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Abkiirzungsverzeichnis

etal. et alii

dl: Deziliter

ELISA: enzym linked immunosorbend assay

FPT: fehlerhafter passiver Transfer

g Gramm

HGG: Hypogammaglobulindmie

1gG: Immunglobulin G

I: Liter

mg: Milligramm

RID: radiale Immundiffusion

SNAP-Test: SNAP® Foal IgG Test Kit (Idexx Laboratories)
Tab: Tabelle

TP: Totalprotein

TP-A: Immunglobulinbestimmung aus der Differenz von Totalprotein und

Albumin



1 Einleitung und Fragestellung

Equines Kolostrum besitzt flir neugeborene Fohlen eine herausragende Bedeutung.
Da diese aufgrund des epithelio-chorealen Plazentationstypes der Stute nahezu
agammaglobulinamisch geboren werden, ist die Aufnahme von Kolostrum essentiell
fir den neonatalen Organismus (Raidal, 1996). Das Immunglobulin G (IgG) bildet
dabei die Hauptfraktion. Die durch Pinozytose im Dinndarm des Fohlens
aufgenommenen Immunglobuline gelangen Uber das Lymphsystem in den
Blutkreislauf (Jeffcott, 1975). Diese Aufnahme ist zeitlich begrenzt und findet innerhalb
der ersten 24 Lebensstunden statt. Kommt es zu einer unzureichenden Aufnahme von
Immunglobulinen, entwickelt sich eine Hypogammaglobulinamie (HGG), aus welcher
h&ufig Sekundérerkrankungen resultieren (Crawford et al., 1978). Daher ist eine
frihzeitige Erkennung der HGG sowie eine zeitige Therapie von groRer Wichtigkeit fir
den Gesundheitsstatus des Fohlens. Aus diesem Grund ist die Messung der Serum-
lgG-Konzentration von neugeborenen Fohlen ein wichtiger Bestandteil der equinen
Neonatologie. Fiir eine ausreichende Versorgung sollte die Serum-lgG-Konzentration
nach den ersten 24 Lebensstunden mindestens 8 g/l aufweisen (Koterba et al., 1985;
Raidal, 1996). Liegt zu diesem Zeitpunkt eine nicht ausreichende Versorgung und
somit eine HGG vor, ist die Therapie der Wahl eine Plasmatransfusion (Christmann,
2021).

Im Rahmen der Dissertation wurde ein semiquantitativer Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) zur Bestimmung von equinem Immunglobulin G im

Serum von neonatalen Fohlen entwickelt, um folgende Fragen zu beantworten:

- Welches schnell durchfiihrbare Verfahren ist am besten geeignet, um

Immunglobulin G aus dem Serum von Fohlen zu bestimmen?

- Welche Schwellenwerte kénnen fiir die Diagnose einer HGG durch das

Totalprotein und die Gesamtglobuline festgelegt werden?

- Wie verhdlt sich die Serum-lgG-Konzentration von Fohlen nach

Plasmatransfusion?



- Wie hoch ist die benétigte Transfusionsmenge fiir ein Fohlen mit HGG?
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ZUSAMMENFASSUNG

Durch den speziellen Aufbau der equinen Plazenta sind Foh-
len post natum auf eine adaquate Aufnahme von Kolostrum
quter Qualitat angewiesen, um die Entwicklung einer passiven
Immunitat zu sichem. Die Qualitit des Kolostrums hangt ins-
besondere von seinem lgG-Gehalt ab. Dieser lasst sich durch
direkte und indirekte Methoden (Dichte und Brechungsindex)
emitteln. Die Dichte des Kolostrums wird durch ein Kolostro-
meter bestimmt und solite mindestens 1060 g/l betragen. Zur

einen Brix-Wert von mindestens 20 % auf. Die Bestimmung der
IgG-Konzentration im Blut des Fohlens kann ebenfalls iiber direk-
te und indirekte Verfahren erfolgen. Fine direkte semiquantitati-
ve Messmethode ist der SNAP®-Test, wobei Werte von > 800 mg)/
difiir eine ad3quate Versorgung anzeigen. Als akemative direkte
Messverfahren kinnen ein auf radialer Immundiffusion basieren-
der Test, der Latexagglutinationstest und die Immunturbimetrie
angewendst werden. 7u dmmdlrdmenVetfahrmdilender
Ziksulfattrisbungstest, der Glutarakdehyd-K die
EaumungderCmrmumhmmderanhim
zentration und der Aktivitat der y-Glutamyltransferase.

ABSTRACT

Due to the spedial structure of the equine placenta, foals de-
pend on an adequate intake of high-quality colostrum post
natum in order to ensure the development of passive immu-
nity. The quality of the colostrum is determined, among other
things, by the lgG content. This may be evaluated in the colos-
trum by direct and indirect methods (density and refractive
index). The density of the colostrum is measured by a colos-
trometer and should amount to at least 1060 g/I. Refractom-
atryis suitable for assessing the relative density or refractive
index. Good equine colostrum has a Brixvalue of at least 23%.
The IgG concentration in the blood of the foal may also be
determined by direct and indirect methods. The SNAP®-Test is
regarded as a direct semi-quantitative measurement method,
with values > 800 mg/dlindicating an adequate IgG concentra-
tion. Furth e, the radial i diffusion test, the latex
agglutination test, and the immunoturbimetry are direct meth-
ods that may be applied. Indirect methods include the zinc
sulphate turbidity test, the glutaraldehyde coagulation test,
aswell as the measurement of total protein, globulin concen-
tration and y-glutamyl transferase activity.
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Emleltung

Yol

hat fiir neug Fohlen essenzislle Badeu-
t\l\g Da diese aufgrund des epitheliochorialen Plazentationstyps
des Pferdes hypog: globulinamisch geb len, ist die
Aufnahme von Kolostrum unMvgbafﬁrdieVersugmgdesmo-
natalen Organismus mit Antiko Beim neugeb Fohlen
iegtderimmmglobtin—G-Cd\aItdesSemmmeinerKdmuum
aufnahme zwischen 2 und 170 mg/dl [48]. Dies reicht quantitativ
nicht aus, um einer postnatalen Infektion entgegenzuwirken. Wenn
nach der Geburt nicht ausreichend kolostrale Antikbrper resorbiert
werden, tritt das Problem einer pathologischen Hypogammaglo-
bulindmie in den ersten Lebenstagen auf [50].

Wichtig filr eine protektive Versorgung ist neben der Menge
und dem Zeitpunkt der Aufnahme vor allem die Qualitat des Ko-
lostrums. Zur Bestimrnmg des IgG-Gehalts von Kolostrum gibt es

neben lzbords. Methoden einige Tests, die sich labor-
unabhingig durchfiihren lassen. Zu diesen mHen die Bestimmung
des spezifischen Gewichts durch Kok ie sowie die M
des Brachungsindexes mit dem Brix-Refraktometer [54].

Es empfiehlt sich, die ausreichende Versorgung mit IgG im Blut
des Fohlens 18 Stunden nach erster Trankeaufnahme zu kontrol-
lieren, um bei einer Hypogammaglobulinamie rechtzeitig Thera-
piemaknahmen einzuleiten zu kinnen [20]. Dazu stehen verschie-
dene direkte und indirekte Verfahren zur Verfiigung. Ziel dieser
Ubersichtsarbeit ist, die verschied: derlgG-Bestim-
mung im Fohlenblut und Kolostrum mit ihren Vor- und Nachteilen
vorzustellen.

Mothend

Kolostrogenese der Stute

Wahrend der letzten beiden Trachtigkeitswochen bildet sich das
Euter der Stute bis zum laktationsfahigen Stadium an. Die Synthe-
se des Kolostrums setzt in dieser Zeit ein [43]. Nach Pearson et al.
[46] kommt es in den letzten 2 Gestationswochen zu einer Stei-
gerung der Kolostrumproduktion, woduch sich die Mamma deut-
lich vergroRert. Lavoie et al. [33] untersuchten bei 6 pluriparen
Warmblutstuten das Kol zum Zeitpunkt des Partus
sowie alle 2 Stunden post partum (p. p.) iiber einen Zeitraum von
16-20 Stunden. Das durchschnittliche Kolostrumvolumen betrug
292 £26 mi[Stunde (Spannweite 202-389 ml/Stunde). Die durch-
schnittliche Gesamtmenge lag bei 5,120,5Imit Extremwerten von
3.2 und 7,01 Das Kolostrumvolumen von primiparen Stuten in den
ersten 3 Stunden p. p. ist signifikant geringer (5272227 ml) als das
von pluriparen Stuten (10191323 ml) [62]. Zwischen der linken
und rechten Euterhalfte wurden keine signifikanten Unterschiede
im Kolostrumwolumen festgestellt [62].

Immunglobulingehalt des Kolostrums
Immunglobulinklassen
Deas Kolostrum besteht hauptsichlich aus Pr und Sek

zentration im Kolostrum [30][62][66]. Bei eutergesunden Stuten
lieR sich hinsichtlich der IgG-Konzentration kein Unterschied zwi-
schen dem Kolostrum der beiden Euterhilften nachweisen [62].
Die lgG-Molekiile werden von Plasmazellen sezerniert und las-
sen sich bei Plerden in 7 Isotypen mit unterschiedlichen immuno-
logischen Funktionen einteilen [65]. Im Kolostrum sind vor allem
19G 4 und lgG 7 angereichert, die die wichtigste Rolle bei der Infekt-
abwehr spielen. Des Weiteren finden sich im Kolostrum IgA, IgM
und IgE. Die mittlers Konzentration von IgA betragt 1000 mg/dl,
dievon IgM liegt zwischen 35 mg/dl und 123 mg/dI[32]. gk kommt
nur in uRerst geringen Konzentrationen im Kolostrum vor [32].

Zeitlicher Verlauf der Immunglobulinkonzentrationen
Direkt nach der Abfohlung liegt die 1gG-Konzentration im Kolos-
trum zwischen 4000 und 17000 mg/dl, wobei Extremwerte von 350
bazw. 30000 mg/dl nachgewiesen wurden [44][46][62][66]. Sitzen-
stock et al. [58] ermittelten beispielsweise mit einem modifizier-
ten Refraktometer zur Zuckermessung bei 75 Zuchtstuten direkt
nach dem Partus eine mittlere lgG-Konzentration von 6200 mg/dl
(Minimum 6100 mg/dl, Maximum 13500 mg/dl). Innerhalb der ers-
ten 8 Stunden sinkt die IgG-Konzentration auf ca. die Halfte bis ein
Drittel und liegt nach 12-15 Stunden noch bei 10-20 % der Aus-
gangswerte. Nach Warko und Bostedt [66], di= Kol prob
von 16 Stuten in einem Zei bis 96 Stunden p.p.

ten, sinkt die lgG-Konzentration in diesem Zeitraum sogar auf4.2 %
der Ausgangswerte. Auch Warko und Bostedt [66] sowie Luft [36]
stellten einen signifikanten Abfall der IgG-Konzentration fest, und
zwar 6 baw. 9-12 Stunden p.p.

Koke et al. [31] untersuchten bei 5 Quarter-Horse-Stuten ab
dem 30. Tag vor dem errechneten Geburtstermin bis 24 Stun-
den p. p. mittels ELISA die Konzentrationen von IgG, IgM und
IgA in Milchproben aus dem Euter Ab dem 21. Iag mte partum
(a.p.)varenalle3 | globuli wobsi
die hischsten Konzentrationen 1 Stunde vor der Geburt ermit-
telt wurden. lgG stelite den groBten Anteil dar (301,32 116,7 bis
1924412 27443 mg/dl). Die Konzentration fiel innerhalb der ers-
ten 24 Stunden p.p. stark ab. Die IgA-Konzentration zeigte einen
starken Anstieg am letzten Tag a. p.. der sich weiter fortsetzte, so-
dass IgA 2 Wochen p. p. die vorherrschende Immunglobulinfrakti-
on reprasentierte. Bei der IgM-Konzentration waren 5 Tage a.p. ein
starker Anstieg sowie ein deutlicher Abfall innerhalb von 24 Stun-
den p.p. zu verzeichnen.

Einflussfaktoren auf die IgG-Konzentration

Paritat

Einigen Studien zufolge differisrt die mittlere initile IgG-Konzen-
tration bei primi- und pluriparen Stuten nicht signifikant [36][55]
[66]. Venner et al[62] kamen bei der Untersuchung von 360 Milch-
probenvon 36 Warmblut stuten mittels ELISA, Kolostrometrie und
Refraktometrie zu dem Ergabnis, dass zum Zeitpunkt des Partus die

+
h-

der Milchdriise und unterscheidet sich in vielerlei Hinsicht von der
reifen Milch. Bei den Proteinen handelt es sich vor allem um Immun-
globuline [43], von denen IgG die grokte Fraktion bildet [56]. Der
IgG-Gehalt des Kolostrums erreicht den 2- bis 8-fachen Wert der
IgG-Konzentration im Serum der Stuten [20], doch korreliert sine
hohe IgG-Konzentration im Blut nicht mit einer hohen IgG-Kon-

Skevert M etal
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1gG-Ks ion bei primiparen Stuten im Alter von 3-4 Jahren
signifikant hoher ist (67,7 18,4 mag/ml) als bei Stuten, die mindes-
tens® ]ahrejtsmdmm‘l Mal abfohlen (50,7 2 17,6 mg/ml). Unter
Beriicksichtig | inden ersten 3 Stunden

P-p- warjedochdle Gesamtmenge an lgG bei den pluriparen Stu-
ten mit 41,22 19,9 g signifikant hdher als bei den primiparen Stu-
tenmit 25,7£8.2g.
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Auch in PiudaulcesdmndiymtdesAbfalsderlgG Kon-

! zeigten sich Unterschiede zwischen primi-

und pluriparen Stuten. Die mmlere IgG-Konzentration im Kolos-
trum von primip Stuten fallt innerhalb der ersten 6 Stund

Immunisierung

Dulch aktlve Imnulsnenmg dergwlden Stute kann die Immun-
globuli den, da so ver-
mehrt Im im Serum der Stutegebiia werdenund es

gy

P-p- um ca. 60 % ab; bei pluriparen Stuten ist ein signifikanter Ab-
fall bereits nach 1,5 Stunden zu verzeichnen [38].

Alter

Ein Finfluss des Alters be: erster Abfohlung auf die IgG-Konzentra-
tion im Kol ben Hemberg et al. [21], die 50 Stu-
ten untersuchten. Dabei lag die IgC-Konzemnbon im Kolostrum
bei Stuten, die im Alter von <9 Jahren erstmals abfohlten, signifi-
kant hoher als bei Maidenstuten mit erstem Partus in einem hihe-
ren Alter. Dies wurde durch eine Untersuchung von LeBlanc et al.
[35] an 293 Stuten bestitigt: Sie ermittelten bei 55% der Fohlen
von Stuten, die dlter als 15 Jahren waren, eine lgG-Konzentration
von <800mg/dl im Blut. wahrend nur 29% der Fohlen von jiinge-
ren Stuten entsprechend niedrige Werte aufwiesen.

Gestationsdauer

Die G wirkt sich ebenfalls auf den 1 gl
gehalt des Kolostrum aus. Bei einer Trachtigkeit sdauer von 335-
340 Iagenemlttzlte IGhn [32] das geringste Risiko fiir einen feh-

Lachafl

RS

Rasse

Perryman und McGuire [48] sowie Chavatte et al. [10] stellten fest,
dasscieRassederStuten keinen signifikanten Einfluss auf die Im-

e im Kol hat. Nach Bellinah
[4] kommt eine lhtewemxgung mit Immunglobulinen bei robus-
ten Pferd. wie beispielswei |s|andem.seltenerwr Solag

die mit dem CITE-IgG-Fohl

memmxktenhnodwngmmomunhxnm[ﬂ] Esist
sinnvoll, die Stute schon 14 Tage vor Geburtstermin an den Ort zu

rbringen, an dem die Abfohlung stattfinden soll, um den Stress
durch die neue Umgebung unmittelbar vor der Geburt so gering
wie maglich zu halten. Eine starkere Stressbelastung kann zu einer
verminderten Qualitat des Kolostrums fishren [29]. Des Weiteren
bildet die Stute so Antikirper gegen die Mikroorganismen der Um-
gebung, in der die Geburt stattfindet [29].

