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SAMMANFATTNING

For att en mjolkko ska vara vid god hélsa och producera optimalt &r det viktigt att
hennes energimetabolism ar i god balans. Forhdjda nivaer av ketonkroppar (PB-
hydroxybutyrat, acetoacetat och aceton) ar en indikation pa att stérningar i
energibalansen foreligger och har i flera studier kopplats samman med ¢kad risk
for sjukdomar och sankt mjolkproduktion. | veterindr ambulatorisk verksamhet
anvands olika snabbtester for att enkelt pavisa forhjda nivaer av ketonkroppar i
mjolk, urin och blod.

Syftet med denna studie var att utvardera fyra snabbtesters tillforlitlighet for
ketonkroppsdetektion hos mjdlkkor, under svenska forhallanden, i jamférelse med
en verifierad laboratoriemetod.

Fran 51 mjolkkor i olika laktationsstadier samlades blod-, mjolk- och urinprov.
Foérekomsten av ketonkroppar undersoktes med fyra olika snabbtester: Precision
Xceed (helblod), PortaBHB milk ketone test (mjolk), Acetontest (mjolk) samt
Ketostix (urin). Som referensmetod anvéndes en laboratorieanalys for detektion
av B-hydroxybutyrat i plasma. For samtliga snabbtest berédknades sensitiviteten
och specificiteten att korrekt identifiera mjolkkor med koncentrationer av f-
hydroxybutyrat > 1,4 mmol/l i jamforelse med referensmetoden. Mellan

testresultat fran Precision Xceed och referensmetoden berdknades &ven
korrelationen.

| denna studie hade bade Precision Xceed och Ketostix hdg sensitivitet (100 %)
och specificitet (93 %) jamfort med referensmetoden. Precision Xceed tenderade
dock att Overvardera de faktiska koncentrationerna av f-hydroxybutyrat vid hogre
nivaer. PortaBHB milk ketone test uppvisade relativt hog sensitivitet (88 %) men
lagre specificitet (53 %). Acetontest uppvisade hog specificitet (100 %), men
mycket lag sensitivitet (13 %).

Resultaten visar att Precision Xceed, Ketostix och PortaBHB milk ketone test kan
anvandas bade som diagnostiskt test for sjuka djur och som screeningtest for
friska djur, under svenska forhallanden. Acetontest har dock begréansad
anvandning som diagnostiskt test och bor inte anvéndas som screeningtest.



ABSTRACT

For a dairy cow to be healthy and produce optimally, it is important that her
energy metabolism is well balanced. An elevated concentration of ketone bodies
(B-hydroxybutyrate, acetoacetate and acetone) is an indicator of disruptions in the
energy balance and has been repeatedly associated with increased risk of disease
and reduced milk production. In veterinary ambulatory practices, different cow
side tests are used for easy and rapid detection of elevated concentrations of
ketone bodies in milk, urine and blood.

The objective of this study was to evaluate the accuracy of four cow side tests in
their ability to detect ketone bodies in dairy cows, in comparison to a reference
laboratory method.

Blood, milk and urine samples were collected from 51 dairy cows in different
weeks of lactation. Ketone bodies were detected by four cow side tests: Precision
Xceed (whole blood), PortaBHB milk ketone test (milk), Acetontest (milk) and
Ketostix (urine). For reference, the concentrations of B-hydroxybutyrate in plasma
were analyzed by a laboratory method. As a comparison with the reference
method, sensitivity and specificity were calculated to correctly identify cows with
concentrations of B-hydroxybutyrate > 1,4 mmol/l for all cow side tests. The
correlation between the test results from Precision Xceed and the reference
laboratory method was also calculated.

In this study, both Precision Xceed and Ketostix showed high sensitivity (100 %)
and specificity (93 %) compared to the reference method. However, Precision
Xceed, tended to overestimate the actual concentrations of B-hydroxybutyrate at
higher levels. PortaBHB milk ketone test showed relatively high sensitivity (88
%) but lower specificity (53 %). Acetontest showed high specificity (100 %) but
very low sensitivity (13 %).

The results show that Precision Xceed, Ketostix and PortaBHB milk ketone test
can be used both as diagnostic tests for sick animals as well as screening tests for
healthy animals kept under Swedish conditions. Acetontest has limited use as a
diagnostic test and should not be used as a screening test.
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BAKGRUND

For att en mjolkko ska kunna producera optimalt och samtidigt halla sig frisk
kravs att hennes energimetabolism &r i god balans. En viss niva av cirkulerande
ketonkroppar &r ett normalt inslag i mjolkkons &mnesomséttning och de utgor en
viktig energikalla i manga véavnader (Herdt, 1988). Vid storningar i
energibalansen kan nivaerna av ketonkroppar i olika kroppsvatskor bli férhojda
(Andersson, 1988). Forhojda nivaer av ketonkroppar har satts i samband med
Okad risk for sjukdom (Duffield et al., 2009; LeBlanc et al., 2005; Geishauser et
al., 1997) och sankt mjolkproduktion (Duffield et al., 2009) och &r en bra markdr
pa mjoélkkons metabola halsa. Genom att méta nivaerna av ketonkroppar bade hos
individuella djur och pa besattningsniva kan man fa vardefull information om
kornas energibalans och eventuella behov av behandling eller &andringar i
utfodringen.

Det finns manga analysmetoder framtagna for att pavisa ketonkroppar, bade
laboratoriemetoder och enklare snabbtester (Bruss, 2008). Flera av
analysmetoderna  ar ursprungligen framtagna for anvandning inom
humanmedicinen, men har funnit en plats dven pa den veterindra sidan. Hos
faltveterinarer har olika snabbtester blivit populéra, troligen tack vare enkelheten i
att utfora analyserna och att de snabbt ger svar for en billig peng. Olika
snabbtesters tillforlitlighet har undersokt i flera studier och det har visat sig att
tillforlitligheten hos dem varierar (Oetzel, 2004). Samtliga tester har bade for- och
nackdelar och det finns felkallor som kan komplicera tolkningen av testresultatet.
Det &r viktigt att utdvaren kanner till testernas olika egenskaper for att kunna valja
rétt test vid ratt tillfalle samt for att kunna tolka provsvaren korrekt.

| denna studie ingar fyra snabbtester for detektion av ketonkroppar som idag finns
att tillga pa den svenska marknaden. Tva av testerna ar framtagna for anvandning
pa mjolkprover fran ko (PortaBHB™ milk ketone test och Acetontest) och Gvriga
ar framtagna for analys av humana urin- respektive helblodsprover (Precision
Xceed® respektive Ketostix®).

SYFTE

Studiens syfte ar att utvérdera tillforlitligheten hos fyra olika snabbtester for
ketonkroppsdetektion, i jamforelse med en laboratorieanalys, pa mjolkkor i
svenska besattningar.



LITTERATURSTUDIE
Mjolkkons energimetabolism
Energikéallor

Liksom Ovriga idisslare fermenterar mjolkkon huvuddelen av fodrets kolhydrater i
vammen och inget eller endast lite glukos tas upp i tarmen, vilket gor att hon &r
konstant beroende av glukoneogenes for att tillgodose sitt glukosbehov (Herdt,
1988). Om intaget av kolhydrater fran foder inte racker for att tacka energibehovet
maste glukos antingen syntetiseras fran andra substrat eller alternativa
energikallor anvéndas (Herdt, 2000).

