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Sammanfattning

For att sdkerstilla en god start i livet hos kalvar dr rdmjolken en viktig del. Upptag av antikroppar
frdn rdmjolk paverkas av méinga olika faktorer. En viktig faktor ar kvaliteten hos den ramjolk som
kalven utfodras med. Det finns olika sétt att kontrollera halten av antikroppar innan ramjdlksgiva.
Ett vanligt verktyg i1 svenska beséttningar dr kolostrometer som maéter densiteten 1 mjélken och
utifran denna kan ge en uppskattning av antikroppsinnehallet.

I detta examensarbete har en digital Brix-refraktometer och kolostrometern jamforts med infrar6d
spektroskopi. Blodprover fran kalvar som fatt ramjolk av kdnd kvalitet har analyserats avseende
gammaglobulinhalt samt innehall av specifika antikroppar mot bovint adenovirus typ 3, bovint
coronavirus och bovint respiratoriskt syncytialt virus. Syftet med dessa undersdkningar var att se
om det gick att utréna huruvida nagon av de olika metoderna for kontroll av ramjolkskvalitet var
bittre for att forutspd den passiva immuniteten hos kalvarna. Aven fodelseviktens paverkan pé
antikroppsupptaget har undersokts, samt eventuell skillnad i rdmjolkskvalitet mellan tvd olika
koraser.

Resultaten visade att de kalvar som fétt rdmjolk av god kvalitet enligt Brix-refraktometern i storre
utstrackning ocksd hade hogre gammaglobulinhalt i blodet dn de kalvar som fatt mjolk av sdmre
kvalitet. Kolostrometern gav ett mer osédkert resultat dér kalvar som fatt rdmjolk av god kvalitet
enligt kolostrometermédtningen dndd ldg lagt i gammaglobulinnivd. En signifikant skillnad har
pavisats mellan de tva olika miatmetoderna. Virusspecifika antikroppar sjunker snabbare 1 blodet hos
kalvar som fatt ramjolk av sdmre kvalitet, 4n hos de som fatt battre rdm;jolk.

Kalvens fodelsevikt hade signifikant, men svag, paverkan pa upptaget av antikroppar. Korasens
betydelse for ramjolkskvaliteten har inte kunnat styrkas i denna underskning.



Summary

To ensure a good start in a calf’s life the colostrum plays a big part. The absorption of antibodies
from colostrum is dependent on many different factors. One of the main factors is the quality of
colostrum given to the calf. There are various methods to make sure the colostrum is good enough
before feeding it to a calf. A common method used in Swedish herds is a colostrometer that
measures the colostral density and gives an estimation of the contents of antibodies in colostrum.

In this study a digital Brix refractometer and the colostrometer were compared with infrared
spectroscopy. Blood samples from calves fed colostrum of a known quality were analyzed for
content of gamma globulines and antigen specific antibodies to bovine adeno virus type 3, bovine
corona virus and bovine respiratory syncytial virus. The purpose was to investigate if any of the
methods was better for determining colostral quality and therefore ensure a better passive immunity
in calves. Also the birthweight of the calves was compared with the level of gamma globulines in
calf plasma to see if it had an impact on the uptake of antibodies. Differences in colostral quality
between breed of cow was also investigated.

Results show that calves fed colostrum of a higher quality, according to the Brix refractometer, also
had a higher level of gamma globulines in the blood. The colostrometer showed a more varied
result where some calves fed colostrum of good quality according to the colostrometer, had a very
low level of gamma globulins. A significant difference between the two methods was shown. The
level of antigen specific antibodies decreased faster in calves fed colostrum of low quality,
compared to calves fed colostrum of better quality.

The birth weight of the calf had a small, but significant, impact on passive immunity. No difference
between cow breeds was shown in this study.
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INLEDNING

Kalvhilsan &r en viktig del i modern notkreatursproduktion. Detta géller bade for mjolk- och
kottproducerande beséttningar. En dalig kalvhidlsa orsakar bade direkta och indirekta
ekonomiska forluster och kan hélsan optimeras fran start skapas forutsittningar for battre
vinst och battre hélsa hos djuren.

Redan i borjan av 1900-talet studerades vikten av att kalvar fick den forsta mjolken frén kon
for att den skyddade mot sjukdomar. I en studie publicerad sa tidigt som 1922, beskrivs ett
forsok dar kalvar 1 tvd grupper antingen fatt eller inte fatt rdmjolk. Skillnaden var sldende
avseende infektionssjukdomar och forskarna tyckte sig kunna se att smittorna fanns i kalvarna
frdn borjan oavsett omgivande miljo, vilket ytterligare forstarkte rdmjolkens betydelse (Smith
& Little, 1922). Sedan denna tidiga studie utfordes har otaliga forskare djupdykt i de olika
delar som ingér i den komplexa fragan om kalvars behov och upptag av ram;jolk.

FPT eller failure of passive transfer, det vill sdga ett for lagt upptag av antikroppar via
ramjolken, ar ett problem som forekommer péd flera djurslag. En serumkoncentration av
immunoglobuliner p4 mindre dn tio gram per liter under forsta levnadsveckan ridknas som
FPT hos kalv (Vogels et al., 2013). Da nétkreatur har en placenta som é&r utformad si att
ingen passiv immunitet erhélles i moderlivet dr det extra viktigt att den passiva dverforingen
av antikroppar post partum fungerar som den ska (Weaver ef al., 2000).

Det dr manga faktorer som spelar in for att upptaget skall bli s& bra som mgjligt. En viktig del
ar kvalitén pa ramjolken. Med god kvalité menas en hog halt immunoglobuliner, frimst IgG, i
ramjolken (Gulliksen et al., 2008).

For att sdkerstélla att sd goda forutsdttningar som mojligt skapas redan vid fodseln av en kalv
kridvs metoder for att ta reda péd dels rdmjolkens kvalité, dels hur mycket antikroppar kalven
faktiskt tar upp.

Syftet med detta examensarbete var att undersoka olika mitmetoder for att utvirdera
ramjolkens antikroppshalt och upptaget av antikroppar hos kalvar som fatt en uppmatt méngd
ramjolk av kénd kvalité.



En Brix-refraktometer har jimforts med en kolostrometer for att se om den skulle kunna vara
anvindbar for médtning av antikroppshalten i rdmjolk i den dagliga verksamheten ute pa
gérdar, d& den inte dr temperaturberoende pa samma sétt som en kolostrometer for att fa ett
bra resultat (Quigley et al. 2012). Om kons ras paverkar ramjolkskvaliteten undersoktes
ocksa.

Analys av antigenspecifika antikroppar mot bovint adenovirus typ 3, bovint respiratoriskt
syncytialvirus och bovint coronavirus med ELISA-analys av plasma fran kalvarna har utforts
for att se om det gér att dra slutsatser om rdmjolksupptaget via dessa. Denna studie omfattar
dven en undersokning av om kalvens fodelsevikt kan paverka formégan att absorbera
immunoglobuliner.



LITTERATURSTUDIE

Ramjélk

Till ramjolk rdknas den forsta mjolken som produceras efter kalvning. Ramjolksperioden hos
ndtkreatur dr mellan fem och sju dagar 14ng, men halten immunoglobuliner sjunker kraftigt
relativt snabbt post partum. Syftet med ramjolk dr att forse den nyfodda kalven med néring,
men ocksa att bidra till ett immunforsvar den forsta tiden i kalvens liv, da den fods helt utan
cirkulerande antikroppar (Marnila & Korhonen, 2011). Kalvar fods med sma energireserver
och bor fa 1 sig foda sd snart som mdjligt efter fodseln. Kolhydrater och fett 1 mjolken star for
uppratthallandet av kalvens kroppstemperatur, och darigenom for den omedelbara
overlevnaden (Morrill et al., 2012).

