Sveriges lantbruksuniversitet
Fakulteten for Veterinarmedicin och husdjursvetenskap

S L u Institutionen for kliniska vetenskaper

Haptoglobinkoncentrationer hos
kor efter kalvning

Victoria Andersson

Uppsala

2009

Examensarbete inom veterinarprogrammet

ISSN 1652-8697
Examensarbete 2010:17



SLU

Sveriges Lantbruksuniversitet

Haptoglobinkoncentrationer hos
kor efter kalvning

Victoria Andersson

Handledare: Madeleine Travén, Institutionen for kliniska vetenskaper

Examinator: Bernt Jones, Institutionen for kliniska vetenskaper

Examensarbete inom veterinarprogrammet, Uppsala 2009
Fakulteten for Veterinarmedicin och husdjursvetenskap
Institutionen for kliniska vetenskaper
Kurskod: EX0239, Niva X, 30hp

Nyckelord: Haptoglobin, kalvning, postpartum, nétkreatur, kor, kvigor
Online publication of this work: http://epsilon.slu.se

ISSN 1652-8697
Examensarbete 2010:17



INNEHALLSFORTECKNING

SAMMANFATTNING ... 1
SUMMARY et 2
INLEDNING ..o 3
SY T E e 3
LITTERATUROVERSIKT ..ottt 4
N (U1 =T 01 £ (=TT PSS 4
Haptoglobin hos NOKIEALUN ............ccciiiieiecce s 5

ATIMENT ..t 5

ANAIYSIMETOART ...t 5

Sjuka och friska djur: varden pa haptoglobin i andra studier .............cccccccevenee.. 6

Haptoglobin runt kalvning - kor och KVigor ..., 8

ANVANANINGSOMIAUEN ...ttt rens 13
MATERIAL OCH METODER ........coiiiieiiieeiee e 13
DJUIUIVAL ...ttt et e e ae e ste e e e s reenreenee s 13
017 o 0T Lo o U SURUURPTSSON 14
ANALYS AV DIOAPIOV ... 14
SEAtISTISK MELOM........eieieiieiite e 14
RESU LT AT ettt sb e et sne e 15
Friska Kor runt KalVning...........cccovoiiiiiiccc s 15
Sjuka Kor runt KalVNing.........c.oooeiiiiiiiccecce e 17
Forstakalvare runt KalVNing .........c.cccooeiiiii i 18
DISKIUSSTON ...ttt ettt et e e nenas 19
S T S AT Sttt ettt nee e 22

LITTERATURFORTECKNING.......cceooiiiiiiireiiie st 23



SAMMANFATTNING

Haptoglobin &r ett viktigt akutfasprotein hos nétkreatur och anses fungera som en
bra inflammationsmarkér. Runt kalvning avviker haptoglobinvardena korna
uppvisar men studier som gjorts visar inga entydiga resultat. En del menar att de
ej sett nagon forandring efter kalvning medan andra studier visar en kraftig ékning
i koncentration, vissa har till exempel sett varden éver 0,5 g/l hos friska kor efter
normal kalvning. Syftet med studien var darfor att undersoka
haptoglobinkoncentrationerna hos kor efter kalvning. Detta for att se om det finns
nagra skillnader mellan friska kor fore och efter kalvning, mellan friska och sjuka
kor och mellan &ldre kor och forstakalvare efter kalvning. Detta for att fa en
uppfattning om normalvéarden och gransvarden for kor efter kalvning. | den har
studien var 29 2:a-kalvare och &dldre kor med och av dessa karakteriserades 23
som friska och 6 som sjuka. De sjuka diagnosticerades inom en vecka efter
kalvning med inflammationssjukdomar, kvarbliven efterbérd och/eller
forlossningsproblem. De &ldre korna provtogs en gang innan kalvning och 1, 2, 4
och 7 dagar efter kalvning och detta gjordes i samband med en annan studie. 12
forstakalvare var dven med och alla dessa var friska. Dessa provtogs ocksa i
samband med en annan studie men dessa provtogs endast 2 ganger efter kalvning
och pa varierande dagar. Vid jamforelse mellan friska kor fore och efter kalvning
sags en signifikant skillnad redan dag 1 och 2 efter kalvning (P<0,001).
Toppkoncentrationen sags for de flesta djuren dag 2 efter kalvning och
medelvérdet den dagen var 0,54 g/l. Endast 13 % av de friska korna lag over 0,8
g/l. 5 kor avvek fran de 6vriga genom att endast visa en obetydlig 6kning i
haptoglobinkoncentration efter kalvning. Sjuka och friska kor jamfordes ocksa
och har sags signifikanta skillnader tidigast dag 2 efter kalvning (P<0,05). 67 %
av de sjuka lag dessutom 6ver 1,0 g/l dag 2 efter kalvning. Ingen signifikant
skillnad kunde ses vid jamforelse mellan forstakalvare och friska kor.
Forstakalvarna hade dock ett numreriskt hogre varde men for fa djur var med i
studien for att fa signifikanta skillnader. De slutsatser som drogs av studien var att
haptoglobin 6kar efter kalvning, hur kraftig 6kningen blir varierar dock. Dag 2
synes vara en bra dag att 6vervaka haptoglobinkoncentrationerna pa, da det var
forsta dagen med signifikanta skillnader mellan sjuka och friska kor. 1,0 g/l verkar
ocksa vara ett bra gransvéarde for att forutse sjukdom. De flesta av de friska korna
i den har studien l1ag under 0,8 g/I.



SUMMARY

Haptoglobin is an important acute phase protein in cattle and is believed to serve
as a useful inflammatory marker. Around calving cows exhibit different
haptoglobin concentrations, however studies performed do not show consistent
results. Some researchers did not detect any change after calving, while other
studies show a sharp increase in concentration, for example, values above 0.5 g/l
in healthy cows after normal calving. The purpose of the study was to investigate
haptoglobin concentrations in cows after calving to obtain normal values and
threshold values for this period. In this study 29 multiparous cows were used. Of
these 23 were characterized as healthy and 6 were characterized as diseased. The
diseased were diagnosed within a week after calving with inflammatory diseases,
retained placenta and/or obstetric problems. The multiparous cows were sampled
once before calving and 1, 2, 4 and 7 days after calving within another study. 12
primiparous cows were also included in the study and all were healthy. These
cows were also sampled within another study, but only twice after calving and on
varying days. When comparing the healthy cows before and after calving,
significant differences were seen from day 1 after calving (P <0.001). Peak
concentration was observed for most animals on day 2 after calving and the
average concentration that day was 0.54 g/l. Only 13 % of the healthy cows had
values above 0.8 g/l. 5 cows differed from the others by only showing a small
increase in haptoglobin concentration after calving. Sick and healthy cows were
also compared and significant differences were first seen on day 2 after calving (P
<0.05). 67 % of the patients also had higher concentrations than 1.0 g / | on day 2
after calving. No significant differences were seen when comparing primiparous
cows and healthy multiparous cows. However primiparous cows had a
numerically higher value, but too few animals were included in the study in order
to obtain significant differences. The conclusions of this study were that
haptoglobin increased after calving and the level of the increase varied. Day 2
seems to be suitable for monitoring haptoglobin concentrations, since this was the
first day with significant differences between diseased and healthy cows. 1.0 g/l
seems to be a good threshold value for the prediction of disease. Most of the
healthy cows in this study had peak values below 0.8 g/l.



INLEDNING

| den tuffa ekonomiska verkligheten som rader for dagens lantbrukare ger
sjukdomar och féljande produktionsbortfall en kdannbar forlust i planboken. Detta
gor att djurens hélsa ar viktig for lantbrukare &ven ur en ekonomisk synvinkel, och
inte bara som tecken pa ett bra djurskydd. Bade en tidig diagnostik for akuta och
subkliniska sjukdomar hos enskilda djur samt en mer sammanfattande diagnostik
for halsolaget hos besattningen &r av stort varde.