Kolhydrater utgor cirka 70 % av mjolkkons foderintag och &r saledes den
huvudsakliga energikallan (Pond et al., 2005). Genom mikrobiell nedbrytning i
vammen omvandlas huvuddelen av foderkolhydraterna till flyktiga fettsyror
(volatile fatty acids; VFASs), vilka kan absorberas genom vammens epitel (Cheeke
& Dierenfeld, 2010). Till gruppen VFA raknas framforallt acetat, propionat och
butyrat, varav acetat bildas i storst proportion. Acetat ar det viktigaste
energisubstratet for manga vavnader samt den framsta byggstenen for de novo
syntes av mjolkfett i juvret (VandeHaar, 2005). Bade acetat och butyrat kan ga in i
citronsyracykeln och generera energi, men de kan inte anvéndas for
glukoneogenes (Cheeke & Dierenfeld, 2010). Propionat kan ddremot omvandlas
till glukos och anses vara den viktigaste glukosprecursoren hos idisslare
(Radostits et al., 2007). Efter att ha absorberats fran vammen fors propionat till
levern, dér den storsta delen av glukoneogenesen sker (Herdt, 2000).

Foérutom propionat kan glykogena aminosyror, glycerol och laktat anvandas som
substrat i glukoneogenesen (Herdt, 1988). Aminosyror blir tillgdngliga dels
genom nedbrytning av muskelmassa, kroppens proteinreserv, samt till mindre del
genom nedbrytning av foderprotein. Glycerol frigors vid nedbrytning av
fettvdvnad. Laktat intas antingen via fodret eller bildas genom metabolism av
propionat, glukos och vissa aminosyror. Fettsyror har ett hdgt energiinnehall, men
med undantag av propionat de kan inte metaboliseras till glukos (Cheeke &
Dierenfeld, 2010). Totalt bildas 6ver 90 % av den glukos kon behdver genom
glukoneogenes (VandeHaar, 2005).

Manga vavnader, till exempel skelettmuskulatur, lever och hjarta, kan
tillgodogora sig energi genom att metabolisera fettsyror (VandeHaar, 2005).
Andelen fett i foder avsett for notkreatur ar som regel lag, men tack vare fettsyrors
hoga energiinnehall ger de ett tillskott till kons energiforsorjning (Emery, 1988)
Nar extra naring behovs kan fettsyror mobiliseras fran fettvavnad och anvéndas
som alternativ energikalla. Fettvdvnad utgor kroppens energireserv, dar fettsyror
och glycerol lagras in i form av triglycerider (Herdt, 2000). Nedbrytning av
fettvavnad leder till att glycerol och fria fettsyror (non esterified fatty acids;
NEFAs) frisatts (Herdt, 1988). NEFA kan passera ut fran adipocyter till blodet
och anvéandas som energikélla av perifer vavnad, eller tas upp i levern. | levern
kan NEFA antingen oxideras fullstandigt och ga in i citronsyracykeln, oxideras
ofullstandigt och bilda ketonkroppar eller lagras in som triglycerider.
Ketonkroppar i laga koncentrationer ar ett normalt inslag i idisslarens metabolism
och tjanar som viktiga energikallor i manga vavnader (Herdt, 1988). Triglycerider
packas till lipoproteiner och transporteras till annan vdvnad for att dar
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metaboliseras (Herdt, 1988) eller lagras in i levern (Herdt, 2000). Fettlever
uppstar om triglycerider lagras in i hogre utstrackning &n de transporteras bort
fran levern (Herdt, 2000).

Negativ energibalans i tidig laktation

Under laktationens inledning 6kar mjolkkornas néringsbehov avsevart (Herdt,
1988) samtidigt som foderintaget oftast minskar (Ingvartsen et al., 2000). Om
energiintaget via foder inte motsvarar kroppens energibehov hamnar kon i negativ
energibalans (NEB), ett mycket vanligt tillstand hos mjolkkor under laktationens
forsta veckor (Herdt, 1988). Det Okade naringsbehovet beror pa att
mjOlkproduktionen inleds och att juvret krdver mycket néring for mjolksyntes.
Glukos behdvs for juvrets produktion av laktos, mjoélkens viktigaste kolhydrat,
och for produktion av mjolkfett kravs att fettsyror finns tillgangliga for upptag i
juvret. Anledningarna till att korna &dter samre ar inte helt klarlagda, men tros
bland annat bero pa signaler fran metaboliter, hormoner, cytokiner och
neuropeptider (Ingvartsen et al., 2000). Mjolkproduktionen nar maxniva mellan
vecka fem till sju i laktationen, men maximalt foderintag intraffar inte forran
mellan vecka atta och tjugotva. | tidig laktation &r de hormonella signalerna for
mjolksyntes mycket starka och mjolkproduktionen fortgar darfor trots nedsatt
energiintag (Radostits et al., 2007).

Att forse juvret med naringsémnen och energi under NEB dar en stor metabol
utmaning som involverar alla kroppens organ och vévnader (Bell, 1995). De
storsta forandringar som sker ar att glukoneogenesen i levern och frisattningen av
fettsyror fran fettvavnad Okar samt att perifer vavnads utnyttjande av glukos
minskar. Som alternativ energikélla i perifera vévnader kan till exempel
ketonkroppar anvéndas (Herdt, 2000). Genom att mjolkkons d&mnesomséttning
anpassar sig till NEB kan hog mjolkproduktion underhallas trots att foderintaget
ar begransat. Under den férsta manadens laktation kan en tredjedel av energin
som behdvs for mjolksyntes tas fran kroppsreserver (VandeHaar, 2005).

Trots att sa gott som alla mjolkkor hamnar i NEB under laktationens inledning
bibehaller de flesta god halsa och mjolkproduktion (Herdt, 2000). Om systemen
som reglerar energibalansen sétts ur spel och den negativa energibalansen blir for
djup l6per kon dock hogre risk att utveckla a&mnesomséttningsrelaterade
sjukdomar (Rukkwamsuk et al., 1999). En indikation pa stord &mnesomséttning ar
forhojda nivaer av ketonkroppar (Andersson, 1988).

Ketonkroppar
Vilka ar ketonkropparna?

Ketonkropparna utgdrs av p-hydroxybutyrat, acetoacetat och aceton (Herdt,
1988). B-hydroxybutyrat & den dominerande ketonkroppen i blod (Enjalbert et
al., 2001). Ketonkroppar utsondras i bade urin och mjolk (Schultz, 1968).
Urinkoncentrationerna av ketonkroppar kan vara upp till fyra ganger hogre an i
blod, men de varierar. Koncentrationerna av acetoacetat och B-hydroxybutyrat i
mjolk ar betydligt lagre &n i blod (Enjalbert et al., 2001). Aceton kan dven
utséndras via utandningsluften och ge upphov till en karaktéristisk lukt (Bruss,
2008).



B-hydroxybutyrat &r en stabil forening i helblod, plasma och serum bade in vivo
och in vitro (Tyopponen & Kauppinen, 1980; Custer et al., 1983), medan
acetoacetat spontant sonderfaller till aceton och koldioxid (Bruss, 2008). Aceton
ar till skillnad fran 6vriga ketonkroppar relativt flyktigt.

Ketogenes

Produktionen av ketonkroppar, ketogenesen, sker i levern och till viss del i
vamepitelet. Nar NEFA bryts ner bildas acetyl-CoA, som antingen kan ga in i
citronsyracykeln eller oxideras ofullstandigt till ketonkroppar i levern (Nelson &
Cox, 2008b). Acetoacetat bildas fran acetyl-CoA i levercellens mitokondrier och
kan sedan passera ut i cytosolen och enzymatiskt omvandlas till B-hydroxybutyrat
(Herdt, 1988). Aceton bildas langsamt och spontant fran acetoacetat och finns
endast i laga koncentrationer hos friska idisslare. B-hydroxybutyrat bildas dven i
vamepitelet fran smorsyra som intas via foder (Herdt, 1988) och nivaerna i blodet
stiger darfor efter utfodring (Eicher et al., 1999).

En viktig reglerande faktor for ketogenesen ar graden av lipolys (Radostits et al.,
2007). Vid aktiv lipolys okar ketogenesen pa grund av den mer omfattande
mobiliseringen av NEFA. Nedbrytning av fettvdvnad stimuleras av hypoglykemi
och en lag kvot insulin:glukagon; biokemiska forandringar som ofta ses hos kor i
NEB (Herdt, 2000). Aven forhojda nivaer av katekolaminer, som till exempel ses
vid olika stresstillstand, stimulerar fettnedbrytning (Figur 1a).

