2012
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Fazit fir die Praxis

Die Untersuchung der lgG-Konzentration im Ferkelblut bietet dem
schweineproduzierenden Betrieb die Chance, Probleme bei der Kolos-
trumversorgung zu erkennen, magliche Schwachstellen zu identifi-
zieren und letztendlich seine Leistung zu verbessern. Ob die Blutent-
nahme hierfiir direkt zentralvends oder aus der Peripherie erfolgt,
spielt diagnostisch keine entscheidende Rolle. Der CQC waére grund-
satzlich ein praxistaugliches Verfahren zur Uberpriifung der Immun-
globulinversorgung bei einer graBeren Anzahl Ferkel. Bei unseren Un-
tersuchungen ergaben sich bei diesem Test jedoch immer wieder un-
gewdhnlich hohe lgG-Werte, die nicht schliissig erkldrt werden konn-
ten. Die Abweichungen zu den beiden anderen Testsystemen MUC und
NAT waren erheblich, sodass aufgrund der vorliegenden Ergebnisse
derzeit auf den Test NAT zuriickgegriffen werden sollte. Der MUC ist
nicht allgemein verfiighar.

der IgG-Konzentration mit steigendem Alter zeigten allein die mit
dem CQC bestimmten Werte. Wihrend beim MUC keine signifi-
kante Korrelation zwischen Alter, Gewicht und IgG-Konzentr-
ation bestand, konnten sowohl fiir den CQC als auch fiir den NAT
signifikante Zusammenhinge zwischen Gewicht und IgG-Kon-
zentration festgestellt werden. Die Resultate von Klobasa et al. (16)
lieflen sich somit teilweise bestitigen.

Wurfweise/betriebsweise Auswertung

Die wurfweise Auswertung der IgG-Konzentrationen besitzt die
grofite Relevanz fiir die praktische Anwendung in der Schweine-
praxis. Probleme bei der Kolostrumversorgung resultieren in
schlechteren Tageszunahmen und erhdhten Mortalititsraten (22,
29) und haben dadurch unmittelbaren Einfluss auf die Wirtschaft-
lichkeit des Betriebes. Durch eine wurfweise Betrachtung der [gG-
Konzentration lassen sich Schwachstellen in bestimmten Sauen-
gruppen identifizieren. So kinnte etwa die Uberpriifung bei zu-
gekauften Jungsauen im Fokus stehen, die dann eine Anpassung
von Eingliederungsstrategien oder Impfprogrammen zur Konse-
quenz hitte.

Die Betrachtung der IgG-Konzentrationen einer grofieren An-
zahl Ferkel oder mehrerer Wiirfe erlaubt eine Aussage dartiber, wie
es um die Kolostrumversorgung im Ferkelbestand des gesamten
Betriebes bestellt ist. Wie bei allen Laboruntersuchungen ist dabei
zu berticksichtigen, dass bei der Testung unterschiedlicher Betrie-
be immer der gleiche Test und annihernd die gleiche Stichproben-
grofie verwendet werden sollten, um die Resultate auch im Ver-
gleich zu anderen Betrieben beurteilen zu konnen. Ein solcher Ver-
gleich dient nicht nur Forschungszwecken, sondern ist fiir den
praktizierenden Tierarzt wichtig, um eine korrekte Einschitzung
treffen zu konnen.
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4. Erweiterte Diskussion

Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden in Teil 3 der vorliegenden Arbeit bereits diskutiert, auf

einzelne Punkte soll hier nochmals ausfihrlicher eingegangen werden.

4.1.  Vergleich unterschiedlicher IgG-Konzentrationen in der Literatur

In Kap. 3 Tab. 6 werden die ermittelten IgG-Konzentrationen aus unterschiedlichen Studien
aufgefuhrt. Zwar wurde in allen Arbeiten auf das gleiche Substrat hin untersucht, aber die
Ergebnisse sind nicht uneingeschrankt vergleichbar, da sich die Fragestellungen und damit der
Versuchsaufbau ebenso wie die Methodik sehr unterschiedlich darstellen. In &lteren Arbeiten wurde
héaufiger die radiale Immunodiffusion eingesetzt, heute tendiert man eher zu ELISA-Systemen.
Manche Autoren arbeiteten mit Plasma, andere mit Serum. Ob deshalb unterschiedliche Ergebnisse
zu erwarten waéren, bleibt offen. Die unterschiedlichen Lokalisationen der Blutentnahmen dirften
keinen allzu grossen Einfluss haben, wenn man die Erkenntnisse aus der vorliegenden Arbeit

hinsichtlich Vene vs. Schwanz berticksichtigt.

