
Introduction
Among mammals, the most common cause 
of acute hypocalcemia [hypo- low + calc(o)- 
calcium + -emia a blood condition of] is 
lactation or milk production. The mammary 
gland responsible for lactation gets calcium 
from the bloodstream.  Shortly after giving 
birth, a female animal needs to produce 
enough milk to provide for its offspring. This 
sudden calcium demand for milk production 
can rapidly deplete calcium from the blood and 
can make the animal critically ill. In this state, 
the parathyroid gland stimulates parathyroid 
hormone (PTH) secretion which in turn 
responds by stimulating osteoclastic activity 
or calcium release from the bone. This activity 
takes time. Calcium is more rapidly obtained 
from extracellular and interstitial fluids. When 
calcium is taken from muscle tissues, the 
muscles can’t contract and become too weak 
to support body weight. This is why cows 
often go down (“downer cows”) in “milk fever” 
(hypocalcemia). Severe hypocalcemia is life-
threatening and requires intervention.1

Calcium is important in clotting, maintaining 
healthy bones, bone growth and repair, 
nerve transmission, muscle contraction, 
and milk production. Too much or too little 
calcium in the blood and tissues can create 
devastating disease problems.1 Three forms 
of calcium are in equilibrium with serum: non-
diffusible calcium bound primarily to albumin; 
diffusible complexes of calcium with lactate,  
bicarbonate, phosphate, sulfate, citrate, 
and other anions; and diffusible ionized 
calcium (Ca2+). Ionized calcium accounts for 
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Hypocalcemia, characterized by decrease in blood calcium below 
normal level, is one of the most common disorders affecting dairy cows 
at the onset of lactation. Among the three forms of calcium in blood, the 
ionized calcium (iCa) is the physiologically active. To help dairy farmers 
and veterinarians measure iCa in cows’ blood samples immediately after 
collection on farms, HORIBA developed and introduced the LAQUAtwin 
Ca-11C bovine blood calcium meter equipped with a replaceable calcium 
sensor. It can serve as screening device for detection of hypocalcemia 
in cows. With its low cost and rapid blood iCa analysis, the meter is ideal 
for individual animal and herd-level monitoring on farms. 

Rapid Screening for 
Hypocalcemia in Cow’s 
Blood on Dairy Farm
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Figure 1. Schematic diagram showing the homeostatic response of a cow to low blood calcium concentration. 
These mechanisms act in parallel to increase blood calcium to a normal concentration. J. McArt, 2018.

approximately half the total serum calcium, 
and non-diffusible and complexed calcium 
account for 45% and 5%, respectively. Ionized 
calcium is the physiologically active form; its 
concentration is regulated by the parathyroid 
gland. A decrease in serum ionized calcium 
can cause involuntary muscle contraction and 
related neurological symptoms, regardless of 
the total serum calcium concentration.2

Total calcium is more stable than ionized 
calcium and is currently the easiest and 
recommended form to analyze. Although 
some studies show that total calcium is 
reasonably associated with ionized calcium 

concentrations in bovine blood, this 
relationship changes near calving.3

Ionized calcium (abbreviated as iCa but 
refers to free Ca2+ ion) measurement in blood 
is not only expensive but also requires special 
handling of samples. Samples must not be 
exposed to air. Exposure of blood sample to 
air changes the pH and thus the amount of 
ionized calcium in the sample. Also, samples 
must be processed as soon as possible as 
the stability over time is questionable. They 
can be submitted to veterinary diagnostic 
labs or veterinary clinics but the results are 
often inaccurate due to improper handling 
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A hipocalcemia, caracterizada pela redução do cálcio no sangue abaixo do 
nível normal, é um dos distúrbios mais comuns que afetam vacas leiteiras no 
início da lactação. Dentre as três formas de cálcio presentes no sangue, o 
cálcio ionizado (iCa) é a forma fisiologicamente ativa. Para auxiliar produtores 
de leite e médicos veterinários a medir o iCa em amostras de sangue de vacas 
imediatamente após a coleta no campo, a HORIBA desenvolveu e lançou o 
medidor de cálcio no sangue bovino LAQUAtwin Ca-11C, equipado com um 
sensor de cálcio substituível. Ele pode ser utilizado como dispositivo de 
triagem para detecção de hipocalcemia em vacas. Com seu baixo custo e 
análise rápida de iCa no sangue, o medidor é ideal para monitoramento 
individual de animais e em nível de rebanho nas propriedades leiteiras.