Hypoglykemi
r Lag kvot insulin:glukagon
rhtékﬂhl‘ﬂlrlér - B-hed reneybautyrat
| Ketonkroppar | - Acetoacetat

| - Aceton
o> [ T
[
|E| > & NEFA — Acetyl-Coh
Hypoglykemi ——» @CPT1
H/ Citronsyracykeln
MEEA Dxaloacetat
’ ]
| Glukoneogenes |
Glukas till

Glukos g .
annan vavnad

Figur 1: Reglering av ketogenesen. a) Aktiv lipolys stimulerar ketogenesen genom att mer
NEFA mobiliseras. b) Okat behov av glukoneogenes stimulerar ketogenesen genom att
citronsyracykeln saktas ner och acetyl-CoA istallet metaboliseras till ketonkroppar i
storre utstrackning. c) Hypoglykemi stimulerar ketogenesen genom att aktivera enzymet
carnitine palmityl transferas I (CPT 1) som behdvs for att NEFA ska ta sig in i
mitokondrien. Modifierad fran Nelson & Cox (2008) och Herdt (2000).
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Behovet av glukoneogenes har ocksa betydelse for ketogenesen (Nelson & Cox,
2008a; Herdt, 1988). I citronsyracykeln oxideras acetyl-CoA enzymatiskt i flera
steg till CO, och energi frigors. Intermedidrerna i cykeln kan dven utnyttjas i
andra processer, till exempel kan oxaloacetat anvandas som substrat i
glukoneogenesen. Nar behovet av glukoneogenes ar stort, till exempel hos
mjolkor i tidig laktation som behdver mycket glukos fér mjolksyntesen, anvéands
oxaloacetat framforallt i glukoneogenesen och som féljd saktas citronsyracykeln
ner. Né&r inte acetyl-CoA anvénds i citronsyracykeln, metaboliseras féreningen i
hogre grad till ketonkroppar och nivaerna i blodet 6kar (Figur 1b).

Blodkoncentrationen av glukos ar ocksa en viktig reglerade faktor for ketogenesen
(Herdt, 1988). Nar koncentrationen av glukos & hdg hdmmas enzymet carnitine
palmityl transferas | (CPT 1), som behdvs for att NEFA ska transporteras in i
mitokondrien dar ketogenesen &ger rum. Foljden blir att ketogenesen minskar. Vid
laga koncentrationer av glukos i blodet aktiveras istallet samma enzym och NEFA
kan transporteras in i mitokondrien, vilket mojliggor en 6kning av ketogenesen
(Figur 1c).

Ketonkropparnas roll i energimetabolismen

Ketonkroppar spelar en viktig roll i mjolkkons energimetabolism, framst genom
att utgora en betydande energikalla i perifer vavnad nar glukosnivaerna ar laga
(Herdt, 1988; Robertson & Williamson, 1980). Fran levern transporteras
acetoacetat och B-hydroxybutyrat till bland annat skelettmuskler, hjérta och njure,
dar de omvandlas till acetyl-CoA som kan ga in i citronsyracykeln och generera
energi (Nelson & Cox, 2008b). Genom att vavnader utnyttjar ketonkroppar som
alternativ energikélla sparas glukos till juvrets mjolkproduktion (Herdt, 1988;
Robertson & Williamson, 1980).

Eftersom ketonkroppar inte kan omvandlas till glukos bidrar de inte till juvrets
produktion av laktos (Herdt, 1988). Daremot ar B-hydroxybutyrat ett viktigt
substrat for juvrets de novo syntes av mjolkfett. Ketonkroppar fyller dessutom en
viktig funktion som signalsubstans i energimetabolismen (Robertson &
Williamson, 1980).

Hyperketonemi — indikation pa stérd amnesomsattning

Hos mjolkkor i NEB under tidig laktation ar produktionen av ketonkroppar
stimulerad pa grund av aktiv lipolys, hogt behov av glukoneogenes och laga
blodkoncentrationer av glukos och en viss forhojning av ketonkroppsnivaerna
anses darfor normalt (Herdt, 2000). Om storningar i energimetabolismen uppstar
kan den negativa energibalansen bli djup och ketonkroppsnivaerna oka ytterligare.
| flera studier har ett samband pavisats mellan hyperketonemi och ¢kad risk for
amnesomsattningsrelaterade  sjukdomar, nedsatt fruktsamhet och nedsatt
mjolkproduktion (Duffield et al., 2009; LeBlanc et al., 2005). Det &r inte
ketonkropparna per se som skapar problem, utan den underliggande storningen i
amnesomsattningen (Foster, 1988). De forhdjda nivaerna av ketonkroppar ar
daremot en bra markor pa att en storning i energimetabolismen foreligger.



Hyperketonemi ses ofta vid flera sjukdomstillstaind som involverar
amnesomsattningen,  till  exempel ketos (Radostits et al., 2007).
Lopmagsforskjutning, mastit, metrit och andra sjukdomar som sénker foderintaget
kan ocksa leda till hyperketonemi.

Ketos (acetonemi)

En sjukdom som ér starkt forknippad med forhojda nivaer av ketonkroppar ar
ketos. Termen ketos &r helt enkelt ett annat uttryck for hyperketonemi (Bruss,
2008). Acetonemi ar en aldre bendamning pa sjukdomen som egentligen ar
felaktig, eftersom det i forsta hand inte &r acetonnivaerna i blodet som ar forhojda
utan koncentrationen av acetoacetat och B-hydroxybutyrat (Holtenius, 1997).
Kontrollaret 2009/2010 diagnostiserades 1,1 fall av ketos/acetonemi per 100
laktationer i svenska mjolkkobesattningar anslutna till Kokontrollen (Svensk
mjolk, 2011). Klinisk ketos kan delas in i tva olika typer, typ | och typ Il
(Holtenius & Holtenius, 1996). Ketos kan &ven férekomma i en subklinisk
variant, som enbart definieras av forhéjda nivaer av ketonkroppar (Andersson,
1988).

Klinisk ketos typ | — spontan ketos

Ketos typ | drabbar mjolkkor 3-6 veckor postpartum som inte kan producera
tillrackligt med glukos for att méta mjoélkproduktionens behov (Holtenius &
Holtenius, 1996). Bristen pa glukoprecursorer leder till att glukoneogenesen avtar
och energi fas istallet fran fettsyror och ketonkroppar. Tillstdndet karaktariseras
av forhojda nivaer av ketonkroppar i kombination med laga nivaer av glukos och
insulin. Ketos typ | bendmns &ven primér/spontan ketos och upptrader som regel
inte i kombination med andra sjukdomar. De frdmsta symtomen &r inappetens,
minskad mjolkproduktion och avmagring (Radostits et al., 2007). Korna kan dven
visa centralnervosa symtom i form av cirkelgang, ataxi och Gverdrivet tuggande
och slickande.

Klinisk ketos typ Il — sekundar ketos

Ketos typ Il upptréder oftast tidigare i laktationen an typ | (Holtenius & Holtenius,
1996). Tillstandet kannetecknas av att korna har forhojda nivaer av glukos och
insulin samt tecken pa insulinresistens. Pa grund av hyperglykemi kan NEFA som
levereras till levern inte tas upp effektivt i mitokondrierna for att metaboliseras till
ketonkroppar (Herdt, 2000). Istéllet lagras NEFA i storre utstrackning in som
triglycerider, vilket oOkar risken for fettlever. Insulinresistensen leder till att
fettvdvnaden inte svarar normalt pa insulin, vilken ytterligare banar vég for
omfattande frisattning av. NEFA. Overutfodring under sintiden &ar en viktig
predisponerande faktor for ketos typ Il (Holtenius & Holtenius, 1996). Ketos typ
Il bendmns dven sekundar ketos eftersom den som regel upptréder tillsammans
med annan sjukdom, sasom lopmagsforskjutning, mastit och metrit (Radostits et
al., 2007). Symtomen beror pa den priméra sjukdomen.