Ré&mjolken ar i grova drag uppbyggd av proteiner, fett, laktos och vatten. Den stdrsta delen av
proteinet utgdrs av kasein. Enligt en studie utgdr den totala torrsubstanshalten, inklusive fett,
proteiner och spardmnen, 24 % i ramjolk. Av torrsubstansen utgdrs 4,8 % av kasein, 6 %
albumin och 6 % av immunoglobuliner. De viktiga immunoglobulinerna i rdmjolken utgdrs av
framfor allt IgG, hela 85-90 %, men dven IgM 5 % och IgA 5-7 % (Godden, 2008; Vetter et
al., 2013; Stilwell & Carvalho, 2011).

Forutom immunoglobuliner innehéller rdmjolken celler, exempelvis lymfocyter, samt en del
bioaktiva komponenter som cytokiner. Dessa har ocksa effekt pad kalvens immunforsvar.
Cellerna utgor ett direkt forsvar 1 mag-tarmkanalen och cytokinerna hjélper till att utveckla
det egna forsvaret hos kalven (Sacerdote et al., 2013). Cytokiner hjélper ocksa till att inleda
tarmutvecklingen hos kalven. Det tidiga intaget av ramjolk stimulerar celltillvaxt i
tarmslemhinnan och startar upp digestionskanalens funktioner (Hammon et al., 2012).

Generellt har rdmjolken en hogre densitet, mer torrsubstans, dn vanlig komjélk. Den
innehéller hogre halt av protein, mineral och ofta, men inte alltid, hogre halt av fett.
Laktoshalten ddremot &dr nédgot ldgre 1 rdmjolk jamfort med vanlig mjolk (Marnila &
Korhonen, 2011). Torrsubstansen ligger pd en halt av 21 till 27 % i ramjolk, att jimfora med
12 till 13 % 1 vanlig komj6lk (Jaster, 2005).

Absorption och utfodring

Under kalvens forsta levnadsdygn, ndrmare bestdmt de forsta 24-36 timmarna, ar tarmen
mottaglig for sa kallade makromolekyler. Detta innebér att bland annat immunoglobuliner kan
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passera in i kalvens tarmepitelceller med hjélp av pinocytos. Genom epitelcellerna gar sedan
antikropparna vidare till det lymfatiska systemet med hjélp av sé kallad exocytos. Efter ett till
tvd dygn upphor dock denna formaga att absorbera antikroppar via ramjolken varfor det dr
viktigt att kalven sa snart som mojligt efter fodseln far i sig rdmjolk. Fran lymfsystemet gér
immunoglobulinerna vidare till blodet via ductus thoracicus (Weaver ef al., 2000).

Manga faktorer har betydelse for antikroppsupptaget hos kalven. Olika raser har olika bra
upptag och en studie menar att kalvens kon kan spela viss roll dér kvigor tenderar att ha en
hogre halt av antikroppar @n tjurar. Det dr dock enligt forfattarna inte helt klarlagt om detta
snarare beror pd den totala blodvolymen én ett faktiskt hdgre upptag hos kvigorna (Quigley &
Drewry, 1998). Sambandet mellan kdn och antikroppsupptag dr inte faststéllt da flera andra
studier visar pd motsatt resultat, dir konet inte har ndgon betydelse for upptaget (Trotz-
Williams et al., 2008).

Hur mycket ramjolk som kalven far spelar roll. En studie visar ett linjart samband mellan
utfodrad méangd IgG och serumhalt av IgG. Forsoket visar ocksa att det dr ett likvardigt
upptag av antikroppar mellan kalvar som fir en utfodring under de forsta tolv
levnadstimmarna och kalvar som far samma méangd ramjolk uppdelad i tvd givor. Det viktiga
ar koncentrationen av antikroppar i mjolken (Hopkins & Quigley, 1997).

Metoden som anvinds vid utfodring av kalvarna har ocksa betydelse for hur bra antikroppar
absorberas. Upptaget av immunoglobuliner hos kalvar som matats med nappflaska har visats
vara battre dn hos kalvar som givits rdmjolk via sond, atminstone da det géller mindre
volymer (Godden et al., 2009). Aven den abomasala tdomningshastigheten hos kalven spelar in
1 upptaget av antikroppar dér snabbare tdmning av l6pmagen ger ett hogre upptag av IgG
(Mokhber-Dezfooli et al., 2012).

Failure of passive transfer (FPT)

FPT, det vill sdga for 1dgt upptag av antikroppar fran ramjolken, definieras som en for lag halt
immunoglobuliner i blodet hos kalvar vid 24-48 timmars alder. Ett gransvarde for Ig-nivén i
serum 24-48 timmar post partum &r satt till 10 g/, vilket motsvarar en totalproteinhalt pa 52-
55 g/l (Bielmann et al., 2010, Tyler et al., 1996). Totalproteinviardet anvinds ofta for att skilja
mellan bra och daligt upptag av antikroppar d4 mitning av totalprotein &r enklare att utfora i
falt an IgG-analys (Alley et al., 2012). En viktig faktor for antikroppsupptaget ar hygienen pa
ramjolken vid utfodringen och rekommendationen ir att bakterieinnehéllet ar 1dgre &n 100000
cfu/ml dér cfu star for colony forming units, vilket dr ett matt pd antal bakterier (Fidler et al.,
2011).



Enligt en amerikansk studie har prevalensen av FPT hos kvigkalvar minskat frdn 6ver 40 %
1991-92, till 19,2 % da studien utfordes 2009. Den troliga orsaken till minskningen tros bero
pa forbattrade rutiner vid kalvning och ramjolksutfodring (Beam et al., 2009).

En studie utford i Florida, visade att kalvar som hade en lag halt totalprotein 1 blodet vid
matning vid tva till atta dagars alder, 1opte en tre till sex ganger forhdjd risk att d6 innan sex
mdnaders dlder, jamfort med kalvar som hade hog totalproteinhalt. En lag totalproteinhalt
sattes 1 forsoket till mindre &n 50 g/l och grinsen for hog halt sattes till mer &n 60 g/l
(Donovan, et al., 1998). Ytterligare en amerikansk studie gjord pa tvda mjolkgardar i
Kalifornien visade att hoga halter IgG, det vill sdga halter over 20 g/l, gav kortare
sjukdomsduration hos kalvar med diarré. Kalvarna hade insjuknat trots att overforingen av
antikroppar var tillfredsstéllande, men de klarade av sin sjukdom béttre 4n de med for lag halt
IgG, 1 forsoket satt till 5 g/l (Paré et al., 1993). I en undersdkning utford 1 Kanada pa 78 sjuka
kalvar kunde 86 % konstateras ha for 14gt [gG-vérde, det vill sédga en antikroppshalt pa mindre
dn 10 g/l. Aven denna studie belyser risken for individer med FPT att insjukna i 13g alder
(Fecteau et al., 2013).

Riskfaktorer for FPT

Flera riskfaktorer for FPT har ndmnts ovan, sa som utfodringsmetod vid ramjdlksgiva, méngd
ramjolk som kalven fér i sig samt kalvens hélsostatus vid fodseln som kan kompliceras av
exempelvis en svar forlossning och for tidig fodsel.

