Norges miljg- og

|_ J biovitenskapelige

N universitet

Masteroppgave 2017 30 stp
Fakultet for biovitenskap

Evaluering av et Brix-refraktometer
for a male konsentrasjonen av
immunglobulin G (IgG) i blodserum
hos nyfadte kalver av rasen Norsk
Radt Fe (NRF)

Evaluation of a Brix refractometer to measure the
concentration of immunoglobulin G (IgG) in blood
serum in newborn calves of Norwegian Red (NR)

Marte Marie Taralrud
Husdyrvitenskap







Forord
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kunne benyttes til & male konsentrasjonen av immunglobulin G (IgG) i blodserum hos kalv ved
1-3 og omkring ti dagers alder. I tillegg ble det undersgkt om IgG-konsentrasjonen i ramelk,
tidspunktet og mengden ramelk ved farste tildeling hadde effekt pa IgG-konsentrasjon i

kalvenes blodserum ved kjemisk analyse.
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Sammendrag

Hovedformalet med masteroppgaven var a evaluere om det digitale Brix-refraktometeret
Milwaukee kunne benyttes til & male konsentrasjonen av immunglobulin G (IgG) i blodserum
hos kalver ved 1-3 og omkring ti dagers alder. Refraktometeret benyttes av mange bgnder og
andre til @ male 1gG-konsentrasjonen i ramelken, og det ville veare nyttig om det kunne benyttes
til & undersgke om kalven har absorbert tilstrekkelige mengder IgG. Dette er viktig fordi kalver
er fgdt uten immunforsvar, og er avhengig av a fa overfart immunstoffer fra kyrnes ramelk etter
fadsel for & vaere beskyttet mot sykdommer. Brix-refraktometeret sender lys gjennom vasken
som analyseres og beregner prgvens tgrrstoffinnhold, og dermed vil alle molekylene i vaesken

pavirke Brix-verdiene. Tarrstoffinnholdet blir angitt som prosent.

| forsgket ble det tatt en blodpreve av 67 kalver ved 1-3 dagers alder, og 39 kalver omkring ti
dagers alder. Blodprevene stod 1-2 timer til koagulering, for de ble sentrifugert. Deretter ble 3-
4 draper blodserum pipettert og malt pa refraktometeret. Det resterende blodserumet ble fryst
ved -20 °C og sendt til Mastittlaboratoriet i Molde for «Radial Immunodiffusion Test» (RID).
Resultatene fra RID-analysen ble satt som standarden for IgG-konsentrasjonen i serumprgvene.
Resultatene viste at det var signifikant korrelasjon mellom Brix-verdier (%) og IgG-
konsentrasjon i blodserum (g/l) fra RID-analyse ved bade 1-3 og omkring ti dagers alder.
Resultatene viser at refraktometeret trolig kan benyttes til & male 1gG-konsentrasjonen i
blodserum. Resultatene fra forste blodprgveuttak viste at det bar anbefales a gjennomfare
blodprgvetakingen ved to dagers alder sammenlignet med en og tre dagers alder. Resultatene
viste at det var en signifikant sammenheng i 1gG-konsentrasjon fra RID-analyse mellom

blodpravene tatt ved farste (1-3 dagers alder) og andre (omkring ti dagers alder) praveuttak.

Ved farste blodprgveuttak ble ogsa tatt en parallell blodprave av 37 kalver som ble satt til
bunnfelling i romtemperatur i ca. 24 timer, for & undersgke om det var mulig & gjennomfare
slike malinger uten a ha tilgang til sentrifuge. Resultatene viste at refraktometeret gir de samme
Brix-verdiene for bunnfelling og sentrifugering, og det er ikke ngdvendig a sentrifugere. Videre
ble det undersgkt om det var sammenheng i Brix-verdier (%) fra ferskt og fryst blodserum, og

resultatene viste at serumprgvene ikke ble pavirket av frysing far analysering.

Det ble ogsa undersgkt om det var noen sammenheng mellom ramelkskvalitet, tidspunktet og
mengden ved farste tildeling av ramelk og 1gG-konsentrasjon blodserum ved RID-analyse.
Ramelkskvaliteten forklarte 30 % av variasjonen i IgG-konsentrasjon i blodserum. Majoriteten

av kalvene fikk tildelt det farste maltidet i lgpet av to timer etter fadsel, derfor var det vanskelig



a si noe om sammenhengen. Resultatene viste at kalver som drakk tre liter ramelk ved forste
tildeling hadde hgyere IgG-konsentrasjonen i blodserum enn kalvene som drakk en, to, fire eller

fem liter.



Abstract

The main purpose of this master thesis was to evaluate the digital Brix refractometer
Milwaukee. Whether it could be used to measure the concentration of immunoglobulin G (IgG)
in blood serum in calves at 1-3 and around ten days of age. If this is possible, the refractometer
could be used to investigate whether calves have absorbed sufficient amounts of IgG. This is
important because calves are born without a functioning immune system. They are therefore
dependent on antibodies being transferred via the colostrum to be protected against diseases.
The Brix refractometer sends light through the liquid and calculates the sample solids content
(%), thus all the molecules in the fluid will affect the Brix values.

In the experiment, a blood sample of 67 calves was taken at 1-3 days of age and a blood sample
of 39 calves about ten days of age. The blood samples had one to two hours to settle before
centrifugation. 3-4 drops of blood serum were then tested on the refractometer. The remaining
blood serum was frozen at -20 °C for 1-4 months and sent to Mastittlaboratoriet in Molde for
“Radial Immunodiffusion Test” (RID). The results from the RID were used as a standard for
the 1gG concentration in the serum samples. There was significant correlation between Brix
values and IgG concentration from RID at 1-3 days of age and around ten days of age. This
indicate that the refractometer can be used to measure the 1gG concentration in the blood serum.
Furthermore, it should be recommended to perform blood sampling at two days of age
compared to one and three days of age. The results showed that there was a significant
correlation between IgG concentration in the first (1-3 days of age) and second (ten days of age)

blood samples.

At the first sampling, a parallel sample was taken from 37 calves, to investigate whether it was
possible to carry out such tests without a centrifuge. The results show that the refractometer
gives the same Brix values for passive precipitation and centrifugation. That is, there is no need
for centrifugation of the samples. Furthermore, it was investigated whether there was a
relationship in Brix values from fresh and frozen blood serum. The results showed that serum

samples were not affected by freezing.

It was also investigated whether there was any correlation between colostrum quality, the
amount and timing of first allocation of colostrum and IgG concentration in the blood serum of
the calf. The colostrum quality explained 30 % of the variation in IgG concentration in blood
serum. It was difficult to tell if the timing had effect since most of the calves were fed the first

meal within two hours of birth. Calves awarded three liters of colostrum at first allocation had
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the highest 1gG concentration in blood serum compared with calves that drank one, two, four

or five liters.
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1. Innledning

| takt med en global befolkningsvekst, ma matproduksjonen gke for a dekke behovet for mat
(NATO, 2011). Food and Agriculture Organization of the United Nations (OECD/FAOQ, 2012)
skrev i sin rapport om framtidsutsiktene i landbruket, at matproduksjonen i verden ma gke med
60 % de neste 40 arene for & mate behovet for mat. For & na dette malet er det essensielt med
friske dyr med hgy produksjon. Et hgyt antibiotika-forbruk kan gke risikoen for at bakterier blir
resistente mot behandlingene (Veterinarinstituttet, 2015). Bakterier som i dag blir sett pa som
ufarlige kan ved multiresistens gi fatale falger for dyr og mennesker. Det er derfor viktig at
forbruket av antibiotika holdes pa et absolutt minimum. Dette kan bare skje gjennom

systematisk forebyggende helsearbeid og forsvarlig antibiotika-bruk (Veterinarinstituttet, u.a.).

Et av de viktigste forebyggende tiltakene i storfenzringen er & sgrge for at ramelken har
tilfredsstillende innhold av immunstoffer, og at kalven far i seg tilstrekkelige mengder ramelk.
Pa grunn av morkakens oppbygging er kalver fadt uten immunforsvar, og det gjer at de nyfadte
kalvene sveert utsatt for bakterier og virus (Sjaastad et al., 2010). Ramelk inneholder
immunstoffer som gir de nyfgdte kalvene et passivt immunforsvar, som beskytter mot
sykdommer de farste kritiske ukene fagr det aktive immunsystemet etableres (Sjaastad et al.,
2010). En god overfgring av immunstoffer fra ramelk til avkom kan vare med pa a redusere

forekomsten av de vanlige kalvesykdommene (Grgndahl et al., 2011).

Det er mange ulike immunstoffer i ramelken, men immunglobulin G (IgG) er den kvantitativt
viktigste for kalvens passive immunsystem, og brukes derfor som et mal pa ramelkskvaliteten
(Sjaastad et al., 2010). Konsentrasjonen av 1gG i rdmelken varierer mye mellom og innad i
besetningene. Noen faktorer som pavirker innholdet er rase, laktasjonsnummer, mengden
ramelk produsert til fgrste utmelking og utmelkingstidspunkt etter kalving (Gulliksen et al.,
2008). Ramelk av god kvalitet skal ha en 1gG-konsentrasjon pa mer enn 50 g/l (Bartier et al.,
2015). Generelt er det mange norske kyr som har en IgG-konsentrasjon lavere enn 50 g/l, og
har dermed for darlig ramelkskvalitet (Gulliksen et al., 2008). Det er gnskelig at 1gG-
konsentrasjonen kalvens i blodserum blir hgyere enn 10 g/l for tilstrekkelig beskyttelse mot
sykdom. For a lykkes med dette er det viktig a tildele kalven tilstrekkelig mengde ramelk av
god kvalitet like etter fadsel (Morrill et al., 2013).

Kvaliteten pa rdmelken kan ikke anslas med det blotte gye, og det er derfor utviklet
maleinstrumenter som kolostrometer og refraktometer for @ male ramelkskvaliteten (Dragset &

Whist, 2015). Bonden kan benytte seg av disse instrumentene i fjgset, og far et hurtig svar pa



kvaliteten. Ved a male kvaliteten med et kolostrometer blir ramelk helt i en sylinder, og
kvaliteten avgjares etter hvor langt kolostrometeret synker ned i sylinderen (Heinrichs & Jones,
2011). Refraktometer er et annet verktgy som maler ramelkskvaliteten og finnes i to varianter,
optisk og digitalt. Begge variantene maler lysbrytning gjennom vasken som blir analysert, og
kan benyttes til & male protein-, sukker- eller mineralinnhold i en veaeske (Heinrichs & Jones,
2011).

Brix er en skala som benyttes av noen refraktometre, og det maler tgrrstoffinnholdet i vaesken
som blir analysert. Flere forsgk viser at Brix-refraktometre kan benyttes til & male 1gG-
konsentrasjonen i blodserum hos kalv (Morrill et al., 2013; Deelen et al., 2014; Thornhill et al.,
2015). Dette betyr at veterinarer kan benytte et refraktometer som en hurtig test pa innholdet
av IgG i blodserum hos kalver i besetninger som sliter med kalvehelsen, istedenfor & sende
pravene til kjemisk analyse. De ulike typene refraktometer fungerer og estimerer innholdet pa
ulik mate, og derfor er det viktig a teste de ulike typene refraktometer opp mot kjemiske
analyser av IgG i ramelk og i blodserum.

TINE SA selger et refraktometer med produktnavnet Milwaukee til bgnder og andre som har
behov for @ male 1gG-konsentrasjonen i ramelk, som apparatet primart benyttes til. Milwaukee
er et digitalt Brix-refraktometer som angir verdiene som prosentandelen tarrstoff (Milwaukee
Instruments, u.d.). Det har tidligere blitt gjennomfert en studie med refraktometeret for a
undersgke sammenhengen mellom Brix-verdi (%) og 1gG-konsentrasjon ved kjemisk analyse i
ramelk (Dragset & Whist, 2015). Firmaet som selger Milwaukee til TINE SA, henviser til en
studie hvor de malte IgG-konsentrasjonen i blodserum med et annet refraktometer som ikke

angir resultatene som Brix (%) nar dokumentasjon blir etterspurt (Hansen & Valbjgrn, 2005).

Hovedformalet med denne oppgaven er a vurdere om Milwaukee er et Brix-refraktometer som
kan benyttes til & male konsentrasjonen av 1gG i blodserum hos kalver ved 1-3 dagers alder og
omkring ti dagers alder. Det ble tatt blodprgve av 67 kalver slik at blodserum fra de kunne testes
pa refraktometeret og sammenlignes med 1gG-konsentrasjonen ved kjemisk analyse.
Hypoteser:
- Milwaukee kan benyttes til @ male 1gG-konsentrasjon i blodserum hos kalver ved 1-3
dagers alder
- Milwaukee kan benyttes til 8 male 1gG-konsentrasjonen i blodserum hos kalver omkring
ti dagers alder
- 1gG-konsentrasjon i ramelk, tidspunktet og mengden ramelk ved ferste tildeling har stor

pavirkning pa kalvenes 1gG-konsentrasjon ved kjemisk analyse ved 1-3 dagers alder
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2. Spedkalvens immunsystem og ramelkens betydning, og metoder
for & male immunglobulinkonsentrasjon i ramelk og blodserum

Kalven er framtiden i fjgset, men de farste leveukene er kritisk for kalven. Kalven er sarbar nar
den kommer ut til en ny verden, hvor den blir utsatt for endringer i neringstilfgrsel og milje
(Strudsholm & Sejrsen, 2003). Den kommer fra et bakteriefritt og varmt miljg, og blir ved
fadselen utsatt for utallige bakterier og temperaturforandringer. Det er en stor pakjenning for
kalven, og derfor er det viktig & gi den en sa god start pa livet som mulig. Selv om kalvene er
avgjarende for fremtidens produksjon, far de ikke alltid en optimal foring og stell (Gulliksen,
2010).

Kalveperioden er definert som perioden fra kalven blir fgdt og frem til seks maneders alder
(Hansen et al., 2009). Melkeforingsperioden varer normalt fram til atte ukers alder, mens
ramelksperioden blir ved praktisk tilnzrming definert som de fem farste dagene etter fadsel
(Hansen et al., 2009). Kalvene er fgdt med veldig sma naringslagre, og er avhengig av a fa i
seg neering sa fort som mulig etter fadsel (Strudsholm & Sejrsen, 2003). Ramelken inneholder
i tillegg til essensielle neringsstoffer, immunstoffer, som er livsngdvendig for kalvens utvikling
av et passivt immunforsvar (Heinrichs & Jones, 2003). Storfe er et av flere pattedyr som ikke
far overfgrt immunstoffer i fosterlivet, noe som skyldes morkakens oppbygning. Derfor er
kalven i praksis fgdt uten immunforsvar, og overfaring av immunstoffer fra ramelk over til

kalven er ekstremt viktig for kalvens beskyttelse mot skadelige mikroorganismer.

Det finnes flere typer immunstoffer i ramelken, men det er to som er de kvantitativt viktigste
for kalvens beskyttelse mot sykdom. Immunglobulin G (IgG) blir absorbert fra tynntarmen og
overfares til blodserumet, mens immunglobulin A (IgA) virker hovedsakelig lokalt i tarmen
(Sjaastad et al., 2010). Kalven absorberer 1gG gjennom tarmveggene en kort periode etter
fadsel, og det er flere faktorer som gjer at det er stor variasjon i IgG-konsentrasjonen i
blodserum mellom kalver. Det er szrlig tre faktorer som pavirker kalvens passive immunitet;
kvalitet pa ramelken, tiden fra fadsel til farste tildeling av ramelk, og mengden ramelk kalven
blir tildelt ved det farste malet og dggnet (Nybg et al., 2003).



2.1. Ramelk

2.1.1. Produksjon og kjemisk innhold i ramelk

Ramelk blir ved praktisk tilnzrming definert som den melken som kyrne produserer de farste
fem dagene etter fadsel, men i litteraturen regnes kun den farste utmelkingen som ramelk
(Hansen et al., 2009). Det kjemiske innholdet i ramelken skiller seg fra melk som blir produsert
senere i laktasjonen (tabell 1). Ramelk inneholder en blanding av neeringsstoffer som er
produsert i juret og komponenter fra blodserum (Godden, 2008). Kyrne begynner & forberede
melkeproduksjonen flere uker for kalving ved pavirkning av viktige hormoner, som for
eksempel prolaktin.

Tabell 1: Innhold av ulike naringsstoffer, immunstoffer og hormoner i ramelk ved farste utmelking, i

overgangsmelk ved andre og tredje utmelking og i vanlig helmelk ved sjette utmelking (Blum &
Hammon, 2000; Godden, 2008).

Ramelk Overgangsmelk Helmelk
(fra ramelk til helmelk)

Utmelkingsnummer 1 2 3 6
Tarrstoff (%) 23,9 17,9 14,1 12,9
Fett (%) 6,7 54 3,9 4,0
Total protein (%) 14,0 8,4 51 3,1
Kasein (%) 4,8 4,3 3,8 2,5
Albumin (%) 6,0 4,2 2,4 0,5
Immunglobuliner (%) 6,0 4,2 2,4 0,09
19G (g/l) 81 58 17 0,6
Laktose (%) 2,7 3,9 4,4 5,0
IGF-I (pg/L) 341 242 144 15
Insulin (ug/L) 65,9 34,8 15,8 1,1
Aske (%) 1,11 0,95 0,87 0,74
Kalsium (%) 0,26 0,15 0,15 0,13
Magnesium (%) 0,04 0,01 0,01 0,01
Sink (mg/100 mL) 1,22 - 0,62 0,3
Mangan (mg/100 mL) 0,02 - 0,01 0,004
Jern (mg/100 mL) 0,2 - - 0,05
Kobolt (ug/100 g) 0,5 - - 0,1
Vitamin A (ug/100 mL) 295 190 113 34
Vitamin E (ug/g fett) 84 76 56 15
Riboflavin (ug/mL) 4,83 2,71 1,85 1,47
Vitamin B12 (ug/100 mL) 4,9 - 2,5 0,6
Folsyre (ug/100 mL) 0,8 - 0,2 0,2
Kolin (mg/mL) 0,7 0,34 0,23 0,13




Tabell 1 viser at den kjemiske sammensetningen i melken endres betydelig gjennom den forste
uken etter fadsel. Konsentrasjonen av mange av komponentene i ramelken er hgyest ved farste
utmelking etter fadsel, for sa a reduseres gradvis til de nar innholdet i vanlig helmelk (Godden,
2008).

Ramelken har dobbelt sa hgyt tarrstoffinnhold som vanlig melk, og inneholder mye av viktige
neringsstoffer som energi, proteiner, vitaminer og mineraler. Disse naringsstoffene er viktige
for utvikling av muskelmasse, gke stoffskiftet og stimulere fordgyelsesaktiviteten til kalven
(Heinrichs & Jones, 2003). Selv om innholdet av laktose er lavere i ramelken sammenlignet
med helmelk, er energien fra laktose og fett essensielt for en velfungerende
temperaturregulering hos kalven rett etter fgdsel (Godden, 2008). Sammensetningen av
naringsstoffene i ramelken er viktig for & dekke den nyfadte kalvens naringsbehov, spesielt
for neringsstoffer som i liten grad har blitt overfert i fosterlivet (Kehoe et al., 2007).
Fettlaselige vitaminer og mange mineraler blir i liten grad overfart til kalven i fosterlivet, derfor
har ramelken et hgyt niva av disse naringsstoffene (Heinrichs & Jones, 2003; Kehoe et al.,
2007).

Kyrne akkumulerer immunstoffer i melkekjertlene i lgpet av sinperioden, noe som farer til at
innholdet er hgyere i ramelk enn i vanlig helmelk (Godden, 2008). Transporten av immunstoffer
fra blodserum over til melkekjertlene begynner flere uker far kalving ved stimulering av
hormonet prolaktin. Overfgringen gker ytterligere noen dager for fgdselen setter i gang
(McGuirk & Collins, 2004). Umiddelbart etter fgdsel vil stimuleringen av prolaktin opphere,
og det vil ikke overfgres immunstoffer til melkekjertlene. Prolaktin er et hormon som gker
kraftig under drektighetsperioden, og som i tillegg til & pavirke overfgring av immunstoffer,

stimulerer til utvikling av juret og melkeproduksjon (Godden, 2008).