Introdução

Triagem Rápida de 
Hipocalcemia no Sangue de 
Vacas em Fazendas Leiteiras

Folheto Técnico

Entre os mamíferos, a causa mais comum de 
hipocalcemia aguda [hipo- baixo + calc(o)- cálcio + 
-emia condição sanguínea de] é a lactação ou 
produção de leite. A glândula mamária 
responsável pela lactação obtém cálcio a partir da 
corrente sanguínea. Logo após o parto, o animal 
fêmea precisa produzir leite suficiente para suprir 
sua prole. Essa demanda súbita de cálcio para a 
produção de leite pode esgotar rapidamente o 
cálcio do sangue e deixar o animal gravemente 
doente. Nesse estado, a glândula paratireoide 
estimula a secreção de hormônio paratireóideo 
(PTH), que por sua vez responde estimulando a 
atividade osteoclástica ou a liberação de cálcio 
dos ossos. Essa atividade leva tempo. O cálcio é 
obtido de forma mais rápida dos fluidos 
extracelulares e intersticiais. Quando o cálcio é 
retirado dos tecidos musculares, os músculos não 
conseguem se contrair e tornam-se fracos demais 
para sustentar o peso corporal. É por isso que as 
vacas frequentemente caem (“downer cows”) na 
chamada “febre do leite” (hipocalcemia). A 
hipocalcemia grave é potencialmente fatal e exige 
intervenção.¹
O cálcio é importante na coagulação sanguínea, 
na manutenção de ossos saudáveis, no 
crescimento e reparo ósseo, na transmissão 
nervosa, na contração muscular e na produção de 
leite. Quantidades excessivas ou insuficientes de 
cálcio no sangue e nos tecidos podem causar 
problemas devastadores de doença.¹ Existem três 
formas de cálcio em equilíbrio com o soro: cálcio 
não difusível ligado principalmente à albumina; 
complexos difusíveis de cálcio com lactato, 
bicarbonato, fosfato, sulfato, citrato e outros 
ânions; e cálcio ionizado difusível (Ca²⁺). O cálcio 

ionizado representa aproximadamente metade 
do cálcio total sérico, enquanto o cálcio não 
difusível e o complexado correspondem a 45% e 
5%, respectivamente. O cálcio ionizado é a 
forma fisiologicamente ativa; sua concentração 
é regulada pela glândula paratireoide. Uma 
diminuição no cálcio ionizado sérico pode 
causar contrações musculares involuntárias e 
sintomas neurológicos relacionados, indepen-
dentemente da concentração total de cálcio 
sérico.²
O cálcio total é mais estável que o cálcio 
ionizado e, atualmente, é a forma mais fácil e 
recomendada para análise. Embora alguns 
estudos mostrem que o cálcio total está 

razoavelmente associado às concentrações de 
cálcio ionizado no sangue bovino, essa relação 
muda próximo ao parto.³
O cálcio ionizado (abreviado como iCa, mas 
refere-se ao íon livre Ca²⁺) medido no sangue 
não é apenas caro, como também exige um 
manuseio especial das amostras. As amostras 
não podem ser expostas ao ar. A exposição da 
amostra de sangue ao ar altera o pH e, 
consequentemente, a quantidade de cálcio 
ionizado na amostra. Além disso, as amostras 
devem ser processadas o mais rápido possível, 
pois a estabilidade ao longo do tempo é 
questionável. Elas podem ser enviadas a 
laboratórios de diagnóstico veterinário ou 
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Figura 1. Diagrama esquemático mostrando a resposta homeostática de uma vaca à baixa concentração de cálcio no sangue. 
Esses mecanismos atuam em paralelo para aumentar o cálcio sanguíneo até uma concentração normal. J. McArt, 2018.
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Results and Benefits
Subclinical hypocalcemia (cows look normal) 
is more common than clinical hypocalcemia 
(milk fever). The iCa concentration in blood 
of dairy cows is considered to be normal 
between 1.05 and 1.30 mmol dm-3 (mmol 
dm-3 = mmol/L), although there are some 
differences among studies, and hypocalcemia 
is diagnosed at 0.9 mmol dm-3 or less.4

Screening dairy cows for hypocalcemia by 
measuring ionized calcium in blood using 
the LAQUAtwin Ca-11C can help dairy 
farmers and veterinarians assess cows’ risk 
and maximize their health by establishing 
monitoring and preventative strategies for 
individual animal or herd-level on farms.

