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Sammanfattning

Ramjolken innehaller livsviktiga antikroppar som ger kalven dess immunforsvar under de forsta
manaderna i livet. For att kontrollera att kalven fétt i sig en tillracklig mangd antikroppar tas ett
blodprov och detta serum analyseras med avseende pa antikroppar. Det finns olika metoder for att
mata mangden antikroppar, direkta och indirekta. Tva exempel pa indirekta metoder ar optisk
refrakto-meter och Brix-refraktometer. Dessa metoder mater brytningsindex i serum vilket
korrelerar med torrsubstansen och déarmed totalproteinet, vilket ar en markor for antikroppsupptag.
Inom detta arbete undersoktes om det & mgjligt att utfora dessa analyser pa serum fran
ocentrifugerade blodprover. Eftersom hemolys, att de roda blodkropparna gar sonder, ar vanligt vid
provtagning och ofta stor olika analysmetoder sa undersoktes aven om hemolys kan stora resultatet.
Syftet var dven att fa praktisk erfarenhet av hantering av ocentrifugerade blodprover. Analys av
ocentrifugerat blodprov skulle kunna moéjliggéra analys av antikroppar direkt pa garden av
lantbrukaren sjalv.

Kalven klassas som att ha ett bristfalligt upptag av antikroppar, pa engelska failure of passive
transfer (FPT), om den har ett immunoglobulin G-véarde (IgG-varde) i serum under 10 g/l. Méatt med
indirekta metoder har grénsvardena i Sverige bestamts till 55 g/l med optisk refraktometer och 8,4
Brix%.

| detta arbete har serumprover fran 50 kalvar, 2-8 dagar gamla samlats in pa forsoksgarden Lovsta.
Fran varje kalv samlades tre provror in. Ena roret centrifugerades och anvandes som basvirde, andra
roret centrifugerades inte utan tillats sjalvsedimentera och i det tredje roret framkallades hemolys.
De forsta tio ocentrifugerade blodproverna forvarades i kylskdp men da detta inte fungerade, pa
grund av att koaglet lade sig som en plugg 6verst i provroret, sa dndrades strategin till att de fick std
framme i rumstemperatur i 48 timmar. Hemolys framkallades genom skakning samt att réren fick
std i nio dagar och blodprovet centrifugerades innan analysering. Alla prover analyserades med en
optisk refraktometer och en Brix-refraktometer.

Ocentrifugerat prov jamfort med centrifugerat prov uppmétt med optisk refraktometer gav en
Pearsons korrelationskoefficient pa 0,98. Differensen mellan metoderna fick ett medelvarde pa 1,2
g/l. Vid utvardering av differenserna kring grénsvérdet 55 g/l var medelvérdet 2 g/l. Parat t-test
visade pa en skillnad mellan metoderna och darfér rekommenderas en hojning av gransvardet till 57
o/l vid analysering av ocentrifugerat blodprov med en optisk refraktometer. Ocentrifugerat prov
jamfort med centrifugerat prov uppmatt med Brix-refraktometer gav en Pearsons korrelations-
koefficient pa 0,99. Differensen mellan metoderna fick ett medelvarde pa 0,02 Brix%. Parat t-test
visade att det inte finns en signifikant skillnad mellan metoderna. Detta betyder att gransvardet for
Brix-refraktometern inte bor &ndras och att metoden férmodligen kan anvéndas men en djupare
undersokning av denna metod ar onskvard. Framfor allt bor kalvar med ett 1agt upptag av
antikroppar undersokas for att titta narmare pa hur det ser ut kring gransvardet. Detta hade dven varit
Onskvart for den optiska refraktometern.

Resultaten visar ocksa att mattligt och kraftigt hemolyserade blodprov inte bor analyseras da det ger
osékra resultat. Blodprov med lindrig hemolys kan antagligen anvandas men pa grund av for lite
statistiskt underlag i frdgan sa ar mer undersokning énskvart. Av de 50 kalvar som provtogs pa
Lovsta klassades ca 16 % som FPT.

Nyckelord: ramjolk, refraktometer, blodprov, kalvhalsa, Brix



Abstract

Calves are born without a functional immune system and are dependent on the antibodies in the
colostrum provided by the cow to get protection from pathogens. To verify the uptake, it is possible
to take a blood sample from the calf and analyse it for antibodies. There are different methods to
measure antibodies, both direct and indirect. Two indirect methods are using the optical
refractometer and the Brix-refractometer. These methods of analysis measure the refractive index in
the serum which correlates with the dry matter content and can be correlated to the total protein
concentration in the serum. In this essay the possibility to analyse non-centrifuged blood samples
with refractometry is evaluated as well as to what extent haemolysis affects the results. The purpose
was also to get practical experience of handling non-centrifuged blood samples. The possibility to
analyse non-centrifuged blood samples would enable on-farm analysis.

To get an overview of the calf management in a herd it is recommended in Sweden today that a
veterinarian collects blood samples from 3-4 calves, centrifuges and analyses them. The calf is
classified as having an inadequate uptake of antibodies, also called failure of passive transfer, if the
levels of serum 1gG, which is the dominating antibody in colostrum, are below 10 g/L. With indirect
methods, limit values in Sweden have been set to 55 g/L with the optical refractometer and 8.4
Brix% with the Brix-refractometer.

Serum samples were collected from 50 calves, 2-8 days old, at Lovsta farm. Tree blood samples
were collected from each calf. The first sample was centrifuged and used as the base value, the
second blood sample was not centrifuged but let to self-settle and in the third one haemolysis was
generated. The first ten non-centrifuged blood samples were refrigerated with no success, the blood
clot ended up at the top of the sample and made it difficult to access clean serum. The strategy was
changed so the blood samples were left in room temperature for 48 hours instead. Haemolysis was
generated by shaking of the samples and letting them sit for 9 days at room temperature. All the
samples were analysed by both optical refractometer and Brix-refractometer.

Non-centrifuged vs centrifuged blood samples using optical refractometer gave a Pearson’s
correlation coefficient of 0.98. The difference between the methods had an average value of 1.2 g/L.
When only the values around the limit value, 55 g/L were evaluated, the average value was 2 g/L.
The paired t-test showed a difference between the methods and therefore adjusting the limit from 55
g/L to 57 g/L is recommended.

Non-centrifuged vs centrifuged blood samples using the Brix-refractometer gave a Pearson’s
correlation coefficient of 0.99. The difference between the methods had an average value of 0.02
Brix%. The paired t-test showed that there was no difference between the methods. This means that
the limit should not be adjusted, and that the method could probably be used. However, more
research would be preferable.

The results show that moderately and severely haemolyzed samples should not be used as they
provide uncertain results. Mildly haemolyzed samples can possibly be used. Out of the 50 calves
tested at Lovsta, 16% suffered from FPT.

Keywords: colostrum, refractometer, blood sample, calf health, Brix
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1. Inledning

Overvakning av kalvars maternala antikroppsupptag ar en viktig atgard for att
framja god kalvhélsa och 6ka dverlevnaden for neonatala kalvar (Godden et al.
2019). Det finns olika satt att mata antikroppar i blodet pa. Manga studier &r gjorda
under laboratorieférhallanden dar prover centrifugerats innan analys. Det ar
ovanligt att en gard har tillgang till en centrifug varfor mojligheten att analysera
ocentrifugerat blodprov skulle oka tillgdngligheten (Pisello et al. 2021). Om
ocentrifugerat blodprov kan analyseras skulle det medféra att lantbrukaren sjalv
kan ta blodprov och analysera pa garden vilket skulle gora analysen betydligt
billigare. Det skulle d&ven mojliggora att en veterinar som inte har tillgang till en
centrifug kan analysera prover. En billigare och mer tillganglig analys medfor bade
att fler kalvar provtas men majliggor aven att analyserna sker mer utspritt dver aret.
| den héar studien gjordes maétningar med bade optisk och brytningsindex-
refraktometer (Brix-refraktometer) som ar mojliga matmetoder. Detta darfor att
Brix-refraktometern &r ett instrument som ofta redan finns pa mjélkgardar da de
anvands for att mata totalprotein i ramjolken, medan veterinaren vanligtvis har en
optisk refraktometer da den dven kan anvéandas for att mata till exempel densiteten
i urin.

Mojligheten att analysera ocentrifugerat blodprov undersoktes av Wallace et al.
(2006). Studien pavisade en stark positiv korrelation mellan ocentrifugerat och
centrifugerat blodprov. Nagra andra artiklar om huruvida det fungerar att analysera
ocentrifugerat blodprov har dock inte hittats vilket indikerar att det inte har
undersokts vidare. | detta arbete undersoks maéjligheten att analysera ocentrifugerat
blodprov med refraktometer. Malet ar dven att fa praktisk erfarenhet av eventuella
problem vid hantering av ocentrifugerat blodprov.

Vid blodprovtagning finns det alltid en risk for hemolys i provroret, speciellt om
provtagaren ar ovan. Vid en undersokning dar stallpersonal tog blodprover blev en
stor andel av proverna hemolyserade (de Haan 2018). Hemolys ar ként for att stéra
manga analysmetoder och ar en stor anledning till att manga blodprov kasseras
inom humanvarden (Simundic et al. 2020). | detta arbete undersoks om hemolys
paverkar analys med refraktometer.
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Vidare beddms en kalv ha misslyckats med upptaget om den har en serum
immunoglobulinhalt (IgG-halt) som &r lagre an 10 g/l. DA indirekta metoder
anvands har granserna i Sverige bestamits till till 55g/1 med optisk refraktometer och
8,4 Brix%. Detta bendmns failure of passive transfer (FPT) (Godden 2008).
Lombard et al. (2020) foreslar ett nytt klassificeringssystem med fyra kategorier i
stallet for tva. | detta arbete undersoks hur kalvarna i studien, ligger till i férhallande
till de bada klassificeringssystemen.

