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SAMMANFATTNING

Mastit ar den vanligaste och mest kostsamma sjukdomen hos mjolkkor. Enligt
statistik fran Svensk Mjolk har cirka 65 % av alla kor i Sverige mastit nagon gang
under en laktation. Subklinisk (utan markbara symtom) mastit utgor det storsta
problemet. De &r svara att upptidcka da dven mjolken ser normal ut, vilket
resulterar i att den hamnar i tanken och levereras till mejeriet. Mjolk fran kor med
mastit har ett okat celltal samt forsdmrad kvalitet och sammansattning vilket i
slutdndan medfor sdmre betalt for lantbrukaren. Kor med infektits mastit riskerar
aven att sprida smittan vidare i besattningen vilket kan ge katastrofala foljder for
den enskilda foretagaren.

Somatic cell count (SCC), det vill sdga cellkoncentrationen i mjolken, anvands
idag som metod for att upptécka subklinisk mastit. SCC mats i tanken vid varje
leverans till mejeriet och vid den individuella provmjolkningen som sker
manadsvis av alla kor i ko-kontrollen. Men racker denna provtagning? Kan man
med ett individuellt samlingsprov per manad av mjolken fran hela juvret utesluta
att kon har mastit i nadgon juverdel? Finns det nagon annan mastitindikator som
detekterar kor med mastit sakrare &n SCC?

Syftet med denna studie var att utifran juverhalsostatus, hos nagra enskilda kor,
studera variationen mellan mjélkningar hos ett antal inflammatoriska parametrar i
mjolk och hur de forhdller sig till SCC. Dessutom studerades vissa av
parametrarna i mjélkens sammanséttning och relaterades till juverhalsostatus och
SCC.

Mijolkprover pa juverfjardedelsniva togs morgon och kvéll under tre veckor i rad
och analyserades med avseende pa alkalint fosfatas (AP), haptoglobin (Hp),
laktatdehydrogenas (LDH), N-acetyl-B-D-glukosaminidas (NAGase), serum
amyloid A (SAA), SCC, kasein, laktos, totalprotein och vassle. Ett representativt
samlingsprov togs dven efter att forsiktigt ha blandat ihop all fjardedelsmjolk.
Mijolkprover for bakteriologisk undersokning togs varje morgon pa
juverfjardedelsniva efter avslutad mjélkning.

Totalt provtogs 10 kor. Av dessa valdes tre ut, med olika juverhélsostatus baserat
pa SCC i samlingsmjolk samt bakteriologiskt status, for att studeras narmare. En
ko hade lagt celltal och var bakteriologiskt negativ, en ko hade hogt celltal och var
bakteriologiskt negativ och en ko hade hogt celltal och var bakteriologiskt positiv
i en juverdel med véxt av Enterobacter cloacae i renkultur.

Resultaten visar att den subkliniskt inflammerade kon med infektion hade storst
variation géllande alla analyserade parametrar. Variationen hos den enskilda
infekterade kon slog dven igenom och gav en hdgre variation i hela gruppen av tio
kor jamfort med samma grupp av kor dar den infekterade kon var utesluten.

Av alla analyserade parametrar fanns det ingen parameter som i ett samlingsprov
kunde urskilja kor med en ringgradigt subkliniskt inflammerad juverdel. Enbart
SCC och SAA kunde pa juverfjardedelsniva skilja en ringgradigt subkliniskt
inflammerad juverdel fran 6vriga juverdelar med lagt SCC medan flertalet av de



analyserade parametrarna kunde identifiera en subkliniskt inflammerad juverdel
med infektion.

ABSTRACT

Mastitis is the most common and most costly disease among dairy cows.
According to Swedish Dairy Association approximately 65 % of all cows in
Sweden have mastitis some time during lactation. Subclinical (without detectable
symptoms) mastitis constitutes the largest problem. The cases are difficult to
detect since there are no visible symptoms in the milk and consequently this milk
will be delivered to the dairy. Milk from cows with mastitis have an increased
somatic cell count (SCC), i.e. the concentration of cells in milk, and deteriorated
quality and composition that will result in milk price reduction for the farmer.
There is also a potential risk that cows with infectious mastitis spread the
infection to more cows in the herd which might result in devastating consequences
for the individual entrepreneur.

Today SCC is the most commonly used method to detect subclinical mastitis. A
sample from the bulk tank is collected for SCC analysis every time milk is
delivered to the dairy plant, but also from each individual cow once a month in the
Swedish cow-control system. Is it enough with one sampling occasion at cow
level to detect udder health problems? Is it possible with an individual cow
composite sample to detect mastitis in an udder quarter? Is there any other
indicator to detect mastitis that is more reliable to use than SCC?

The aim of this study was to study the variation between milkings of a number of
inflammatory parameters in milk and how they relate to SCC, i.e. the udder health
status of the udder. In addition, some parameters in the milk’s composition was
studied and related to udder health and SCC.

Quarter milk samples were collected morning and evening during 42 consequtive
milking occasions and were analyzed for alkaline phosfatase (AP), haptoglobin
(Hp), lactatedehydrogenase (LDH), N-acetyl-pB-D-glucosaminidase (NAGase),
serum amyloid A (SAA), SCC, casein, lactose, total protein and whey. A
representative composite milk sample was collected after the milk from the 4
udder quarters had been carefully mixed. Quarter milk samples for bacteriological
examination were taken after morning milking was completed.

In total 10 cows were included in the study. Three of those, with different udder
health status, were chosen to study in detail. One cow had a low SCC and was
bacteriologically negative, one cow had a high SCC and was bacteriological
negative and one cow had a high SCC and was bacteriological positive in milk
from one quarter with growth of Enterobacter cloacae.

The results from this study showed that the cow with subclinical mastitis and
infection had the largest variation in all analyzed parameters among the 3 cows.
The variation was considerably higher in the entire group of ten cows compared to
the same group of cows when the subclinically infected cow was excluded.



None of the included parameters in this study could detect a mild subclinical
inflamed quarter when analyzed in a cow composite milk sample. Only SCC and
SAA could at udder quarter level identify a quarter with mild subclinical
inflammation. The majority of the analyzed parameters could identify the
subclinically inflamed quarter with infection.

INLEDNING

Trots omfattande forskning &r mastit fortfarande den vanligaste och ekonomiskt
mest forlustbringande sjukdomen hos mjélkkor. Enligt statistik fran Svensk Mjolk
har cirka 65 % av alla kor i Sverige mastit nagon gang under en laktation. Den
subkliniska (utan synbara symtom) formen av mastit utgor det storsta problemet.
Klinisk mastit forekommer mer séllan. | husdjursstatistiken 2009 fran Svensk
Mjolk rapporterades att cirka 14 % av alla kor ndgon gang under laktationen
veterindrbehandlas for mastit. Det ar dock en underskattning av forekomsten av
kliniska mastiter eftersom endast 78 % veterindrbehandlas (Mork et al 2009) och
rapporteringsgraden dessutom i genomsnitt bara & 75 % (Jansson Mork et al
2009). Detta leder till uppskattningen att cirka 25 av 100 kor nagon gang under
laktationen drabbas av klinisk mastit.

Kliniska mastiter ar oftast latta att upptacka for lantbrukaren, da juvret uppvisar
symtom och mj6lken &r forandrad, medan de subkliniska ar betydligt svarare. Vad
finns det idag for hjalpmedel att upptdcka subkliniska mastiter i en besattning?
Sedan mycket lange anvands koncentrationen av vita blodkroppar, det sa kallade
celltalet i mjolken (somatic cell count, SCC) som indikator pa mastit. Celltalet i
den levererade tankmijélken ar en grov indikator pd omfattningen av eventuella
juverhalsoproblem i en beséttning. Provmjolkning av varje ko genomfors
dessutom i de flesta besattningar en gang per manad. Den ger uppgift om vilket
celltal kon har, men enbart i den samlade mjolken fran juvret och just den dagen.
Uppgifter fran flera manader i rad visar dock en trendlinje for kon under
laktationen och utgor ett sékrare underlag for att beddma kons juverhalsostatus.
Genom att regelbundet ga igenom provmjélkningsrapporterna och identifiera kor
med hdga celltal som misstanks ha subklinisk mastit och darefter understka deras
juver pa fjardedelsniva med California Mastitis Test (CMT) kan de enskilda
juverdelar som har mastit hittas. CMT é&r en test som indikerar ungefarligt celltal i
mjolken och som kan genomforas direkt i ladugarden nar prov pa mjolken ar
taget. De juverdelar dar mjolken har starka CMT-reaktioner bor provtas med
avseende pa infektion. Eftersom de subkliniska mastiterna forloper utan synliga
symtom ar analys av celltal och bakterier i mjolken enda sattet att ha kontroll pa
vilka kor som har subkliniska juverinfektioner. Att k&nna till det &r vasentligt
darfor att kor med infekterade juver riskerar att fora smittan vidare till andra kor
och risken varierar beroende pa vilken bakterie som orsakar infektionen.

