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Einleitung

Ein entscheidender Aspekt in der postnatalen
Kalberversorgung ist das Kolostrummanagement.
Fir die erfolgreiche Aufzucht von leistungsfahigen
Jungtieren ist somit die friihzeitige Gabe wvon
Kolostrum mit einem hohen IgG-Gehalt
unerlasslich. Aufgrund von unterschiedlichen
Einflussfaktoren, wie z.B. dem Gesundheits- und
Impfstatus des Muttertieres, sind die Spannweiten
der 1gG-Qualitat jedoch sehr grof. Im Rahmen der
Erstversorgung der neugeborenen Kalber wird der
IgG-Gehalt daher haufig direkt vom Landwirt
bestimmt. Diese Konzentrationsbestimmung der
Immunglobuline erfolgt lber die Messung des
Brechungsindexes  (Brix %) mittels eines
Refraktometers, das von Landwirten in der
alltdglichen Praxis gut verwendet werden kann
(QuiGLEY et al. 2013). Fiir eine exaktere Analyse im
Labor und zur Uberpriifung der Messgenauigkeit
des Refraktometers eignet sich z.B. die Enzyme-
linked Immunosorbent Assay Methode (ELISA)
(WEAVER et al. 2000). In der vorliegenden Studie
wurden beide Methoden zur Uberpriifung der
jeweiligen Messgenauigkeit zur Kolostrumqualitat
gegeneinander getestet.

Material und Methoden

Fir die Untersuchung wurden 92 Kolostrumproben
von 19 rinderhaltenden Betrieben auf den IgG-
Gehalt  mittels ELISA und Refraktometer
untersucht. Alle Proben wurden nach
betriebsliblichen  Arbeitsablaufen zur ersten
Melkung nach der Abkalbung genommen und bei
-20°C  bis zur Bearbeitung gelagert. Das
Assayprotokoll wurde in Anlehnung an Gelsinger et
al. (2015) Ubernommen. Die Microplate (Nunc-
Immuno™) wurde mit dem Capture-Antikorper
Anti IgG (Fa. Sigma Aldrich B5645) o/n bei 4°C
beschichtet und anschlieBend mit 0,5% Gelatine
(Fa. VWR 24360.233) geblockt. Das Kolostrum
wurde im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, nach
Zentrifugation entfettet (3.000xg, 4°C, 5 Min.) und
dann mit PBS-Tween20 1:10° verdiinnt. Jede Probe
wurde in einer zweierlogarithmischen
Verdinnungsreihe dupliziert auf die Assayplatte
aufgetragen (100 ul/Well), so dass eine Spalte eine
Probe reprasentierte. Als Standard wurde bovines
IgG (Fa. Sigma Aldrich 15506) verwendet. In PBS-
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Tween20 geldst wurde eine Standardreihe mit den
folgenden Konzentrationen erstellt 1.000, 500,
250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.813 ng/ml und fir
jedes Assay in Doppelbestimmung gemessen. Als
Negativkontrolle  diente  PBS-Tween20. Der
Detection-Antibody (Fa. Sigma Aldrich A5295)
wurde 1:50.000 verdiinnt und aufgetragen. Als
Substrat diente Tetramethylbenzidin und wurde
nach 10 Minuten Inkubation im Dunkeln mit 1M
H,S0O, gestoppt. Die Absorption wurde mit einem
Microplate Reader (Fa. Biorad x-Mark) bei 450 nm
gemessen und mit Hilfe einer Four-Parameter-
Logistic (4PL)-Curve der Software my Assay
ausgewertet. Die Standardkurve wurde nur dann
verwendet, wenn R%> 0,9 lag und die Messwerte
der Duplikate eine Abweichung von <10% hatten.
Parallel dazu wurden die Nativproben mit einem
digitalen und einem analogen Refraktometer (Fa.
Kiss Optronic DR 101-60 bzw. HRT 32) gemessen.
Die Kalibration erfolgte mit destilliertem Wasser.
AnschlieRend wurden die Proben, wie in der
Herstelleranleitung beschrieben, aufgetragen und
in Brix gemessen. Die Datenauswertung erfolgte
deskriptiv und bivariat mit Excel 2010.
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Abb. 1: IgG Gehalt der Kolostrumnativproben (N=92)
mittels ELISA (in g/l) und digitalem Refraktometer (in
Brix %) gemessen.
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Die Ergebnisse zwischen dem analogen und
digitalen Refraktometer unterscheiden sich nicht
signifikant (R’= 0,9778, Tab. 1). Eine Korrelation