Andre viktige komponenter i rdmelken er vekstfaktorer, andre hormoner og uspesifikke
antimikrobielle faktorer som laktoferrin, lysozym og laktoperoxsidase (Godden, 2008).
Innholdet av oligosakkarider i ramelken kan beskytte kalven mot skadelige bakterier, ved a
fungere som konkurrerende inhibitorer for bindestedene i epiteloverflaten i tarmen (Godden,
2008). 1 tillegg inneholder ramelken store mengder trypsin-inhibitorer, som skal beskytte
immunstoffene og andre proteiner fra proteolytisk nedbrytning av fordgyelsesenzymene trypsin

og chymotrypsin i tynntarmen (Strudsholm & Sejrsen, 2003).



2.1.2. Ramelkens betydning for kalvens immunforsvar

| fjgsmiljget finnes det er stort antall potensielt sjukdomsframkallende mikroorganismer
(Sjaastad et al., 2010). Patogene agens er definert som mikroorganismer som kan gi sykdom
hvis de far etablere seg i kroppen (Sjaastad et al., 2010). Kroppens immunsystem angriper alt
den ser pa som fremmed, og bekjemper mange patogene agens lenge for de far mulighet til &
etablere seg og utvikle sykdom. De mest vanlige infeksjonene som produksjonsdyr blir utsatt

for er forarsaket av bakterier, virus eller protozoer.

Pa grunn av morkakens struktur og funksjon far ikke kalvene overfgrt immunstoffer i lgpet av
fostertiden, og immunsystemet til kalven er derfor darlig utviklet ved fedsel (Bourne et al.,
1978; Sjaastad et al., 2010). P& grunn av den lave immuniteten ved fadsel, vil det i praksis si at
kalven er fgdt uten immunforsvar. Passiv immunitet er en midlertidig immunitet, som kalvene
oppnar ved & absorbere immunstoffer fra kyrnes ramelk. Denne formen for immunitet varer

bare noen uker, og immunstoffene blir gradvis brutt ned i blodserum (Sjaastad et al., 2010).

Immunstoffer

Immunstoffer blir ogsa kalt antistoffer eller immunglobuliner (lg), og de utgjer ca. 20 % av
proteinene i blodplasma (Hansen et al., 2009; Sjaastad et al., 2010; Abbas et al., 2014). B-
lymfocyttene kan lage flere typer antistoffer, som reagerer med spesifikke antigen som er festet
utenpa cellemembran til virus. (Abbas et al., 2014). De ulike antistoffene fester seg kun til et
spesifikt antigen, og derfor blir det produsert mange ulike typer. Nar immunstoffene har bundet
seg til et antigen, kan inntrengerne lettere oppdages av andre celler som fjerner de.

Immunstoffene er store proteiner, og er bygget opp av fire polypeptidkjeder. Det er to identiske
tunge kjeder og to identiske lette kjeder (Abbas et al., 2014). De fire kjedene danner en Y-
formet struktur, hvor antistoffet har to seter til antigenbinding og den siste enden er halen
(Korhonen et al., 2000). Antistoffer som inneholder ulike tunge polypeptidkjeder tilhgrer ulike
klasser eller isotyper, og de har sitt navn ut fra den tunge kjeden de bestar av. Det finnes fem
ulike klasser og de kalles IgM, IgD, IgG, IgE og IgA. Hver klasse har ulike fysiologiske og
biologiske egenskaper, og funksjoner (Abbas et al., 2014).

Ramelken inneholder klassene IgG, IgM og IgA, og innholdet er henholdsvis ca. 85-90 %, 7 %
0g 5 % av det totale immunstoffinnholdet (Godden, 2008). De sma mengdene med IgM og IgA
blir i hovedsak hentet fra lokal syntese av plasmaceller i melkekjertlene, mens IgG blir overfart



fra kuas blodserum over til melkekjertlene (Strudsholm & Sejrsen, 2003). Kua produserer
immunstoffer som er tilpasset det miljget hun oppholder seg i, og dermed vil kalven fa overfart
immunstoffer som gjar den tilpasset det smittepresset den vokser opp i (Hansen et al., 2009).

Halveringstiden til IgG i blodserumet hos kalvene er lengre enn for IgA og IgM (Hurley &
Theil, 2011). IgG har en halveringstid pa 1-3 uker, mens IgA og IgM har en halveringstid pa 1-
2 dager.

Immunglobulin G

Immunglobulin G er en klasse som bestar av fire subklasser. Disse kalles 19G1, 1gG2, 1gGs og
IgGa, 0g navnet er avhengig av typen tung polypeptidkjede (Abbas et al., 2014). Hos storfe er
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Figur 1: Innholdet av 1gG; og 1gG: i blodplasma  Subklassene (figur 1) (Sasaki et al., 1976).
hos kyrne og i ramelk (Sasaki et al., 1976).

Kalvens egenproduserte immunsystem, det aktive immunsystemet, begynner ikke & etablere
seg far to til fire ukers alder (Chase et al., 2008). Det betyr at immuniteten far en liten knekk
rundt 3-6 ukers alder, fgr egenproduksjonen av immunstoffer har kommet skikkelig i gang.
Undersgkelser har vist at hos kalver med lav 1gG-konsentrasjon i blodserum (<10 g/l) ved 24-
48 timers alder, tar det lengre tid for det aktive immunsystemet utvikles enn hos kalver med
hagy 1gG-konsentrasjon (>10 g/l) (Hansen et al., 2009). 1gG har en nedbrytningstid pa ca. 20
dager, og dermed vil kalvens passive immunitet veere borte ved 4-7 ukers alder, avhengig av

hvor mye den fikk overfart rett etter fadsel (figur 2) (Overrein et al., 2015).
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Figur 2: Kalvens utvikling av passiv, aktiv og total immunitet fra fadsel til ti ukers alder ved
god/rikelig og darlig/lite tildeling av IgG fra ramelk (Overrein et al., 2015).

2.1.3. Opptak av 1gG fra tarmen

Tilstrekkelig overfaring av immunstoffer fra ramelk til kalvens blodserum er viktig for 4 oppna
et sterkt passivt immunforsvar. Kalvene absorberer pa det meste 25-30 % av immunstoffene
som er i ramelken (Heinrichs & Jones, 2003). En lav konsentrasjon av IgG i kalvens blodserum
kan gi gkt risiko for sykdom hos kalven, fordi immunsystemet ikke greier & std imot
smittepresset. Man betrakter en blodserumkonsentrasjon hgyere enn 10 g IlgG/l som akseptabelt
(Hansen, 2007). En blodserumkonsentrasjon lavere enn 10 g IgG/I betraktes som lavt, og blir
betegnet som mislykket overfgring av immunstoff («failure of passive transfer» (FPT))
(Quigley & Drewry, 1998; Hansen, 2007; Godden, 2008).

Det er flere faktorer som kan pavirke overfgringen av immunstoffer fra morens ramelk til
kalven. Faktorer som IgG-konsentrasjon i ramelken, tidspunktet og mengden ramelk ved farste
tildeling, samt bakterieinnhold i ramelken og stress hos kalven har stor betydning for kalvens

passive immunstatus (Weaver et al., 2000; Godden, 2008).

Immunstoffene blir absorbert i tynntarmen som proteiner i sin opprinnelige form (Sjaastad et
al., 2010). Kalvene har hgyere pH i lgypen og ramelken inneholder trypsin-inhibitorer som gjar
at immunstoffene er beskyttet mot nedbrytning i fordayelsessystemet det farste dggnet
(Havrevoll, 2002; Godden, 2008). Dette er viktige funksjoner, slik at mest mulig immunstoffer
kan bli absorbert i tynntarmen (Stott et al., 1979b).



Immunstoffene i ramelken tas opp i tarmen ved hjelp av pinocytose. Pinocytose er en form for
endocytose, hvor cellen tar opp veeske eller Igste substanser i ekstracellulaervaesken (Sjaastad et
al., 2010). Cellen tar opp immunstoffene med sma membranblerer, uten at stoffet kommer i
direkte kontakt med det doble lipidlaget i membranen (Sand et al., 2001). Pinocytose blir ogsa
kalt celledrikking, fordi det er lite selektivt pa hva som blir absorbert (Sand et al., 2001).
Immunstoffene blir absorbert fra tynntarmen med pinocytose av FcRn-reseptorer og sluppet ut
I «lamina propria», og deretter tatt opp i lymfesystemet eller portalsirkulasjonen (Hurley &
Theil, 2011). Et annet navn for denne reseptoren er «noenatal FC-reseptor», og den er ogsa med
pa a frakte IgG fra blodserum over til melkekjertlene hos kyrne. Bindingen mellom IgG og
reseptoren er pH-avhengig. Ved sur pH-verdi vil IgG binde seg bedre til reseptoren, mens ved
basisk pH-verdi blir det dannet svake bindinger. Evnen til a absorbere immunstoffer som hele
proteiner har tynntarmen omkring et degn etter fadsel, far den nermest opphgrer (Cortese,
2009; Hansen et al., 2009). Forsgk har vist at allerede fra seks timer etter fgdsel, er absorpsjonen

av IgG begrenset (Besser et al., 1985).

Forsgk har vist at alle typer myseproteiner i ramelken blir absorbert som hele proteiner i
tynntarmen (Bush & Staley, 1980). Myseproteiner bestar av proteiner dannet i melkekjertlene
som [B-laktoglobulin og a-laktalbumin, samt proteiner som er overfart fra blodserum som bovin
serum albumin og immunstoffer (Strudsholm & Sejrsen, 2003). Kalvene har ikke ubegrenset
absorpsjonskapasitet, og forsgk har vist at rdmelk tilsatt bovint albumin ga redusert
konsentrasjon av 1gG: i blodserum (Besser et al., 1985; Besser & Osborn, 1993). | tynntarmen
skjer det meste av absorpsjonen i jejunum, fordi der er tarmens mikrovilli mer utviklet enn i
ileum. Bakterier som E. coli, blir absorbert pa lik linje som myseproteinene og immunstoffene
i tynntarmen (Bush & Staley, 1980). Derfor er det viktig med god hygiene og lavt
bakterieinnhold i ramelken, slik at bakterier ikke reduserer absorpsjonskapasiteten av de viktige
immunstoffene. Videre tildeling av ramelk etter at tarmen har sluttet & absorbere IgG, har vist
seg a beskytte tarmene mot sykdomsfremkallende bakterier som E. coli. Dette kan de gjere ved

a hindre at bakteriene far fester seg til tarmveggen (Hansen et al., 2009).

Det er stor variasjon mellom kalvene pa hvor hgy IgG-konsentrasjon er i blodserum (Bush &
Staley, 1980). Bush og Staley (1980) gjennomfarte en litteraturstudie hvor de konkluderte at
absorpsjonsgraden av IgM reduseres nar inntaket gker, mens den totale absorpsjonen av 1gG og
IgA gker med gkt konsentrasjon i ramelken. Dette farer til at konsentrasjonen av IgM i

blodserum ikke blir hayere, selv om kalvene blir foret med ramelk som har hgy konsentrasjon.



| tillegg konkluderte de at effektiv absorpsjon av immunstoffer blir redusert ved forsinket

tildeling av ramelk etter fadsel.

2.1.4. R&melkskvalitet

Kvaliteten pa ramelk er viktig for a lykkes med IgG-opptaket. Det er en positiv sammenheng
mellom mengden immunstoffer i rdmelken og mengden som er absorbert av kalven (Bush &
Staley, 1980). Ramelk av god kvalitet blir definert som melk som har en 1gG-konsentrasjon
over 50 g/l (Godden, 2008; Gulliksen et al., 2008). En lavere konsentrasjon av 1gG i ramelken
kan gi gkt risiko for mislykket overfgring av IgG («failure of passive transfer» (FPT)) hos
kalvene (Gulliksen et al., 2008). I tillegg til et hayt immunstoffinnhold, er det viktig a tenke pa
hygienen rundt utmelking for & redusere forurensing av skadelige bakterier, som kan bli
absorbert pa lik linje som immunstoffene (Bush & Staley, 1980). Siden kalvene absorberer
omkring 1/4 av det totale immunstoffinnholdet like etter fadsel, er det viktig & serge for at de

far ramelk med et hgyt immunstoffinnhold (Hansen et al., 2009).

Flere forsgk har vist at det er stor variasjon i IgG-konsentrasjon mellom kyr (Heinrichs & Jones,
2003; Gulliksen et al., 2008; Morin et al., 2010). Gulliksen et al. (2008) gjennomfgarte en studie
hvor de fant at 1gG-konsentrasjonen i ramelk blant Norsk Radt Fe (NRF) varierte fra 4 til 235
g/l. Morin et al. (2010) gjennomfarte et forsgk hvor IgG-konsentrasjon i ramelken varierte fra
9til 121 g/l. En annen studie observerte en variasjon mellom 9 og 186 g IgG/l (Godden, 2008).
Med en sa stor variasjon i kvalitet er det ekstremt viktig a vite 1gG-konsentrasjonen i ramelken
som kalven far tildelt, slik at man er sikker pa at kalven har mulighet til & oppna et godt passivt

immunforsvar.

Variasjon i 1gG-konsentrasjon i ramelk mellom raser

Det har veert tidlig interesse for a studere om ramelkskvaliteten varierer mellom raser. Muller
og Ellinger (1981) gjennomfarte et forsgk med fem ulike raser for & undersgke om det var
forskjell pa immunstoffkonsentrasjonen i ramelken til de ulike rasene. Det ble tatt ut 3-4 kg
ramelk umiddelbart etter kalving fra rasene Ayshire, Brown Swiss, Guernsey, Holstein og
Jersey. Gjennomsnittlig immunstoffkonsentrasjon var henholdsvis 8,1, 6,6, 6,3, 5,6 og 9,0 %
av totalprotein. Ramelk fra Jersey hadde hgyest immunstoffkonsentrasjon, med hgyt innhold
av 1gG, IgA og IgM. Ramelk fra Holstein hadde den laveste konsentrasjonen av IgG, og

Guernseys hadde det laveste innholdet av IgA og IgM.
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Forsgk med kyr i Norge viste at den gjennomsnittlige IgG-konsentrasjon i ramelken 13 pa 51,7
g/l, men 57,8 % av ramelksprgvene hadde en lavere konsentrasjon enn 50 g/l (Gulliksen et al.,
2008). Morrill et al. (2012) gjennomferte et forsgk med 494 Holstein, 87 Jersey, 7
krysningsraser og 239 uidentifiserte melkeraser i USA. Resultatene viste at den
gjennomsnittlige 1gG-konsentrasjonen i ramelken var 68,8 g/l, og nesten 30 % av prgvene
hadde en konsentrasjon lavere enn 50 g/I. Ut fra disse forsgkene kan det se ut som at kyr i USA
har bedre ramelkskvalitet enn norske kyr. En grunn til dette kan veere at forekomsten av
sykdommer i Norge generelt er relativt lavt. | tillegg er det ikke forekomst av sykdommer som
bovint virusdiarévirus (BVDV) i Norge, noe som er mer vanlig i flere andre europeiske land
(Gulliksen et al., 2009a). Kyr som blir utsatt for hgyt smittepress fra miljget og sykdom,
produserer mer antistoffer som blir overfgrt til melken (Grgndahl et al., 2011).

| sammenligninger av Holstein og andre raser, har Holstein generelt hatt en lavere konsentrasjon
av immunstoffer i ramelken (Pritchett et al., 1991). Strudsholm og Sejrsen (2003) hevdet at noe
av forklaringen pa dette kan veere at Holstein produserer stgrre mengder ramelk, noe som gir
lavere konsentrasjon i melken. Jersey er kjent som rasen som har det hayeste tarrstoffinnholdet
melken sammenlignet med andre melkeraser, og har generelt hgyere immunstoffkonsentrasjon

i ramelken.

Effekt av sinperioden pa IgG-konsentrasjon i ramelk

Det er mange faktorer som pavirker ramelkskvaliteten, og lengden og ernaringen i sinperioden
er noen av faktorene som kan pavirke kvaliteten (Godden, 2008). I Norge anbefaler TINE
Radgiving en sinperiode pd 60 dager for & forberede kyrne pa neste laktasjon (Whist &
Sglvergd, 2008). Rastani et al. (2005) konkluderte ut fra resultatene at en forkortet (< 21 dager)
eller gkt sinperiode (> 90 dager) ga darligere ramelkskvalitet enn normal lengde pa 57 dager.
Watters et al. (2008) konkluderte fra sitt forsgk at en forkortet sintid pa 34 dager ikke ga
signifikant forskjell i IgG-konsentrasjon sammenlignet med en sintid pa 57 dager.

Forsgk har vist at kalver som har fatt ramelk fra kyr med restriktiv foring av protein og energi
gjennom sinperioden, har hatt 21,8 % lavere IgG-opptak enn kontrollgruppen (Quigley &
Drewry, 1998). Andre forsgk har i motsetning konkludert at féringen gjennom sintiden ikke har

hatt effekt pa IgG-konsentrasjonen i ramelken (Quigley & Drewry, 1998).

Holdutviklingen til kyrne gjennom sintiden kan ogsa ha pavirkning pa ramelkskvaliteten.
Shearer et al. (1992) konkluderte at kyr som gikk opp i holdpoeng fra avsining til kalving hadde
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signifikant hgyere IgG-konsentrasjon i ramelken enn de som hadde stabilt eller finn et darligere
hold gjennom sinperioden. Det er allikevel ikke anbefalt at kyrne far et hayt hold ved slutten
av sinperioden, med tanke pa melkeproduksjonen og foropptaket i kommende laktasjon
(Strudsholm & Sejrsen, 2003).

Effekt av laktasjonsnummer pa IgG-konsentrasjon i ramelk

Laktasjonsnummer har vist seg a ha stor effekt pa ramelkskvaliteten (Weaver et al., 2000;
Gulliksen et al., 2008). Mange forsgk har konkludert at ferste- og andrekalvskyr har vesentlig
darligere ramelkskvalitet enn eldre kyr (Pritchett et al., 1991; Weaver et al., 2000; Gulliksen et
al., 2008). Shearer et al. (1992) gjennomfgrte et forsgk med tre ulike raser for a studere arsaker
til ulik ramelkskvalitet, og konkluderte at konsentrasjonen av 1gG gkte fram til tredje laktasjon.
Kyrne i farste laktasjon hadde signifikant lavere 1gG-konsentrasjon enn kyr i andre laktasjon
og eldre. Det ble ikke funnet signifikant forskjell i 1gG-konsentrasjonen mellom kyr i tredje
laktasjon og eldre kyr. Gulliksen et al. (2008) konkluderte ogsa med at laktasjonsnummer hadde
effekt, etter en undersgkelse av ramelkskvaliteten hos NRF. Kvaliteten gkte mest fra kyr som
var i farste eller andre laktasjon til kyr som var i fjerde laktasjon eller eldre. Pritchett et al.
(1991) konkluderte at kyr i andre laktasjon hadde signifikant lavere 1gG-konsentrasjon enn kyr

i farste laktasjon.

Eldre kyr har veert utsatt for flere typer antigener lengre enn yngre, og produserer dermed mer
antistoffer som blir overfart til ramelken. Kyr produserer antistoffer mot antigener som de blir
utsatt for fra miljget. Dette gjer at innkjgpte kyr som har statt i et annet miljg, vil produsere
andre antistoffer enn kyrne som har vert i besetningen over lengre tid (Hansen et al., 2009).
Weaver et al. (2000) papekte i en litteraturgjennomgang at det var en vanlig anbefaling & kaste
ramelken fra farstekalvskyr, pa grunn av lav 1gG-konsentrasjon. Senere har forskere gatt bort
fra denne anbefalingen, siden store mengder ramelk ville bli kastet og at ferstekalvskyr
negdvendigvis ikke har darligere kvalitet enn eldre kyr (Weaver et al., 2000; Gulliksen et al.,
2008). | flere besetninger er det dessuten en utfordring at kyrne produserer for lite ramelk og
alt ma tas vare pa (Sogstad, 2017, personlig meddelelse).