Bei allen Einschrankungen ergeben sich fir die 1gG-Konzentrationen bei Ferkeln innerhalb der
ersten Lebenswoche Durchschnittswerte von teilweise unter 10 mg/ml bis etwa 45 mg/ml im Serum
bzw. Plasma. Nielsen et al. (2004) geben Werte bis 76,3 mg/ml an, ein einzelner hoher Wert wird
auch bei Bland et al. (2003) erwéhnt. In den meisten Arbeiten werden nur Durchschnittswerte
betrachtet, allenfalls Standardabweichungen angegeben, es gibt aber weder Minima und Maxima

oder Angaben zur Verteilung der Werte.

In den Ergebnissen aus dem CQC lagen 66 von insgesamt 219 Ergebnissen tiber 50 mg/ml (30%),
davon 12 dber 75 mg/ml und 4 davon sogar ueber 100 mg/ml. Es gab keine auffallenden
H&ufungen hinsichtlich der Betriebe oder verschiedener Altersgruppen. Abb. 2 veranschaulicht die
vollig unterschiedliche Verteilung der Ergebnisse des CQC im Vergleich zu MUC und NAT. Dass

30% der Werte tber 50 mg/ml liegen, schliesst die Hypothese aus, dass es sich um einzelne
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Fehlmessungen handeln konnte. Dagegen spricht auch die hervorragende Korrelation beim
Vergleich der Werte aus Vene und Schwanz (siehe Abb. 1).

Abb. 4: Vergleich der Wertebereiche der drei Testsysteme
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4.2.  Zusammenhange zwischen IgG-Konzentrationen und Alter, Geschlecht und Gewicht

In der vorliegenden Arbeit konnte das genaue Alter der Ferkel nicht immer eindeutig ermittelt
werden. Auf den Stallkarten der abgeferkelten Sauen waren keine genauen Angaben zum Zeitpunkt
der Geburt gemacht, sodass die Mdoglichkeit besteht, dass manche Ferkel zum Zeitpunkt der
Beprobung erst wenige Stunden alt waren, andere dagegen schon eineinhalb Tage. Gerade wahrend
des ersten Lebenstages gibt es innerhalb eines Wurfes erhebliche Unterschiede in den individuellen
Ig-Konzentrationen (Klobasa et al. 1981, Frenyo et al. 1980/81). Diese potentiellen Variabilitaten
maogen sich in der Summe wieder ausgleichen, trotzdem missen extreme Werte bei so jungen

Ferkeln vorsichtig interpretiert werden.

Bemerkenswert bleibt, dass der CQC - anders als MUC und NAT - signifikant hohere IgG-
Konzentrationen besonders bei den 1-Tag-alten Ferkeln ermittelt wie in Abb. 5 dargestellt. Die 16
sehr hohen Werte aus dem CQC von tber 75 mg/ml stammen aber nicht schwerpunktmassig von
den eintagigen Ferkeln, sondern rekrutieren sich recht gleichmassig aus Ferkeln aller drei

Altersgruppen.

Abb. 5: arithmetisches Mittel der IgG-Konzentrationen nach Alter in Tagen
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4.3.  Wurfweise Betrachtung

Die wurfweise Betrachtung von durchschnittlichen 19G-Konzentrationen pro Wurf ist flr die Praxis
von grosserer Bedeutung als eine Einzelauswertung. Sie ist ein Indikator fir die quantitative
Kolostrumproduktion der Sau ebenso wie fir die spatere Milchproduktion, weniger aber fir die
IgG-Konzentration des Kolostrums (DePassille et al. 1988). Die meisten Einflussfaktoren auf die
IgG-Konzentration, die von Seiten des Ferkels herrihren, wie Geburtsreihenfolge oder
Zitzenpositionen, werden ausgeglichen. Stattdessen erlaubt die wurfweise Betrachtung die
Beurteilung einzelner Sauen oder Sauengruppen, was fir die Optimierung von
Managementmassnahmen von grosserer Bedeutung ist. Eine frihe Bestimmung niedriger
Durchschnittskonzentrationen in einem Wurf kann damit helfen, frihzeitig Massnahmen fir eine

ausreichende Erndhrung eines Wurfes zu ergreifen.