Varfor vill man stélla diagnos pa de subkliniska mastiterna nar man inte kan se att
mjolken har nagra forandringar? Finns det pengar att tjana? Kor med subklinisk
mastit far nedsatt mjolkproduktion och forandrad sammanséttning (se
litteraturdversikt av Kitchen, 1981) vilket orsakar lantbrukaren stora forluster.
Betalningen for mjolken baseras ocksa delvis pa celltalet, ett hogre celltal ger
lagre betalt och vid aterkommande kraftigt hoga celltal i tanken kan man stéangas
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av fran mejeriet. Anledningen &r att ett 6kat celltal ar relaterat till icke dnskvérda
forandringar 1 mjolkens sammansattning. Bland annat minskar utbytet vid
osttillverkningen och mjolkens hallbarhet vid lagring forsamras. Mjolkens celltal i
en mastitfri juverdel ska vara lagre an 100 000 celler/ml, men den Ovre acceptabla
gransen for celltal i tankmjolk som ska levereras till mejeriet & inom EU 400 000
celler/ml. Aven med ett betydligt lagre tankmjolkscelltal &r det uppenbart att
mjolk fran en stor andel kor med férhojda celltal kan délja sig. Det innebar att
mjolken fran dessa kor med subklinisk mastit regelmassigt levereras till mejeriet.

SCC ér idag den vanligast anvanda parametern for att diagnostisera subklinisk
mastit och anvands &ven, som tidigare ndmnts, som betalningsgrund for mjolk
som levereras till mejerierna. Ar dd SCC den mest optimala faktorn att analysera
for att upptacka kor med subklinisk mastit och vad s&ger SCC om mjolkens
sammansattning? Finns det andra parametrar som ger ett sakrare resultat nér det
galler att skilja ett friskt juver fran ett subkliniskt inflammerat?

Syftet med denna studie var att utifrdn juverhalsostatus, hos nagra enskilda kor,
studera variationen mellan mjoélkningar av ett antal inflammatoriska parametrar i
mjolk och hur de forhaller sig till SCC. Dessutom studerades vissa av
parametrarna i mjolkens sammansattning och relaterades till juverhalsostatus och
SCC.

LITTERATUROVERSIKT
Juveranatomi och fysiologi

Juvret ar uppbyggt av alveoler, gangsystem, kortelcistern och spencistern (figur
1). Det ar i alveolen som mjolken produceras och ocksa dar samt i gangsystemen
som den mesta mjolken férvaras mellan mjélkningarna. Varje juverdel &r att
betrakta som en separat enhet dven om de har viss kommunikation genom
blodcirkulationen. Mellan de framre och bakre juverdelarna finns ett finare
membran som tillater mer kommunikation an mellan héger och vanster juverhalva
déar det finns ett kraftigare membran, ligamentum suspensorium (Tanhuanpéaa,
1995).

Alveol Fint membran som
delar juverhalvorna  Lizamentum
itva fjirdadelar SLEpENEOrinm

Figur 1. Oversiktlig juveranatomi.

Modifierad bild enligt Tanhuanpaa (1995)
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Mjolk syntetiseras frdmst av ndringsdmnen som tas upp i magtarmkanalen och
transporteras vidare med blodet till juvret, men triglycerider och aminosyror som
mobiliseras fran kroppens vavnader kan ocksa anvandas (Sjaastad et al., 2003).
Glukos &r huvudsubstrat for laktos (Kaartinen, 1995) och laktoshalten kan variera
mellan 3,5 % och 5,5 % (Mantere-Alhonen, 1995). Av mjélkproteinerna ar ca 80
% kasein och resten &r vassle och en mindre andel blodproteiner, till exempel
immunoglobuliner. De specifika mjolkproteinerna, kaseinerna, syntetiseras fran
aminosyror (Kaartinen, 1995).

Hos kor med friska juver har de bakre juverdelarna en signifikant hogre
mjolkproduktion per timme och ett hogre laktosinnehall &n de framre juverdelarna
(Berglund et al., 2007). Proteininnehallet skiljer sig inte a mellan framre och
bakre juverdelarna. Jamfor man hoger och vanster juverdel inom det framre
respektive bakre paret, bland mastitfria juverfjardedelar, skiljer de sig inte at
gallande mjélkproduktion per timme, protein- och laktosinnehall (Berglund et al.,
2007).

Mastit

Mastit betyder inflammation i juvret. Inflammation ar kroppens férsvarsreaktion
pa till exempel en infektion men den kan ocksa orsakas av vavnadsskada och
toxiner. Mastit kan delas in i flera olika kategorier som grundas pa duration (akut
eller kronisk), kliniska symtom och infektion eller inte. En klinisk mastit uppvisar
tydliga symtom pa inflammation i juvret, med till exempel smarta och svullnad
och makroskopisk forandring av mjolken. Vid subklinisk mastit finns inga
makroskopiska tecken pa inflammation, men mjolkens SCC &r forhojt. En
infektios mastit ar orsakad av mikroorganismer medan en aseptisk mastit har
andra orsaker an en infektion (Kastli, P. 1967). Det bor dock poédngteras att ett
negativt bakteriologiskt svar inte behdver betyda att mastiten &r aseptisk. Dels
ligger forhojda celltal kvar langt efter det att infektionen forsvunnit, dels har vissa
bakterier en stor formaga att gémma sig i till exempel vita blodkroppar eller
mikroabcesser i juvret.

Inflammationsreaktionen och celltalet i mjolk

Inflammation ar kroppens forsvar pa ndgot frammande, till exempel bakterier,
toxiner eller vavnadsskada. Klassiska symtom &r rubor, tumor, calor, dolour och
functio laesa (Sandholm, 1995a). Vid en inflammation sker en patologisk
forandring i juvret med 6kad blodkarlspermeabilitet, 6ppnade tight junctions och
Okad rekrytering av vita blodkroppar till mjolken (6kat SCC) (se litteraturéversikt
av Kitchen, 1981). Det har leder till férandringar i mjolken som kan anvéndas for
att diagnosticera mastit. De inkluderar, forutom leukocyter som rekryterats fran
blodet till mjolken, dven till exempel en férandrad jonsammansattning vilket ger
en Okad konduktivitet. Intracelluldra enzymer, som N-acetyl-B-D-glukosaminidas
(NAGase), frisatts fran trasiga vavnadsceller och/eller aktiverade leukocyter och
Okar vid mastit (Korhonen och Kaartinen, 1995; Sandholm, 1995a).

Inflammationsreaktionen aktiverar kroppens forsvar som forsoker eliminera det
som ar frammande. De somatiska cellerna i mjolk fran kor utgors nastan
uteslutande av leukocyter (Hageltorn och Saad, 1986; Ostensson 1993). | mjolk
fran ett friskt juver bestar leukocyterna till storsta delen av makrofager. Dessa
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kénner av omgivningen och utsondrar substanser (cytokiner) som attraherar
neutrofiler nar de upptacker nagot onormalt, till exempel mikroorganismer
(Sandholm, 1995a). Neutrofilerna har formaga att fagocytera och avdoda
infektionsdmnen och utgdr det viktigaste forsvaret vid mastiter (Korhonen och
Sandholm, 1995). De star for den storsta andelen av cellokningen i mjélken vid
en inflammation (Sandholm, 1995a).

Cytokiner ar peptider som reglerar inflammation pa flera nivaer. Vissa nedreglerar
medan andra uppreglerar specifika &mnen och funktioner i kroppen som styr
inflammationsreaktionen. Aktiverade makrofager, T-lymfocyter och endotelceller
frisétter till exempel cytokiner som reglerar produktionen av akutfasproteiner i
levern. Hos notkreatur &r de viktigaste akutfasproteinerna haptoglobin (Hp) och
serum amyloid A (SAA). De 6kar snabbt i blodet vid en inflammation (Sandholm,
1995a).

Nar kroppens forsvar misslyckas med att eliminera det som &r frammande kan en
subklinisk mastit utvecklas och bakterierna finns kvar i juvret. Inflammationen
fortgar i juvret, men en slags tolerans utvecklas da cytokiner nedreglerar
inflammationsreaktionen och den ger inte langre upphov till de synliga, klassiska
symtomen (Sandholm, 1995a). Ett ringgradigt inflammationssvar pa grund av lag
virulens hos den orsakande bakterien eller ett primart stort immunfdrsvar hos kon
kan ocksa resultera i en subklinisk mastit.

SCC ér i dagens lage den mest anvanda parametern for att upptacka mastit. |
dagligt juverhalsoarbete mats SCC pa koniva och en Ovre grans pa 200 000
celler/ml anvéands som en indikator pa en rimligt liten risk att kon har en infektios
mastit (Brolund 1985). I mjolken fran en inflammationsfri juverfjardedel ar dock
SCC betydligt lagre, < 100 000 celler/ml eller &nu mindre (Hillerton 1999;
Hamann 2002)

Mjolksammansattning

Vid inflammation i juvret sker flera processer samtidigt som inverkar negativt pa
mjolkens sammansattning med forsamrad kvalitet och minskad mjélkméangd som
foljd (se litteraturdversikt av Kitchen, 1981; Korhonen and Kaartinen, 1995;
Sandholm, 1995b).