Effekt av tiden fra fadsel til forste utmelking pa 1gG-konsentrasjon

Hvor lang tid det tar for kua blir melket farste gang etter fgdsel har betydning for 1gG-
konsentrasjonen i ramelken. IgG-konsentrasjonen er hgyest umiddelbart etter fadsel, og blir
gradvis redusert om farste utmelking blir utsatt (Godden, 2008). Moore et al. (2005)
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gjennomfarte et forsgk med 13 melkekyr av rasen Holstein, for a se om tidspunktet for melking
etter fadsel hadde betydning for 1gG-konsentrasjon i ramelk. Kalvene ble tatt bort fra moren
rett etter fadsel, og deretter ble kyrne delt inn i fire grupper som ble melket etter henholdsvis 2,
6, 10 og 14 timer etter fadsel. De fire gruppene hadde gjennomsnittlig 113, 92, 82 og 76 g 1gG/I.
Den gjennomsnittlige 1gG-konsentrasjonen ved 10 og 14 timer var signifikant lavere enn i
ramelken utmelket etter 2 og 6 timer. I tillegg var det signifikant lavere konsentrasjon av IgG
ved 6 timer sammenlignet med 2 timer. Morin et al. (2010) konkluderte at IgG-konsentrasjonen
i ramelken ble redusert med 3,7 % for hver time farste utmelking ble utsatt etter fadsel, og at
tiden fra fadsel til ferste utmelking forklarte 27 % av variasjonen i IgG-konsentrasjonen mellom
kyr. Lekkasje under sinperioden eller etter fedsel for forste utmelking, vil gi tap av
immunstoffer (Heinrichs & Jones, 2003).

Effekt av mengden ramelk produsert til farste utmelking pa 1gG-konsentrasjon

Det er stor variasjon i hvor mye ramelk kyrne produserer til fgrste utmelking. McGuirk &
Collins (2004) fant at melkemengden varierte mellom 2,8 til 26,5 liter hos melkekyr av rasen
Holstein. Pritchett et al. (1991) konkluderte at melkemengden ved ferste utmelking hadde
signifikant effekt pa IgG-konsentrasjonen i ramelken. Forsgket viste at kyr som melket mindre
enn 8,5 kg ramelk ved farste utmelking, hadde signifikant hgyere konsentrasjon av 1gG: enn de
som melket mer. Dette resultatet gjaldt alle kyr uansett laktasjonsnummer, men var tydeligst
hos kyr i andre laktasjon. Innholdet av 1gG: ble kraftig redusert nar melkemengden gkte. Den
samme konklusjonen trakk Morin et al. (2010) fra resultatene hvor kvaliteten varierte mellom
<10 og 120 g IgG/l, avhengig av mengden ved farste utmelking. Med gkt melkemengde blir
innholdet av IgG fortynnet, og konsentrasjonen blir dermed lavere (Morin et al., 2010). Weaver
et al. (2000) hevdet at mengden ramelk kunne brukes som et hjelpemiddel for a selektere hva
som er god og darlig ramelkskvalitet.

Variasjoner gjennom aret pa ramelkens 1gG-konsentrasjon

Pritchett et al. (1991) gjennomfarte en studie med 900 Holstein-kyr, og konkluderte at det ikke
var signifikant effekt av arstiden pa ramelkskvaliteten. Morin et al. (2010) dro samme
konklusjon i et forsgk hvor kyrne ble delt inn i grupper som ble eksponert for kort-, lang- eller
naturlig lyslengde. Andre forsgk har derimot konkludert med at det er variasjon i 1gG-
konsentrasjonen gjennom aret. Resultatene fra et forsgk gjennomfart av Shearer et al. (1992),
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viste at det var en signifikant hgyere IgG-konsentrasjon i ramelken i august og september

sammenlignet med resten av aret.

Gulliksen et al. (2008) konkluderte fra forsgk i Norge, at kyr som kalvet i lgpet av
vintermanedene hadde signifikant lavere 1gG-konsentrasjon enn kyr som kalvet i de andre
manedene (figur 3). Gulliksen et al. (2008) hevdet at sesongvariasjonen mulig var viktigere i
Norge enn i andre land. Klimaforskjellene gjennom aret er mye stgrre i Norge enn i mange
andre land, og dette gir stor variasjon pa forrasjon, sykdom og miljeet hvor kyrne oppholder
seg. | lgpet av sommeren er det krav om at kyrne skal ga ute pa beite i minst atte uker, og det
kan gjere at kyrne blir utsatt for flere og andre typer agens enn om vinteren. Dette kan veere
mulige arsaker til at ramelken ser ut til & ha hgyere IgG-konsentrasjon om sommeren

sammenlignet med vinteren (Gulliksen et al., 2008).

Adjusted estimate of
IgG, g/L of colostrum
g
——
b=t

Month of calving

Figur 3: Sesongvariasjon i 1gG-konsentrasjon i ramelk (Gulliksen et al., 2008).

Effekt av mastitt pa 1gG-konsentrasjonen i ramelk

Effekten av a fore kalvene med mastittmelk er uklar (Kesler, 1981). Maunsell et al. (1998)
gjennomfarte et forsgk for & se om mastitt i sinperioden har effekt pa volum og
sammensetningen av ramelk hos Holstein-kyr. Det ble tatt prgver fra juret ved 14 og 7 dager
far fadsel, og innen tre timer etter fadsel. Pravene ble analysert for unormaliteter og testet med
California Mastitis Test (CMT), som er en metode for a teste om kyrne har hgyt celletall i
melken. I tillegg ble 1gG1-konsentrajonen i ramelken og melkemengden malt umiddelbart etter
fadsel. Fra resultatene ble det konkludert at mastitt i sinperioden ga noe lavere melkemengde
fra infiserte melkekjerteler sammenlignet med friske. Det forklarte at den totale mengden IgG:

var lavere, selv om konsentrasjonen i ramelken var den samme fra de infiserte og friske
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melkekjertlene. Selv om mastitt i melkekjertelen ikke pavirker ramelkens 1gGi-konsentrasjon,
kan foring med masittmelk gke smittepresset ved melkesgl og spredning av bakteriene i fjoset
(Overrein et al., 2015). Forsgk har vist at forekomsten av bakterien S. agalactiae var hgyere
hos kyr som ble féret med mastittmelk som kalv (McDougall et al., 2009).

2.1.5. Effekt av tid fra fedsel til forste melkemaltid

Hvor raskt kalvene far tildelt ramelk etter fadsel har avgjgrende betydning for hvor mye IgG
som blir absorbert i kalvenes tynntarm (figur 4) (Quigley & Drewry, 1998; Godden, 2008).
Kalvens tynntarm mister sin permeabilitet til & absorbere store molekyler ved 24-30 timer etter
fadsel (Stott et al., 1979a; Bush & Staley, 1980). Etter 12 timers alder er tarmens evne til &

absorbere immunstoffer

0,25

2 Ei? halvert, noe som betyr at det
B 018 er viktig & fore kalvene med
E 0,17 4 ramelk raskt etter fgdsel
EE:: (Bush & Staley, 1980;
§ 011 4 Hansen et al., 2009). Ved 12

0 | timers alder har sekresjonen

E:E; | 2 fordayelsesenzymer okt

0 5 10 15 20 25 30 markant, og det farer til at

Time after birth (hours) immunstoffene blir brutt ned

Figur 4: Endring i opptak av 19G (prosent opptak av total 19G- | aminosyrer (Quigley &
konsentrasjon i ramelken) ved pinocytose i timene etter fadsel

(Hansen et al., 2009). Drewry, 1998).

Rajala og Castrén (1995) gjennomfarte en studie hvor de sa pa sammenhengen mellom kalvenes
konsentrasjon av IgG i blodserum og helse. De konkluderte at for hver halvtime den farste
ramelkstildelingen ble forsinket, ble konsentrasjonen av 1gG redusert med 2 g/l. Et annet forsgk
konkluderte at ramelkstildelt ved 0, 6 og 12 timer etter fgdsel, ga hgyere konsentrasjon av 1gG
i blodserum enn tildeling ved 0 og 12 timers etter fgdsel (Morin et al., 1997). Forsgket viste
ogsa at en dobling av mengden ramelk fra 2 til 4 liter ved fadsel ga hgyere konsentrasjonen av
IgG i blodserum. Stott et al. (1979a) observerte at kalvene som fikk utsatt farste tildeling til
etter 12 timers alder hadde hay risiko for & dg.
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2.1.6. Ramelkstildeling

| falge norske forskrifter skal kalven fores med tilstrekkelig mengde ramelk sa snart som mulig
etter fadsel og senest innen seks timer (Lovdata, 2004). Det star ogsa i forskriftene at kalvene
skal fores minst to ganger daglig. Hva som er tilstrekkelig mengde ramelk er dermed opp til
den enkelte produsent & avgjgre, og dette kan forklare hvorfor det er store forskjeller pa
ramelkstildelingen mellom besetningene (Nybg et al., 2003). Kalver i gkologisk produksjon
skal ifglge forskriftene ga sammen med kua i minimum tre dager etter fadsel (Mattilsynet,
2005).

| dagens konvensjonelle melkeproduksjon er det vanlig a ta kalven bort fra kua rett etter fadsel
og fore kalvene med flaske, bgtte eller sonde, mens det i kjgttproduksjon er vanlig a la kalvene

amme kua helt til avvenning (Grendahl et al., 2011).

TINE SA (2015) anbefaler pa sin hjemmeside a fokusere pa tre faktorer for & gi kalven en god
start pa livet; nok ramelk, god kvalitet pa tildelt ramelk og rask tildeling av ramelk etter fadsel.
De anbefaler & gi alle kalvene minst fire liter ramelk av god kvalitet innen to timer etter fadsel.
Det er anbefalt & ha ramelk av god kvalitet i fryseren, slik at man har noe i bakhand om noen
kyr har lav 1gG-konsentrasjon eller det er problemer med utmelking etter fadsel. Fra et forsgk
med ulik ramelksmengde av god kvalitet rett etter fedsel, konkluderte Morin et al. (1997) at
kalver som fikk fire liter ramelk etter fadsel hadde hgyere 1gG-konsentrasjon i blodserum
sammenlignet med de som fikk tildelt to liter, nar 1gG-konsentrasjonen i kalvenes blodserum

ble undersgkt etter 48 timers alder.

| brosjyren «Godt kalveoppdrett» av TINE Radgiving, er anbefalingen at alle kalvene skal ha
ramelk med en IgG-konsentrasjon pa minst 50 g/l (Overrein et al., 2015). Det blir ogsa
fremhevet at man ikke bar stole pa at kalvene far i seg nok rdmelk ved amming. Mengden
ramelk som anbefales a tildele kalvene er 8,5 % av kroppsvekten, som betyr at en kalv pa 40
kg ma tildeles 3,5 liter ramelk sa fort som mulig etter fadsel eller innenfor to timer. Videre
anbefales det at kalvene som ikke far i seg mer enn en liter ved farste tildeling burde sondeféres,

og at kalvene ma tildeles ytterligere 3-4 liter i lgpet av det farste dagnet.

Tidligere ble bgndene anbefalt & gi kalvene 1,0 dI/kg levendevekt ved farste tildeling, fordi mer
enn 1,5 liter kunne overfylle lgypen og man mente at dette kunne forarsake diaré. Nybg et al.
(2003) gjennomfarte et forsgk hos 55 produsenter med i alt 764 kalver i Nord-Trgndelag, hvor

de undersgkte sammenhengen mellom ramelksrutiner og kalvenes immunitet. Resultatene viste
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at kalvene burde fa i seg minst seks liter ramelk i lgpet av det farste levedagnet for & oppna en
tilfredsstillende IgG-konsentrasjon (tabell 2). Videre ble det konkludert at kalvene burde fa
tildelt ramelk etter appetitt ved farste maltid, og argumenterte med overfylling av lgypen kun
var relevant nar fordgyelsen hadde stabilisert seg etter noen dagers alder. Derimot viste
resultatene til Gulliksen et al. (2009a) at kalver som fikk mer enn to liter ramelk ved forste
tildeling hadde hgyest forekomst av diaré. Videre konkluderte Nybg et al. (2003) at produsenter
som ga kalvene ramelk innen to timer etter kalving, hadde den hgyeste gjennomsnittlige 1gG-
konsentrasjonen.

Tabell 2: Effekt av ulike rdmelksrutiner pa immunstoffkonsentrasjonen i blodserum (Nybg et al., 2003).
Mengde i lgpet av farste Mengde ved farste tildeling  Tidspunkt ved fgrste tildeling

dagn
Mengde Immunstoff i Mengde Immunstoff i Tidspunkt Immunstoff i
blodserum g/l blodserum g/l blodserum g/l
1-3 liter 7,82 Mgks 1 6,22 Straks_etter 8,92
liter kalving
4-5 liter 9,40 Maks 2 7,81 Straks etter
liter kalving om
dagen, ved 76
neste
fjosstell om
natta
6 liter 11,06 Etter 9,84 Vt_ed neste 7.37
eller mer appetitt fjgsstell

Godden (2008) papekte at eksperter hadde beregnet at kalvene burde féres med minst 100 g
IgG ved farste tildeling. Ut fra de resultatene betyr det at kvaliteten pa ramelken avgjar hvor
mye ramelk kalvene burde tildeles ved farste mal. Er kvaliteten under 50 g IgG/I, ma
produsentene kompensere ved a gi kalvene mer ramelk for & oppna en tilfredsstillende 1gG-
konsentrasjon i blodserum. Eksempelvis vil en tildeling pa to liter ramelk med en 1gG-
konsentrasjon pa 50 g/l, gi den samme mengden IgG som fire liter rdmelk med en IgG-

konsentrasjon pa 25 g/l.

Faber et al. (2005) gjennomfarte en studie hvor det ble undersgkt om det var sammenheng
mellom to ulike ramelksmengder umiddelbart etter fgdsel og senere melkeytelse. Det ble fadt
68 Brown Swiss kviger, som tilfeldig ble delt inn i to grupper hvor 37 kalver ble tildelt to liter
ramelk ved farste tildeling, mens 31 kalver ble tildelt fire liter. Kalvene ble tildelt ramelk med
en 1gG-konsentrasjon pa 50-140 g/l. | de gjenverende foringene i ramelksperioden ble begge
gruppene foret med den samme ramelken. Etter avvenning og fram til fedsel ble alle kvigene

plassert i samme binge, hvor de ble tildelt den samme rasjonen.
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Resultatene viste at et ramelksinntak pa fire sammenlignet med to liter ramelk, ga 160 dollar
mer i gkte produksjonsinntekter og 15 dollar lavere veteringerkostnader i lgpet av perioden.
Kalvene som fikk tildelt fire liter ramelk hadde signifikant hgyere daglig tilvekst (230 g) enn
gruppen som fikk to liter (tabell 3). Faber et al. (2005) konkluderte at & fore kalver med fire
liter istedenfor to liter, ga kyr som produserte vesentlig mer melk. Resultatene fra forsgket kan
tyde pa at det ber vurderes a gi kalvene minst fire liter ramelk umiddelbart etter fgdsel, fordi

det kan ha effekt pa senere melkeytelse.

Tabell 3: Effekten av mengde rdmelk pa gjennomsnittlig daglig tilvekst i kvigeperioden, melkeavdratt i
1. laktasjon og 2. laktasjon (Faber et al., 2005).

Mengde ramelk liter/dag

Effekter av ramelkstildelingen 2 4
Gjennomsnittlig daglig tilvekst, kg/dag 0,8 1,03
Estimert 305-dagers EKM 1. laktasjon, kg 8 952 9907
Estimert 305-dagers EKM 2. laktasjon, kg 9642 11 294
Gjennomsnittlig melkemengde, kg/dag 26,9 27,8

| et annet forsgk sa de pa sammenhengen mellom immunstatus hos kalven ved 24-48 timers
alder og melkeproduksjon i ferste laktasjon (DeNise et al., 1989). Fra forsgket ble det
konkludert at det var en positiv sammenheng mellom immunstatus og melkemengde ved farste
laktasjon, men de kunne ikke si om konsentrasjonen av IgG hadde en direkte eller indirekte
sammenheng med melkeproduksjonen. Allikevel ble det hevdet at tilstrekkelig mengde ramelk
av god kvalitet til riktig tid kunne gke kvigenes fremtidige melkeproduksjon.

Kua kan overfgre mange smittestoffer til kalven, derfor kan mange tidrs praksis med a ta bort
kalven fra moren umiddelbart etter fadsel veare noe av arsaken til at Norge sjeldent er rammet
av utbrudd med paratuberkulose (Grgndahl et al., 2011). @kologiske produsenter ma ifalge
forskriftene la kalven ga med kua i tre dggn fer de kan skilles (Mattilsynet, 2005). I litteraturen
har det veert ulikt syn pa om kalven burde ga med moren etter fadsel eller ikke. Det har blitt
rapportert at en stor andel av kalvene i USA som diet moren hadde en IgG-konsentrasjon i
blodserum lavere enn 10 g/l (FPT) (Godden, 2008). Det blir hevdet at mye av arsaken kan vere
at kalvene ikke far i seg nok ramelk innen det har gatt seks timer etter fadsel. Studier viste at
andelen kalver som overlevde kalveperioden gkte, nar andelen som lot kalven die moren ble
redusert (Godden, 2008). Imidlertid skrev Grgndahl et al. (2011) i en litteraturstudie at
oppstalling sammen med moren har vist seg a ha positiv effekt pa kalven, og viste til en dansk
undersgkelse hvor de hadde observert at kalvens immunstoffabsorpsjon gkt ved morens

tilstedeveerelse selv om kalven ikke fikk die.
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Selman et al. (1971b) utferte en studie hvor de sa pa effekten av absorpsjon av immunglobuliner
nar kalvene ble oppstallet ssmmen med kyrne eller separat fra kyrne. Alle kalvene fikk lov til
a die moren til de oppnadde en metthetsfalelse ved 6-12 timer etter fadsel. Kalvene som fikk
ga med moren, fikk pasatt en munnkurv slik at de ikke skulle ha mulighet til a drikke ytterligere.
Fra forsgket ble det ikke funnet noen forskjell i mengden ramelk kalvene hadde konsumert. Det
viktigste funnet i forsgket, var at kalvene som fikk ga med moren hadde en hgyere 1gG-
konsentrasjon i blodserum ved 48 timers alder. Selman et al. (1971a) startet deretter et
oppfalgingsforsgk hvor ti kalver fikk ga i gruppe med mgdrene, mens ti kalver matte ga uten
medrene. Alle kalvene ble tildelt den samme rdmelken, og den eneste forskjellen mellom
gruppene var om kalvene gikk sammen med kyrne eller ikke. Konklusjonene fra dette forsgket
viste ogsa at kalvene som fikk ga sammen med mgdrene hadde signifikant hgyere 1gG-
konsentrasjon i blodserum ved 9, 24 og 48 timer etter fgdsel, sammenlignet med kalvene som

ikke gikk sammen med mgdrene.

2.1.7. Arsaker til lav 1gG-konsentrasjon i blodserum

Lave 1gG-konsentrasjoner i blodserum hos kalver er mye omtalt i internasjonal litteratur som
omhandler immunitet og ramelk. I USA ble det rapportert at mellom 8-11 % av kalvene hadde
FPT (Godden, 2008). I en studie hvor de tok blodpraver av 2177 kalver ved 24-48 timers alder,
observerte de at 41 % hadde FPT (Godden, 2008). Videre er det noe uenighet om FPT har noen
sammenheng med sykdom eller ded opptil 180 dagers alder (Villarroel et al., 2013). Noen
forskere mener at FPT kan gi 90 % gkt risiko for sykdom og opptil 39 % gkt risiko for dgd hos

kalver opp til 180 dagers alder. Andre )
Percent survival

mener at det ikke er sammenheng 100
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USA hadde vesentlige tap av kalver assosiert med FPT, og darlig ramelkskvalitet var en av de
viktigste faktorene for de hgye tapene. Det ble beregnet at omtrentlig 1/3 av dgdeligheten i de

tre farste ukene av melkeféringsperioden skyldtes svikt i overfaringen av 1IgG (Godden, 2008).

Variasjonen i 1gG-konsentrasjon i blodserum mellom besetninger skyldes ulike ramelksrutiner.
Det er stor variasjon pa produsentenes fokus pa kvaliteten pa ramelken kalvene blir tildelt, hvor
mye de blir tildelt og hvor raskt etter fadsel de far tildelt ramelken (Nybg et al., 2003). I tillegg
til ulike ramelksrutiner mellom besetningene, kan stress hos kalven og bakterier i ramelken
pavirke absorpsjonen av immunstoffer (Stott et al., 1976). Stresshormoner som kortikosteroider
kan gjgre tarmen mindre permeabel for store molekyler, og absorpsjonen av IgG kan reduseres.
Et alternativ for & redusere bakterieinnholdet i ramelken er pasteurisering. Forsgk har vist at
kalver som ble foret med pasteurisert ramelk hadde signifikant hgyere 1gG-konsentrasjon i
blodserum, sammenlignet med kalver som fikk tildelt ubehandlet ramelk (McMartin et al.,
2006; Johnson et al., 2007). Pasteurisering har allikevel ikke blitt anbefalt i Norge, pa grunn av
liten utbredelse av sveert alvorlige agens (Sogstad, 2017, personlig meddelelse).