A study was performed by HORIBA Advanced 
Techno, Co. Ltd. involving the LAQUAtwin 

Ca-11C and ABL-800 FLEX (laboratory gold 
standard; hereinafter referred to as ABL) to 
determine the optimum temperature of cow’s 
heparinized blood sample for measurement. 
ABL uses an ion electrode with flow-through 
type cell and performs calibration and 
measurement at 37°C. When the samples 
were adjusted to 20 to 25°C using a water 
bath and measured by LAQUAtwin Ca-11C, 
the differences between the measurement 
values of LAQUAtwin Ca-11C and those of 
ABL were 0.1 mmol dm-3 or less. Note that the 
two instruments have different measurement 
systems and temperatures. The LAQUAtwin 
Ca-11C cannot be used for diagnosis of 
hypocalcemia but it can help find cows 
possibly suffering from hypocalcemia and 
needing further examination and treatment.4

References and Suggested Readings

1. Christenson, D. Veterinary Medical Terminology E-Book, p. 248-250
2. Bhagavan, N.V., Chung-Eun Ha. Essentials of Medical Biochemistry, p. 488
3. McArt, J. Being a Mom is Hard: Calcium Demands of Early Lactation Dairy Cows. Retrieved from https://bit.ly/2MoTVvu
4. Utsumi, R. On-site Quick Measurement of Calcium Ion in Blood of Dairy Cow with Flat Ion Sensor by Rika Utsumi. Retrieved from https://bit.ly/2LOeFwF

Revision 1, 9 September 2020
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Method
Meter Calibration

Calibrate the LAQUAtwin Ca-11C using 
the 1.25 mmol/L and 2.50 mmol/L ionized 
calcium (Ca2+) standard solutions that 
come with the meter according to the 
instruction manual. The composition of 
the standard solutions is similar to the 
electrolyte composition of blood. To 
minimize error in the measurement, the 
standard solutions and sample should be 
at the same temperature. 

Sample Collection and Preparation

1. Collect blood sample from clean tail 
vein or neck jugular vein of cow into 
a blood collection tube that contains 
lithium heparin anticoagulant. Note: 
Blood collection tubes containing 
other anticoagulants may adversely 
affect the reading.

2. Take the temperature of the blood 
sample using a non-contact infrared 
thermometer. Wait for the sample 
temperature to fall in the range 20 
to 25°C. 

3. Place drops of blood sample onto the 
sensor and close the sensor cover. 
Wait for the reading to stabilize.

4. Record the calcium concentration.

Immediately after measuring the blood 
sample, wash the sensor with cleaning 
solution 251, which contains proteolytic 
enzyme that removes protein-based stains. 

and long elapsed time from collection. There 
are commercially available instruments 
designed for farm or field use, however, their 
high prices in addition to per sample costs 
make them too expensive for regular testing 
of large group of animals. Currently, there is 
no cost-effective solution for individual animal 
and herd-level monitoring on farms.

After extensive research and optimization of 
prototype, HORIBA launched the LAQUAtwin 
Ca-11C bovine blood calcium meter to 
deliver inexpensive, smaller, and simpler yet 
faster alternative to commercially available 
instruments intended for farm or field use. It 
measures ionized calcium in cow’s blood and 
can serve as screening device for detection 
of hypocalcemia in cows on dairy farms. 

The LAQUAtwin Ca-11C has a replaceable 
sensor with built-in thermistor that detects 
sample temperature and 0.8mm thick 
flat calcium ion selective membrane that 
accepts as little as 0.3ml sample. The meter 
displays sample reading in mmol/L unit in 
just few seconds.

Figure 4: LAQUAtwin Ca-11C and ABL-800 FLEX measurement results of blood samples obtained from a 
dairy cow suffering from hypocalcemia 
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Calibração do Medidor

Coleta e Preparação da Amostra

Referências e leituras sugeridas

Calibre o LAQUAtwin Ca-11C utilizando as 
soluções padrão de cálcio ionizado (Ca²⁺) de 
1,25 mmol/L e 2,50 mmol/L que acompan-
ham o medidor, seguindo as instruções do 
manual. A composição das soluções padrão 
é semelhante à composição eletrolítica do 
sangue. Para minimizar erros na medição, as 
soluções padrão e a amostra devem estar na 
mesma temperatura.

1. Colete a amostra de sangue da veia da 
cauda limpa ou da veia jugular do 
pescoço da vaca em um tubo de coleta 
de sangue que contenha 
anticoagulante heparina de lítio. Nota: 
Tubos de coleta com outros 
anticoagulantes podem afetar 
adversamente a leitura.

2. Meça a temperatura da amostra de 
sangue utilizando um termômetro 
infravermelho sem contato. Aguarde 
até que a temperatura da amostra 
esteja na faixa de 20 a 25°C.

3. Coloque gotas da amostra de sangue 
sobre o sensor e feche a tampa do 
sensor. Aguarde até que a leitura se 
estabilize.

4. Registre a concentração de cálcio.

Logo após medir a amostra de sangue, lave o 
sensor com a solução de limpeza 251, que 
contém enzima proteolítica capaz de 
remover manchas baseadas em proteínas.