Vid mastit minskar produktionen av kasein och laktos (se litteraturgversikt av
Kitchen, 1981; Korhonen och Kaartinen, 1995; Sandholm, 1995a). Detta sker
framfor allt genom nedsatt sekretorisk aktivitet i juverepitelet. Den patologiska
forandringen i juvret med Okad blodkarlspermeabilitet och 6ppnade tight junctions
leder till dkat intrade av proteiner till mjélken (se litteraturdversikt av Kitchen,
1981). Dessa proteiner dar framst vassleproteiner och resulterar i att
proteinsammanséttningen forandras; kasein minskar medan vassle 6kar. En 6kad
grad av inflammation ger 6kad koncentration vassle i mjolken. Enligt Korhonen
och Kaartinen (1995) forandras inte den totala mangden protein ndmnvért forran
SCC overstiger 1000 000 celler/ml i samlingsmjolk. Det &r kasein som ger
mjolken den vita fargen (Mantere-Alhonen, 1995). Vid mastit minskar inte bara
syntesen av kasein utan det bryts dven ner av plasmin fran blodet, vilket gor
mjolken transparent. Nedbrutet kasein verkar proinflammatoriskt och
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kemotaktiskt pa granulocyter (Sandholm, 1995a). For mejeriet blir effekten, av en
lagre kasein- och fettniva, framfor allt att en mindre mangd ost kan utvinnas per
liter mjolk (se litteraturdversikt av Kitchen, 1981).

Nagra utvalda humorala inflammationsparametrar

Ett flertal humorala inflammationsparametrar har analyserats i mjolk bland annat
for att forsoka fa fram en parameter som ar en mer optimal indikator pa mastit &n
SCC. Nedan foljer ett urval av en del av dessa parametrar.

Haptoglobin och serum amyloid A

Hp och SAA ér de tva viktigaste akutfasproteinerna hos notkreatur, som reagerar
kraftigast vid akuta mastiter (Horadagoda et al., 1999; Gronlund et al., 2003).
Deras koncentration i serum kan stiga mer &n 100 ganger (Pyorala, 2003).
Gronlund et al., (2003) visade att koncentrationen av bade Hp pch SAA oKar i
mjolk hos kor med spontan klinisk mastit och experimentellt inducerad subklinisk
mastit. Det har forslagits att Hp och SAA under detektionsgréansen 0,3 pg/ml
respektive 0,9 pg/ml, pa juverfjardedelsniva, ar ett tecken pa god juverhalsa.
Samtidigt har man observerat en stor variation av koncentrationen av Hp och SAA
i juverfjardedelar med kronisk subklinisk mastit (Gronlund et al., 2005). Vid
induktion av subklinisk mastit (Eckersall et al., 2006) foljde en 6kning av Hp och
SAA i den juverdelen medan &vriga var opaverkade. Akutfasproteinerna i
blodet/cirkulationen steg senare. Detta ger stod for att de har akutfasproteinerna
aven produceras lokalt i juvret. Man upptackte ocksa att de juverdelar som fick
tva infusioner, for att 6ka inflammationsgraden, hade hdgre nivaer av Hp och
SAA. Detta tyder pa att SAA och Hp i mjolk kan anvandas som indikatorer for
mastit och att de eventuellt kan indikera svarighetsgraden av tillstandet.

Laktatdehydrogenas, N-acetyl-B-D-glukosaminidas och alkalint fosfatas

NAGase ar ett intracellulart, lysosomalt enzym som utséndras i sma mangder fran
intakta sekretoriska celler i juvret hos friska individer (Kitchen et al., 1978).
Kitchen et al. (1978) observerade ocksa att jamfort med blod och andra vavnader
fanns NAGase i mycket stérre mangd i juvervdvnad. Aktiviteten hos
laktatdehydrogenas (LDH) och NAGase hos friska kor paverkas av antalet dagar
efter kalvning och produktionsvecka. Okad aktivitet hos parametrarna observeras
vid kalvning och koncentrationen minskar darefter under 30-40 dagar (Chagunda
et al., 2006).

Vid en infektion Okar vévnadsskadan och permeabiliteten i membranen i de
sekretoriska cellerna vilket resulterar i en frisattning av NAGase till mjolken
(Kitchen et al., 1978; Zank and Schlatterer, 1998). Senare har det dock visats att
NAGase frisatts framst fran neutrofila granulocyter da de aktiveras eller bryts ner
(se litteraturoversikt av Pyorald, 2003). Vid en mastit nar det finns ett stort antal
neutrofiler i juvret utgér de den huvudsakliga kallan till NAGase aktiviteten i
mjolken. NAGase har visat sig vara en palitlig inflammationsmarkor. Det finns en
hog korrelation mellan NAGase och SCC i mjélk (Kitchen et al., 1978;
litteraturdversikt av Pyorala, 2003).



LDH frisatts framfor allt fran skadade sekretoriska epitelceller i juvervavnaden
men finns &ven i lymfocyter hos notkreatur (Zank och Schlatterer, 1998). En
hogre korrelationskoefficient iakttogs mellan SCC och LDH an mellan SCC och
NAGase. Detta kan forklaras med LDHs dubbla inflammationsaktivitet, det vill
saga frisattningen fran bade epitelceller och lymfocyter. Zank och Schlatterer
(1998) menar att LDH darfor ar en battre mastitindikator &n NAGase. Friggens et
al. (2007) pavisade att vid anvandning av LDH som indikator for mastit, vid
matningar 6ver en tid, blev fordelen att sjukdom kunde upptéckas tidigt. Det var i
forsoket mojligt att skilja friska kor fran sjuka fyra dagar innan de behandlades for
mastit av veterindr. Chagunda et al. (2006) visade att LDHs varden for specificitet
och sensitivitet & mer stabila &n vérdena for NAGase, vilket indikerar att LDH &r
en stabilare indikator for klinisk mastit. Formagan att identifiera friska kor var
likvardig for LDH och NAGase.

Vid mastit 6kar ocksa alkaliskt fosfatas (AP). I en studie noterades en sexfaldig
okning av AP efter infusion med endotoxin fran E. coli. AP ckade senare och
minskade langsammare jamfort med LDH (se litteraturéversikt av Kitchen, 1981).
En annan studie visade en okad aktivitet av LDH och AP i fjardedelsprover fran
subkliniskt infekterade juverdelar jamfort med friska juverdelar. AP hade klart
béttre sensitivitet medan specificiteten var likartad for de bada parametrarna. Av
det drogs slutsatsen att LDH inte &r en lamplig parameter for att tidigt upptacka
subklinisk mastit medan AP har tillrackligt hdg sensitivitet och tillforlitlighet for
att kunna anvandas med det andamalet (Babaei et al., 2007). Ursprunget for AP &r
ej annu faststéllt (se litteraturoversikt av Kitchen, 1981; Babaei et al., 2007).

Laktos

Aven om produktionen av laktos gér ner vid mastit & procentminskningen
numeriskt relativt liten och en forandring i en juverdel doljs i samlingsmjolk.
Detta innebdr att laktos ar en ganska okdanslig markor for mastit i praktiken
(Sandholm, 1995b). Daremot sag Berglund et al. (2007), vid en jamférelse mellan
juverdelarna inom juvret, en hog signifikant negativ korrelation mellan
laktosinnehallet och SCC. Redan vid en moderat 6kning av SCC ségs forandringar
av laktoshalten. Genom att studera avvikelse av laktosinnehallet inom respektive
fram- och bakfjardedelar, kan den parametern anvandas for upptéckt aven av
moderat 6kat SCC pa juverdelsniva.

Det har foreslagits att ett laktosinnehdll under 4,6 % pa juverfjardedelsniva ska
betraktas som onormalt och att man, med det kriteriet, med stOrre sdkerhet kan
hitta sjukdom i juvret jamfort med SCC. Dock maste man ta hansyn till flera olika
parametrar som laktationsstadium, alder och ras (se litteraturéversikt av Kitchen,
1981). Det har ocksa visats att laktos kan variera mycket, dven hos friska
individer (Mantere-Alhonen, 1995). Pa besattningsniva kan det vara svart att
anvanda sig av laktos da laga nivaer inte alltid kan ses trots juverhalsoproblem
hos > 30 % av djuren (se litteraturdversikt av Kitchen, 1981).

Variation av celltal i mjolk

Det finns en viss naturlig variation i SCC beroende pa fysiologiska faktorer (se
litteraturdversikt av Harmon, 1994). Den s.k. dag-till-dag variationen, utan nagon
synbar orsak, anses vara cirka 10% (Sjaunja, 1986). Celltalet i mjélken varierar
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ocksa beroende pa laktationsstadium. Hogre SCC ses under ramjolksperioden och
mot slutet av laktationen. Hos kor med subklinisk mastit ses dock en kraftigare
celltalsbkning mot slutet av laktationen (Saloniemi, 1995). En inflammerad
och/eller infekterad juverfjardedel har generellt en hogre variation av SCC &n en
frisk. Enligt Saloniemi (1995) paverkar inte aldern celltalet hos en frisk ko, men i
praktiken har aldre kor ett okat celltal pa grund av tidigare infektioner.

En frisk ko frisatter varje dag nastan samma totala mangd celler till mjélken och
en variation under dygnet beror saledes pa en inflammation eller
utspadningseffekt av  mjolkméngden (Sandholm, 1995b). Ett kortare
mjolkningsintervall pa dagen an Gver natten resulterar i mindre mjolkmangd pa
kvéllen an pa morgonen. Vid kvallsmjolkningen ar darfor cellkoncentrationen i
mjoOlken hogre an vid morgonmjolkningen (Saloniemi, 1995). Berglund et al.
(2004) visade att aven kor med mycket lagt SCC i samlingsprovet i drygt 10 % av
fallen kan ha en juverdel med inflammation och rejalt férhojda celltal, men som
pa grund av utspadningseffekten av mjolken fran de andra tre friska juverdelarna
inte upptacks.