For & ha kontroll pa ramelkskvaliteten, blir produsentene anbefalt & male ramelkskvaliteten
(Dragset & Whist, 2015). Gjennom prosjektet «Kalve- og ungdyrhelse i Norge» konkluderte
Gulliksen et al. (2009c) at en god start er meget viktig, og det starter allerede far kalven er fadt.
Videre ble det ogsa konkludert at for liten 1gG-overfgring fra ramelk til kalvens blodserum

fortsatt er et stort og vanlig problem i norske besetninger.

FPT kan i tillegg til & gi gkt risiko for sykdom og ded i lgpet av kalveperioden, senere pavirke
dyrenes melkeproduksjon (DeNise et al., 1989). Resultatene fra et forsek gjennomfart av
DeNise et al. (1989) viste at for hver IgG-enhet (g/l) som gkte i kalvenes blodserum ved 24-48
timers alder, gkte den totale melkeproduksjonen i farstelaktasjon med 8,5 kg energikorrigert
melk (EKM). Det ble ogsa erfart under forsgket at kalver med FPT hadde starre risiko for a bli

tidlig utrangert pa grunn av lav produksjon eller sykdom.

De vanligste kalvesykdommene i dag er diareé, luftveissykdommer, og leddsykdommer (Malmo
et al., 2005; Gulliksen et al., 2009a). Fra innsamling av data til prosjektet «Kalvehelse»,
utgjorde diaré og luftveissykdommer nesten 80 % av alle registreringene (Gulliksen et al.,
2009a). | falge Helsetjenesten for storfe (2013) er infeksjoner i mage- og tarmkanalen veldig
vanlig hos unge dyr, og det forekommer i hovedsak hos kalver i farste levemaned. Infeksjonen
kan fare til diaré, dehydrering og darlig allmenntilstand. Luftveissykdommer rammer ofte litt

eldre kalver, og spesielt kalver som allerede har blitt utsatt for en annen sykdom (Gulliksen et
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al., 2009b). Leddbetennelse kan opptre sekundzert til navlebetennelse eller oppsta som fglge av
infeksjon fra et sar (f.eks. framkne). Malmo et al. (2005) observerte at kalver med lav passiv
immunitet, hadde mye hayere risiko for a fa navlebetennelse. En tilstrekkelig immunstatus og
god hygiene kan forebygge og redusere forekomsten av disse sykdommene (Hansen et al.,
2009).

Kalver som rammes av sykdom koster bade mye tid og penger. | en svensk rapport har de
konkludert med at hvis en kvigekalv blir rammet av luftveisinfeksjon, vil det koste bonden totalt
2 150 svenske kroner i direkte og indirekte kostnader (Wallgren et al., 2011). Blir kvigekalven
rammet av diaré vil det koste bonden 2 750 svenske kroner i direkte og indirekte kostnader, i
tillegg til gkt risiko for andre sykdommer senere. Store besetninger har vist seg a ha hayere
kalvedgdelighet, og dette kan skyldes at det er vanskeligere a falge opp hvert enkelt individ og
opprettholde god hygiene (Gulliksen et al., 2009a).

2.2. Metoder for & male 1gG-konsentrasjon i ramelk og blodserum

2.2.1. Kjemiske analyser

Det finnes mange ulike kjemiske metoder for & male innholdet av 1gG i
blod og ramelk. De tre vanligste vil bli nsermere beskrevet, men det finnes
utallige kjemiske analyser som kan analysere IgG-innhold i bade ramelk
og blodserum (Godden, 2008).

«Radial immunodiffusion test» (RID) eller ogsa kalt «singel radial
immunodiffusion test» er en av flere metoder som kan benyttes for &

bestemme det kvantitative innholdet av IgG i blodserum eller ramelk

(Deelen et al., 2014). Selv om det finnes flere metoder, blir RID sett pa

som gullstandarden og er den metoden som blir oftest benyttes (Morrill et
al., 2013; Deelen et al., 2014). Den blir valgt fordi den er enkel & utfare, i

tillegg til at det lave kostnader i forbindelse med analyseringen.

Analysen er en diffusjon av antistoffer fra en bregnn med blodserum eller

ramelk inn i en homogen gel med antigen (figur 6) (Morrill et al., 2013)

Testen baserer seg pa antigen-antistoff bindinger, og sterrelsen p& Figur 6:

) ) o ] . Fremgangsmetode
sirkelen som blir dannet ved diffusjonen sier noe om innholdet av 1gG.  ved RID-analysen
(Kent laboratories,

Ulempen med RID er at det kreves en relativt lang inkuberingstid, opptil 2016)
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24 timer, fgr innholdet kan bestemmes. Derfor kan ikke analysen brukes som en hurtig test for
amale IgG-konsentrasjonen (Deelen et al., 2014). En annen ulempe er at det er forskjell mellom
RID-platene fra ulike produsenter, noe som farer til variasjon (Quigley, 2008). Det er viktig &

benytte en RID-plate som er tilpasset 1gG fra storfe for & fa riktig analyse av 1gG-konsentrasjon.

Testen blir kjart pa en plate med 8 x 3 branner. De er plassert i tre serier, som er merket A, B
og C. I de farste tre brannene pa platen blir det fylt vaeske med kjent og ulik konsentrasjon av
IgG. Dette er kontroller som blir brukt til & bestemme standardkurven til testen. | de
gjenvaerende brgnnene pa platen blir det fylt blodserum eller ramelk fra prever som skal
analyseres. Rundt brannene er det et spesifikt bovin-antiserum i en agarosegel, hvor det skjer
en reaksjon mellom antigen og antistoff. Agar er et vekstmedium som er en gelatinlignende

substans utvunnet fra tang (Quigley, 2008).

«Enzyme linked immunosorbent assay» (ELISA) er en annen kjemisk metode for a analysere
kvantitativt innhold av IgG i en vaske (Elsohaby et al., 2015). Metoden er ekstremt sensitiv,
og beskrives a ha en variabel grad av ngyaktighet ved prediksjon av 1gG-konsentrasjonen i
blodserum hos kalv (Quigley, 2008; Elsohaby et al., 2015). ELISA har mange fordeler som
hurtighet, ngyaktighet og malinger av veldig sma mengder av 1gG. Ulempen er at det er en
kompleks analyse som krever trent personell og mer utstyr sammenlignet med de andre
kjemiske analysene. Ulempene gjer ogsa at analysen er lite benyttet til & male 1gG-

konsentrasjonen i blodserum i studier med kalver.

ELISA-analysen blir utfgrt pa et brett med mange brenner hvor det skjer en fargereaksjon. For
a analysere 1gG fra storfe, er det viktig & benytte seg av plater som produsentene har festet
bovint antigen pa overflaten i brgnnene. Ved analysering av 1gG blir en metode som kalles
«sandwich ELISA» benyttet (Kummer et al., 1992). Prgve med serum eller ramelk blir pipettert
over til en brgnn og IgG-antistoffene fester seg til antigenene i brgnnen. Brgnnene blir deretter
skylt, for a fjerne det som er igjen av andre immunstoffer og substanser. Videre blir det tilsatt
et annet antistoff som binder seg til antistoffet fra praven som blir analysert. Dette stoffet er
bundet til et enzym, og kan bare binde seg til det aktuelle antistoffet som det blir analysert for.
Deretter blir brannen vasket pa nytt for a fjerne antistoffer som ikke har festet seg. Tilslutt blir
det tilsatt en lgsning med substrater som fester seg til enzymene, og det skjer en fargereaksjon.
Kjente mengder IgG blir benyttet i brgnner for a lage en standardkurve. Mengden farge som
blir produsert i prgvene blir malt av en elektronisk plateleser, og videre kalkulering gir et

resultat pa IlgG-konsentrasjonen i praven.
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En tredje kjemisk metode kalles «Turbidimetric immunoassay» (TIA). Den blir sett pa som en
hurtigere test med lavere kostnader i forbindelse med analyseringen av IgG i blodplasma og
blodserum sammenlignet med RID (Quigley et al., 2013). TIA bygger pa samme prinsipp som
RID ved at antistoff fra storfe skal reagere med antigen, men forskijellen er at reaksjonen foregar
i en veeske istedenfor en agarosegel. Fordelen med dette er at analysen kan bli gjennomfart mye
raskere enn RID, samtidig som at den kan bli automatisert. Reaksjonen mellom antigen og
antistoff danner en uklarhet i lgsningen, og sterrelsen pa denne blir avlest maskinelt. Dette gjer
at menneskelige feil reduseres, og antall prgver som kan analyseres per dag gker (Quigley,
2008).

McCue (2007) utfgrte en studie hvor de sa pa muligheten til & benytte seg av TIA istedenfor
RID til & analysere IgG-konsentrasjonen i blodserum hos hestefgll. Fall blir i likhet med kalv,
fadt uten immunstoffer. Dette gjgr at viktigheten av god ramelkskvalitet og overfgring av 1gG
er like stor som hos storfe. Det ble konkludert at TIA var enkel & benytte, og kunne benyttes til
blodplasma og blodserum, og analysesvarene var Kklare etter ca. 10 minutter. Analysen ga
hayere grad av repeterbarhet om prgvene ble analysert flere ganger samme dag, enn om samme
prave ble testet flere ganger over flere dager. Videre ble det konkludert at resultatene fra TIA
hadde hgy korrelasjon med resultatene fra RID. En annen studie med analysering av blodserum
fra fall, konkluderte at maling av 1gG-konsentrasjon med TIA var sammenlignbar med andre
kjemiske analyser, og presisjonen av TIA var hgyere enn tidligere rapportert for RID (Davis et
al., 2005).
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2.2.2. Kolostrometer

Kolostrometer, ogsa kalt hydrometer, er et maleinstrument som er utviklet til det formalet a
kunne  gjennomfgre en  hurtig test av
ramelkskvaliteten i fjgset (Heinrichs & Jones, 2011).
Maleinstrumentet maler oppdriften til stangen som
flyter fritt i vaesken (bilde 1) (Godden, 2008). Pa
stangen er det en fargekodet skala som forteller
produsentene hvor hgy den estimerte I1gG-
konsentrasjonen er i ramelken. Grant pa fargeskalaen
indikerer god ramelkskvalitet, og melken inneholder
mer enn 50 g IgG/l. Gult indikerer middels
ramelkskvalitet, og inneholder 20 -50 g IgG/I. Redt er

den fargen man finner gverst pa stangen og det

indikerer ramelk av darlig kvalitet, og inneholder

- mindre enn 20 g 1gGl/I.
Bilde 1: Et kolostrometer i bruk.

Fargeskalaen viser at dette er ramelk  Denne metoden gir variable resultater p& grunn av at
av god kvalitet (Heinrichs & Jones,
2011). den maler ramelkens tetthet, som ogsa inneholder
andre stoffer som pavirker resultatet (Heinrichs &
Jones, 2011). | studier som har blitt gjennomfart for & undersgke sammenhengen mellom IgG-
innhold og ramelkens spesifikke vekt, har resultatene vist at korrelasjonen var 0,50-0,65
(Heinrichs & Jones, 2011). Andre forsgk har derimot funnet hgyere korrelasjoner mellom IgG
og spesifikk vekt. Bartier et al. (2015) fant ut at korrelasjonen mellom IgG-konsentrasjon og
malingene med kolostrometer var 0,77. Resultatene fra en undersgkelse gjennomfgrt av Morin
etal. (2001), viste at sammenhengen mellom den spesifikke vekten til ramelken varierte mellom
raser. Fra resultatene konkluderte forfatterne at ramelkens egenvekt var mer avhengig av
proteinkonsentrasjonen enn konsentrasjonen av 1gGs, og at det var sterkt pavirket av hvilken
maned kalvingen foregikk. De mente til slutt at disse resultatene gjorde at kolostrometer er et
darlig instrument til & male IgG1-konsentrasjonen. Det blir hevdet at kolostrometer bare egnet
til a skille darlig og god ramelk, og ikke ngyaktig maling av 1gG-konsentrasjon (Heinrichs &
Jones, 2011).

Kolostrometeret er avhengig av temperaturen pa veesken for hgyest mulig ngyaktighet pa
malingene (Heinrichs & Jones, 2011). TINE Radgivning anbefaler at ramelken har

romtemperatur (24 °C) nar malingen gjennomfares (Gulliksen, 2008). Etter et forsgk hvor de
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giennomfgrte malinger av ramelksprgver med en gkning pa 5 °C fra 0 til 40 °C, ble det
konkludert at kolostrometeret kunne benyttes til & male immunstoffer, men det ga ikke
ngyaktige prediksjoner (Mechor et al., 1992). Videre ble det gitt anbefalinger om a gjennomfare
malingene nar ramelken holdt 20 °C. Ved hgy temperatur vil kolostrometeret ofte underestimere
IgG-konsentrasjonen, mens ved lav temperatur vil instrumentet ofte overestimere

konsentrasjonen (Heinrichs & Jones, 2011).

Fordelen og grunnen til at produsentene velger a benytte seg av maleinstrumentet er at det gir
et hurtig svar pa ramelkskvaliteten. Selv om det ikke gir en ngyaktig prediksjon av IgG-
konsentrasjonen, kan det hjelpe produsentene til & avgjere om kvaliteten er god eller darlig
(Heinrichs & Jones, 2011). | tillegg er kolostrometeret relativt billig i innkjgp, og det kan utfgres

mange analyser.

2.2.3. Refraktometer

Refraktometer finner man i to ulike varianter, optisk og digitalt. Refraktometer benyttes til
mange ulike formal, og maling av IgG i blodserum eller ramelk er bare en liten del av hva de
kan benyttes til. Det finnes mange ulike merker og varianter av bade optiske og digitale
refraktometer pa markedet, og de har ulike skalaer og gir ulike maleverdier som resultat. Optisk
refraktometer ser ut som en kikkert som ma holdes opp mot en lyskilde for a lese av resultatene

pa en skala med gyet, mens digitale refraktometer sender selv ut lys og angir resultatene digitalt.

Det som er felles for alle refraktometer er at malingen skjer ved at lys sendes gjennom prgven,
og maling av vinkelen pa lysbrytningen gir et analyseresultat (George, 2001). Pa den maten er
refraktometer et maleinstrument som er i stand til & gjennomfgre en hurtig test bade pa et

laboratorium og i et fjos.

Bruken av refraktometer til & estimere konsentrasjonen av protein i blodserum ble introdusert
allerede i 1902 (George, 2001). Det ble fort populert, nettopp av den enkle grunnen at man
raskt fikk resultat pa proteinkonsentrasjonen i prgvene som ble analysert. Ulempen med de
farste refraktometrene var at de var avhengige av konstant temperatur ved malingen. De ble
mer populaere igjen nar optiske temperaturuavhengige refraktometre ble introdusert pa 1960-
tallet (George, 2001).

Pa grunn av at det er stor sammenheng mellom tarrstoff og IgG-konsentrasjonen i bade ramelk

og blodserum, kan refraktometer benyttes til & evaluere 1gG-konsentrasjonen (Elsohaby et al.,
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2015). Refraktometer har tradisjonelt blitt brukt til & male IgG-konsentrasjonen i ramelk av
bonden selv i fjgset. Det har vaert en hurtig test, som gir produsenten svar pa kvaliteten pa
ramelken. I de senere arene har det blitt en sterre interesse for & undersgke om refraktometre
kan male 1gG-konsentrasjonen i ramelk og blodserum (Heinrichs & Jones, 2011; Quigley et al.,
2013; Thornhill et al., 2015). Refraktometeret brukes da som en hurtig test for @ male 1gG-
konsentrasjonen i blodserum hos kalver for & undersgke om opptaket har veert vellykket
(Wallace et al., 2006). Siden blodserumet til kalver mellom dag en og syv inneholder
immunstoffer overfgrt fra ramelken, har forsgk vist at refraktometre kan benyttes til dette
formalet (Calloway et al., 2002; Wallace et al., 2006; Deelen et al., 2014).

Brix er en skala som noen produsenter av bade optiske og digital refraktometre har valgt a
benytte seg av. Det har derfor blitt gjennomfart en rekke forsgk de siste arene, for & se om det
er mulighet for a benytte seg av Brix-refraktometer til & male 1gG-konsentrasjonen i ramelk og
blodserum (Quigley et al., 2013; Dragset & Whist, 2015; Thornhill et al., 2015). Brix-skalaen
ble utviklet pd 1800-tallet, av den tyske forskeren Adolf F. Brix (Ball, 2006). Brix-skalaen
maler i praksis prosent tarrstoff, men det blir ofte uttrykt som prosentandel sukrose fordi den er
mye brukt til veesker med hgyt sukroseinnhold. Siden det maler lysbrytning gjennom vasken,
vil andre substanser i ramelks- eller serumprgvene som fett, mineraler, karbohydreter og
vitaminer pavirke resultatet. Brix-refraktometre oppgir resultatene i grader eller prosent, hvor
en grad betyr et tarrstoffinnhold pa 1 gram per 100 g eller det angis som prosent tgrrstoff (Ball,
2006; Quigley et al., 2013). Forsgk med det digitale refraktometeret Milwaukee viste at en Brix-
verdi pa 24 % korresponderer til 50 g 1gG/1 i ramelk, sa alle verdier pa 24 % eller hgyere er
ramelk av god kvalitet (Dragset & Whist, 2015).

Optiske refraktometer blir ogsa kalt handholdte refraktometer, og det fordi man er ngdt til &
holde refraktometeret opp mot en lyskilde for & lese av en skala (Heinrichs & Jones, 2011).
Optiske refraktometer ble introdusert allerede pa 1960-tallet, og det har veert utviklet mange

ulike typer som har sine spesifikke formal.

Nar ramelk- eller blodserumprgven skal leses av med et optisk refraktometer ma prgven
plasseres pa prismet, for a deretter lese av Brix-verdien mellom det lyse og det mgrke omradet
som dannes pa skalaen (bilde 2) (Heinrichs & Jones, 2011). Ved ramelkspraver med et hgyt
fettinnhold, kan overgangen mellom lyst om mgrkt omrade bli vanskelig a lese pa grunn av

uskarp overgang.
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Bilde 2: Et optisk refraktometer og avlesningsskalaen hvor man ser er klar overgang mellom
markt og lyst omrade (Heinrichs & Jones, 2011).

Ved digitale refraktometre vil instrumentet selv sende ut lys som gar gjennom vasken som blir
analysert. Dette gjer at digitale refraktometre ikke trengs a holdes opp mot en lyskilde, og
samtidig blir resultatene oppgitt digital (bilde 3). Fordelen med dette er at det ikke blir
menneskelig variasjon mellom prgver som blir analysert (Heinrichs & Jones, 2011). | tillegg er

digitale refraktometre i stand til & analysere praver med hgyt fettinnhold.

Bilde 3: Et digitalt refraktometer fra Milwaukee (Milwaukee Instruments, u.d.).

Det har blitt gjennomfert forsgk med maling av 1gG i blodserum hos kalver for & finne om et
optisk og digitalt refraktometer ga de samme verdiene i 1gG-konsentrasjon (Elsohaby et al.,
2015). Resultatene viste at RID var positivt korrelert med bade digital (R=0,79) og optisk Brix-
verdi (R=0,74), og at begge refraktometrene ga om lag de samme resultatene. Fordelen med
optiske og digitale refraktometre er at de gir et hurtig svar pa den estimerte IgG-
konsentrasjonen, og det kan utfgres mange analyser med det samme apparatet.
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3. Material og metode

3.1. Gjennomfgring av forsgket

Forsgket ble gjennomfart ved Senter for husdyrforssk (SHF) pa As gérd ved NMBU i
tilknytning til et stort automatisk melkesystemforsgk (AMS-forsgk), som ble gjennomfart
hasten 2016. Blodserum fra kalvene som kom til under dette forsgket ble brukt til 2 male 1gG-
konsentrasjonen bade ved hjelp av en kjemisk analyse kalt «Radial Immunodiffusion Test»
(RID) og refraktometeret Milwaukee. Blodprgver ble tatt fra 67 kalver i tidsrommet 31. august
til 23. november. Det ble tatt en blodprgve av alle kalvene ved 1-3 dagers alder og av 39 kalver
omkring 10 dagers alder. Tre-fire draper blodserum ble pipettert fra fullblodsglasset og testet
pa refraktometeret, for det resterende blodserumet ble fryst ved -20 °C i en til fire maneder, og
videre sendt Mastittlaboratoriet i Molde for RID.