Vitamin-E-Supplementierung

Bondo und Jensen [6] untersuchten den Einfluss einer Vitamin-£-
Supplementierung bei Warmblutstuten im Zeitraum von 3 Wo-
chen vor der erwarteten Abfohlung bis zu 2 Tage p. p.. Die Pro-
banden der Testgruppe (n=17) erhielten taglich Vitamin E oralin
Form von 2500 1L RRR-a-Tocopherol, die Kontrolltiere (n=17) blie-
ben unbehandelt. Die Messung mittels ELISA ergab in der Test-
gmppem\hrglﬂdmzurkonh'olyuppemdm Tagen 2 und 3 p.p.
eine signifikant hohere IgG-K im Kok (1.03 baw.
0,73 mg/ml vs. 0,79 bew. 0,56 mg/ml). Gleiches galt lunielgM-
Konzentration (0,19 bzw. 0,17 mg/mi vs. 0,13 bzw. 0,11 mg/ml).
Beiden Fohlen resultierte die Vitamin-E-Supph i derStu-
ten ebenfalls in siner signifikant haheren lgM-Konzenttanon an

Tag 3 (0.50 mg/mi vs. 0,32 mg/mi).

Haltungsform

Erhard et al. [18] untersuchten Kolostrum- und Blutproben von

139 Stuten diverser Rassen sowie Blutproben ihrer Fohlen bei ver-
schied Haltungsf mmlsEUSAanenmmmﬂteb:

(IDEXX) b K
tration nur bei einem der 20 untersuchten Islanderfohlen unter
800 mg/dI. Ebenso stuften Chevalier-Clement und Genin [11] die
Qualitat des Kolostrums bei Kaltblutpferden als hochwertiger ein.
Pearson et al. [%]M&nlulsdltidldeslgﬁ-ﬁe&dlsdesmbs—
trums (Messung mittels radialer diffusion) R
debelhod'llnBIutstdlendenRammdLDlelgG—Kmmm:tion
des Kolostrums lag bei den untersuchten 22 Englischen Vollblut-
stuten mit 46,08 mg/ml signifikant niedriger als bei den 14 Arabi-
schen Vollblutstuten mit 96,91 mg/ml.

hie-

Jahreszeit der Abfohlung

Verschiedenen Studien zufolge hat die Jahreszsit, in der das Fohlen
geboren wird, keinen Finfluss auf die IgG-Konzentration [18][37].
Clabough [12] untersuchte 361 Stuten und deren Fohlen im Hln-
blick auf Faktoren, die zu einem fehlerhaf

bulintransfer fithren (definiert als IgC-szmu'amndOOmglml)
Die Bastimmung der | lobulink ion im Serum der
Fohlen erfolgte mit dem Gl Fohlen,
die frith in der Zuchtsaison geboren wurden, zeigten eine starke-
e Gefihrdung als Fohlen aus dem spaten Frithjahr. Die Studie eva-
luierte der Stute (2. &Plalem:gemdt Nach-

A Aobd W Lt

p.p.bis6 Wochen p- p-. Zwischen den Kol
Blutproben der Fohlen lieBen sich keine sugnfhnten Unterschie-
de hinsichtlich der IgG-Konzentration nachweisen. Somit wirkt sich
die Haltungsform nicht signifikant auf die lgG-Konzentration im
Kolostrum der Stute aus. Dies |3sst sich auf die IgG-Konzentrati-
on im Blut der Fohlen Gbertragen, wobei dabei weitere Finfliisse
eine Rolle spielen.

Untersuchte Einflussfaktoren auf die Kolostrumqualitat sind in
»Tab. 1 zusammengefasst. Generell ist davon auszugehen, dass
groke individuelle Unterschiede zwischen einzelnen Stuten vor-
liegen, die die Faktoren wie Alter, Paritat und Saison Gberlagern.

Immunglobulinstatus neugeborener Fohlen
Resorption kolostraler Immunglobuline

Die Aufnahme der globuline aus dem Kolostrum erfolgt im
Diinndarm des equinen N durch spezialisierte Epithelzel-
len ber Pilolytose Der an diesen Epithelzellen exprimierte neo-
natale Fc-Rezeptor (FcRn) vermittelt und requliert die Resorption
[17]. Innerhalb von 38 Stunden post natum (p. n.) werden diese
Epithelzellen durch mature Darmzellen ersetzt, die keine Passage

geburtsverhaltung) im Hinblick auf ihre Korrelation zur K
qualitat, wobei keine signifikanten Zusammenhange feststellbar
waren.

von Mak Jekiilen mehr zul, [28]. Dieser Absorptionsstill-
stand wird als dosure bezeichnet und ist beim Pferd bisher wenig er-
forscht. In experimentellen Untersuchungen wurden in den ersten
3 Stunden p.n. 22 % der Giber das Futter zugefiihrten Makromole-

ot Prax Awsg G
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»Tab.1 ite Einflussfak auf die 1gG des equir lo
»Table1 Bvalusted factors q the IgG of equine
Bnflussfaktor Auswirkung Quellen
Euterhalfte keine 02]
Gestationsdauer Restko for Hypogammaglobulindmie bel 335-340 Tagen am geringsten 132]
Partat keine [3e][35](ea)
 hohere mittiere Kon bel Stuten bel gering N
h&nmzhp.p.
Alter der Stute bel 1. Abfohlung geringerer Gehalt bel hoherem Alter 2133)
Johreszeit der Abfohlung ke [18)[37]
drigere Weste bel frok ger Abfohiung nz|
Rasse keine [10](<8)
bessere Qualitat bet pherd &)
Haltungsform keine g
g der graviden Stute gerung 147)
Vitamin-£-Supplementierung der Stute Stelgerung 1]
G- Im Bk der Stute kene [30][62)[es)

kiile resorbiert, 7-14 Stunden p.n. noch 10% und 20 Stunden p.n.
weniger als 1% [26]. Beriicksichtigt man dabei die zusatzliche Re-
sorption |n¢ieextmasalenhme.l:eqt¢ietatsachlld1ekesoupn

tragt 20-30 Tage). den Verdimnungseffekt durch das Wachstum
des Fohlens sowie durch Verbrauch nicht mehr im Blut nachweis-
bar |32]

Produkti

on zwar doppelt so hoch, doch wird die zeitlich begrenzt
mmlmmmmmmmm
ler Immunglobuline iber den Darm in den ersten Lebensstunden
ist daher iell fiir das neugeb Fohlen.

Die Zeitspanne der Resorption nach Kolostrumaufnahme be-
tragt 6 Stunden, sodass sich 1gG im Blut des Fohlens nach dieser
Zeit messen lasst. Ab der 12. Stunde p. n. sind Werte um 800 mg/dl

| und Maximah awischen der 12_und 18.Stun-
de nach erster Aufnahme ermittelt werden [28]. Erhard et al. [18|

e

Enhlanhh

) Inmn@bui\edldldasfd\lm

1bibnbd

etfolg(beldenemzdnen
Zeitpunkten. Wahrend die Figensynthese von lgM in nennenswer-
ten Mengen bereits in utero stattfindet, setzt die Synthese von lgG
und IgAim Verlauf des 1. Leb ein. Der Zeil indem
sich passive und aktive Immunitat iberlappen, liegt somit zwischen
der 2.1eb che und dem 4. Leb Die im Verhaltnis

iedrigsten Werte der | lobulink im Blut der
Fohlen kinnenim 2. Monat p. n.festgestdltwden da zu diesem

2uversch

stellten bei 139 mittels ELISA chi

Anstieg der mittleren lgG-Konzentration im Serum von 30 mg/d|
vor der ersten Kolostrumaufnahme auf 960 mg/dl 5-8 Stunden
p-n. fest. Das Maximum der mittleren IgG-Konzentration von
1570 mg/dl erreichten die Fohlen 13-16 Stunden p. n. Ahnliche
Resultate ergaben sich in einer friheren Studie [66].

Bildung eigener Immunglobuline

Fohlen nehmen in den ersten 12-15 Stunden nach der Geburt im

Duchsd\mtt 2-3I Koloslrum auf und erreichen so die optimale
ir eine effektive k =S

rausgesetzt esh quter Qualitat [32].

delt sich um Kol
Am 2. Tag nach der Kolostrumaufnahme erreicht ihr Immunglo-
bulinspiegel im Blut den eines adulten Pferdes [32]. AnschlieBend
nimmt die durch die Kol fnahme erdangte passive Immu-
nitat kontinuierlich ab und das Fohlen synthetisiert eigene Im-
globuline [52]. Die Synthese der Antikirper wird zuvordulth
die maternalen Immunglobuline driickt [24]. Im Z
des 1.-2. Monats p.n. fillt die Konzentration der kolostralen Im-
munglobuline auf den methgsten Level [19]. Nach einem halben
Jahr sind die kolostral globuline durch die Verstoffwech-
selung (die biologische Halbwertszeit von Immunglobulinen be-

Slevert M etal Jobulnk
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Zeitpunkt die Korrelation zwischen passiver und aktiver
Immunitat am goSten ist [27][40][52]). Dieser Zeitpunkt korre-
liert mit einem erhdhten Auf von bakteriellen Infektionen des
Respirationstrakts [23]. Gesunde Fohlen erreichen zwischen dem
3. und 8. Lebensmonat einen Immunstatus, der mit dem adulter

Plerde vergleichbar ist [27][52].

Klassifizerung der Immunglobulinversorgung

Die Versorgung mit | globulinen kann anhand der im Blut
des Fohlens gemessenen lgG-Konzentration klassifiziert werden.
McGuire et al. [41] ersteliten hierzu folgende Einteilung: Eine IgG-
Konzentration > 800 mg/dl kennzeichnet eine optimale Versor-
gung und verifiziert einen physiologischen Immunglobulintrans-
fer. Konzentrationen zwischen 400 und 800 mg/dl charakterisieren
eine suboptimale Versorgung. Fin partieller fehlerhafter passiver
Transfer (PFPT) ist definiert als lgG-Konzentration zwischen 200
und 400 mg/dl und ein vollstandiger fehlerhafter passiver Trans-
fer (FPT) als IgG-Konzentration < 200 mg/dL. Diese Definition der
Immunglobulinversorgung wird zum jetzigen Zeitpunkt vielfach
verwendet, unterscheidet sich jedoch von den Angaben anderer
Autoren [44][59].
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Nachweisverfahren zur Bestimmung des
Immunglobulingehalts im Blut der Fohlen

Um die Konzentration von Immunglobulinen im Blut von Fohlen
zu bestimmen, ki direkte und indirekte Verfahren ang

det werden. Zu den direkten Verfahren zahlen unter anderem der
SNAP?® Foal IgG I’est(lDEXde)otatnnes) die mdﬂelmmund‘ﬁu-
sion, der Latexagglutinati sowie die | rhidi

Bei den indirekten Verfahten sind derZinhdamubungstest der
Glutaraldehyd-Koagul die G

Gobulmbesxlnu'nung und die Ah.wnatsmessmg der y-Glutamyl
transferase (GGT) zu nennen [6].

Direkte Verfahren zur IgG-Bestimmung
SNAP® Foal IgG Test
Dieser Schnelitest beruht auf der ELISA-Technologie. Die Messbreite
wird in 3 Kategorien eingeteilt: <400 mg/dl, 400-800 mg/dI
und>800 mg/dl. Dieser Test ermaglicht es, die Immunglobulin-
gung des Fohlens innerhalb von 10 Minuten zu iiberpriifen.
Er besitzt eine hohe Genauigkeit in den niedrigen (<400 mg/dl) und
hohen (> 800 mg/dl) Bereichen [49]. Unterstab [61] untersuchte
Blutproben von 53 Fohlen mit dem SNAP®-Test und vergich die
Resultate mit denen eines laborgebund, ELISAs. Im niedrig
Bereich zeigte sich eine Ubereinstimmung von 100% und im Be-
reich einer hohen IgG-Konzentration (> 800 mg/dl) eine Uberein-
stimmung von 98 %. Insgesamt lag die Ubereinstimmung der bei-

ver

Immunturbidimetrie

Die Immunturbidimetrie beruht auf einer Komplexbildung von An-
tigenen und Antikbrpern [16]. McCue [39] verwendete diese Me-
thode zur Bestimmung der IgG-Konzentration im Plasma von Foh-
len mit Finsatz eines RID-Tests als Referenzmethode (r=-0,95).
Die Spezifitat betrug bei einer IgG-Konzentration von 800 mg/dl
70,5 % und bei einer IgG-Konzentration von 400 mg/dl 99,1% bei
einer Sensitivitat von jeweils >90 %

Indirekte Verfahren zur IgG-Bestimmung
Zinksulfattriibungstest

Bei diesemn Verfahren wird das Testserum mit einer Zinklasung ver-
mischt. Der Test ist schnell durchfiihrbar und besitzt eine gute Ge-
nauvigkeit [29]. Nach Crawford und Perryman [14] lassen sich die
Testergebnisse mit denen des RID-Tests vergleichen. Auch Mor-
ris et al. [44] stellten bei vergleichendem Einsatz von Zinksulfat-
trisbungstest und RID-Test zur Messung der IgG-Konzentration im
Blut von Fohlen eine signifikante Ubereinstimmung fest (p <0,001).
Rumbaugh et al. [53] ermittelten bei einem Vergleich dieser bei-
den Verfahren bei 84 Fohlen einen signifikanten Korrelationskosf-
fizienten von r=0,88. Als groBer Vorteil des Zinksulfattriibungs-
tests gilt, dass er in maximal 60 Minuten durchfithrbar ist und bei
hohen IgG-Konzentrationen deutlich schneller Ergebnisse liefert.

Glutaraldehyd-Koagulationstest
Dieser Test basiert auf einer Polymerisierung der Gammaglobuline

den Tests bei 96 %. Bei Definition einer Hypoga lobulinami
als IgG-Konzentrations 800mg/dl 18 Shndennamersterlmnb-
aufnahme zeigte der SNAP®-Test eine Sensitivitat von 85,71 L und
eine Spezifitat von 100 %. Letztere ist allerdings 2u relativieren, da
die Anzahl der Fohlen mit einer Hypogammaglobulindmie in der
Studie gering war.

Radiale Immundiffusion (RID)

Bei dem auf diesem Prinzip basierenden Test wird durch eine im-
munchemische Methode eine A Antikol und
somiit IgG nachg [32]. Das W erfordert eine Inku-
bationszeit von ca. 24 Stunden [14]. Die Prizision dieser Metho-
de wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Becht und Semrad
[3] beschreiben die RID als effizientests Methode zur Bestimmung

ray

durch Glutaraldehyd, da die Aldehyde und freien Aminogrupp

iteinander vemetzt den. Anhand der Zeitd. der Reakti
kann auf eine hohe oder niedrige IgG-Konzentration in der Probe
geschlossen werden [5].

Messung der Gesamtproteinkonzentration

Hierbei sind 2 Methoden zu unterscheiden: a) die alleinige Bestim-
mung der G ink ion als MaR fiir die IgG-Konzen-
tration; b) Messung der Gesamtprotein- sowie Albuminkonzentra-
tion und Bildung der Differenz zur Ermittlung des Globulingehalts,
der zum groRten Teil von IgG bestimmt wird.

Die zlleinige Bestimmung der Gesamtp

wie sie bei bovinen Neonaten genutzt wird, erhilt in der Litera-
tur kontroverse Bewertungen. Eine Kon'elahon besteht im Fall

der lgG-Konzentration im Blut der Fohlen. Brown [8] hingagen kri
tisiert, dass die Ergebnisse dieses Verfahrens nicht miteinander ver-
gleichbar sind, da sie in den Tests nicht standardisi d objektiv

einer Hypog. globulinamie (hier definiert als IgG-Konzentra-
tion <800 mg/dl), beldetdle Cesamtproteinkonzentration signi-

ermittelt werden. Auch Kahn [32] sieht die velfahmnsbedngten
Unterschiede als bedenklich an.