Subklinisk ketos

Subklinisk ketos definieras av forhojda nivaer av ketonkroppar utan kliniska
symtom pa ketos (Andersson, 1988). Diagnosen kan bara stallas genom att méta
koncentrationen av ketonkroppar i olika kroppsvétskor. Enligt Dohoo & Martin
(1984) ar subklinisk ketos vanligast de tva forsta manaderna efter kalvning.



Forhojda nivaer av ketonkroppar &r, som tidigare namnts, en indikation pa att
energimetabolismen satts ur spel. Det finns flera studier som visar pa ett samband
mellan  subklinisk ketos och okad risk for hélsostorningar, sasom
I6pmagsforskjutning och klinisk ketos (Duffield et al., 2009; LeBlanc et al., 2005;
Geishauser et al.,, 1997). Subklinisk ketos &r é&ven kopplat till l&agre
mjOlkavkastning (Duffield et al., 2009). Genom att identifiera individer med
subklinisk ketos kan man pa ett tidigt stadium satta in atgarder for att bevara deras
framtida halsa och minska ekonomiska forluster pa grund av sankt produktion.

Gransvarden

En viss niva av cirkulerande ketonkroppar anses vara en normal del av mjolkkons
amnesomsattning och darfér anvands olika gransvarden for att definiera en
forhojning av ketonkroppsnivaerna. Gransvardet for subklinisk ketos har
undersokts i flera studier och baseras pa den nivd som ger okad risk for
halsostorningar (Duffiel et al., 2009; LeBlanc et al., 2005). Ofta anges ett
gransvarde for B-hydroxybutyrat i blod > 1,2 mmol/Il eller > 1,4 mmol/l under de
forsta veckornas laktation. Det finns dven gransvérden foreslagna for Ovriga
ketonkroppar samt for analyser av mjolk och urin (Oetzel, 2004). Kor med
kliniska symtom pa ketos har ofta koncentrationer av B-hydroxybutyrat i blod >
2,5 mmol/l (Radostits et al., 2007), men det ar stor variation mellan olika kor
(Andersson, 1984).

Detektion av ketonkroppar
Syften

Detektion av ketonkroppar anvands bade som diagnostiskt test for kliniskt sjuka
individer och som screeningtest for subklinisk ketos pa friska individer. Oetzel
(2004) presenterade ett schema for hur analys av ketonkroppar kan anvéandas pa
besattningsniva for kontroll av energiomséattningen hos kor i tidig laktation. Inom
humanmedicinen ar analys av ketonkroppar ett viktig redskap i diagnostiken av
diabetisk ketoacidos, en allvarlig komplikation till diabetes mellitus (Wibell,
2002). Flera analysmetoder som anvands for ketonkroppsdetektion i veterinar
verksamhet &r ursprungligen framtagna for humant bruk.

Analysmetoder

Ketonkroppar kan analyseras bade med kvalitativa och kvantitativa metoder
(Bruss, 2008). Med en kvalitativ metod pavisas vilket eller vilka amnen ett prov
innehaller och med en kvantitativ metod undersoks aven hur hég koncentrationen
av amnet i provet ar.

Kvalitativ och semikvantitativ analys av ketonkroppar

Den vanligaste metoden for att kvalitativt analysera ketonkroppar ar ett
nitroprussidtest, dven kallat Rothera test (Bruss, 2008). Testet, som har anvants i
veterinar klinisk verksamhet i artionden och nyttjas i stor utstrackning aven i dag,
bygger pa en reaktion mellan nitroprussid och aceton/acetoacetat som ger upphov
till ett fargomslag. Testets kanslighet for acetoacetat &r betydligt hdgre an for
aceton, och det saknar helt formaga att detektera p-hydroxybutyrat. Testet finns
kommersiellt tillgangligt i form av testremsor, tabletter och pulver fér anvandning
pa olika kroppsvatskor. Det anvands ofta som en semikvantitativ analys dar



graden av fargomslag representerar olika koncentrationer av ketonkroppar i
provet.

Det finns dven en semikvantitativ analysmetod for B-hydroxybutyrat utarbetad
(Bruss, 2008). Analysen bygger pa samma enzymatiska metod som for kvantitativ
analysen av B-hydroxybutyrat (se nésta stycke), men ger upphov till ett
fargomslag som kan ses med blotta 6gat.

Kvantitativ analys av ketonkroppar

For att kvantitativt analysera acetoacetat och B-hydroxybutyrat i prover anvéands
en enzymatisk metod (Bruss, 2008). Analysen bygger pa féljande reaktion,
katalyserad av enzymet pB-hydroxybutyratdehydrogenas:

B-hydroxybutyrat + NAD* -« acetoacetat + NADH + H”

Efter tillsats av. NAD" eller NADH, beroende pa om B-hydroxybutyrat eller
acetoacetat ska analyseras, méts andringen i koncentrationen av NADH med hjélp
av spektrofotometri eller en fluorometrisk metod. Tack vare sin hdga
tillforlitlighet ar det troligen den mest anvanda metoden for kvantitativ analys av
ketonkroppar och den har framgangsrikt anpassats till flera automatiska
analyssystem. Vid analys av B-hydroxybutyrat stalls inga sarskilda krav pa
provhanteringen, eftersom det ar en stabil ketonkropp (Oetzel, 2004; Ty6ppOnen
& Kauppinen, 1980). Analys av acetoacetat kompliceras av dess spontana
sonderfaller till aceton och koldioxid proverna kréver darfor sérskild hantering
(Bruss, 2008).

For kvantitativ analys av aceton finns en metod utarbetad som bygger pa
mikrodiffusion (Bruss, 2008). Matningar av aceton forsvaras av att aceton ar
flyktigt och proverna maste hanteras pa sarskilt satt for att ge rattvisande resultat.

Snabbtester for ketonkroppsdetektion

Ketonkroppar gar enkelt att detektera med olika snabbtester och ar en analys som
relativt ofta utfors i veterindr ambulatorisk verksamhet. Snabbtester finns
framtagna for detektion av ketonkroppar i mjélk, urin och helblod. Traditionella
snabbtest bygger pa kvalitativa eller semikvantitativa analysmetoder och
detekterar acetoacetat och aceton i mjolk eller urin (Bruss, 2008). Det finns &ven
snabbtester framtagna som semikvantitativt analyserar B-hydroxybutyrat i mjolk.
Pa senare ar har en snabbtest for humant bruk tagits fram som kvantitativt
analyserar B-hydroxybutyrat i helblod. Denna snabbtest har visat sig anvéndbar
aven i veterinar verksamhet (lwersen et al., 2009). Det finns for- och nackdelar
med samtliga snabbtester och deras tillforlitlighet, framférallt nér det géller att
detektera subklinisk ketos, har jamforts i flera studier (Oetzel, 2004).