Abgesehen vom arithmetischen Mittel sollte dabei auch die Standardabweichung oder die
Variabilitdt der 1gG-Konzentrationen innerhalb eines Wurfes beriucksichtigt werden. Erwiinscht
sind homogene Wiirfe, die gleichzeitig mit gleichmassigen Gewichten abgesetzt werden kénnen. Je
grosser die Standardabweichung der gemessenen IgG-Konzentrationen, desto heterologer die 1gG-
Versorgung. Gerade in grosseren Wirfen sollte die Verteilung des ohnehin knappen Kolostrums
aber moglichst gleichmaéssig erfolgen. Um die Verteilung zu beurteilen, beschreiben Biermann et al.
(2010) den Variationskoeffizienten CV fir 1gG. Als CV IgG wird die Standardabweichung der 1gG-
Konzentration geteilt durch den Wurfdurchschnitt bezeichnet. In der erwéhnten Arbeit, in der der
CQC verwendet wurde, werden flr zwei Sauengruppen Werte von 49,9 = 20,4 bzw. 55,2 + 32,2 fiir
den Variationskoeffizienten CV fir das Ferkelserum angegeben. Je niedriger CV ist, desto hoher ist

die Uberlebensrate bei gleichen Wurfgréssen.

Bei der Betrachtung von Tab. 5 féllt auf, dass der CQC umso hohere Standardabweichungen
innerhalb der Wirfe ermittelt, je hoher der Mittelwert der 1gG-Konzentration ist. Demgegenuber
bleiben die Standardabweichungen innerhalb der Wiirfe bei MUC und NAT recht gleichmaéssig,
unabhéngig von der Hohe der Durchschnittskonzentration. Hinsichtlich des CQC sollten folglich
auch die Standardabweichungen kritisch betrachtet werden, denn aus der Literatur ist bekannt, dass
die Variationen der 1gG-Konzentrationen innerhalb eines Wurfes eher gering ausfallen. Auch bei
einer hohen Variabilitit der Geburtsgewichte waren die IgG-Konzentrationen nicht

unterschiedlicher als bei homogenen Wirfen (De Passille et al. 1988).
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4.4.  Abweichende Ergebnisse des CQC

Fur den CQC wird mit monoklonalen Antikérpern (mAbs) gearbeitet, es ist also grundsétzlich mit
einer hoheren Spezifitat zu rechnen, als dies fur Tests mit polyklonalen Antikérpern (pAb) der Fall
ist. Zu erwarten wéaren damit tendenziell insgesamt héhere oder insgesamt niedrigere Ergebnisse
aus dem CQC im Vergleich zu etablierten Testsystemen. In unseren Untersuchungen gab es zwar
einen 30%-igen Anteil von Ergebnissen Gber 50 mg/ml IgG, aber die héheren Werte traten nicht
gleichmaéssig und nicht hoch korreliert zu den niedrigeren Ergebnissen aus MUC und NAT auf. Die
im CQC gemessenen 1gG-Konzentrationen waren ebenso oft deutlich niedriger als diejenigen aus
MUC und NAT oder bewegten sich im gleichen Bereich.

4.5.  Abweichungen von der CQC-Anleitung

Lagerung der Filterpapierkartchen

Im Protokoll des CQC (Anhang 4) wird empfohlen, die Filterpapierkartchen bei 2 bis 8° C Grad
aufzubewahren. In unserer Arbeit wurden die Kartchen zundchst bei Zimmertemperatur getrocknet,
danach verpackt und mit normaler Post nach Holland geschickt. In den ersten Tagen nach
Probennahme wurden die Kartchen folglich bei mehr oder weniger stark abweichenden

Temperaturen aufbewahrt.

Menge des aufgebrachten Blutes

Die entstehende Blutung war bei unseren Beprobungen von Ferkel zu Ferkel unterschiedlich stark.
Auf das Filterkértchen wurden immer nur einige Tropfen aufgebracht, eine genaue Dosierung ist
unter Stallbedingungen aber nicht mdglich und in der Anleitung des CQC so auch nicht vorgesehen.
Insgesamt differierte die absolut aufgebrachte Menge zwischen einzelnen Ferkeln aber deutlich. Ein

Einfluss auf das Ausbreitungsverhalten des Blutes auf dem Filterpapier ist denkbar.
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5. Zusammenfassung

Gegenstand und Ziel: Uberpriift werden sollte die Anwenderfreundlichkeit, Praxistauglichkeit und

Vergleichbarkeit der Ergebnisse des Colostrum Quality Counter (CQC), einer neuen
Untersuchungsmethode fiir die postkolostrale  Immunglobulin-G-(IgG-)Versorgung beim