Latexagglutinationstest

Bei diesem Test, der sich innerhalb von 15 Minuten durchfiihren
|dsst, wird IgG an Latexpartikel gebunden. Der Test ermaglicht die
Beurteilung der IgG-Konzentration in Bereichen von <200 mg/dl,
200-400 mg/dl und > 400 mg/dI [13][32]. Baird et al. [2] unter-
suchten Blutproben von 45 Fohlen und vergleichend mit dem La-
texagglutinationstest und einem einfachen RID-Test, wobei sich
zwischen den beiden Testverfahren eine Ubereinstimmung von
88 Tergab.

fikant niedrigere Werte zeigt [60]. Tyler-McGowan et al. [59] un-
tersuchten Blutproben von 88 Fohlen mittels Refraktometer und
kamen zu dem Ergebnis, dass Fohlen mit einem GesamteiweiBge-
halt von<47g/l 18 Stunden p-n. keine ausreichende Immunglo-

isen ko Die Untersucher hatten zuvor
9gmﬁkmte Untendlede(pd) 01) zwischen einer ausreichenden
odermd\tz-ml- d lobuli qung und der Ge-

i dit. u:etsdwertet der Gesamt-

protelngehalt 12 Stunden p. n 60g/l. ist laut Roscher [51] eine
lgG-Konzentration von <800 mg/dl als sehr unwahrscheinlich an-
zusehen, liegt der Gehalt bei <45 g/l ist eine lgG-Konzentration
von <400 mg/dl wahrscheinlich [51]. Unterstab [61] bestimmte
bei Fohlen mindestens 12 Stunden p.n. die Gesamtproteinkon-
zentration mittels Fotometer und Refraktometer. Bei einem foto-
metrisch gy G t von 46 g/l kann ihrer
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Studie zufolge mit einer Sensitivitat von 86 % und einer Spezifitat
von 98 % auf einen lgG-Gehalt von 2 800 mg/dl geschlossen wer-
den. Bei der Messung mittels Refraktometer kann bei einem Wert
von 49 g/l mit einer Sensitivitdt von 86% und einer Spezifitat von
96'% von einem lgG-Gehalt von = 800 mg/dl ausgegangen werden.
Das Ergebnis der Gesamtprotei g kann allerdings durch
Erkrankungen der Fohlen mit Auswirkungen auf die Gesamtpro-
teinkonzentration im Blut verfalscht werden [51]. Rumbaugh et
al. [53] bezeichnen diese Methode als unzuverssig und als allein
nicht nutzbar, da in ihrer Studie die Gesamtproteingehalte bei Foh-
len, die einen ad3quaten passiven | lobuli fer zeigten,
nach dem Saugakt sanken. Als Coldslandard zur Messung der lgG-
Konzentration verwendeten sie den RID-Test. Metzger et al. [42]
besttigen diese Aussage durch eine Studie mit 67 Fohlen, in der
sie sowohl die M qder G tproteink ration als auch
die Besti q der Globufink ration mit dem RID-Test ver-
glichen. Anders als Rumbaugh et al. [53] erachten sie die Bestim-
mung des Gesamtproteingehalts aks zusatzlichen Test jedoch fir
sinmvoll. lhren Ergebnissen zufolge macht eine Globulinkonzentra-
tionvon 2 24 g/l eine Immunglobulink jon von<800mg/d|
unwahrscheinlich (Sensitivitat 94 %, Spezifitat 44 %). Hurcombe et
al [25] untersuchten 2 Gruppen mlt insgesamt 76 Fohlen mittels
rbidimetrie auf die Korrelation zwischen der lgG-Konzen-
tration und Gesamtprotein, Gesxmgobull\ und Albumin im Blut
und stellten zwischen allen Methoden und der lgG-Konzentration
signifikante Korrelationen fest. Weiterhin ergab sich in ibrer Studie
eine lineare Beziehung zwischen der Globulin- und der 1gG-Kon-
zentration im Serum.

Bestimmung der y-Glutamyltransferase-Aktivitat
D.eAktlvnatsmessung dery-Ghlamyﬂrans‘erase (GGT) wird beim
zur Besti g der lgG-Ke C ver-
wendet und ist fiar diese Tierart evaluiert [7]. Bisher beschaftigten
sich nur wenige Untersucher mit der Bestimmung der lgG-Konzen-
tration durch die GGT-Aktivitat beim Fohlen, doch wurden Refe-
renzwerte ermittelt. Diesa liegen vor der Kolostrumaufnahme bei
14,3-33,61U/l und nach Kolostry fnahme zum Zeitpunkt zwi-
schen 15 und 36 Stunden p.n. bei 20,3-42,91U/1 [7][45][63]. Un-
terstab [61] ermittelte die GGT-Aktivitit bei Fohlen vor der ersten
Trankeaufnahme und 12 Stunden p.n. mit Werten von 9,82 1U/|
baw. 16,291U/1. Die Aktivitat der GGT stieg nicht gleichmigig, so-
dass einige Fohlen zum 2. Messzeitpunkt niedrigers Werte aufwie-
sen als bei der 1. Messunqg. Fir die Korrelation zwischen Messung 1
und 2 ergab sich ein Komrelationskoeffizient von r=0,18 und der Zu-
sammenhang erwies sich als nicht statistisch signifikant (p=0.23).
Daraus schioss Unterstab [61], dass diese Methode nicht geeignet
ist, um die IgG-Konzentration im Blut der Fohlen zu tberpriifen.

Qualitdtsbeurteilung des Kolostrums

Eine erste Beurteilung kann durch die visuelle Uberpriifung von
Farbe, K: und Beimengungen einer Kolostrumprobe er-
folgen. Die Bastimmung des spezifischen Gewichts, die Messung
der relativen Dichte und die Viskositatsmessung sind Methoden
fiir eine objektive Qualitatsbeurteilung des Kolostrums [9][34]
[62][64].
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»Abb. 1 Equines Kok chiediicher Farben. Zu beach
&1, dass sich nicht In allen Studien eln Zusammenhang zwlschen
19G-Gehalt und Farbe des Kolostrums nachwelsen beg, sodass

die Farbe kelnen quten Qualtatsparameter darstellt [58]. Quelle:
O M. Slevert.

*Fg.1 quk!mhstl\lmddlﬂ:ﬁcohx nslmldbcmtd
that not all studies d da

trum IgG content and its color, therefore, the color Is not consid-
ered to be a high-quality parameter for evalsation [34). Source:
© M. Slevert.

»Tab.2 neuvulhng d:r@ulnlwn equinem Kolostrum bel

s und rbidim
(nxholmuscah [E))%
»Table2 Evak of equine cok _,....., using a Bric
fi and bidimetry ( q to data from
Cash [9]).
Brix-Wert(%) 19C (mgjdi) qualitst
<10-13 100-2800 schlecht
15-20 2800-5000 grenrwertlg
20-30 S000-8000 ausreichend
>30 >38000 sehe qut
Farbe

Nach Chavatte et al. [10] lassen physikalische Eigenschaften wie die
Farbe auf die IgG-Konzentration schlieRen. In dieser Studie ordne-
te ein Untersucher die Kolostrumfarbe (» Abb. 1) subjektiv in die
Kategorien WeiR oder Celb ein. AnschlieRend fand eine Messung
der lgG-Konzentration mittels RID-Test statt. Kolostrum der Farb-
kategorie Gelb wies eine signifikant hohere lgG-Konzentration auf
(p<0.05). Dagegen liek sich in der Studie von Pearson et al. [46], in
derebenfalls ein Untersucher die Kolostrumfarbe beurteilte, kein

) Z hang zwischen Farbe und IgC-Konzentra-
tion des Kolostrums feststellen.

303



# Thieme

I3t der Stute mit Angabe von Cut-off-Werten und

»Table3 C of bloph prop to th quality of the mare with cut-off values and correlation to IgG content
(54}
Blophysskali: igenschaft Cut-off-Wert Korrelation zum IgG-Gehait
Dichte[speatfisches Gewicht Asdometer 1060g)! 0,2-09
relative chungsinde ptisches Refrakt: 233 B 0,7-0,94
Viskositat kein validiertes Verfabwen = =

Spezifisches Gewicht wassrig zu. Anhand dieser optischen Bewertung durch einen Unter-

stchendemspezlﬁschmcemdnmddmﬁdermdnedesxo-
lostrums und der | lobulink besteht nach der
Studie von Leblanc [34] eneenge Korrelation (r=0,90). Der Grenz-
wert fiir Kolostrum guter Qualitat wird mit > 1060 g/l angegeben
[34]. Waelchli et al. [64], Dascanio et al. [15] sowie Venner et al.
[62]. die 360 Kolostrumproben von Stuten mittels ELISA untersuch-
ten, verzeichneten dhnliche Resultate mit einer Korrelation von
=097, r=0,72 bzw. r=0,88. Die Messung ist einfach und schnell
durchfihrbar. Nach Kahn [32] weist Kolostrum mit einem spezifi-
schen Gewicht von 1090 g/l eine lgG-Konzentration> 7000 mg/dl
auf und kann als von optimaler Qualitat beurteilt werden. Als von
guter Qualitat stuft er das Kolostrum ab einem spezifischen Ge-
wicht von 1060 g/l und einer IgG-Konzentration von 3000 mg/dl
ein. Befinden sich die Werte darunter, handelt es sich um Kolostrum
minderwertiger Qualitat [32]. Auch Aurich et al. [ 1] sehen eine Ab-
schatzung des IgG-Gehalts des Kolostrums vor der ersten Tranke-

sucher konnten sie keine Korrelation zwischen der Viskositat und
dem| lobulingehalt im Kol i dlen. Waslchliet al.
[64] untersuchten das Kolostrum von 27 St\men 24 Stunden p P-
und beriicksichtigten neben der Viskositat
Gesamtproteinkonzentration, spezifisches Gewicht und opusdlen
Brechungsindex (» Tab. 3). Die lgG-Konzentration wurde mittels La-
texagglutinationstest bestimmt und die Resultate mit den Ergeb-
nissen zur Viskositatsbeurteilung verglichen. For alle erhobenen
Parameter konnte eine direkte Korrelation mit der lgG-Konzentra-
tion festgestellt werden. Die A raten jedoch nicht zur Beur-
teilung der Kolostrumaqualitat anhand der Viskositat, da die Bestim-
mung des spezifischen Gewichts oder der kommerziell erhaltliche
Latexagglutinationstest deutlich einfacher durchfiihrbar ist [64].

Immunturbidimetrie
Auch fiir dieses Verfahren zur B

aufnahme des Fohlens durch die Dichtemessung als sinnvoll an.

Relative Dichte

q der
im lstemlesthxnmemelerhalllida.ﬁlekbeisgtm
pe aus den Niederlanden [57] untersuchte Kolostrumproben von
43 Stuten mit einem kommerziell erhaltlichen turbidimetrischen

Die relative Dichte wird iiber den Brechung des
bestimmt, wobei sich als MaBeinheit die Einheit Grad Brix etab-
liert hat. Verschiedene Untersucher ermittalten eine gute Korre-
lation zwischen relativer Dichte und der lgG-Konzentration mit
Korrelationskoeffizienten von r=0,93 [62] bzw. r= 0,94 [9], sodass
sich die Bestimmung der relativen Dichte mittels Brix-Refrakto-
meter zur Beurteilung der Kolostrumqualitt eignet. Die Anwen-
dung des Refraktometers gilt als schnelle und giinstige Methode,
fiir die nur wenig Probenmaterial bendtigt wird. Cash [9] unter-
suchte 66 Kobstnlnpmben vun 58 Stuten mittels iImmunturbidi-
metrie und Brix-Refr mit einer nicht ausrei-
chenden IgG-Konzentration zeigte einen Brix-Wert von < 15%, Ko-
lostrum von sehr guter Qualitat hatte einen Brix-Wert von>30%.
Eine sehr enge Korrelation zwischen den beiden Verfahren bestand
vor allemn bei Brix-Werten im Bereich von 0-50 % und einer Messung
im Zeitraum von 12-48 Stunden p.p. (»Tab. 2).

Viskositat

Die Viskositit ist ein MaR fiir die FlieRfhigkeit eines Stoffes bzw.
einer Fliissigkeit. In praxi wird die Viskositat schon lange als Parame-
ter zur Beurteilung der Kolostrumqualitat verwendet, da vermutet
wird, dass ein hoher Immunglobulingehalt mit einer hohen Viskosi-
tit einhergeht. Chavatte et al. [10] untersuchten Kolostrumproben
von 39 Stuten und ordneten diese den Kategorien dickfliissig und

304

I y und wahlten aks Referenzmethode den RID-Test. Sie
stellten fest, dasssididervema'ldetelstwbu\dmholmhles-
nicht signete. Der Korrelationskoeffizient zwischen die-
seml’estmddeleD-Ies(beuugr-OB

g .

FAZIT FUR DIE PRAXIS

Kolostrum besitzt fiir equine Neonaten eine essenzielle Be-
deutunyg, da die passive Immunitat nur durch qualitativ hoch-
wertiges Kolostrum gesichert werden kann. Als Parameter
fiir die Beurteilung der Kolostrumqualitat eignen sich die bio-
physikalischen Eigenschaften Dichte und Brechungsindex, die
sich mit kommerziell erhaltlichen Messgeriten bestimmen
lassen. Die Bestimmung der IgG-Konzentration im Blut von
Fohlen kann durch direkte und indirekte Methoden erfolgen.
Das einzige laborunabhingige direkte Verfahren ist derzeit
der kommerziell erhilthiche SNAP®-Test.

Interessenkonflikt

Die Autoren b darss kein besteht.
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Table 1
Comparison of SNAP test, total protein (TP) and total globulins (TRA) with reference methods to detect hypogammaglobulinemia in newborn foals in literature. The units
were expressed in mg/dL. to improve comparability.
Amnalyzed Threshold Agr Range of Foal Number|
Method Reference Method  Valwe in mg/dl.  Sensitivity in2  Spedificity in¥X  Foals Status of Health ~ Sample size Reference
SNAP RID <400 <800 889 810 958 947 2-24br bealthy and sick  60/100 16
SNAP RID <400 <800 €0 9%5 7952 = 19D sick 67)67 17
SNAP RID <400 <800 76 88 95 90 24 -27hr healthy 201198 19
™ RID <400 <800 519 429 95.9 966 2-24br healﬂqmdsd 60/100 16
™ RID <800 e 47 =190 67)67 17
™ RID <400 <800 86.1 829 709722 not specified balﬂy and sick  230/232 21
™ RID ol 81;m 1-58D bealthy and sick 3838 23
TRA RID <400 =800 886 875 896 802 6-24hr bealthy 60/360 n
TpA Bectrophoresis <400 <800 977 W04 905 879 6-24hr healthy 60/360 n
™ Bectrophoresis <200 <400 92390 %07 79769769 0-25D not specified 56/56 24
<800

B
gl &
g
%
i

1. Introduction

Due to the epitheliochorial structure of the equine placenta,
foals are born almost agammaglobulinemic. After birth, they de-
pendonmemnierﬁmnﬂumardscobstmfo(mad-
equate supply of i ins [1]. Wi enough good-
quality colostrum, p I b ia, also known
as Failure of Passwe Transfer (FPT). develops |2]. This is the fourth
most common abnormality in newborn foals under hospital con-

Measurement of the total protein concentration in blood serum
can also be used for the diagnosis of FPT in foals [9,20]. Refrac-
tometers give a quick and i ive screening and have
a good sensitivity for the diagnosis of FPT [21]. In bovine neonates,
determining the total protein concentration is routinely used to as-
sess antibody absorption because it is rapid, simple, and inexpen-
sive [22]. In equine neonatal medicine the diﬁcully lies in estab-
lishing appropnzt: threshold values that result in clinically use-

ditions [3]. Some authors do not consider serum IgG levels to be
directly rzhtzd o disease sevmty and foal survival [4], but hy-

gl ia is considered to be a risk factor for devel-
opmg the serious infectious disease with a fatal outcome [3,5]. Due
to the high risk of infection, early detection of hy

ful y and specificity for IgG concentrations greater than
800 mg/dL, between 800 and 400 mg/dL and less than 400 mg/dL.
Different authors describe sensitivities and specificities associated
with different cut-off values (Table 1) [16,17,21,.23].

Furthermore, it was i the ¢ ion of

linemia and prompt treatment are crucial for the health and devel-
opment of foals [1.6]. The literature is conflicted about the defini-
tions of Partial Failure of Passive Transfer (PFPT) and FPT. However,
the threshold concentration for sufficient absorption of IgG under
hospital conditions is at least 800 mg/dL in the plasma or serum
of the foal [1,67]. A PFPT is present when concentrations are be-
tween 400 and 800 mg/dL, and an FPT is found at concentrations
below 400 mg/dL 24 hours post-natal [8-10].