For- och nackdelar med olika snabbtest
Allmant

Nagra fordelar med snabbtester ar att de oftast ar enkla att anvanda och ger svar
direkt till en lag kostnad och det ar troligen darfor de vunnit popularitet hos
faltveterinarerna. En nackdel &r att tillforlitligheten generellt sett ar lagre an for
motsvarande laboratorieanalyser (Oetzel, 2004). Eftersom flera tester bygger pa
fargomslag kan testerna tolkas olika beroende pa vem som laser av dem.
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Snabbtester for mjdlkanalys

Att anvanda mjolk for analys &r det Overlagset mest praktiska tack vare den enkla
provtagningen. Snabbtester for detektion av ketonkroppar i mjolk ar ocksa de som
utvarderats flitigast i olika studier (Geishauser et al., 1998; Geishauser et al.,
2000; Carrier et al., 2004; Oetzel, 2004). Mjolktesterna som ingatt i dessa studier
har varit av olika typer (pulver, stickor, tabletter) och av olika fabrikat.
Nitroprussidtester, som anvands for detektion av aceton och acetoacetat, har
uppvisat en generellt 1ag sensitivitet och hog specificitet. Enligt Oetzel (2004) ar
testerna, pa grund av sin laga sensitivitet, inte anvandbara for detektion av
subklinisk ketos pa beséttningsniva och har begransad anvandning for att stélla
diagnos pa individuella djur. Mjolktest for detektion av B-hydroxybutyrat har
daremot uppvisat hogre tillforlitlighet nar det galler att diagnostisera saval klinisk
som subklinisk ketos (Geishauser et al., 1998; Carrier et al., 2004; Oetzel, 2004).
Tillforlitligheten beror dock pa vilket gransvéarde som anvénds for att skilja friska
djur fran sjuka. Geishauser et al. (2000) konstaterade att hoga celltal kan ge
upphov till falskt positiva testresultat vid detektion av ketonkroppar i mjolk.
Eftersom acetoacetat ar instabilt i prover &r det viktiga att mjolkprov analyseras
direkt efter provtagning, om denna ketonkropp ska detekteras (Bruss, 2008).

Snabbtest for urinanalys

Urintester for ketonkroppsdetektion &r inte utvarderade i lika stor omfattning som
mjolktester, vilket kan bero pa att urinprover ar betydligt mer tidskravande att
samla &n mjolkprover (Duffield, 2000). Urintester har ansetts ha lag specificitet
och hog sensitivitet (Nielen et al., 1994), men Carrier et al. (2004) fann i en studie
att urinstickan Ketostix (Bayer) hade bade hog sensitivitet och specificitet nar det
géllde att detektera subklinisk ketos hos amerikanska mjolkkor. Liksom for
mjolktester beror urintesters egenskaper pa vilket gransvarde som viljs for att
skilja sjuka fran friska individer. Carrier et al. (2004) noterade i sin utvardering att
korrekt avlasningstid ar viktigt for att fa ett rattvisande testresultat, eftersom
fargen pa stickan blir gradvis morkare med tiden. Om féargen lases av senare &n
vad som anges pa bruksanvisningen (15 sekunder) kan testresultatet alltsa bli
falskt positivt. En annan felkéalla ar att andra &mnen, till exempel lakemedel, ocksa
kan reagera med nitroprussid och ge liknande fargomslag (Bruss, 2008). Aven
alkaliskt pH kan leda till fargomslag och &r en kand felkélla.

Snabbtest for helblodsanalys

Abbott Diabetes Care har under 2000-talet lanserat flera versioner av en matare
for ketonkroppsdetektion i helblod, framst for anvandning av diabetespatienter.
En modell som dven bérjat anvandas for att méata nivaer av ketonkroppar hos
notkreatur kallas Precision Xceed. Mataren har utvarderat for anvandning pa
notkreatur och uppvisat bade hogre specificitet och sensitivitet dn snabbtester for
mjolk- och urinanalys (Iwersen et al., 2009). Dess nackdel &r att den inte gar att
anvanda pa mjolk eller urin (lwersen et al., 2009).



MATERIAL OCH METODER
Djurmaterial

| studien ingick 51 mijolkkor inhysta pa en mjolkgard i Varmland, pa Lovsta;
nationellt forskningscentrum for lantbrukets djur, pa Jélla naturbruksgymnasium
eller pa IMEs undervisningsklinik. Korna pa IMEs undervisningsklinik var dels
kor som kopts in for att anvéndas i undervisningen, dels inremitterade patienter.

| forsta hand provtogs nykalvade kor da dessa oftare har hogre nivaer av
cirkulerande ketonkroppar an kor i senare laktation. Kon rédknades som nykalvad
om hon kalvat inom de senaste tva manaderna. Uppgifter om djurens halsostatus
ldmnades av djurdgaren. Samtliga djur provtogs under augusti-november 2011.
Forsoket var godkant av Djurforsoksetiska namnden (C101/11).

Provtagning och provhantering

Blodprov togs med vacutainer fran svansvenen (vena coccygea) eller
jugularvenen (vena jugularis) och samlades i blodprovsror med och utan
heparintillsats. Heparinréren forvarades pa is tills de centrifugerades vid 1000 x g
i 10 minuter. Samtliga heparinrér centrifugerades inom fem timmar fran
provtagningstillfallet och plasman sparades i -20° C. Fran en juverdel togs
mjolkprov i plastmugg och mjélken utseende kontrollerades visuellt med
avseende pa flockor och fargforandringar. Spontankastad urin samlas i en
plastmugg, i vissa fall efter retning av dyngvippan. Snabbtesterna pa helblod,
mjolk och urin utfordes i direkt anslutning till provtagningen.

Analysmetoder

Proverna analyserades med en laboratoriemetod, Ranbut D-3-Hydroxybutyrate
kit, samt fyra olika snabbtester: Precision Xceed, PortaBHB milk ketone test,
Acetontest samt Ketostix. Se Tabell 1 for oversiktlig information om
snabbtesterna som utvarderades i studien. Samtliga analyser utférdes enligt
tillverkarens bruksanvisningar.

Tabell 1: Oversiktlig information om de snabbtester som utvarderats i studien

Substra

Snabbtest i Detektion av Typ Analysmetod
Precision Helblo Métare + I
Xceed q B-hydroxybutyrat stickor Kvantitativ

PortaBHB* Mjolk  B-hydroxybutyrat — Teststicka Semikvantitati
Semikvantitati
v

Semikvantitati

Acetontest Mjolk  acetoacetat Pulver

Ketostix Urin acetoacetat Teststicka

* Porta BHB = Porta BHB milk ketone test

Laboratorieanalys

Som referensmetod i denna studie analyserades nivaerna av B-hydroxybutyrat i
plasma med Ranbut D-3-Hydroxybutyrate kit (Skafte Medilab, Géteborg). Detta
testkit bygger pa att B-hydroxybutyrat och NAD i narvaro av enzymet
D-3-hydroxybutyratdehydrogenas bildar acetoacetat och NADH. Forandringen i
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absorbansen av. NADH mats direkt med spektrofotometri och representerar
koncentrationen av B-hydroxybutyrat i provet. Analyserna utfordes vid
Institutionen for husdjurens utfodring och vard, SLU, och metoden ar enligt
tillverkaren validerad for att identifiera mjolkkor med ketos.

Snabbtest helblod — Precision Xceed

Matsystemet, som anvénds for analys av B-hydroxybutyrat i helblod, bestar av en
bérbar matare (Precision Xceed, Abbott Diabetes Care, Solna) och elektrokemiska
teststickor forpackade enskilt i folie (Precision Xtra®, Abbott Diabetes Care,
Solna). Vid analystillféllet togs en teststicka ur sin folieférpackning och fordes in
i matarens testport. Helblod 6verfordes till teststickan fran blodprovsroret utan
heparintillsats med hjalp av en plastpipett. Blodet dras automatiskt till teststickans
reaktionszon, dar en elektrokemisk reaktion sker mellan kemikalier i teststickan
och B-hydroxybutyrat i provet. En svag strom genereras vars storlek beror pa
méangden B-hydroxybutyrat i provet. Efter 10 sekunder kan testresultatet avlésas
pa displayen (mmol/l). Méngden blod som behdvs ar 10 pl. Méataren kalibrerades
varje gang en ny ask med teststickor 6ppnades.