Syftet med arbetet kan sammanfattas i fyra punkter

1) Att fa praktisk erfarenhet vid hantering av ocentrifugerat blodprov

2) Undersoka om ocentrifugerat blodprov skiljer sig fran centrifugerat med
avseende pa totalproteinnivaer som markor for antikroppsinnehall.

3) Undersoka om hemolyserat blodprov skiljer sig fran icke-hemolyserat
blodprov med avseende pa totalproteinnivaer som markor for
antikroppsinnehall.

4) Undersoka hur kalvarna pa Lovsta kategoriseras utifran klassificeringen
FPT samt det nya klassificeringssystemet enligt Lombard et al. (2020) vid
anvandande av blodprov som ar centrifugerat och ocentrifugerat.

14



2. Litteraturoversikt

2.1 Ra&mjolk

2.1.1 Definition

Ramjolk innehaller livsviktiga antikroppar for den nyfodda kalven eftersom kalven
fods med ett outvecklat immunforsvar da antikroppar inte kan transporteras till
kalvens blod via moderkakan (Waller et al. 2013). Att tidigt efter fodseln fa i sig en
tillracklig mangd av hogkvalitativ ramjolk ar den viktigaste parametern for kalvars
Overlevnad i den neonatala perioden (Godden 2008). Det finns flera olika defini-
tioner av ramjolk, i det har arbetet definieras ramjolken enligt Waller et al. (2013)
som mjolken fran den forsta urmjolkningen av kon efter kalvning. Den forsta
urmjolkningen bor helst géras inom tva timmar efter kalvning och max inom sex
timmar. Mj6lken fran de nastkommande mj6lkningarna definieras som 6vergangs-
mjolk.

2.1.2 Produktion av ramjolk

Ramjolken produceras i juvret de sista veckorna innan forlossningen, da transporten
av antikroppar fran kons serum till juvret initieras (Weaver et al. 2000). Den storsta
transporten sker en till tre dagar fore férlossning. Produktionen av ramjélken
upphor abrupt efter forlossning och 6vergar successivt i vanlig mjolkproduktion
(Godden 2008). Koncentrationen av antikroppar ar som hogst vid forsta
urmjolkningen och minskar stadigt de sex kommande mjélkningarna.

2.1.3 Innehall i ramjolk

Naringsinnehallet i ramjolken skiljer sig fran vanlig mjélk (Godden 2008). Den
viktigaste komponenten i ramjolken &r antikroppar och den framsta antikroppen ar
immunoglobulin G (IgG). IgG star for ca 85-90 % av totalhalten immuno-
globuliner. Ramjolken har aven en hog fetthalt pa 67 % och en totalproteinhalt pa
ca 14 %. Den innehaller en hog halt mineraler, vitamin A, E, B2, B6 och B12 samt
insulin och tillvaxtfaktorn IGF-1.
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2.1.4 Kontroll av ramjolk

For att kontrollera att ramjdlken har en tillrackligt hog kvalitet bor lantbrukaren
gora en matning av ramjolken innan den ges till kalven (SVA u.d.). For att
ramjolken ska ha tillrackligt med antikroppar i sig och anses vara av god kvalitet
bor den ha ett brytningsindex-vérde (Brix-varde) pa =22 Brix% (Bielmann et al.
2010). Vid varden under 18 Brix% bor kalven dven fa annan ramjolk med ett hogre
varde, farsk eller upptinad (SVA u.a.).

2.2 Metod for att méata antikroppar i serum

For att fa veta om kalven fatt i sig tillrackligt med antikroppar rekommenderas i
Sverige att ett blodprov tas nar kalven ar tva till sju dagar gammal och att serumet
analyseras med avseende pa antikroppsnivaer (SVA u.4.). SVA rekommenderar att
blodprov pa 3-4 friska kalvar tas.

Det finns flera olika metoder att mata antikroppsnivaerna i serum (Weaver et al.
2000). For att direkt mata IgG-koncentrationen anvands radial immunodiffusion
(RID) som anses vara golden standard (Bielmann et al. 2010). Aven kvantitativ
ELISA kan méata 1IgG-koncentrationen i serum (Weaver et al. 2000). Dessa metoder
kraver ett laboratorium och ar kostsamma (Godden 2008). IgG-koncentrationen kan
aven uppskattas med indirekta metoder till exempel genom att méngden totalprotein
mats med ndgon typ av refraktometer (Weaver et al. 2000). Att mata totalprotein &r
billigt, enkelt, snabbt och kan anvandas pa garden (de Souza et al. 2021).

2.2.1 Teori refraktometer

En refraktometer mater ljusstralens brytning mellan tva olika medier (Auxilabs
2010). Nar ljusstralen nar 6vergangen mellan tvd medier kommer delar av ljus-
stralen att reflekteras och delar refrakteras. Den delen av stralen som refrakteras
kommer att fortsétta i det andra mediet med en annan vinkel och hastighet jamfort
med forsta mediet. Hastighetsandringen och vinkeln bestdimmer brytningsindexet,
aven Kkallat refraktionsindex som &r ett specifikt varde for varje medium.
Refraktionsindex &r relaterat till antalet partiklar i vatskan och representerar darmed
vatskans torrsubstans. Torrsubstansen kan relateras till vétskans innehall av
proteiner vilket i sin tur kan relateras till méngden antikroppar.

2.2.2 Optisk och Brix-refraktometer

Det finns bade optiska och digitala refraktormetrar. Pa en optisk refraktometer visas
resultatet genom att en linje uppkommer ndr instrumentet riktas mot en ljuskalla.
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Linjen avlédses mot en skala som representerar totalproteinet. Den digitala
refraktometern ger ett vérde i Brix% pa en digital skarm varfor den kallas Brix-
refraktometer. Brix-refraktometern mater torrsubstanshalten i Brix%. Ett antal
tidigare studier har visat pa en god korrelation mellan Brix-refraktometer, optisk
refraktometer och koncentrationen av 1gG-antikroppar uppmaétt med RID (Deelen
et al. 2014; Thornhill et al. 2015; Pisello et al. 2021).

Deelen et al. (2014) sag en hog korrelation mellan Brix-varden och IgG-
koncentrationen uppmatt med RID (r = 0,93). McCracken et al. (2017) sag en
mattlig korrelation mellan Brix-varden och 1gG-koncentrationen uppmatt med RID
(r=0,79). Elsohaby et al. (2019) fick en korrelation mellan RID och optisk refrakto-
meter till r = 0,75 och mellan RID och Brix till r = 0,80. Pisello et al. (2021) fann
en positiv korrelation mellan RID och Brix (r = 0,84, p<0,0001).

Lombard et al. (2020) delade upp kalvarnas IgG-nivaer i fyra olika kategorier. |
statistiska modeller jamforde de kategorierna gallande totalprotein och Brix% med
serum IgG. Dar de fick R%-varden pa 0,803 for totalprotein och 0,797 for Brix%
vilket &r en god korrelation.

2.3 Bristande ramjolksupptag

Om en kalv far i sig ramjolk under dess forsta levnadsdygn kommer en absorption
av maternala antikroppar ske i tunntarmen. Historiskt har man bedémt absorptionen
som misslyckad vid en 1gG-serumkoncentration pa mindre an 10 g/l om provet tas
nar kalven ar mellan 24 och 48 timmar gammal. Detta benamns failure of passive
transfer (FPT) (Godden 2008). Vid méatning med en optisk refraktometer har
gransvarden pa 50-55 g/l anvants och for Brix varden pa 8,1-8,5 Brix% (Godden
et al. 2019). I Sverige rekommenderas ett varde pa 55 g/l vid matning med optisk
refraktometer och ett Brix-varde pa 8,4 Brix% (SVA u.d.). Gransvardet for den
optiska refraktometern styrks av Buczinski et al. (2018) som menar att ett varde pa
55 g/l bor anvandas for att ha marginal och for att 6ka sensitiviteten, alltsa att inte
kalvar med FPT missas. Gransvardet for Brix-refraktometern styrks av Deelen et
al. (2014) och Akkose et al. (2022).

2.3.1 Alder vid provtagning

Vid analys av totalproteinvarde kan blodprover tas mellan 24 timmar efter forsta
ramjolksgivan och upp till nio dagars alder (Wilm et al. 2018). Ju tidigare prover
tas desto mer exakt representeras det sanna 1gG-vardet och desto mindre risk ar det
att vardet paverkas av distribution av 1gG och dehydrering (Godden et al. 2019).
Det gor att det i olika studier &r olika aldrar pa kalvarna.

17



2.3.2 Nytt klassificeringssystem

Att definiera kalvar som FPT eller inte har i USA anvénts i mer &n 35 ar vilket har
minskat kalvdodligheten i landet kraftigt, men sjukligheten hos kalvar har inte
minskat namnvart (Lombard et al. 2020). Detta fick kalvforskare i USA att ga
samman for att utforma nya rekommendationer om ramjélksupptag och kalvars
totalproteinniva. | stallet for att dela upp kalvarna i tva grupper, FPT och inte,
forslogs fyra grupper. Grupperna kategoriserades som excellent, good, fair och poor
vilket kan oversattas till mycket val godkéant, vél godkant, godként och ej godként.
For att reducera risken for sjukdom gjordes en beddmning pa hur manga kalvar som
bor finnas inom varje kategori pa besattningsniva, se tabell 1.

Tabell 1. Kategorisk indelning av kalvars rdmjolk- och totalproteinnivaer enligt Lombard et al.
(2020). Serum IgG uppmatt med RID. Gransvarden for totalprotein och Brix% som matchar serum
IgG-nivaerna. Visar andelen kalvar pa besattningsniva som bor finnas i varje kategori

Kategori Totalprotein ~ Serum IgG Brix% Andelen
(o/l) (a/h kalvar i varje
kategori
Excellent >62,0 >25,0 >9.4 >40 %
Good 58,0 - 61,0 18,0-24,9 8,9-93 ~30%
Fair 51,0-57,0 10,0-17,9 8,1-8,8 ~20%
Poor <51 <10 <8,1 <10 %

Implementering av den nya standarden bor enligt forfattarna ytterligare minska
risken for bade mortalitet och sjuklighet samt 6ka kalvhélsan och djurvalfarden
(Lombard et al. 2020).