Various laboratory-based and laboratory-independent testing

hods exist for ining the IgG concentration in the blood
of foals. Radial immunodiffusion (RID) is considered to be the
gold standard for measurement [ 11]. However, serum electrophore-
sis could be a competitive alternative, since it may be more reli-
able and accurate [11,12]. These laboratory-based tests are labor-

ive and ti G . the simpler and more
rapid nonlaboratory tests usually have poos reliability. Neverthe-
less, infrared spectroscopy and turbidimetric immunoassay, offer
similar overall performance, but provide quantitative IgG concen-
trations faster and at a lower cost [13,14]. The turbidimetric im-
munoassays, as well as other test methods (zinc sulfate turbid-
ity test, the glutaraldehyde coagulation test, and other rapid semi-
quantitative on-site tests), are available as commercial test kits
[15.16].

Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA) are also widely
used. As this assay has high rep ibility and itivity, it is
suitable for routine diagnostics [10]. An ELISA-based rapid test is
the semi-quantitative SNAP Foal IgG test (Idexx Laboratories, Inc..
Westbrook USA) [17]. This test can also be carried out under field
conditions within a few minutes. Various studies have examined
the SNAP Foal IgG test and compared it with other diagnostic tests
[16-19]. In this studies, sensitivities of 81%-95% and specificities
of 52%-95% for the detection of serum IgG concentrations of <400
mg/dL or <800 mg/dL were achieved (Table 1).

15

total globulins calculated from the difference between total protein
and albumin provides a more reliable diagnosis of FTP [11,24]. This
method seems to provide better sensitivity and spedficity than the
determination of total protein alone (Table 1). Here, as in the mea-
surement of total protein, the determination of suitable cut-off val-
ues is of great mlpomruformemhabkduymsohnm

While research exists comp the i hods listed
here, no study directly compares the SNAP test, the measurement
of total protein, and the calculation of total globulin on the same
samples. Therefore, this study was conducted with a spedal focus
on a wide distribution of samples in the low and medium mea-
surement ranges, induding samples immediately taken after birth
(i.e., before the foal’s intake of colostrum).

The purpose of this study was to compare three measurement
methods that are quick to perform and inexpensive, to detect the
most suil hod for ine serum IgG concentrations in
the newborn foal.

2. Materials and Methods
21. Serum Samples

Samples were collected between April 2018 and September
2019 from inpatient and outpatient foals at the Clinic for Obstet-
rics, Gynecology and Andrology of Large and Small Animals at the
Veterinary Outpatient Clinic of Justus Liebig University Giessen,
Germany. These foals were presented at the clinic due to illness;
either were healthy neonates of sick mares or were born at the
clinic. They were included in the study at an age immediately af-
ter birth up to 6 days post natum. Furthermore, foals of any breed
and sex were induded and there was no exclusion from the study
based on the health status of the foals. Foals that had already been
treated by plasma transfusion prior to presentation were excluded
from the study.
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All samples were taken as part of health surveillance and diag-
nosis of potential diseases, after which residual blood was used for
scientific investigations (permission: kTV8-2017)

Blood samples were taken from the external jugular vein. Sam-
pling was performed after prior disinfection of the puncture site

Joumal of Equine Veterinary Science 114 (2022) 104008

tion of 20 mg/mL, the pattern of precipitation against anti-horse
whole serum is the same as that against anti-horse IgG. Fr frag-
ment specific). Serum samples with known low or high IgG con-
centrations were included in the tests as controls.

Aher 30 minutes of incubation, the detector antibody

using disposable cannulas (Sterican 20G 1 1/2, Braun,
Germany) and two sterile of 4 mL serum tubes (Tube 4 mL, Sarst-
edt AG & CoXG, Numbrecht, Germany).

After the samples had clotted, they were immediately cen-
trifuged in the laboratory for 5 minutes at 1680 g (Rotina 35R, Het-
tich Lab Technology. Hettich GmbH & Co.XG, Tuttlingen, Germany).
The serum was pipetted and filled into unwersal tubes. Each sam-
ple was divided into four alig; Three were
directly aft d for IgG conc bymunsofSNAPnest,
measurement of total protein, and calculation of total globulin. The
fourth aliquot was stored at -18°C until an ELISA test was per-
formed.

22. Laboratory Analysis

Each aliquot was measured once by one of the three measure-
ment methods (see below) and the ELISA as reference method.

The SNAP Foal IgG test is an ELISA-based, commercial, semi-
quantitative rapid test (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook). Based
on color devel the IgG is classified into three
categories: <400 mg/dL, 400-800 mg/dL, and 800 mg/dL

The total protein was determined by means of a handheld
refractometer (HRM18-T, Kritss GmbH, Hamburg, Germany) that
provides a measurement in g/dL. The results were converted
into g/ll. The measurement error for hand refractometer was
+£02 g/dL.

Albumin was using the
bromocresol green method. For this purpose, a reagent from Ran-
dox (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, UK) was used, and the
sample was subsequently measured using the ph “pCce

[{ AffiniPure Rabbit Anti-Horse IgG [Jack
son h 1 ies Inc..]) was applied at a dilution
of 1:4000 in PBS-Tween and incubated for 20 minutes. The next
step was the inc of the ion (1-Step Turbo
TMB-ELISA, Thermo Scientificc MA). The reaction was stopped
after 10 minutes by the addition of sulphuric acid (0.2 M). After
photometric measurement of the absorbance values in the ELISA
reader (MRX® Microplate Reader. Dynex Technologies, VA) at a
wavelength of 450 nm, the IgG concentrations of the samples were
calculated. If the measured values were outside of the standard
curve, the were d at a sui higher or lower
dilution.

The coefficients of variation of the interassay for samples
from the low-measuring (120 mg/dL) and high-measuring ranges
(=500 mg/dL) were 64% and 56%, respectively. The respective
intra-assay coefficients of variation for low-range and high-range
samples were 13.6% and 4.6%. The laboratory did not have GLP cer-
tification.

2.3. Statistical Analysis

Statistical analyses were carried out using SAS 9.4. Program
(SAS Institute Inc, 2013. Base SAS 9.4 Procedures Guide: Statisti-
cal Procedures, 2nd edition ed. Statistical Analysis System Institute
Inc., Cary, NC).

23.1. Correlation Coefficients
For statistical analyses, the ELISA functioned as the reference

6121" (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) at a wavelength of 578
nm and a P of 20°C. The albumin concentration was cal-
culated from the absorbance values using a previously established
standard curve. Total globulin conc ion was cal-
culated from the difference between the total protein and the al-

bumin conc and is also pr as gfl.
An ELISA assay was blished as the e for this
study. C ially ag were used, and the assay

was based on the princple of the sandwich ELISA. The test condi-
donsemploy!dindlissndywemdemmimdmdopﬁmizedina
series of preliminary upenments. In particular, checkerboard titra-
tions were p d to ine the | dilution of capture
and detector antibodies.

An ELISA microtiter plate (NUNC MaxiSorp, ThermoFisher Sci-
entific, MA) was coated wnh the czpture antibody AffiniPure Rab-
bit Anti-Horse IgG h 1 ies Inc, PA).
This capture antibody was applied at a 1:3000 dilution in a 0.1
M carbonate buffer at a pH of 9.6 to the ELISA microtiter plate
and incubated at 4°C overnight. After the incubation phase, the
microtiter plate was washed three times with a PBS-Tween wash
buffer (PBS solution pH 745 with 0.05% Tween 20) to remove
the excess antibody. This washing procedure was carried out af-
ter each incubation. The remaining free protein-binding sites on
the microtiter plate were saturated with a blocking solution (PBS
solution pH 745 with 1% mjv BSA) to reduce nonspecfic bind-
ing. Thereafter standard curve points, controls, and samples di-
luted 1:300000 in PBS-Tween were plated in triplicate. The stan-
dard curve consisted of eight points in the concentration range
between 0.8 and 100 ng/ml, prepared by serial dilution of puri-
fied equine IgG (ChromPure, Jackson ImmunoResearch Laboratories
Incl., PA Purity: Based on electrophoresis at an antigen concentra-

P
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hod. The d values of the SNAP test, the total protein
(TP). and the total globulin concentrations (cakculated as the dif-
ference between total pmmm and albumin |TI1A[] were compared
to the refi e. The cor were d by the Spear-
man correlation coefficient. The results from the SNAP test were
assigned to three categories: category 1 denoted the measurement
of <400 mg/dL, category 2 comprised 400-800 mg/dL, and cate-
gory 3 was the measurement of =-800 mg/dL.

232, Overall Test Performance and Threshald Determination

The performance evaluation of each test and determination of
threshold values was achieved by creating a Receiver Operating
Charactenistics (ROC) curve.

The thresholds were calculated separately for each of the three
tests.

As previously discussed, IgG values of =800 mg/dL were defined
as sufficient immunoglobulin absorption. IgG values of <400 mg/dL
were defined as FPT [7-10].

3. Results
3.1. Study Population

One hundred forty-eight samples were collected from 119 foals
of different horse breeds: 59 Warmbloods (49.6%), 18 ponies
(15.1%), 13 Thoroughbreds (10.9%), 5 Quarter Horses (4.2%), 4 Cold
Bloods (3.4%), and 20 of other breeds (16.8%). The age of the an-
imals ranged between 1 hour and 6 days (X - 1, IQR — 1). Most
foals were between the age of 1 day (n — 102) and 2 days (n — 26).
The age distribution of the foals included in the study is shown in
Fg. 1.
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32, Descriptive Satistics

Measurement of serum samples by ELISA showed IgG concen-
trations in a range of 15.3-2660.0 mg/dL, 95% Q1 [518.65, 720.01].
In the measurement of total protein by refractometer the concen-
tration ranged from 240 to 82.0 gL, 95% O [5074, 53.60]. The

Joumal of Equine Viterinay Science 114 (2022) 104008

tivity of 67.3% and a specificity of 84.2% at a cut-off value of 54 g/L
(Fig. 3B/Fig. 4B).

The AUC of the ROC curve using the TP-A was 0.819, 95% A
[0.745, 0.893]. The Youden index was used to determine 2 sensitiv-
ity of 74.5% and a spedificity of 816 at a cut-off value of 27 g/L
(Fig. 3C/Rg. 4C)

3.4.2. Detection of an FPT (<400 mg/dL)

The values of the SNAP test, TP, and TR-A can be used to es-
timate or determine the serum IgG concentration of the foal at a
value of the ELISA of <400 mg/dL (inadequate absorption of IgG).

The AUC of the ROC curve for the detection of IgG (ELISA) <400
mg/dL using the SNAP test was 0905, 95% O [0.858, 0.953]. The
Youden index was used to determine a sensitivity of 89.4% and
a specificity of 83.02 at a cut-off value of two (800-400 mg/dL)
(Fig. 5A/Fig. GA).

Using the TP. the AUC of the ROC curve was 0786, 95% (1
[0.713, 0.860]. The Youden index was used to determine a sensi-
tivity of 65.2% and a specificity of 76.8% at a cut-off value of 51 g/L
(Fig. 5BJFig. 6B).

The AUC of the ROC curve using the TR-A was 0.838, 953 Q
[0.774, 0902]. The Youden index was used to determine a sensitiv-
ity of 75.8% and a specificity of 78.1% at a cut-off value of 24 g/L
(Fig. 5/ Fig 6C).

4. Discussion

In this study, three different rapid tests to determine IgG con-
centrations in newborn foals were evaluated, in order to verify
which method is the most accurate when compared to the refer-
ence method, ELISA. Therefore, a s:lf—developed quanmanve ELISA
was used as a reference hod. Studies i the serum
IgG concentration of newborn foals have already used a quantita-
tive ELISA for the determination of IgG, since it is highly repro-
ducble, sensitive, and can be peformed much faster than other

hods [10]. In addi ELISA pr accu-
rate valnes vmhm the measunng range and does not only achieve

ive results. Limitaty of the ELISA are the com-

of TP-A showed conc values 85
and 543 g/L, 95% (1 [23.50, 2627]. The distribution of IgG con-
centrations measured by ELISA is shown in Fig. 2.

33, Comrelation Coefficients
The ELISA and the TP of IgG conc were

plex technical implementation and the necessary dilution of the
samples, which offers potential sources of error. It should also be
noted that the laboratory in which the current study was con-
ducted does not officially operate according to GLP standards. Nev-
ertheless, all measurements have been verified using internal and
external controls. Taking these factors into consideration and the

moderately correlated (p — 0.60, P < .0001). The correlation be-
tween ELISA and TP-A showed a higher correlation (p — 066, P
« 0001). A high Spearman rank correlation coefficient was found
between ELISA and the SNAP test (p — 079, P < .0001).

34. Overall Test Performance and Threshold Determination

34.1. Detection of Sufficient Immunoglobulin Absorption (=800
mg/dL)

The values of the SNAP test, TP, and TP-A can be used to deter-
mine the serum IgG concentration of the foal at an ELISA value of
=800 mg/dL.

The area under the curve (AUC) of the ROC curve for the detec-
tion of IgG (ELISA) =800 mg/dL (adequate absorption of IgG) and
<800 mg/dL (inadequate absorption of IgG) using the SNAP test
was 0.806, 95% (1 [0.754, 0.858]. The Youden index, defined as the
maximum distance between the ROC curve and the bisector, was
used to determine a sensitivity of 64.5% and a specificity of 94.7%
at a threshold value of three (=800 mg/dL) (Fig. 3A/Fig. 4A)

Using the TP, the AUC of the ROC curve was 0794, 95% O
[0719, 0.869]. The Youden index was used to determine a sensi-

17

k ledge that pi studies conceming IgG concentrations in
bovine serum and colostrum samples showed that the ELISA corre-
lates well with RID [25-27], the ELISA was found to be an adequate
reference method for this study.

A good correlation between the ELISA and the SNAP test was
found. The result of the SNAP test (AUC — 0.806) for serum IgG
concentrations <800 mg/dL confirms other studies that also found
a lower sensitivity than specificity in detection [16,19]. As the
sensitivity (64.5%) is significantly lower than in the previously
cited studies (81%-88%), there is a dlear limitation in the use as
ascmenmgtcstlnthls range. Resulting from this,
(he SNAP test is of limited value to diagnose a sufficient absorp-

tion (=800 mg/dL) of IgG for the population investigated in this
study because it retums a larger number of false negatives than
the ELISA.

However, the AUC of the ROC curves analysis for the SNAP test
(AUC — 0.905) to detect serum IgG concentrations of <400 mg/dL
was high. Here, a similar result of sensitivity (89.4%) to the stud-
ies (88.9%-90%) could be achieved [16,17]. In contrast, to study by
Metzger et al [17]. a higher specificity (83%) was also found, so
only a small number of foals with adequately maternal IgG absorp-
tion are diagnosed as undersupplied by the SNAP test. While the




M. Sievert, G. Schuler, K. Bostner et ol Joumal of Equine Veterinary Science 114 (2022) 104008

""1(a) (b) (©

0e 02 o4 e

1 - Specifioty

Rg 3. (A) Receiver operating characteristic curve showing the sensitivity and specificity (solid line) of the SNAP test for the detection of IgG concentrations greater than
B00 mg/dL in the serum of foals measured by ELISA(B) Receiver operating characteristic curve Mqhmaﬂm[mﬂh)dbmmnm
for the detection of Ig( concentrations greater than 800 mg/dL in the sensm of foals measured by ELISA. (C) Receiver operating characteristic curve showing the sensitivity
and specificity (solid line) of the total globulins (TP-A) for the detection of IgG concentrations greater than 800 mg/dL in the serum of foals measured by ELSA. ELISA,
Erzyme-linked Immuncsorbent Assays.
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Fig. 4. (A) Sensitivity and specificity of the SNAP test compared to the ELISA for the detection of IgG concentrations greater than 800 mg/dL in the serum of foals. Definition
of x-as: 10: <400 mg/dL, 2.0: 400-800 mg/dl, 3.0: ~800 mgfdL (B) Sensitivity and specificity of the total protein (TF) compared to the ELIA for the detection of IgG
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concentrations greater than 800 mg/dL in the serum of foals. ELISA, Enzyme-Linked Immuncsorbent Assays.
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Rig. 5. (A) Receiver operating characteristic curve showing the sensitivity and specificity (straight line) of the SNAP test for the detection of IgG concentrations below 400
mg/dL in the serum of foals measured by ELISA. (B) Recewer operating characteristic curve showing kmdwﬁq(mhu)dmmjmm
for the detection of IgG concentrations below 400 mgfdL in the serum of foals measured by ELBA. (C) Receiver operating characteristic curve showing the sensitivity and

specificity (straight line) of the total globulins (TP-A) for the detection of IgG concentrations below 400 mg/dL in the serum of foals measured by ELISA. ELISA, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays.
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Fig. 6. (A) Sensitivity and specificity of the SNAP test compared to ELISA for
of x-axis L0: <400 mg/dl, 2.0- 400-800 mg/dl, 3.0: ~800 mg/dL (B) to
mdbalo-wnnydl.-u-m—du(qmn,umumumm)mnmhhdmau:md_
of below 400 mg/dL in the sensm of foals. ELIA, Enzyme-Linked immunosorbent Assays.
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SNAPus!showedpowusultsfordnedemm\imﬁondsulﬁdmt

ion, the test is suitable for di. 1g serum IgG con-
mmnonsbelow@mgdeTlnsshanssumlhrmitsmoﬂm
studies which determined a high sensitivity (762-90%) and speci-
ficity (79%-95.8%) for the detection of IgG concentrations below
400 mg/dL [16-18].