Nér juvret koloniseras av bakterier sker forst en dkning av bakterier och darefter
en O6kning av SCC genom rekrytering av neutrofiler fran blodet till juvret med
syfte att oskadliggora bakterierna (se litteraturoversikt av Kitchen 1981). Da
neutrofilerna borjar avddda bakterierna sjunker bakterieantalet vilket i sin tur kan
leda till att antalet neutrofiler ndgot senare, i alla fall tillfalligt, ocksa kan ga ned
pa grund av att inflammationsstimuleringen minskar. Det ger bakterierna
mojlighet att 6ka i antal igen vilket kraver fler neutrofiler for bakterieavdddning
och rekryteringen intensifieras igen. Detta kan skapa cykliska omvénda
svangningar i bakterie- respektive celltal under inflammationsférloppet innan
infektionen har bek&mpats De cykliska svdngningarna av bakterier ar inte alltid
helt synkroniserade med de cykliska svangningarna av SCC (Daley et al., 1991)
eftersom forloppet ocksa paverkas av manga andra immunologiska faktorer.

Fram till idag ar det enbart gjort ett fatal studier pa heljuverniva dar variation 6ver
tid, av framst SCC, studerats. Det har inte, av vad som kunnat I4sas i litteraturen,
gjorts nagra studier dar variationen Gver tid studerats pa juverfjardedelsniva for de
parametrar vi har analyserat i denna studie.

STUDIEN: INVERKAN AV JUVERHALSOSTATUS PA VARIATION |
MJOLKENS SAMMANSATTNING OCH INNEHALL AV UTVALDA
INFLAMMATORISKA MARKORER

Syftet med den aktuella studien

Syftet med denna studie var att utifran juverhalsostatus, hos nagra enskilda kor,
studera variationen mellan mjoélkningar av ett antal inflammatoriska parametrar i
mjolk och hur de forhaller sig till SCC. Dessutom studerades vissa parametrar i
mjolkens sammansattning och relaterades till juverhélsostatus och SCC.



Fragestallningar

e Ar variationen i mjélksammanséattningen respektive innehall av
inflammationsparametrar olika stor beroende pa juverhalsostatus?

e Maskeras forandringar av de olika parametrarna pa juverdelsniva i olika
grad i samlingsmjolken?

e Forandras nagon parameter tidigare &n SCC i en juverdel med mastit?
e Vad sdger SCC om mj6lkens sammansattning?

Material och metoder
Forsoksupplaggning

Studien utfordes pa Kungséangen forskningscentrum, Sveriges lantbruksuniversitet
(SLU), Uppsala och ar godkand av Uppsalas djurforsoksetiska ndmnd.

Korna stod uppbundna i kortbas och utfodrades enligt svenska rekommendationer
(Sporndly, 2003). De levererade mjolk till mejeriet under hela férséket och ingen
behandlades for mastit.

Totalt tio kor av rasen SRB (svensk rod och vit boskap) ingick i studien. Under
veckan fore studien togs mjolkprov vid ett tillfalle for undersbkning av
bakteriologisk status per juverdel och celltal i samlingsmjolken fran hela juvret.
Korna valdes ut pa basis av kriterierna att varje juverdel skulle vara
bakteriologiskt negativ och att celltalet i samlingsmjélken skulle vara lagre an 100
000 celler/ml. Medeltalet for laktationsvecka och laktationsnummer =+
standardavvikelsen hos korna vid studiens bérjan var 27,2 + 9,2 respektive 2,2 +
1,8.

Av de totalt tio korna valdes sedan tre stycken ut som representerade laga celltal
(kon bendmns LC), hdga celltal (kon bendmns HC) och hdga celltal och
bakteriepositiv. mjolk (kon bendamns HCB+). LC var i forsta laktationen,
laktationsvecka 20 vid studiens borjan och hade under hela forsoket laga celltal
och var aldrig bakteriologiskt positiv. HC var i tredje laktationen, laktationsvecka
43 vid studiens boérjan och var under forsoket bakteriologiskt negativ, men hade
hoga celltal pd en juverdel, hoger fram (hf), genomgaende under hela forsoket.
HCB+ var i forsta laktationen, laktationsvecka 34 vid studiens borjan och var
under forsoket bakteriologiskt positiv med véxt av Enterobacter cloacae i vanster
bakjuverdel (vb), och hade hdga celltal. Mjolken var synligt utan anmarkning
fram till sista dagen da man kunde se flockor.

Mjdlkning och provinsamling

Korna mjolkades pa juverfjardedelsniva morgon och kvall i 21 dagar i foljd med
ett mjolkningsintervall pa 9 timmar dagtid och 15 timmar nattetid. En
specialdesignad maskin fran DeLaval International AB, Tumba Sweden, anvandes
som separerade mjolken fran respektive juverdel. Maskinen var av typen monovac
med pulsationforhallandet 70/30, en pulsationshastighet pa 60 cykler/minut och
ett systemvakuum pa 42 kPa. Varje juverdelsmjclkning avslutades da mjolkflodet
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per juverdel sjunkit till cirka 300 g/minut och respektive spenkopp togs av
manuellt.

Mijélken fran varje juverfijardedel vagdes och mjolkprover togs. Darefter uttogs ett
representativt samlingsprov pa den sammanslagna mjolken fran alla fyra
juverdelarna. Mjolken rordes forsiktigt innan proverna togs. Réren som anvéandes
for mjolkproverna var preparerade med ett konserveringsmedel, 20 w/v%
bronopol, 2-bromo-2-nitropropane-1,3-diol (VWR International AB, Stockholm,
Sweden), som gav en koncentration pa 0,02 % bronopol i mjélkproverna.

Mijolkprov  for  bakteriologisk undersokning togs varje morgon pa
juverfijardedelsniva direkt efter avslutad mjolkning. Innan proven togs torkades
spenarna med en fuktig juverduk och nagra stralar mjolk togs ur varje spene.
Darefter desinficerades nedre delen av spenen och spenspetsen med 70 % sprit
som tillats torka innan proven togs i sterila mjolkror. Proven forvarades kylda tills
bakterieodling kunde goras vilken pabdrjades inom 4 timmar.

Analyser
Mjolkinnehall och inflammationsindikatorer

Mijolkproverna analyserades med avseende pd AP, Hp, LDH, NAGase,
neutrofiler, SAA, SCC, kasein, laktos, totalprotein och vassle. Fér analys av SCC
anvandes elektronisk fluorescencebaserad cellrdkning (Fossomatic 5000, A/S N.
Foss Electric, Hillergd, Danmark). Totalprotein, laktos och vassle analyserades
med MIR (Mid infrared) spektroskopimetod (Fourier Transform Instrument, FT
120, Foss Electric, Danmark). Kaseininnehallet raknades ut med ledning av
totalproteinet och vassle med hjélp av en indirekt kaseinbestimningsmetod dar
l6pe faller ut kasein (Akerstedt 2003). Kaseintalet, som anger andelen kasein i
forhallande till totalproteinet, raknades ut. SAA bestaimdes med hjalp av en
ELISA med en detektionsniva pa 0,1 pg/ml (Mast ID RANGE Milk Amyloid A
Assay, cat TP-807, Tridelta Development Ltd, Wicklow, Ireland). NAGase (EC.
3.2.1.30) analyserades med en fluorometrisk metod (Kitchen et al 1978; Schuttel
1999). LDH (EC. 1.1.1.27) bestdmdes med en fluorometrisk kinetisk metod
(Larsen 2005). Aktiviteten hos AP (EC 3.1.3.1) bestdmdes med en fluorometrisk
kinetisk metod (Fernley and Walker, 1969). Hp analyserades, med ndgra mindre
forandringar, enligt en tidigare beskriven optisk biosensormetod (Akerstedt et al
2006). Detektionsnivan var 1,0 pg/ml och bovint Hp anvandes for att gora
standardkurvan och vid preparering av ytan (Life diagnostics, Clarkston, GA,
USA). | den modifierade metoden anvandes 20 pug/ml Hp i 0,01 M acetatbuffert
istallet for 500 pg/ml Hp i 0,01 M acetatbuffert i samband med prepareringen av
sensorytan. Aktiveringen av ytan minskades fran sju till tre minuter. Sodium
dodecyl sulphate (SDS) Okades fran 2 mM till 3 mM. Efter det vanliga
regenerationssteget lades ett extra steg in och 50 mM glycin, pH 9,5 injicerades
over ytan under 30 sekunder. Neutrofiler raknades i utstryk av 20 mikroliter mjolk
I ljusmikroskop, efter fargning med Newman, enligt IDF standard (IDF 148-1/
ISO/DIS 13366-1).
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Bakteriologisk odling

Mijdlkproverna som togs for att pavisa eventuella bakterier odlades pa eskulinagar
med 5 % ndtblod. Av mjdlkprovet stroks 10 pl ut pa plattorna som inkuberades i
37°C under 24 timmar innan forsta avlasningen gjordes. Alla plattor, oavsett véxt
eller ej vid forsta avlasningen, inkuberades pa nytt i 24 timmar. Under forsta
halvan av forsoket skickades alla plattor med nagon bakterievaxt till det
bakteriologiska mastitlaboratoriet vid Sveriges Veterindrmedicinska Anstalt
(SVA), Uppsala, for Dbakterieartbestamning, enligt protokollet  for
kvalitetsforsdkran SS-EN ISO/IEC 17025. Under andra halvan av forsoket
avlastes de plattor fran ko HCB+ som hade véaxt av Enterobacter cloacae i
renkultur, utan medverkan av SVA.