2.4 Sjukdomar kopplade till bristande ramjolksupptag

Sjukdomar som har kopplats till FPT ar framfor allt diarré och luftvagssjukdomar
men aven kopplingar till blodforgiftning har setts (Donovan et al. 1998; Virtala et
al. 1999; Furman-Fratczak et al. 2011). Risken att utveckla lunginflammation var
signifikant hégre om man hade en lagre méngd IgG-antikroppar i blodet (Virtala et
al. 1999). Furman-Fratczak et al. (2011) sag en skillnad pa sjukdomsincidenten vad
galler diarré och luftvagsinfektioner vid jamforelse mellan kalvar med olika nivaer
av serum antikroppar, 1gG och IgM. De anvande metoden RID. Kalvar med en
niva under 5 g/l hade 81,8 % sjukdomsincidens jamfort med kalvar med en niva
over 15 g/l som hade en sjukdomsincidens pa 26,7%. Kalvar med en antikroppsniva
over 15 g/l undvek luftvagsinfektioner anda fram till férsta insemination och kalvar
med en niva dver 10 g/l var skyddade fran sjukdom de forsta 14 dagarna i livet.
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Donovan et al. (1998) rapporterade i en prospektiv kohortstudie en dramatisk okad
mortalitet vid 40 g/l serumtotalprotein jamfért med vid 50 g/l. De visade aven att
kalvar med en lagre serumtotalproteinkoncentration hade en signifikant hogre risk
att insjukna i septikemi och lunginflammation.

2.4.1 Studier i Sverige

Sjukdomar som é&r vanliga hos kalvar i Sverige ar diarré, luftvagssjukdomar,
ringorm, navelinfektion och artrit (Svensson et al. 2003). | deras undersokning av
kalvar upp till 90 dagar gamla fann de en odds ratio pa 1,6-1,7 for kalvar att fa
diarré och kraftig diarré om de fick mjolk fran kvigor jamfort med ramjolk fran en
aldre ko. Forskarna jamforde sitt resultat med studier som visat pa att kvigor har en
lagre halt IgG-antikroppar i sin ramjolk an &ldre kor. De drog slutsatsen att den
hogre forekomsten av diarré kan bero pa att kalven fatt ramjolk fran en kviga.

Vid ett examensarbete som gjordes vid Sveriges lantbruksuniversitet (SLU) 2018
sags en tydlig och signifikant koppling mellan FPT och lunginflammation pa en av
tre gardar (de Haan 2018). Av 11 insjuknade kalvar hade atta ett serumtotalprotein
pa under 55 g/l. Pa den andra garden som var med i forsoket kunde dock inte samma
slutsats dras och pa den tredje garden samlades inte sjukdomsstatus in.

2.5 Studier om ocentrifugerade blodprov pa kalvar

I en artikel av Wallace et al. (2006) undersoktes mojligheten att analysera total-
protein i ocentrifugerade blodprover fran kalvar. Undersokningen gjordes pa 234
kalvar pa gardar i s6dra Ontario, Kanada. Tva blodprov samlades fran varje kalv
(1-7 dagar gamla), som tillats koagulera. Ett av proven centrifugerades och serumet
halldes av och kyldes ner. Det andra provet kyldes ner efter koagulering och
serumet aspirerades runt om koaglet vid analysering. Proverna analyserades med
en digital refraktometer som maéter totalprotein, 1-6 dagar efter blodprovs-
tagningen. Féargen pa serumet anvandes som indikator for hemolys, 6 % av de
centrifugerade proverna och 6 % av de ocentrifugerade proverna hade hemolys.
Aven hemolyserade prover var inkluderade i studien utan att hansyn togs till detta.
Resultaten for de bada blodproven plottades mot varandra och erhéll korrelationen
R?=0,95. De beriknade dven Spearmans rangkoefficient till 0,95.

Det ar manga studier som refererar till Wallace et al. (2006) resultat angaende
ocentrifugerat blodprov (Deelen et al. 2014; Hogan et al. 2015; Thornhill et al.
2015; Stoji¢ et al. 2017; Renaud et al. 2018; Mugnier et al. 2020) och utgar fran att
blodprover kan tas och analyseras pa garden. De har dock sjalva inte undersokt
detta vidare och inga ytterligare studier angaende ocentrifugerat blodprov kan i
skrivande stund hittas.
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2.6 Hemolys och dess paverkan vid analys av
blodprov

Hemolys innebér att de roda blodkropparnas cellmembran skadas och det sker en
frisattning av intracelluldra komponenter till omgivande vatska (Simundic et al.
2020). Hemolys kan uppkomma antingen i kroppen pa grund av patologiska
processer eller i blodprovsroret. | blodprovsroret kan hemolys uppkomma vid
inkorrekt provtagning, transportering, preparering och férvaring (Larran et al.
2022). Exempel pa problem som kan skapa hemolys efter provtagning ar kraftig
skakning provroret, centrifugering innan koagulation har skett, positiv eller negativt
tryck i provroret samt frysning och tining av helblod (Thomas 2002). Hemolys kan
paverka analysresultat genom en 6kning av intracellulara komponenter, en utspad-
ning eller genom spektrofotometriska och kemiska interferenser (Larran et al.
2022). Parametrar som setts paverkas ar till exempel albumin, totalt protein, glukos,
totalt bilirubin, urea och kalcium.

Hemoglobin som frigdrs vid ruptur av réda blodkroppar fargar serumet rétt (Larran
et al. 2022). Beroende pa grad av hemolys fargas serumet pa en skala mellan ljust
orange och morkt rott. Graden av hemolys kan klassificeras enligt Koseoglu et al.
(2011) i fem grupper beroende pa fri hemoglobinkoncentrationen i plasma, se tabell
2.

Tabell 2. Klassificering av hemolys enligt Koseoglu et al.(2011)

Klassificering Koncentration fritt hemoglobin
Ingen 0-0,1¢g/L

Obetydlig 0,10-0,50 g/L

Lindrig 0,51-1,00 g/L

Mattlig 1,01-2,50 g/L

Kraftig 2,51-4,5 g/L

Det ar viktigt att ha i atanke att djurslag, metod och instrument ar parametrar som
kan paverka hur mycket hemolys stor resultatet (Larran et al. 2022).
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3. Material och metod

Blodprover fran 50 kalvar pad Lovsta lantbruksforskning samlades in under hosten
2022.

3.1 Forsoksgard Lovsta lantbruksforskning

Sveriges lantbruksuniversitets forskningsgard Lovsta lantbruksforskning ar be-
lagen 10 km utanfér Uppsala. Mjolkkobeséttningen utgors av 280-290 kor varav
240-250 ar lakterande dar 6070 % dar av rasen SRB och resterande av rasen
holstein.

Rutinen vid kalvning &r att kon far slicka kalven torr och sedan mjolkas hon ur.
Ramjolkens varde kontrolleras med en Brix-refraktometer. Kalven ges ramjolk, se
mangd i bilaga 1, sa snart som mojligt och évergangsmijolk i tre efterfoljande dagar,
tvd ganger om dagen. Om ramjolken inte har tillracklig kvalitet eller inte racker
kompletteras givan med fryst ramjolk som har ett bra Brix-varde. Malet ar att
kalven ska fa kompletterande fryst ramjélk vid ett Brix-varde <20 Brix%. Ramjolk
med ett Brix-varde >20 Brix% kan frysas in. Kalven inhyses sedan i kalvhyddor
under tak utomhus, enskilt eller i par. De avvanjs fran mjolkgiva vid atta veckors
alder.

3.2 Blodprovtagning och analys av proverna

Blodprover samlades in under atta veckor fran augusti till oktober 2022. Kalvarna
var 2-8 dagar gamla da provtagning av praktiska skal gjordes en gang i veckan.
Blodprover togs i serumror fran jugularvenen med vacutainer (BD vacutainer, clot
activator tube). Tre blodprovsror samlades fran varje kalv. Vid blodprovstagningen
holls kalvarna i ett stadigt grepp av en medhjalpare. Totalt togs prover fran 50
kalvar i studien.

3.2.1 Uppdelning av prover

Efter provtagning transporterades provroren till laboratoriet vid idisslarmedicin-
kliniken pa SLU. Provroren fran varje kalv delades upp i tre grupper.

1) Prov som centrifugerades inom 1-3 h efter provtagning och analyserades
direkt efter centrifugering. Bendmns som prov (C). C = centrifugering
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2) Prov som spontansedimenterat och analyserades utan centrifugering.
Benamns som prov (E). E = ej centrifugering

3) Prov som férvarades i rumstemperatur till hemolys uppkommit, och
analyserades efter centrifugering. Bendmns som prov (R). R = hemolys
(forvarande i rumstemperatur)

Angaende prov (E) provades forst forvaring i kylskap. Provet fick da koagulera 1
3 timmar innan det sattes in i kylskap i minst 22 timmar. Eftersom proverna
separerade daligt andrades metoden till att prov (E) i stallet fick std framme i
rumstemperatur i 48 timmar innan analysering. For att framkalla hemolys skakades
Prov (R) om ordentligt precis efter provtagning och tva ganger till utspritt ver nio
dagar. Analys efter centrifugering skedde efter nio dagar. Detta paborjades efter de
25 forsta proverna da enbart lindrig hemolys uppkom utan omskakning.
Centrifugering gjordes i 3-5 minuter i prov (C) och prov (R).

3.2.2 Analysering av prover

Serumet pipetterades upp fran provréret med en pipett och analyserades med en
optisk refraktometer och en Brix-refraktometer. Den optiska refraktometern
kalibrerades med 2—3 droppar destillerat vatten innan analysering pabérjades varje
dag. Vid analys med den optiska refraktometern pipetterades 2-3 droppar serum pa
avlasningsplattan och instrumentet riktades mot en lampa och lastes av. Mellan
varje analys tvattades den av med destillerat vatten och torkades av med en icke-
luddande pappersduk. Proceduren utférdes tva ganger och medelvardet av mat-
ningarna anvandes.

