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Vad séger akutfasproteinerna haptoglobin och serum amyloid A om

tankmj 6lkens sammansattning och processegenskaper ?
Slutrapportering av projektet SLF V0630015

Ase Sterneso, professor, Inst. for livsmedel svetenskap, SLU, 750 07 Uppsala

Bakgrund

Mastit utgor den vanligast forekommande och ekonomiskt mest forlustbringande 5 ukdomen
inom mjolkproduktionen. Utbver det lidande som gukdomen innebar for kon, resulterar mastit i
reducerad mjolkproduktion. Mjolk fran mastitkor har dessutom en avvikande sammanséttning
som i sin tur paverkar mjolkens kvalitet och processbarhet pa ett flertal satt (Auldist & Hubble,
1998; Le Roux et a., 2003). Storst betydelse for mjolkens processegenskaper har forandringarna
i mj6lkens proteinsammanséttning, sasom reducerad kaseinhalt, 6kad méngd vassleproteiner
samt Okad proteolytisk aktivitet resulterande i minskat ostutbyte och samre produktkvalitet.
Mjolkens innehall av somatiska celler (SCC) har lange varit det vanligaste mattet pa juverhdsa
och tankmjdlkens celltal &r en viktig betal ningsgrundande kvalitetsparameter (EC, 2004). Det
saknas dock entydiga vetenskapliga ron for vid vilken niva tankmjélkens celltal har en negativ
effekt pa mjolkens kvalitet och omfattande forskning har under de senaste decennierna
genomforts med malséttning att finna nya markorer for inflammatoriska processer i juvret
(Pyorda, 2003). Forskningen har &ven motiverats utifrén utvecklingen av automatiska

mj 6lkningssystem eftersom dessa inte majliggér manuell understkning av juver och mjolk
(Mottram, 1997).

Under senare & har uppmérksamhet riktats mot de s.k. akutfasproteinerna (acute
phase proteins, APP) och deras roll i samband med inflammatoriska processer.
Akutfasproteinerna utgors av en grupp serumproteiner som produceras och frisétts huvudsakligen
fran levern, och vars koncentrationer forandras dramatiskt vid stimuli, t.ex. trauma, infektion
eller gukdom. Hos ndtkreatur anses haptoglobin (Hp) och serum amyloid A (SAA) utgéra de
kansligaste akutfasproteinerna och serum-koncentrationerna av dessa okar kraftigt vid olika typer
av akut och kronisk gukdom (Alsemgeest et al., 1994; Horadagoda et al., 1999; Murata el d.,
2004). Forhojda nivaer av Hp och SAA i serum & en ospecifik markor for skada eller sjukdom
som kan initieras av manga stimuli. | samband med mastit kar permeabiliteten mellan blod och
mjolk, varvid akutfasproteinerna dven pétraffasi mjolk, troligen som ett resultat av |ackage fran
blodet (Eckersall et al., 2001, Nielsen et al., 2004). Hp och SAA i mjolken blir sdledes en
specifik markor for mastit, eftersom mjolk fran friskajuver normalt inte innehaller detekterbara
halter av akutfasproteinerna (Pyordd, 2003; Gronlund et al., 2003; Petersen et al., 2004,
Gronlund et al., 2005).