Statistisk analys

Analysen av statistisk data gjordes med SAS (version 9.1 SAS Institute Inc, Cary,
NC, USA) och PROC NESTED. I denna studie valdes ko, juverfjardedel och
mjolkning ut som fixa faktorer och anvéndes enligt formeln:

Yijk = 1 + ai + Bij + ik * €ijki

Yij« = den ijkl:te observationer av varje egenskap

p = medelvérde

a; = effekten av den i:te kon

Bij = effekten av den j:te juverfjardedelen inom den i:te kon

wijk = effekten av den k:te mjélkningen inom den j:te juverfjardedelen inom den
i:te kon

€ijx = restterm

Vid analys av alla tio kor respektive nio kor anvandes formeln som beskrivs ovan.
Néar vi analyserade varje enskild ko anvéndes inte effekten av ko utan enbart
effekten av juverfjardedel och mjolkning.

Den sista parametern, e, & den varians som inte kan forklaras av de valda
parametrarna i metoden. Det vill sdga e &r, hos den enskilda kon, variansen mellan
mjolkningarna som inte beror pa juverfjardedel och intervallet mellan
mjolkningarna.

Se= standardavvikelsen

X= medelvarde

CV = variationskoefficient (%)
CV = (Se/X)*100

CV (%) ar den variation mellan mjolkningarna som, i gruppen pa 10 respektive 9
kor, inte kan forklaras av ko, juverdel eller mjélkning och som hos den enskilde
12



individen inte kan forklaras av juverdel eller mjélkning. Det &r variationen som
finns mellan mj6lkningarna hos friska kor och som hos kor med mastit paverkas
av dess sjukdom och forandras.

SCC logaritmerades da denna parameter hos en sjuk ko inte & normalférdelad.

For att sakerstalla de statistiska resultaten anvéndes &ven GLM. Denna metod gav
samma resultat som PROC NESTED.

Resultat

Efter den statistiska bearbetningen jamfors resultat, i tabell 1, fran hela gruppen pa
10 kor med resultat fran enbart de bakteriologiskt negativa korna i gruppen, det
vill sdga ko HCB+ &r borttagen. Dar kan tydligt ses att CV (%), variationen, ar
olika i gruppen pa 10 kor jamfort med bland de 9 korna.

Tabell 1. Ett urval av de analyserade parametrarna pa juverfjardedelsniva och i
samlingsmjolk for gruppen pa 10 kor respektive enbart de bakteriologiskt negativa korna
i gruppen (ko hdga celltal och bakteriologiskt positiv ar borttagen). Medelvarde +
standardavvikelse och CV (%) redovisas, dar CV (%) ar den variation mellan
mjélkningarna som inte kan forklaras av ko, juverfjardedel eller mjolkning

Fjardedelmjolk Samlingsmj6lk
Parameter Alla kor 9 kor Alla kor 9 kor
Laktatdehydrogenas (U/l) 34+114 24+0,7 3,0+3,2 24+0,7
CV (%) 270 8 77 11
?'Ljf‘l‘;Ety"B'D'g'“kosami”idas 31459 26+17 31+25 27+18
CV (%) 149 22 50 17
Serum amyloid A (ug/ml) 9,2 +£89,7 0815 225+86 055+1,0
CV (%) 761 50 283 32
Kaseintal 0,73+0,02 0,73+0,01 0,73+0,01 0,73+0,01
CV (%) 2,6 0,9 1,0 0,8
Vassle (%) 0,94+0,13 0,94+0,08 0,94+0,09 0,94+0,09
CV (%) 9,7 2,5 3 2,4

Jamfor man de tre utvalda kornas medelvérde av CV (%) pa juverfjardedelsniva
ser man i tabell 2 att HCB+ har hogre CV (%) géllande alla analyserade
parametrar; AP, Hp, LDH, log SCC, NAGase, SAA, kasein, kaseintal, laktos,
protein och vassle. Jamfér man kornas CV (%) pa juverfjardedelsniva, tabell 3,
med varandra visar de att HCB+ vb &r den som har hdgst CV (%) av alla
juverdelar och alla parametrar. Det &r ocksa den juverdel som ar bakteriologisk
positiv.
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Tabell 2. De analyserade parametrarnas CV (%) hos de tre korna; LC (lagt celltal), HC
(hdgt celltal) och HCB+ (hogt celltal och bakteriologiskt positiv). CV (%) ar variationen
mellan mj6lkningarna som inte beror pa juverdel och mjélkning

Medeltalet for CV (%) i juverfjardedelsmjolk

Parameter LC HC HCB+
Alkalint fosfatas 21 21 36
Laktatdehydrogenas 20 21 234
Log SCC 3 2 7
gikosamiidas 14 12
Serum amyloid A 17 97 276
Kasein 2 2 8
Kaseintal 1 1 8
Laktos 1 1 4
Protein 2 2 5
Vassle 2 3 29

Tabell 3. De analyserade parametrarnas CV (%) i fjardedelsmjolk fran utvalda
juverdelar hos de tre korna; LC (lagt celltal alla juverdelar), HC (hogt celltal hf) och
HCB+ (hogt celltal hf och vb och bakteriologiskt positiv vb). CV (%) &r variationen
mellan mjélkningarna som inte beror pa juverdel och mjolkning

CV (%) per juverfjardedel

Parameter LC hf HC hf HCB+ hf HCB+ vb
Alkalint fosfatas 19 16 18 53
Laktatdehydrogenas 19 21 21 131
Log SCC 3 1 4 10
gikosamiidas 10 10 10 116
Serum amyloid A 11 41 46 138
Kasein 2 3 3 16
Kaseintal 1 1 1 17
Laktos 1 1 1 8
Protein 2 2 3 9
Vassle 2 3 4 45
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Radata fran de enskilda korna

Figurerna under denna rubrik baseras pa radata fran analyserna och ger en bild av
hur vardena hos varje ko faktiskt varierar mellan mjélkningarna och under
studiens tre veckor. Till skillnad fran CV (%) har man inte tagit hansyn till
mjolkning och juverfijardedel, vilket gor att variationen i diagrammen for radata
och CV (%) kan se olika ut. Det kan ocksé noteras att “taggigheten” i kurvorna for
de friska juverdelarna medfors av att proverna tagits vid bade morgon- och
kvéllsmjélkning da det ar valkant att mjolkens innehall av olika faktorer ligger pa
olika nivaer. Sannolikt beror detta pa det skeva mjolkningsintervallet under dag
respektive natt som i denna studie var pa 9 respektive 15 timmar.

Figur 2 visar som ett exempel analys av NAGase for korna LC och HC. LC har en
nagot hogre CV (%) an HC for NAGase, men HC har i hf, den subkliniskt
inflammerade juverdelen, hégre koncentration &n i de tre resterande juverdelarna.
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Figur 2. Koncentrationen av N-acetyl- s-D-glukosaminidas (NAGase) i fjardedelsmjolk,
under forsoket, hos korna LC (lagt celltal) och HC (hogt celltal i hf).
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Ko med laga celltal (LC)

Hér visas som exempel data avseende SCC (Figur 3) samt LDH och laktos (Figur
4).

SCC varierar pa de enskilda juverdelarna mellan 2 000 och 16 000 celler/ml med
ett medelvérde pa 5 000 celler/ml.
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Figur 3. Somatic cell count (SCC) i fjardedelsmjclk hos ko LC (laga celltal).

For de analyserade parametrarna AP, LDH, NAGase och SAA ligger de i alla
juverdelar inom samma intervall och foljer varandra val med samma monster. AP
har ett medelvarde pa 547,8 U/l och varierar mellan 306,9 U/l och 872,1 U/I. LDH
har ett medelvarde pa 3,03 U/l och varierar mellan 1,67 U/l och 4,70 U/l. NAGase
har ett medelvarde pa 0,92 U/l och varierar mellan 0,63 U/l och 1,52 U/l. SAA har
ett medelvarde pa 0,22 pg/ml och varierar mellan 0,13 pg/ml och 0,35 pg/ml.
Parametern Hp lag i alla juverdelar under detektionsniva pd 1 ug/ml forsoket
igenom.

Alla juverdelar foljer varandra val for de analyserade parametrarna kasein,
kaseintal, laktos och vassle. Laktos har ett medelvarde pa 4,94 % och varierar
mellan 4,83 % och 5,09 %. Kasein har ett medelvarde pa 2,41 % och varierar
mellan 2,23 % och 2,60 %. Kaseintalet har ett medelvérde pa 0,73 och varierar
mellan 0,72 och 0,75. Vassle har ett medelvéarde pa 0,88 % och varierar mellan
0,83 % och 0,94 %.
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Figur 4. Koncentrationen av laktatdehydrogenas (LDH) och laktos i juverdelsmjélk hos
ko LC (lagt celltal).