En av de viktigaste faktorerna som paverkar kalvens upptag av antikroppar ar naturligtvis
kvaliteten pa rdmjolken. Det maste finnas tillrdckligt med antikroppar 1 mjolken for att kalven
ska kunna ta upp dem. Halten varierar kraftigt mellan olika kor, 4ven inom samma ras, och
manga faktorer finns som péverkar detta. Gulliksen (2008) visar att halten antikroppar ocksé
ar sdsongsberoende, med hogre halt antikroppar under sommar och tidig host dn under resten
av aret. Samma studie visar ocksa att det finns ett samband mellan vilket laktationsnummer
kon har och halten immunoglobuliner, ju dldre ko desto mer antikroppar. Troligen beror detta
pa langre exponeringstid for smittodmnen och foljaktligen langre tid att bilda antikroppar
(Gulliksen et al., 2008). I en svensk studie konstaterades att kons laktationsnummer spelar roll
for ramjolkens immunoglobulinhalt. En signifikant skillnad 1 antikroppsniva kunde uppmétas
1 serum fran kalvar vars modrar var forsta- och andrakalvare, dar dessa kalvar hade lagre
antikroppshalt jamfort med kalvarna till kor med laktationsnummer tre eller hdgre (de Verdier
Klingenberg et al., 1999).



Bristande rutiner for ramjolksutfodring ndmns av flera forfattare som en stor riskfaktor for
FPT. Ett exempel dr da kalven ldmnas med modern och ska dia sjdlv, vilket visas ha ett
signifikant samband med FPT. Trotz-Williams et al. (2008) visar att detta 0kar risken att
kalven far for liten miangd ramjolk och studien visar ocksa ett samband mellan den tid som
kalven ldmnas med modern och FPT. Ju ldngre tid kalven var kvar hos kon desto storre risk
var det for FPT, medan kalvar som separerades fran modern i samband med fodseln i storre
utstrickning utfodrades med en kdnd mingd ramjolk inom de forsta sex levnadstimmarna.
Denna utfodring minskade risken for FPT markant (Trotz-Williams et al., 2008). En svensk
studie visar ocksa en signifikant hogre risk for kalvar att drabbas av allvarlig diarré om de
sjdlva forvéntats dia sin rdmjolk, jamfort med de som matats av djurskoétaren (Svensson ef al.,
2003).

Tidpunkt for ramjolksgiva efter fodelsen har ocksa visats vara en viktig faktor 1 6verforingen
av antikroppar. Tarmens epitelceller forlorar formagan att absorbera stora molekyler,
exempelvis antikroppar, vid cirka 24 timmars alder varfér ramjolken maste ges inom det
forsta dygnet for att absorberas tillfredsstillande. Under dessa 24 timmar minskar
effektiviteten i upptaget dessutom successivt och det dr som bést omedelbart efter kalvens
fodelse (Quigley & Drewry, 1998). Mjolkens innehall fordndras snabbt efter forsta
mjolkningen och det gér att se en kraftig minskning av immunoglobuliner mellan det forsta
och tredje mjolkningstillfédllet post partum. Totalproteinhalten i procent gar fran 14 till 8,4
procent redan mellan forsta och andra mjolkningen och vid det tredje tillfdllet &r totalproteinet
nere pa 5,1 procent. Detta 6kar vikten ytterligare av att kalven utfodras med tillracklig méngd
ramjolk av god kvalitet sé tidigt som mojligt (Marnila & Korhonen, 2011). Enligt samma
studie dr tarmen mottaglig for storre molekyler 1 upp till 36 timmar efter fodelsen. En svensk
studie visar dven den att kvaliteten pd rdmjolken minskar kraftigt mellan forsta och andra
urmjolkningen. I det forsoket minskade andelen antikroppar med 50 % mellan forsta och
andra mjolkningstillfallet. Hela 75 % av korna hade vid andra urmj6lkningen en alltfor lag
halt, enligt forsokets cut-off < 50 g/l (Liberg, 2000). Samma studie tar ocksa upp
problematiken med mjolklackage innan kalvning, dédr en hel del av antikropparna riskerar att
ga till spillo. 25 kor i studien hade ett hoggradigt 1ackage innan kalvning och samma kor hade
sedan en lag antikroppshalt i ramjolken post partum.

Kalvens allménna hélsostatus vid fodseln avgdr ocksa hur mycket antikroppar som tas upp.
Exempelvis kan en respiratorisk acidos efter fodseln bidra till ett simre upptag av
immunoglobuliner. Respiratorisk acidos uppstar da kalven utsétts for hypoxi, vilket sker vid
alla normala forlossningar. Vid dystoki och lédngre tids hypoxi kan acidosen kvarstd hos
kalven och paverka upptaget av antikroppar negativt (Quigley & Drewry, 1998). I samband
med detta kan ocksd ndmnas vikten av 6vervakade kalvningar for att undvika onddigt langa
och utdragna fodslar som Okar risken for hypoxi hos kalven. Genom oOvervakning och
forlossningshjélp vid behov kan risken for ett allt for lagt rdmjdlksintag minskas (Lorenz et
al.,2011).



Matmetoder

Det finns olika sitt att mita totalproteinhalt eller antikroppshalt i ett provmaterial, bade
direkta och indirekta metoder. Till de direkta metoderna ridknas bland annat ELISA (enzyme-
linked immunosorbant assay) och radial immunodiffusion (RID) som bada mater
immunoglobulinhalten 1 provet. Att en mitmetod &r indirekt innebér att den méter totalprotein
eller torrsubstanshalt 1 ett prov och ger en uppskattning av immunoglobulinvérdet. Till
indirekta metoder rdknas refraktometer och kolostrometer.

Matmetoder i ramjolk

Kolostrometer

Det vanligaste sdttet att médta kvalité pd rdmjolk i1 besittningar dr att anvinda en sd kallad
kolostrometer (Bielmann ef al. 2010). Det dr ett instrument som méter densiteten i ramjdlken.
Kolostrometern anvédnds for att bestimma totalproteinhalten 1 provmaterialet, vilket 1 sin tur
leder till en uppskattning av antikroppsinnehallet 1 mjolken. Det finns en del problem med
kolostrometern som métinstrument. For det forsta dr densiteten 1 mjolken inte helt korrelerad
till halten antikroppar (Morin et al., 2001). Till detta kommer att kolostrometern é&r
temperaturberoende for att visa ett tillforlitligt resultat, vilket gor att den blir mer
svarhanterlig 1 praktiken &n till exempel en digital refraktometer (Quigley et al. 2012., Morin
et al. 2001). Morin slir ocksa fast att ras hos djuret och sdsong pa aret kan paverka
tillforlitligheten vid métning med kolostrometer (Morin et al. 2001). 1 Libergs studie av
ramjolk frdn 664 mjolkkor visade kolostrometern falskt positivt resultat for 8 % av proverna.
Detta ansdg forfattaren vara en godtagbar felmarginal och kolostrometern bedémdes vara ett
bra test att anvénda i falt (Liberg, 2000).