Snabbtest mjolk - PortaBHB milk ketone test

PortaBHB milk ketone test (Swevet, Sjobo) anvédnds foér detektion av f-
hydroxybutyrat i mjélk. Snabbtesten bestar av en teststicka som vid analystillféllet
doppades direkt i mjolkprovet. | teststickans ena ande finns en testpad med ett
enzym som omvandlar p-hydroxybutyrat till acetoacetat, samtidigt som vatejoner
bildas. Vatejonerna reducerar ett fargdmnet nitrotetrazolium blatt till formazan,
vilket ger ett violett fargomslag. Graden av fargomslag beror pa mangden B-
hydroxybutyrat i mjélken. Testen lastes av efter 1 minut genom att fargomslaget
matchades mot medfoljande fargskala. Skalan bestar av fyra fargblock som
representerar nominella varden pa B-hydroxybutyrat-forekomst: negativ (< 99
pumol/l), tveksam (100-199 umol/l), positiv (200-499umol/l) samt starkt positiv (>
500 pumol/l). For den vidare databehandlingen fick negativt test siffran 0, tveksamt
test 1, positivt test 2 och starkt positivt 3.

Snabbtest mjolk - Acetontest

Acetontest (Swevet, Sjobo) &r ett snabbtest i pulverform for detektion av
acetoacetat i mjolk. Vid analystillfallet lades en nypa pulver pa ett vitt papper och
darefter tillférdes nagra droppar mijolk. Testen innehaller nitroprussid som
reagerar med acetoacetat i mjélken och ger ett violett fargomslag. Graden av
fargomslag beror pa méangden acetoacetat i mjolken. Testen lastes av efter 1 minut
och resultatet tolkades som negativt, svagt violett eller starkt violett. Ingen
fargskala foljer med testen. For den vidare databehandlingen fick negativt
testresultat siffran 0, svagt violett 1 och starkt violett 2.

Snabbtest urin - Ketostix

Ketostix (Bayer, Solna) anvands for detektion av acetoacetat i urin. En teststicka
doppades direkt i urinen och lastes av efter 15 sekunder. Testremsan innehaller
nitroprussid, som reagerar med acetoacetat och ger upphov till ett gulrosa till
rodbrunt fargomslag. Vilken farg som bildas beror pa koncentrationen av
acetoacetat i provet. Testen lastes av genom att fargomslaget matchades mot
medfoljande fargskala. Liksom for teststickan for mjolk bestar fargskalan av olika
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fargblock. Blocken representerar negativ, spar (0,5 mmol/l), liten (1,5 mmol/l),
mattlig (4 mmol/l) och stor (8-16 mmol/l) férekomst av acetoacetat. For den
vidare databehandlingen fick negativt testresultat siffran 0, spar 1, liten 2, mattlig
3 och stor 4.

Databearbetning och statistisk analys

For databehandling och en del av de statistiska analyserna anvandes Microsoft
Excel (© 1989-1997 Microsoft 190 Corporation), dvriga analyser utfordes i Stata
10 (Stata Statistical Software, Stata Corp. LP, College Station, TX, USA).
Koncentrationen av B-hydroxybutyrat i plasma uppmatta pa laboratoriet anvéandes
som referensmetod i studien.

Overensstammelsen (test agreement) mellan referensmetoden och Precision
Xceed analyserades enligt Bland & Altman (1986). Skillnaden mellan de tva
testerna berdknades for varje provpar och plottades sedan kring sitt medelvarde.
For vidare analys av Overensstimmelsen mellan referensmetoden och Precision
Xceed beréknades Concordance correlation coefficient, som beskriver sambandet
mellan tva tester genom att mata deras variation fran en 45° linje genom origo
(Lin, 1989).

Sensitivitet och specificitet

For samtliga snabbtester berédknades sensitiviteten och specificiteten for detektion
av kor med forhojda nivaer av ketonkroppar. For definition av forhojda nivaer av
ketonkroppar anvéndes gransvardet > 1,4 mmol/l B-hydroxybutyrat i plasma.

Sensitivitet beraknades som andelen kor med plasmakoncentrationer av f-
hydroxybutyrat > 1,4 mmol/l i referensmetoden diagnostiserade med ett positivt
snabbtestresultat (Oetzel, 2004). Specificitet berdknades som andelen kor med
plasmakoncentration B-hydroxybutyrat < 1,4 mmol/l diagnostiserade med ett
negativt snabbtestresultat. Olika gransvarden for att definiera ett positivt
snabbtestresultat undersoktes.

Nedanstaende faktaruta syftar till att forklara begreppen sensitivitet och
specificitet:

Sensitivitet: Andelen ”sjuka” djur som identifieras av testen.

Specificitet: Andelen "friska” djur som friforklaras av testen.

Kappaanalys

Overensstimmelsen mellan  kategoriska data frdn snabbtesterna och
referensmetoden berdknades med hjalp av kappastatistik (Cohen, 1960).
Kappavardet ar ett matt pa den grad av éverensstimmelse mellan jamforda tester
som inte beror pa slumpen och kan variera mellan noll och ett. Kappavérden pa
0,21-0,40 tolkas som att det ar dalig 6verensstammelse, 0,41-0,60 som mattlig,
0,61-0,80 som substantiell och 0,81-1,0 som nastan perfekt Gverensstammelse
mellan testerna (Dohoo et al., 2009).
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RESULTAT
Provtagna djur

I studien ingick 51 mjolkkor med laktationsnummer ett till sju, varav 53 % (n=27)
av korna var inhysta pa Lovsta forskningscentrum, 10 % (n=5) pa Jélla
naturbruksgymnasium och 10 % (n=5) pa en mjolkgard i Varmland. Tolv procent
(n=6) utgjordes av IMEs undervisningskor och 16 % (n=8) av inremitterade
patienter till IMEs undervisningsklinik. Av de 51 korna som ingick i studien hade
55 % (n=28) kalvat senast tvd manader innan provtagningstillfallet och raknades
som nykalvade. Fyrtiofem procent (n=23) hade kalvat mer &n tva manader innan
provtagningstillfallet och réknades darfor inte som nykalvade.

Av de nykalvade korna hade 25 % (n=7) k&nda sjukdomar. Hos de icke nykalvade
korna var motsvarande siffra 26 % (n=6). Férdelningen mellan friska kor och kor
med kinda sjukdomar framgér av Figur 2. | gruppen Ovriga sjukdomar hos de
nykalvade korna fanns en ko som aborterat for tio dagar sedan och en ko med
aktinos. Ovriga sjukdomar hos icke nykalvade kor inneh6ll en ko med skavsar pa
carpus samt en ko med en bold kranialt om juvret. Kor som hade haft
l6pmagsforskjutning provtogs noll till tva dagar efter operation. Korna raknades
som friska om de enligt uppgift fran djurdgaren inte visat tecken pa sjukdom
senaste manaden fore provtagningen.
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Figur 2: Fordelning mellan friska djur och djur med kanda sjukdomar bland nykalvade
respektive icke nykalvade kor. Ovrig = dvriga sjukdomar. Postop. LDA = kor som
opererats for vanstersidig lopmagsforskjutning noll till tva dagar innan provtagningen.
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Resultat enligt referensmetoden

Enligt laboratoriemetoden som anvdndes som referensmetod i denna studie
varierade koncentrationerna av B-hydroxybutyrat i plasma mellan 0,2-2,9 mmol/I
hos de 51 provtagna djuren (Figur 3). Medelvdardet var 0,9 mmol/l
B-hydroxybutyrat. Sexton procent (n=8) av proverna inneholl nivaer av
B-hydroxybutyrat > 1,4 mmol/I.

14 - 13
12

10
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A N S U S Y S

Plasma BHB (mmol/l)

Figur 3: Fordelning av koncentrationerna av p-hydroxybutyrat (BHB) i proverna fran de
51 mjolkkorna som ingick i studien enligt referensmetoden.
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Resultat enligt snabbtesterna
Kvantitativ analys - helblod

Helblod fran samtliga 51 kor analyserades med avseende pa B-hydroxybutyrat
med snabbtesten Precision Xceed. Koncentrationerna av p-hydroxybutyrat
varierade mellan 0,2-4,3 mmol/l (Figur 4). Medelvardet var 1,0 mmol/l
B-hydroxybutyrat och 22 % (n=11) av proverna inneholl koncentrationer av
B-hydroxybutyrat > 1,4 mmol/I.