Resultados e Benefícios
A hipocalcemia subclínica (vacas parecem 
normais) é mais comum do que a hipocalcemia 
clínica (febre do leite). A concentração de cálcio 
ionizado (iCa) no sangue de vacas leiteiras é 
considerada normal entre 1,05 e 1,30 mmol 
dm�³ (mmol dm�³ = mmol/L), embora existam 
algumas variações entre os estudos, e a 
hipocalcemia é diagnosticada quando o valor é 
igual ou inferior a 0,9 mmol dm�³.⁴
A triagem de vacas leiteiras para hipocalcemia, 
por meio da medição de cálcio ionizado no 
sangue utilizando o LAQUAtwin Ca-11C, pode 
ajudar produtores de leite e veterinários a 
avaliar o risco das vacas e maximizar sua saúde, 
estabelecendo estratégias de monitoramento e 
prevenção tanto para animais individuais quanto 
em nível de rebanho nas propriedades.

Um estudo foi realizado pela HORIBA Advanced 
Techno, Co. Ltd. envolvendo o LAQUAtwin Ca-11C e 
o ABL-800 FLEX (padrão-ouro laboratorial; 
doravante referido como ABL) para determinar a 
temperatura ideal da amostra de sangue 
heparinizado de vaca para medição. O ABL utiliza 
um eletrodo iônico do tipo fluxo contínuo e realiza 
calibração e medição a 37°C. Quando as amostras 
foram ajustadas para 20 a 25°C em banho-maria e 
medidas pelo LAQUAtwin Ca-11C, as diferenças 
entre os valores medidos pelo LAQUAtwin Ca-11C e 
os do ABL foram de 0,1 mmol dm�³ ou menos. 
Ressalta-se que os dois instrumentos possuem 
sistemas de medição e temperaturas diferentes. O 
LAQUAtwin Ca-11C não pode ser utilizado para o 
diagnóstico de hipocalcemia, mas pode ajudar a 
identificar vacas possivelmente afetadas por 
hipocalcemia que necessitam de exame 
complementar e tratamento.

1. Christenson, D. Veterinary Medical Terminology E-Book, p. 248-250
2. Bhagavan, N.V., Chung-Eun Ha. Essentials of Medical Biochemistry, p. 488
3. McArt, J. Being a Mom is Hard: Calcium Demands of Early Lactation Dairy Cows. Retrieved from 
4. Utsumi, R. On-site Quick Measurement of Calcium Ion in Blood of Dairy Cow with Flat Ion Sensor by Rika Utsumi. Retrieved from 

Referências e leituras sugeridas

ACESSE NOSSO SITE:

+55 62 3157-0566 info@axios-research.com

Av. Deputado Jamel Cecilio 2929 Qd. B27 Lote Área,
Sala 415 Ed. Brook�eld Towers, Jd. Goiás - Goiânia/GO

Figura 2. Três formas de cálcio e suas respectivas 
porcentagens no sangue

Figura 3. Termômetro infravermelho Horiba e tubo de 
coleta de sangue para medição de cálcio ionizado (Cai)

Figura 4. Resultados de medição das amostras de sangue obtidas de uma vaca leiteira com hipocalcemia, 
realizados pelos dispositivos LAQUAtwin Ca-11C e ABL-800 FLEX.
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Continuação da frente

clínicas veterinárias, mas os resultados frequente-
mente são imprecisos devido ao manuseio 
inadequado e ao longo tempo decorrido desde a 
coleta. 

Existem instrumentos comerciais projetados para 
uso em fazendas ou em campo, porém seus altos 
preços, somados aos custos por amostra, 
tornam-nos caros demais para testes regulares em 
grandes grupos de animais. Atualmente, não existe 
uma solução econômica para o monitoramento 
individual de animais e em nível de rebanho nas 
propriedades.

Após extensa pesquisa e otimização de protótipos, 
a HORIBA lançou o medidor de cálcio no sangue 
bovino LAQUAtwin Ca-11C, oferecendo uma 
alternativa barata, menor, mais simples e mais 
rápida em comparação com os instrumentos 
comerciais destinados ao uso em fazendas ou em 
campo. Ele mede o cálcio ionizado no sangue de 
vacas e pode ser utilizado como dispositivo de 
triagem para detecção de hipocalcemia em vacas 
em fazendas leiteiras. O LAQUAtwin Ca-11C possui 
um sensor substituível com termistor integrado 
que detecta a temperatura da amostra e uma 
membrana plana sensora a íons cálcio com 0,8 mm 
de espessura, que aceita uma amostra de apenas 
0,3 ml. O medidor exibe a leitura da amostra em 
mmol/L em apenas alguns segundos.

Escaneie o código para ver 
o vídeo online de coleta e 
medição de sangue