Refraktometer

En refraktometer bestimmer andelen torrsubstans i en vitska genom att médta hur stor del av
en ljusstrale som bryts av mot fasta partiklar i provmaterialet. Refraktometri kan anvindas pé
olika provmaterial och fungerar bra till bade ramjolk och serum. Fordelen med exempelvis
refraktometern jamfort med de direkta metoderna, ar att den kan fungera som en cow-side test
och anvindas i félt for att i mojligaste man forhindra FPT hos kalvar da ramjolken kan
kontrolleras pé ett tillforlitligt sitt innan giva (Wallace et al., 2006). En studie visar pa en
korrelation mellan refraktometri och immunoglobulinkoncentration i ramjolk métt med
elektrofores pd 0,98 (P<0,001) vilket &r en hog korrelation och saledes gor refraktometern till
ett anvindbart verktyg i félt (Molla, 1980).



Brix-refraktometern &r en digital refraktometer som maéter torrsubstansen i rdmjolk.
Torrsubstanshalten visar bland annat hur mycket protein det finns 1 mjolken och ger
dirigenom en uppskattning av antikroppshalten. I en studie, (Bielmann et al., 2008), visas att
Brix-refraktometern inte dr temperaturberoende pd grund av att apparaten korrigerar for
temperaturskillnader i provet. Mitningar utférdes pd mjolk vid 5, 20 och 38 °C och inga
signifikanta skillnader i resultat kunde pévisas. Den digitala refraktometern gor ocksa
métningen mer objektiv da ett virde faststills av apparaten, till skillnad frén den traditionella
analoga refraktometern, dir avldsaren bedomer virdet. I en uppf6ljande studie av samma
forfattare, gjord pad ramjolksprover frdn 273 kor, slas fast att bade digital och analog
refraktometer fungerar bra for ungefdrlig mitning av antikroppshalten. De sétter cut-oft-
virdet till 22 % da de olika refraktometrarna jamférs med en RID som gold standard
(Bielmann et al., 2010). I en studie pa 183 mjolkprover visar ocksd Quigley et al. (2013) att
Brix-refraktometern ger en bra uppskattning av rdmjolkskvaliteten jamfort med RID.
Forfattarna rekommenderar en cut-off niva pa 21 % vilket skulle motsvara en IgG-halt pa >
50 g/l. De konstaterar ocksa att den digitala refraktometern &r smidig och billig att anvénda i.

ELISA

ELISA idr en laboratoriemetod for att médta ramjolkskvaliteten och den &r siledes inte sa
anvindbar 1 filt som de ovanstdende metoderna. Det finns ett flertal ELISA-kit som kan
anvindas for métning av antikroppar i mjolk. En studie som jdmforde ELISA och RID med
varandra visade att ELISA-analysen inte fungerade lika bra vid analys av rdmjolk som RID,
men vid analys av plasma uppnaddes likvirdigt resultat mellan de bada testen. Studien visade
att andra @mnen i mj6lken, utdver immunoglobuliner kan paverka resultaten. Slutsatsen som
drogs av detta var att RID ger ett tillforlitligare virde pé antikroppshalt i mjolk (Li-Chan &
Kummer, 1997). Molla (1980) visade pa en korrelation mellan RID och elektrofores péd 0,87
(P<0,001).

Matmetoder i blod

Flera analysmetoder finns for métning av antikroppshalt 1 serum. I en studie utford pa
kottraskalvar jamfordes refraktometer med tre olika mitmetoder; zinksulfatturbiditet,
elektrofores och RID. Alla dessa tre ér direkta matmetoder for immunoglobuliner. De gav alla
en réttvisande bild av hur mycket antikroppar som fanns i serum (Bradley & Niilo, 1985).

RID har validerats for anvdndning pa notkreatur i ett forsok utfort av Chelack (2003) dér en
standardkurva gjordes genom att spdda ett referensserum med kénd méngd antikroppar.

Standardkurvan anvéndes for att sedan kunna berdkna antikroppsnivaerna i proverna. RID
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fungerar i grova drag si att antiserum mot den antikropp som eftersoks adderas till en
agarosgel. D& serum innehdllande ratt antikroppar tillsdtts diffunderar antigen-
antikroppskomplex ut i gelen och bildar en ring. Diametern pa ringen mits sedan och ju storre
diameter desto mer antikroppar finns i provmaterialet (Chelack et al., 1993).

Olika typer av antikropps-ELISA finns ocksd att tillgd dar det gir att undersoka for
antikroppar generellt alternativt antigenspecifika antikroppar. Redan pa sjuttiotalet var
ELISA-analysen aktuell i forsok. Bland annat gjordes ett forsok i Sverige dar ELISA
anvindes for att finna antikroppar mot kolera i serum. Kortfattat fungerar en ELISA-analys pé
sa sitt att specifika antigen fasts i mikrobrunnar i testplattan via inkubering. Antigen som inte
fast in till brunnarna skoljs av och dérefter tillsdtts provmaterialet (t.ex. plasma), varpa en
andra inkubering sker. Antikroppar i provet binder dé till antigenet i plattan. Antikroppar som
inte bundits till antigen skoljs av och provet inkuberas aterigen tillsammans med enzym-
mirkta sekundidra antikroppar specifikt riktade mot de antikroppar man vill undersoka. Efter
skoljning tillsétts en substratlosning till mikrobrunnarna. Enzymet omvandlar substratet till en
fargad produkt under en sista inkubering och déarefter tillsdtts s& kallad stoppvitska, som
avbryter reaktionen. Resultatet avldses med hjélp av en spektrofotometer, vid en bestdmd
vaglangd (Holmgren & Svennerholm, 1973).



MATERIAL OCH METODER

Prover och tidigare utforda analyser

For denna studie har blod- och rdmjolksprover samlade i en tidigare studie anvénts. Den
tidigare studien utfordes pa 40 kalvar fodda pa Nationellt forskningscentrum for lantbrukets
djur, Uppsala-Lovsta, fran mars till juni 2012. Kalvarna var av tva olika raser, 27 Svensk
Laglandsboskap (SLB) och 13 Svensk R6d Boskap (SRB).

Blodproverna som anvéndes togs dels 1 den forsta levnadsveckan, vid 4-6 dagars alder, dels i
den attonde levnadsveckan. Blodet samlades i 10 ml evakuerade blodprovsror, Vacutainer,
med tillsats av 170 IU lithiumheparin. Centrifugering utférdes i 3000 rpm 1 20 minuter.
Totalprotein analyserades med analog refraktometer och plasman pipetterades sedan dver i 1,5
ml Eppendorfror och frystes ned till -20 °C (Ostlund, 2012).

Prov frdn rdmjolken som kalvarna utfodrats med togs vid forsta mjolkningstillféllet post
partum. I forsoket ingick 36 kor da tva tvillingpar fotts in 1 kalvgruppen. Tva ramjolksprover
saknades. Ramjolkens densitet mittes med kolostrometer (KRUUSE Colostrum Densimeter)
vid temperaturen 22 °C innan utfodring av kalven. Tidpunkt for utfodring, miangd given mjolk
samt densitet registrerades. Prov pd 40 ml rdmjolk med tillsats av tvd droppar Bronopol
frystes ned till -20 °C (Ostlund, 2012).

HUV-laboratoriet utférde en ELISA-analys 1 kalvplasma pa proverna tagna vid 4-6 dagars
alder (Immunotek Quantitative Bovine IgG ELISA, ZeptoMetrix Corporation). Testet miter
totalhalten IgG-antikroppar i olika kroppsvitskor fran notkreatur. (Ostlund, 2012)

En analys av rdmjolkens totalproteinhalt har utforts pa Kungséngens forsoksgards
laboratorium, Uppsala. Dér anvéndes Fourier Transform Infrared Instrument, Milkoscan FT
120, Foss, Danmark (Ostlund, 2012).