With regard to the determination of TP for concentrations be-
low 800 mg/dL by refractometer, a lower result (AUC — 0.794) than
in a previous report was found (AUC — 0.83) [21]. However, the
cut-off value of 54 g/L used in this study showed a higher sen-
sitivity (67.3%) than a cut-off value of 50 g/L [16]. The TP is also
clearly limited in the detection of IgG concentrations <400 mg/dL
and shows lower sensitivity (65.2%) and specificity (76.8%) than
the other two test Even when c ing the optimal cut-
off value (51 g/L), the results are not satisfactory and lower than
those in another study [21]. Also worth mentioning is the depen-
dency of the TP on other factors for example the hydration status
of the foals [28]. Thus, the TP is not suitable for detecting serum
IgG concentrations 400 mg/dL and should only be used to a lim-
ited extent to diagnose FPT. However, other authors state that TP
can still be an adequate test method if higher cut-off values, which
result in higher sensitivity and lower specificity, are chosen [17.21].
The trade-off between sensitivity and spedficity is considered to
be reasonable as undetected FIP can lead to severe clinical infec-
tions and unnecessary treatments are not of particular risk for the
foals.

The accuracy of TP-A for serum IgG concentrations was higher
for <400 mg/dL (AUC — 0.838) than for =800 mg/dL (AUC —
0.819). Although the sensitivity and specificity for an IgG concen-
tration of =800 mg/dL at a cut-off value of 27 g/L and 400 mg/dL
at a cut-off value of 24 g/l were lower than described [11,24], they
are still particularly suitable for the diagnosis of FPT. This is justi-
fied by the associated high sensitivity, which is, especially desirable
to detect FTP. In comparison to TP, TR-A shows higher AUC values,
which indicate a better overall test performance. The use of TP-A is
murznme-cmsmngﬂnnﬂ!ommnpd rnahods, althnuyn
ncanbeczmedomwndunls i

must be bl and.maddmmmcakuhnngﬂu
values, the total protein must first be determined [11]. However,
this could also be an advantage of the method, as the total protein
is also available as a reference value. Another advantage of quan-
titative tests, such as TP and TA, tsﬁntlheymahelteaserm
check the success of therapy ¢ d to tests.

The similar results in the range of an IgG concentration of =800
mg/dL must be interpreted cautiously, as there was no balance be-
tween low and high samples in this study. There were significantly
more low samples. This is due to the fact that the samples were
taken from foals presented at a dinic and therefore few samples
were taken from foals that had an ad intake of i glob
ulin G from the mare’s colostrum. In addition, the authors empha-
sized the importance of having many samples with low levels in
the study, as this made it possible to find the most suitable test
for the detection of FPT. Another limitation of the significance of
this study is that the foals were not classified as sick or healthy
so existing diseases can also have an unobserved influence on the
test results.

5. Conclusions

The study has shown that the SNAP test, the TP and the TP-
Amﬁndpﬂfonnsnmhrlywlcompz!dmﬂum:sﬂ!
reference method in IgG conc jon =800 mg/dL
Based on the 95X confidence intervals, the SNAP test and the TP-
A method appear to perform similarly well but better than the TP
approach for IgG concentrations <400 mg/dL.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Artice kizory: Due 1o the time-limited i upeake of the suggested treatment of hy-
Received 9 June 2022 pogammaglobulinemia in new-bom foals is usually plasma transfusion. The 2ims of this study were
Received ';‘ ‘“‘""Z';'n'“ 30 July 2022 wolold: firstly, 1 investigate the course of serum IgG concentration after plasma transtusion in new-
Avaiable online 5 09 bom foals; and secondly, to determine the amount of wansfusion required for 3 significant increase in
v serum IgG concentration. For this purpose, the IgG concentration was measured in 23 foals ar three dif-
Keywards: ferent points in time: before transfusion, 1 hour after ransfusion, and 24 hours after ransfusion. There
Plasma transfusion Was an increase in IgG concentration in the blood af 18 foals (78.3%) In ftve foals (21.7%), no increase
Faal g 55 in serum IgG concentrarion were detected after plasma transfusion. Transfusion of 1 mg IgG caused an
Hypegammaglobumemia average increase in IgG level of 0.03 mg/dl (0.001-0.268 mg/dl) 1 hour after wansfusion. After 24 hours,
the same amount of IgG caused a larger increase of 0.05 mg/dl (0.002-0.537 mgjdl). None of the foals
demonstrated adverse Teactions 1o the plasma wansfusion. These values provide a guidance how much
1gG is needed o increase serum IgG CONCeNITarion 1o a desired level. However, this study has shown
that there is a high variability in serum IgG CONCenIration after plasma wransfusion. Which highlights te
necessity for 1gG conc g
© 2022 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction via the intestine in the first hours of life is essential. As the pe-
riod of resorption after colostrum intake is about 6 hours, the im-
Equine neonates are almost born ag; agl due to in G (IgG) in the foal's blood is measurable at this time,
the mare's epithelio-choreal plac type. Hy] but is nnt yet at the maximum level. At a time of 12 hours after

linemia (HGG) is a common abnormality in newborn foals under
hospital conditions [1.2], which is a risk factor for developing seri-
ous infectious disease. The uptake of immunoglobulins from the
colostrum occurs in the small intestine via pinocytosis by spe-
cialised epithelial cells of the equine [3]. In the i di
postnatal period, epithelial cells are replaced by mature intestinal
cells, which no longer allow the passage of macromolecules. As a
result. the absorption rate decreases linearly and the absorption of
lins from the co is ¢ within 24 hours
[4]. Therefore, the uptake of immunoglobulins from the colostrum
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birth, values of appraximately 800 mg/dl are considered sufficient,
and maximum values can be detected between 18 and 24 hours af-
ter birth [4,5]. Due to the temporal limitation of intestinal absorp-
tion, plasma transfusion is the method of choice for the treatment
of HGG at a later stage [6].

A number of studies investigate different direct and indirect di-
agnostic possibilities for the detection of HGG [7]. However, the
literature yields far fewer studies regarding the amount of transfu-
sion required to be effective and the course of IgG in the blood of
foals ing plasma Only little information is avail-
able on whether and how many foals do not react to a transfusion
with an increase in serum IgG concentration.

A study investigating the efficacy of transfusion in 62 hospi-
talised foals described an average increase in IgG concentration of
1027 £ 400 mg/dl 24 hours post-plasma transfusion [8]. A previous
study showed that the increase in IgG content in foal serum (ex-
pressed as a percentage of IgG content per litre of plasma admin-
istered) was between 11% and 21% [9]. The amount of IgG needed
to reach a serum IgG concentration of =800 mg/dl is between 46g
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and 65 g of IgG [10]. Other authors report that theoretically pre-
dicted IgG concentrations were not reached after plasma transfu-
sion [11].

The aim of this study was to describe the course of IgG concen-
tration after plasma transfusion in newborn foals with HGG and to
give a guidance on the amount of plasma needed to reach a suf-
ficient serum IgG concentration. In addition, the most appropriate
point in time to measure the IgG serum concentration after the
transfusion was determined.

2. Materials and methods
21. Serum samples

This study included hospitalized foals that required plasma
transfusion due to HGG. The foals included in the study were from
24 to 72 hours of age. There was no exclusion from the study
based on the health status of the foal and foals of any breed and
sex were incuded. Foals, that were already treated with plasma
transfusion were excluded from the study. HGG was diagnosed
when the quantitative sandwich ELISA, which was used in this
study, showed an IgG level below 800 mg/dl [12].

In addition to the plasma transfusion, foals received further
drug therapy adapted to their disease and health status. Thus, all

Journd of Equine Veterinary Science 117 (2022) 104093

ml per kg body weight was collected. The collected blood was
transferred into sterile blood bags containing anticoagulants. The
blood was then sedimented for 12 hours. The blood bags were then
placed in a separation stand and the plasma was pressed into a
transfer bag up to the buffy coat. Fractionated and labelled por-
tions were then frazen and stored at -20°C. Storing time was not
longer than 4 months.

The amount of IgG in the plasma bags from the plasma bank
varied, as this was produced in-house. All foals except the two
ponies received 1.5 | of plasma transfusion. The two ponies re-
ceived 500 ml of plasma transfusion. Since there was a variation
in the IgG content per liter of plasma, there was a difference in
the total amount of IgG transfused to the foals. This ranged from
12706 mg to 96790 mg in the large horses and from 4596 mg to
6770 mg in the ponies.

Immediately prior to the plasma was warmed up to
36°C in a water bath. The transfusion was carried out via an infu-
sion catheter (PUR Infusion Catheter Set G-16, Walter Veterinarin-
strumente e. K. Baruth, Germany), which was inserted into the
foals’ external jugular vein under sterile conditions and by means
of a transfusion set (Sangofix Air, Braun, Melsungen, Germany). Ini-
tially, the transfusion was carried out very slowly while monitor-
ing the general condition and conti ing the foals'
heart rates to detect reactions. If there were no adverse reactions,
the ion rate was increased. The infusion rate was 10-30

foals received an initial supply ¢ of 2 mgfkg vitamin B
orally (Vit B-Komplex Bl forte, Veyx-Pharma GmbH, Schwarzen-
born). 5 mgfkg vitamin E + 02 mg/kg selenium sc. (Vitamin-

mifkg/h, so that the infusion lasted about 1.5 hours.

E-Selenium ad us. vet. 150 + 1.1 mg/ml, LIVISTO cjo anil a
GmbH, Senden-Basensell), 3 ml vitamin ADEC orally (ADEC-Mulgat,
Veyx-Pharma GmbH, Schwarzenborn), 5000 LE. tetanus serum s.c.
(Tetanus-Serum WDT, WDT - Wirtschaftsgenossenschaft Deutscher
Tierarzte eG, Garbsen) and one dose Parapoxvirus ovis D1701 sc.
(Zylexis, Zoetis Deutschland GmbH, Berlin). Foals with hypogam-
maglobulinemia received an additional antibiotic therapy of 20
mg/kg amoxicillin iv. (Belamox 200 mg/ml, Bela-Pharm GmbH
&. Co. KG, Vechta). In foals with meconium obstipation, intesti-
nal lavage was performed using water and lubricant. Foals suf-
fering from SIRS received a double antibiotic consisting of 20
mg/kg amoxicillin iv. (Belamox 200 mg/ml, Bela-Pharm GmbH
& Co. KG, Vechta) and 66 mg/kg gentamicin iv. (Genta 100
mg/ml, CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH, Burgdorf) and 05
mg/kg flunixin-meglumine (AuMeg nova 5%, Serumwerk Bernburg
Tiergesundheit GmbH, Bernburg). Mild diarrhoea was treated with
styptics and as well as propiotics and dietary supplements.

All samples were taken as part of diagnostics and health
surveillance, after which residual blood was used for scientific in-
vestigations (permission: kTV8-2017).

Blood was collected under sterile conditions from the exter-
nal jugular vein (Sterican 20G 1 1/2, Braun, Melsungen, Germany).
Serum samples were taken from the foals at three time points: be-
fore plasma transfusion, 1 hour after transfusion, and 24 hours af-
ter transfusion.

After the samples have clot, they were immediately centrifuged
in the laboratory for five minutes at 1680 g (Rotina 35R, Hettich
Lab Technology, Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Germany). The
serum was pipetted, filled into universal tubes and stored at a tem-
perature of -18°C until an ELISA test was performed.

22 Plasma transfusion

The plasma used for plasma transfusion was obtained from the
in-house plasma bank. The donor animals were food-producing an-
imals without a foreign residence, which had a body weight of 400
kg and were at least three years old. They were clinically healthy
and properly vaccinated and dewormed. Blood was collected from
the external jugular vein by aseptic sampling. A maximum of 15
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23. Laboratory analy

In each serum sample from the foals at the different time
points IgG concentration was measured by a quantitative sandwich
ELISA. This ELISA was also used to determine the IgG concentration
of the plasma to be transfused. The ELISA was developed using
[ ially avail The curve consi of
eight points covering a range of 079-100.00 ng/ml. The coefficent
of variation of the inter-assay for low-range samples (<120 mg/dl)
was 64% and 5.6% for high-range samples (=500 mg/dl). The co-
efficient of variation of the intra-assay for samples from the low-
measuring range was 13.6% and 4.6% for samples from the high-
measuring range. The exact test set-up is described in a previously
conducted study [12].

24. Calculation of the necessary IgG transfusion amount

The amount of plasma transfused was recorded for each foal by
weighing the plasma bags. The IgG conc i the

of plasma transfused were used to calculate the amount of IgG
transfused.

The evaluation considered both the initial serum IgG concentra-
tion and the immunoglobulins transfused. Only values from foals
that showed an increase in serum IgG concentration after transfu-
sion were included in the calculation of the amount of IgG neces-
sary to achieve an increase in serum.

From the available data, the mean values and range were calcu-
lated for time points of 1 hour and 24 hours after plasma transfu-
sion.

3. Results

31. Study population

The sample consisted of 23 foals: 16 Warmblood (69.6%), two
Thoroughbreds (87%), two Quarter Horses (8.7%), two Ponies (87%)
and one Coldblood (4.3%).

HGG was found to be the primary and only disease in 43.5% of
foals. In the remaining 56.5 % of foals where HGG was detected
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Table 1
Clinical disease, breed, weight, age and sex of the foals.
Foal rsmber  Climical disease Breed Weight (Kg) Age (bours)  Sex
1 i 66,1 24 Colt
2 None Coldblood B4 24 Colt
3 SIRS ‘Warmbloed 530 48 Colt
4 SIRS ‘Warmbloed @25 24 Colt
5 Mild diarrhoea ‘Warmblood 562 48 Colt
6 Mild diarrhoea ‘Warmbloed 511 72 Colt
7 Nooe Warmblood 542 24 Filly
8 Mild diarrhoea Thoroughbred 4459 72 Filly
9 Nooe Thoroughbred 536 24 Filly
10 None Warmblood 401 24 Filly
n Nooe ‘Warmblood 642 48 Colt
12 SIRS ‘Warmbloed 455 24 Filly
13 SIRS Warmblood 50,1 72 Colt
14 None Quarter Horse 322 24 Filly
15 i 664 48 Colt
16 SIRS ‘Warmblood 507 24 Filly
17 SIRS ‘Warmbloed 528 48 Filly
18 None ‘Warmblood 642 48 Colt
19 Nooe ‘Warmblood 556 48 Colt
20 SIRS Pomy 125 24 Colt
21 Meconium obstrsction  Quarter Horse 403 72 Colt
2 Nooe 107 24 Filly
23 None ‘Warmbloed 65,1 24 Colt
Table 2
Serum IgG concentration of foals before plasma transfusion 1 bour after transfusion and 24 hours after transfusion and the transcended IgG amount (X = mo
sample available).
Foal smber  Before transfusion (mg/dl)  transcended amount of IgG (mg) | hour after transfusion (mg/dl) 24 bours Ster transfusion (mgfdl)
1 226 96750 410 576
2 789 34654 559 583
3 762 79868 804 702
4 136 51325 241 349
5 a7 43664 508 252
6 456 36523 21 210
7 562 17245 m 535
8 pxx] 36548 21 176
9 18 26254 34 1350
10 4 84161 5 403
n 566 78684 521 1220
12 342 12706 3750 7160
13 131 59910 11350 231
14 554 29380 752 1970
15 653 39088 Lo 1140
16 161 30477 231 425
17 3Ll 40132 751 X
18 255 32912 118 X
19 752 26348 666 X
20 2M 6770 555 X
21 263 33202 470 X
2 218 4596 386 X
2 278 s 115 X

in the blood test, another disease was also present. Of these, seven
foals (53.8%) were treated for systemic inflammatory response syn-
drome (SIRS) and six foals (46.2%) were presented to the clinic due
to gastrointestinal diseases (meconium obstruction, diarrhoea). The
clinical disease of the foals, breed, weight, sex and age are sum-
marised in Table 1.