Brix-refraktometern kalibrerades med kranvatten varje dag och 300 ul pipetterades
sedan i avlasningsgropen. Avlasning startades och vérdet noterades. Mellan varje
analys tvattades Brix-refraktometern med kranvatten och torkades av med
pappersdukar. Proceduren utfordes tva ganger per prov. Om svaren skiljde sig at
upprepades proceduren igen tills tva lika svar uppkom och det svaret anvandes.

Den optiska refraktometern hade en noggrannhet pa 0,1 g/l och Brix-refraktometern
0,1 Brix%.

3.2.3 Bakgrundsinformation om kalvarna

Bakgrundsinformation om kalvarna sasom fodelsedatum, fodelsevikt, mor, vérde
pa ramjolken och fran vilken ko, forsta ramjolksméangden, resterande mangd
ramjolk/dvergangsmjolk, huruvida de hade diat eller inte inhdmtades fran
kalvparmen pa Lovsta. Information om kalvarna aterfinns i bilaga 1.
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3.3 Kilassificering av hemolys

Med hjélp av skalan i Koseoglu et al. (2011) och figur 1 i Larran et al. (2022)
skapades en skala for hemolys.

Tabell 3. Egen Klassificering av hemolys

Klassificering Gradering
Ingen 0
Ingen-lindrig 0,5
Lindrig 1
Lindrig-mattlig 1,5
Mattlig 2
Mattlig-kraftig 2,5
Kraftig 3

| figur 1 visas skalan i bildformat med ingen, lindrig, mattlig och kraftig hemolys.
Halvgraderingar, ingen-lindrig, lindrig-mattlig och mattlig till kraftig anvandes om
provet beddmdes vara mitt emellan de hela graderingarna.

Figur 1. Klassificering av hemolys, fran vanster: ingen, lindrig, mattlig och kraftig hemolys.

3.4 Statistiska analyser

I denna studie har Excel 365 version 16.64 anvants samt statistikprogrammen
Minitab version 19.2020.2.0 och R version 4.2.0. Pearsons korrelationskoefficient
berdknades och visualiserades i R. Spearmans korrelationskoefficient berédknades i
Minitab. Deskriptiv statistik, sd som stapeldiagram, medelvarde och median
utférdes i Excel 365.
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4. Resultat

Fodelsevikterna pa kalvarna varierade mellan 24,2 och 55,7 kg med ett medelvarde
pa 38,5 kg. | genomsnitt var kalvarna 4,9 dagar gamla vid provtagningstillfallet.

4.1 Praktisk erfarenhet vid hantering av ocentrifugerat
blodprov

Arbetshypotesen var att de ocentrifugerade blodproverna (E) skulle analyseras efter
att de forst koagulerat i rumstemperatur i en timme och sedan statt i kylskap i 24
timmar. Darfor stalldes de tolv forsta proverna i kylskap. Efter 24 timmar i kylskap
sag proverna ut enligt figur 2. Koaglet lade sig som en plugg Gverst i provroret sa
att serumet blev svaratkomligt. Detta hande dven om provréren noggrant vandes
upp och ner tre ganger direkt efter provtagning sa att ”clot activator” i provroret
fordelades jamnt. Blodet koagulerade inte heller fullstandigt och det var svart att
komma at rent serum.

Figur 2. Blodprovror som har forvarats i kylskap i 24 h, allt blod koagulerade inte och koaglet
sedimenterade inte utan hamnade hogt upp i provroret.

Eftersom koaglet hamnade hogt upp i provroret andrades strategin till att lata
provroren sta framme i rumstemperatur vid ca 25 °C. Efter 17 och 24 timmar
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kollades provréren och da hade det mesta koagulerat men det var fortfarande
rodfargat i ungefar halva provroret, proverna hade inte heller sedimenterat, alltsa
sjunkit ner mot botten ordentligt. Efter 48 h sag proven ut enligt figur 3 och da
analyserades proverna.

Figur 3. Blodprov som férvarats i rumstemperatur i 48 h.

Vid nagra tillfallen fastnade koaglet i luftoubblorna langs med kanten pa roret och
sedimenterade darmed inte. Det gick dock bra att ga ner med pipetten langs sidan
av koaglet alternativt vinkla roret for att na serumet, se figur 4.

_—

Figur 4. Hur blodprovroret vinklades for att komma at serumet.

Da de ocentrifugerade proverna stod och sedimenterade i 48 h blev det ingen synlig
hemolys langst upp i provréret om det inte sedan tidigare var hemolys. Nere vid
botten kunde det dock vara lite okoagulerat blod men om endast en eller tva
pipetteringar behdvde goras sa kom inte det okoagulerade blodet med. Om tre eller
flera pipetteringar behdvde goras hande det ibland att lite okoagulerat blod
oavsiktligt kom med.
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4.2 Ocentrifugerat vs centrifugerat blodprov

Uppmatta varden for optisk refraktometer och Brix-refraktometer aterfinns i bilaga
2 respektive bilaga 3.

4.2.1 Optisk refraktometer

Medelvardet for differensen mellan ocentrifugerat och centrifugerat blodprov matt
med refraktometer var 1,2 g/l och medianen 1,0 g/l totalprotein. VVardena var
normalfordelade varfor Pearson Korrelationskoefficient anvéndes och ett
korrelationsvarde pa 0,98 erholls, se figur 5.
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Figur 5. Pearsons korrelationskoefficient for totalprotein (g/1) i centrifugerat (C) och ej centrifu-
gerat (E) blodprov uppmatt med optisk refraktometer. Det ljushla omradet kring strecket visar det
95 % konfidensintervallet.

For att visualisera skillnaden mellan metoderna gjordes ett stapeldiagram 6ver

differensen dar vardet pa blodprov (C) subtraherades fran blodprov (E), se figur 6.
Differensen varierade mellan - 1 och + 5.
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Figur 6. Ett stapeldiagram &ver skillnaden i totalprotein (g/I) mellan ej centrifugerat (E) och
centrifugerat (C) blodprov uppmétt med optisk refraktometer.

De flesta blodprov skilde sig med 1 g/l (18 av 50 stycken). | blodprovet som skiljde
sig med 5 g/l sa var det ingen-lindrig hemolys i blodprov (E). Ett parat t-test gjordes
aven dar t-vérdet blev 6,3 och p-vardet <0,001 vilket visar att det finns en signify-
kant skillnad mellan metoderna.

4.2.2 Brix-refraktometer

Medelvardet for differensen mellan ocentrifugerat och centrifugerat blodprov
uppmatt med Brix-refraktometer var 0,02 Brix% och medianen 0 Brix%. Vérdena
var relativt normalfordelade varfor Pearsons korrelationskoefficient anvandes och
ett korrelationsvarde pa 0,99 erholls, se figur 7.
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Figur 7. Pearsons korrelationskoefficient for torrsubstanshalt (Brix%) i centrifugerat (C) och gj
centrifugerat (E) blodprov uppmatt med Brix-refraktometer. Det ljusbld omradet kring strecket
visar det 95 % konfidensintervallet.
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Ett stapeldiagram 6ver differensen mellan vardet pa blodprov (E) och (C) uppmatt
med Brix-refraktometer visas i figur 8. Differensen varierade mellan -0,3 och +0,5
Brix%. Ett parat t-test gjordes &ven dér t-vardet blev 0,8 och p-vérdet 0,43 vilket
visar att det inte finns en signifikant skillnad mellan metoderna.
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Figur 8. Ett stapeldiagram 6ver skillnaden (Brix%) mellan ej centrifugerat (E) och centrifugerat
(C) blodprov uppmatt med Brix-refraktometer.

4.3 Hemolyserat vs icke-hemolyserat blodprov

Uppmatta varden for optisk refraktometer och Brix-refraktometer aterfinns i bilaga
2 respektive bilaga 3.

4.3.1 Optisk refraktometer

Medelvardet for differensen mellan hemolyserat och centrifugerat blodprov
uppmatt med refraktometer var 3,5 g/l och medianen 3,0 g/l totalprotein. Vardena
var relativt normalfordelade varfor Pearsons korrelationskoefficient anvandes och
ett korrelationsvarde pa 0,92 erholls.
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Figur 9. Pearsons korrelationskoefficient for totalprotein (g/l) i centrifugerat (C) och hemolyserat

(R) blodprov uppmatt med optisk refraktometer. Det ljushla omradet kring strecket visar det 95 %

konfidensintervallet.

For att visualisera skillnaden mellan metoderna gjordes ett stapeldiagram &ver
differensen dar vardet pa blodprov C subtraherades fran blodprov R, se figur 10.
Differensen varierade mellan -2 och +12 g/l totalprotein. | stapeldiagrammet &r alla
grader av hemolys inkluderade, grad 0,5-3. Det visar en tydlig 6kning av differen-
sen nar hemolysgraden ar hogre.
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Figur 10. Ett stapeldiagram over skillnaden i matvarde (g/lI) mellan hemolyserat (R) och
centrifugerat (C) blodprov uppmatt med optisk refraktometer. De gra markerade staplarna visar
hemolysgrad 0,5-1,5 och de orangea hemolysgrad 2-3.

4.3.2 Brix-refraktometer

Medelvérdet for differensen mellan hemolyserat och centrifugerat blodprov
uppmatt med Brix-refraktometer var 0,47 Brix% och medianen 0,50 Brix%.
Vérdena var relativt normalfordelade varfor Pearsons korrelationskoefficient
anvandes och ett korrelationsvarde pa 0,92 erholls, se figur 11.
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Figur 11. Pearsons korrelationskoefficient for torrsubstanshalt (Brix%) i centrifugerat (C) och
hemolyserat (R) blodprov uppmétt med Brix-refraktometer. Det ljusbl& omradet kring strecket
visar det 95 % konfidensintervallet.