Ko med hdga celltal i hf (HC)

Hér visas som exempel data avseende SCC (Figur 5) samt SAA och laktos (Figur
6). SCC i hf varierar mellan 52 000 och 156 000 celler/ml med ett medelvérde pa
89 000 celler/ml. Resterande juverdelar varierar mellan 7 000 och 39 000
celler/ml med ett medelvarde pa 16 000 celler/ml. Jamfor man juverdelarna och
medeltalen for SCC sa har hf ett drygt 5,5 ganger sa hogt SCC som resterande
juverdelar. Se figur 5.
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Figur 5. Somatic cell count (SCC) i juverdelsmjélk hos ko HC (hdga celltal).

Da det galler AP foljer juverdelarna varandra val. Ett varde, pa 836,3 U/I, i vf vid
morgonmjolkningen 19/4 &r hogre an Ovriga varden. Medelvarde for alla
juverdelar &r 338,5 U/I. Resterande juverdelar och mjolkningar, férutom vf 19/4,
varierar mellan 167,8 U/l och 578,1 U/I.

Hp-koncentrationerna ar under detektionsnivan, 1 ug/ml, for alla juverdelar
forsoket igenom.

LDH har nagot hogre varden i hf, 3,18 U/l i medelvarde jamfort med 2,43 U/l i
medelvarde for de Ovriga juverdelar. Variationen i hf ar 1,97-550 U/, i
resterande juverdelar varierar LDH mellan 1,46 U/l och 4,44 U/l. LDH-véardena i
respektive juverdel foljer dock samma mdonster.

NAGase har hogre medelvarden i hf, 1,71 U/, jamfért med dvriga juverdelar som
har ett medelvérde pa 1,16 U/I. NAGase varierar i hf mellan 1,24 U/l och 2,05 U/I.
Resterande juverdelar varierar mindre, mellan 0,88 U/l och 1,44 U/l, férutom ett
hogre vérde i vf pa 2,39 U/l, morgonmjolkningen 19/4. Vardena i juverdelarna,
utom hf, foljer varandra val. Se figur 2.

SAA é&r detekterbart i hf forsoket igenom. Bara enstaka varden d&r under
detektionsnivan 0,1 pg/ml. Medelvérdet ar 0,26 pg/ml for hf och varierar mellan
under analysmetodens detektionsniva och 0,57 pg/ml. Vid ett tillfalle ar SAA
forhojt aven i vf och i samlingsprovet vid tre tillfallen. Ovriga varden &r lagre &n
detektionsnivan. Se figur 6.

Angaende kasein, kaseintal och vassle foljer juverdelarna varandra val. Kasein har
medelvarde pa 2,85 % och varierar mellan 2,57 % och 3,09 %. Medelvardet for
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kaseintalet ar 0,74 och varierar mellan 0,72 och 0,76. Vassles medelvarde ar 1,03
% och varierar mellan 0,93 % och 1,10 %.

Laktos har ett nagot lagre medelvarde i hf, 4,61 %, jamfort med 4,72 % i
medelvarde for samtliga Ovriga juverdelar. Variationen i hf &r 4,48-4,74 % och
for samtliga 6vriga juverdelar &r den 4,58-4,90 %. Alla juverdelarna foljer samma
monster. Se figur 6.

Sammanfattningsvis ses en forandring i hf pa parametrarna LDH, NAGase, SAA
och SCC. Ett hogre varde for vf kan ses morgonmjolkningen 19/4 for
parametrarna AP, NAGase, SAA, och eventuellt LDH.
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Figur 6. Koncentrationen av serum amyloid A (SAA) och laktos i juverdelsmjolk samt
SAA aven i samlingsmjolk hos ko HC (htga celltal).
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Ko med hoga celltal i hf och vb och bakteriologiskt positiv i vb (HCB+)

SCC i vb varierar mellan 226 000 och 23 197 000 celler/ml med ett medelvarde
pa 5957 000 celler/ml. SCC i hf varierar mellan 19 000 och 221 000 celler/ml
med ett medelvarde pa 81 000 celler/ml. SCC i vf och hb varierar mellan 7 000
och 146 000 celler/ml med endast enstaka varden &Gver 50 000 celler/ml.
Medelvardet ar, for hb och vf tillsammans, 27 000 celler/ml. Se figur 7.
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Figur 7. Somatic cell count (SCC) i juverdelsmjélk samt samlingsmjolk hos ko HCB+
(hdga celltal och bakteriologiskt positiv). Det undre diagrammet utgor en forstoring av
det Ovre.

Figur 8 visar SCC, neutrofiler och bakterieforekomsten under forsdket hos ko
HCB+. Vid 11 av de 21 bakteriologiska provtagningar véxer Enterobacter
cloacae i renkultur. Tre nivaer av bakterieforekomst redovisas; lindrig, mattlig
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och riklig. Riklig bakterievaxt observerades vid ett tillfalle och mattlig
bakterievaxt vid tva tillfallen. De resterande 8 positiva proverna visade lindrig
vaxt. Neutrofilforekomsten &r cyklisk och synkroniserad med de kraftiga
celltalstopparna i vb tre av fyra ganger. Vid celltalstopp nummer tre ses en
fordréjning av neutrofiltoppen.

SAA i vb har ett medelvarde pa 336,4 pg/ml och variationen ar 2,3 -1 488,0
ug/ml. Medelvardet for hf ar 0,49 ug/ml med en variation mellan 0,22 pug/ml och
1,03 pg/ml. Resterande tva juverdelar tillsammans har ett medelvarde pa 0,09
ug/ml och varierar mellan under analysmetodens detektionsniva och 0,31 pg/ml.
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Figur 8. | det 6vre diagrammet visas koncentrationen av serum amyloid A (SAA) i
juverdelsmjolk hos ko HCB+ (hdga celler och bakteriologiskt positiv). Det undre
diagrammet visar parametrarna neutrofiler, bakterieférekomst och celltal i enbart den
infekterade véanster bakjuverdelen (VB) hos samma ko. Bakterieforekomsten &ar utméarkt
pa tre nivaer; lindrig <10 kolonier, mattlig 10-50 kolonier och kraftig >50 kolonier.

21



AP i vb har ett medelvarde pa 807,0 U/l med en variation mellan 325,5 U/l och 2
170,4 U/l. Medelvérdet for ovriga tre juverdelar tillsammans &r 570,2 U/l med en
variation mellan 264,3 U/l och 950,4 U/l. De foljer varandra val efter med AP-
varden som uppvisar samma monster.

Hp i vb har ett medelvéarde pa 10,3 ug/ml med en variation pa <1-35 ug/ml. |
resterande juverdelar ar Hp under detektionsgransen pa 1 ug/ml.

LDH i vb har ett medelvarde pa 44,97 U/l och en variation mellan 2,98 U/l och
221,80 U/l. Medelvérdet i hf ar 1,96 U/l med en variation mellan 1,09 U/l och
3,04 U/l. Resterande tva juverdelar har tillsammans ett medelvarde pa 1,64 U/l
med en variation mellan 0,73 U/l och 2,83 U/I. | juverdelarna hf, vf och vb foljer
LDH-vérdena samma monster.
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Figur 9. Koncentrationen av alkalint fosfatas (AP), laktatdehydrogenas (LDH), N-acetyl-
S-D-glucosaminidas (NAGase), serum amyloid A (SAA), och somatic cell count (SCC) i
den infekterade vanster bakjuverdelen hos ko HCB+ (héga celler och bakteriologiskt
positiv).
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NAGase i vb har ett medelvarde pa 24,95 U/l med en variation mellan 4,20 U/l
och 109,15 U/I. Resterande tre juverdelar har tillsammans ett medelvarde pa 1,43
U/l med en variation mellan 1,09 U/l och 1,77 U/l och féljer varandra véal med
NAGase-varden som visar samma monster.

AP, Hp, LDH, NAGase och SAA i vb foljer celltalstopparna i samma juverdel.
SAA har en viss fordrojning, det vill sdga att toppen kommer nagot senare &n de
dvriga parametrarnas toppar.

Kasein, kaseintal och laktos i vb foljer celltalstopparna i samma juverdel med
minskade varden. Vassle vb foljer ocksa celltalstopparna men med 6kade varden.
Kasein, kaseintal, laktos respektive vassle i 6vriga juverdelar foljer varandra val.

Kasein i vb har ett medelvéarde pa 2,50 % med en variation mellan 0,24 % och
2,80 %. Resterande tre juverdelar har tillsammans ett medelvérde pa 2,59 %. Ett
varde i hb ar lagre an dvriga varden, 0,61 %, medan resterande vérden har en
variation mellan 2,37 % och 2,84 %.

Kaseintalet i vb har ett medelvarde pd 0,67 med en variation mellan 0,05 och 0,74.
Resterande juverdelar har ett medelvarde pa 0,75. Ett varde i hb ar lagre an
ovriga, 0,17, medan resterande varden har en variation mellan 0,73 och 0,77.

Laktos i vb har ett medelvarde pa 4,13 % med en variation mellan 2,96 % och
4,62 %. Resterande tre juverdelar har tillsammans ett medelvarde pa 4,59 % och
en variation mellan 4,40 % och 4,80 %.

Vassle i vb har ett medelvérde pa 1,25 % med en variation mellan 0,89 % och
4,24 %. Resterande juverdelar har ett medelvarde pa 0,88 %. Ett varde i hb ar
hdgre an dvriga, 2,98 %, resterande varden varierar mellan 0,78 % och 0,95 %.
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Figurl0 . Koncentrationen av somatic cell count (SCC), laktos och vassle i den
infekterade vanster bakjuverdelen hos ko HCB+ (hdga celltal och bakteriologiskt
positiv).
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Figur 11. Somatic cell count (SCC) och kaseintal i den infekterade vanster bakjuverdelen
hos ko HCB+ (hoga celltal och bakteriologiskt positiv).