Hittills har undersokningar av Hp och SAA i mjolk i regel utforts utifran
perspektivet mastitdiagnostik, och oftast med experimentella mastiter och med ett begrénsat antal
friska kor som kontroller. Det saknades fram till nyligen undersokningar som belyser
forekomsten av Hp och SAA i mjolk fran "kliniskt friska kor”, samt undersokningar betréffande
samband mellan férekomsten av Hp och SAA i mjélk och mj6lkens sammansattning och
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egenskaper. FOr att belysa dessa aspekter genomférdes 2004- 2006 ett av SLF finansierat projekt
med titeln ” Akutfasproteiner som markorer for foréndringar i mjolkens sammansattning och
egenskaper vid juverinflammation” (Dnr 286/02, projektnummer 230061). | projektet
utvecklades en optisk biosensormetod for analys av Hp (Akerstedt al., 2006), som senare
anvandes for att studeraforekomsten av Hp i olikatyper av mjolkprover. | en av delstudierna
undersoktes forekomsten av Hp och SAA i juverdels-, samlings- och tankmjolksprover
(Akerstedt et al., 2007). Syftet med studien var att undersdka (1) vilka koncentrationer av Hp och
SAA som forekommer i respektive typ av mjdlkprov, samt (2) om det finns samband mellan
SCC och forekomsten av APP i mjolk. Resultaten pavisade signifikant hogre SCC i juverdels-,
samlings- och tankmjdlkprover som inneholl SAA, emedan motsvarande samband mellan Hp
och SCC endast observerades for juverdels- och samlingsprover. | en uppféljande studie med
samlingsmjdlk fran ett storre antal djur (n=89) studerades samband mellan férekomsten av
akutfasproteinernai mjolk och mjdlkens sammanséttning. Mjolkprover som innehdll Hp innehdll
lagre halter totalprotein och kasein; prover som inneholl SAA innehdll |&gre laktoshalt och hade
ett 1&gre kaseintal, dvs kvoten mellan kasein och total protein var l&gre. Mj6lkprover som innehdll
akutfasproteiner uppvisade dessutom higre SCC (Akerstedt et al., 2008a). Samma material
uppvisade inga samband mellan SCC och totalprotein eller kasein, endast mellan SCC och
laktos. Sammanfattningsvis tycks alltsa forekomsten av akutfasproteiner i mjolken indikera
forandringar i mj6lkens sasmmanséttning, spec. dess protel nsammanséttning.

Som en uppfoljning till var tidigare studie pa samlingsmjolk har vi i det nu
avslutade projektet studerat férekomsten av Hp och SAA i tankmjolk for att undersbka om APP
kan ge véagledning betraffande tankmj 6lkens sammansattning och koagul eringsegenskaper.

Material och metoder

Tankmj 6lksprover

Undersokningen genomférdes i samarbete med Milko (Grad6 mejeri, Hedemora) och totalt
ingick 91 tankmjolksprover. Dessa togs ut som ett extra prov (ca 200 ml) av tankbilschaufforerna
vid ordinarie himtning.

Analyser

Vissa analyser pdbdrjades samma dag som de himtades pa mejeriet och samtliga analyser, i de
fall dessa inte kunde utforas pa fryst mjolk, avslutades i regel inom 1 dygn fran det att de
hidmtades pd mejeriet (fett, protein, laktos, kasein och vassleprotein, celltal, koagulerings-
egenskaper). En portion av mj6lkprovet frystesin (-70°C) fér senare analys av akutfasproteiner
(Hp, SAA) och proteolys.

Det totala antalet celler i tankmjolksproverna analyserades med rutinmetodik
(Fossomatic 5000, Foss Electric) liksom innehéllet av protein, fett och laktos (Fourier Transform
Instrument, FT120, Foss Electric) vid Kungséngens forskningscentrum. Tankmj6lkens innehéll
av kasein bestdmdes enligt Arla Foods metod (Arla Foods, 2000). I analysen lopefills kaseinerna
och proteinmingden i den resulterande vasslefraktionen bestdms med IR. Vassleproteinet
subtraheras dérefter frdn mjdlkens totala proteininnehdll och resterande protein utgérs av kasein.
Kaseintalet uttrycks som kaseinets andel av det totala proteinet.