For att visualisera skillnaden mellan metoderna gjordes ett stapeldiagram 6ver
differensen dar vardet pa blodprov (C) subtraherades fran blodprov (R), se figur 12.
Differensen varierade mellan -0,5 och +2 Brix%. | stapeldiagram &r alla grader av
hemolys inkluderade, grad 0,5-3.

-0,5-0,4-0,3-0,2-0,1 0 0,1 0,2 03 0,4 0506070809 1 111,213 1,4 1,516 1,7
Differfens blodprov (R)-(C)

Frekvens

Hemolysgrad 0,5-1,5 m Hemolysgrad 2-3

Figur 12. Ett stapeldiagram éver skillnaden i matvarde (Brix%) mellan hemolyserat (R) och
centrifugerat (C) blodprov uppmétt med Brix-refraktometer. De gra markerade staplarna visar
hemolysgrad 0,5-1,5 och de orangea hemolysgrad 2-3.
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4.4 Forekomst av FPT pa Lovsta enligt olika
klassificeringssystem

4.4.1 Failure of passive transfer

Vid matning med optisk refraktometer var det 16 % av Lovstas kalvar som
klassades ha FPT vid centrifugerat blodprov da gransvardet 55 g/l anvéandes. Vid
ocentrifugerat blodprov var det 6 %. Vid matning med Brix-refraktometer var det
16 % respektive 14 % som klassades ha FPT vid centrifugerat blodprov respektive
ocentrifugerat da gransvardet pa 8,4 Brix% anvandes.

4.4.2 Lombard et al. klassificeringssystem

| tabell 4 presenteras andelen kalvar pa Lovsta enligt Lombard et al. (2020)
foreslagna klassificeringssystem. Vid uppdelningen anvéndes blodprov (C). | tabell
4 visas aven Lombard et al. (2020) gransvarden. ’

Tabell 4. Andelen kalvar pa Lévsta enligt Lombard et al. (2020) klassificeringssystem. Andelen
kalvar i de olika kategorierna, uppmatt med optisk refraktometer och Brix-refraktometer i centri-
fugerat blodprov.

Kategori Totalprotein ~ Andelen Brix%*? Andelen Andelen
(g/)? kalvar kalvar kalvar som

uppmétt med uppmaétt bor vara i
optisk med Brix  varje
refraktometer kategori?
(totalprotein)

Excellent >62,0 54 % >9.4 54 % >40 %

Good 58,0-61,0 16% 89-93 12% ~ 30 %

Fair 51,0-57,0 26% 8,1-88 28% ~20%

Poor <51 4% <8,1 6 % <10 %

2 Gransvérden enligt Lombard et al. (2020)

Det bor noteras att deras nedre gréns for fair (godkant) ar lagre dn Sveriges grans
for FPT som ar 55 g/l. For att se om det blev nagon skillnad om klassificeringen i
stallet gjordes pa ocentrifugerat blodprov gjordes samma uppdelning pa blodprov
(E), se tabell 5.
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Tabell 5. Andelen kalvar pa Lévsta enligt Lombard et al. (2020) klassificeringssystem. Andelen
kalvar i de olika kategorierna, uppmatt med optisk refraktometer och Brix-refraktometer i

ocentrifugerat blodprov.

Kategori Totalprotein  Andelen kalvar ~ Brix%? Andelen Andelen
(g/m? uppmaétt med kalvar kalvar som

optisk uppméatt med  bor vara i
refraktometer Brix varje kategori®
(totalprotein)

Excellent >62,0 58 % >9.4 58 % >40 %

Good 58,0-61,0 18% 89-93 14% ~ 30 %

Fair 51,0-57,0 20% 8,1-88 22% ~20%

Poor <51 4 % <§,1 6 % <10 %

2 Gransvérden enligt Lombard et al. (2020)

32



5. Diskussion

5.1 Praktisk erfarenhet vid hantering av ocentrifugerat
blodprov

Metoden som testades i detta arbete vad galler att forvara proverna i kylskap
fungerade inte. Blodproverna tillats koagulera i en timma innan de kyldes ner.
Wallace et al. (2006) lat ocksa proverna koagulera innan de kylde ner dem i kylskap
men det &r inte specificerat hur lange de fick koagulera. Det & mgjligt att metoden
hade fungerat om blodproverna hade fatt koagulera en langre tid och sedan kylts
ner. Vid forsta provtagningsomgangen lades proverna ner i en pase i stallet for att
stéllas i ett stall vilket misstankes vara anledningen till att koaglet lade sig hogt upp
i provréret och ibland aven langs kanten av provroret, se figur 2. Detta atgardades
dock till andra provtagningsomgangen och koaglet hamnade da inte langre langs
med kanten men fortfarande hogt upp i provréret som en plugg. Det ar anda viktigt
att blodprovroren stélls upp direkt efter provtagning for att undvika att koaglet
hamnar langs sidan av provroret.

Eftersom forvaring i kylskap inte fungerade andrades strategin efter tva prov-
tagningsomgangar till att lata blodproverna sta framme i rumstemperatur i stallet.
Efter 48 timmar var proverna redo att analyseras da det fanns klart serum. Eftersom
blodproven inte bor forvaras i kylskap utan i rumstemperatur sa ar det en viktig
instruktion att ge till lantbrukaren da det i stall pa vintern kan vara valdigt kyligt.
Provroren maste alltsa forvaras i ett uppvarmt rum och inte ute i ladugarden.

For att provtagning och analys ska vara praktiskt genomforbart pa en gard sa ar det
viktigt med upplérning av lantbrukaren vilket bor ske av en veterinér. Lantbrukaren
maste lara sig ta blodprov pa ett rent och sékert satt. Det dr dven viktigt att sa rent
serum som mojligt anvands vid métning och att lantbrukaren instrueras om hur
matning bor utféras. Med fordel kan en skriftlig instruktion lamnas ut efter upp-
larning.

Proceduren bor ga till sa att blodprov tas i venen pa halsen pa kalvarna, provroren
vands upp och ner nagra ganger direkt efter provtagning och stalls sedan i ett stall.
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Det racker med ett provror fran varje kalv. Provroren forvaras i 48 timmar i
rumstemperatur (ca 25 °C) och sedan analyseras sa rent serum som majligt med en
refraktometer.

5.2 Ocentrifugerat vs centrifugerat blodprov

5.2.1 Optisk refraktometer

Vid utrékning av Pearsons korrelation fas ett hogt R-vérde och ett p-varde som
innebar att det finns en god Overrensstimmelse mellan matvéardena fran
ocentrifugerade och centrifugerade blodprover. Resultatet stimmer val éverens
med Wallace et al. (2006) som ocksa fick en stark korrelation i sin undersokning.

Generellt ses ett hogre totalprotein vid métning av ocentrifugerat blod (figur 6).
Staplarna ar forskjutna at hoger i forhallande till noll-vardet. Om metoderna hade
stamt helt Gverens med varandra sa hade differensen legat precis vid noll.
Medeldifferensen mellan ocentrifugerat och centrifugerat prov for alla kalvar &r 1,2
g/l. Om enbart differenser av totalproteinvarden mellan 50-60 g/l analyseras sa blir
medelvardet i stallet 2,0 g/l. Varden mellan 50-60 g/l &r intressanta eftersom de
ligger nara gransen pa 55 g/I. Om en kalv i ett ocentrifugerat blodprov har ett vérde
pa 56 g/l men i det centrifugerade blodprovet har 54 g/l s innebéar det att kalven
klassas felaktigt, den bedoms alltsa inte som FPT i det ocentrifugerade. Med stéd
av att det parade t-testet som visar att det finns en signifikant skillnad mellan
metoderna tyder det pa att gransen for FPT bor hojas med 1-2 g/l.

Om gransen for klassificering av FPT med optisk refraktometer for ocentrifugerat
blodprov hojs fran 55 g/l till 56 eller 57 g/l sa skulle det innebéra att fler av proverna
klassificeras ratt. Nar matningar gjordes pa centrifugerade blodprover var det 16 %
av kalvarna som klassades som FPT och pa ocentrifugerade prover 6 %. Vid en flytt
av gransen till 56 g/l respektive 57 g/l skulle 18 % respektive 20 % av kalvarna
klassas som FPT. Detta ar saledes narmare procenten vid centrifugerade blodprover
och till och med lite dver. Om gransen bor flyttas 1 eller 2 g/l beror pa vad som vill
uppnas med flytten. Huruvida det viktigaste ar att ha en hdg sensitivitet eller
specificitet. Alltsa att kalvar med laga varden fangas upp eller att alla varden blir sa
nara korrekt som mojligt. 1 och med att det far storre konsekvenser om kalvar
felaktigt klassas ligga dver gransen men egentligen ligger under gréansen sa foreslas
57 g/l. Det &r bland annat det som de diskuterar i Lombard et al. (2020), att gransen
10 g/l har minskat mortaliteten kraftigt men att morbiditeten inte minskat ndmnvért
vilket hade varit dnskvart. En forhdjd grans hade kunnat generera en minskad
sjuklighet varfor en hojning till 57 g/l foreslas i det har arbetet.
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Det ska tas i beaktning att det av 50 kalvar var 5 kalvar som klassades fel avseende
FPT nar 55 g/l anvandes som grénsvérde for ocentrifugerade prover. For att saker-
stalla att flytten av gransvardet blir bra sa bor fler kalvar provtas och gérna fler
kalvar som ligger runt gransvardet.