Saugferkel. Material und Methode: Blutproben von insgesamt 219 Saugferkeln aus vier Betrieben

wurden mit drei verschiedenen ELISA-Testsystemen auf ihre 1gG-Konzentrationen untersucht. Bei
30 Saugferkeln wurden dartiber hinaus die IgG-Konzentrationen aus zentralvends und peripher
entnommenem Blut mit zwei Testsystemen bestimmt und verglichen. Zum Einsatz kamen der
Colostrum Quality Counter (CQC, FarmulaONE, NL-Best), der interne 1gG-ELISA des eigenen
Lehrstuhls (MUC) und ein kommerziell erhéltlicher IgG-ELISA (NAT; NatuTec, Frankfurt/Main).
Ergebnisse: Die Einzelwerte aller drei Tests wichen deutlich voneinander ab, wobei MUC und NAT
deutlich héhere Korrelationen zueinander aufwiesen als zum CQC. Die Messwerte des CQC lagen
insgesamt deutlich hoher und wiesen eine wesentlich gréRere Streuung auf. Die aus zentralvendsem

und peripherem Blut ermittelten Messwerte differierten nicht signifikant. Klinische Relevanz: Der

CQC ermdglicht eine einfache Probennahme auch bei groReren Strichprobenzahlen. Die Ergebnisse
waren individuell sehr unterschiedlich mit einigen ungewdéhnlich hohen Werten. MUC und NAT
lieferten miteinander vergleichbare Messresultate und die bestimmten IgG-Konzentrationen waren

signifikant zueinander korreliert.
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6. Summary

Investigation on the Immunoglobulin G (IgG) levels in newborn piglets
by use of three different ELISA tests

Objective of the study was to evaluate whether the Colostrum Quality Counter (CQC), a new test
method for immunoglobulin G (IgG) levels in newborn piglets, is easy to handle and provides
comparable results to established testing regimes. Material and methods: Blood samples from 219
piglets from four different farms were tested for their 1gG-concentrations using three different
ELISA tests. Furthermore double samples from 30 piglets were taken from both the anterior vena
cava and from the tail to see whether the collection affects the results. The three tests used were the
Colostrum Quality Counter (CQC; FarmulaONE, NL-Best), the internal IgG-ELISA from our
laboratory (MUC) and a commercially available IgG-ELISA (NAT; NatuTec, Frankfurt/Main,
Germany). Results: MUC and NAT showed a higher correlation to each other referring to the
individual results per single piglet than to the CQC. The results from the CQC were higher and the
standard deviation was a lot higher. The sampling site had no significant effect on the IgG
concentrations measured. Clinical relevance: The CQC is a straightforward and simple test, being
convenient for sampling a large number of piglets. CQC results were inhomogenous with some
unusual high 1gG-concentrations. MUC and NAT provided comparable results to one another and

the 1gG-concentrations showed a significant correlation.
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ANHANG 1: Protokoll des internen Elisa zum Nachweis von IgG beim Schwein (MUC)

ELISA

Nachweis von Schwein-lgG letzte Aktualisierung am
14.09.06Ks
Aktualisiert am 20.03.07Ks

Prinzip: Sandwich
Die Beschichtung erkennt das Schwein-IgG aus der Probe bzw. dem Standard.
Das Konjugat erkennt ebenfalls das Schwein-1gG.
Das Signal ist proportional zur Probe.

Die einzelnen Schritte Menge/Delle: Inkubation:

1. Beschichtung:2ug/ml Rabbit>Pig 1gG 100ul 4°C
tber Nacht
Stock: (Sigma P8290) 2,6ug/pl
7,7l Stock in 10ml Beschichtungspuffer / Platte| + 1/2Platte fiir Dispensor

WASCHEN
2. Blockierung: 0,5% Gelatine 200pl 37°C 1h
1100mg Gelatine in 20ml PBS / Platte| + 1/2Platte fiir Dispensor
WASCHEN
3. Blank: PBS-T 50ul 37°C 1h
Proben: 1:5.000 verdiinnt 100ul, 50l log2

Serum/Plasma

1:10 vorverdiinnt [10ul Serum/Plasma in 90ul PBS einspiilen|

Noch 1:500 verdiinnen:
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2ul Probe 1:10v.v. in 1000ul PBS-T einspiilen|
Oder 4pl POOL 1:10v.v. in 2000ul PBS-T einspiilen|

Standard: 3upg/ml Pig IgG 100ul, 50l log2
Stock: (Sigma 14381) 1ug/ul
6ul Stock in 2ml PBS-T einspiilen|

WASCHEN

4. Konjugat: 1:100.000 Rabbit > Pig - IgG—POD 100pl 37°C 1h
Stock: (Sigma A5670) 1:100 vorverdiinnt
[10ul Stock in 10ml PBS-T /Platte] + 1/2Platte fiir Dispensor

TMB-Puffer warm stellen!!!