Hur forandras parametrarna i samlingsproven i  forhallande il
juverfjardedelsproven?

AP — | samlingsprovet fran HCB+ ar AP kraftigt forhojt vid ett tillfalle i samband
med en celltalstopp i vb och i viss man ses en 6kning aven vid en annan
celltalstopp (den sista). | dvrigt ses inga tydliga 6kningar. AP-koncentrationen i
samlingsproven fran HC och LC foljer vardena pa juverdelsniva.

Hp — | samlingsprovet fran HCB+ foljer Hp-vardena celltalstopparna i vb. |
samlingsproverna fran LC och HC &r Hp i samtliga prov under detektionsnivan, 1
ug/ml.

LDH — | samlingsprovet fran HCB+ foljer LDH-koncentrationen
celltalsforandringarna i vb med enstaka vérden pa lika lag niva som i Gvriga
juverdelar. LDH i samlingsmjolken fran korna LC och HC foljer val nivan pa
juverdelsniva.

NAGase — | samlingsprovet fran HCB+ dr NAGase forhojt hela forsokstiden och
vardena varierar mellan 2,09 U/l och 21,55 U/I; det foljer celltalsforandringarna i
vb. | samlingsprovet fran HC &r inte NAGase forhdjt, trots att vardena i hf var
hoga, utan foljer nivaerna i 6vriga juverdelar med varden mellan 0,79 U/l och 1,35
U/l. 1 samlingsmjolken fran LC foljer NAGase nivaerna i respektive juverdel val
med varden mellan 0,77 U/l och 1,75 UI/I.

SAA — | samlingsprovet for HCB+ & SAA forhojt alla dagar och foljer

celltalsforandringarna i vb. SAA varierar mellan 0,91 pg/ml och 255,6 pg/ml. |
samlingsmjolken fran HC ger SAA bara utslag tva dagar och da med laga varden
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pa 0,1 ug/ml och 0,18 pg/ml, trots att vardena i hf var forhojda betydligt oftare. |
samlingsprovet fran LC ar vardena lagre an i respektive juverdel.

SCC - | samlingsprovet for HCB+ okar SCC och foljer celltalsférandringarna i
vb. SCC varierar mellan 78 000 och 8 446 000 celler/ml. I samlingsmjolken fran
HC &r medelvardet for den totala tiden dubbelt sd hogt som det samlade
medelvardet for hb, vf och vb. For LC féljer SCC i samlingsprovet respektive
juverdel val och varierar mellan 3 000 och 11 000 celler/ml med ett medelvérde
pa 5 000 celler/ml.

Kasein — | samlingsprovet fran HCB+ avspeglas inte kaseinsvangningarna i vb,
utan féljer dvriga juverdelar val. Kasein i samlingsmjolken fran HC och LC foljer
vardena pa juverdelsniva.

Kaseintal — | samlingsprovet fran HCB+ ses sma negativa utslag i kaseintal i
samband med celltalstopparna i vb. Kaseintalet i samlingsmjolken fran bade HC
och LC foljer juverdelsnivan val.

Laktos — Laktos i samlingsprovet fran HCB+ foljer omvént celltalstopparna i vb,
men utan stora forandringar. 1 samlingsmjélken fran HC ar inte laktoshalten
forandrad, trots de lagre vardena i hf, utan foljer koncentrationen i Ovriga
juverdelar vél. Detsamma galler laktos i samlingsmjolken fran LC.

Vassle — Vassle i samlingsprovet for HCB+ 6kar i samband med celltalstopparna i
vb. For HC och LC foljer vasslehalten i samlingsprovet halten pa juverdelsniva
val.

Diskussion

Ar  variationen i  mjolksammansattningen  respektive  innehdll  av
inflammationsparametrar olika stor beroende pa juverstatus?

Det finns indikationer pa att en ko med en inflammationsreaktion i juvret har en
hogre CV (%) da det galler SCC (Saloniemi, 1995). Det vill séga att SCC varierar
mer, &n hos en ko som ar frisk i juvret. | var studie stimmer inte det helt och
héllet. Ko HCB+, med kraftigt subklinisk inflammation med infektion i vb, hade
hdgre CV (%) for alla analyserade parametrar, men inte korna HC i hf och HCB+
i hf, badda med ringgradig subklinisk inflammation. Finns det en grad av
subklinisk inflammation som kor maste komma upp i innan man kan se en tkad
CV (%) generellt da det galler flertalet parametrar? Eller kréavs det en infektion for
att forandra CV (%)? HCB+ hade en stark inverkan pa medelvardet for hela ko-
gruppens CV (%) for flertalet parametrar. Det blev en betydande skillnad i
variationen for alla parametrar beroende pa om HCB+ raknades med eller om
berékningarna gjordes enbart pa de nio bakteriologiskt negativa korna. Det ar latt
att forsta att en ko med mastit kan ha stor paverkan pa tankmjolken. Slutsatsen i
denna studie &r att det ar en skillnad i variation mellan en ko med kraftig
subklinisk inflammation med infektion och en ko med ett mastitfritt juver.
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Det ar viktigt att tinka pa att CV (%) inte sager nagot om vilken koncentration
parametern har i mjolken. En juverdel som har htg koncentration av en parameter,
men inte varierar i koncentration kan fa lagre CV (%) &n en juverdel som har lag
koncentration, men varierar mer. Detta sag vi i jamforelsen av NAGase mellan ko
LC och HC.

Att inflammationsparametrarna i vb hos HCB+ sa enhetligt reagerade med toppar
vid vissa tillfallen ar ett tecken pa ett 6kat inflammationsstimuli och en tillfalligt
Okad inflammationsgrad, som sannolikt framst orsakats av bakterieinfektionens
dynamik med forokning respektive avdddning.

| vf (lagt SCC) hos ko HC ses i provet fran morgonmjolkningen den 19/4 en topp
avseende ett flertal parametrar som sakert inte beror pa slumpen utan pa en
kortvarig inflammationsreaktion. Aven om det inte fanns en uppenbar orsak har
juvret sannolikt utsatts for nagot som det reagerat pa, sdsom ett mindre trauma
eller mikroorganismer som kommit in i juvret men snabbt avlagsnats innan de
etablerat en infektion. En felanalys &r inte trolig och skulle inte gett genomslag pa
flera parametrar med olika analysmetoder.

Att samlinsprovet for SAA fran ko LC visar lagre véarden &an respektive juverdel
kan forklaras med att provet ar analyserat med andra samlingsprov och inte
tillsammans med juverdelsproverna, vilket kan ha inverkat pa resultatet.

Maskeras forandringar av de olika parametrarna pa juverdelsniva i olika grad i
samlingsmjolken?

I samlingsproven fran ko HCB+ var flera parametrar patagligt forandrade i
jamforelse med juverdelarna med lagt SCC. Detta racker dock inte alltid for att
hitta en ko med mastit. Att man behéver analysera oftare &n vad man vanligtvis
idag gor visade resultaten fran ko HCB+ tydligt. Hon hade emellanat ett kraftigt
Okat SCC, upp till dryga 23 000 000 celler/ml i vb och samtidigt 8 400 000
celler/ml i samlingsprover. Dessutom var en del samlingsprover sa laga som 78
000 celler/ml och var egen provmjoélkning veckan innan visade 53 000 celler/ml i
samlingsprovet. Detta gor att man inser att med analys av SCC, vid ett enda
provtagningstillfalle, &r det svart att fa en rattvis bild av en kos juverhalsa och
kunna séga att juvret ar friskt eller inflammerat. Det hér &r en viss svaghet i ko-
kontrollens provmjolkning som sker en gang per manad, men dar styrkan ar att
den upprepas regelbundet och SCC kan foljas under lang tid.

Det &r annu svarare att identifiera kor med mattlig subklinisk inflammation om
man bara fokuserar pa koncentrationen celler och framfor allt vid anvandning av
bara samlingsmjolk. Ett samlingsprov med 100 000 celler/ml sdger inte alltid att
kon har ett friskt juver. For det forsta blir det en utspadningseffekt i
samlingsprovet. En juverdel kan ha kraftigt forhdjt SCC och samlingsmjolken kan
anda hamna under 100 000 celler/ml om bara de andra juverdelarna har laga SCC
(Berglund et al., 2004). For det andra kan en juverdel vara ringgradigt subkliniskt
inflammerad dven om dess SCC inte dverstiger 100 000 celler/ml. For att battre
upptacka mindre celltalsférandringar kan man jamfora alla fyra juverdelar och se
om nagon avviker fran de andra (Berglund et al., 2007). Ett matt pa en onormal
avvikelse som anvéandes av Berglund et al. (2007) var en cirka 2 ganger 6kning
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jamfért med 6vriga juverdelar. Problematiken med utspadning i samlingsprovet av
mjolk fran en juverdel med ett avvikande, forhojt SCC kunde vi observera pa ko
HC. Hon hade ett medeltal for SCC i samlingsprovet pa 30 000 celler/ml, vilket
talade for att juvret var friskt. Jamforde man hf, den subkliniskt inflammerade
juverdelen, med 6vriga sag man att medeltalet for SCC i hf var drygt 5,5 ganger
sa stort som Ovriga juverdelar. Detta, samt att kon flera ganger under forsoket
hade SCC som lag 6ver 100 000 celler/ml i hf, tydde pa att juverdelen hade en
subklinisk inflammation. Det ar for lantbrukaren viktigt att vara medveten om
detta. Att om celltalet hos en ko vid provmjdlkningen har okat fran exempelvis
20 000 till 40 000 celler/ml kan en juverdel med betydligt hogre SCC, mastit och
eventuell infektion doljas.