Det som &r svart att veta ar huruvida det ar forhallandena i blodprovet som har
forandrats eller om det & méatmetoden som &r samre pa att mata ocentrifugerat
blodprov. Till exempel skulle det kunna vara sa att det &r for 6gat ej synlig hemolys,
blodkroppar, cellrester eller fibrin i det ocentrifugerade blodprovet som goér att man
far ett annat matvéarde. Ehsani et al. (2008) undersokte effekten pa 17 olika
parametrar vid olika lagringstid och lagringstemperatur pa koagulerade blodprover.
De hade blodprover fran 12 mjolkkor med i studien och anvande Biuretmetoden.
De kom fram till att totalprotein inte paverkades av att proverna forvarades pa is
eller i rumstemperatur i upp till 24 timmar. En tidigare studie gjord pa méanniskor
visade dock pa signifikant forandringar av totalprotein efter 48 timmar vid for-
varing vid 30 °C (Ono et al. 1981). De bada studierna ovan namnda anvéande dock
inte samma metod som anvants i detta arbete.

5.2.2 Brix-refraktometer

Brix-differenserna varierade mer an vid matning med optisk refraktometer da bade
hogre och lagre Brix-varden uppméttes i ocentrifugerat blodprov, 16 lagre och 22
hogre &n i centrifugerat prov. Det innebdr att Brix-refraktometern &r mer
inkonsekvent i sitt resultat. Den ger till exempel inte konsekvent ett hogre vérde.
Brix-refraktometern visar anda pa en god korrelation mellan centrifugerat och
ocentrifugerat prov med Pearsons korrelationskoefficient pa 0,99. Darfor bor det ga
att aven anvanda Brix-refraktometer pa ocentrifugerat blodprov men det bor has i
atanke att ocentrifugerat blodprov dven kan fa ett lagre varde an det centrifugerade
blodprovet. Det innebar att kalvar som egentligen inte har FPT anda klassas som
det. Totalt var det atta prover som klassades FPT av centrifugerat och sju prover
som klassades FPT av ocentrifugerat blodprov.

En mojlig forklaring till att Brix-refraktometern var mer osaker i sitt resultat ar att
matningen sker genom ett tjockare lager av vatska jamfort med den optiska
refraktometern. Den optiska refraktometern fungerar sa att dropparna trycks ut i en
tunn film vilket resulterar i att det blir ett valdigt tunt lager som mats. Ifall det da ar
med for 6gat osynliga partiklar i serumet sa betyder det att mer partiklar kommer
med vid anvandning av Brix-refraktometern.

Eftersom Brix-differenserna varierar mer sa hade det varit fordelaktigt med vidare
undersokning huruvida den gar att anvanda eller inte. Speciellt pa varden kring
gransvardet. Det gar inte att hitta nagon tydlig forklaring varfor Brix% minskar i
vissa ocentrifugerade blodprover. Det som mérktes generellt var att Brix-refrakto-

35



metern var mer instabil i sin métning jamfort med den optiska refraktometern. Om
flera matningar gjordes pa samma vatska kunde Brix-refraktometern ibland ge olika
maétvarden.

5.3 Hemolyserat vs icke-hemolyserat blodprov

Generellt ses ett hogre totalprotein-varde vid hemolys, matt med bada typerna av
refraktometer. Differensen skiljer sarskilt vid mattlig och kraftig hemolys vilket kan
ses i figur 10 och figur 11 dér de orangea staplarna &r férskjutna at hoger.

Av misstag centrifugerades inte 13 av de hemolyserade blodproverna fore analyse-
ring. De vérdena &r fortfarande med i de statistiska berdakningarna. Om differensen
for de vardena studeras lite narmare sa noteras att alla differenser som ar negativa
forutom en ar bland de blodprov som inte centrifugerats. Att differensen ar negativ
betyder att vardet i det hemolyserade blodprovet ar lagre &n det &n det icke-
hemolyserade blodprovet. Alla utom ett av de 13 blodproven hade lindrig hemolys
sa det paverkar inte resultaten fran proverna med mattlig och kraftig hemolys. Om
dessa 13 blodprover tas bort s& skulle staplarna i stapeldiagrammen i figur 10 och
12 i princip enbart vara vid noll och éver noll. Hemolyserade blod-prover skulle
alltsd inte ha lagre vérden an icke-hemolyserade.

For att framkalla hemolys i denna undersokning sa fick blodproverna sta i nio dagar
sa aven andra processer i blodprovet kan ha paverkat resultatet. Det gar inte att
garantera att det hade blivit exakt samma resultat om blodproven hade fatt hemolys
direkt vid provtagning. Ett annat sétt att framkalla hemolys &r att géra som Reimers
et al. (1991) da de drog blodprovet genom en smal nal med en spruta tva till fyra
ganger for att framkalla olika grader av hemolys. Det finns dven en metod déar de
roda blodkropparna separeras fran blodprovet, fryses och tinas, centrifugeras och
sedan anvénds supernatanten som hemolyserare (Stokol & Nydam 2006). | det har
arbetet fanns inte mojlighet att utfora nagon mer komplicerad metod for att
framkalla hemolys.

Mattlig till kraftig hemolys i blodprovet har setts paverka analysen av nonesterified
fatty acid som anvands som indikator for negativ energibalans pa beséttningsniva
for mjolkkor, till den grad att sadana prover inte bor analyseras (Stokol & Nydam
2006). | samma studie undersoktes &ven B-hydroxybutyrat som &r en annan
indikator for negativ energibalans, den analysen sags inte paverkas av hemolys. |
de artiklar dar forfattarna jamfor olika metoder for att méata totalprotein som
indikator for serum IgG i blod fran kalvar sa kommenterar de inte huruvida det
skulle ha varit hemolys i blodproven eller hur det skulle kunna paverka (Deelen et
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al. 2014; Thornhill et al. 2015; McCracken et al. 2017; Elsohaby et al. 2019; Pisello
et al. 2021).

Korrelationen mellan hemolyserat och inte hemolyserat prov &r fortfarande att
betrakta som god for bade den optiska refraktometern och Brix-refraktometern. Det
bor dock tas i beaktande att alla hemolysgrader & med i de statistiska berak-
ningarna. Nér ett parat t-test gjordes pa dessa erholls ett p-varde <0,001 vilket visar
att det finns en signifikant skillnad mellan icke-hemolyserat och hemolyserat
blodprov. Det betyder att antingen bor gransen flyttas eller sa bor inte hemolyserade
blodprover anvéandas. Det &ar svart att korrigera for hemolysgrad da samma
hemolysgrad inte alltid ger samma differens. Det bor dven has i atanke att en visuell
beddmning av hemolysgraden gjordes. Det finns studier som visar att visuell
bedomning ar opalitlig och att objektiva matmetoder i stallet bor Gvervagas
(Hawkins 2002; Simundic et al. 2020). Darfor &r det inte sékert att alla blodprover
hamnade i exakt ratt hemolysgrad.

Om bara differenserna for hemolysgrad 0,5-1 foérutom de 13 som inte
centrifugerades studeras vad galler matmetod optisk refraktometer sa ligger de
flesta differenserna runt 1 och 2 g/l vilket tyder pa att blodprov med endast lindrig
hemolys eventuellt kan anvéndas. Dock ar det statistiska underlaget for litet for att
sakerstalla detta. Mattligt och kraftigt hemolyserade blodprover bor inte anvéandas
da matvardena skiljer sig mycket fran blodprov utan hemolys.

5.4 Forekomst av FPT pa Lovsta enligt olika
klassificeringssystem

5.4.1 Failure of passive transfer

Vid métning pa centrifugerat blodprov var det totalt 9 av 50 kalvar som klassades
som FPT, om bade den optiska refraktometern och Brix-refraktometern varden togs
i beaktande. Metoderna klassade 8 kalvar var som FPT men skiljde sig at pa tva
olika prover. Vid jamforelse mot bakgrundsinformation om kalvarna noterades att
sex av dessa kalvar hade fatt rdmjolk med ett Brix-véarde pa <20 Brix%. De hade
aven fatt i sig <3 liter ramjolk, mellan 2-2,5 liter. Av de kalvar som hade fatt
ramjolk med ett Brix-varde >20 Brix% hade tva fatt i sig for liten mangd. En kalv
gavs ramjolk flera timmar efter fodseln eftersom den foddes pad natten och
antagligen hade diat kon och darmed inte ville &ta vid nappning pa morgonen. Det
ar alltsa tydligt att det &r gar att hitta en forklaring till varfor en kalv har lagre
totalproteinsnivaer vilket stimmer Overens med vad tidigare forskning visat
(Bielmann et al. 2010).
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Wallace et al. (2006) anvande ett gransvérde pa 50 g/l for FPT i stéllet for 55 g/l
som rekommenderas i Sverige. | den studien klassades 25 % som FPT vid méatning
pa centrifugerat blodprov och 28 % pa ocentrifugerat blodprov. Det var alltsa fler
som klassades ha FPT nar blodprovet var ocentrifugerat. | detta arbete var det i
stéllet farre som klassades som FPT vid ocentrifugerat blodprov vid métning med
optisk refraktometer.

Godden et al. (2019) skriver att ju tidigare i kalvens liv blodproverna tas desto mer
exakt representerar blodprovet dess 1gG-halt. Darfor kontrollerades om det kunde
vara s att de kalvar, i denna studie, som bedéms ha FPT pa centrifugerat blodprov
hade en hogre alder. Sa var dock inte fallet. Det var en god spridning i alder, mellan
2—8 dagar dér alla &ldrar utom alder “’tre dagar” var representerade.

5.4.2 Lombard et al. klassificeringssystem

Lovsta ligger relativt bra till avseende klassificeringen av ramjolksupptag enligt
Lombard et al. (2020). En stor andel av kalvarna hamnar i excellent-gruppen. Dock
har de for manga, 6-8 procentenheter for manga, som hamnar i fair-gruppen jamfort
med vad som rekommenderas. Om daremot de ocentrifugerade blodproven anvands
(tabell 5) s& ser man att metoderna generellt dverskattar protein-nivaerna. Detta
géller &ven Brix-refraktometern vilket inte &r uppenbart nar enbart medelvérde,
median och grans for FPT studeras.