Fra farste utmelking etter fadsel ble det tatt ut ramelksprgve fra 47 kyr, som ble fryst ved -20
°oC til alle prgvene var utfgrt (1-6 maneder) og videre kjemisk analysert med RID.
Ramelkspravene som ble tatt av kyrne, inngikk i prosjektet «Quality Calf» som ble gjennomfart
av Veterinarinstituttet. Det ble ogsa undersgkt om kyrnes laktasjonsnummer hadde effekt pa
ramelkskvaliteten. Kyrne ble delt opp i fire grupper; en, to, tre og flere enn tre laktasjoner. Kyr
som inngikk i gruppen som hadde flere enn tre laktasjoner var kyr som var i fjerde, femte eller
sjette laktasjon. Den starste gruppen var kyr i farste laktasjon, mens den minste gruppen var de

som var i tredje laktasjon.

3.2. Forsgksdyr

Alle kalvene som inngikk i forsgket var renraset NRF. Etter fadsel ble kalvene tatt fra moren
sa fort som mulig, for deretter a veies og oppstalles i enkeltbinger i et eget kalverom i fjgset
(bilde 4). I enkeltbingen hadde kalvene kun kontakt med to nabokalver. Bingene ble vasket og
desinfisert mellom hver kalv, og de ble oppstallet pa et tykt lag med halm. | lgpet av det farste
levedagnet fikk kalvene drikke sa mye ramelk de ville ved fire tildelinger. Malsetningen var fa
i kalvene minst to liter ramelk fra egen mor innen to timer etter fadsel. Kalvene hadde allerede
fra forste levedag fri tilgang til fint hgy, vann og kraftfor. Etter det ferste degnet ble kalvene
tildelt to liter melk fire ganger om dagen, og ble staende i enkelthinge fram til omkring ti dagers
alder. Omkring ti dagers alder ble kalvene flyttet til en gruppebinge med 5-10 kalver, hvor de
fikk melk fra en automatisk melkeféringsautomat. | fellesbingene var det spaltegulv i halve

bingen og det resterende arealet var et liggeareal med flis som strg.
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Sterkt dehydrerte kalver eller kalver som ble
evaluert til & ha darlig almenntilstand ble ikke
inkludert i blodprevetakingen. @renummer til ku og
kalv, vekt, dato og tidspunktet kalven ble fadt,
kjenn, nar og hvor mye ramelk de fikk i seg fra egen
mor pa ferste, andre og tredje tildeling ble notert. Pa
skjemaet ble det ogsa notert om kalven hadde klart
a die moren fegr de ble skilt eller om det var |
vanskeligheter med & gi ramelk med flaske slik at

kalven matte sondeféres. Det var varierende hvor

mye som ble notert ned pa skjemaet, derfor ble det

Bilde 4: Oppstalling av kalv i

noe mangelfulle opplysninger om noen av kalvene.
g PpRIysning enkeltbinge ved SHF.

3.3. Refraktometeret Milwaukee

For & kunne gjennomfgre en hurtig maling av
IgG-innholdet i ramelk, kjgper TINE SA
Milwaukee av ProVET Nordic. ProVET er et
dansk firma som importerer Milwaukee fra

Bione Calf i Frankrike (ProVET nordic, u.a.). OLTne  wawnay
CALF  &GROWTH

Bonden kan kjape refraktometeret av TINE s
SA, slik at ramelkskvaliteten hurtig kan

undersgkes i fjoset. Det har vaert en gkende  g; 46 5: Refraktometeret av modellen MASS2

interesse for & undersgke refraktometrene  Som ble benyttet under forsgket.
Sample Well ~ Sample

kan benyttes til & male 1lgG-konsentrasjonen i
blodserumet til kalver. P2 den maten kan
veterinerer ta blodprever av kalver i
besetninger som sliter med kalvehelsen, for a

undersgke hvordan opptaket av 1gG har veert

i besetningen. Nar det har blitt etterspurt

dokumentasjon om Milwaukee kan benyttes ~ -ineorImage Sensor

Figur 7: Et digital refraktometers funksjon

til a male 19gG-konsentrasjonen i blodserum, har (Milwaukee Instruments, u.4.).

ProVET henvist til en dansk undersgkelse som
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ble gjennomfgrt med et optisk Atago-refraktometer som oppgir analyseverdiene som
totalprotein (Hansen & Valbjgrn, 2005).

Det finnes mange ulike modeller av Milwaukee pa markedet, men modellen som ble benyttet i
dette forsgket var MA882 (bilde 5) (Milwaukee Instruments, u.a.). Denne leser av verdier som
prosentandel Brix, som er et uttrykk for mengden terrstoff i prgven beregnet ut fra
lysbrytningen. Refraktometeret sender gult Light Emitting Diode-lys (LED-lys) gjennom et
prisme som har kontakt med prgven. Brytningsindeksen er avhengig av materialet og antall
oppleste partikler i praven. Brix er et mal pa brytningsgrad som er definert som veaeskens evne
til & reflektere lys, og resultatet vil vaere at lyset brytes nar det treffer preven (Milwaukee
Instruments, u.d.). Nar lyset reflekteres tilbake fra praven, vil en bildesensor bestemme den
kritiske vinkelen pa lyset og beregne innholdet av terrstoff (figur 7). MA882 har et
analyseomrade pa 0-50 % Brix ved en temperatur pa 0-80 °C. Apparatet angir Brix-verdien med
0,1 % ngyaktighet, og har en variasjon pa + 0,2 %. Pa grunn av hgy korrelasjon mellom
tarrstoff, totalprotein og 1gG, kan refraktometre benyttes som metode 4 bestemme IgG-

innholdet i rAmelk og blodserum (Deelen et al., 2014).

3.4. Blodprgvetaking
3.4.1. Praktisk gjennomfgring

Kalvene fikk farst barbert et omrade pa halsen, slik at det skulle vare lettere & oppdage
blodaren. Deretter ble blodaren stemmet opp, slik at blodvenen kom til syne pa halsen og prgven
kunne tas. Utstyret som ble benyttet for & gjennomfare pravetakningen var 5 ml fullblodsglass
med red kork uten antikoaguleringsmiddel og 0,9 mm kanyle med beskyttelse. Det ble tatt ut
ett til to fullblodsglass av hver kalv ved preveuttaket (tabell 4). Glassene med blod ble vendt

opp og ned 5 ganger, far kalvens grenummer ble notert pa glassene og de ble satt i et stativ.

Tabell 4: Antall prover tatt ut ved farste og andre blodprgveuttak og videre behandling.

Farste proveuttak Andre prgveuttak
(1-3 dagers alder) (ca. ti dagers alder)
Bunnfelling Sentrifugering Sentrifugering
Totalt antall praver tatt ut 37 67 39
Antall testet pa refraktometret 37 67 39
Antall til kjemisk analyse - 67 39

Ved uttak av to blodprever fra kalvene som var 1-3 dager gamle, ble det ene fullblodsglasset

satt til bunnfelling i ca. 24 timer i romtemperatur. Det andre fullblodsglasset stod 1-2 timer til

30



koagulering, for det ble sentrifugert i 15
minutter ved 3000 omdreininger per
minutt (tabell 4). Koagulering gjer at
fibrinogen blir borte fra blodplasma, og
vaesken som blir igjen kalles
blodserum. Etter sentrifugering hadde
blodet skilt seg i tre tydelige lag med

blodserum gverst, og blodplater i . -
4‘ - —1 st
Bilde 6: Tre praver som var sentrifugert og tre som var
(bilde 6). satt til bunnfelling. To av de sentrifugerte pravene var
temt for blodserum.

midten og rede blodceller nederst

Fra de ferdig bunnfelte og sentrifugerte fullblodsglassene ble det tatt ut 3-4 draper blodserum
som ble analysert pa refraktometeret. Fra de sentrifugerte blodprevene ble det gjenveerende
blodserumet pipettert over til eppendorfrar. Rarene ble deretter fryst ved -20 °C, for og senere
bli analysert med RID og testet pa et annet Milwaukee refraktometer.

Ved blodpreveuttaket omkring ti dagers alder ble det kun tatt ut ett fullblodsglass (tabell 4).
Disse ble sentrifugert og behandlet pa lik linje som de sentrifugerte blodprgvene tatt ut ved 1-3
dagers alder.

3.4.2. Metodestudier med refraktometeret Milwaukee

Sentrifugering blir sett pa som standardmetoden for a skille blodserum fra de rade blodcellene
og blodplatene, og er den metoden som er benyttet i mange lignende studier. Det ble
gjennomfgrt en metodeundersgkelse med refraktometeret der bunnfelling av blodprgvene ble
sammenlignet med sentrifugering. Hos de 37 kalver ble det tatt to blodpraver ved farste uttak,
hvor den ene ble sentrifugert og den andre ble satt til bunnfelling pa laboratoriet til
Stoffskifteavdelingen i ca. 24 timer. Etter 24 timer ble disse serumprgvene lest av pa Milwaukee

pa samme mate som de sentrifugerte pravene, men de ble ikke kjemisk analysert (RID).

De sentrifugerte serumprgvene som ble kjemisk analyserte med RID, ble ogsa malt med
Milwaukee for a fa en Brix-verdi pa fryst blodserum i Molde. Dette ble gjennomfart slik at man
kunne undersgke om det var forskjell i Brix-verdien fra fryst eller ferskt blodserum. De fryste
serumprgvene ble testet med et annet digitalt Milwaukee refraktometer av samme modell enn

det som ble benyttet pa ferskt blodserum i fjzset p& As gard.

31



3.4.3. Alder og antall prover ved fgrste blodpregveuttak

Det ble tatt ut en til to fullblodsprgve ved 1-3 dager etter fedsel av alle de 67 kalvene som
inngikk i forsgket, hvor den ene ble bunnfelt og den andre sentrifugert (tabell 4 og 5).
Blodpraver ble tatt ved dag 1-3 etter anbefaling fra produsentene av Milwaukee, som hevder at

refraktometeret gir det beste estimatet av IgG-konsentrasjonen i denne aldersperioden.

Tabell 5: Alder og antall kalver ved blodprgveuttak i forsgket (n farste blodprgve=67, n ved andre
blodprave=39).

Alder ved forste uttak Gjennomsnittsalder ved andre uttak
Dager 1 2 3 8 (6-12)
Antall kalver 31 21 15 39

3.4.4. Alder og antall prever ved andre blodpreveuttak

Det var gnskelig a undersgke om refraktometeret ogsa kunne benyttes til & estimere 1gG-
konsentrasjonen i blodserum nar kalvene var eldre enn tre dager, siden det ikke ngdvendigvis
er tilstrekkelig antall kalver under tre dager i fjgset nar veterineaeren er der. Andre blodprave ble
tatt av 39 kalver, som hadde en gjennomsnittlig alder pa atte dager med en variasjon fra seks til
12 dager (tabell 4 og 5). Det ble avtalt med de ansatte i fjgset at kalvene skulle flyttes nar de
var ti dager gamle, men pa grunn av stort press pa ledige enkeltbinger ble 15 kalver flyttet til

fellesbinger far det andre blodpragveuttaket ble gjennomfart.

Pa grunn av at de fleste oksene ble solgt etter ramelksperioden, ble det i hovedsak tatt praver
av kviger ved andre prgvetaking. | oktober og november ble en liten gruppe okser beholdt, og

det ble da tatt en blodpreve av disse ved ti dagers alder.

3.5. Maling av IgG-konsentrasjon i blodserum med Milwaukee

Far refraktometeret ble brukt til & analysere blodserum, matte det nullstilles. Dette ble gjort ved
a ta 3-4 draper destillert vann i malekammeret, for og deretter tykke pa «zero»-knappen pa
apparatet (bilde 5). Det var viktig a bruke like mengder destillert vann som en vanlig prave med
blodserum, slik at apparatet var riktig kalibrert i forhold til mengde serumprave. Til slutt ble
vannet tarket forsiktig bort fra malekammeret. Det var viktig a sjekke at glasset var helt tort for

analyseringen av serumprgvene.

Nar refraktometeret var klart, ble 3-4 draper blodserum pipettert ut og plassert i malekammeret.

For & lese av verdien trykket man pa «read», og Brix-verdien kommer opp uttrykt som prosent.
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Refraktometeret var falsomt for lys, derfor ble lyset i taket slukket og en hand plasser over
malekammeret. Ved a gjere dette antas det at analyseringen ble lik for alle serumprgvene. Ut
fra tidligere erfaringer med refraktometeret, ble det bestemt at apparatet skulle skrus av og pa
igien mellom hver serumprgve med blodserum for @ minimere sannsynligheten for feilkilder.

Brix-verdien ble notert ned, far kammeret ble rengjort til neste serumprave.

3.6. Kjemisk analyse av blodserum ved «Radial Immunodiffusion Test»

Eppendorfrarene ble pakket inn med fryseelement, og sendt til Mastittlaboratoriet i Molde hvor
de umiddelbart ble fryst ved -20 °C. Alle prgvene ble tatt opp og satt til tining i romtemperatur
dagen far de skulle analyseres med RID. Prgvene ble vendt et par ganger for & vere sikker pa

at prgvene var homogene, fer 5 pl fra hver prave ble fylt i en brgnn pa platen.

Den kjemiske analysen (RID) ble utfart pa plater hvor det var 8 x 3 brgnner fra Triple J Farms
(u.d.), som er en produsent av RID-plater. De var plassert i tre serier, som var merket A, B og
C. | de farste tre brannene pa platen ble det tilsatt ulike kjente konsentrasjoner av 1gG. Dette
var kontroller som videre ble brukt til & bestemme standardkurven til analysen. De gjenveerende
brgnnene pa platen ble fylt med blodserum som skulle analyseres. Rundt brgnnene er det et
spesifikt bovin-antiserum i en agarosegel med 0,1 M fosfatbuffer med pH 7,0, 0,1 %
natriumsyre som bakteriostatisk middel, 1 pg/ml amfotericin B som et soppdrepende middel og
0,002 M etylendiamintetraeddiksyre (Triple J Farms, u.d.).

RID-platene ble satt i romtemperatur i 24 timer, for diameteren av diffusjonen rundt hver brgnn
ble malt med et skyvelaere med 0,1 mm ngyaktighet og notert ned. Nar alle serumprgvene var
malt med skyvelaret, ble standardene plottet inn i et Excel-ark for & lage en best tilpasset linje
til de tre punktene. Deretter ble denne linere linjen benyttet til & beregne 1gG-konsentrasjonen

(g/) fra diameteren pa sirkelen.

Nar 1gG-konsentrasjonen i blodserumsprgvene var hgyere eller lavere enn standardkurven
matte serumprgvene fortynnes for & gi mer ngyaktige verdier. Mange av serumprgvene hadde
en lIgG-konsentrasjon hgyere enn 27 g/l noe som var over standardkurven som ble beregnet.
Derfor ble det bestemt at disse serumprgvene matte fortynnes og testes pa nytt. Pravene ble
fryst ned igjen og senere testet pa nytt med samme metode.
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3.7. Beregninger

Sensitivitet og spesifisitet ble benyttet av leverandgrene for a beskrive refraktometerets evne til
a oppdage kalver som har over eller under 10 g 1gG/I (Milwaukee Instruments, u.d.). Sensitivitet
beskriver refraktometerets evne til & oppdage kalver som har lavere IgG-konsentrasjon enn 10
g/l. Spesifisitet beskriver refraktometerets evne til & oppdage kalver som har hgyere 1gG-
konsentrasjon enn 10 g/l. Sensitivitet og spesifisitet ble beregnet ut fra angitte Brix-
grenseverdier, for & undersgke hvilken grenseverdi som ga de hgyeste verdiene. Det er viktig
for & unnga et stort antall observasjoner som er falske positive (lavere enn 10 g 1gG/I, men
hayere Brix-verdi (%) enn grenseverdi) eller falske negative (hgyere enn 10 g 1gG/l, men lavere

Brix-verdi (%) enn grenseverdi).

Antall kalver med Brix verdi (%) under angitt grenseverdi

Sensitivitet = Totalt antall kalver med IgG innhold lavere enn 10,0 g/1 fra kjemisk analyse (RID)

Antall kalver med Brix verdi (%) over angitt grenseverdi
Totalt antall kalver med IgG innhold hgyere enn 10,0 g/ fra kjemisk analyse (RID)

Spesifisitet =

3.8. Statistikk

Statistikken ble gjennomfart i statistikkprogrammet SAS (SAS Institute, 2013) ved bruk av
«general linear model» (GLM-funksjon) og figurer ble laget i Excel (Microsoft, 2016).
Sammenhengen mellom IgG-konsentrasjon fra RID-analyse og Brix-verdi (%) ble analysert
med hjelp av korrelasjonsheregninger med angivelser av korrelasjon (r) og forklaringsgrad (R?).
Resultatene ble vurdert som signifikante ved p-verdi lavere enn 0,05. P-verdier mellom 0,05 og

0,10 ble vurdert som en tendens.
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4. Resultater

4.1. Metodestudier med refraktometeret Milwaukee

4.1.1. Sammenligning av Brix-verdier fra bunnfelt og sentrifugert blodserum

Den gjennomsnittlige Brix-verdien for bunnfelt og sentrifugert blodserum var henholdsvis 9,6
0g 9,7 %, med en variasjon pa henholdsvis 7,7-11,2 og 7,2-11,8 %. Resultatene viser en god
korrelasjon (r=0,94) og forklaringsgrad (R?=0,90) mellom Brix-verdiene (%) fra bunnfelling

og sentrifugering (figur 8).
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Figur 8: Sammenhengen mellom Brix-verdier (%) etter bunnfelling eller sentrifugering (n=37).

En observasjon skilte seg ut med stor forskjell pa Brix-verdiene (%) malt etter bunnfelling og
sentrifugering. Ved a ta ut denne observasjonen, gkte sammenhengen mellom bunnfelling og
sentrifugering ytterligere (R?=0,96). Observasjonen var per definisjon ingen «outlier» (to

ganger standardavvik), og er derfor inkludert i regresjonen (figur 8).

Selv om resultatene viser at det er godt samsvar mellom Brix-verdier (%) fra bunnfelt og
sentrifugert blodserum, ble det valgt a bruke de malte Brix-verdiene (%) fra sentrifugerte

serumprgver videre i resultatene, slik at resultatene kan sammenlignes med publiserte resultater.
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4.1.2. Sammenligning av Brix-verdier fra ferskt og fryst blodserum

De fryste serumprgvene hadde en gjennomsnittlig Brix-verdi pa 9,6 %, og en variasjon mellom
7,2 0og 11,8 %. Resultatene viser at det var hgy korrelasjon mellom Brix-verdiene malt pa fryst
og ferskt blodserum (r=0,94) (figur 9). Brix-verdiene fra fryst blodserum forklarte 89 % av
variasjonen i Brix-verdiene for ferskt blodserum (R?). De fryste prgvene ble testet pa et annet
Milwaukee refraktometer av samme modell som de ferske serumprgvene, noe som kan ha

pavirket resultatene.
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Figur 9: Sammenhengen mellom Brix-verdier (%) fra fryst og ferskt blodserum (n=37).

Det er to observasjoner som skiller seg tydelig ut fra de andre observasjonene. Ved a utelate
disse to observasjonene, gkte korrelasjonen mellom fryst og ferskt blodserum ytterligere
(R?=0,97). De to observasjonene var per definisjon ingen «outlier» (to ganger standardavvik),

og er derfor inkludert i regresjonen (figur 9).
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4.2. Sammenhengen mellom Brix-verdier fra refraktometeret Milwaukee og 19G-
konsentrasjon i blodserum ved kjemisk analyse (RID)

4.2.1. Sammenhengen mellom Brix-verdier og 1gG-konsentrasjon ved kjemisk analyse
ved fgrste blodpreveuttak

Fordelingen av de kjemiske analyseverdiene (RID) av 1gG-konsentrasjonen i blodserum ved
farste blodpreve, viser at mange av kalvene hadde en hgy konsentrasjon i blodserum.
Gjennomsnittlig 1gG-konsentrasjon hos kalvene var 28,1 g/l, med en variasjon fra 2 til >55 g/I.
Ni kalver hadde en IgG-konsentrasjon som var hgyere enn 46,0 g/l, hvor tre hadde IgG-

konsentrasjon >55 g/l (figur 10).