Mijolkkor gar i samband med forlossningen in i en kravande och kanslig period i
sina liv. 1 samband med kalvning uppkommer manga produktionsrelaterade
sjukdomar varav en stor del &r av infektios/inflammatorisk karaktar. D& djuren
befinner sig 1 borjan av sin produktiva tid &r det viktigt att snabbt kunna
diagnosticera eventuella problem for att minska produktionsbortfall. | dagens
intensiva arbetsforhallande borjar det dven bli viktigt att kunna forutse eventuella
problem samt beddéma prognos for djuret. Detta for en tidig och korrekt
utvérdering och eventuell behandling av djuret.

For att stalla diagnos pa inflammation anvands i dagslaget vanligtvis hematologi.
Detta &r dock ej anpassat for att kunna anvéndas for att utvardera besattningar.
Dessutom ar det dyrt och relativt arbetskravande, da bland annat blodutstryk kravs
for korrekt avlasning. Hos notkreatur ar forandringar i den vita blodbilden vid
inflammation mindre uttalade &n hos hund och katt, vilket gor att hematologi ej
heller &r optimalt som hjalpmedel. Det ar inte ovanligt att leukocyt- och
neutrofilantalet ligger inom det normala trots att djuret har en inflammation i
kroppen. Akutfasproteiner betraktas som en battre diagnostisk metod och
hanteringen av provmaterialet &r dessutom enklare. Haptoglobin, ett viktigt
akutfasprotein hos notkreatur, har lange studerats for dess anvandbarhet som
eventuell inflammationsmarkor. Runt kalvning avviker dock véardena for bland
annat haptoglobin och de varden som setts i studier varierar. Detta har gjort att
inga riktiga normalvéarden och gransvarden finns for notkreatur runt kalvning.

SYFTE

Syftet med studien var att undersdka haptoglobinkoncentrationer hos forstakalvare
och aldre kor efter kalvning. Detta for att se om nivaerna skiljer sig at fére och
efter kalvning, samt eventuella skillnader mellan forstakalvare och &ldre kor, och
mellan sjuka och friska kor. D& de studier som publicerats skiljer sig kraftigt at
ifrdga om haptoglobinnivaer efter kalvning var ett syfte att fa fram normalvarden
samt eventuellt gransvéarden for kor runt kalvning for den analysmetod som
anvandes i studien. Sadana gransvarden kan sedan tillampas i framtida studier och
klinisk verksamhet som diagnostiska och prognostiska verktyg.



LITTERATUROVERSIKT
Akutfasprotein

Akutfasproteiner &r en grupp av proteiner vilka aktiveras vid en akutfasreaktion.
Detta ar en del av det medfédda immunfdrsvaret, ett skydd kroppen snabbt kan
satta igang men som inte har nagot minne, till skillnad fran till exempel
antikroppar. Akutfasreaktionen aktiveras av kroppen vid till exempel
inflammation, infektion eller trauma. Ett helt natverk av effekter satts igang, dar
makrofager och blodpléttar aktiveras, olika cytokiner och andra chemotaktiska
substanser utsondras och leukocyter ansamlas i den paverkade vavnaden
(Baumann och Gauldie, 1994). Som en del i detta forsvar utsondras akut fas
proteiner fran levern. Dessa medverkar till att forsoka behalla homeostasen i
kroppen och samtidigt begréansa mikrobiell tillvéxt (innan kroppen hunnit utveckla
ett forvarvat forsvar) (Murata et al, 2004).

Stress har ocksa visats stimulera produktion av akutfasproteiner (Lomborg et al
2008). Hur detta sedan ar relaterat till substanser vilka produceras vid stress (till
exempel glukokortikoider) &r dock mer osékert da inga tydliga resultat uppnatts
annu. En trolig orsak kan dock vara 6kningen av glukokortikoider (Lomborg et al
2008). | studier har stimulering av glukokortikoider visats ge en verkan pa
hepatocyter och en ©kning 1 akutfasproteiner (Baumann et al 1989).
Akutfasproteiner har dven setts 6ka runt tiden for kalvning (Uchida et al 1993).

Akutfasreaktionen inleds med att makrofager eller monocyter i blodet stimuleras
till utslapp av cytokiner (Baumann och Gauldie 1994, Murata H. et al 2004,
Eicher, S.D. et al, 2007). Dessa cytokiner &r proteiner vilka fungerar som
budbérare mellan olika celler. Cytokinerna stimulerar sedan hepatocyterna till
produktion och utsondring av akutfasproteiner (Baumann och Gauldie 1994,
Petersen et al 2004). De huvudsakliga cytokiner som medverkar till detta ar
interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) och tumour necrosis factor-alpha (TNF-
a) (Baumann och Gauldie 1994, Petersen et al 2004). Dessa stimulerar levern till
produktion av till exempel a; acid glycoprotein, serum amyloid A, C-reactive
protein, haptoglobin och fibrinogen (Baumann och Gauldie 1994, Petersen et al
2004).

Det finns positiva och negativa akutfasproteiner. De positiva akutfasproteinerna
Okar i koncentration i blodet efter stimulering och dessa &r olika glykoprotein
(Murata et al 2004). Vid ¢kad produktion av de positiva akutfasproteinerna,
sjunker produktionen av de negativa akutfasproteinerna (albumin och trasferrin)
och féljaktligen sjunker koncentrationerna i blodet (Murata et al 2004). Detta ses
som hypoalbuminemi vid inflammation och infektion. Enligt Eckersall (2007) har
dock de negativa akutfasproteinerna annu ej kommit fullt till sin ratta inom
veterindrmedicinen.

Det finns en mangd olika positiva akutfasproteiner och dessa har olika stor
betydelse hos olika djurslag (Alsemgeest et al 1993). Enligt Eckersell (2007) ska
koncentrationen for ett betydande akutfasprotein vara lag hos friska djur men
sedan stiga upp till 1000 ganger basnivan. Toppkoncentrationen ska aven vara
nadd 24-48 timmar efter stimulering for att sedan sjunka relativt snabbt (Petersen



et al 2004, Eckersell 2007). Hos notkreatur ar det framfor allt haptoglobin och
serum amyloid A som dar de huvudsakliga akutfasproteinerna (Alsemgeest et al
1994, Horadagoda et al 1999, Petersen et al 2004, Murata et al 2004, Eckersall et
al 2001, Eckersall 2007). Andra akutfasproteiner hos notkreatur ar a; acid
glycoprotein, ceruloplasmin och fibrinogen, men dessa &r av mindre betydelse
(Petersen et al 2004, Eckersall 2007).

Haptoglobin hos notkreatur
Allmant

Haptoglobin &r ett a-globulin (Eckersall och Conner 1988) och har visats vaga
mer &n 1000 kDa (Eckersall och Conner 1990). Som de flesta akutfasproteiner har
haptoglobin flera olika verkningsmekanismer. Den mekanism som anses viktigast
ar formagan att bilda stabila foreningar med hemoglobin (Petersen et al 2004).
Genom detta forhindrar kroppen forlust av jarn, samt begrénsar bakteriernas
atkomst till jarnet. Haptoglobin har pa sa satt en bakteriostatisk effekt (Petersen et
al 2004, Huzzey et al 2009). Formagan att binda till hemoglobin kan dock stéra
analyser av haptoglobin i blodprov. Om det uppstar hemolys i blodet eller i
blodprovet binder haptoglobinet genast upp det fria hemoglobinet och haptoglobin
kan ej analyseras pa korrekt sétt (Makimura och Suzuki, 1982).

Hos notkreatur ar haptoglobin ett viktigt akutfasprotein. Conner et al (1988)
visade att haptoglobin ej fanns i nagon noterbar koncentration i blodet hos friska
notkreatur men steg 6ver 100 ganger ursprungsvardet vid inflammation. Liknande
resultat har aven Alsemgeest et al (1994) fatt vid en studie av eventuell
koncentrationsforandring hos ndétkreatur som insjuknat i inflammatoriska
sjukdomar. Haptoglobin finns alltsa i 1ag koncentration hos friska djur men stiger
sedan kraftigt vid ett inflammatoriskt tillstand (Makimura och Suzuki 1982,
Conner et al 1986). Detta skiljer det bovina haptoglobinet fran till exempel det
humana som &r ett normalt férekommande serum protein (Eckersall och Conner
1988). Haptoglobinkoncentrationen stiger i blodet 24-48 timmar efter
inflammationen har tagit sin borjan och gar tillbaka till normala nivaer efter cirka
7-10 dagar (Conner et al 1988, Eicher et al 2007). Andra tillstand i kroppen hos
notkreatur har ocksa visat ge en dkning av haptoglobinkoncentrationen i blodet.
Exempel pa detta ar fettleversyndromet, svalt, dexametasongiva, stress och
kalvning (Murata et al 2004).