WASCHEN

5. Substrat: TMB 100pl dunkel
10min
[10ml TMB-Puffer (warm) + 322ul TMB-Stock + 3ul H.O, /Platte]
+ 1/2Platte fur Dispensor

6. Stopplsg.: H.SO4 1molar 50ul

7. Messung: bei 450nm

Referenzwellenlange bei 595nm




Blank

Probe

Probe | Probe

Probe

log 2

POOL-Standard

Pool

Probe

Probe

Probe

Probe

46

Probe

log 2




Pig IgG
ELISA Quantitation Kit

Catalog No. Size
E100-104 1000 wells

ANHANG 2: Protokoll des NatuTec-ELISA (NAT)

) .
BETHYL

LABORATORIES, ING

Conditions
Storage: 2 —8°C
Range of detection: 500 — 7.8 ng/ml

Shelf life: 1 year from date of receipt

Kit Materials
1. Coating Antibody

Goat anti-Pig IgG-affinity purified
Concentration: 1 mg/ml

Catalog No: A100-104A
Amount: 1 ml

Working Dilution: 1/100

2. Calibrator

Pig Reference Serum

Catalog No: RS10-107
Amount: 0.1 ml

Working range: 500 — 7.8 ng/ml

3. HRP Detection Antibody

Goat anti-Pig IgG-HRP conjugate
Concentration: 1 mg/ml

Catalog No: A100-104P

Amount: 0.1 ml

Working Dilution: 1:10.000 - 1:200,000

Buffers. Substrate, and Plates not included

Materials Used in Our Assay

TMB/H,0,. 530-76-00, Kirkegaard and Perry, Gaithersburg.
MD.

Nunc C bottom Immunoplate 96 well. 446612

1% Bovine Serum Albunun m Tns Buffered Saline,
T-6789. Sigma Chemical.

Application

The Pig IgG ELISA is used to quantitatively measure
levels of Pig IgG m serum or other biological samples.

Production Procedures

By mmmunoelectrophoresis and ELISA the antibodies in
this kit react specifically with Pig IgG.

Cross-reactivity with IgG from other species has not
been tested.

Notes

The kit performance has been optimized for the stated
protocol using the matenals listed and standard dilutions
from 500 to 7.8 ng/ml of Pig IgG. For alternative
assay conditions, the operafor must determine
appropriate dilutions of reagents.

ELISA assay reactivity 1s sensitive to any variation in
operator, pipetting and washing techniques. incubation
time or temperature, composition of reagents. and kit
age. Adjustments may be required to posttion the
standard curve and/or samples in the desired detection
range.

Country of Onigin: USA

FOR RESEARCH USE ONLY.
NOT FOR USE IN DIAGNOSTIC PROCEDURES.

Related Products

G x-Pig IgG affinity purified A100-1044
G x-Pig IgG HRP conjugate Al100-104P
Pig Reference Serum RS10-107
Pig IsG VET-RID R70-100
ELISA Accessory Starter Kit E101

G =Goat

25043 West FM 1097 o Montgomery. TX 77336
800-338-9579 & 936-597-6111 e Fax 936-597-6103
www.bethyl.com e bethyl@bethyl.com
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Pig IgG Quantitative ELISA Protocol

A. Solutions and Reagents
Prepare the following buffers from the ELISA
Starter Accessory Kit (E101) or your lab:

Al. m Coating Buiffer

0.05 M Sodmm Carbonate, pH 9.6

A2 ® Wash Solution

50 mM Tris. 0.14 M NaCL. 0.05% Tween 20,
pH 8.0

A3, m Blocking (Postcoat) Solution

50 mM Tns. 0.14 M NaCl. 1% BSA_ pH 8.0

Ad. B Sample/Conjugate Diluent

50 mM Tris. 0.14 M NaClL 1% BSA_
0.05% Tween 20, pH 8.0

AS. m Enzyme Substrate

TMB (OPD or ABTS can be used)

A6. B Stopping Selution

2 M H:S0; or other appropriate solution

B. Step-hv-Step Method
(Perform all steps at room temperature.}

Bl. B Coat with Capture Antibody

a

Determine the number of single wells needed.
Standards, samples, blanks and/or controls
should be analyzed i duplicate. Insert the
required number of microtiter well strips into
a holder.