Analyser och jamforelser i denna studie

I denna studie analyserades ramjolkens torrsubstanshalt med hjdlp av en digital refraktometer,
en s kallad Brix-refraktometer. Resultaten fran den métningen jdmfordes med resultaten fran
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tidigare mitningar med kolostrometern som anvédndes i beséttningen. Syftet med denna
jamforelse var att se om den digitala refraktometern &r ett béttre verktyg att anvinda i filt dn
den vanligen anvénda kolostrometern for att uppskatta rdmjolkens IgG-halt. Vérdena fran
Brix-refraktometern jdmfordes ocksd med gammaglobulinhalten 1 plasma méitt med
elektrofores for att se om det finns ett samband mellan rdmj6lkskvalitet uppmatt med Brix-
refraktometern och kalvens antikroppshalt i plasma.

Analyser pa blodet fran kalvarna som utfordes 1 denna studie dr en elektrofores avseende
gammaglobulinhalt. Dessutom utférdes ELISA-analyser avseende antikroppar mot bovint
adenovirus typ 3 (BAV-3), bovint coronavirus (BCV) samt bovint respiratoriskt syncytialt
virus (BRSV). Syftet var att jamfora dessa mot gammaglobulinvdrdet uppmitt med
elektrofores som utgdr en sa kallad gold standard for immunoglobulinanalys 1 denna studie,
for att se hur bra antikroppsupptaget speglas av de olika testmetoderna. Resultaten av
proverna tagna vid en veckas dlder jamfordes ocksa med proverna tagna vid atta veckors
alder, for att utrona om det gar att se vilka kalvar som haft ett simre upptag av antikroppar
frdn ramjolken utifrén hur linge de har antikroppar kvar i blodet.

Analysmetoder

Plasmaanalyser

Klinisk kemiska laboratoriet, Universitetsdjursjukhuset, SLU, Uppsala, utféorde en
elektrofores pd plasma for att ta reda pa hur stor gammafraktion som fanns i kalvplasman.
Aven totalprotein i plasma analyserades dir med ett automatiskt kemiinstrument (Architect
c4000, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL,US.), reagensen som anvéndes var dven den fran
Abbott Laboratories (Lilliehdok, 1., Klinisk kemiska laboratoriet, SLU, pers. medd., 2014).

I denna studie testades totalprotein i plasma med en digital Brix-refraktometer (Pocket PAL-1,
Cat. No. 3810, Atago). Refraktometern anger ett brytningsindex (Brix-vérde) i procent. Detta
virde anvéndes for alla jdmforelser 1 denna studie.

Antikroppar mot BAV-3 analyserades med en kommersiell ELISA (Adenovirus 3 ELISA kit,
Bio-X Diagnostics). Testet dr uppbyggt pa en 96-brunns mikrotitreringsplatta dir varannan
kolumn fungerar som negativ kontroll. Proverna spids i1 buffert och pipetteras till plattan i par,
dar det ena provet utgér den negativa kontrollen. Inkubering sker i 1 timme och sedan tillsitts
ett konjugat, innehallande monoklonala antikroppar riktade mot bovint IgG, till testplattan.
Plattan inkuberas sedan en andra géng, tvittas och en chromogen i form av tetrametylbenzidin

tillsétts for att farga in de brunnar som innehaller antikroppar mot adenovirus. Inkubering i tio
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minuter sker och dérefter tillsdtts en stoppvitska som bromsar reaktionen. Fargen utvecklas i
proportion till hur mycket antikroppar som finns i brunnen. Slutligen avldses plattan i en
lasare med infrar6tt ljus och ett filter med 450 nm. Analysen utférdes pad Statens
Veterindrmedicinska Anstalt (SVA).

Antikroppar mot BRSV samt BCV analyserades pd SVA med kommersiella ELISA-metoder
(Svanova, Boeringer Ingelheim) pa liknande sitt som beskrivits for adenovirus.

Ramjélksanalyser

En Brix-refraktometer (Pocket PAL-1, Cat. No 3810, Atago) anvédndes for att mita
torrsubstanshalten (brytningsindex %) i ramjolksproverna. IgG-halten (g/1) kan utifrdn detta
rdknas ut med hjilp av en formel: -61,896+5,666 x Brix-procenten (Quigley et al., 2013).

Statistiska metoder

Jamforelse av olika analysmetoder har utforts med regressionsanalys som statistisk metod.
Skillnaden i rdmjolkskvalitet mellan de olika koraserna har méitts med t-test. Alla statistiska
analyser har utforts i statistikprogrammet Minitab.

Gréansvérden

Vid analys av resultaten for testerna av ramjolk har grinsvérden satts for att resultaten skall
bli jimforbara med liknande studier. For kolostrometer anvandes densiteten 1050 g/l som cut-
off-vérde, vilket motsvarar en IgG-halt pa cirka 50 g/l (Godden, 2008). Brix-refraktometern
gav ett procentvirde dér cut-off for rdmjolk sattes till 22,5 %, som anvints 1 en tidigare studie
(Nilsson, 2014). Det vérdet dr ndgot hogre dn tidigare rekommenderat virde pd 22 %
motsvarande en IgG-halt pa > 50 g/l (Bielmann et al., 2010).

Vad giller analysen av plasma frin kalvarna har gransvirdet for totalprotein justerats upp lite
for att bli rattvisande, normalt anvédnds en cut-off pd 55 g/l d& serum analyseras (Bielmann et
al., 2010). I denna studie har plasma anvints och cut-off-virdet justerats upp till 58 g/I for att
kompensera for fibrinogen som finns med 1 plasma till skillnad frén i serum. For den analoga
refraktometer som anvints sattes grénsvérdet till 58 g/l, samma grinsviarde anvidndes for
totalprotein mitt pad Klinisk kemiska laboratoriet, Universitetsdjursjukhuset, SLU, Uppsala.
For den IgG-ELISA som utforts pd Kungsidngens forsoksgards laboratorium sattes cut-off-
vérdet till 10 g/1.
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For de olika ELISA-analyser som utforts for métning av specifika antikroppar mot BAV-3,
BRSV samt BCV har en cut-off pd 10 PP (% av den positiva kontrollens vérde pa plattan)
anvénts enligt tillverkarens rekommendation.
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RESULTAT

Vid jamforelse av Brix-refraktometern mot totalproteinhalten i rdmjolken uppmitt pa
laboratoriet pd Kungsidngens forsoksgard uppnas vid regressionsanalys en forklaringsgrad pa
91 % (p<0,01). Kolostrometermédtningarna 1 jimforelse med totalproteinhalten far ddremot en
lag forklaringsgrad, endast 26 % (p<0,01), enligt en tidigare utférd studie pd samma
provmaterial (Ostlund, 2012).

Vid jamforelse mellan miétning av radmjolkskvalitet med Brix-refraktometern och
kolostrometer framkommer att 16 mjolkprover kommer 6ver kolostrometerns cut-offviarde pa
1050 g/1. Vid en regressionsanalys av Overensstimmelse mellan Brix-refraktometern och
kolostrometern finns en forklaringsgrad mellan de tvd pd 14 % (p< 0,05). Antalet positiva
mjolkprover vid mitning med Brix-refraktometern &r 17 stycken, men individerna skiljer sig
at i flera fall. Se Figur 1.