Tankmjolkens innehéll av peptider och smé proteinfragment dr ett matt pa
nedbrytningen av mjolkens proteiner. Proteolysen bestimdes genom analys av méingden fria
aminoterminaler (Wiking et al., 2002). I analysen denatureras mjolkens intakta proteiner genom
tillsats av triklordttiksyra och efter ett centrifugeringssteg for att avlagsna proteinerna, anvinds
supernatanten for vidare analys. Fluorescamin tillsétts och vid reaktion med peptidernas fria
aminoterminaler bildas ett fluorescerande amne som bestims. Graden av proteolys kvantifierades
med hjilp av en standardkurva med isoleucin som standard. Tankmj6lkens koagulerings-
egenskaper studerades med en reologisk metod (Allmere et al., 1999). Lope tillsdtts mjolkprovet
som placeras i en Bohlin-reometer. Instrumentet registrerar dérefter den fordndring 1 motstand
som uppstar ndr mjolken koagulerar. Forloppet studeras under 30 minuter, varvid gelstyrkan (Pa)
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vid 1500 sek efter tillsats av 16pe, samt tiden (s) for att uppna motstandet 5 Pa anvindes i
sammanstéllningen.

Haptoglobin analyserades med den i det tidigare projektet utvecklade
biosensormetoden (Akerstedt et al., 2006) och serum amyloid A med en kommersiell ELISA
(Tridelta, Ltd., Irland). Detektionsgransen var i bagge analyserna 0.3 mg L.

Samband mellan akutfasproteinerna och de olika kvalitetsparametrarna
analyserades med parametriskt t-test (SAS version 9.1, SAS Ingtitute Inc.). Observationerna
delades darvid in i tva grupper; forekomst eller inte forekomst av Hp (Hp+ och Hp-) respektive
SAA (SAA+ och SAA-) baserat pa metodernas detektionsgranser for respektive protein.
Skillnader mellan prover utan respektive med respektive akutfasprotein ansags signifikanta om
p<0.05.

Resultat
Sammansittning och egenskaper hos de 91 tankmjolksproverna framgar av tabell 1.

Tabell 1. Innehdllet av haptoglobin (Hp) och serum amyloid A (SAA), samt sammansattning och
egenskaper hosi studien ingaende tankmjolksprover (n=91)

Parameter enhet medelvarde (SD) Minimum  Maximum
Hp mg L 1 Ej relevant? <0.3 4.700
SAA mg L 1 Ej relevant2 <0.3 8.79
Fett % 4.434 (0.427) 3.54 6.25
Totalprotein % 3.537(0.181) 3.12 421
Laktos % 4.61 (0.107) 4.30 491
Celltal cellsmL 195000 (169600) 33000 1365000
Kaseintal 0.730 (0.0068) 0.7050 0.754
Kasein % 2.580 (0.135) 2.200 3.069
Vasdeprotein % 0.909 (0.051) 0.822 1.092
Proteolys Leu ekv® 1.112 (0.111) 0.886 1.705
Koaguleringstid Tid (§) for att 120 (42) 32 278
uppna 5 Pa
Gelstyrka Pavid 1500 sek 350 (118) 162 798

aEftersom en stor andel av mjolkprovernainte innehdll detekterbara halter av Hp respektive SAA, ansdgs det inte
relevant att ange ett medelvarde for respektive akutfasprotein. eq Leu = ekvivalent mM leucine



Tankmj6lk med detekterbara halter av Hp innehdll signifikant |agre halt kasein, hade ett lagre
kaseintal, uppvisade hogre grad av proteolys samt hogre celltal (Tabell 2). Aven laktosinnehallet
i tankmjolk var lagre ibland dessa mj6lkprover (p<0.05).

Tabell 2. Samband mellan férekomsten av haptoglobin (Hp) och olika kvalitetsparametrar i

tankmj6lk (n=91)

Fett (%)
Totalprotein (%)
Laktos (%)
LogSCC (mL1)
Kaseintal

Kasein (%)

Vasd eprotein (%)

Proteolysis (Leu
ekv)
Koagtid (5Pa)

Log gelstyrka

Hp- SE.
(n=72)

4.491 0.055
3.549 0.023
4.618 0.014
5.104 0.027
0.731 0.0008
2.593 0.017
0.908 0.0064
1.0995 0.0135
12254  4.963
2517 0.0147

Hp+
(n=19)
4.353

3.493
4.549
5.528
0.725
2.532
0.913
1.1588

110.16
2.547

SE.