12 -

Antal prover
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Plasma BHB (mmol/l)

Figur 4: Fordelning av koncentrationerna av -hydroxybutyrat (BHB)i proverna fran de
51 mjolkkorna som ingick i studien enligt snabbtesten for helblod.

Semikvantitativ analys — mjolk och urin

Fran samtliga 51 kor analyserades mjolkprov med tva olika snabbtest, PortaBHB
milk ketone test och Acetontest. | PortaBHB milk ketone test bedomdes 24 av
proverna som negativa (0) och 27 prover som tveksamt positiva (1) med avseende
pa forekomst av B-hydroxybutyrat. Inget prov beddmdes som positivt (2) eller
starkt positivt (3). | Acetontest bedémdes 50 prover som negativa (0) och ett prov
som svagt positivt (1) med avseende pa forekomst av acetoacetat. Inget prov
bedomdes som starkt positivt (3). Urin samlades fran 49 kor och dessa prover
analyserades med snabbtestet Ketostix. Analysen resulterade i att 32 urinprover
beddmdes som negativa (0) och sex prover bedomdes innehalla spar av
acetoacetat (1). Tre prover bedémdes ha liten forekomst (2), fyra prover mattlig
forekomst (3) och fyra prover stor forekomst (4) av acetoacetat.

Antal djur som gett upphov till olika utfall pa respektive snabbtest visas i Tabell

2. Dar framgar daven vilken lagsta och hogsta plasmakoncentration av
B-hydroxybutyrat som gett upphov till de olika utfallen.
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Tabell 2: Testresultat fran de semikvantitativa snabbtesterna. Lagsta respektive hogsta
plasmakoncentration av g-hydroxybutyrat (BHB) i plasma som gett upphov till de olika
utfallen finns angivet

Koncentration BHB (mmol/l)

Snabbtest Bedomning min max
PortaBHB *

n=24 0 0,24 1,68
n=27 1 0,37 2,88
Acetontest

n =50 0 0,24 1,74
n=1 1 2,88 2,88
Ketostix

n=32 0 0,24 1,06
n==6 1 0,33 1,25
n=3 2 1,12 1,53
n=4 3 1,02 1,68
n=4 4 1,44 2,88

*Eftersom analys med PortaBHB (PortaBHB milk ketone test) inte gav upphov till nagra
utfall bedémda som (2) eller (3) finns de inte med i tabellen
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Jamforelse mellan referensmetoden och Precision Xceed

Né&r koncentrationerna av B-hydroxybutyrat uppmatta med Precision Xceed och
referenstmetoden jamfoérdes med Bland & Altmans (1986) statistiska metod for
limits of agreement var medelavvikelsen mellan de bada testerna 0,13 mmol/l och
95 % limits of agreement -1,04 och 0,78 mmol/l (Figur 5). Concordance
correlation coefficient beréknades till 0,77 (Figur 6).
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Figur 5: Bland Altman-diagram. Skillnaden i koncentrationen f-hydroxybutyrat uppmatt
med referensmetoden och Precision Xceed (vertikal axel) plottad mot medelvérdet av
testparen (horisontell axel). Den horisontella linjen méarkt * motsvarar medelavvikelsen
mellan de bada metoderna (0,13 mmol/l) och de horisontella linjerna markta **
motsvarar 95 % limits of agreement (-1,04 och 0,78).
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Figur 6: Concordance correlation-diagram. Koncentrationerna av f-hydroxybutyrat
enligt laboratoriemetoden och Precision Xceed ar plottade pa den horisontella respektive
vertikala axeln. Den streckade linjen visar Concordance correlation coefficient (0,77).

17



Sensitivitet, specificitet och kappavarden

Sensitivitet och specificitet for detektion av mjélkkor med forhojda nivaer av
ketonkroppar undersoktes for samtliga snabbtest. For definition av forhojda nivaer
av ketonkroppar anvandes grénsvérdet > 1,4 mmol/l B-hydroxybutyrat i plasma
uppmatt med referensmetoden. FOr samtliga snabbtest berdknades &ven
kappavardet. | Tabell 3 visas sensitivitet, specificitet och kappavérde for
undersokta gransvarden.

Tabell 3: Samtliga snabbtesters sensitivitet, specificitet och kappavarde for olika
gransvarden.

Snabbtest Utfall Grénsvérde gz;‘i ?02()95 Kappavérde
Foston 1,4 mmol/] 100 93 0,93
PortaBHB** 1 100 pmol/I 88 53 0,21
Acetontest 1 svagt violett 13 100 0,19
Ketostix 1 0,5 mmol/l 100 78 0,54
Ketostix 2 1,5 mmol/l 100 93 0,81
Ketostix 3 4,0 mmol/I 88 98 0,85
Ketostix 4 8-16 mmol/I 50 100 0,63

*)Relaterat till plasma p-hydroxybutyrat > 1,4 mmol/l enligt referensmetod
**) PortaBHB = PortaBHB milk ketone test

Bade Ketostix (gransvarde 1,5 mmol/l) och Precision Xceed uppvisade en
sensitivitet pa 100 % och specificitet pa 93 % och hade saledes bast
testegenskaper i denna studie. Acetontest uppvisade den ldagsta sensitiviteten (13
%), men specificiteten var hdg (100 %). For PortaBHB milk ketone test var
sensitiviteten 88 % och specificiteten 53 %.

Kappavardena for Acetontest och PortaBHB milk ketone test var laga (0,19
respektive 0,21), vilket tyder pa en lag grad av Overensstimmelse med
referensmetoden. For Precision Xceed och tva av Ketostix gransvarden, utfall 2
och 3, var kappavérdet > 0,81, vilket tolkas som att Gverensstdmmelsen med
referensmetoden var hég. For Ketostix 6vriga gransvarden, utfall 1 och 4, tyder
kappavardena (0,54 respektive 0,63) pa mattlig respektive substantiell
Overensstdammelse med referensmetoden.

18



DISKUSSION
Snabbtesternas tillforlitlighet
Precision Xceed

| denna studie uppvisade Precision Xceed bade hog sensitivitet (100 %) och hog
specificitet (93 %) i jamforelse med referensmetoden ndr gransviardet > 1,4
mmol/l anvandes. Mataren évervérderade nivaerna med i genomsnitt 0,13 mmol/I
och korrelationskoefficienten mellan maétarens och referensmetodens uppméatta
varden var 0,77. lwersen et al. (2009) utvarderade en foregangare till mataren som
visade sig ha bade en sensitivitet och specificitet pa 100 % jamfort med
serumkoncentrationer av B-hydroxybutyrat samt en korrelationskoefficient pa
0,95. Studien genomfordes i USA och innehdll prover fran 196 djur. Matarens
tillforlitlighet enligt Iwersen et al. (2009) var mycket god. Sensitiviteten och
specificiteten var hdg aven enligt denna studie men korrelationen mellan métaren
och referensmetoden var sdmre, framforallt vid hogre plasmakoncentrationer av 3-
hydroxybutyrat. Om métaren visar koncentrationer > 1,4 mmol/l ska dessa tolkas
med tillforsikt, eftersom métaren enligt min studie tenderar att Overdriva
koncentrationerna ju hogre de blir. I denna studie ingick dock endast atta kor med
koncentrationer av B-hydroxybutyrat > 1,4 mmol/l och ingen ko diagnostiserad
med klinisk ketos. En studie av fler kor med hoga nivaer av B-hydroxybutyrat
behovs for att med storre sakerhet kunna uttala sig om korrelationen mellan
mataren och referenstesten vid hoga koncentrationer av ketonkroppar.

Mataren ar enkel att anvanda och ger svar pa endast 10 sekunder. Eftersom testen
ar kvantitativ och resultatet presenteras som ett numeriskt varde ar det lattare att
tolka testresultatet an fran en semikvantitativ analysmetod som bygger pa
fargomslag. Nagot som kan komplicera utforandet av analysen ar att mataren
kraver helblod for analys istallet for mjolk eller urin som de 6vriga snabbtesterna.