Immunstatusen til kalvene ble vurdert ut fra resultatene fra RID-analyse. Ut fra fordelingen av
IgG-konsentrasjon fra RID-analysen viser resultatene at det var 5 kalver som hadde en IgG-

konsentrasjon i blodserum lavere enn 10 g/l (figur 10).
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Figur 10: Fordelingen av IgG-konsentrasjonen i blodserum (g/l) for kalver ved 1-3 dagers alder, ved
kjemisk analyse (RID) (n=67).

Fordelingen av Brix-verdiene pa sentrifugerte serumprgver ved farste blodprave varierte fra 7,2

til 11,8 % (figur 11), og var gjennomsnittlig 9,7 %.
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Figur 11: Fordelingen av Brix-verdiene (%) ved fgrste blodprgve som ble tatt ved 1-3 dager alder
(n=67).

Produsentene av Milwaukee benytter seg av en grenseverdi («cut-off point») pa 8,3 %, noe som
betyr at kalver som har Brix-verdi (%) under dette har en IgG-konsentrasjon i blodserum lavere
enn 10,0 g/l. Fra beregninger ser det ut til at en grenseverdi pa 8,3 og 8,5 % Brix gir hgyest
sensitivitet og spesifisitet (tabell 6), noe som er de beste tilpassede grenseverdiene fra dette

datamaterialet.

Tabell 6: Sensitivitet og spesifisitet ved ulike grenseverdier for refraktometeret.

Sensitivitet Spesifisitet
Brix grenseverdi (%) | forsgket Fraprodusenten | forsgket Fra produsenten
7,5 0,20 0,26 1,00 0,98
8,3 0,80 0,74 0,95 0,89
8,5 0,80 0,93 0,95 0,7
9,0 1,00 1,00 0,89 0,35
9,5 1,00 1,00 0,69 0,23

Resultatene fra regresjonsanalysen viser en korrelasjon (r) mellom Brix-verdiene (%) og 1gG-
konsentrasjonen (g/l) i blodserum fra den kjemiske analysen (RID) pa 0,84 (p<0,0001), og 70
% (R?) av variasjonen i 1gG-konsentrasjonen blir forklart av variasjonen i Brix-verdiene (figur
12).

38



60,0

50,0 e o o
‘ . .
_ 00 y=10,99x-78766 © © . °®
> R2=06977  ® 8 &
~ 30,0 o ee
A oo %ti 0 oo o
= e 0 %% 3%
20,0 8 : °
) o0
10,0 o . o
L]
o...
00

7 7,5 8 8,5 9 9,5 10 10,5 11 11,5 12
Brix sentrifugert (%)

Figur 12: Sammenhengen mellom Brix-verdi (%) og 1gG-konsentrasjon (g/l) ved kjemisk analyse
(RID) for sentrifugerte blodpraver (n=67).

Sammenhengen mellom Brix-verdier og 1gG-konsentrasjon i blodserum ved kjemisk analyse ved en
dags alder

Det ble foretatt regresjonsanalyser mellom Brix-verdiene (%) og IgG-konsentrasjon (g/l) i
blodserum (RID) nar kalvene var en dag gamle. Den linezre og eksponentielle korrelasjonen
(r) mellom Brix (%) og 1gG-konsentrasjon i blodserum (g/l) fra den kjemiske analysen (RID)
var henholdsvis 0,80 og 0,83 (p<0,0001), og forklaringsgraden (R?) var henholdsvis 65 % og
70 % (figur 13).
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Figur 13: Sammenhengen mellom Brix-verdi (%) og 1gG-konsentrasjon (g/l) fra kjemisk analyse
(RID) for sentrifugerte blodpraver tatt ved en dags alder (n=31).
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Sammenhengen mellom Brix-verdier og 1gG-konsentrasjon i blodserum ved kjemisk analyse ved to
dagers alder

Resultatene viser at korrelasjonen (r) mellom Brix-verdiene (%) og 1gG-konsentrasjon (g/l)
fra kjemisk analyse (RID) ved to dagers alder var 0,91 (p<0,0001). Variasjon i Brix-verdi (%)
forklarte 83 % av variasjonen i IgG-konsentrasjon (g/l) (figur 14).
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Figur 14: Sammenhengen mellom Brix-verdi (%) og 1gG-konsentrasjon (g/l) fra kjemisk analyse
(RID) for sentrifugerte blodpraver tatt ved to dagers alder (n=21).

Sammenhengen mellom Brix-verdier og 1gG-konsentrasjon i blodserum ved kjemisk analyse ved tre
dagers alder

Resultatene viser at korrelasjonen (r) mellom Brix-verdi (%) og 1gG-konsentrasjon (g/l) (RID)
ved tre dagers alder var 0,72 (p=0,0024) (figur 15). Variasjonen i Brix-verdi (%) forklarte 52

% av variasjonen i 1IgG-konsentrasjon (RID) i blodserum (g/l).
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Figur 15: Sammenhengen mellom Brix-verdi (%) og 1gG-konsentrasjon (g/l) fra kjemisk analyse
(RID) for sentrifugerte blodpraver tatt ved tre dagers alder (n=15).
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4.2.2. Sammenhengen mellom Brix-verdier og 1gG-konsentrasjon ved kjemisk analyse
ved andre blodpregveuttak

Gjennomsnittlig var kalvene atte dager gamle, med en variasjon fra 6 til 12 dagers alder.
Fordelingen av IgG-konsentrasjon (g/l) fra kjemisk analyse (RID) for kalvene viste at 1gG-
konsentrasjonen gjennomsnittlig var 18,8 g/l og varierte fra < 6,9 til 33,9 g IgG/I (figur 16). Det

var ingen kalver som hadde en IgG-konsentrasjon i blodserum hgyere enn 34,0 g/l.
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Figur 16: Fordelingen av IgG-konsentrasjonen i blodserum (g/l) ved kjemisk analyse (RID) for kalver
ved omkring ti dagers alder (n=39).

Fordelingen av Brix-verdiene ved andre prgve er vist i figur 17. Alle serumprgvene hadde en
Brix-verdi mellom 7,7 og 10,4 %, med en gjennomsnittlig Brix-verdi pa 9,2 %.
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Figur 17: Fordelingen av Brix-verdiene (%) ved andre blodprgve som ble tatt ved omkring ti dagers
alder (n=39).

Sammenhengen mellom Brix-verdi (%) og IgG-konsentrasjon (g/l) ved kjemisk analyse (RID)
er lavere ved andre blodprgveuttak sammenlignet med ferste (figur 18). Ved andre prove var
korrelasjonen (r) mellom Brix-verdiene (%) og lgG-konsentrasjonen (g/l) ved kjemisk analyse
(RID) 0,64 (p<0,0001), og forklaringsgraden (R?) var 40 %.
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Figur 18: Sammenhengen mellom Brix-verdi (%) og 1gG-konsentrasjon (g/l) ved kjemisk analyse
(RID) for sentrifugerte blodpraver ved omkring ti dagers alder (n=39).
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4.2.3. Sammenhengen mellom IgG-konsentrasjon i blodserum ved kjemisk analyse ved
fgrste og andre blodprgveuttak

Figur 19 viser sammenhengen i lgG-konsentrasjonen (g/l) fra kjemisk analyse (RID) for de
samme 39 kalvene ved fgrste og andre blodpragveuttak. Et punkt er IgG-konsentrasjonen ved
farste og andre blodprgveuttak for en enkelt kalv. Fem kalver gkte 1gG-konsentrasjon i
blodserum fra farste til andre blodpreve, mens 10 kalver reduserte 1gG-konsentrasjon med over
10 g/l fra farste til andre blodpreve. Ved andre blodprgve var det ingen av kalvene som hadde

en 1gG-konsentrasjon i blodserum hgyere enn 34,0 g/l.
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Figur 19: Sammenhengen i IgG-konsentrasjonen (g/l) fra farste til andre blodpregve ved kjemisk
analyse (RID)(n=39).

Resultatene viser at det er en sammenheng mellom IgG-konsentrasjonen ved fgrste og andre
pregve (figur 20). Sammenhengen mellom farste og andre blodprgve er statistisk sikker
(p<0,0001).
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Figur 20: Sammenhengen mellom IgG-konsentrasjonen i blodserum (g/I) mellom fgrste og andre
blodserumprave ved kjemisk analyse (RID). Alle blodpravene fra farste og andre blodpreveuttak er
inkludert.

4.3. Ramelkskvalitet

Resultatene av RID-analysen viser at den gjennomsnittlige 1gG-konsentrasjonen i ramelk var
61 g/l, med en variasjon fra 25 til 137 g/l (tabell 7).

Tabell 7: 1gG-konsentrasjon i ramelken analysert med kjemisk analyse (RID) (n=47).
Gjennomsnitt Standardavvik Minimum Maksimum
19G g/l 61 25,47 25 137

Fordelingen av 1gG-konsentrasjonen i ramelken til de 47 kyrne viser stor spredning pa
konsentrasjonen, men den stgrste gruppen 1a mellom 30 og 39 g IgG/I (figur 21). Resultatene

viser at 18 av de 47 kyrne hadde en IgG-konsentrasjon lavere enn 50 g/l i ramelken.
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Figur 21: Fordelingen av IlgG-konsentrasjonen i ramelk (g/1) fra farste mal etter kalving for de 47
mgdrene ved kjemisk analyse (RID) (n=47).
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4.3.1. Effekt av laktasjonsnummer pa ramelkskvaliteten

Fordelingen av kyrnes laktasjonsnummer er vist i figur 22.
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Figur 22: Fordelingen (%) av laktasjonsnummer (n=46).

Kyr med flere enn tre laktasjoner hadde den hgyeste gjennomsnittlige 1gG-konsentrasjonen i
ramelken, men det er ogsa den gruppen med starst variasjon (figur 23). Kyr i andre laktasjon
hadde den laveste gjennomsnittlige IgG-konsentrasjonen, men er ogsa den gruppen som hadde
lavest variasjon. Det var ingen signifikant forskjell pa IgG-konsentrasjon mellom de fire
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laktasjonsgruppene. Det var allikevel en tendens til at kyr i andre laktasjon hadde lavere
gjennomsnittlig 1gG-konsentrasjon i ramelken, sammenlignet med kyr som hadde hatt flere enn
tre laktasjoner (p=0,09).
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Figur 23: Gjennomsnittlig 1gG-konsentrasjon i ramelk (g/1) og variasjonen for de fire ulike
laktasjonsgruppene ved kjemisk analyse (RID) (n=47).

4.4, Overfgring av 1gG fra ramelk til kalvens blodserum

| de videre resultatene er det sett pa tre ulike faktorer som er kjent for & pavirke kalvenes 1gG-
status; ramelkskvalitet, tiden fra fadsel til farste tildeling, og mengden ramelk ved ferste

tildeling.

4.4.1. Effekt av 1gG-konsentrasjon i ramelk pa kalvens 1gG-konsentrasjon i blodserum

Resultatene over sammenheng (R?) mellom IgG-konsentrasjon (g/l) ved RID-analyse i ramelk
og i blodserum ved 1-3 dagers alder, viser at ramelkskvaliteten forklarte rundt 30 % av
variasjonen i IgG-konsentrasjon i blodserum hos kalvene (figur 24). | regresjonen er alle de 47

kalvene tatt med, selv om noen verdier viste store avvik fra gjennomsnittet.
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Figur 24: Sammenhengen mellom IgG-konsentrasjon i ramelk (g/l) og blodserum ved kjemisk analyse
(RID) (n=47).

4.4.2. Effekt av tiden fra fadsel til farste ramelkstildeling pa kalvenes 1gG-konsentrasjon
I blodserum

Pa grunn av mangler i noteringsskjemaet til noen av kalvene, viser figur 25 resultatet for 49
kalver av totalt 67 kalver. Regresjonen mellom tid fra fadsel til forste tildeling av ramelk og
IgG-konsentrasjonen (g/l) i blodserum hos kalvene viser at den starste andelen av kalvene fikk
farste tildeling av ramelk innen to timer etter fadsel, og at det var stor spredning i variasjon i
IgG-konsentrasjon i blodserum mellom kalvene. Regresjonen viser liten sammenheng mellom
tiden fra fadsel til farste ramelkstildeling og 1gG-konsentrasjonen i blodserum ved kjemisk
analyse (R?=0,05).
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Figur 25: Sammenhengen mellom minutter fra fadsel til ferste tildeling av ramelk og 1gG-
konsentrasjonen i blodserum (g/1) hos kalvene ved 1-3 dagers alder ved kjemisk analyse (RID) (n=49).
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4.4.3. Effekt av mengde ramelk ved farste tildeling pa kalvens 1gG-konsentrasjon i
blodserum

Pa grunn av noe manglende opplysninger pa skjemaet og at enkelte kalver diet moren far de
ble skilt, viser figur 26 bare 59 kalver av totalt 67 kalver. Kalvene med lavest ramelksinntak pa
0,5 og 1,0 liter, hadde i tillegg diet moren far de ble skilt. Resultatene viser at det var stor
variasjon pa mengden ramelk kalvene drakk ved farste tildeling, og det kan ut til at kalver som

drakk ca. 3 liter ramelk hadde hgyest IgG-konsentrasjon i blodserum (g/l).
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Figur 26: Sammenhengen mellom liter ramelk ved farste tildeling og 1gG-konsentrasjonen (g/l) i
blodserum ved 1-3 dager alder ved kjemisk analyse (RID) (n=59).
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5. Diskusjon

Hovedformalet med forsgket var & undersgke om det digitale Brix-refraktometeret Milwaukee
kan benyttes til & estimere 1gG-konsentrasjon i blodserum hos kalver ved 1-3 dagers alder og
omkring 10 dagers alder. Det ble ogsa undersgkt om det var sammenheng mellom IgG-
konsentrasjonen i ramelk, tidspunktet, og mengden ramelk ved farste tildeling og kalvenes IgG-

konsentrasjon i blodserum malt ved RID-analyse.

5.1. Material og metode
5.1.1. Datamaterialet

Antall kalver i forsgket vil pavirke resultatene. Flere kalver i forsgket ville antakelig gitt en
starre spredning i IlgG-konsentrasjon i blodserum, og flere kalver med utilstrekkelig opptak av
IgG («failure of passive transfer» (FPT)). | tillegg ble forsgket gjennomfart ved ett fjgs, som ut
fra resultatene ser ut til & ha gode rutiner i forbindelse med kalving. Hadde forsgket omfattet
flere kalver i ulike fjgs med ulike rutiner i forbindelse med kalving, vil det mest sannsynlig ha
pavirket resultatene. Resultater fra flere besetninger ville gitt andre regresjonsligninger som
mulig er bedre tilpasset en gjennomsnittlig besetning, fordi besetninger med hgy og lav 1gG-

konsentrasjon i blodserum ville blitt inkludert.

P& grunn av mange samtidige forsgk i fjgset pa As gard, ble det stor variasjon i hvor mye tid
rgkterne kunne bruke pa a notere ned informasjon om kalvene. En utfordring i datamaterialet
var at det ikke ble notert ned informasjon om alle kalvene, og derfor viser noen resultater langt
feerre antall kalver enn det totale antallet ved 1-3 dagers alder (67 kalver). En annen utfordring
var at kalvene ble flyttet til fellesbinge far det som ble avtalt for forsgket begynte, noe som kan

ha pavirket 1gG-konsentrasjonen ved andre blodprgveuttak.

Det ble tatt en ramelksprgve av alle kyrne som fikk kalv i lgpet av forsgksperioden (antall 67),
men det var bare 47 kyr som hadde et grenummer som det var mulig a gjenkjenne som mgdrene

til kalvene i forsgket.
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5.1.2. Refraktometeret Milwaukee

Refraktometeret var enkelt & benytte i forbindelse med malingene av 1gG i blodserum. En fordel
med refraktometeret sammenlignet med et kolostrometer, er at det er temperaturuavhengig. Pa
den maten kan bade ramelkspraver og blodserumsprgver kan bli testet uten tanke pa a holde en

spesifikk temperatur. Det gjer at temperatur kan utelukkes som en mulig feilkilde i resultatene.

Utfordringen ved praktisk bruk vil veere & ha tilgang til destillert vann for a nullstille apparatet
far malingen, og a holde malekammeret rent slik at ikke andre partikler pavirker resultatene. |
tillegg er refraktometeret svert sensitivt for pavirkning av lys. Dette var grunnen til at lyset i
rommet ble slukket og en hand ble plassert over malekammeret ved analysering. En forbedring
av refraktometeret med tanke pa denne utfordringen, kan vaere & montere et tett lokk eller

lignende over malekammeret.

En problemstilling er at refraktometeret beregner terrstoffprosent, og ikke den faktiske 1gG-
konsentrasjon i blodserumet, slik at andre partikler i blodserumet kan pavirke resultatet. Dette
kan ogsa vaere noe av grunnen til at resultatene viser varierende korrelasjoner mellom en, to og
tre dagers alder. | tillegg ble ikke hematokritt malt, noe som hadde veert en ekstra sikkerhet for
a utelukke dehydrerte kalver. Selv om sterkt dehydrerte kalver ble utelukket, kan kalver som

var lettere dehydrerte inngatt i resultatene, noe som kan gi falsk hgy Brix-verdi (%).

Det ble ikke undersgkt om apparatet ga repeterbare resultater, siden alle prgvene kun ble
analysert en gang. Det kan da veere en mulig svakhet om refraktometeret ikke gir repeterbare
resultater og det gir en usikkerhet til resultatene i dette forsgket, selv om produsentene skriver

at refraktometeret viser en variasjon pa bare 0,2 % Brix (Milwaukee Instruments, u.a.).

En gitt Brix-verdi blir benyttet som grenseverdien for & bestemme om en kalv har en 1gG-
konsentrasjon i blodserum hgyere eller lavere enn det anbefalte nivaet pa 10,0 g/l. Ved a
beregne en best tilpasset grenseverdi kan man raskere finne ut om kalven har for lavt eller
tilstrekkelig 1gG-konsentrasjon i blodserum ut fra Brix-verdien. Produsentene av Milwaukee
skriver at de benytter en grenseverdi pa 8,5 % (tabell 7). | forsgket viser resultatene at 8,3 og
8,5 % Brix ga hagyest sensitiviteten og spesifisiteten sammenlignet med de andre Brix-
grenseverdiene (%) som ble utprevd. Dette betyr at kalver som har en Brix-verdi over 8,3-8,5
% har en IgG-konsentrasjon i blodserum hgyere enn 10,0 g/l, i likhet med Brix-verdien som
produsenten har satt som grenseverdi. Disse resultatene er ogsa i samsvar resultatene til Deelen
et al. (2014) og Elsohaby et al. (2015) som observerte best grenseverdi ved henholdsvis 8,4 og

8,3 % Brix, mens Morrill et al. (2013) observerte noe lavere grenseverdi (7,8 % Brix).
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5.1.3. Metodestudier med refraktometeret Milwaukee

Resultatene viser at det var god korrelasjon i Brix-verdier (%) fra bunnfelte og sentrifugerte
serumprgver (figur 8). Wallace et al. (2006) undersgkte om det var effekt av hvordan
serumprgvene ble samlet inn og innholdet av totalprotein med ulike refraktometre. Fra forsgket
ble det konkludert at ikke hadde noen effekt pa resultatene av totalprotein om blodpravene ble
sentrifugert eller stod til bunnfelling, og det var hgy forklaringsgrad mellom de to ulike
metodene (R?=0,95).

Fra resultatene pa As var det en observasjon som skilte seg ut. Ved & kjgre en ny regresjon uten
denne observasjonen, gkte sammenhengen ytterligere (R?=0,96). Observasjonen som skilte seg
ut, hadde en mye hgyere Brix-verdi (%) fra sentrifugering sammenlignet med bunnfelling. Det
er usikkert hva som kan forklare forskjellen, men sannsynligvis har det skjedd noe ved malingen
av den sentrifugerte serumpragven. Dette pa grunn av at Brix-verdiene (%) fra fryst og bunnfelt
blodserum var relativt like (resultater ikke vist).