Jamfort med de svenska riktlinjerna ar Lombard et al. (2020) mal ganska lagt satta.
Deras fair-grupp gar anda ner till 51 g/l vilket ar betydligt lagre &n gransen for FPT
pa 55 g/l som anvénds i Sverige. Det hade varit intressant med en liknande klassi-
ficering for svenska forhallanden.

| Lombard et al. (2020) ar det inte specificerat hur manga kalvar som bor provtas
men antagande kan goras att de tycker att relativt manga kalvar bor provtas. Om
gardens personal sjalva kan ta proverna, vilket skulle vara majligt vid analys av
ocentrifugerade blodprover, sa kan de ta fler prover utan att det kostar mer och
darmed lattare avgora hur det ser ut pa besattningsniva. Det ar énskvart med ett
storre antal testade kalvar eftersom nar man bara tar prov pa 3-4 kalvar sa som
rekommenderas i Sverige (SVA u.a.) sa kan man ha otur att missa kalvar som ligger
daligt till. Det blir dven begransat till endast ett tillfalle om en veterinér provtar en

gang.
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5.5 Konklusion

Ocentrifugerade blodprover kan anvandas for utvéardering av ramjolksupptag i falt
om proverna far koagulera 48 h i rumstemperatur och rent serum noggrant
pipetteras. Gransvardet for FPT foreslas okas fran 55 g/l till 57 g/l vid métning med
optisk refraktometer. Resultatet for ocentrifugerat blodprov uppmétt med Brix-
refraktometern ar mer varierande, den bér kunna anvandas men mer forskning pa
det hade varit att foredra. Mattligt och kraftigt hemolyserade blodprov bor inte
analyseras da det ger osakra resultat. Blodprov med lindrig hemolys kan eventuellt
anvandas men mer forskning behdvs. Av de 50 kalvar som provtogs pa Lovsta
klassades ca 16 % som FPT. Enligt Lombard et al. nya klassificeringssystem ligger
Lovsta relativt bra till nér det galler antikroppsupptag.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Kalvar fods utan immunforsvar eftersom de inte kan ta upp antikroppar fran modern
nar de ligger i livmodern. Det gor att den forsta mjolken som mjolkas fran kon efter
kalvning ar extremt viktig for kalven att fa i sig. Mjolken fran forsta mjélkningen
kallas ramjolk vilken innehaller antikroppar och mycket néring. En kalv bor fa i sig
en tillracklig mangd ramjolk av god kvalitet sa snart som mojligt efter fodseln.
Kalvhalsan ar otroligt viktig eftersom en dalig start kan paverka resten av djurets
liv.

For att kontrollera att kalven har fatt i sig tillrackligt med antikroppar kan ett
blodprov tas fran kalven som sedan analyseras med avseende pa antikroppsinnehall.
Det finns olika metoder for att analysera antikroppar. En metod &r att anvdnda en
refraktometer. En refraktometer mater brytningsindex for ljus som passerar genom
provet, vilket korrelerar med totalproteinet i vétskan vilket kan anvéndas som en
markor for antikroppsinnehallet i blodet. | dagslaget behover blodprovet centri-
fugeras innan analys. Centrifugering innebar att blodprovroret satts i en maskin som
snurrar runt i hog hastighet vilket medfor att blodkropparna i blodprovet hamnar i
botten av roret. | detta arbete undersoks om det & mojligt att i stéllet gora
analyserna pa ocentrifugerat blodprov dar blodkropparna sjunkit till botten av sig
sjdlva. Om ocentrifugerat blodprov kan analyseras skulle det medfdra att
lantbrukaren sjalv kan ta blodprov och analysera pa garden vilket skulle gora
analysen betydligt billigare. Det skulle dven mojliggora att en veterinar som inte
har tillgang till en centrifug kan analysera prover. En billigare och mer tillganglig
analys medfor bade att fler kalvar provtas och mojliggor éven att analyserna sker
mer utspritt over aret. Refraktometer &r dessutom ett instrument som ofta redan
finns pa mjolkgardar da de anvands for att méata totalprotein i ramjélken.

Vid blodprovtagning hander det ibland att de roda blodkropparna gar sonder och
att innehallet i blodkropparna lacker ut och fargar omgivande vétska rod. Det kallas
hemolys vilket kan ses nér blodprovet centrifugerats, genom att vaskan ovanfor
blodkropparna antagit en rod farg. Hemolys medfor att manga blodprov kasseras
inom humanvarden eftersom det stor olika analyser. | detta arbete undersoks om
hemolys paverkar analys med refraktometer.
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Tva olika typer av refraktometer har anvéants i det har arbetet. Den optiska
refraktometern ger sitt resultat i gram protein per liter (g/l) och Brix-refraktometern
i Brix%. Kalven klassas som att ha ett bristfalligt upptag av antikroppar, pa engelska
failure of passive transfer (FPT), om blodprovet har ett varde under 55 g/l med
optisk refraktometer och 8,4 Brix%. Av de 50 kalvar som provtogs pa Lovsta
klassades ca 16 % ha ett bristfalligt upptag av antikroppar vid analys av centri-
fugerat blodprov.

Né&r de ocentrifugerade provet jamfordes mot centrifugerat blodprov med den
optiska refraktometern sags en signifikant skillnad pa 1-2 g/l mellan metoderna
varfor en forflyttning av gransen fran 55 g/l till 57 g/l foreslas vid méatning pa
ocentrifugerat blodprov. Det skulle medfdra att fler kalvar klassas ratt i forhallande
till FPT. Nar samma jamforelse gjordes med Brix-refraktometer sags ingen
statistisk sakerstéalld skillnad mellan ocentrifugerat och centrifugerat blodprov.
Ocentrifugerat blodprov bor ga att anvanda, dock varierade vardena mer varfor en
djupare undersékning av denna metod &r 6nskvard.

Resultaten visade att blodprov med mycket hemolys inte bor analyseras da det ger
osakra resultat. Véardena skiljde sig mycket fran blodprov utan hemolys. Samma
grad av hemolys gav inte samma skillnad mellan proverna darfor ar det svart att
korrigera for hemolys. Blodprov med bara lite hemolys kan antagligen anvandas
men pa grund av for lite statistiskt underlag i fragan sa ar mer undersokning
onskvart.

For att provtagning och analys ska vara praktiskt genomforbart pa en gard sa &r det
viktigt med upplérning av lantbrukaren vilket bor ske av en veterinér. Lantbrukaren
maste lara sig ta blodprov pa ett rent och sékert sétt. Det &r aven viktigt att sa rent
serum som mojligt anvands vid métning och att lantbrukaren instrueras om hur
matning bor utféras. Med fordel kan en skriftlig instruktion lamnas ut efter
upplarning.

Proceduren bor ga till s att blodprov tas i venen pa halsen pa kalvarna, provroren
vands upp och ner nagra ganger direkt efter provtagning och stalls sedan i ett stall.
Det racker med ett provror fran varje kalv. Provroren forvaras i 48 timmar i
rumstemperatur (ca 25 °C) och sa rent serum som mojligt analyseras med refrakto-
meter. Att ocentrifugerat blodprov gar att anvanda ar valdigt positivt eftersom det
Okar tillgangligheten markant for lantbrukaren.
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korrekturlast och hejat pa!

46



Bilaga 1

Tabell 6. Tabellen visar bakgrundsinformation om de 50 kalvar som deltagit i studien. Den visar
kalvnummer, fodelsevikt, vardet pa ramjolken i Brix% samt fran vilken ko ramjolken kom ifrén,
moder till kalven och vilket datum den foddes och dess alder i dagar. Den visar dven méangden
ramjolk vid forsta givan och de fem pafsljande givorna samt om kalven diat kon eller inte. Kalvarna

ar sorterade i ordningen som de provtogs.

Kalv  Fodelse- Ramjolks- Mor  FOdd datum Forsta  Resterande  Diat
nr vikt [kg] varde Brix% kI (alder) ramjolk  mangd 5
(fr vilken ko) mangd  paféljande
[L] Kl maltider
[L]
8680 42,3 19,3 (2063) 2063 23/819:30 3,7 2,5;2;3;3;, Negj
(7d) 20:30 3
8681 46,5 26,2 (2113) 2113 26/811:15 34(1,9 25;3;3;3; Nej
+ 25,1 (869) (4d) +1,5) 3
13:00
2797 39,5 19,4 (2123) 2123 27/813:30 3,5 2,5; 3; 3; Nej
(3d) 15:30 3;3
2796 33,2 27,4 (2431) 2431 23/811:25 2,4(0,7 3;3;3;3;3 Negj
+234 (7d) +1,7)
(2388) 12:40
2795 30,1 22,7 (2444) 2444 22/812:07 1,9 2,5;25;3;, Negj
(8d) 14:00 2,5;3
2800 36 18,2 (2259) 2259 31/812:25 25 2,5;25;3; Nej
(6d) 14:30 3;3)
2801 36,6 34,2 (2231) 2231 1/9 08:45 3,5 2,5;3;2;3; Nej
(5d) 10:30 3;
2802 324 23,9 (2427) 2427 3/9 06:30 3,3 2;3;2,9; Nej
(3d) 07:15 2,8;3
8683 42,3 18,2 (2259) 2259 31/812:25 25 2,5;25;3; Nej
(6d) 14:30 3;3
8685 45 19 (2275) 2275 4/9 00:01 Di+2 0;3,3,3 Ja
(2d) sond
04:15
8686 39 29,4 (2454) 2454  4/9 09:55 4,5 2;2;29;3 Negj
(2d) 10:38
2799 39 28,2 (890) 890  31/807:00 3,75 3;2,7,;25, Nej
(6d) 08:40 3;3
2804 32,6 26,8 (2242) 2442 6/912:15 125+ 1;2;3;25  Negj
+24,0 (7d) 15 3
(2226) 13:20 +
13:50
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2805

2806

2807

2809

8690

8691

8692

8693

8694

8695

8696

8697

2810

2811

2812

8698

8699

8700

2813

2814

2815

2316

2817

44,6

45,5

34,5
42
37,8
47
37,5
37

31

48,5
34,5

30,5

30,5
36,0
42,9
43,4
40,0
55,7
42,4
32,4
31,1
28,0

36,5

25,9 (2143)