Dilute 1ul capture antibody (A100-104A) to
100 wl Coating Buffer for each well to be
coated. (Example: for 32 wells dilute 32 pl to
32 ml)

Incubate coated plate for 60 minutes.

After incubation, aspirate the Capture Antibody
solution from each well

Wash each well with Wash Solution as
follows:

0O Fill each well with Wash Solution

O Remove Wash Solution by aspiration

O Repeat for a total of 3 washes.

B2. ® Blocking (Postcoat)

a

a
a

Add 200 pl of Blocking (Postcoat) Solution
to each well.

Incubate 30 minutes.

After incubation. remove the Blocking (Postcoat)
Solution and wash each well three times as m
Step BL.

B3. m Standards and Samples

a

Dhlute the standards m Sample Dhluent according
to the chart below:

Step ng/ml

Calibrator Sample
RS10-107-2 Diluent

0 10,000

sl 9.1 ml

500 1 ml from step 0 19 ml

250 1 m! from step 1 1 ml

125 1 ml from step 2 1 ml

62.5 1 ml from step 3 1 ml

3125 1 ml from step 4 1 ml

15.625 1 ml from step 3 1ml

O || e | | B | =

7.8 1 ml from step 6 1ml

B4.

W
th

(M|

Dhlute the samples. based on the expected
concentration of the analyte. to fall within
the concentration range of the standards.
Transfer 100 pl of standard or sample to
assigned wells.

Incubate plate 60 minutes.

After incubation. remove samples and
standards and wash each well 5 times as
Step B1.

HRP Detection Antibody
Dilute the HRP Conjugate (A100-104P)
Conjugate Diluent. Recommended starting
dilution 1s 1:100,000 with a range of 1:10,000 to
1:200.000. (Note: Adjustments in dilution may
be needed depending on substrate used.
mncubation time_ and age of kit.)
Transfer 100 pl to each well.
Incubate 60 minutes.
After incubation. remove HRP Conjugate
and wash each well 5 times as 1n Step B1.

Enzyvme Substrate Reaction
Prepare the substrate solufion according to
the manufacturer's recommendation.
If using TMB from the ELISA Starter
Accessory Kit, mix equal volumes of the
two-substrate reagents.
Transfer 100 ul of substrate solution to each
well.
Incubate plate 5 - 30 minutes.
To stop theTMB reaction, apply 100 pl of 2
M H,504 to each well If using another
substrate. use the stop solution recommended
by manufacturer.
Using a mucrotiter plate reader, read the
plate at the wavelength that is appropriate
for the substrate used (430 nm for TMB)

25043 West FM 1097 # Montgomery, TX 77356
800-338-9579 & 936-597-6111 e Fax 936-597-6105
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C. Calculation of Results

a

a

Average the duplicate readings from each
standard, control. and sample.

Subtract the zero reading from each averaged
value above.

Create a standard curve by reducing the data
using computer software capable of
generating a four parameter logistic (4-PL)
curve-fit. Other curve fits may also be used.
A standard curve should be generated for
each set of samples (See example below).

2.5 -

Absorbance (450nm)

1 10 100 1000
Log [Concentration (ngiml)]

D. Troubleshooting

D1. ®m Problem: Low absorbance

a
a
a

a

a

a

Incorrect dilutions or pipetting errors
Improper incubation times

Improper muxing of the TMB subsirate.
Each component 1s mixed in equal parts.
Wrong filter on  microfiter reader.
Wavelength should be 430 nm for TMB,
490 nm for OPD. or 405 nm for ABTS.

Kit materials or reagents are contaminated
or expired.

Incorrect reagents used.

D2. m Problem: High Absorbance

a

a

Qa
Qa

u

Cross contamination from other samples or
positive control

Incorrect dilutions or pipetting errors
Improper washing

Wrong filter on microtiter reader.
Wavelength should be 450 nm for TMB.
490 nm for OPD. or 405 nm for ABTS.
Contaminated buffers or enzyme substrate
Improper incubation times

Kit materials or reagents are contaminated
or expired.

D3.

D4.

poooom p

gugom gopoodom

Problem: Poor Duplicates
Poor mixing of specimens
Incorrect dilutions or pipetting errors
Techmical error
Inconsistency in following ELISA protocol
Inefficient washing

Problem: All wells are positive
Contaminated buffers or enzyme substrate
Incorrect dilutions or pipetting errors
Kit materials or reagents are contaminated
or expired.