Utfordringen med de bunnfelte blodpravene var at det samlet seg rade blodceller i korken pa
glasset. Disse falt lett ned i blodserumet nar glasset ble apnet for & gjennomfare malingen pa
refraktometeret (bilde 7 (1)). Det ble i tillegg utelatt & analysere noen blodprgver som hadde
statt til bunnfelling, fordi bunnfellingen hadde mislykkes. Grunnen til dette var at de rade
blodcellene hadde festet seg til kanten gverst i glasset og koagulert der, og blodserumet endte
da nederst i fullblodsglasset (bilde 7 (2)). Oransje blodserum kan skyldes at det har skjedd en
hemolyse (nedbrytning av rgdeblodceller) (bilde 7 (3)). Nyfadte kalver er fadt med hemoglobin
som er tilpasset fosterlivet, og ma i lgpet av kort tid etter fadsel bytte det ut med hemoglobin
som er tilpasset det nye miljget (Sjaastad et al., 2010). En annen arsak til hemolyse kan veere

darlig prevehandtering eller uheldig blodprgvetaking. En siste arsak til oransje blodserum kan

vere at bunnfellingen 8 .  I———
ikke har statt lenge nok, : . 7
slik at blodprgven ikke
har skilt seg skikkelig.

Hansen og Valbjgrn
(2005) konkluderte at ' !

hemolyserende praver

ikke kunne benyttes til & Bilde 7: Utfordringer med bunnfellingsprevene. 1) Rede blodceller
fra korker faller ned i serumet. 2) Blodcellene og platene har
koagulert gverst i fullblodsglasset og serumet er nederst. 3) Oransje
serum kan skyldes hemolyse eller for kort bunnfellingstid.

male totalproteininnhold.
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Resultatene fra As gérd viser at det var god sammenheng mellom ferskt og fryst blodserum
(figur 9), selv om det var to observasjoner som skilte seg ut. Ved a gjennomfgare en ny regresjon
uten disse to observasjonene gkte sammenhengen ytterligere (R?=0,97). For begge
serumprgvene var det hgyere Brix-verdi (%) fra sentrifugering sammenlignet med resultatene
fra frysing og bunnfelling (figur 9). Dette kan tyde pa at det kan ha skjedd noe nar malingen av
de to sentrifugerte serumprgvene ble gjennomfart med refraktometeret. Selv om undersgkelsen
ble gjennomfart med to ulike Milwaukee refraktometre, ser ikke det ut til & ha pavirket
resultatene i stor grad siden bunnfelte og fryste serumprgver viste tilnsermet lik Brix-verdi (%)

(resultater ikke vist).

Bielmann et al. (2010) gjennomfarte en lignende metodestudie med digitalt og optisk Brix-
refraktometer, hvor det ble undersgkt om det var forskjell i Brix-verdi mellom ferskt og fryst
ramelk. Deres resultater viste en hgy korrelasjon (r=0,97) mellom fryste og ferske
ramelksprgver med digitalt refraktometer, noe som er i samsvar med resultatene fra
serumprgvene fra As gérd. Hansen og Valbjgrn (2005) konkluderte derimot at serumprgver som
ble lagret pa kjal eller fryst utover to dager etter prgvetaking, ga en viss usikkerhet ved maling

av totalprotein med Atago-refraktometeret.

5.1.4. Usikkerhet ved «Radial Immunodiffusion Test»

Selv om RID-analysen har blitt sett pa som gullstandarden ved analysering av 1gG i blodserum,
er det en del usikkerheter i forbindelse med analyseringen. | forbindelse med analyseringen skal
omradet hvor det har skjedd en reaksjon mellom antistoff og antigen males med et skyvelzre.
Personen som maler ma selv vurdere hvor stor diameteren er, noe som gker sannsynligheten for
menneskelige feil. Noen fa millimeter med skyvelaret fra eller til kan gi store utslag pa 1gG-
konsentrasjonen nar diameteren skal omberegnes til g IgG/I. Nar disse prgvene ble analysert

ble det gjennomfart av samme person, for a redusere muligheten for menneskelige feil.

En del av prgvene som i fgrste omgang ble analysert til & ha et starre innhold enn 27 g 1gG/I,
fikk etter andre analyse et analyseresultat lavere enn 27 g 1gG/l. Produsentene av RID-platene
skrev at dette kommer av at RID-platene kan male IgG-konsentrasjon mellom 2 til 30 g/l, og
den starste variasjonen var i det lavere og hgyere omradet for testen. De mest ngyaktige og
reproduserbare malingene var i omradet 10-15 g IgG/l. Noe som ogsa kan ha pavirket
resultatene er at serumprgvene ble tint til farste analyse, for & deretter fryses igjen far en ny

analyse av prevene med hgyere 1gG-konsentrasjon enn 27 g/l kunne gjennomfares.
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5.2. Sammenhengen mellom Brix-verdier og 1gG-konsentrasjon ved kjemisk
analyse av blodserum ved fgrste blodprave

Den gjennomsnittlige Brix-verdien (%) i serumprgvene fra dag 1-3 etter fgdsel i dette forsgket
var noe hgyere enn hva Deelen et al. (2014) observerte, og vesentlig hgyere enn hva som ble
observert av Elsohaby et al. (2015) og Morrill et al. (2013), men lavere enn hva som ble
observert i forsgket til Thornhill et al. (2015) (tabell 8).

Tabell 8: Gjennomsnittlig Brix-verdi (%), gjennomsnittlig 1gG-konsentrasjon (g/l1) ved kjemisk analyse

(RID) og forklaringsgrad (R).
Gjennomsnittlig  Gjennomsnittlig IgG-  R?mellom Brix (%) og

Brix-verdi (%) innhold g/l (RID) 19G g/l (RID)
As gard 9,7 28,1 70 %
Morrill et al. (2013) 8,6 19,0 75 %
Deelen et al. (2014) 9,2 24,1 86 %
Elsohaby et al. (2015) 8,8 17,7 62 %
Thornhill et al. (2015) 10,2 22,5 73%

Resultatene fra As gard viser at den gjennomsnittlige 1gG-konsentrasjonen i blodserum
analysert ved RID, |4 relativt hgyt sammenlignet med refererte studier i tabell 8. Ut fra disse
resultatene kan det tyde pé at kalvene pa As gérd har hatt hgy absorpsjon av 1gG fra tarmen. |
alle studiene ble det i likhet med resultatene pa As gard (figur 10), observert en stor variasjon i
IgG-konsentrasjon i blodserum mellom kalvene. Deelen et al. (2014), observerte en variasjon
pa 2,1-59,1 g/l, Elsohaby et al. (2015) en variasjon pa 1,3-60,0 g/I, Thornhill et al. (2015) en
variasjon pa 1,2-39,0 g/l og Morrill et al. (2013) en variasjon pa 3,5-47,0 g/I.

Alle de refererte forsgkene benyttet seg av RID-analyse for a bestemme konsentrasjonen av
IgG i serumprgvene. Faktorer som kan ha pavirket kalvenes IgG-konsentrasjon og gitt
variasjoner mellom studiene er raseforskjeller, ramelkskvalitet, tiden fra fedsel til forste
tildeling, mengden ramelk kalvene fikk tildelt farste degn, stress og sykdom. En annen arsak
kan veere bruk av RID-plater fra ulike produsenter, samt kalvenes alder ved prgveuttak
(Quigley, 2008).

Det kan vere flere andre arsaker til at det blir observert sa stor variasjon i IgG-konsentrasjon
mellom studiene. | de tidligere refererte studiene (tabell 8) har det blitt samlet inn data fra flere
produsenter, og dette gir stor variasjon i ramelkskvalitet, tid fra fadsel til fgrste tildeling og
mengden ramelk ved farste tildeling. Deelen et al. (2014) samlet inn datamaterialet fra fem
ulike besetninger, hvor kalvene ble tildelt tre liter ramelk, to liter ramelk eller fem liter

ramelkerstatning. Elsohaby et al. (2015) samlet inn data fra seks besetninger, Thornhill et al.
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(2015) fra fire besetninger og Morrill et al. (2013) fra en besetning. De studiene beskrev ikke
ramelkskvaliteten, tiden fra fadsel til farste tildeling eller mengden ramelk etter fadsel.

| de senere arene er det gjennomfart en rekke studier for & undersgke sammenhengen mellom
IgG-konsentrasjon (g/l) i blodserum malt ved RID og Brix-verdiene (%) fra ulike digitale
refraktometre (Morrill et al., 2013; Deelen et al., 2014; Elsohaby et al., 2015; Thornhill et al.,
2015). Resultatene fra As gard viser en signifikant positiv korrelasjon (r=0,84), og Brix-
verdiene forklarer 70 % av variasjonen i 1gG-konsentrasjonen i blodserum ved RID-analyse
(figur 12). Disse resultatene er i samsvar med resultatene til Thornhill et al. (2015) som
observerte at variasjonen i Brix-verdiene forklarte 73 % av variasjonen i IgG-konsentrasjon i
blodserum (tabell 8). Andre forsgk som har blitt gjennomfgrt med Brix-refraktometre har funnet
noe varierende resultater. Morrill et al. (2013) observerte en forklaringsgrad pa 75 %, Elsohaby
et al. (2015) observerte noe lavere forklaringsgrad pa 62 %, mens Deelen et al. (2014)

observerte den hayeste forklaringsgraden pa 86 % (tabell 8).

| de refererte forsgkene (tabell 8) er blodpraven tatt ut ved ulik alder hos kalven. Dette kan veere
en arsak til variasjoner i forklaringsgrad mellom de ulike studiene. Elsohaby et al. (2015)
observerte den laveste forklaringsgraden av de nevnte studiene, og grunnen til dette kan veere
at blodprevene ble samlet inn mellom en og elleve dagers alder, noe som gir en veldig stor
variasjon i alder hos kalvene. Dette kan, i likhet med resultatene fra andre blodprave fra As
gard, skyldes at blodserumet til eldre kalver inneholder andre komponenter som pavirker
malingene. Samtidig vil eldre kalver utsettes for stadig mer smittestoff, noe som kan stimulere
det aktive immunsystemet. Deelen et al. (2014) observerte en overraskende hgy
forklaringsgrad, spesielt med tanke pa at serumprgvene ble samlet inn mellom tre og seks
dagers alder. Thornhill et al. (2015) og Morrill et al. (2013) gjennomfarte begge
blodprgvetakingene ved 24-48 timers alder, og observerte hgy korrelasjon mellom Brix-verdi
og lgG-konsentrasjon fra RID-analyse. En annen arsak til ulike forklaringsgrader kan vare bruk
av forskjellige digitale Brix-refraktometre, men det ikke er beskrevet hvilke refraktometre som

er benyttet i de refererte studiene (tabell 8).

En &rsak til at det ble funnet noe lavere forklaringsgrad i forsgket p& As gérd enn noen av de
refererte studiene (tabell 8), kan vaere at blodprgvene ble tatt i samme fjgs av relativ fa kalver.
Forsgkene i tabell 8 omfatter 200-400 kalver, unntatt studien gjennomfgrt av Thornhill et al.
(2015) hvor det inngikk 48 kalver. I tillegg inngikk alle 67 kalvene i regresjonsanalysen, mens
det i forsgket til Morrill et al. (2013) ble tatt ut 15 prgver som hadde en 1gG-konsentrasjon i

blodserum lavere enn 3,4 g/l ved RID-analyse.
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Regresjonsanalysen sannsynliggjer at refraktometeret Milwaukee kan benyttes til & beregne
IgG-konsentrasjon i blodserum hos kalver ved 1-3 dagers alder ut fra malte Brix-verdier (%)
(figur 12). Regresjonsligningen i figur 12 er basert p& observasjonene fra As gard, som synes &
veere en besetning med hgy 1gG-konsentrasjon i ramelken hos majoriteten av kyrne og i
blodserumet til kalvene. Det kan derfor diskuteres om resultatene er representative og kan
benyttes i andre besetninger, spesielt i besetninger med lavere 1gG-konsentrasjon i blodserum.
For & etablere en sikrere sammenheng burde det gjennomfares et stgrre forsgk hvor det blir tatt
blodprave av langt flere kalver i ulike besetninger, slik at regresjonsligningen er bedre tilpasset

en stgrre spredning i 1gG-konsentrasjon i blodserum.

Sammenhengen mellom 1gG-konsentrasjonen (g/1) fra RID-analyse og Brix-malingene (%) ble
delt opp i tre grupper avhengig av kalvens alder ved pregvetaking (figurer 13-15). Resultatene
viser at det & gjennomfgre blodprgvetakingen ved to dagers alder ga den hgyeste korrelasjonen
(r=0,91) mellom RID-analyse av 1gG (g/l) og Brix-verdier (%) (p<0,0001). Hos helt nyfadte
kalver (< 24 timer) ved farste planlagte provetaking, ble pravetakingen flyttet til neste fjgsbesgk
for & unnga for kort periode fra fadsel til farste blodprave. Arsaken til at korrelasjonen er hgyere
ved to dagers alder sammenlignet med en dags alder, kan vare fordi kalvene fortsatt absorberer
IgG (Parish et al., 1997). Den laveste korrelasjonen var i gruppen som det ble tatt blodprgve av
ved tre dager alder. Dette kan skyldes kroppens katabolisme og utskillelse av immunstoffer,
noe som farer til en nedgang i sirkulerende immunstoffer i blodserum (Parish et al., 1997).
Heinrichs og Jones (2003) anbefalte & undersgke 1gG-konsentrasjon ved 24-48 timers alder og
Parish et al. (1997) ved 36-48 timer for mest ngyaktighet, noe som er i samsvar med resultatene
fra As gard. Derfor vil det ut fra disse resultatene anbefales & gjennomfare et blodpreveuttak

ved to dagers alder for & undersgke kalvenes immunstatus.

5.3. Sammenheng mellom Brix-verdier og 1gG-konsentrasjon ved kjemisk analyse
av blodserum ved andre blodprave

Pa grunn av at kalvene ble flyttet far ti dagers alder, ble den gjennomsnittlige alderen ved andre
blodprgvetaking atte dager. Den gjennomsnittlige 1gG-konsentrasjon i blodserum og Brix-
verdien (%) hadde gatt ned fra fgrste til andre blodprave (figur 16, 17 og 19). Ingen av kalvene
hadde en IgG-konsentrasjon hgyere enn 34,0 g/l ved andre prgvetaking. En arsak til at kalvenes

IgG-konsentrasjon i blodserum er lavere ved andre blodpreve kan veere at immunproteinene
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brytes ned, samtidig som kalvens aktive immunsystem farst begynner & utvikle ved en ukes

alder og produserer svert lite 1IgG (Overrein et al., 2015).

Korrelasjonen mellom IgG-konsentrasjon i blodserum (g/l) fra RID og Brix-verdiene (%) var
darligere ved andre sammenlignet med farste blodpreve (figur 18). En forklaring pa dette kan
veere at blodserumet inneholder flere komponenter som pavirker lysbrytningen ved malingen
med refraktometeret. | studien til Elsohaby et al. (2015) ble det tatt blodpreve av kalvene
mellom en og elleve dagers alder, og denne store spredningen ved uttak av blodprgvene kan
veere arsaken til det der ble observert den laveste korrelasjonen mellom 1gG-konsentrasjon og

Brix-verdi.

Hansen og Valbjgrn (2005) gjennomferte en eksamensoppgave ved dyrlegeutdanningen i
Danmark, hvor de undersgkte sammenhengen mellom IgG-konsentrasjon ved kjemisk analyse
og totalproteininnhold ved et Atago-refraktometer. De konkluderte at blodpragvetakingen burde
giennomfgres hos kalver yngre enn ni dager pa grunn av lavere sammenheng mellom
totalprotein og IgG-konsentrasjon ved hgyere alder. De observerte at kalver med hgy
totalproteinverdi ved to dagers alder falt kraftigere enn kalver med lavere innhold. Samt
observerte de at noen kalver med utilstrekkelig opptak av IgG ved to dagers alder, hadde hgyere
totalproteininnhold ved blodprever tatt etter ti dagers alder. Denne observasjonen er i samsvar
med resultatene pd As gard (figur 19). Der viser resultatene at kalvene som hadde den kraftigste
reduksjonen i IgG-konsentrasjon i blodserum fra farste til andre blodprgveuttak, hadde en 1gG-
konsentrasjon hgyere enn 27 g/l ved farste blodprave. Resultatene viste ogsa at fem kalver gkte
IgG-konsentrasjonen i blodserum fra farste til andre blodprgveuttak, og to av disse hadde en

IgG-konsentrasjon lavere enn 10 g/l ved farste prave.

Selv om sammenhengen var lavere omkring ti dagers alder sammenlignet med 1-3 dagers alder,
var det en signifikant korrelasjon (p<0,0001) mellom Brix-verdier (%) og 1gG-konsentrasjon i
blodserum (g/l). Det vil videre bety at Milwaukee trolig kan benyttes til & estimere IgG-
konsentrasjonen i blodserum hos kalver omkring ti dagers alder. Regresjonsligning i figur 18
kan benyttes til & beregne IgG-konsentrasjon (g/l) i blodserum hos kalver omkring ti dagers

alder ut fra Brix-verdiene (%).

Svakheten ved resultatene til det andre blodpraveuttaket var at en stor andel av kalvene ble
flyttet til fellesbinger langt tidligere enn det som var planlagt. Dette kan ha pavirket

immunsystemet til kalvene, fordi de blir utsatt for et nytt miljg og mange andre kalver.
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Resultatene fra RID-analysen viser at IgG-konsentrasjonen ble redusert med 1,4 g/l per dag fra
farste til andre blodpregveuttak (figur 20). Regresjonsanalysen av resultatene fra kjemisk analyse
viser at den er en hgy sammenheng mellom IgG-konsentrasjonen (g/l) ved farste og andre
blodprgveuttak (p<0,0001).

For videre forskning bgr det utvikles en korreksjonsformell for & kunne estimere hva kalvens
IgG-konsentrasjon trolig var ved to dagers alder ut fra resultater fra blodpraver tatt omkring ti
dagers alder. Veterinazren kan da vurdere om besetningen sliter med IgG-opptaket eller om
majoriteten av kalvene har hatt et tilstrekkelig opptak av IgG etter fadsel. Som tidligere
beskrevet, bar kalvenes IgG-konsentrasjon i blodserum vurderes ut fra innholdet ved 24-48

timers alder.

Hansen og Valbjgrn (2005) utviklet i sin oppgave en korreksjonsformell som beregner
totalproteininnholdet (mg/ml) i kalvenes blodserum ved to dagers alder, ut fra resultatene fra
blodprave tatt mellom 3 og 38 dagers alder. Denne formelen er tilpasser resultatene fra Atago-
refraktometeret, og kan ikke benyttes ved bruk av Milwaukee-refraktometeret da dette oppgir
resultatene i Brix (%). Videre konkluderte de at korreksjonsformelen er utviklet pa
datagrunnlaget for 30 kalver, sa en utvidelse av datamaterialet vil kunne styrke valideten til
formelen. Formelen hadde ogsa en tendens til & underestimere kalver som hadde et hgyt
totalproteininnhold i blodserum. Videre konkluderer de at formelen er best egnet til 2 undersgke

om besetninger sliter med FPT eller ikke.