32. Results of plasna transfusion

Samples were taken from 16 foals at three points in time. Seven
foals had a blood sample taken before transfusion and 1 hour after
the plasma transfusion. In these seven cases, no 24 hours samples
were available, as these foals died or were discharged from the
hospital before this time. Initial IgG concentration of the foals, the
values of the samples 1 hour and 24 hours after transfusion and
the respective transcended IgG amount are summarised in Table 2.

24

There was a general increase in IgG concentration in the blood
of 18 foals (78.3%). Out of these 18 foals an increase was present
in 9 cases (50.0%) one and 24 hours after transfusion. Transfusion
caused an increase only 1 hour after transfusion in one foal (5.6%),
with an IgG concentration in the foal's blood below baseline at 24
hours. Two foals (11.1%) showed no increase in IgG concentration 1
hour after transfusion, with an increase in concentration recorded
after 24 hours. In two cases (111%), the serum IgG concentration
was higher 1 hour after transfusion than at 24 hours. Four foals
showed an increase 1 hour after transfusion with no available sam-
ple after 24 hours (22.2%).

There was no increase in IgG concentration in the blood of five
foals (217%). In two foals (8.7%), no increase in serum IgG concen-
tration were detected 1 hour and 24 hours after plasma transfu-
sion. In three foals no increase in serum IgG concentration were
detected 1 hour after plasma transfusion with no available sample
after 24 hours (13.0%).
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3.3. Results of the transfusion calculation

One hour after plasma transfusion, a mean of X™ — 2934 mg
(37-912 mg) of 1gG was required to cause an increase of 1 mg/dl
of IgG level in the foal’s blood. The amount required to achieve an
equivalent increase was reduced to X~ — 1645 mg (1.9-599 mg)
after 24 hours.

Furthermore, it was shown that transfusion of 1 mg IgG in the
first measurement period (1 hour) caused an average increase in
the IgG level of the foals of x” — 0.03 mg/dl (0.001-0.268 mgjdl).
After 24 hours, the same amount of IgG caused a larger increase of
X = 0.05 mg/dl (0.002-0.537 mgjdl).

4. Discussion
In this study, the course of IgG concentration in the blood of

newboml’oalsaﬂzraplasmanamﬁsionwaspmsmted and the
required mniusaon amount for a significant increase in the IgG

conc ined. The study was carried out on hos-
pnzhsedfoalsthatwue pt!semzdduetnan undersupply of im-
globulins, with or without other di

The IgG concentration was determined by a quantitative ELISA.
As it has high reprodudbility and sensitivity, and can be car-
ried out significantly faster than radial immunodiffusion and elec-
trophoresis, it is considered as a proper reference method in the
existing literature [13]. The limitations of the ELISA are the com-
plex technical implementation, as well as the necessary dilution of
the samples, which offers an inherent source of variability. There-
fore, the suitability of the ELISA was demonstrated and confirmed
in a previously conducted study [12].

No significant difference in serum IgG concentration 24 and 72
hours after transfusion was detected in the literature [8,13]. For
this reason and because a timely control of the transfusion success
is for the of the foal none of the sam-
ples in this study were taken later than 24 hours after the trans-
fusion. Since other studies describe an increase in serum IgG con-
centration immediately after a plasma transfusion, followed by a
decrease in subsequent days, the time point of 1 hour after trans-
fusion was also included in this study [9,14.15].

The main focus was to investigate whether the treated foals
show an increase in serum IgG concentration after plasma trans-
fusion and expected serum IgG concentrations were reached. Fur-
thermore, the high variability of the increase in serum IgG concen-
tration should be demonstrated.

While some authors describe that foals suffering from SIRS
show a different IgG catabolism than foals showing HGG
further diseases [9,10,15], other studies show that there is no sig-
nificant difference between septic and aseptic foals [8.13]. For this
reason, sick and healthy foals were grouped together in this study.
Another reason for not splitting the foals into these two groups is
that SIRS may not be clinically diagnosed in the early stages, but
may still have an impact on the foal's serum IgG concentration af-
ter transfusion. Thus, for the practicing veterinarian, this distinc-
tion is not initially of much use.

In this study, it was found that there is a large variability in the
increase in serum IgG concentration after plasma transfusion and
the amount of IgG required for a significant increase has a wide
range. This wide range has also been found in other studies [8,10].
For example, Wilkens et al. described that a transfusion of 46 g
or 65 g IgG is required for an increase in serum IgG concentration
of 400 mgjdl [10]. Another study describes an average increase of
351 + 146 gl in the serum IgG concentration of 46 foals by a
product with an IgG content of 25 g [14]. These studies already
indicate the high variability and unpredictability of plasma trans-
fusion. This is also evident in the study we conducted. For exam-
ple. a warmblood foal that suffered from SIRS and was transfused
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an IgG amount of 51325 g IgG showed a much smaller increase in
serum IgG conc ion than a d foal that suffered from
the same disease and was transfused only an IgG amount of 12706
£ (Table 1 and 2, foals 4 and 12). These foals were of the same age
and had similar body weights. This unpredictability of the increase
in serum IgG concentration can also be reproduced in foals that
had only hypogammaglobulinemia and no other disease. For exam-
ple. a foal that received 84161 g IgG showed an increase in serum
1gG concentration of 299 mg/dl 24 hours after transfusion, while a
foal that received 29380 g IgG showed a much higher increase of
1915 mg/dl (Tables 1 and 2, foals 10 and 14). This deviation in the
increase in serum IgG conc ion was also d d in the
two ponies included in the study. While one suffering from SIRS
showed an increase, the other without any disease showed a de-
crease in serum IgG concentration (Table 1 and 2, foals 20 and 22).

In addition, no increase in serum IgG concentration could be
detected overall in about 22 ¥ of the foals in this study. As pre-
viously explained, this concerned both foals affected by other dis-
eases in addition to HGG, as well as foals exclusively affected by
HGG. It is difficult to give a reason for the non-increase of the
IgG concentration in these foals. It could be due to the further ill-
nesses of the foals, but this cannot be the only reason, as foals
that showed no further illness were also affected. Furthermore, it is
possible that the amount of IgG needed also depends on the body
weight of the foal and the severity of the HGG, respectively that
the foals possibly consume the IgG again very soon after the trans-
fusion. Moreover, an increase in the marginal cell pool or an al-
tered catabolic rate may also be a cause of an unexpected and too
low increase in the foal's serum IgG concentration. Furthermore, a
degradation of IgG complexes formed between the infused IgG and
antibodies present in the foal's blood may occur [16].

An initial control sample 1 hour after the end of the transfu-
sion may be useful to detect foals that do not show an increase in
serum IgG concentration. These can be transfused again at an early
stage and thus achieve an adequate immunoglobulin supply more
quickly. However, this needs to be verified on a larger number of
cases and stratification of the categories, as only a small number
of foals were available in the present study.

Furthermore, it has been shown that the serum IgG concentra-
tion of most foals showing an increase after plasma transfusion is
higher 24 hours after the end of transfusion than 1 hour after the
end of transfusion. This could be due to the change in distribution
of IgG into the extravascular space and into the serum of the foal
[8]. Therefore, foals showing an increase in serum IgG concentra-
tion 1 hour after the end of transfusion should also be monitored
24 hours later to determine the actual increase in serum IgG con-
centration.

It was also suggested that foals with total FPT would re-
quire a larger plasma volume than foals with partial FPT, as a
greater amount of IgG would be absorbed into the extravascu-
lar spaces. However, this could not be proven by other studies
[8] and also in the present study the samples indicate that it can-
not be assumed that foals with total FPT need a larger amount of
plasma.

The present results highlight and emphasize the need for a
follow-up This is ial as the foals show very
poor predictability of efficacy and response to plasma transfusion.

Plasma transfusion did not cause an adverse reaction in any
foal. A study that also investigated the incidence of adverse re-
actions to plasma transfusion found an incidence of 97% in new-
bom foals, with all foals surviving adverse reactions [17]. It can
be deduced that while plasma transfusion can cause adverse reac-
tions, they are rare. Thus, due to the low risk of adverse reactions
andd)efactdmphsmzmsfusonlsdnonlywzymmnsfer

ins, plasma ion should be performed in the
presence of HGG.
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5. Conclusion
In summary, the study provides guidance regarding how much

IgG should be transfused for a noticeable increase in foals with
HGG. The highly individualised response makes it necessary to
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monitor the success of the transfusion with follow-up
ments. In addition, the high individuality in the reaction of the
foals emphasise that further research on this topic needs to be
conducted to determine the best possible therapy for HGG.
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4 Diskussion

4.1  Diskussion der Fragestellung
4.1.1 Stellenwert der Immunglobulin-Bestimmung in der equinen Neonatologie

Ziel dieser Arbeit war es, drei schnell durchfiihrbare Testverfahren zur Bestimmung
der Serum-IgG-Konzentration von neonatalen Fohlen zu vergleichen.

Die Wichtigkeit von schnell durchfihrbaren Testverfahren erklart sich durch den
anatomischen Aufbau der equinen Plazenta und die Tatsache, dass das Fohlen nur in
einem eng begrenzten Zeitraum fahig ist, Immunglobuline aus dem Kolostrum der
Stute aufzunehmen (Warko & Bostedt, 1993). Durch den epithelio-chorealen
Plazentationstyps der Stute werden Fohlen nahezu agammaglobulinamisch geboren
und sind auf eine adaquate Versorgung mit Kolostrum von guter Qualitat angewiesen,
um ausreichend Immunglobuline aufzunehmen (Raidal, 1996). Die Aufnahme der
kolostralen Immunglobuline ist sowohl durch die IgG-Konzentration im Kolostrum der
Stute, welche nach erster Trankeaufnahme sinkt (Venner et al., 2008), als auch durch
die Veranderung der Darmepithelzellen des Fohlens, welche keinen Transfer von
Makromolekilen mehr zu lassen (Jeffcott, 1972), zeitlich begrenzt. Sie erfolgt daher
innerhalb der ersten 18 bis 24 Lebensstunden. Hat bis zu diesem Zeitpunkt keine
ausreichende Aufnahme stattgefunden, besteht eine HGG (Jeffcott, 1975). Da sich aus
dieser viele ernsthafte Erkrankungen entwickeln kénnen (McGuire et al., 1977), ist eine

frihzeitige Diagnostik der HGG fiir das Fohlen von enormer Wichtigkeit.

4.1.2 Notwendigkeit des Vergleichs der drei verwendeten Testverfahren

Es existieren derzeit einige laborabhangige und laborunabhangige Testverfahren fiir
die Bestimmung der Serum-IgG-Konzentration des neonatalen Fohlens, welche sich
in ihrer Sensitivitat und Spezifitat, aber auch in dem Aufwand der Durchfiihrung und
der zeitlichen Dauer unterscheiden. Da die Bestimmung der Serum-IgG-Konzentration
zur Diagnose einer HGG haufig nicht unter Kliniksbedingungen durchgefiihrt wird, ist

es besonders wichtig, ein Testverfahren zu finden, dass fiir die Praxis zuganglich und

27



dort einfach und zuverlassig anwendbar ist. Der durchgefiihrte Test sollte dem
Verwender*innen innerhalb von kurzer Zeit eine Aussage uber die Serum-lgG-
Konzentration des Fohlens liefern, so dass eine schnellstmégliche Behandlung
stattfinden kann. Die drei Schnellverfahren, die hierfir verglichen wurden, sind der
SNAP-Test (SNAP® Foal IgG Test Kit (Idexx Laboratories)), das Totalprotein (TP) im
Blut und die Immunglobulinbestimmung aus der Differenz von Totalprotein und
Albumin (TP-A).

Der semiquantitative SNAP-Test zahlt zu den ELISA-basierten Schnell-Testverfahren
(Metzger et al., 2006). Die Ergebnisse des SNAP-Tests sind in anderen Studien zu 64
% mit denen der radialen Immundiffusion und zu 74 % mit der Elektrophorese
vergleichbar (Kummer et al., 2018; Pusterla et al., 2002). Da dieser Test einfach und
schnell durchfiihrbar ist, wird er bereits hdufig in der Diagnostik verwendet.

Auch die Messung des Gesamtproteins im Blutserum kann fir die Diagnostik des
fehlerhaften passiven Transfers (FPT) beim Fohlen genutzt werden (Hurcombe et al.,
2012; Tyler-McGowan et al., 1997). Bei bovinen Neonaten wird die Bestimmung des
Gesamtproteingehalts zur Einschatzung der Antikdrperversorgung routinemafig
genutzt, da sie schnell, einfach und kostengunstig ist (Biswal et al., 1993). Wahrend
eine Studie die Bestimmung des Gesamtproteins beim Fohlen mittels Refraktometer
zwar als maRig zuverlassig, jedoch als nutzlich ansieht (Sedlinska et al., 2005), schatzt
eine andere Studie, die ebenfalls die radiale Immundiffusion als Referenzmethode
nutzte, die Bestimmung des Gesamtproteins nicht als eine sinnvolle Methode zur
Detektion des FPT ein (Rumbaugh et al., 1978).

Weiterhin wurde untersucht, ob die aus der Differenz zwischen Gesamtprotein und
Albumin berechnete Konzentration der Gesamtglobuline eine zuverlassigere
Diagnostik des FTP zulasst. Verglichen wurde diese Methode mit der durch
Elektrophorese gemessenen Gammaglobulin-Fraktion. Es konnten Cut-Off-Werte mit
einer Sensitivitat von >90 % fiir das Gesamtglobulin in den Bereichen <2 g/l, <4 g/l und
<8 g/l ermittelt werden, so dass diese Methode vielversprechend fir die Ermittlung
eines fehlerhaften passiven Transfers erscheint (Fouché et al., 2014).

Mit den eigenen Untersuchungen konnten der SNAP-Test, das Totalprotein und die
Berechnung der Immunglobuline aus der Differenz von Totalprotein und Albumin (TP-

A) untersucht werden, um das Testverfahren mit der hdchsten Sensitivitdt und
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Spezifitat fur unterversorgte und ausreichend versorgte Fohlen zu finden. Wie bereits
dargestellt existieren einige Studien, welche die einzelnen Testverfahren untersucht
haben, jedoch untersucht keine dieser Studien die drei Testverfahren an denselben
Proben, so dass durch die vorliegende Untersuchung eine bessere Vergleichbarkeit
der Testverfahren erzielt werden sollte.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Schnellmethoden bendétigt werden, um eine
Unterversorgung mit kolostralen Antikdrpern schnell zu detektieren, méglichst bevor

es aufgrund des Mangels zu einer Infektion des Fohlens gekommen ist.

4.1.3 Stellenwert der Plasmatransfusion in der equinen Neonatologie

Die Aufnahme der Immunglobuline aus dem Kolostrum erfolgt Uber Pinozytose im
Intestinum des Fohlens. Die Epithelzellen, durch welche eine Aufnahme der
Immunglobuline erfolgen kann, werden innerhalb von 38 Stunden durch mature
Darmzellen ersetzt, welche keine Passage von Makromolekiilen mehr zulassen
(Jeffcott, 1975). Dieser Absorptionsstillstand wird als ,closure” bezeichnet. Somit ist
die Aufnahme von kolostralen Immunglobulinen zeitlich begrenzt und findet vor allem
innerhalb der ersten 18 bis 24 Lebensstunden des Fohlens statt (Bostedt, 2011). Nach
Jeffcott et al. (1974) nimmt die Aufnahme von Immunglobulinen durch das Intestinum
in kurzer Zeit so sehr ab, dass diese bereits nach 12 Lebensstunden nahezu nicht
mehr mdglich ist. Wird nicht gentigend Kolostrum von guter Qualitét von einem Fohlen
aufgenommen, spricht man von einem FPT. Grinde fir einen FPT kdnnen eine
mangelhafte Kolostrumaufnahme, eine Aufnahme von Kolostrum schlechter Qualitat
oder eine ungeniigende Absorption der kolostralen Immunglobuline sein (Giguere &
Polkes, 2005). Nach 18 bis 24 Stunden sollte die Serum-lgG-Konzentration tberprift
werden. Liegt dann eine Konzentration von <4 g/l vor, besteht ein vollstandiger FPT,
wahrend bei Konzentrationen zwischen 4 — 8 g/l ein partieller FPT besteht (Koterba et
al., 1985; Tyler-McGowan et al., 1997). Serum-lgG-Konzentrationen von >8 g/l werden
als ausreichend angesehen (Raidal, 1996). Liegt ein FPT zu einem Zeitpunkt nach 18
bis 24 Stunden vor, ist die einzig sinnvolle Behandlungsmethode eine
Plasmatransfusion (Crawford et al., 1978; Francesca et al., 2017; Rumbaugh et al.,

1979). Durch diese werden iber Plasma von adulten Spenderpferden dem neonatalen
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Fohlen Immunglobuline substituiert und so die Immunabwehr des Fohlens
gewahrleistet. So erfolgt die Behandlung der HGG beim neonatalen Fohlen durch die
Plasmatransfusion, so dass mdgliche Sekundéarinfektionen, die sich aus dieser
entwickeln kdnnen, vermieden werden.