Endast tva kalvar kommer 6ver cut-offvirdet for gammaglobulin i plasma pa 10 g/l. De flesta
kalvar kommer dock upp over 5 g/l i gammaglobulinhalt. Tretton av 21 kalvar hamnar under 5
g/l.

Sex kalvar har fatt ramjolk med ett Brix-virde over 22,5 %, dir kolostrometern visar ett varde
under 1050 g/l. Likasa har fem kalvar fatt rdmjolk som haft ett virde 6ver eller lika med 1050
g/l vid métning med kolostrometer, men vid Brix-mitningen visat sig ligga under 22,5 %.
Dessa fem kalvar visar ocksa vid métning av gammaglobuliner att de har for 1ag halt och
saledes lider av FPT. Aven kalvar som fatt rimjolk av godkiind kvalitet enligt Brix-mitningen
hamnar under 10 g/l gammaglobulin. Det kan dock ses en skillnad i de kalvar som ligger
under 10 men o&ver 5 g/l dir fem av sex kalvar, utfodrade med Brix-
positiv/kolostrometernegativ ramjolk, hamnar 6ver 5 g/l gammaglobulin. I motsatta fallet dar
kalvar utfodrats med Brix-negativ/kolostrometerpositiv ramjolk kommer endast tva av fem
kalvar upp 1 en gammaglobulinniva 6ver 5 g/l. Sambandet mellan mitning 1 rdmjélk med
Brix-refraktometern och gammaglobulinhalten i kalvplasma illustreras 1 Figur 2.
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Kolostrometer vs. Brix-refraktometer
Ramjolk

Kolostrometer
Cut-off 1050

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Brix-refraktometer %
Cut-off 22,5 %

Figur 1. Torrsubstanshalt i ramjolk mdtt med Brix-refraktometer jamfort med densitet mditt
med kolostrometer.
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Figur 2. Torrsubstanshalt i ramjolk mdtt med Brix-refraktometer jimfort med kalvarnas
gammaglobulinhalt i plasma.
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Rasskillnader i ramjolkskvalitet

Vid miétning av ramjolkskvalitet med Brix-refraktometer s& ses en liten numerisk skillnad
mellan de tvd raserna SRB och SLB. SRB-gruppen bestar av 12 kor. Virdena i gruppen
varierar mellan lagst 19,6 % och hogst 25,1 %. Andel kor 6ver cut-offvirdet pa 22,5 % ér fyra
stycken, det vill sdga 33 %. Medelviardet for SRB-korna hamnar pa 22,0 %. SLB-gruppen
bestar av 24 kor. Virdena i gruppen varierar mellan lagst 17,4 % och hogst 31,6 % och andel
kor over cut-off-vdrdet dr 13 stycken, det vill sdga 54 % av korna har en tillfredsstdllande
kvalitet pa sin rdmjolk. Medelvérdet i SLB-gruppen ar 23,3%. Vid analys med t-test ses ingen
signifikant skillnad mellan raserna. Virden f6r varje individ redovisas i1 Tabell 1.

Tabell 1. Ramjélkskvalitet mdtt med Brix-refraktometer hos de olika koraserna

Ko SRB brixvarde Ko SLB brixvarde
1489 19,6 982 17,4
1506 19,9 6458 20,3
1584 20,3 6476 20,8
1464 21,3 5362 20,9
1451 21,3 976 20,9
1604 21,7 6377 21
1359 22,2 6506 21,2
1516 22,4 6432 21,5
1435 22,6 5367 21,5
1522 23,7 6438 22,3
1605 24 979 22,4
1591 25,1 6510 22,8

6512 23
6467 23,2
6464 23,4
6442 24,2
6466 24,5
6305 24,8
5333 25,4
6472 25,7
6507 25,8
5211 26,9
973 27,2
6473 31,6
N=12 N=24
Medel: 22 % Medel: 23,3 %
SD: 1,7 SD:2,9
Skillnad 1,271

Plasmaanalyser

Da totalproteinhalten 1 plasma méts med analog refraktometer hamnar 21av 39 kalvar (vérde
for en kalv saknas) over gransvirdet pa 58 g/l. Méatning med Brix-refraktometer 1 plasma visar
Brix-viarden mellan 8,1 och 11,2 %. Jamforelse mellan de olika typerna av refraktometer vid
anvindning for métning 1 plasma far en hog forklaringsgrad, 96 % av totalproteinvdrdena
mitta med Brix-refraktometer kan forklaras av virdena uppmitta med den analoga
refraktometern. Ett Brix-virde pd 9 % motsvarar ett virde pd 58 g/l mitt med analog
refraktometer och samma 21 kalvar ligger 6ver grinsvérdet for bada metoderna.
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Gammaglobulin analyserat med elektrofores visar att endast tvd av kalvarna har ett
gammaglobulinvirde over 10 g/l. Tva av kalvarna har gammaglobulinvéirden precis under cut-
offvardet (9,6 respektive 9,7 g/l) medan 23 kalvar har gammaglobulinviarden 6ver 5 g/l. Vid
regressionsanalys av sambandet mellan gammaglobulin och totalprotein métt med analog
refraktometer finns en hog forklaringsgrad, 70 % (p< 0,001) vilket gor att den analoga
refraktometern utgdér ett gott alternativ till elektrofores vid wuppskattning av
immunoglobulinhalt i plasma. Sambandet illustreras 1 Figur 3.

Gammaglobulin vs totalprotein
i kalvplasma

76 @

72 ®
70

66 ® ®
64
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g/L

60 ® ®
58 ® @ L 4

56 .. ® ®

54 @ L J ®

52 @

50

Cut-off 58 g/L

115 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 1|O 10,5 11 11,5 12

Gammaglobulin

g/L
Cut-off 10 g/L

Figur 3. Gammaglobulinhalt i kalvplasma jimfort med totalprotein mdtt med analog
refraktometer.
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Elisa, Kungsangens forsoksgardslab.
vs. gammaglobulin
Kalvplasma

Elisa
Cut -off 10 g/L

°
°
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g/L
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Figur 4. Gammaglobulinhalt i kalvplasma jamfort med IgG-halt mdtt med ELISA.

HUV-laboratoriet utforde en I[gG-ELISA pé kalvplasma vid fem dagars élder. Resultaten visar
en relativt 14g Overensstdimmelse med gammaglobulinvdrdena, vilket illustreras 1 Figur 4.
Virden for tre av kalvarna saknas. Nio kalvar har viarden under 10 g/l, i IgG-ELISAn.
Gammaglobulinvirdena for dessa nio #r under 4 g/l for alla utom en kalv som har 6 g/l. Atta
kalvar ligger dver cut-offnivan i IgG-ELISAn, men har gammaglobulinvédrden under 5 g/l. Av
dessa utmirker sig sérskilt en kalv som har en IgG-halt pd 52 g/l, men en gammaglobulinhalt
pa strax over 4 g/l. Av de kalvar som kommer 6ver 5 g/l i gammaglobulinhalt &r alla utom en
positiva 1 IgG-ELISAn. Enligt regressionsanalys finns en forklaringsgrad pa 50 % (p<0,001),
vilket betyder en ldgre Overensstimmelse dn den mellan totalprotein méitt med analog
refraktometer och gammaglobulin.