21,2 (2090)

24,0 (2226)
19,3 (2262)
27,3 (2111)
18 (2084)
25,3 (906)
21,4 (2252)
19,2 (2415)
+ 22 (2465)
18,6 (804)
30,1 (2470)
23,0 (2471)
+ 25,6
(2456)
26,3 (2067)
26,4 (2090)
28,8 (2462)
21,8 (2269)
22,3 (2130)
25,5 (2092)
24,3 (2283)
19,6 (2394)
20,5 (2449)
23,0 (2447)
28,8 (2389)

+235
(2100)

2143

2090

2465

2262

2111

2084

906

2252

2415

804

2470

2471

2101

2290

2462

2269

2130

2092

2283

2394

2449

2447

2389

6/9 20:00
(7d)
7/9 00:01
(6d)

8/9 13:56
(5d)

11/9 12:55
(2d)

6/9 19:50
(7d)

7/9 08:52
(6d)

7/9 10:48
(6d)
7/912:35
(6d)

9/9 00:01
(4d)

9/9 15:15
(4d)

9/9 17:50
(4d)

10/9 10:40
(3d)

13/9 00:01
(7d)
15/9 06:30
(5d)
18/9 16:20
(2d)
17/9 18:50
(3d)
18/9 05:50
(2d)
21/9 13:30
(6d)
19/9 11:20
(8d)
19/9 14:16
(8d)
23/9 14:45
(4d)
24/9 05:00
(3d)
25/9 16:30
(2d)

4 21:15

Di+2
sond
05:00
2,5
15:50
2 14:40

45
20:45
410:00

3,5
11:47
413:20

Di +
0,2
06:00 +
08:30
2 16:50

2 19:00

0,7
(2471)
+1,2
(2456)
14:20
305:40

307:05
418:30

0,3
20:00
2 07:45

4,75
15:10
212:50

216:12
317:00

2,5
09:40
2,9 (1,3
+1,6)
19:20

3,33, 3,3

0,1; 3; 3; 3;

3:3:3;3;,3

2,5:3:3;3;
3
1,2;3;3;3;
3
2:3:3; 3,3

3:3:3;2,5;
3

3:3;3;3;3

2,5;3;2,5;
33
3:3;3;3;3

253, 2;1;
3
15;3;3;3;
3

3:28;2

2,7,
33
0 3;3

wWNN

8;
3.

3;3;3,3,3
33,333
3;3,3,3,3
33,333
3;2;3;3;3

3:3

Nej

Ja

Nej
Nej
Nej
Nej
Nej
Nej

Ja

Nej
Nej

Nej

Nej?
Nej
Nej
Ja?
Nej
Nej?
Nej
Nej
Nej
Nej

Nej
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2818

8702

8703

8704

2819

2820

8705

8706

2821

2822

2823

2824

2825

8707

337
47

36,6
47,3
38,5
36,0
43,9
41,6
38,5

37,7

24,2
35,2
35,5

45,6

22,1 (2446)
22,8 (2104)
29,5 (2277)
29,0 (558)
23,1 (2292)
21,1 (2284)
19,3 (2079)
19,1 (2068)
21,5 (2480)
18,1 (2075)
+22,3
(2108)
26,3 (2067)
23,8 (2476)
28,6 (2278)

25,3 (457)

2446

2294

2277

558

2292

2284

2079

2068

2480

2075

2467

2476

2278

457

2/10 14:35
(2d)

26/9 00:01
(8d)

27/9 00:01
(7d)

1/10 16:10
(3d)

9/10 09:00
(2d)

9/10 19:20
(2d)

9/10 06:30
(2d)

9/10 12:35
(2d)

10/10 16:50
(8d)

11/10 00:01
(7d)

11/10 16:50
(7d)
11/10 20:55
(7d)
16/10 09:30
(2d)
13/10 07:30
(5d)

3,1

3,7
06:45
4,5
07:00
3,7

3,7
10:30
2,4
20:30
6 07:45

2,1
14:00
218:00

35(1+
2,5)
13:30
3,5
19:00
4 21:50

411:00

3,5
08:15

3;3;3;3;3
2:3:3:3;3
2,5:1,3;3;
33
2,1;1,3;
15;25;3
2,7, 2,5;
2,5;3
2,5;2;3
3:3:3:3
3:2,5;3

3

2:3:3; 3,3
2,2,8; 24,
3;2,4
25:3;3;3
1:2,2;3;3

3:3:3:3;3

Nej
Nej
Nej
Nej
Ja

Nej
Nej
Nej
Nej

Ja

Nej
Nej
Nej

Nej
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Bilaga 2

Tabell 7. Uppmatta varden med optisk refraktometer. (C)=centrifugerat blodprov, (E)=¢ej centri-
fugerat, (R)=blodprov med hemolys som forvarats i rumstemperatur. Hemolysgraden varierar
mellan 0-3.

Kalv nr Optisk Optisk Optisk Hemolysgrad
refraktometer refraktometer refraktometer

(C) [9/1] (E) [9/1] (R) [9/1]

8680 62 61 64 1
8681 69 70 74 1,5
2797 55 55 56 0,5
2796 64 65 68 1
2795 55 55 55 1
2800 53 55 51 1
2801 61 61 63 0,5
2802 61 63 62 1
8683 52 55 54 1
8685 63 64 65 1
8686 78 79 80 1
2799 71 73 73 1
2804 65 66 66 1
2805 66 68 69 2
2806 74 74 77 15
2807 70 71 69 1
2809 54 55 52 1
8690 69 70 71 1
8691 55 58 56 0
8692 67 70 69 0,5
8693 58 60 61 2
8694 55 57 57 1
8695 52 55 51 1
8696 69 69 70 1
8697 60 61 57 1
2810 64 65 69 15
2811 58 58 65 2,5
2812 72 73 75 15
8698 67 68 75 2,5
8699 58 59 69 3
8700 69 68 73 2,5
2813 63 63 68 2,5
2814 50 50 56 2
2815 64 63 71 2,5
2316 61 62 65 2
2817 62 64 65 2,5
2818 65 65 68 2
8702 63 65 67 2
8703 58 61 63 1,5
8704 80 85 91 3
2819 72 73 79 2
2820 53 57 58 2
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8705

8706
2821
2822
2823
2824
2825

8707

78

51
55
49
66
57
61

67

78

52
56
50
65
60
65

67

79

63
60
55
67
62
71

73

NNEFEDNDNW
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Bilaga 3

Tabell 8. Uppmétta varden med Brix-refraktometer. (C)=centrifugerat blodprov, (E)=ej centri-
fugerat, (R)=blodprov med hemolys som forvarats i rumstemperatur. Hemolysgraden varierar
mellan 0-3.

Kalv nr Brix- Brix- Brix- Hemolys
refraktometer refraktometer refraktometer
(C) [Brix%]  (E) [Brix%] (R) [Brix%]

8680 9,2 9,2 9,7 1
8681 10,4 10,3 11 1,5
2797 8,5 8,6 8,8 0,5
2796 9,7 9,7 10,3 1
2795 8,6 8,3 8,7 1
2800 8,1 8,2 8,6 1
2801 91 9,2 9,5 0,5
2802 9,4 9,4 9,6 1
8683 8,3 8,4 8,4 1
8685 9,8 9,6 10,1 1
8686 11,7 11,4 11,8 1
2799 11 10,7 11 1
2804 9,8 9,7 9,9 1
2805 10 10 10,4 2
2806 11 10,7 11,3 15
2807 10,6 10,4 10,3 1
2809 8,4 8,3 8,2 1
8690 10,4 10,2 10,6 1
8691 8,6 8,6 8,6 0
8692 10,2 10,4 10,4 0,5
8693 9 8,9 9,3 2
8694 8,6 8,7 8,8 1
8695 8,3 8,3 8,1 1
8696 10,4 10,2 10,4 1
8697 9,3 9,2 8,8 1
2810 9,4 9,7 10 15
2811 8,7 8,8 9,7 2,5
2812 10,5 10,7 11 15
8698 10 10,1 11 2,5
8699 8,8 9 10,2 3
8700 10,1 10,1 10,5 2,5
2813 9,3 9,5 9,9 2,5
2814 7,8 7,8 8,3 2
2815 9,6 9,4 10,4 2,5
2316 91 9,4 9,6 2
2817 9,4 9,6 9,6 2,5
2818 9,7 9,7 10,2 2
8702 9,4 9,5 10,1 2
8703 8,8 8,9 9,5 1,5
8704 11,7 11,8 13,1 3
2819 10,6 10,6 11,6 2
2820 8,1 8,6 8,9 2

52



8705

8706
2821
2822
2823
2824
2825

8707

11,2

8,3
7,6
9,8
8,7
9,8

10

11,2
8,1
8,5
7,8
9,7
9,7

10

11,7

9,7
91
8,6
10,1
9,4
10,6

10,8

NNEFEDNDNW
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Publicering och arkivering

Godkéanda sjalvstandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU publiceras
elektroniskt. Som student ager du upphovsrétten till ditt arbete och behdver
godkéanna publiceringen. Om du kryssar i JA, sa kommer fulltexten (pdf-filen)
och metadata bli synliga och sokbara pa internet. Om du kryssar i NEJ, kommer
endast metadata och sammanfattning bli synliga och sékbara. Aven om du inte
publicerar fulltexten kommer den arkiveras digitalt. Om fler an en person har
skrivit arbetet géller krysset for samtliga forfattare. Las om SLU:s
publiceringsavtal har:

e https://www.slu.se/site/bibliotek/publicera-och-analysera/reqistrera-och-
publicera/avtal-for-publicering/.

JA, jag ger harmed min tillatelse till att foreliggande arbete publiceras enligt
SLU:s avtal om 6verlatelse av rétt att publicera verk.

[0 NEJ, jag ger inte min tillatelse att publicera fulltexten av foreliggande arbete.
Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och sammanfattning blir
synliga och sokbara.
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