4.1.4 Notwendigkeit der Evaluierung der Plasmatransfusion

Es existieren einige Studien zur Effektivitat einer Plasmatransfusion beim Fohlen, aber
nur wenige beschreiben den tatsachlichen Verlauf der Serum-IgG-Konzentration nach
der Transfusion. Eine Konzentration von 24 g/l IgG in der Transfusion soll zu einem
durchschnittlichen Anstieg der Serum-IgG-Konzentration von 400 — 800 mg/dl flhren
(Giguére & Polkes, 2005). In der bestehenden Literatur wird deutlich, dass der Anstieg
sehr variabel ausfallen kann. So benennt eine Studie die durchschnittliche Serum-IgG-
Konzentration nach einer Plasmatransfusion mit 1027 + 400 mg/dl (Francesca et al.,
2017). Aufgrund dieser variablen Reaktion der Fohlen auf eine Plasmatransfusion ist
es notwendig, weitere Studien zum Verlauf der Serum-IgG-Konzentration und zur
bendtigten IgG-Konzentration einer Plasmatransfusion durchzufiihren. AuRerdem wird
in der bestehenden Literatur nicht beschrieben, wie viele Fohlen nicht mit einem zu
erwartenden Anstieg auf eine Plasmatransfusion reagieren. Es ist sehr wichtig, auch
diesen Zustand zu beschreiben, um die Notwendigkeit einer Nachmessung und
Kontrolle des Erfolgs der Plasmatransfusion zu rechtfertigen. Weiterhin existieren in
der vorhandenen Literatur nach Wissen der Autoren keine Empfehlungen, die einen
exakten Zeitpunkt einer Nachmessung der Serum-lgG-Konzentration definieren. In
den existierenden Studien werden Zeitpunkte von 24 Stunden bis zu drei Tagen nach
einer erfolgten Transfusion gewahlt (Francesca et al., 2017; McClure et al., 2001;
McTaggart et al., 2005). Der Zeitpunkt von 24 Stunden nach der Transfusion erscheint
sinnvoll, da die Umverteilung in den extravaskularen Raum hauptsachlich in diesem
Zeitraum stattfindet (White, 1989).

Die Festlegung eines optimalen Zeitpunktes zur Nachmessung ist wichtig, da dieser
Uiber die Notwendigkeit einer weiteren Transfusion entscheidet. Ist der Zeitpunkt zu
frih oder zu spat gewahlt, werden Fohlen, die eine ausreichende Versorgung zeigen,

eventuell erneut transfundiert oder aber Fohlen, die noch nicht ausreichend versorgt
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sind, erhalten keine Folgetransfusion. In dieser Studie sollte zusatzlich Uberpruft
werden, wie sich die Serum-lgG-Konzentration zwischen einer und 24 Stunden nach
der Plasmatransfusion verandert. Der Zeitpunkt von einer Stunde nach der
Transfusion wurde gewahlt, um festzustellen, ob zu diesem Zeitpunkt bereits eine
Aussage uber den Transfusionserfolg zu treffen ist. So kdnnten Fohlen, die nicht mit
einem adaquaten Anstieg auf eine Plasmatransfusion reagieren, friih erneut

transfundiert werden.

4.2  Diskussion der Methode
4.2.1 Literaturibersicht

Als Literaturiibersicht wurde eine im Jahr 2019 publizierte Veroffentlichung verwendet,
welche die vorhandene Literatur beschreibt und zusammenfasst. Trotz des Alters der
Publikation fasst diese weiterhin die aktuelle Studienlage ausreichend zusammen und
ist als Ubersichtsarbeit gut geeignet. Kirzlich verdffentlichte Publikationen greifen
spezifische Aspekte der Thematik auf, zeigen aber keine fur diese Studie relevante
Veranderungen der geltenden Grundsatze.

Eine kurzlich erschienene Verdffentlichung erweiterte die Untersuchungen der
Einflussfaktoren auf die IgG-Konzentration im Blut von Fohlen um die Supplementation
von Kolostrum nach der Geburt (Nissen et al., 2022). Die Autoren konnten feststellen,
dass eine Zufuihrung von Kolostrum mittels Flasche keinen signifikanten Einfluss auf
die IgG-Konzentration im Blut der Fohlen hat. Vielmehr flihrt diese zu einer verzégerten
eigenstandigen Kolostrumaufnahme des Fohlens am Euter der Stute. Auch das
Vorliegen einer Dystokie wurde im Hinblick auf den Einfluss auf die IgG-Konzentration
untersucht (Aoki et al., 2020). Es konnte festgestellt werden, dass die IgG-
Konzentration im Kolostrum keinen signifikanten Unterschied zwischen Kaltblut-
Stuten, die in einer Eutokie oder in einer Dystokie abfohlten, aufweist. Jedoch war die
IlgG-Konzentration in Fohlen, die durch eine Dystokie zur Welt kamen signifikant
niedriger.

Auch zu der Qualitatsbeurteilung des Kolostrums existieren aktuelle Studien.

Rampacci et al. (2022) beschreiben, dass auch das optische Refraktometer Potenzial

31



hat, zuverlassig zwischen guter und schlechter Kolostrum-Qualitat zu unterscheiden.
Dies bietet ein weiteres diagnostisches Mittel fir die Bestimmung der Kolostrum-
Qualitdt neben dem Einsatz des Brix-Refraktometers, welches zuverlassig die IgG-
Konzentration im Kolostrum bestimmt (McCue, 2021).

In der Literaturibersicht wurden Studien zur Plasmatransfusion beim equinen
Neonaten nicht beriicksichtigt, da diese zunachst einen Uberblick tiber die HGG und
Nachweisverfahren eines FPT geben soll. Die bestehende Literatur zur
Plasmatransfusion ist in der Einleitung der dritten Verdéffentlichung bertcksichtigt und

in der Diskussion dieser Verdffentlichung mit den eigenen Ergebnissen diskutiert.

4.2.2 Studienpopulation

In wissenschaftlichen Studien werden hohe Anspriiche an die Studienpopulation
gefordert. Es sollte eine hohe Anzahl an Probanden und eine grofe Ubereinstimmung
in bestimmten Merkmalen sowie in den Einschluss- und Ausschlusskriterien vorliegen.
Betrachtet man die erste Studie, so wird deutlich, dass mit 148 Proben von 119 Fohlen
eine hohe Anzahl von Probanden einbezogen werden konnte. Diese Anzahl von
Fohlen ist héher als in den meisten anderen vergleichbaren Studien, wobei auch
Studien existieren, die eine Untersuchung an mehr Proben durchfiihren (Elsohaby et
al., 2019; McClure et al., 2003; Tscheschlok et al., 2017). Die Rasseverteilung war
inhomogen. So wurden 59 Warmbluter (49.6%), 18 Ponys (15.1%), 13 Vollbluter
(10.9%), 5 Quarter (4.2%), 4 Kaltbllter (3.4%), und 20 Pferde anderer Rassen (16.8%)
in die Studie einbezogen. Da die Definition einer HGG mit einer Serum-lgG-
Konzentration von <800 mg/dl bisher als rasseunabhangig gilt, hat die inhomogene
Rasseverteilung keinen Einfluss auf die Ergebnisse der Studie und stellt die typische
Pferdrassenverteilung in Mitteldeutschland dar (Aurich & Aurich, 2006). Das Alter der
Fohlen betrug zwischen einer Stunde und sechs Tagen. Die meisten Fohlen zeigten
ein Alter zwischen einem (n = 102) und zwei Tagen (n = 26). Dieses Alter ist
reprasentativ fir equine Neonaten, bei denen eine HGG diagnostiziert wird (Graf3l et
al., 2017). Wichtig war es, eine hohe Probenanzahl aus dem niedrigen Messbereich

zu nutzen, um die bestmdgliche Methode fiir die Diagnose eines FPT und damit einer
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HGG zu finden. Aus diesem Grund ist das Alter der Fohlen von einem Lebenstag

Uberdurchschnittlich haufig in diese Studie einbezogen.

In die zweite Studie wurden 23 Fohlen einbezogen, die an einer HGG erkrankt waren.
Auch hier war die Rasseverteilung inhomogen. Es wurden 16 Warmbliter (69,6%),
zwei Vollbliter (8,7%), zwei Quarter (8,7%), zwei Ponys (8,7%) und ein Kaltblut (4,3%)
einbezogen. Das Alter der Fohlen betrug zwischen 24 und 72 Stunden. Dieses Alter
ist geeignet um eine HGG zu diagnostizieren und zu behandeln. Die Fohlen wiesen
verschiedene weitere Erkrankungen auf, welche die typischen neonatalen
Erkrankungen der ersten Lebenstage reprasentieren (Grall et al., 2017). Dadurch sind

die Ergebnisse auf die tierarztliche Praxis tGbertragbar.

4.2.3 Kontrollproben und Testevaluierung

Es wurde ein quantitativer ELISA als Referenzmethode verwendet, da dieser sehr
sensitiv ist, absolute Werte liefert und eine hohe Reproduzierbarkeit besitzt. Dieser ist
innerhalb eines Tages auswertbar und wurde bereits in der equinen Neonatologie als
Goldstandard genutzt (Erhard et al., 2001). Auf3erdem konnte eine gute Korrelation mit
der RID festgestellt werden. Fir das Testverfahren wurde eine Standardkurve unter
Verwendung des ChromPure Horse IgG Standards der Firma ImmunoResearch
Laboratories, INC. erstellt. Die Verdinnung des Standards fir die Standardkurve
erfolgte durch ein Ansetzen in PBS. Zur Ermittlung der optimalen Probenverdiinnung
wurden ausgewabhlte Proben der Fohlen verwendet und mit PBS in Verdiinnungsstufen
angesetzt.

Fir eine vorlaufige Evaluierung des ELISAs wurden sechs Proben aus verschiedenen
Messbereichen in ein externes Labor zur Untersuchung eingeschickt (LABOKLIN
GMBH & CO.KG, Bad Kissingen, Deutschland). Hierfir wurden je zwei Proben aus
dem niedrigen, mittleren und hohen Messbereich ausgewahlt. Die Proben wurden
mittels Serumelektrophorese gemessen und anschlielend mit den durch den ELISA
gemessenen Werten verglichen. Es konnte eine Korrelation bzw. Ubereinstimmung
zwischen beiden Messmethoden festgestellt werden (Anhang). AulRerdem fand ein

Vergleich der Ergebnisse der ELISA-Messung mit einem quantitativen ELISA (Bio-X
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Diagnostics S.A., Rochefort, Belgien) von 28 ausgewahlten Proben statt, die eine
Ubereinstimmung der Ergebnisse zeigte (Anhang). Weiterhin wurde im Vergleich zur
bestehenden Literatur festgestellt, dass die gemessenen Werte im bekannten
Nachweisbereich liegen und so die Eignung des ELISAs als Goldstandard bestatigt
(LeBlanc, 1990; McGuire et al., 1977; Morris et al., 1985).

Zur Evaluation wurden auRerdem fiinf Vortests durchgefiihrt. In diesen Tests wurden
neben der Standardkurve sieben Proben mitgefiihrt, deren Konzentration einen
groBen Bereich der Standardkurve abdecken. Diese Proben wurden durch
Verschneiden einer biologischen Probe mit hohem IgG-Gehalt mit einer biologischen
Probe mit niedrigem IgG-Gehalt erzeugt. AuRerdem wurden die 95 %-
Konfidenzintervalle fir die Messungen der einzelnen Standards bestimmt. Weiterhin
wurden Inter- und Intra-Assays erstellt. Der Inter-Assay dient zur Kontrolle der
Reproduzierbarkeit des Tests an unterschiedlichen Tagen der Messungen (Reed et
al.,, 2002). Dafur werden Replikate gleicher Proben in verschiedenen Assays zu
unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen. Die Ergebnisse sollten an verschiedenen
Messtagen konstant sein. Die Bestimmung erfolgte Gber zwei Proben, die konstant in
jeder Testplatte mitgefiihrt wurden. Die Inter-Assay-Variationskoeffizienten fir Proben
aus dem niedrigen Messbereich (<120 mg/dl) und dem hohen Messbereich (>500
mg/dl) betrugen 6,4 % bzw. 5,6 % (Anhang). Die Erstellung eines Intra-Assay dient der
Uberpriifung der Reproduzierbarkeit zwischen den einzelnen Wells des ELISAs, so
dass die Sicherheit besteht, dass alle Wells vergleichbare Ergebnisse liefern (Reed et
al., 2002). Somit wurden Replikate gleicher Proben im selben Assay an verschiedenen
Stellen platziert. Die jeweiligen Intra-Assay-Variationskoeffizienten fiir Proben aus dem
niedrigen und hohen Messbereich lagen bei 13,6 % und 4,6 % (Anhang).

Damit zeigen sowohl der Intra-Assay als auch der Inter-Assay nur sehr geringe

Schwankungen, so dass die Eignung des Testes bestatigt werden konnte.

4.3  Diskussion der Ergebnisse

Die Ergebnisse wurden bereits ausfiihrlich in den Veréffentlichungen diskutiert, daher

sollen hier nur einige Aspekte aufgegriffen und Ubergreifend dargestellt werden.
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4.3.1 Vergleich der drei Testmethoden

Allgemein bestanden gute Korrelationen zwischen den verschiedenen Testverfahren
und dem ELISA, wobei die mit dem SNAP-Test deutlich héher war (p = 0.79, p <
0.0001) als die mit TP-A (p = 0.66, p < 0.0001) und TP (p = 0.60, p < 0.0001).

Eine hohe Sensitivitat des SNAP-Tests fiir IgG-Konzentrationen von <400 mg/dl und
<800 mg/dl wurde bereits von anderen Autoren beschrieben (Metzger et al., 2006).
Methodisch ist jedoch anzumerken, dass diese Studie, die den SNAP-Test an
hospitalisierten und kranken Fohlen evaluiert hat, sich lediglich auf die Untersuchung
von nur 67 Fohlen stitzt (Metzger et al., 2006). Eine weitere Studie, die eine hohe
Sensitivitat des SNAP-Tests beschreibt, bezieht nur Fohlen in einem Alter von 24 — 72
Stunden post natum ein (McClure et al., 2003).

In dem Messbereich von <800 mg/dl zeigt der SNAP-Test eine geringere Sensitivitat
(64.5 %) als in anderen zuvor durchgefiihrten Studien (Davis & Giguere, 2005;
McClure et al., 2003). Durch die geringe Sensitivitat entstehen haufiger falsch negative
Ergebnisse, so dass ausreichend mit IgG versorgte Fohlen eine Plasmatransfusion
erhalten, obwohl diese nicht notwendig wére. Dies ist nicht ungefahrlich, da durch eine
Plasmatransfusion auch unerwiinschte Reaktionen auf die Transfusion entstehen
kénnen und zusatzlich werden unnétige Kosten verursacht (Hardefeldt et al., 2010).
Im Bereich von <400 mg/dl zeigt der SNAP-Test eine deutlich héhere Sensitivitat
(89,4%) und auch im Vergleich zu anderen Studien eine hohe Spezifitat (83%), so dass
unterversorgte Fohlen sicher erkannt werden koénnen. Somit ist der SNAP-Test
geeignet, um eine HGG zu diagnostizieren. Dies ist vor allem fiir die Praxis ein
wertvolles Ergebnis, da der SNAP-Test direkt vor Ort durchfiihrbar ist und innerhalb
von 10 Minuten eine Aussage Uber den IgG-Status des Fohlens gibt.