Analysmetoder

Eckersall et al (1999) tar i sin diskussion angdende standardisering av
akutfasproteiner upp olika analysmetoder for bland annat haptoglobin.
Haptoglobin har en stark formaga att binda till hemoglobin och detta har utnyttjats
som grund for rutin biokemiska analyser. Dessa metoder kommer hadanefter i
texten refereras till som hemoglobin-binding assay. Exakt hur formagan att binda
hemoglobin sedan kvantifieras varierar. Det enklaste sattet &r att mata
absorbansen av hemoglobin med hjélp en spectrophotometer. Nar haptoglobinet
binder till hemoglobinet sker en forandring i absorbansen vilket kan relateras till
haptoglobinkoncentrationen. En annan variant vid anvandandet av haptoglobins
hemoglobinbindande formaga dr att mata peroxidasaktivitet. Hemoglobin har
peroxidas-formaga som forsvinner vid lagt pH. Om hemoglobinet istallet binds till



haptoglobin bibehalls peroxidasaktiviteten, som kan matas for att fa fram
haptoglobinkoncentrationen.

Eckersall et al (1999) anger ocksa i sin diskussion att hur resultaten fran liknande
studier redovisas ska skilja sig at. Detta beroende pa om analysen ar kalibrerad
eller ej. Vissa anvander den mangd hemoglobin som binds upp av haptoglobin
som en direkt indikation pa mangden haptoglobin i provet och resultaten ska da
anges i hemoglobinbindande kapacitet (HbBC). Om istéllet analysen &r kalibrerad
med antingen rent haptoglobin eller ett standardprov kan resultaten anges i
haptoglobin g/l.

Vanligast for akutfasproteiner generellt & dock immunoassays och en méngd
olika av dessa har beskrivits i litteraturen for olika proteiner, ett flertal finns &ven
for haptoglobin. Exempel pa dessa ar immunodiffusion och enzymimmunoassay.

Sjuka och friska djur: varden pa haptoglobin i andra studier

Déa haptoglobin stiger kraftigt vid, bland annat, inflammatoriska tillstand har
manga studier gjorts for att undersoka dess diagnostiska varde. Makimura och
Suzuki (1982) sag att nivaerna hos friska och sjuka kor skiljde sig at och att
haptoglobin skulle fungera som en hjalp for att stalla diagnos pa inflammatoriska
tillstand. De nivaer som uppmattes vid studien lag hos friska, normala kor mellan
att ej vara matbara och 0,051 g/l. Hos de sjuka korna lag nivaerna mellan 0,13 g/I
och 1,27 g/l. (HbBC).

Conner et al (1988) ansag aven de att haptoglobin skulle kunna bli ett diagnostiskt
hjalpmedel for inflammatoriska processer inom idisslarmedicin. De fann att
haptoglobin nivaerna hos kalvar som injicerats med terpentin, for att inducera en
inflammation, 6kade kraftigt pa dag 2 och 3 efter injektionen och sjonk tillbaka
till normalvarden igen efter 11-17 dagar. De sdg ocksa att koncentrationen av
haptoglobin &ven varierande beroende pa hur stor dos av terpentin som
administrerats, ju mer terpentin desto hdgre haptoglobin koncentration. De vérden
de fick fram lag mellan 0,52 g/l och 1,27 g/l (HbBC).

Conner et al (1986) instimmer med antagandena om att haptoglobin
koncentrationen skulle fungera som ett diagnostiskt verktyg. | sin studie fann inte
heller de ndgra namnvarda koncentrationer av haptoglobin hos friska kor men sag
en stegring till medelvérdet 0,7 g/l (0,37 till 1,14 g/l HbBC) hos kor med mastit.
De pétalade redan da eventuell anvandbarhet for haptoglobin &ven som
prognostisk markor.

Detta stods aven av Alsemgeest et al (1994), som i sin studie &ven fann att en kvot
av haptoglobin och serum amyloid-A skulle kunna ge en indikation om i vilket
stadium inflammationen befann sig (akut, subakut, kronisk). Studien visade att
medelvérdet for friska kor ej kunde detekteras, medan det hos djur som var akut
sjuka i inflammatoriska tillstand Iag pa 0,57 g/l (HbBC).

Att haptoglobinkoncentrationen i blodet skulle vara ett diagnostiskt verktyg for att
avgora om processen ar akut eller kronisk undersoktes &ven av Horadagoda et al
(1999). Efter en forstudie pa friska individer fick de fram 0,35 g/l som en Gvre
grans for indikation pa inflammation hos notkreatur. De fann, som Alsemgeest et



al (1994), att en kombination av serum amyloid A och haptoglobin skulle fungera
bésta for att utvardera det inflammatoriska tillstdndet. Intressant nog fann de dven
genom att analysera akutfasproteinerna, for diagnos av inflammatoriska tillstand
hos notkreatur, att de fick en hogre ké&nslighet dan vad en analys av “vanliga”
blodvarden gav. Liknande resultat har aven visats pa far (Skinner och Roberts,
1994). Alsemgeest et al (1994) anvéande sig av en hemoglobin-binding assay och
anger vardena i g/l.

Skinner et al (1991) utforde ett faltforsok dar bade inflammatoriska och
utfodringsrelaterade sjukdomar utvarderades med hjélp av haptoglobin. De fann
da att haptoglobin koncentrationen hos normala kor lag pa 0,012 g/l, att véarden
éver 0,2 g/l tyder pa en tidig eller mild infektion och att varden 6ver 0,4 g/l tyder
pa en allvarlig infektion. De anvande en hemoglobin-binding assay och anger
vardena i g/l. De sag dock ej att det fanns nagot samband mellan dessa hogre
koncentrationsnivaer och prognos. | studien fann de 4aven att de
utfodringsrelaterade sjukdomarna ej gav nagra signifikanta hojningar av
haptoglobinkoncentrationen.

Ganheim et al (2003) utforde en studie pa kalvar som experimentellt infekterades
med Bovine Viral Diarrhoea Virus och/eller Mannheimia haemolytica. De tog
sedan blodprover for att bland annat titta pa eventuell hojning av haptoglobin.
Proverna analyserades med hjalp av ett kommersiellt kit Tridelta Phase Range
Haptoglobin Assay och vardena anges i g/l. | studien sag de att haptoglobin steg
hos de infekterade kalvarna. Hos de kalvar som endast infekterades med
Mannheimia haemolytica sags en kraftig 6kning och vardena lag mellan 1,1 och
2,0 g/l.

Studier har aven utférts pa kvigor for att analysera deras haptoglobinsvar vid
inflammation, till exempel vid mastit (Hirvonen et al 1996). | Hirvonen et als
studie framkom det att precis som hos kor fanns haptoglobin ej i serum hos friska
individer. Vid induktion av mastit sags dock en kraftig stegring i koncentration
hos alla kvigor i studien. Stegringen ansags, till skillnad fran Skinner et al (1991)
aven korrelera med prognos for sjukdomen. De nivaer som Hirvonen et al (1996)
kom fram till for kvigorna i studien var varden pa 0,19 g/l for de mattligt
paverkade och 0,81 g/l for de kraftigt paverkade (HbBC). Chan et al (2004) fick i
sin studie fram att normalvérden for kvigor emellertid borde ligga under 0,0736
g/l (HbBC) och att varden Gver detta indikerade nagon form av stress. For
sammanfattning av olika studiers haptoglobinvarden se tabell 1.