0.049
0.025
0.014
0.049
0.001
0.018
0.0079
0.0194

9.8623
0.0385

Differens

0.036
0.056
0.039
-0.424
0.0057
0.0609
-0.005
-0.059

12.384
-0.030

p-vérde

0.625
0.104
0.0498
<0.0001
0.0008
0.0164
0.650
0.038

0.259
0.399

Tankmjdlksprover som innehdll detekterbara halter av SAA innehdll signifikant |agre halter av
laktos, hogre halter vassleprotein, samt hade ett 1&gre kaseintal och ett hogre celltal (Tabell 3).

Tabell 3. Samband mellan forekomsten av serum amyloid A (SAA) och olika kvalitetsparametrar
for tankmj6lksprover (n=91)

Fett (%)
Totalprotein (%)
Laktos (%)
LogSCC (mL1)
Kaseintal

Kasein (%)
Vasdsleprotein (%)

Proteolys (Leu
ekv)

Koagtid (5Pa)
Log gelstyrka

SAA- SE.
(n=23)

4.504 0.102
3.488 0.042
4.692 0.018
4.989 0.063
0.734 0.0014
2.559 0.032
0.883 0.011
1.082 0.0226
11291 9.276
2533 0.030

SAA+
(n=68)
4477

3.553
4.583
5.261
0.728
2.588
0.918
1.122

122.34
2.521

SE.

0.049
0.021
0.012
0.029
0.0008
0.016
0.006
0.0135

5.055
0.016

Difference p-value

0.027
-0.065
0.109
-0.272
0.006
-0.029
-0.035
-0.040

-9.43
0.012

0.800
0.137
<0.0001
<0.0001
0.0009
0.380
0.0044
0.137

0.359
0.717



Diskussion

Detta & den forsta studien som genomforts med syfte att studera samband mellan férekomsten av
APP och ssmmanséttning och kvalitetsegenskaper hos tankmjolk. Resultaten visar att mjélk som
innehaller Hp innehaller mindre kasein, mindre laktos, samt har ett |agre kaseintal, mer proteolys
och ett hogre celltal. Pa samma sétt visade studien att tankmjolk som innehdller SAA innehdller
mer vasseprotein, mindre laktos, samt har ett 1agre kaseintal och hdgre celltal. Bada
akutfasprotei nerna visade saledes samband med mj6lkens proteinsammanséttning pa sa st att
kaseinets andel av totalproteinet (kaseintalet) var |agre ndr tankmjolken inneholl Hp eller SAA.
Vid nérvaro av Hp tycks det l&gre kaseintalet kunna forklaras av ett |égre kaseininnehall, ev.
beroende pa hogre proteolytisk aktivitet, eftersom mjolk med Hp visade samband med dessa tva
parametrar. Vid narvaro av SAA tycks det istéllet som om det & sambandet med ett hdgre
innehall av vassleprotein som forklarar det lagre kaseintalet. | denna studie var sambandet mellan
Hp och SCC i tankmjélk starkt, i motsats till resultatet i den tidigare studien (Akerstedt et al.,
2007). Skillnaden forklaras troligen av att materialet i den tidigare studien innehdll en hégre
andel tankmjolksprover med forhojda celltal (median 258,000 celler per ml) i jamforel se med
denna understkning (median 146,000 celler). Resultaten Gverensstammer med slutsatsernai var
senaste studie rérande samband mellan akutfasproteiner och samlingsmjdlkens sammanséttning
(Akerstedt et al., 2008a). Férekomst av Hp eller SAA i mjolk tycksindikera negativa
forandringar i mjolkens proteinsammanséttning, sdsom hogre andel vassleprotein och l&gre andel
kasein, och dessa samband &r signifikanta &ven patankmjdlksniva. | studien fann vi daremot inga
samband mellan APP och mjdlkens koaguleringsegenskaper.
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