5.4. Ramelkskvalitet, overfaring av 1gG fra ramelk til kalvenes blodserum og
immunstatus ved 1-3 dagers alder

5.4.1. Ramelkens 1gG-konsentrasjon

Ramelk av god kvalitet skal ifglge litteraturen ha en IgG-konsentrasjon hgyere enn 50 g/l, og
det har blitt gjennomfart en rekke forsgk hvor ramelkskvaliteten har blitt undersgkt (Pritchett
et al., 1991; Gulliksen et al., 2008; Morin et al., 2010). I et forsgk hvor man sa pa
ramelkskvaliteten til 1250 NRF-kyr fra 119 besetninger spredt over hele Norge, viste
resultatene en gjennomsnittlig IgG-konsentrasjon pa 51,7 g/l med en variasjon fra 4 til 235 g/l
(Gulliksen et al., 2008). Ut fra disse resultatene, kan det se ut til at rémelkskvaliteten pa As gard
ligger vesentlig hgyere enn hva det kan antas a vere pa landsbasis (tabell 7). Godden (2008)
viste til en studie i sin litteraturgjennomgang gjennomfgrt med Holstein, hvor den

gjennomsnittlige 1gG-konsentrasjonen i ramelken var 76 g/l med variasjon fra 9 til 186 g/l.
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Dette resultatet var hgyere enn hva som ble observert blant de 47 kyrne pa As. Pritchett et al.
(1991) utferte ogsa en studie med Holstein hvor resultatene ga en gjennomsnittlig 19G1-
konsentrasjon i ramelk pa 48,2 g/l, noe som er langt lavere enn i forsgket Godden (2008)
refererer til. 1gG bestar av fire subgrupper, hvor det i hovedsak bare er 1gG: som blir overfart
fra blodserumet til kyrne over til ramelken (Sasaki et al., 1976). Derfor er IgG; et godt bilde pa
ramelkskvaliteten. Et annet forsgk som ble gjennomfart med 81 Holstein fra samme besetning
viste en gjennomsnittlig IgG-konsentrasjon pé 41 g/l, noe som er langt lavere verdiene fra As
gard (Morin et al., 2010).

Det kan vere flere arsaker til at det har blitt observert stor variasjon i 1gG-konsentrasjon i
ramelken i ulike studier. Faktorer som kan pavirke innholdet er raseforskjeller,
laktasjonsnummeret til kyrne, utmelkingstidspunkt og melkemengden ved farste utmelking, og
ikke minst smittepresset som kyrne utsettes for i besetningen. En grunn til at det ble observert
hoyere konsentrasjon av 1gG i ramelken p& As gard sammenlignet med forsgket til Gulliksen
et al. (2008), kan veere at det er et stort fjgs med mange dyr. | tillegg ble det observert noe
sykdom (akutt mastitt, i tillegg til noen andre sykdommer) i lgpet av forsgksperioden p& As
gard. Dette kan ha resultert i at de hadde et hgyt immunstoffinnhold i blodserum, som videre
ble overfart til ramelken. | forsgk hvor det ble observert lav IgG-konsentrasjon, kan en mulighet
veere at smittepresset var sa lavt slik at kyrne fikk et lavere innhold av immunstoffer i blodserum
sammenlignet med kyr i besetninger med hgyere smittepress. Flere av studiene var gjennomfart
med Holstein, og den melkerasen er kjent for hay melkeproduksjon (Muller & Ellinger, 1981;
Morin et al., 2010). Det farer til IgG-innholdet blir fortynnet og konsentrasjonen blir lavere ved
utmelking.

Fra den kjemiske analysen av rdmelken fra kyrne pd As gard, viser resultatene at 38 % hadde
en lgG-konsentrasjon lavere enn 50 g/l (figur 21). Fra studien med NRF gjennomfgrt av
Gulliksen et al. (2008), kunne de konkludere at majoriteten av kyrne hadde for darlig
ramelkskvalitet. De observerte at hele 57,8 % av pravene hadde en IgG-konsentrasjon lavere
enn 50 g/l, noe som er langt flere enn resultatene fra As gard. Quigley et al. (2013) observerte
i et forsgk med 183 kyr i USA, at kun 16 % av kyrne hadde en IgG-konsentrasjon lavere enn
50 g/l. Morrill et al. (2012) gjennomfarte en sterre studie med 827 kyr i USA, og konkluderte
at 30 % av prevene hadde en 1gG-konsentrasjon lavere enn 50 g/l, noe som er i samsvar med

det som er observert p& As gérd, men mye lavere enn resultatene til Gulliksen et al. (2008).
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Laktasjonsnummer har ifelge litteraturen betydning for konsentrasjon av IgG i ramelken
(Pritchett et al., 1991; Gulliksen et al., 2008). Ut fra resultatene fra As gard, er det en tendens
til at kyr i andre laktasjon har lavere 1gG-konsentrasjon i ramelken enn kyr som har hatt flere
enn tre laktasjoner (figur 23). Dette er i samsvar med resultatene til Pritchett et al. (1991),
Quigley et al. (1994) og Gulliksen et al. (2008). Gulliksen et al. (2008) begrunnet funnet med
at eldre kyr har blitt utsatt for antigener mye lengre enn yngre kyr, og derfor produserer de
ramelk som inneholder mer immunstoffer. De observerte ogsa at kyr i andre laktasjon
produserte ramelk av darligere kvalitet enn kyr i forste laktasjon. En grunn til ikke er tydeligere
forskjeller mellom laktasjonsnumrene p& As gard, kan vare det begrensede datamaterialet. En
studie som Weaver et al. (2000) refererer til, fant ingen forskjell mellom kyr i farste og tredje
laktasjon, men kyr i tredje laktasjon hadde signifikant hgyere 1gG-konsentrasjon enn kyr i andre
laktasjon. Shearer et al. (1992) konkluderte derimot fra sin studie at kyr i andre laktasjoner og
eldre, hadde hgyere sannsynlighet for & ha god ramelkskvalitet sammenlignet med kyr i forste

laktasjon.

Det er andre faktorer som ogsé kan ha pévirket [gG-konsentrasjonen i rdmelken til kyrne pa As
gard, blant annet lengden og ernaring i sintiden og forekomst av mastitt. Dette er det ikke
informasjon om, og det er ikke mulig a si i hvor stor grad dette har pavirket 1IgG-konsentrasjonen
i ramelken. Siden alle kalvene ble fgdt mellom august og november antas det at
sesongvariasjoner i liten grad pavirket 1gG-konsentrasjonen. Gulliksen et al. (2008) observerte
at kyrne som fikk kalv i lgpet av vintermanedene hadde signifikant lavere 1gG-konsentrasjon

enn kyrne som kalvet i lgpet av de andre sesongene.

Forsgksopplegget ga ikke mulighet til & male IgG-konsentrasjon i ramelk ved hjelp av
refraktometeret, noe som hadde vert gnskelig. Milwaukee blir primart solgt til bgnder eller
andre som har behov til & male ramelkskvaliteten. Dragset og Whist (2015) skrev i en artikkel
i fagbladet Buskap om et forsgk gjennomfart med refraktometeret. Forsgket ble gjennomfart i
lgpet av varen 2015, hvor totalt 260 ramelkspraver ble testet pa refraktometeret og analyser
med RID ved Mastittlaboratoriet i Molde. Resultatene viste at det var hgy korrelasjon mellom
Brix-verdiene (%) fra refraktometeret og 1gG-konsentrasjonen ved RID-analyse. Dette gjar at
bonden med stor trygghet kan investere i et Milwaukee refraktometer for a male
ramelkskvaliteten til kyrne. Selv om den primeare bruken av Milwaukee vil vare @ male IgG-
konsentrasjon i ramelk, ble denne masteroppgaven gjennomfart for a undersgke om veterinaerer
kan benytte det samme apparatet til & vurdere kalvens IgG-konsentrasjon i blodserum i

besetninger som sliter med kalvehelsen. Pa den maten kan man finne ut om ramelkstildelingen
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har veert tilstrekkelig eller om det burde settes i gang tiltak for & forbedre ramelksrutinene i

fjoset.

5.4.2. Overfgring av 1gG fra ramelk til kalvens blodserum

| dette forsgket hadde kun 7,5 % av kalvene lavere 1gG-konsentrasjon enn det litteraturen
anbefaler i blodserum (figur 10) (Godden, 2008). Det ble gjennomfert en studie i Nord-
Trendelag med 88 melkekubesetninger og 17 ammekubesetninger med totalt 746 kalver (Nybg
et al., 2005). Resultatene viste at 65,4 % av serumprgvene hadde en IgG-konsentrasjon lavere
enn 10 g/l, og 21,2 % hadde en konsentrasjon lavere enn 5 g/l. Resultater fra
«Kalvehelseprosjektet» som ble gjennomfgrt fra 2004 til 2008, viste at 31 % av totalt 584 kalver
under 14 dagers alder hadde en IgG-konsentrasjon lavere enn 10 g/l (Gulliksen et al., 2011).
Resultatene fra disse to undersgkelsene tyder pa at det er et stort antall kalver i norske
besetninger som har en 1gG-konsentrasjon i blodserum som er langt under det anbefalte nivaet.
Resultatene fra As gard kan tyde pé at de har lykkes med & gi kalvene tilstrekkelige mengder
ramelk av god kvalitet raskt etter fadsel.

Det har blitt gjennomfart en rekke amerikanske studier hvor kalvenes 1gG-konsentrasjon i
blodserum har blitt undersgkt ved kjemisk analyse. Deelen et al. (2014) observerte i en studie
med 400 kalver, at kun 4,8 % av kalvene hadde en IgG-konsentrasjon lavere enn 10,0 g/l.
Elsohaby et al. (2015) skrev at det i 2007 ble observert FPT hos 19-40 % av populasjonen. | en
annen studie ble det rapportert at 41 % av kalvene i studien hadde en IgG-konsentrasjon i
blodserum lavere enn 10 g/l ved 24-48 timers alder (Quigley, 2004; Godden, 2008). I en
litteraturstudie gjennomfart av Weaver et al. (2000) ble det referert til en undersgkelse hvor de
antok at 35 % av kalvene fra melkekyr hadde FPT.

Lav absorpsjon av IgG er i seg selv er ingen sykdom, men kalver med lav immunitet utvikler
ofte sykdommer fordi immunsystemet ikke greier a bekjempe de patogene agens som angriper
kroppen (Weaver et al., 2000). Hva som er lav immunstatus vil i stor grad bestemmes av
smittepresset i fjgset (Tyler et al., 1999). En kalv med 1gG-konsentrasjon i blodserum lavere
enn 10 g/l, kan ha tilstrekkelig immunitet hvis smittepresset er lavt. | Norge har
kalvedadeligheten veert omkring 3-5 %, mens det i Europa, USA og Canada har blitt rapportert
en kalvedgdelighet pa 10-20 % (Lie et al., 2005; Gulliksen et al., 2009c). Hayere forekomst av
FPT i Norge kan skyldes lavere forekomst av kalvesykdom sammenlignet med resultatene fra

flere amerikanske og europeiske studier (Nybg et al., 2005; Gulliksen et al., 2008; Gulliksen et
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al., 2009c). En arsak til det lavere smittepresset kan veere relativt sma besetninger som er spredt

over hele landet, samt gode rutiner for sykdomsbehandling og -forebygging (@steras, 2009).

| USA ble det rapportert en hgyere overlevelse blant de nyfgdte kalvene nar flere produsenter
gikk over fra a la kalven die kua til & fore med flaske eller sonde (Godden, 2008). Fra resultatene
pa As gard var det ingen av kalvene som diet moren far de ble skilt, som hadde FPT (resultater
ikke vist).

Resultatene fra As gard viser at det var tre kviger og to oksekalver som hadde utilstrekkelig
IgG-konsentrasjon i blodserum (resultater ikke vist). Quigley (2004) skrev at FPT ble observert
oftere hos okser, noe resultatene fra et forsgk i USA viste. Resultatene fra forsgket viste at hos
1110 oksekalver mellom tre til atte dagers alder, hadde over 57 % av kalvene en IgG-
konsentrasjon lavere enn 10 g/I. Ut fra resultatene p& As gard er det ikke grunnlag for & kunne
vurdere kjgnnsforskjeller.

5.4.3. Effekt av ramelkskvalitet, tidspunktet og mengden ramelk ved fgrste tildeling

Resultatene fra forsgket viser at variasjonen i IgG-konsentrasjonen (g/1) i ramelken forklarte 30
% av variasjonen i kalvenes IgG-konsentrasjon (g/l) i blodserum (figur 24). Morin et al. (1997)
konkluderte at kalvene som fikk tildelt ramelk med hgy 1gG-konsentrasjon (60,1 g/l) hadde
hayere IgG-konsentrasjon i blodserum enn kalvene som fikk tildelt ramelk med lav 1gG-
konsentrasjon (32,9 g/l). Siden det ikke var mulig a fa resultatene fra RID-analysen av ramelken
fra alle madrene, er det vanskelig a se om kyr med lav IgG-konsentrasjonen i ramelken har gitt
kalver med lav IgG-konsentrasjon i blodserum (FPT). Kun to av kalvene med FPT har mgdre

hvor det ble registrert en ramelksprave (resultater ikke vist).

Tynntarmens evne til & absorbere immunstoffer reduseres raskt og oppherer tilslutt ved ca. 24
timers alder, og i tillegg sker utskillelsen av fordgyelsesenzymer slik at de store
immunproteinene blir brutt ned (Stott et al., 1979a). Tiden fra fgdsel til forste tildeling av
ramelk er derfor avgjgrende for kalvenes IgG-konsentrasjon i blodserum. Majoriteten av
kalvene i forsgket fikk tildelt ramelk i lgpet av to timer etter fgdsel, og dermed er det vanskelig
a si noe om tiden fra fadsel til farste tildeling hadde effekt pa IgG-konsentrasjonen i blodserum
(figur 25). I tillegg var det stor variasjon i IgG-konsentrasjon i blodserum hos kalvene som fikk

tildelt ramelken innen to timer.
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Det har gjennom arene kommet mange anbefalinger om hvor mye ramelk kalvene burde tildeles
ved farste ramelksmaltid (Nybg et al., 2003; Godden, 2008; Overrein et al., 2015). Det er
anbefalt alt fra 1,0 dl/kg levendevekt til at kalven skal fa drikke sa mye den selv gnsker (Nybg
etal., 2003) I tillegg har ikke de norske forskriftene for hold av storfe gitt konkrete anbefalinger
pa hvor mye ramelk kalvene ber tildeles. | dette forsgket ser det ut til at kalvene som fikk tildelt
ca. tre liter ramelk ved farste tildeling hadde den hgyeste 1gG-konsentrasjonen i blodserum
(figur 26). Det er usikkert hvor mye kalvene totalt drakk i lgpet av det farste dggnet pa grunn
av manglende opplysninger pa skjemaet, noe som ogsa vil pavirke resultatet. Resultatene i
forsgket til Nybg et al. (2003) viste at kalvene som fikk tildelt ramelk etter appetitt ved farste
tildeling, hadde hgyere 1gG-konsentrasjon i blodserum enn kalvene som ble tildelt maks en eller
to liter ramelk. Hvor mye kalvene drakk ved fri tilgang er ikke beskrevet.

Morin et al. (1997) observerte i et stort forsgk med ramelkstildeling og helseeffekter hos kalver,
at kalver som fikk tildelt fire liter innen en time etter fedsel hadde hayere IgG-konsentrasjon
enn kalvene som fikk tildelt to liter. | forsgket fikk alle kalvene tildelt ramelk av like kvalitet,
slik at det skulle vaere mulig & sammenligne gruppene. Det ble heller ikke observert ubehag
eller diaré hos kalvene som fikk tildelt fire liter ramelk. Faber et al. (2005) konkluderte fra sin
studie at kalver som fikk tildelt fire liter ramelk ved ferste tildeling umiddelbart etter fadsel,
hadde hagyere melkeproduksjon i farste og andre laktasjon sammenlignet med kalvene som fikk
tildelt to liter. Ut fra disse resultatene kan det tyde pa at kalvene ber fa tildelt fire liter ramelk
umiddelbart etter fadsel, men ut fra resultatene pa As gard sa det ut til at kalvene som drakk tre

liter ramelk hadde den hgyeste 1gG-konsentrasjonen.

Selv om forsgk har vist at det kan vere lgnnsomt & tildele kalvene store mengder ramelk
umiddelbart etter fadsel, har praktiske erfaringer fra bgnder vist at kalver som drikker relativt
mye ved farste maltid kan vaere vanskeligere a fa til a drikke ved neste maltid. For a kartlegge
hvor mye ramelk som gir den hgyeste 1gG-konsentrasjonen i blodserum, hadde det veert
interessant a dele inn kalver i grupper som far tildelt to, tre, fire eller fem liter ramelk av samme
kvalitet umiddelbart etter fadsel. Deretter matte det tas blodprgve av kalvene omkring 24-48

timers alder for hgyest ngyaktighet av 1gG-konsentrasjonen i blodserum.
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6. Konklusjon

Metodestudiet som ble gjennomfart med sentrifugert og bunnfelt blodserum viser at det er hgy
korrelasjon (r=0,94) mellom Brix-verdiene fra de to metodene. Derfor kan veterinzrer eller
andre benytte seg av bunnfelling istedenfor & matte ha tilgang til en sentrifuge, og kunne
forvente a fa det samme resultatet. Det var i tillegg god korrelasjon mellom Brix-verdiene fra
ferskt og fryst serum (r=0,94), og det kan dermed konkluderes at blodserumprgvene taler a

fryses ved -20 °C far analyse.

Resultatene viser at Milwaukee trolig kan benyttes til & male kalvens 1gG-konsentrasjonen i
blodserum ved en til tre dagers alder bekreftes. Det var hgy korrelasjon mellom 1gG-
konsentrasjon fra kjemisk analyse (RID) og Brix-verdiene (%) ved blodprgver som ble tatt
mellom en og tre dagers alder (r=0,84). Det vil likevel anbefales & gjennomfare
blodprgvetakingen ved to dagers alder, da resultatene viser en hgyere korrelasjon (r=0,91)
sammenlignet med en (r=0,80) eller tre dagers alder (r=0,72). Med regresjonsligningen som ble
utarbeidet kan man beregne lgG-konsentrasjonen i blodserum ut fra Brix-verdien. En
grenseverdi pa 8,3-8,5 % kan benyttes for & bestemme om kalven har for lavt eller tilstrekkelig

IgG-konsentrasjon i blodserum.

Resultatene viser at Milwaukee kan benyttes til a estimere 1gG-konsentrasjon i blodserum hos
kalvene ved ca. 10 dagers alder, da det var signifikant korrelasjon mellom IgG-verdien fra RID-
analysen og Brix-verdiene (r=0,64). Den kjemiske analysen (RID) ga en signifikant korrelasjon

mellom den farste og andre blodprgven (r=0,40).

Resultatene viser at ramelkskvaliteten alene forklarte 30 % av variasjonen i IgG-konsentrasjon
i blodserum hos kalvene. Majoriteten av kalvene fikk tildelt rdmelken innen det hadde gatt to
timer etter fadsel, derfor er det vanskelig & bekrefte om tid fra fadsel til forste tildeling hadde
effekt pa 1gG-konsentrasjonen i blodserum. Resultatene viser at kalvene som fikk tildelt 3 liter
ved forste tildeling, hadde det hgyeste 1gG-konsentrasjon i blodserum sammenlignet med de
andre kalvene som drakk 1-4 liter ramelk. Ut fra disse resultatene er det ikke mulig a bekrefte
hypotesen om at 1gG-konsentrasjon i ramelk, tidspunkt fra fadsel til farste tildeling og mengde
ved farste tildeling har effekt pa 1gG-konsentrasjonen i blodserum. Grunnen til dette er at

faktorene er meget sammensatte og bar studeres naermere i egne forsgk.
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En forbedring av refraktometeret Milwaukee kan veere & montere et lokk over malekammeret,
slik at lys ikke pavirker malingene. For videre forskning med refraktometeret hadde det veert
interessant & undersgke om apparatet gir hgy repeterbarhet pa samme prave. Dette for & ha en
starre trygghet i at malingene ikke gir for stor variasjon i maleverdiene. Det vil ogsa vere
interessant & gjennomfare forsgk hvor flere besetninger blir inkludert, slik at det kan utvikles
en regresjonsmodell for & beregne 1gG-konsentrasjon fra Brix-verdi ved farste og andre
blodprgveuttak. Dette gjar at regresjonsmodellen kunne veert tilpasset besetninger med bade
hay og lav IgG-konsentrasjon i blodserum. Videre bgr det utvikles en korreksjonsformell som
veterinarene kan benytte for & enkelt kunne estimere hva kalvenes 1gG-konsentrasjon mest

trolig har veert ved to dagers alder, ut fra blodprgver tatt ved et senere tidspunk.

For videre forskning hadde det veert interessant & gjennomfare en studie for & se pa hvilken
ramelksmengde umiddelbart etter fgdsel som gir hgyest IgG-konsentrasjon i blodserum ved 24-
48 timers alder. Kalvene bgr da deles inn i flere grupper som far tildelt en, to, tre, fire eller fem
liter ramelk umiddelbart etter fadsel, og en blodprave blar gjennomfares ved 2-48 timers alder

for hgyest ngyaktighet av konsentrasjonen.
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