Tabell 1: Sammanfattande tabell 6ver olika studiers gransvarden for
haptoglobinkoncentration for friska kor, och kor med inflammation

Kaélla/Studie Haptoglobinkoncentrationer g/l Diagnos
No_rngala Inflammation
nivaer
Makimura 0,051 0,17 - 1,27 (HbBC) Nefrit, pleurit,
och Suzuki pericardit, vasst,
(1982) pyometra och
mastit
Conner et al Knappt 0,37 - 1,14 (HbBC) Mastit
(1986) detekterbart
Conner et al 0,52 - 1,27 (HbBC) Terpentin injektion
(1988)
Skinner et al 0,012 >0,2=mild el tidig infl Mastit, metrit, ret
(1991) >0,4=allvarlig infl sec
Alsemgeest etal Ej detekterbart ~ Medelvérde 0,57 (HbBC) Div. infl.
(1994) Sjukdomar
Hirvonenetal  Ej detekterbart  >0,19=maéttligt pAverkade Mastit
1996 >0,81=kraftigt paverkade
(HbBC)
Horadagoda et al >0,35 (HbBC) Div. infl.sjukdomar
(1999)
Ganheim et al 1,1-2,0 Mannheimia
(2003) haemolytica
Chan et al >0,0736=stress (HbBC) Friska kvigor
(2004)

Haptoglobin runt kalvning - kor och kvigor

Vid partus verkar en fysiologisk akutfasreaktion ske i kroppen (Alsemgeest et al
1993, Koets et al 1998, Rezamand et al 2007), och haptoglobin &r ett av de
akutfasproteiner som har setts 6ka i samband med detta hos ndtkreatur (Uchida et
al 1993, Sheldon et al 2001, Humblet et al 2006, Cairoli et al 2006, Eicher et al
2007, Hiss et al 2008, Stengarde et al 2008, Huzzey et al 2009,). Exakt vad denna
okning beror pa ar dock annu ej helt klarlagt.



Uchida et al (1993) utférde en studie pa friska kor och kvigor runt kalvning, dar
de matte haptoglobin nivaerna vid olika tidpunkter fore och efter kalvning, som
alla var okomplicerade, for att avgora hur vérdena lag. De anvénde sig av
immunoassay och vardena anges i haptoglobin g/l. De sag da att det var forst vid
0-1 dagar efter partus som haptoglobinkoncentrationen hos de flesta djuren
borjade stiga, for att sedan sjunka igen 1-2 veckor efter partus. De flesta av djuren
vid 0-1 dagar efter partus lag under eller vid 0,5 g/l i serum haptoglobin. En
tdnkbar orsak till hojningen anser Uchida et al kunna vara hojningen av
glukokortikoider i samband med forlossningen. Detta ska ge en stimulering av
haptoglobinproduktion via bindning till haptoglobingenen i levern.

Vérdet 0,5 g/l anvandes sedan som ett &vre normalt gransvarde for
haptoglobinkoncentrationen hos kor runt kalvning av Stengédrde et al (2008).
Proverna analyserades pa Klinisk kemi, Sveriges Lantbruksuniversitet (SLU), och
aven i denna studie sags en 6kning i haptoglobinkoncentrationen runt kalvning. 27
% av de kor som provtogs lag dock dver vardet 0,5 g/l, trots att korna var kliniskt
friska. Stengérde et al (2008) resonerar dock att nagra av de hogre vardena kanske
kunde ha berott pa infektioner eller inflammatoriska processer som ej upptackts.
Exakt vilken dag efter partus som proverna ar tagna framgar dock ej av texten.

Sheldon et al (2001) sag aven de i sin studie att haptoglobinkoncentrationen ¢kar
hos friska notkreatur runt kalvning och att nivaerna sjunker vartefter livmodern
involueras. Studien anvdnde en analysmetod vilken var Kkalibrerad och
koncentrationerna angavs i haptoglobin g/l. Medelkoncentrationen av haptoglobin
lag, i deras studie, 7 dagar efter kalvning pa cirka 0,1 g/l. | studien diskuteras
sambandet mellan akutfasproteinernas 6kning runt kalvning och den
bakteriologiska kontaminationen i livmodern. Sheldon et al (2001) ser ndmligen
att akutfasproteinkoncentrationen har ett samband med just graden av
bakteriologisk kontamination i livmodern.

Ett relativt lagt gransvarde pa 0,1 g/l for haptoglobin diskuterades aven av
Humblet et al (2006). De ansag dock att vardet var for lagt som gransvarde runt
kalvning. Istallet sattes en grans pa 0,15 g/l som gransvarde mellan sjuka och
friska djur enligt tidigare studier. Haptoglobinkoncentrationen bestdmdes med
hjalp av dess hemoglobinbindande kapacitet som kalibrerades och vardena angavs
da i haptoglobin g/l. I studien sags en signifikant stigning i koncentration vid
forsta veckan efter kalvning hos bade kor och forstakalvare. De sag aven att
forstakalvare hade ett hogre medelvérde for haptoglobinkoncentrationen (0,432 +
0,426 g/l) an vad korna hade (0,198 + 0,347 g/l). Detta ansags eventuellt kunna
bero pa en kraftigare akutfasreaktion tillfoljt av en storre paverkan pa kroppen vid
forsta kalvningen (stérre vavnadsskada pa till exempel vulva, vagina och uterus).
Exakt vilken dag djuren provtogs framgar dock ej. Humblet et al (2006) fann &ven
att vid jamforelse mellan véarden pa haptoglobin och serum amyloid A,
korrelerade dessa ej fullt. De diskuterar att detta skulle kunna bero pa att serum
amyloid A stiger snabbare och férsvinner fortare dn haptoglobin. Haptoglobin
ansags emellertid vara det som skulle fungera bast, rutinmassigt, for att
diagnosticera sjuka individer. De varnar dock for att stalla for stor tillit till
vardena vid forlossning pa grund av det fysiologiska svaret.



Stigning i haptoglobin runt partus hos kor sag dven Hiss et al (2008). Studien
anvande en immunoassay som var kalibrerad mot ett standard prov och kunde
darfor ange vardena i haptoglobin g/l. De fick fram ett normalvarde for kor, nagra
veckor innan kalvning, som lag pa 0,19 g/l. Vid provtagning cirka 1 vecka
postpartum lag medelvardet pa 1,6 * 0,27 g/l. Vérdena ansags sedan ha
normaliserats efter cirka 3 veckor.

Eicher et al (2007) utforde en studie pa friska kvigor runt kalvning. De ansag att
normalvardet for haptoglobinkoncentrationen hos kvigorna lag under 0,2 g/l. De
anvande sig av immunodiffusionassay och anger vérdena i g/l. | studien sags en
stigning av koncentrationen efter kalvning. Beroende pa djurhallning, noterades
toppkoncentrationen for haptoglobin pa olika tidpunkter efter kalvning (mellan
dag 3 och 7). Medel toppkoncentrationen for kvigorna lag dock runt 0,5 g/I till
strax under 0,6 g/l for alla olika djurhallningssystemen. En skillnad sags i hur
lange det dr6jde innan djuren nadde normala hatoglobinvarden efter partus. Hos
de djur som gick i losdrifter inomhus drojde det till dag 10-14 efter partus innan
vardena normaliseras. De djur som hade utomhus hagar och mdgjlighet till
inomhusvistelse i I6sdrift fick en tidigare normalisering av haptoglobinet, faktiskt
redan pa dag 7 efter partus. Eicher et al (2007) menar, med ledning av sin studie,
att da akutfasproteiner anvands for diagnos maste hansyn bland annat tas till vilket
fysiologiskt status djuret befinner sig i. Att endast hitta fornéjda varden en gang
behdver ej indikera problem, men kvarstdende hdga varden kan bero pa stress
eller sjukdom.

Chan et al (2004) sag ingen skillnad i haptoglobinvarden veckan innan jamfort
med veckan efter kalvning hos kvigor i sin studie. | studien provtogs djuren endast
en gang i veckan. De anvande sig av hemoglobinbindande kapaciteten men
kalibrerade studien och vardena anges darfor i haptoglobin g/l.