Denna studie visar att métaren med god tillforlitlighet kan anvéndas for att skilja
individer med subklinisk ketos fran individer utan subklinisk ketos, men att den
vid koncentrationer av B-hydroxybutyrat > 1,4 mmol/l tenderar att dvervardera
nivaerna.

PortaBHB milk ketone test

| denna studie uppvisade PortaBHB milk ketone test en sensitivitet pa 88 % och
en specificitet pa 53 % nar 100 pumol/l ("tveksam forekomst”) anvandes som
gransvarde i jamforelse med referensmetoden. Detta var det enda gransvarde som
sensitivitet och specificitet kunde beréknas for, eftersom inga andra utfall erhélls i
denna studie. Oetzel (2004) har i en studie sammanstallt data fran utvéarderingar
av liknade snabbtester och kommit fram till en genomsnittlig sensitivitet och
specificitet pa 83 % respektive 82 %.

En ké&nd felk&lla for PortaBHB milk ketone test ar att héga celltal i mjélken kan
ge upphov till falskt positiva testresultat. | denna studie hade tva kor klinisk mastit
I en juverdel. En av dessa kor fick ett falskt positivt testresultat. Ytterligare tre
falskt positiva testresultat erholls fran tre undervisningskor som var nara
sinldggning. En tanke dr att hoga celltal hos dessa kor gav upphov till det noterade
fargomslaget pa snabbtesten. Om man kan undvika att ta prov fran juverdelar med
hoga celltal kan testets specificitet formodligen hojas. Att halften av
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undervisningskorna fick positiva testresultat kan ocksa bero pa att de var bland de
forsta korna att provtas och att en viss ovisshet radde kring hur fargomslaget
skulle tolkas.

Att detektera ketonkroppar i mjolk har stora praktiska fordelar jamfért med analys
av andra kroppsvétskor och PortaBHB milk ketone test & den minst
arbetskravande snabbtesten av de som utvérderats i denna studie. Tillforlitligheten
ar enligt resultaten fran studien inte optimal da manga falskt positiva detekterats
pa grund av den laga specificiteten. Om endast nykalvade kor hade ingatt i
undersokningen hade specificiteten eventuellt varit hogre eftersom kor med hdga
celltal pa grund av sinlaggning inte hade inkluderats.

Enligt denna studie &r PortaBHB milk ketone test tillforlitligt for detektion av
ketonkroppar hos mjolkkor, men man ska vara medveten om vad som kan stora
analysen.

Acetontest

I denna studie var bara en ko positiv i Acetontest, vilket gav testet en sensitivitet
pa 13 % och en specificitet pa 100 % i jamforelse med referensmetoden. Inga
"starkt positiva” testresultat erholls. Testet gav saledes upphov till en stor andel
falskt negativa resultat. Snabbtester for mjolk som bygger pa samma analysmetod
har i tidigare studier uppvisat liknande egenskaper (Geishauser et al., 1998;
Geishauser et al., 2000; Carrier et al., 2004). Testets laga kappavarde tyder ocksa
pa lag 6verensstaimmelse med referensmetoden. | enlighet med vad Oetzel (2004)
konstaterade har testet pa grund av sin laga sensitivitet begransad anvéandning,
framforallt som screeningtest pa besattningsniva.

Anledningen till att tester av det har slaget har lag sensitivitet kan vara att
nivaerna acetoacetat ar betydligt lagre i mjolk an i blod (Enjalbert et al., 2001)
och inte ger fargomslag forran kraftigare forhojningar av ketonkroppsnivaerna
intraffat.

Pa grund av den laga sensitiviteten som testet uppvisade i den har studien ar den
mindre anvéndbar for detektion av ketonkroppar hos mjélkkor. Det kan dock vara
anvandbart som diagnostiskt test pa individuella djur, eftersom ett positivt resultat
med stor sannolikhet ar sant och indikerar relativt hoga nivaer av ketonkroppar.

Ketostix

Ketostix uppvisade i denna studie en sensitivitet pa 100 % och en specificitet pa
93 % nér gransvéardet 1,5 mmol/l ("liten forekomst”) anvandes, vilket innebar att
tillforlitligheten i jamforelse med referenstestet &r god. Aven kappavardet for
detta gransvarde tyder pa god Gverensstammelse med referensmetoden .Vid hogre
gransvarde minskade sensitiviteten och specificiteten ©Okade. Dessa resultat
Overensstdammer med vad Carrier et al. (2004) kom fram till i sin studie av en
liknande teststicka och samma gransvarde, med skillnaden att sensitiviteten dar
var nagot lagre (78 %).

Liksom Carrier et al. (2004) noterade i sin studie och vad som &aven framgar av
bruksanvisningen ar korrekt avlasningstid viktigt for att testet inte ska bli falskt
positivt. Avlasningstiden ar enligt tillverkaren 15 sekunder, men det gar enligt
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Carrier et al. (2004) bra att korta ner den till 5 sekunder for att minska risken for
falskt positiva och samtidigt behalla testets goda tillforlitlighet.

Testets anvandning begransas av att kor inte urinerar pa bestallning, men om tid
och talamod finnes att invanta provsubstrat ar det enligt min studie ett mycket bra
snabbtest for ketonkroppsdetektion.

Allmant om ketonkroppsdetektion hos mjolkkor

Forhojda nivaer av ketonkroppar har i flera studier sett ha ett samband med 6kad
risk for sjukdom och sankt mjolkproduktion och ar darfor en bra parameter att
maéta for kontroll av mjélkkons metabola hélsa. De &r dessutom latta att detektera i
olika kroppsvatskor med olika typer av snabbtest. Det &r viktigt att komma ihag
att det inte &r ketonkropparna per se som ger problem, utan den underliggande
stérningen i &mnesomsattningen.

Andra parametrar och metoder

Forhojda nivaerna av NEFA i blod har liksom forhéjda nivaerna av ketonkroppar
ett samband med okad risk for sjukdomar och lagre mjolkproduktion (LeBlanc,
2010). Tyvarr finns det i dagslaget, till min k&nnedom, inga snabbtester framtagna
for detektion av NEFA vilket begrénsar analysens anvandning. Stengarde (2010)
visade i sin avhandling att det dven finns fler blodparametrar som speglar kons
amnesomsattning och risk for att utveckla sjukdom.

Information om kons metabola hélsa kan givetvis fas med hjalp av andra metoder
an att mata parametrar i blod. Enligt LeBlanc (2010) ar uppgifter om kliniska
sjukdomar i besattningen, métningar av foderintag och mjolkproduktion samt
uppskattning av body condition score exempel pa andra metoder som finns att
tillgd vid bedémning av halsolaget pa beséttningsniva. Vid bedémning av
individuella djur &r det givetvis viktigast att samla information fran till exempel
anamnes och klinisk undersékning och att analys av ketonkroppar ses som en
kompletterande undersokning.

SLUTSATS

Enligt denna utvéardering av olika snabbtester for ketonkroppsdetektion visade
Precision Xceed och Ketostix upp béast testegenskaper i jamforelse med
referensmetoden. Precision Xceed tenderade dock att Overvardera de faktiska
koncentrationerna av B-hydroxybutyrat vid hogre nivaer. PortaBHB milk ketone
test uppvisade relativt hdg sensitivitet men lagre specificitet. Den l&gre
specificiteten kan bero pa att testet dven reagerar pa hoga celler i mjdlken.
Acetontest uppvisade hdg specificitet, men mycket lag sensitivitet. Ketostix,
Precision Xceed och PortaBHB milk ketone test kan anvéandas bade som
diagnostiskt test for sjuka djur och screeningtest for friska djur, under svenska
forhallanden. Acetontest har dock begransad anvandning som diagnostiskt test bor
inte anvéndas som screeningtest.
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