Inefficient washing

Problem: All wells are negative
Procedure not followed correctly
Contammated buffers or enzyme substrate
Contaminated Conjugate
Kit matenials or reagents are contaminated
or expired.

Technical Hints

a

When preparing coating buffer from the gel
capsule, break the capsule apart and pour
ingredients into water. Do not place gel
capsule into water. The gelatin from the
capsule interferes with the binding of the
coating antibody to the plate.

Capture antibody diluted with coating buffer
should be added to wells immediately.
Coated (covered) plates are stable overmight
at 4°C.

Check all buffers for confamination and
expiration.  When trouble shooting. 1t may
be helpful to start with all new buffers.
Make buffers in new or properly cleaned
vessels.

Sodium Azide should not be added to any of
the buffers.

Dilutions should be made shortly before
application and immediately applied to
appropriate wells.

Wash buffer should be aspirated from wells.
Pouring/Dumping wash buffer from wells
may lead to cross contamination.

Excess antibody/analyte should be wiped
from pipettes tips when making dilutions.
Incubation time of the Enzyme Substrate
will depend on the substrate used and the
intensity of the color change. The high
standard should have an OD. reading of
about 2.0 and the O.D. reading of the low
standard should be above background.

Stop solution should be added to the plate in
the same order as the Enzyme Substrate.

25043 West FM 1097 » Montgomery, TX 77336
800-338-9579 & 936-597-6111 & Fax 936-597-6103
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Pig IgG
ELISA Quantitation Kit

VA
Catalog No. Size BETHYL

E100-104 1000 wells LA BERATEH LEE, THE

MATERIAL SAFETY DATA SHEET

Contents Description

This product contains sheep or goat affinity purified antibody. sheep or goat HRP conjugated affinity purified
antibody and reference serum.

Hazardous Ingredients

Affinity Punified Antibody - No known toxicity for this biological material.
Reference Serum - No known toxicity for this biological material.
Horseradish Peroxidase (HRP)- No known toxicity for this plant material.

Bovme Serum Albumin (BSA) - No known toxicity for this biological material.

Thimerosal - May be fatal 1f inhaled, swallowed or absorbed through the skin Can cause eye and skin irritation.
Wash all affected areas with large volumes of water. If swallowed consult your physician immediately. If
inhaled remove to fresh air. If necessary, give artificial respiration by mouth-to mouth

LD30 oral rat - 73 mg/'kg.

Sodium Azide (NalN;) - AZIDE FORMS EXPLOSIVE CHEMICAL COMPOUNDS WITH LEAD AND
COPPER PLUMBING. CARE MUST BE TAKEN TO WASH WASTE DOWN DRAINS WITH LARGE
VOLUMES OF WATER.

LD30 oral mouse - 27 mg'kg.
Wash all affected areas with large volumes of water and 1f swallowed consult your physician immediately.

The above information is believed to be correct but does not purport to be all-inclusive and is intended to be
used only as a guide. Bethyl Laboratories, Inc. shall not be liable or responsible in any way for use of either
this information or the material supplied. Disposal of hazardous material may be subject to federal, state, or
local laws or regulations.

25043 West FM 1097 e Montgomery, TX 77336
800-338-9579 » 936-597-6111 » Fax 936-397-6105
www.bethyl.com & bethyl@bethyl.com
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ANHANG 3: Protokoll des Colostrum Quality Counter (CQC)

Bedarf:
Verbrauchsartikel:
CQC ELISA kit (Prionics Lelystad)
Kontrolle serum 16.5 mg/ml:  (ITK Diagnostics BV, Cat. No. RS10-107 (Prionics)

Und die ublichen Materialien von einem Labor.