Studier har &ven syftat till att undersoka hur bra haptoglobin fungerar for att
diagnosticera och forutspa specifika sjukdomar runt kalvning. Huzzey et al (2009)
utforde en studie angaende hur val haptoglobinkoncentrationen efter kalvning
kunde forutspa insjuknande i metrit. | studien angavs vardena som haptoglobin
g/l. | kontrollgruppen med friska kor sdgs en Okning av
haptoglobinkoncentrationen efter kalvning. Toppkoncentrationen naddes 3 dagar
efter kalvning och medelvardet lag da pa 0,58 + 0,12 g/l. Vardet normaliserades
sedan efter cirka 2 veckor. Hos de kor som senare kom att insjukna i metrit sags
ocksa en okning av haptoglobinkoncentrationen. Hos de med lindriga symtom
sags ett medelvarde pa 1,06 + 0,15 g/l som toppkoncentration dag 3 efter
kalvning, medan de med allvarliga symtom lag pa 1,62 + 0,47 g/l, som
toppkoncentration sa sent som dag 6 efter kalvning. | studien sags att
haptoglobinkoncentrationen pa dag 3 fungerade bra for att kunna forutse
eventuellt insjuknande i metrit. Forfattarna kom fram till ett gransvéarde, med
sammantaget bast specificitet och sensitivitet, som lag pa 1 g/l. De anser dock att
nivan maste anpassas beroende pa vad man &r ute efter. Om alla djur som kommer
Over gransvérdet till exempel behandlas, bor hansyn snarast tas till specificiteten
for att undvika falskt positiva djur. Gransvardet borde i sa fall ligga pa 1,4 g/l. Om
vardet emellertid endast ska fungera som en indikator for vilka djur som bor
bevakas noggrannare, for att fa en tidig diagnos, ar 0,4 g/l aktuellt.
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Hirvonen et al (1999) gjorde &ven de en studie som syftade till att undersoka
eventuellt samband mellan, bland annat, haptoglobinkoncentrationen i blodet och
akut metrit postpartum. Studien anvénde sig av hemoglobinbinande kapaciteten
och anges som HbBC g/I. Hos de kor som anvandes som kontrolldjur sags, runt
kalvning, ingen direkt stigning el sjunkning av haptolgobin i blodet. De lag alla pa
varden under basalniva, vilket i studien ansags vara under 0,05 g/l. Djuren
provtogs varannan dag med boérjan cirka 4 dagar efter partus. Hos de kor som
hade metrit sags dock ingen kraftig okning. Ett av djuren visade rent av ingen
okning alls. Hos cirka halften av de sjuka korna lag vardena under 0,1 g/l och hos
fyra av djuren mellan 0,1 och 0,7 g/l. Hos de djur som var kraftigt paverkade av
sjukdom lag dock haptoglobinvéardena éver 0,7 g/l. Dessa djur avlivades dven
senare pa grund av att de var i dalig kondition. Fem djur hade ocksa kvarbliven
efterbord. Av dessa hade endast en ett haptoglobinvarde som lag 6ver 0,1 g/l.
Forfattarna anser, enligt studien, att haptoglobin troligen speglar en
inflammatorisk process som stracker sig utanfor endometriet, da kronisk
endometrit ej visats ge nagra forhojda haptoglobinvarden. De anser aven att det
varde Skinner et al (1991) kom fram till som grénsvérde for sjukdom, 0,4 gll,
aven stoddes av deras resultat.

| Smith et als (1998) studie angaende haptoglobinnivaer vid toxisk puerperal
metrit fick de en medelkoncentration av haptoglobin som lag pa 0,19 g/l hos kor,
2 till 16 dagar efter partus, med metrit. Hos ett antal av de sjuka djuren lag dock
haptoglobinnivaerna under 0,1 g/I, som i studien anses kunna vara normalvarde.
Forfattarna diskuterar dock att detta kan ha berott pa individuella skillnader hos
korna, att haptoglobinkoncentrationen ej hunnit stiga vid tillfallet for provtagning
hos vissa djur. Proverna togs forsta dagen da kliniska symtom upptéacktes och
haptoglobin kan behdva 2 till 3 dagar pa sig att stiga. Utdver att haptoglobin
skulle fungera som diagnostisk hjélp ansag de &ven att genom att maéta
haptoglobinkoncentrationen kunna utvérdera behandlingen. Proverna analyserades
med immunoassay och jamfordes med en standard kurva. Vérdena angavs i
haptoglobin g/l.

Skinner et al (1991) studerade olika sjukdomar, bland annat kvarbliven efterbérd
(3-5 dagar efter partus). | studien anvande de sig av hemoglobinbindande
kapaciteten och jamférde med standardprov. Vardena angavs i haptoglobin g/l. De
djur som diagnosticerade med kvarbliven efterbérd hade ett medelvéarde av
haptoglobinkoncetrationen som lag pa 0,76 + 0,14 g/l. Nagra av dessa uppvisade
feber och aptitloshet och vissa antibiotika behandlades. De férhéjda vardena vid
kvarbliven efterbord, diskuterar forfattarna, eventuellt skulle kunna ha berott pa
skador som djuret fatt i samband med kalvning. De menar dock att de e sett
forhodjda haptoglobinvarden hos kor efter normal forlossningsprocess.

Andra akutfasproteiners har dven studerats efter kalvning, framfor allt serum
amyloid-A. Alsemgeest et al (1993) ansag att en trolig anledning till den
akutfasreaktion som ses hos till synes friska djur sker pa grund av den
vavnadsskada som sker vid kalvning. Detta ansag dven Koets et al (1998) vara en
trolig anledning till de inflammationsliknande férandringarna som setts efter
kalvning. FOr sammanfattning av olika studiers haptoglobinvarden se tabell 2.
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Tabell 2: Sammanfattande tabell 6ver olika studiers gransvarden for
haptoglobinkoncentration efter kalvning for friska kor, sjuka kor samt forstakalvare

Kélla/Studie Haptoglobinkoncentrationer g/l efter kalvning
Friska kor Forstakalvare Sjuka kor
Skinner et al Ingen skillnad 0,76 £ 0,14
(1991) hos kor ap vs pp ret sec 3-5d pp
Uchidaetal ~ <=0,50-1d pp
(1994)
Hirvonen et al <0,05 4d pp 0,1-0,7 alt
(1999) ingen 6kning pp ingen dkning MS
(HbBC) >0,7 AS
(HbBC)
Sheldon et al Medel ca 0,1 7d
(2001) pp
Chan et al Ingen skillnad ap vs
(2004) pp
Humblet et al <=0,151v Hogre medelvarde
(2006)
Eicher et al Medel ca 0,5-0,6 1v
(2007) pp
Hiss et al Medel 1,6 + 0,27
(2008) 1v pp
Stengarde et al Strax over 0,5
(2008)
Huzzey et al Medel 0,58 + Medel 1,06
2009 0,12 3d pp +0,15
Gréansvérde 1,0 3d pp MS
el1,4el 04 Medel 1,62
+ 0,47
6d pp AS

MS= Mild Sjukdom AS= Allvarlig Sjukdom
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Anvandningsomraden

Haptoglobin dr, som beskrivits tidigare, en inflammationsmarkdr och
haptoglobinkoncentrationen i serum eller plasma kan anvéndas for att hjalpa till
att stélla diagnos hos sjuka notkreatur (Eckersall et al 2007). Det har &ven
diskuterats att anvénda haptoglobin och andra akutfasproteiner for att hitta
subklinisk mastit och for att undersoka mjolksammanséttningen (Eckersell et al
2006, Akerstedt et al 2007). Ett annat anvandningsomrade pa individnivd som
diskuterats & om haptoglobinkoncentrationen skulle kunna anvandas som hjélp
for att se i vilket sjukdomsstadium som djuret befinner sig (Alsemgeest et al 1994,
Horadagoda et al 1999). Likasa har studier visat att haptoglobin kan anvandas for
att utvardera behandlingar (Smith et al 1998) och for att uppskatta prognosen
(Conner et al 1986, Hirvonen et al 1999).

Utéver de ovan namnda anvandningsomradena pa individniva har &ven
haptoglobins anvéandning pa besattningsniva diskuterats. Ganheim et al (2007)
ansag att akutfasproteiner i framtiden kan vara ett bra hjalpmedel for att utvérdera
halsostatus hos beséttningar rutinmassigt. Problemet idag, anser forfattarna dock,
ar att analyserna kostar for mycket pengar for att rutinméssig anvandning ska ske.
Aven Skinner and Roberts (1994), Petersen et al (2003), Murata et al (2004) och
Huzzey et al (2008) patalar aven de haptoglobin och andra akutfasproteiners
anvandbarhet for att utvardera hélsostatus pa en besattning. Eckersall et al 2001
tar upp mjoligheten att, hos framfor allt robotbesattningar, lattare hitta kor med
subkliniska eller kliniska mastiter genom att méta haptoglobin i mjélken.