Tab. 1: Statistische KenngroBen zu Messergebnissen von

Refraktometer
digital
(Brix %)

1gG Gehalt
(N=92)

ELISA
(8/)

Median ‘

Refraktometer

analog

(Brix %)

der Messwerte zwischen ELISA und digitalem
Refraktometer wurde in dieser Versuchsreihe nicht
nachgewiesen(s. Abb. 1).

IgG mittels ELISA und Refraktometer

BestimmtheitsmaR (R?)

ELISA —
Refraktometer digital

Refraktometer digital —
Refraktometer analog

83,2

0,0502 0,9778

240,64 32.7

Min ‘
Max ‘

33

Diskussion

Das Refraktometer ist aufgrund von geringem
Kosten- und Zeitaufwand in der Praxis ein guter
MaBstab, um die Qualitdt von Kolostrum
beurteilen zu kénnen (BIELMANN et al. 2010). Im
Gegensatz dazu erzielte durch einen hohen Kosten-
und Zeitaufwand sowie das noétige geschulte
Personal der EILISA-Einsatz zur 1gG
Gehaltsbestimmung bisher keine flaichendeckende
Praxistauglichkeit (HOGAN et al. 2015). Da mit dem
Refraktometer jedoch lediglich eine
Dichtemessung des Kolostrums anhand des
Brechungsindex bestimmt wird, gibt es nur einen
groben Richtwert Uber den tatsdchlichen IgG-
Gehalt wieder. Dennoch fanden HoGAN et al. (2015)
bei 126 Kolostrumproben eine Genauigkeit
zwischen ELISA und Refraktometer-Werten von
98%. In der vorliegenden Studie konnte jedoch nur
ein sehr geringer Zusammenhang zwischen den
beiden angewandten Untersuchungsmethoden
digitales Refraktometer und ELISA festgestellt
werden (R’= 0,0502). QuUIGLEY et al. (2013)
beschreiben ein Bestimmtheitsmall von R2=O,75
zwischen den gemessenen Werten mittels
Refraktometer und radial immunodiffusion (RID),
einer flachendeckend angewendeten Methode, die
bislang als ,Goldstandard” gilt. In einer weiteren
Studie stimmen nur ca. 50-70% der Refraktometer-
Ergebnisse mit denen der RID Uberein (MORRILL et
al. 2015). Anhand dieser Literaturwerte muss also

davon ausgegangen werden, dass die drei
Methoden im gewissen Rahmen substituierbar
sind, obwohl der direkte Vergleich der

verschiedenen Methoden noch nicht publiziert
wurde. In der vorliegenden Arbeit wurde diese
Konsistenz von ELISA und Refraktometer nicht
erzielt. Zum einen ist im Vergleich zu anderen
Studien der Stichprobenumfang der vorliegenden
Studie deutlich geringer (N=92) und somit sind die
Ergebnisse als weniger reprasentativ zu werten.
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Des Weiteren kdnnen labormethodische Fehler
nicht ausgeschlossen werden. Nichtsdestotrotz
kann auf Grundlage dieser Untersuchung keine
Empfehlung zum Refraktometereinsatz fur die
Praxis gegeben werden, da viele Kolostrumproben
schlechter eingestuft wurden, als sie es im
Vergleich zu den ELISA-Ergebnissen waren.
Aufgrund  dieser Kontroversen sollten die
vorliegenden  Ergebnisse in einer zweiten
Untersuchungsreihe mit erhdéhtem Stichproben-
umfang lberprifen werden.
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