Probenmaterial:

- Blut von kupierten Schwanzen auf Filterkarten getropft
- Die Filterkarten mit dem Material sollen bei 2-8° aufbewahrt werden

Arbeitsmethode:

Vorbereitungen:

o Alle Reagentien 2 Stunden vor Testbeginn aus dem Kiihlschrank holen und auf 22-27°
Raumtemperatur erwarmen lassen

e Waschkonzentrat: Jedes Mal frisch zu machen! Die Waschlésung auf 1:200 verdinnen (2ml

Waschflussigkeit und 398 ml gereinigtes Wasser)

e Elutiebuffer ....Puffer): (= Verdinnungspuffer + 0.8% EDTA):

Verdiinnungspuffer 1:5 verdiinnen
> Verdinningspuffer 5x verdiinnen (z.B. 20 ml Verduunningspuffer + 80 ml aqua purificata)
2> 0.8 gram EDTA

> mischen mit magnetischen Mischhilfen

ELISA Puffer: (500ml) Mindestens 2 Stunden vor Beginn oder Ubernacht (nicht erwarmen!)
5% BSA + 0.05% Tween 20, 2.12% NaCl



10.60 gram NaCl + 250 pl Tween 20 auflésen in 250 ml PBS 13
Mit Mischmagneten mischen

25 gram BSA zufiigen

250 ml PBS 13 zufligen

Mit Mischmagneten mischen

N2 200 20 27

(Achtung! Arbeite steril - BSA ist ein gutes Nahrmittel flir Bakterien, deshalb kontrolliere ob der
ELISA Puffer nicht verunreinigt ist

Conjugat: wahrend der ersten Inkubationszeit anmischen:

- 1:1000 —> 10 pL conjugat + 9.99 ml ELISA-buffer / StabilZzym (1:1)

- 1:8000 (1plaat)-> 2.25 ml (1:1000) + 15.75 ml ELISA-buffer / Stabilzym (1:1)
(fir 2 Platte - 3.14 ml (1:1000) + 21.98 ml (1:1)

Nach jedes Mal verdlinnen mischen mit einem vortex

- Auflésung von dem Conjugaat mit 1:1 so dass diese am Ende noch 30 Mal verdiinnt werden soll

um die Endverdiinnung zu bekommen (2 Jahre haltbar;

Kontrolle:

10 mg/ml:
—> 100 pl IgG Kontrolle Serum + 65 pl Rindsblut = 165 pL 10mg/ml

1 mg/ml:
—> 100 pl (10mg/ml) + 900 pl Rindsblut = 1000 pL 1mg/ml

- 30ul der Verdiinnungen auf eine Karte tropfeln
- 24 Stunden trocknen an der Luft oder bei 4°
- Kontrollproben in der Tiefkhltruhe aufbewahren

- Vor Gebrauch die Kontrollproben auf Zimmertemperatur erwérmen lassen

Die Proben werden mit Hilfe einer Lochzange aus der Karte gestanzt.

1.

Sammle die Proben und Kontrollen von den Karten und setze diese auf eine Platte (Achtung:
drehe die Karte auch um, um zu sehen, ob auch gentigend Blut auf der anderen Seite ist)
Pipettiere 300pl Elutiebuffer (sh. Oben) in diese Dummy-Platte

Inkubiere die Platte 60 min bei 37£1°C

Misch die Verdiinnung mit Hilfe einer 100 pL - Mulitchannel-Pipette
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5. Lege in eine zweite Dummy-Platte 90l Elutie-Puffer vor. Pipettiere 10 pl aus Dummy-
Platte 1 zu den 90 pl in Dummy-Platte 2

6. Lege in eine dritte Dummy-Platte 160 ! vor und pipettiere 40 pl aus Dummy-Platte 2 in
die 160 pl in Dummy-Platte 3

ELISA:

7. Pipettiere 100 pl aus Dummy-Platte 3 in die ELISA-Platte
Inkubiere 60 min bei 37+1°C und deck die Platte mit einem Aufkleber ab
8. Verwirf die Uberschiissige Fllissigkeit und wasche 4 Mal mit (300 uL pro Vertiefung).
Vermeide dass die Platte trocken wird ! Nach jedem Mal waschen wird die tiberschissige
Fllssigkeit verworfen und die Platte vorsichtig aber grindlich auf Papier ausgeklopft.
9. Pipettiere zur Vorbereitung 100 pl verdiinntes monoklonales Konjugat in jede Vertiefung

Inkubiere 60 min bei 37+1°C und decke die Platte mit einem Aufkleber ab

10. Wiederhole Nummer 9.
11. Pipettiere 100ul der Farblosung mit Substrat in jede Vertiefung

15 Minuten bei Zimmertemperatur inkubieren

12. Pipettiere 100 pl Stoplésung in jede Vertiefung

Vor der Messung vorsichtig schiitteln

13 Miss die optische Dichte bei einer Wellenlange von 450 nm
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P-p.
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POD
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post partum

polyklonaler Antikorper

peripartales Hypogalaktie(-syndrom)

Meerrettichperoxidase

Tetramethylbenzidin
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