Im Vergleich dazu konnten bei der Bestimmung des TPs keine aussagekraftigen Werte
erzielt werden. Die Schwierigkeit hierbei liegt vor allem in der Festlegung geeigneter
Cut-Off-Werte, die zu einer klinisch brauchbaren Sensitivitat und Spezifitat fur IgG-
Konzentrationen von >800 mg/dl oder <800 mg/dl bzw. <400 mg/dl fiihren. Der Grund
kénnte darin liegen, dass die TP-Konzentration im Blut auch von anderen Faktoren
beeinflusst sein kann. So spiegelt sie nicht nur die Immunglobulinkonzentration und

vor allem das 1gG wider, sondern besteht auch zu ca. 50% aus Albumin (Knottenbelt
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et al., 2004). AuBerdem koénnen die Werte durch den Hydratationsstatus des Fohlens
beeinflusst sein (Roscher, 2011). Die Einschréankungen des Testverfahrens sind
bedauerlich, da dieses Verfahren einfach durchzufiihren ist und schnelle Ergebnisse
liefert. Andere Autoren geben jedoch an, dass das TP eine geeignete Testmethode
sein kann, wenn hdhere Cut-off-Werte gewahlt werden, die zu einer hdheren
Sensitivitat und geringeren Spezifitat fiihren (Elsohaby et al., 2019; Metzger et al.,
2006). Der Kompromiss zwischen Sensitivitdt und Spezifitdt wird als verniinftig
angesehen, da eine nicht erkannte HGG zu schweren klinischen Infektionen fiihren
kann und unnétige Behandlungen kein besonderes Risiko fiir die Fohlen darstellen.
Die Verwendung des TP-A zeigt in anderen Studien gute Ergebnisse. So konnten
Tscheschlok et al. (2017) an 360 Serumproben von 60 Fohlen feststellen, dass bei der
Diagnose des FPT die Sensitivitdt und die Spezifitdt der Gesamtglobulinkonzentration
vergleichbar mit denen anderer verwendbarer Tests sind (Zinksulfattriibungstest,
Glutaraldehydkoagulationstest und SNAP-Test). Die Methode TP-A zeigt auch in der
vorliegenden Untersuchung gute Ergebnisse. Obwohl die Ergebnisse der Sensitivitat
und Spezifitat fir eine IgG-Konzentration von 800 mg/dl bei einem Cut-Off-Wert von
27 g/l (Sensitivitat: 74,5%, Spezifitat: 84,5%) und <400 mg/dl bei einem Cut-Off-Wert
von 24 g/l (Sensitivitdt: 75,8%, Spezifitdt: 78,1%) geringer waren als beschrieben
(Fouché et al., 2014; Tscheschlok et al., 2017), eignen sie sich flr die Diagnose einer
FPT. Dies ist durch die damit verbundene hohe Sensitivitat gerechtfertigt.

Durch die vorliegenden Ergebnisse konnte festgestellt werden, dass der SNAP-Test,
die TP- und die TP-A-Methode im Vergleich zum ELISA als Referenzmethode bei der
Bestimmung der IgG-Konzentration 2800 mg/dl ahnlich gute Ergebnisse liefern. Um
IgG-Konzentrationen von <400 mg/dl nachzuweisen, zeigen der SNAP-Test und die
TP-A-Methode bessere Ergebnisse als die alleinige Bestimmung des TP.

Die ahnlichen Ergebnisse im Bereich einer IgG-Konzentration von 800 mg/dl lassen
sich nur derzeit nur schwer interpretieren, da eine geringe Anzahl von Proben aus dem
hohen Messbereich vorlag. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die Proben von
Fohlen gewonnen wurden, die in einer Klinik vorgestellt wurden, und daher nur wenige
Proben von Fohlen vorlagen, die eine ausreichende Aufnahme von Immunglobulin G

aus dem Kolostrum der Stute aufwiesen. Darliber hinaus wurde im Studiendesign Wert
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daraufgelegt, viele Proben mit niedrigen Werten zu benutzen, da die Eignung der Tests

vor allem im Hinblick auf den Nachweis eines FPT untersucht werden sollte.

4.3.2 Uberpriifung der Plasmatransfusion

Es konnte gezeigt werden, dass die bendtigte IgG-Menge zu den Zeitpunkten eine
Stunde und 24 Stunden nach der Plasmatransfusion unterschiedlich war. Um eine
Steigerung der Serum-lgG-Konzentration von 1 mg/dl zu erzielen, wurde eine Stunde
nach der Transfusion im Mittel 293,4 mg IgG bendtigt und 24 Stunden nach der
Transfusion 164,5 mg. Somit konnte durch 1 mg transfundiertes IgG ein Anstieg der
Serum-lgG-Konzentration von 0,03 mg/dl eine Stunde nach der Transfusion und 0,05
mg/dl 24 Stunden nach der Transfusion erzielt werden. Diese Werte machen deutlich,
dass das Transfusionsergebnis 24 Stunden nach der Transfusion kontrolliert werden
sollte. Dies ist auch sinnvoll bei Fohlen, die schon eine Stunde nach der Transfusion
einen Anstieg zeigen, um den tatsachlichen Anstieg der Serum-IgG-Konzentration zu
detektieren. Francesca et al. (2017) stellten fest, dass kein signifikanter Unterschied
zwischen der Serum-lgG-Konzentration zu den Zeitpunkten 24 Stunden und 72
Stunden nach der Plasmatransfusion besteht, so dass die Kontrolle der
Plasmatransfusion nicht spater als 24 Stunden nach der Transfusion stattfinden sollte.
Auffallig war die groe Variabilitdt im Anstieg der Serum-lgG-Konzentration der
einzelnen Fohlen und zwar sowohl bei Fohlen, die ausschlieRlich an einer HGG
erkrankt waren als auch bei Fohlen, die noch weitere Erkrankungen zeigten. Diese
Variabilitdt bestatigt friihere Studien, die ebenfalls einen wechselhaften Anstieg der
Serum-lgG-Konzentration beschrieben haben (Francesca et al., 2017; McClure et al.,
2001; Wilkins & Dewan-Mix, 1994). In keiner der vorhandenen Studien wird
beschrieben, dass ein Fohlen nach Erhalt einer Plasmatransfusion keinen Anstieg der
Serum-lgG-Konzentration zeigte. Die Individualitat des Anstiegs ist gro3, so dass sich
die Serum-lgG-Konzentration im Blut der Fohlen nach der Transfusion teilweise nur
minimal von den Ausgangswerten unterscheidet. Francesca et al. (2017) nennen
beispielsweise einen Anstieg der Serum-lgG-Konzentration von 647 + 428 mg/dl,
wahrend McClure et al. (2001) einen durchschnittlichen Anstieg der IgG-Konzentration

im Serum von 351 + 146 mg/dl ermittelten. Die hohe Standardabweichung zeigt, dass
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in diesen Studien auch geringe Anstiege vorlagen. In der vorliegenden Untersuchung
konnte bei 22% der Fohlen kein Anstieg der Serum-lgG-Konzentration nach der
Plasmatransfusion festgestellt werden. Mégliche Griinde dafiir kdnnen vielfaltig sein.
So ist es moglich, dass die Aufnahme des IgGs von anderen Erkrankungen beeinflusst
sein kann, oder dass erkrankte Fohlen die Immunglobuline nach der Transfusion
schneller verbrauchen. Weiterhin kann es zu einer Komplexbildung des
transfundierten 1gGs und dem im Blut vorhanden Antikérpern kommen, die dann
abgebaut werden (Knottenbelt et al., 2004). Um die Ursachen des fehlenden
Transfusionserfolgs zu detektieren, sind weitere Untersuchungen notwendig. Da
betroffene Fohlen auch bereits zu dem Zeitpunkt von einer Stunde nach der
Transfusion keinen Anstieg der Serum-lgG-Konzentration zeigten, kann zu diesem
Zeitpunkt eine Kontrollprobe genutzt werden, um die Fohlen, die nicht auf die
Transfusion reagieren, friihzeitig zu erkennen. Diese friihzeitige Erkennung resultiert
in einer friihen Folgetransfusion, so dass eine anhaltende HGG deutlich eher therapiert
werden konnte.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Kontrolluntersuchung der Serum-lgG-Konzentration
von enormer Wichtigkeit ist. Es Iasst sich nicht vorhersagen, wie die Fohlen auf die
Transfusion ansprechen, und wie hoch die transfundierte Menge IgG fiir eine
ausreichende Versorgung sein muss. Die vorliegenden Werte geben zwar eine
Orientierung, missen aber aufgrund des individuellen Ansprechens der Fohlen in

jedem Fall kontrolliert werden.

4.4  Ausblick

Die Bestimmung der Serum-lgG-Konzentration kann durch verschiedene
Testverfahren durchgefiihrt werden. In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt
werden, welche schnell durchfihrbaren Verfahren sich besonders eignen. Dies ist
wichtig, da eine schnelle und sichere Diagnostik gewahrleistet werden sollte, um im
Falle einer Minderversorgung ziigig reagieren zu kdnnen. Dieser Studie sollten sich
weitere Untersuchungen anschlieBen, um darzustellen, ob eine Kombination der

verschiedenen Messmethoden noch sensitivere und spezifischere Ergebnisse liefern
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kann. Weiterhin sollten die Ergebnisse an einer grolReren Anzahl von ausreichend
versorgten Fohlen (Serum-IgG-Konzentration von >800 mg/dl) evaluiert werden.

Im Hinblick auf die Untersuchungen zu der Plasmatransfusion sind ebenfalls
Folgestudien sinnvoll, um die Variabilitat des Anstiegs und maégliche Ursachen fir ein
Therapieversagen der Plasmatransfusion zu definieren. Dazu ware es sinnvoll, die
Fohlen nach verschiedenen Kriterien in unterschiedliche Klassen einzuteilen. Mégliche
Faktoren, die dabei beriicksichtigt werden kdnnen, sind beispielsweise die Rasse, das
Gewicht oder die weitere Erkrankung der Fohlen. Weiterhin kénnte die Einteilung durch

Laborparameter erganzt werden.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, das bestmdglichste, schnell durchfiihrbare Testverfahren, um
eine HGG beim neonatalen Fohlen zu diagnostizieren, zu bestimmen und den Verlauf
der Serum-IgG-Konzentration nach einer Plasmatransfusion darzulegen. Dazu wurden
zwei unterschiedliche Studien durchgefiihrt.

In die erste Studie wurden 119 Fohlen in einem Alter von ein bis sechs Tagen
einbezogen. Diese befasste sich mit der Evaluierung und Bewertung von drei schnell
durchfiihrbaren Testverfahren zur Diagnose einer HGG. Untersucht wurden der
SNAP-Test, die Totalprotein-Bestimmung und die Bestimmung von TP-A. Die
Ergebnisse wurden mit einem in-house entwickelten quantitativen ELISA als
Referenzmethode verglichen. Die zweite Studie untersuchte den Verlauf der Serum-
IgG-Konzentration nach einer Plasmatransfusion von neugeborenen Fohlen. Dazu
wurden 23 Fohlen untersucht, die ein Alter von 24 bis 72 Stunden aufwiesen und mit
einer Plasmatransfusion behandelt wurden. Die Serum-lgG-Konzentrationen wurden
zu den Zeitpunkten vor der Transfusion, eine Stunde und 24 Stunden nach der

Transfusion gemessen.

Folgende relevante Ergebnisse konnten in den beiden Studien erzielt werden:

- Die erste Studie zeigte, dass der SNAP-Test, die Bestimmung des TPs und die
Berechnung von TP-A im Vergleich zum ELISA als Referenzmethode bei der
Bestimmung der IgG-Konzentration 2800 mg/dl ahnlich gute Werte lieferten. Auf
der Grundlage der 95%igen Konfidenzintervalle scheinen der SNAP-Test und
die Berechnung von TP-A ahnlich gut, aber besser als die Bestimmung des TPs

fur die Erkennung von IgG-Konzentrationen <400 mg/dl zu funktionieren.

- In der zweiten Studie konnte festgestellt werden, dass die Transfusion von 1
mg IgG eine durchschnittliche Erhdhung des Serum-lgG-Spiegels von 0,03
mg/dl (0.001-0.268 mg/dl) bewirkte. Fiihrte man die Kontrolle des Serum-IgG-

Spiegels nach 24 Stunden durch, verursachte die gleiche Menge einen Anstieg
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von 0,05 mg/dl (0.002-0.537 mg/dl). Ca. 22 % der Fohlen zeigten keinen

messbaren Anstieg der Serum-lgG-Konzentration nach der Plasmatransfusion.

Somit konnte im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen festgestellt werden,
welches das geeignetste Testverfahren fir eine schnelle Diagnose der
Hypogammaglobulinamie ist. Weiterhin wurde gezeigt, dass neonatale Fohlen sehr
individuell auf eine Plasmatransfusion reagieren und eine Folgemessung nach einer

Plasmatransfusion unbedingt notwendig ist.
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6 Summary

The aim of this research work was to determine the best possible, rapid test procedure
to diagnose HGG in the neonatal foal and to evaluate the course of serum IgG
concentration after plasma transfusion. Two different studies were conducted for this
purpose.

The first study involved 119 foals between one and six days of age. The study
evaluated and assessed three rapid tests for the diagnosis of hypogammaglobulinemia
(HGG). The SNAP test, the total protein determination and the determination of TP-A
were investigated. The results were compared with an in-house developed quantitative
ELISA as a reference method. The second study investigated the course of serum IgG
concentration after plasma transfusion of newborn foals. For this purpose, 23 foals with
HGG were examined at an age of 24 to 72 hours and were treated with a plasma
transfusion. Serum IgG concentrations were measured before transfusion and one

hour as well as 24 hours after transfusion.

The following relevant results were obtained in the two studies:

- The first study showed that the SNAP test, the determination of TP and the
calculation of TP-A provided similarly good values compared to ELISA as the
reference method in the determination of IgG concentration 2800 mg/dl. Based
on the 95% confidence intervals, the SNAP test and the calculation of TP-A
appear to perform similarly well but better than the determination of TP for the

detection of IgG concentrations <400 mg/dl.

- In the second study, it was found that transfusion of 1 mg IgG caused an
average increase in serum IgG level of 0.03 mg/dl (0.001-0.268 mg/dl). When
the serum IgG level was controlled after 24 hours, the same amount caused an
increase of 0.05 mg/dl (0.002-0.537 mg/dl). Approximately 22% of the foals
showed no measurable increase in serum IgG concentration after plasma

transfusion.
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Based on these study results it was possible to determine which is the most suitable
test for a rapid diagnosis of hypogammaglobulinemia. Furthermore, it was shown that
neonatal foals react very individually to a plasma transfusion and that a follow-up

measurement after a plasma transfusion is absolutely necessary.
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10 Anhang

Tab. 1: Vergleich der Messergebnisse des ELISAs mit der elektrophoretischen

Messung (LABOKLIN) von sechs ausgewahlten Proben.

Proben Nr. 20 22 26 50 77 83
ELISA (mg/dl) 516 158 1060 1350 704 2630
Elektrophorese (mg/dl) 660 180 1180 | 2400 450 2190

Tab. 2: Vergleich der Messergebnisse des ELISAs mit einem quantitativen ELISA
(Bio-X Diagnostics S.A., Rochefort, Belgien) an 28 ausgewahlten Proben.

Nr. Bio-X (mg/dl) in-house ELISA (mg/dl)
1 1558 1270
2 523 534
3 568 485
4 736 583
5 1132 1090
6 1147 954
7 <300 271
8 608 807
9 799 788
10 903 103
11 552 713
12 1303 1080
13 909 916
14 850 931
15 568 613
16 983 943
17 <300 269
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18 704 605
19 868 780
20 404 515
21 349 515
22 <300 378
23 686 663
24 302 265
25 612 604
26 978 847
27 1442 1150
28 939 738

Tab. 3: Inter-Assay im niedrigen und hohen Messbereich einer Serumprobe eines

Fohlens.

Datum der Probe 46 (mg/dl) Probe 113 (mg/dl)
Messung

19.11.21 79 567

18.11.21 81 601

16.11.21 74 635

12.11.21 78 673

09.11.21 69 576
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Tab. 4: Intra-Assay im niedrigen und hohen Messbereich einer Serumprobe eines

Fohlens.
Probe 46 (mg/dl) Probe 113 (mg/dl)
108 567
83 577
98 567
93 549
97 565
81 507
79 533
86 508
120 514
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