Haptoglobin har &ven diskuterats som en parameter foér att hoja
livsmedelssékerheten genom att analysera haptoglobinkoncentrationen hos djur
vid slakt (Saini 1998, Eckersall 2007). Lomborg et al (2008) tar aven upp
mojligheten att anvdnda haptoglobinvérden for att utvdrdera djurskyddet.
Haptoglobin har namligen setts stiga vid tillstand av stress sa som till exempel vid
transport, hala golv, uppbundna stall. Pa detta sétt kan vardena anvandas for att till
exempel utvdrdera olika produktionssystem och olika djurhallningssystem
(Lomborg et al 2008). Aven majligheten att utvardera djurskyddet i samband med
slakt har patalats (Eckersall 2007).

MATERIAL OCH METODER
Djururval

| studien var 12 forstakalvare och 29 dldre kor (2:a-6:e kalvare) med. Av de &ldre
korna kom 23 att definieras som friska och 6 som sjuka. Korna ingick i en studie
av kalciumutfodring innan kalvning och provtogs i samband med detta. Djuren
holls under studien pd Kungséngens forsoksgard. Dar stod korna uppbundna
under sinperioden och &ven veckan efter kalvning. Fore och efter kalvning
utfodrades de enligt norm for energi och protein. Efter kalvning byttes dock kraft-
och grovfodret helt. Efter kalvning (under den aktuella veckan) mjolkades korna 2
ganger per dag.

Aven 12 forstakalvare var med i studien. Inga av forstakalvarna insjuknade under

forsoket vilket ledde till att ingen sadan grupp bildades. Djuren medverkade i en
studie av effekterna av glukoshdjande medel i tidig laktation och provtogs i
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samband med detta forsok. Forstakalvarna holls under tiden for studien pa
Kungsangens forsoksgard. De stod uppbundna och utfodrades enligt norm,
forutom extra utfodring med glycerol per os. Djuren mjolkades tva ganger per
dag.

De kor som definierades som sjuka diagnosticerades med olika inflammatoriska
sjukdomar under forsokstiden eller storningar i samband med kalvningen. En
forsta bedomning gjordes av skotselpersonal pa plats medan sjukdomsdiagnosen
stalldes av veterindrer verksamma pad SLUs ambulatoriska klinik. Djuren
behandlades sedan efter géngse princip for aktuell sjukdom. Sjukdomar djuren
hade var livmoderinflammation (metrit), juverinflammation (mastit) och
kvarbliven efterbord (ret sec). Diagnosen kvarbliven efterbord diagnosticerades
dock av personal pa garden och skedde om efterborden ej hade slappt 24 timmar
efter forlossningen. Ingen behandling sattes dock in pa dessa.

Provtagning

Blodprov togs pa korna 1 dag fore kalvning (ap), 24 timmar/1 dag efter kalvning
(d pp.), 2, 4 och 7d pp. Kvigorna provtogs mer oregelbundet och inga prov togs
fore kalvning da studien de var med i ej behdvde blodprov vid den tidpunkten.
Ovriga blodprov togs mellan 0-18 dagar efter kalvning. Proverna togs i
vacutainer-ror utan serum. Serum separerades genom centrifugering och
forvarades frysta i -20°C i upp till 14 manader.

Analys av blodprov

169 blodprover analyserades, varav 145 fran kor och 24 fran kvigor.
Blodproverna  analyserades  vid  avdelningen  for  Klinisk  kemi,
Universitetsdjursjukhuset, SLU, Uppsala med hjalp av ett kommersiellt kit
(PHASE RANGE, haptoglobin Assay, Tridelta Development Ltd, Bray, Irland)
enligt tillverkarens foreskrifter.

| analysen anvands haptoglobins formaga att binda till fritt hemoglobin samt att
hemoglobin uppvisar en peroxidasaktivitet (vilken inhiberas vid lagt pH) (PHASE
RANGE manual). Till provet satts ett reagens som bland annat innehaller fritt
hemoglobin. Detta binds upp av haptoglobinet i provet och pa sa satt bevaras
hemoglobinets peroxidasaktivitet vid lagt pH. Detta ar i sin tur, direkt
proportionerligt mot mangden haptoglobin i provet. Analysen kalibreras med ett
standardiserat haptoglobinprov. Inga av de prover som analyserades var
hemolyserade. Av tillverkaren anges som normalvérden for notkreatur 0,0-0,05
g/l. For akuta tillstdnd anges att vardena bor ligga mellan 0,1 och 3,0 g/l.

Statistisk metod

Two-sample t-test (Minitab, version 2007) anvéndes for att jamfora
haptoglobinkoncentrationen hos friska och sjuka kor samt fére och efter kalvning
hos friska kor.

For att pa ett relevant sétt kunna jamfora forstakalvarnas varden med de aldre

kornas valdes endast de djur med prover tagna mellan 0-7 dagar efter kalvning ut.
Detta gjorde att av de 24 analyserade blodproverna fran forstakalvare kom endast
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11 prover att anvéndas i analysen. Forstakalvarnas haptoglobinkoncetrationer
delades sedan upp i tva grupper. Grupp 1 innefattade prover tagna dag O efter
kalvning till och med dag 2 efter kalvning. | grupp 2 hamnade de prover som togs
dag 4 efter kalvning till och med dag 7 efter kalvning. Grupp 1 jamfordes sedan
med de prover hos korna som togs dag 1 till och med dag 2 och grupp2 jamfordes
med de prover hos korna som togs dag 4 till och med dag 7. Forstakalvare
misstanks, som grupp, fa ett kraftigare haptoglobinsvar runt kalvning &n éldre kor.
Jamforelsen ar darfor intressant dven om materialet inte ar helt optimalt. Detta da
forstakalvarna provtagits mer utspritt dver en langre tid och endast ett fatal prover
faller in under relevant tid.

RESULTAT
Friska kor runt kalvning

Hos de friska korna sags en 6kning i serumkoncentrationerna av haptoglobin efter
kalvning. Koncentrationerna kan ses i tabell 3.

Statistisk jamforelse av haptoglobinkoncentrationerna hos djuren fore kalvning
och de olika dagarna efter kalvning visade signifikanta skillnader. Skillnaden var
storst redan dag 1 och 2 efter kalvning. Detta visas i tabell 4. Tva kor avviker fran
de Gvriga genom att knappt fa nagon stegring alls efter kalvning (kor 1010 och
1241) och 3 fick endast mycket lindrig 6kning (1247, 1313 och 1320).
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Tabell 3: Individuella haptoglobinkoncentrationer hos 23 friska 2:a-kalvare och aldre
kor olika dagar postpartum (d pp)

Ko Haptoglobinkoncetrationer g/l

Antepartum 1d pp 2d pp 4d pp 7d pp
1010 0,24 0,27 0,28 0,31 0,26
1030 0,25 0,43 0,44 0,29 0,22
1090 0,14 0,6 1,08 0,53 0,22
1192 0,18 0,43 0,51 0,2 0,17
1202 0,27 0,65 0,75 0,33 0,2
1240 0,28 0,46 0,44 0,21 0,19
1241 0,17 0,22 0,18 0,18 0,25
1247 0,2 0,42 0,36 0,19 0,16
1261 0,15 0,39 0,42 0,22 0,21
1278 0,13 0,38 0,42 0,17 0,14
1288 0,18 0,56 0,61 0,29 0,23
1291 0,17 0,52 0,57 0,18 0,17
1296 0,14 0,53 0,52 0,25 0,23
1303 0,13 0,35 0,27 0,23 0,19
1305 0,26 0,52 0,69 0,57 0,21
1313 0,15 0,31 0,4 0,32 0,33
1314 0,25 0,53 0,61 0,19 0,27
1315 0,15 0,34 0,58 0,16 0,22
1316 0,17 0,42 0,54 Saknas 0,17
1317 0,2 0,89 0,99 0,52 0,21
1320 0,15 0,27 0,24 0,23 0,12
1327 0,13 0,36 0,76 1,43 0,33
1328 0,3 0,58 0,71 0,49 0,25

Tabell 4: Jamforelse mellan medelserumkoncentrationen av haptoglobin fére kalvning
(ap) och 1-, 2-, 4- och 7 dagar efter kalvning (d pp) hos friska kor

Tidpunkt Haptoglobin g/l Signifikans
Ap 0,19
1d pp 0,45 folelal
2d pp 0,54 falaled
4d pp 0,34 *
7d pp 0,22 ES

ES=E;j Signifikanta skillnader, *=P<0,05, *** P<0,001
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Sjuka kor runt kalvning

Av 29 2:a kalvare och &ldre kor som kom att delta i studien kom 6 stycken att
klassas som sjuka. Dessa kors individuella haptoglobinkoncentration samt
diagnos(er) visas i tabell 5.