Vid mitning av antigenspecifika antikroppar mot BAV-3 vid fyra till sex dagars alder var 39
kalvar 1 kalvgruppen positiva, vid ett cut-offvirde pa 10 PP. Virde saknas for en individ. Vid
atta veckors alder har vdrdena sjunkit och 7 kalvar har blivit antikroppsnegativa, fyra kalvar
har okat i antikroppshalt vid den andra provtagningen. De antikroppsnegativa kalvarna hade
alla fatt rdmjolk av kvalitet som var under cut-offvirdet pa 22,5 % Brix. Jimforelse mellan
halten adenovirusantikroppar vid 4-6 dagars &lder och gammaglobulinvdrde visar en lag
forklaringsgrad pa 9 % (p =0,07) vilket innebér att resultatet inte ar signifikant. I Tabell 2,
redovisas gammaglobulin- och totalproteinhalterna hos kalvarna, samt resultat av de
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antigenspecifika ELISA-analyser som utforts. I Tabell 3 aterfinns vérden for de tio kalvar med
hogst respektive lagst gammaglobulinhalt i plasma.

Tabell 2. Gammaglobulinhalt,totalproteinhalt samt virde for antigenspecifika ELISA-analyser i
kalvplasma

Kalvplasma, n=39 minimum maximum medel

Gammaglobulin, g/I 1,9 10,8 5,7 23 kalvar > 5 g/I
Totalprotein, analog refraktometer g/| 48 72 57,9 21 kalvar > 58 g/I
BAV-3-antikroppar 4-6 dagar, % 20 132 94,7 39 kalvar > 10 % PP
BAV-3-antikroppar 8 veckor, % 2 110 51,8 33 kalvar > 10 % PP
BRSV-antikroppar 4-6 dagar, % (n=38) 0 155 70,2 29 kalvar > 10 % PP
BRSV-antikroppar 8 veckor, % 0 134 44,9 25 kalvar > 10 % PP
BCV-antikroppar 4-6 dagar, % (n=38) 10 121 81,8 38 kalvar > 10 % PP
BCV-antikroppar 8 veckor, % 0 88 45,4 32 kalvar > 10 % PP

Procentsats for antikroppsanalyser avser % av positiv kontroll fér respektive ELISA.
Prov vid 4-6 dagar saknas fran en kalv
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Tabell 3. Virden for de tio kalvar som ligger hégst i gammaglobulinhalt respektive de tio kalvar som
ligger ldgst. TP g/L avser totalprotein mdtt med analog refraktometer. Specifika antikroppar anges i %
av den positiva kontrollen pd resp. ELISA-platta

Kalv  Fodelsevikt Ramjolk Ramjolk Gamma TP BAV BAV BRSV BRSV BCV  BCV
(Kg) (L) (Brix%)  (g/L) (g/L) 4-6d 8v 46d 8v 4-6d 8v
7111 49,0 2,0 25,7 10,8 670 1170 79,0 1550 1330 71,0 35,0
131 44,5 2,5 24,2 10,5 720 950 1080 151,0 1340 99,0 88,0
7120 48,0 2,0 31,6 9,7 63,0 1100 580 1160 85,0 83,0 70,0
7126 47,5 2,5 27,2 9,6 61,0 950 21,0 1160 56,0 89,0 42,0
134 41,5 saknas 23,2 8,7 650 1180 460 97,0 52,0 1100 71,0
141 43,0 2,5 19,6 8,4 62,0 1050 30,0 1,0 0,0 88,0 46,0
7130 49,0 2,0 19,6 7,7 580 990 370 1,0 1,0 84,0 35,0
7116 42,5 saknas 21,5 7,7 66,0 1320 82,0 980 60,0 106,0 69,0
7108 42,5 2,3 23,7 7,6 60,0 1030 920 40 2,0 110,0 45,0
7118 48,0 2,5 23,4 7,5 59,0 1090 57,0 1420 11,0 91,0 59,0
Medel: 45,6 2,3 24,0 8,8 63,3 1083 61,0 881 53,4 93,1 56,0
137 38,5 2,0 17,4 1,9 5,0 520 80 69,0 41,0 82,0 35,0
140 44,0 2,5 20,9 2,5 540 850 7,0 66,0 15,0 1000 6,0
7110 450 1,5 24,0 2,6 550 650 740 680 32,0 26,0 3,0
138 46,0 2,0 20,3 2,8 51,0 1020 10,0 100,0 49,0 107,0 65,0
128 33,5 1,5 20,3 2,9 530 780 490 2,0 1,0 47,0 9,0
7125 39,0 saknas 22,3 3,0 51,0 750 31,0 1130 88,0 70,0 77,0
129 45,5 2,0 21,5 3,3 53,0 1270 860 81,0 33,0 121,0 71,0
7128 40,0 saknas 19,9 3,7 480 730 20 0,0 2,0 81,0 32,0
7132 50,0 2,5 22,4 3,7 570 770 11,0 56,0 1,0 93,0 11,0
135 32,0 saknas 22,4 3,8 550 750 19,0 76,0 79,0 119,0 88,0
Medel: 41,4 2,1 21,1 3,0 52,8 809 29,7 63,1 34,1 84,6 39,7
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Fodelseviktens betydelse

Fodelseviktens betydelse for gammaglobulinhalten ar signifikant enligt regressionsanalys
(p<0.001), dir de kalvar som viager mindre vid fodseln ocksé tenderar att ha en lagre niva av
gammaglobulin. Forklaringsgraden &r dock 14g, endast 18 %. Sambandet illustreras i Figur 5.

Fodelseviktens betydelse for
gammaglobulinhalten
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Figur 5. Kalvens fodelsevikt jimfort med antikroppsupptag via ramjélken.
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DISKUSSION

Resultaten for gammaglobulinhalt i kalvplasma visar att en 6vervigande del av kalvgruppen i
detta forsok har FPT vid en cut-off pa 10 g/l. Manga faktorer dr involverade i upptaget av
antikroppar frdn rédmjolken utdver ramjolkskvalitet. Till exempel kan tidpunkten f{or
ramjolksgivan ha betydelse, likasd méngden rdmjolk (Quigley ef al., 2013; Mokhber-Dezfooli
et al., 2012). Detta dr faktorer som inte tagits med i beddmningen i denna studie da data
saknas for flera individer pd dessa punkter.

Alla kalvar forefaller ha tagit upp antikroppar utifran analys av antikroppar mot BAV-3 i
plasma vid 4-6 dagars alder, men sedan sjunker ett antal 1 antikroppshalt och vid étta veckors
alder &r flera kalvar under gridnsen for ett positivt resultat. Alla kalvar som blivit
antikroppsnegativa mellan de tva provtagningstillfillena har fatt en ramjolk med en
totalproteinhalt under cut-offvirdet 22,5 % enligt métning med Brix-refraktometern. Detta
skulle kunna tyda pa att de kalvar som fatt ramjolk av béttre kvalitet ocksd far ett mer
varaktigt antikroppsskydd mot patogener som finns endemiskt i beséttningen. Det
forekommer ocksé kalvar som fétt rdmjolk av sdmre kvalitet, det vill sdga under 22,5 % Brix,
som @nda dr starkt positiva for adenovirus vid atta veckors alder sa resultatet dr inte helt
entydigt. Fyra individer har ocksd Okat 1 antikroppar mot BAV-3 mellan forsta och andra
mitningen varav en kalv fatt ramjolk av sdmre kvalitet (21,7 % Brix). Detta tyder pa att dessa
kalvar genomgatt en infektion och bildat egna antikroppar. Enligt en studie utférd i Florida,
USA, som undersokte faktorer som paverkar kalvhilsan fran fodelse till sex manaders alder
sags ett starkt samband mellan lag totalproteinhalt och septikemi respektive pneumoni. De sig
ocksa att effekten av tillrdckligt bra upptag av antikroppar fran rdmjolken kvarstod ldngre dn
man tidigare trott, d&tminstone gdllande mortalitet. I studien var risk ration for mortaliteten
ofordndrad upp till sex manaders alder (Donovan ef al., 1998). Dessa resultat styrker teorin att
varaktigheten 1 antikroppsskyddet starks vid ett hogre intag av antikroppar post partum.