Pa liknade satt som for SCC maskeras forandringar i hf for flera andra
analyserade parametrar i samlingsmjolken fran ko HC. Forandringarna pa
juverdelsniva av de olika parametrarna i denna studie ger dock inte indikation pa
att maskeras i olika grad i samlingsmjélken.

Forandras nagon parameter tidigare an SCC vid mastit?

Celltalet har anvants i flera decennier for att diagnosticera mastit, men ar det den
mest optimala och mest fordelaktiga diagnostiska metoden? Ar det den parameter
som fortfarande star sig bast och den vi ska halla fast vid? Resultaten i denna
studie visade att for HCB+, med en kraftig subklinisk inflammation och infektion
i vb, fungerade flera parametrar bra for att diagnostisera mastiten. Alla
parametrar, férutom kasein, var tydligt férandrade for den infekterade juverdelen
och det var inte svart att se skillnad pa den jamfort med 6vriga juverdelar. Det ar
dock svart att sdga om nagon av dessa parametrar ar battre &n nagon annan. |
diagrammen avseende HCB+ vb ser vi att till exempel NAGase och LDH i princip
foljer varandra identiskt, ingen ger utslag mer eller tidigare &n den andra.
Resultaten i den har studien, som dock ar mycket begrdnsad med bara tre kor,
talar inte for att ndgon parameter skulle forandras tidigare an SCC vid mastit.
Inget talar heller for att ndgon skulle vara battre an SCC, men det betyder inte att
de for den sakens skull heller & samre. For ko HCB+ skulle flera parametrar
fungera for att stalla diagnos om de analyserades tillrackligt ofta. Men en bra
inflammationsindikator ska ocksa kunna definieras med tydliga gransvarden for
diagnosen frisk och maste kunna identifiera subkliniker som inte har infektion och
sa kraftiga celltalsforandringar som HCB+ hade. | dessa avseenden hade ett flertal
studerade parametrar en svaghet.

Vad sdger SCC om mjolkens sammansattning?

I denna studie sager SCC inte mycket om mjélkens sammanséttning med
avseende pa de analyserade parametrarna kasein, kaseintal, laktos och vassle.
Dessa parametrar forandrades hos kon med den subkliniskt inflammerade
juverdelen med infektion och ett kraftigt forhojt SCC. Daremot sags ingen tydlig
paverkan pa de juverdelar som hade ¢kat SCC pa grund av en mera moderat
inflammation utan infektion. Dock har SCC kritiserats som markor for mjélkens
sammansattning och en battre metod &r att eventuellt jamfora juverdelarna inom
kon.
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Finns det nagon parameter som skulle kunna anvandas for att diagnostisera en
mild subklinisk inflammation?

Bade ko HC och ko HCB+ var i hf subkliniskt inflammerade med ett celltal som
inte Oversteg 156 000 celler/ml respektive 221 000 celler/ml. Varken AP, Hp,
kasein, kaseintal eller vassle forandrades pa ett sitt som sarskiljde den
subkliniskt inflammerade juverdelen fran de ovriga friska. Okningen av SAA
skiljde sig markant fran juverdelarna med lagt SCC, men bara enstaka vérden var
> 0,9 mg/l, som anges som en Ovre grans for god juverhélsa (Gronlund et al.,
2005). Medelvardena for LDH var nagot hogre for bada korna, i hf, men da ingen
statistisk signifikans ar berdknad &r det svart att uttala sig om det verkligen &r
nagon statistisk hallbar skillnad. NAGase och laktos forandrades inte hos HCB+ i
hf, men HC hade ett hogre medelvéarde for NAGase i hf, jamfort med Ovriga
juverdelar, dock saknas statistisk signifikansberédkning. Laktos i hf hos ko HC
hade ett nagot lagre medelvarde, jamfort med Ovriga juverdelar, men &ven har
saknas statistisk signifikansberdkning. Vad sdger CV (%)? Ingen av de
analyserade parametrarna, férutom SAA, hade en hogre CV (%), det vill séga
varierade mer, i de lindrigt inflammerade hf hos korna HCB+ och HC. Fér ko HC
gav ingen av de analyserade parametrarna nagot utslag i samlingsproverna. For att
identifiera kor med subkliniskt inflammerade juver fungerar alltsa SCC och SAA
pa juverfjardedelsniva forutsatt att man analyserar tillrackligt ofta och jamfor de
olika juverdelarna, inom kon, med varandra.

Hur mycket varierar parametrarna hos friska kor? Gar det att sétta ett gransvarde?
Detta ar av intresse for att kunna utveckla analysmetoder pa koniva for att
anvéndas i praktiken. Om variationen ar liten hos en parameter hos en frisk ko
skulle eventuellt ett gransvarde kunna bestammas. Man skulle da med storre
sékerhet kunna sdga att en ko som ligger utanfor ett visst intervall indikerar
mastit. Ett problem som tillstoter ar att forandringen vid mastit ocksd maste vara
sa pass stor att det marks aven i samlingsprovet efter utspadning med mjolk fran
kons andra juverdelar. Det &r i dagens lage inte rimligt att analysera parametrar pa
juverfijardedelsniva da tekniken i manga fall saknas, det kostar for mycket pengar
och det ar inte praktiskt mojligt i flertalet mjélkningssystem. Om man analyserar
pa juverfjardedelsniva verkar SAA, i denna studie, fungera relativt bra for att
diagnosticera subklinisk mastit (hf pa korna HC och HCB+). Tydliga 6kningar av
SAA observerades men aven de forhéjda vardena lag under det gransvarde for en
subkliniskt inflammerad juverdel som tidigare foreslagits i litteraturen (Grénlund
et al., 2005). De juverdelar med lagt SCC hos de tre korna i forsoket hade vérden
for SAA under 0,35 ug/ml. De subkliniskt inflammerade juverdelarna (hf pa korna
HC och HCB+) hade varden mellan under analysmetodens detektionsgréns och
0,57 ug/ml respektive 0,22 och 1,03 ug/ml. Resultatet, i den h&r mycket
begransade studien, indikerar att gransvardet skulle kunna ligga pa 0,4-0,5 pg/ml.
Det ar dock ett problem med anvandbarheten av SAA som mastitindikator i
praktiken da den vid analys i samlingsmjolk ar mycket osaker. Resultaten, i denna
studie, visar entydigt det inte finns nagon av de studerade parametrarna som i ett
samlingsprov duger for att pavisa subklinisk mastit hos en ko som inte har
tdmligen tydliga celltalsférandringar.
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Varfér ska man identifiera kor med subklinisk mastit (ur lantbrukarens
perspektiv)?

Det ar viktigt att hitta de subkliniskt inflammerade djuren i en besattning av flera
olika anledningar. Som ndmndes i inledningen ar SCC betalningsgrundande och
man kan riskera att stdngas av for leverans till mejeriet vid ett for hogt SCC i
tankmjolken. En ko med mastit producerar ocksa mindre mjolk och har en stark
inverkan pa tankmjolkcelltalet. Det finns dven en risk att kon smittar en annan
frisk ko. Mjolk med hogt celltal fran kor med subklinisk mastit bor helst inte
hamna i tanken. FOr att undvika detta kan det vara viktigt att identifiera vilken
eller vilka juverdelar som har hdga celltal och mjélka den/de vid sidan av och
samtidigt kan resten av mjolken fran kon levereras och ge betalt. Genom att inte
skicka med mjolk fran de inflammerade juverdelarna kan man fa ner SCC i
tankmjolken och eventuellt fA mera betalt for den mjolk som levereras.

Utover dessa anledningar ar det dven viktigt att hitta korna med subklinisk mastit
eftersom de kan misstdnkas ha en juverinfektion och eventuellt behdver
sintidsbehandlas. En ko som under laktationen 6kat i celltal och &r infekterad
riskerar att kalva in nastkommande laktation med en kvarstaende infektion som
kan ge annu hogre celltal och storre produktionsbortfall eller eventuellt utvecklas
till en klinisk mastit. Efter en provtagning som verifierar en infektion, speciellt av
vissa bakterier, kan darfor ibland sintidsbehandling med antibiotika vara relevant.
Eftersom subkliniska mastiter orsakar ekonomiska forluster for lantbrukaren
maste smitta inom besattningen minimeras. For att vidta sadana atgarder maste
man veta vilka kor som &r smittkallor. En ko med mastit ska till exempel vara sist
I mjolkningsordningen i ett konventionellt stall och det kan behdvas en extra tvatt
av spenkopparna i en robot efter mjélkning av mastitkor.

Konklusioner

o | ett friskt juver finns liten variation mellan mjolkningarna i mjélkens
sammansattning och dess innehall av inflammatoriska markorer

e | ett juver med hoggradig subklinisk mastit finns stor variation mellan
mjolkningarna i mjolkens sammanséttning och dess innehall av
inflammatoriska markarer.
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