Tabell 5: Serumkoncentrationen av haptoglobin hos de sjuka korna samt deras
sjukdomsproblem

Ko Haptoglobin g/l Faorlossning ?eeg Diagnos
Ap dpp 2dpp 4dpp 7dpp
1137 0,39 1,16 1,48 1,56 1,45 Tvillingar X
1198 0,17 0,37 0,57 0,49 0,31 X
1227 0,18 1,39 2,43 3,24 1,76 Kalvendog X  Metrit2d pp
1251 0,13 0,51 1,61 3,27 1,83 Mastit 4d pp
1259 0,21 0,55 0,65 0,4 0,36 X

1263 0,28 0,85 1,52 2,32 2,48 Tvillingar X Metrit 4d pp

Det var en signifikant skillnad mellan sjuka och friska kor (Tabell 6). Ko 1198
och 1259 avviker genom att ej fa nagon kraftig stegring.

Tabell 6: Jamforelse av medelkoncentrationen av haptoglobin mellan sjuka och friska kor
antepartum (ap), 1-, 2-, 4- och 7 dagar postpartum (d pp)

Tidpunkt Haptoglobin g/l Signifikans
Friska Sjuka
Ap 0,19 0,23 ES
1d pp 0,45 0,81 ES
2d pp 0,54 1,38 *
4d pp 0,34 1,88 *
7d pp 0,22 1,37 *

ES=Ej Signifikanta skillnader, *=P<0,05

Vid jamforelse med de friska korna kan hdgre numeriska vérden av
haptoglobinkoncentrationen ses hos de sjuka korna redan 1 dag efter kalvning
(Figur 1). Detta trots att sjukdomarna tidigast diagnostiserades 2 dagar
postpartum.
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Figur 1: Haptoglobinvérden i g/l hos sjuka och friska kor postpartum. Staplarna visar
max- och minvarden.

Forstakalvare runt kalvning
Vid jamforelse mellan forstakalvare och friska kor vid samma tider sags ingen
signifikant skillnad (Tabell 7).

Tabell 7: Jamforelse av haptoglobinvarden hos forstakalvare och friska aldre kor 0-2
dagar samt 4-7 dagar postpartum (d pp)

Tidpunkt Haptoglobin g/l Signifikans
Friska kor Forstakalvare

0-2d pp 0,50 0,69 ES

4-7d pp 0,28 0,58 ES

ES= Ej Signifikanta skillnader

Forstakalvarnas enskilda varden kan ses i figur 2.
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Figur 2: Haptoglobinvérden i g/l hos kvigor efter kalvning.

DISKUSSION

Medelkoncentrationen hos de friska korna taget fore kalvning var 0,19 g/l. Vid
jamforelse mellan fore och efter kalvning hos dessa kor sdgs en signifikant
skillnad 1, 2 och 4 dagar post partum. Dessa resultat visar att
haptoglobinkoncentrationen stiger hos kor runt kalvning och stdmmer Gverens
med fynd fran andra studier (Uchida et al 1993, Sheldon et al 2001, Stengarde et
al 2008, Humblet et al 2006, Hiss et al 2008, Huzzey et al 2009). Detta till
skillnad fran Hirvonen et al (1999), Skinner et al (1991) och Chan et al (2004),
som inte sdg nagra skillnader i haptoglobinkoncentration efter kalvning. En
forklaring till att dessa studier ej sag nagon hojning kan vara den tidpunkt som
djuren provtogs. Hirvonen et al (1999) provtog inte sina djur forran 4 dagar efter
partus och Chan et al (2004) provtog endast en gang i veckan. Av Skinner et al
(1991) artikel framgar det ej klart hur forfattarna kommit fram till asikten.

Endast tidpunkt verkar dock ej vara det som ar avgorande. De koncentrationer
Hirvonen et al (1999) fick Iag runt 0,05 g/l dag 4 postpartum. Detta ar intressant
dd ingen av korna, vilka har redovisats i resultatdelen ovan, hade sa laga
koncentrationer dag 4 eller ens dag 7. Ett antal av korna kommer dock ner i
samma niva som fore kalvning. Om djuren i Hirvonen et al (1999) studie hade
laga varden innan kalvning skulle det vara mojligt att de sjunkit tillbaka till dessa.
Koncentrationerna som uppmattes var dock mycket laga, inte bara vid jamforelse
med den hér studien En orsak till detta kan vara att olika analysmetoder anvandes.
De kraftigt varierande vardena i studier som anvént olika analysmetoder gor att de
gransvéarden som denna studie kommit fram till troligen enbart fungerar for den
metod som anvants i just denna studie.
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Det ar intressant att se att toppkoncentrationens tidpunkt varierar mellan djuren.
Hos storre delen av djuren hamnade den 2 dagar efter kalvning. Cirka 30 % av
korna hade dock toppkoncentrationen av haptoglobin 1 dag efter partus. Detta
stdmmer med tidigare studier som visat att det tar 1 till 2 dygn for haptoglobin att
stiga i blodet. Ett fatal kor fick i den har studien emellertid sin toppkoncentration
pa dag 4 efter partus. Eicher et al 2001 fick i sin studie toppkoncentrationer
mellan dag 3 och 7 hos friska djur (enbart forstakalvare som studerades).

Medelvardet for toppkoncentrationen var 0,54 ¢/l, men de individuella
toppvéardena varierade mellan 0,25 och 1,43 g/l. Bada dessa faktorer visar ganska
tydligt vilken individualitet det finns i haptoglobinsvar efter kalvning. Skillnader i
kornas individuella immunférsvar kan bidra, men det &r troligare att det ar kornas
individuella problem efter kalvning som ger upphov till skillnader. Skinner et al
(1991) tar upp huruvida skador i samband med kalvning kan paverka
haptoglobinkoncentrationen och bakteriekontaminationen i livmodern &r en annan
faktor (Sheldon et al 2001). Bada dessa faktorer skulle kunna vara orsak till de
stora skillnaderna i haptoglobinkoncentration som sags i min studie. Alla kor i
studien stod uppbundna och inhysningssystem borde darfor inte ha varit en faktor
som spelat nagon roll. Eicher et al (2007) visar annars att detta ger olikheter i
haptolgobinnivaer. Intressant nog ses i mina resultat att fem av de friska korna ej
fick nagon direkt 6kning av haptoglobinkoncentrationen. Detta kan tolkas som att
det, eventuellt, egentligen ar dessa kor som har normalnivaer runt kalvning. Alltsa
att normal forlossning och cortisolékningen i samband med den naturliga
forlossningsinduktionen ej behdver ge nagon tydlig 6kning i haptoglobin.

De djur som var sjuka med inflammatoriska sjukdomar i studien diagnostiserades
dag 2 och 4 efter kalvning. Hos de sjuka ses en kraftigare hdojning i
haptoglobinkoncentration, jamfért med hos de friska korna. Ingen skillnad kan
dock ses innan kalvning. Det &r intressant att en relativt tydlig héjning ses redan
innan insjuknande. Detta gor att det kan bli mojligt att forutspa sjukdomar, precis
som tidigare studier haft funderingar kring.