Da Brix-refraktometern jamfors med totalproteinhalten i ramjolken uppmatt pa laboratoriet pa
Kungsidngens  forsoksgard, nds en betydligt hogre Overensstimmelse enligt
regressionsanalysen, &n dd vérdena fran kolostrometermétningarna jamfordes med
totalproteinhalten i en foregdende studie av Ostlund (2012). Brix-refraktometern har
utvérderats 1 andra forsok och resultaten visade att den har en god Overensstimmelse med
validerade metoder (Bielmann et al., 2010; Quigley et al., 2013). 1 Bielmanns studie (2010),
testades tva Brix-refraktometrar, en digital och en analog, dels mot varandra och dels mot RID
vilket utgjorde gold-standard i forsoket. Resultatet blev att de bada refraktometertyperna hade
mycket god korrelation till varandra och dven god Overensstimmelse med RID samt en
specificitet och sensitivitet pad 85 respektive 90 % vid en cut-off pad 22 % f{or Brix-
refraktometern (Bielmann e al, 2010). Aven Quigley et.al. (2013) har rapporterat hog
korrelation mellan  Brix-refraktometer och RID; regressionsanalys visade en
overensstimmelse pa 75 %. Resultaten 1 denna studie, tillsammans med de fynd som gjorts 1
Bielmanns (2010) och Quigleys (2013) studier visar att Brix-refraktometern ger en sannare
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bild av IgG-halten i rdmjdlken &n vad kolostrometern gor.

Jamforelsen mellan kolostrometer och Brix-refraktometer vid analys av rdmjolk, visar pd
intressanta resultat dér kolostrometern visar falskt 14ga virden i1 sex fall, framfor allt da det
géller rdmjolk av hog kvalitet. Fem falskt hoga resultat finns ockséd i métningarna. Det innebar
att elva, d.v.s. 30,6 %, av kolostrometermitningarna &r felaktiga. Jimfort med en tidigare
svensk undersokning ddr man fann att kolostrometern hade en felmarginal pa 8 % (Liberg,
2000) ar resultatet i denna studie sldende. Resultatet dverensstimmer dock relativt bra med en
studie som undersokt kolostrometerns specificitet och sensitivitet jamfort med RID for att
bedoma ramjdlkskvaliteten. Déar fann man att kolostrometern visade fel i s& mycket som en
tredjedel av fallen, vid en cut-off pa 1050 g/l (Weaver et al., 2000). Detta utgdr ett problem da
det inte gar att lita pd att kolostrometern ger ett tillforlitligt resultat och risken finns att
ramjolk av god kvalitet kasseras alternativt att kalvar riskerar att fa en ramjolk av undermalig
kvalitet. Det dr viktigt att den metod som anvénds 1 beséttningar ger ett sa tillforlitligt resultat
som mojligt om det skall vara vért att ldgga tid pé att testa rdmjolken som ges till kalvarna. I
detta fall verkar Brix-refraktometern visa ett resultat som i de flesta fall Gverensstimmer med
gammaglobulinvirdena.

Vid anvéndning av Brix-refraktometern i plasmaproverna nds en forklaringsgrad pa 96 %
jamfort med analog refraktometer. Totalprotein i plasma mitt med analog refraktometer
stimmer Overens med gammaglobulinfraktionen till 70 % vilket fir ses som en god
forklaringsgrad och det gor att Brix-refraktometern kan anses fungera dven vid métning i
plasma. Den IgG-ELISA som utforts pa Kungsidngens Forsoksgards laboratorium
Overensstimmer daligt med elektroforesens gammaglobulinvirde enligt regressionsanalys. En
lag forklaringsgrad indikerar att IgG-ELISAn &r mindre tillforlitlig &n métning med
refraktometer (analog eller digital).

Sambandet mellan fodelsevikt och gammaglobulinhalt &r statistiskt signifikant i denna studie
dar hogre fodelsevikt dr gynnsamt for halten gammaglobulin 1 blodet, men forklaringsgraden
ar lag. Resultatet overensstimmer med en annan studie dir kalvar med hogre fodelsevikt
visades ha ett hogre upptag av antikroppar, troligen pa grund av att de kunde (éta) inta storre
méangd ramjolk (Vasseur et al., 2009).

Négon rasskillnad i1 rdmjolkskvalitet pavisades inte hir, vilket Overensstimmer med resultat
frén en tidigare svensk studie (Liberg, 2000). Inte heller Morrill et al. (2012) fann nagon
skillnad 1 IgG-halt mellan holsteinkor och jerseykor i en amerikansk studie. En norsk studie
pavisar snarare en tendens till kraftig individskillnad i IgG-innehall i ramjdlken 4n en verklig
skillnad mellan olika raser (Gulliksen et al., 2008). Andra har visat att det rader skillnader
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mellan raser och att kons ras paverkar rdmjolkskvaliteten. I en studie jamfordes fem olika
raser avseende IgG-halt i ramjolken dér storst skillnad sdgs mellan jerseykor, som lag hogst i
IgG-halt, och holsteinkor som 14g ligst (Muller et al., 1981). En kohortstudie som jaimforde
guernseykor med holsteinkor visar att guernseykorna hade hogre halt IgG i ramjolken (Tyler
et al., 1999). Ytterligare en studie visar pd att rasskillnad foreligger, men dir har
holsteinkorna hogre halt IgG-antikroppar 1 rdmjolken &n bade jersey- och brown swisskor
(Shearer et al., 1992).

SVA utforde en ELISA-analys for totalhalt IgG pa rdmjolk i detta forsok. (Bovine IgG ELISA
Kit 8010, Alpha Diagnostic International), men metoden fungerade inte. Varfor det inte
fungerade &r oklart da testen utfordes enligt fabrikantens anvisningar samt kordes om efter att
de forsta resultaten inte kunde anvindas. Inte heller det andra forsoket fick anvéndbara
resultat.
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SLUTSATSER

Den digitala Brix-refraktometern &r ett bra alternativ for analys av rdmjolkskvalitet 1 falt med
en god Overensstammelse med totalprotein i ramjolk métt med infrardd spektroskopi.

Kolostrometern klassificerade 31 % av rdmjolksproverna pa fel sida om cut-off vilket ar for
hogt for att metoden ska anses tillforlitlig.

Upp till en tredjedel av de kalvar som fatt ramjolk av sédmre kvalitet enligt Brix-
refraktometern har forlorat sina antigenspecifika antikroppar vid 8 veckors alder.

Fodelsevikten verkar ha en mindre betydelse for kalvens mojlighet att ta upp antikroppar pa
ett tillfredsstillande sétt.

Nagra rasskillnader avseende ramjdlkskvalitet kunde inte pavisas i den hér studien.

En stor andel av kalvarna i denna studie har en alltfor lag antikroppshalt i blodet enligt
matning av gammaglobulin med elektrofores.
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