Alla sjuka fick dock inte en kraftig hojning i koncentration. De tva djuren (kor
1198 och 1259) som ej fick kraftigare 0kning &n de friska djuren hade endast
kvarbliven efterbord som problem efter kalvning. Detta kan troligen bero pa att
djuren ej fick nagot problem av den kvarblivna efterbérden. Kvarbliven efterbord
diagnosticerades ndmligen om efterborden var kvar 24 timmar efter kalvning,
vilket kan vara normalt. Skinner et al (1991) fann dock att djur med kvarbliven
efterbord fick en stegring i haptoglobinsvar. Skillnaden ligger dock troligen i att i
deras studie diagnosticerades djuren med kvarbliven efterbord endast om det var
3-5 dagar efter kalvning. Detta kan pa ett mer rattvist satt representera kvarbliven
efterbord da en dag efter kalvning ar for tidigt for att anse det sjukligt.
Ytterliggare ett djur (ko 1137) hade endast kvarbliven efterbérd som problem,
men hade hdga koncentrationer anda. Noteras bor ocksa att denna ko hade fatt
tvillingar. Det skulle kunna vara sa att efterbérden hos denna ko var kvar langre
an hos de Ovriga och faktiskt orsakade problem. En annan orsak skulle kunna vara
att denna ko fatt kraftigare skador i forlossningsvdgarna pa grund av
tvillingfodsel. Det ar dock svart att saga om denna ko eller de andra tva med
endast kvarbliven efterbérd som problem bor betraktas som “sjuka”. Detta da
inget journalforts angaende detta.
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Forstakalvare misstanktes som grupp fa ett kraftigare haptoglobinsvar an korna.
Vid statistisk analys kunde ingen signifikant skillnad ses mellan grupperna, men
forstakalvarna hade ett numreriskt hogre medelvérde an de friska dldre korna. 4 av
6 forstakalvare (inom 4 dagar postpartum) ligger éver 0,7 g/l. Endast 5 av 23
friska kor kommer upp i varden 6ver 0,7 g/l. Dessa resultat staimmer med Humblet
et als (2006), som ocksa sag hogre medelvarde hos forstakalvare efter kalvning.
For att fa tydligare resultat och signifikanta varden bor flera férstakalvare provtas
dag 1-2 efter kalvning.

Ett flertal olika varden har angivits som normalvarden for friska kor runt
kalvning. Det ar dock inte bara vardena i sig som &r intressanta utan &ven vilken
dag de ar tagna pd. Av mina resultat kan utldsas att korna far en stegring i
haptoglobinkoncentrationen de forsta 2 dagarna for att sedan sjunka och vara
tillbaka pa nivaer som innan kalvning redan efter 7 dagar. Detta betyder att ett
varde som kan anses normalt dag 2, kan anses onormalt dag 4. Pa grund av detta
ar det viktigt att tanka pa vilka dagar tidigare studier provtagit sina djur for att
kunna gora en jamforelse. Det ar dven viktigt att tdnka pa detta vid anvandandet
av haptoglobinkoncentrationen som diagnostikum, vilket ocksd Huzzey et al
(2009) och Humblet et al (2006) tar upp i sina respektive studier.

Uchida et al (1993) kom fram till att friska, normala kor skulle ligga under eller
lika med 0,5 g/l dag 0-1 efter kalvning. Stengéarde et al (2008) anvénde sig av
detta varde men drygt 1/4 av djur utan registrerad sjukdom lag strax over detta
varde. Huzzey et al (2009) visade ett medelvérde for friska, normala kor pa dag 3
efter kalvning som lag pa 0,58 g/l. Dessa varden &r intressanta da det medelvarde
som korna i den hér studien hade dag 1 efter kalvning var 0,45 g/l och dag 2 efter
kalvning 0,54 g/l. Dag 1 efter kalvning lag dock cirka 40 % av djuren 6ver 0,5 g/l,
men endast 7 % Over 0,6 g/l. Dag 2 hade faktiskt mer an 50 % av korna i den har
studien varden éver 0,5 g/l, men endast 13 % over 0,8 g/l. Ett vanligt satt att fa
fram ett gransvérde for en population ar att ta medelvardet + 2 SD och gérs detta
for de friska korna pa dag 2 efter kalvning fas 0,99 g/l.

Humblet et al (2006), Sheldon et al (2001) och Smith et al (1998) kommer i sina
studier fram till gransvarden som alla ligger runt 0,1 g/l. Dessa varden ligger lagre
an vad mina resultat visar dag 4 och 7 i den har studien. Detta kan bero pa olika
analysmetoder eller skillnader hos de djur som anvénts. Eventuellt kan ocksa, som
Eicher et al (2007) visade, olika djurhallningssystem och skétselfaktorer ha
paverkat haptoglobinkoncentrationerna.

De sjuka djurens varden borjar framfor allt avvika dag 2 efter kalvning, da man
ser den forsta signifikanta skillnaden mellan sjuka och friska djur. 67 % av djuren
lag da 6ver 1,0 g/l. De tva djur som ej fatt nagon hojning dag 2 ar de med endast
kvarbliven efterbérd som problem och dessa tva kan eventuellt istéllet betraktas
som friska djur. Huzzey et al (2009) anger tre olika gransvarden beroende pa vad
dessa ska anvandas till. De anger 1,0 g/l som ett gransvarde dag 3 for att kunna
forutse metrit. Detta stimmer dverens med vardena fran dag 2 i den har studien,
da medel + 2sd ger ett gransvarde pa 0,99 g/l.
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| studier av inflammationssjukdomar hos nétkreatur, vilka ej befinner sig vid
kalvning, ligger gransvardena mycket lagre &n vad som diskuterats ovan.
Horadagoda et al (1994), Skinner et al (1991) och Hirvonen et al (1996) har
kommit fram till gransvérdet mellan 0,2-0,4 g/l. Att anvanda dessa vérden runt
kalvning verkar inte fungera da en stor andel av de friska djuren ligger 6ver 0,4 g/l
den forsta veckan efter kalvning. Alsemgeest et al (1994) fick ett medelvarde hos
djur med inflammationssjukdomar pd 0,57 g/l. Detta kan jamforas med
medelvérdet dag 2 efter kalvning hos friska kor pa 0,54 g/l i den har studien.
Skillnaden i vardena belyser ytterligare nédvandigheten att hitta normalvérden
och gransvarden specifika for kor efter kalvning samt specifika for metoden och
labbet. Makimura och Suzuki (1982), Conner et al (1988) och Conner et al (1986)
visade dock vérden som lag 6ver 1,0 g/l hos djur med inflammation/infektion,
vilket stammer 6verens med resultaten fran den har studien.

Huzzey et al (2009) diskuterar i sin studie anvandandet av olika gransvarden
beroende pa vad de ska anvandas till. Detta resonemang tycker jag ar intressant.
Pa detta satt skulle man kunna anpassa diagnostiken for att fa basta resultat.
Vérdet 0,8 g/l skulle till exempel kunna ses som en markor for okad risk for
sjukdom och anvandas som en indikation for extra Overvakning av djur.
Anledningen till att 0,8 g/l valjs istéllet for 0,99 g/l ar att resultat i denna och
andra studier tyder pa att normal och fungerande kalvning ej behover ge en kraftig
Okning i haptoglobin. De som har lite hogre vérden har troligen skador eller
problem som inte behdver ge tydliga kliniska symtom. Déarfor behovs troligen ett
lagre varde som Overvaknings grans. | Huzzey et als (2009) studie diskuterades
aven vardet av att hitta ratt dag for att fa rattvis diagnostik da vardena forandras
relativt kraftigt veckorna efter kalvning. Detta stéds dven av resultaten fran den
har studien.

SLUTSATS

| studien ses en Okning av haptoglobin efter kalvning, hur kraftig 6kningen &r
varierar dock. Haptoglobin fér sin toppkoncentration 2 dagar efter kalvning for att
sedan sjunka till nivaer som en vecka efter kalvning ar jamforbara med fore
kalvning. Dag 2 verkar vara ett bra tillfalle att dvervaka kor for att se om nagra
ligger Over ett visst gransvérde. Dag 2 &r nédmligen den forsta dagen med
signifikanta skillnaden mellan sjuka och friska djur. 1,0 g/l verkar vara ett bra
gransvarde for att forutse sjukdom. Resultaten i den har studien tyder pa att
normala haptoglobinvérden for kor dag 2 efter kalvningen ligga under 0,8 g/l.
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