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Schweiz. Arch. Tierheilk. / 22, 553-564, 1980

Aus dem Institut fiir Veterinir-Physiologie der .
Universitit Ziirich (Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c. H. Sporri)

Ket()nkiirperkonzentration in Blut, Milch und Urin bei gesunden un
an priméirer Ketose erkrankten Milchkiihen :

von H. Horber, F. Mdder und H. Jucker!

Einleitung

Die in den letzten Jahren bei unseren Milchkiihen erzielte Steigerung des Ertra-
8¢s fithrte zu vermehrtem Auftreten verschiedener Stoffwechselstérungen, von denen
die bovine Ketose besonders grosse Bedeutung erlangt hat. Hinsichtlich der Hiufig-
Keit der Erkrankung in unseren Milchviehbestinden fehlen jedoch verlissliche Anga-

en. Nach eigenen Informationen diirfte die bovine Ketose bei uns etwas weniger
hﬁuﬁg vorkommen als in Liandern mit besonders intensiver Milchwirtschaft, wo der

Tierarzt jéhrlich etwa 5% der Kithe wegen dieser Storung zu behandeln hat (Henkel

und Van Borstel, 1969; Baird et al., 1974).

Von zentraler Bedeutung fiir eine erfolgversprechende Therapie ist frithzeitige, si-
Cl}ere Erkennung der Erkrankung. Zur Sicherung der Diagnose stiitzt man sich auf
die auffilligste klinisch-chemische Veridnderung, auf die Ausscheidung von soge-
Nannten «Ketonkorperny im Harn und in der Milch. Schnellverfahren erlauben de-
Ten raschen Nachweis.

Da wihrend der Hochlaktation hiufig auch bei klinisch gesunden Kiihen im
Harp «Ketonkorper» nachzuweisen sind, stellten wir uns zur Aufgabe,

a) wihrend der Hochlaktation im Blut, im Harn und in der Milch gesunder und Ke-
tose-kranker Kiihe die Konzentration an Acetessigsidure (AcAc) und B-Hydroxy-
buttersdure (3-HB) zu bestimmen, und

b) allfillige Beziehungen zwischen der Ketonkorperkonzentration im Blut und derje-
nigen in Harn und Milch zu erfassen.

Material und Methoden

Versuchstiere

~ Es wurden 107 klinisch gesunde Kithe (38 der Rasse Braunvieh und 69 Holstein Friesian) so-
Wie 20 an boviner Ketose erkrankte Tiere untersucht (6 der Rasse Braunvieh, 14 Holstein Friesian).
e Tiere standen in der 2. bis 10. Laktation. Bei den gesunden Kiihen blieb die Probenahme auf
lere beschrinkt, deren Tagesgemelk mindestens 20 kg ausmachte und deren Abkalbetermin min-
destens 10 Tage, jedoch hochstens 6 Wochen zuriicklag. Im Bestreben, nur primire Ketosen zu er-
fassen, wurden bei den erkrankten Kithen Tiere mit anderweitigen klinischen Befunden von der
Ntersuchung ausgeschlossen.

I Adresse der Autoren: Winterthurerstrasse 260, CH-8057 Ziirich.
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Methoden

Acetessigsdure und B-Hydroxybuttersdure

Die Bestimmung der AcAc und der 3-HB in Blut, Milch und Harn erfolgte in Anlehnung an
Williamson et al. (1962) auf enzymatischem Wege unter Verwendung der D-(-)-3-Hydroxybutyrat-
Dehydrogenase (3-HBDH; EC 1.1.1.30) nach folgendem Prinzip:

pH 9,5_)
B-Hydroxybuttersdure + NAD+ E3-1‘11_113]7:‘)(1;1 Acetessigsdure + NADH + H+
pH /,

Bei 25° C betrigt die Gleichgewichtskonstante dieser Reaktion 1,42 X 10—9 (Krebs et al.
1962). Bei pH 9,5 liegt das Gleichgewicht der Reaktion zu etwa 85% auf der Seite von AcAc, bel
pH 7,0 zu mehr als 98% auf der Seite von 3-HB. Das Enzym 3-HBDH kann daher sowohl fiir di€
Bestimmung von AcAc wie auch fiir diejenige von 3-HB verwendet werden. Fiir die Bestimmung
von AcAc in Blut hielten wir uns weitgehend an die Methode von Mellanby und Williamson (1974):
fir 3-HB an die Methode von Williamson und Mellanby (1974). Die Modifikationen fiir die Bestim-
mungen in Milch und Urin wurden von Maeder (1980) beschrieben.

Glucose

Die Glucose im Blutserum wurde enzymatisch nach der Glucose-Oxydase-Methode be-
stimmt2.

Freie Fettsduren

Fiir die Bestimmung der Freien Fettsauren (FFS) stiitzten wir uns auf die von uns modifiziert¢
Methode von Bowyer et al. (1978). Dabei werden die FFS aus dem Serum extrahiert und mit Cu-
Ionen versetzt. Unter Zugabe von 1,5-Diphenylcarbazid wird mit den Cu-Seifen der farbige Cu-Di-
phenylcarbazidkomplex gebildet und seine Farbintensitit gemesssen.

Arbeitsweise

0,2 ml Serum werden mit 3,0 ml Glycinlosung in einem Zentrifugierglas gemischt und 5 min
stehen gelassen. Nach Zugabe von 4,0 ml Extraktionslosung wird die Mischung wihrend 30 min 6
mal kurz geschiittelt, dann zentrifugiert. 1.4 ml Uberstand werden mit 2,0 ml Kupferreagens ver-
setzt, wihrend 1 min geschiittelt und anschliessend zentrifugiert. Der Uberstand wird abfiltriert
und ein Aliquot von 0,8 ml bei 70° C eingedampft. Nach Zugabe von 1,0 ml Farbreagens wird di¢
Farbintensitit nach 30-60 min bei 535 nm photometrisch bestimmt und die Konzentration mittels
einer Palmitinsdurestandardlésung ermittelt.

Reagentien
Glycinlésung 0,1 M Glycinlosung; mit H,SO, pH 2,7 einstellen
Extraktionslosung  Aethylenglycolmonomethyldther und Dibutylather 1:1 (Vol./Vol.)
Kupferreagens Losung I 9 g CuSO, - 5H,0 in 1000 ml H,O

Losung II 100 g NaCl + 40 ml Glycerin + 600 ml H,0

+ 40 ml Piperidin + 5 ml Essigsiure conc.

Gebrauchslosung: Losung I + 11 1:1 (Vol./Vol.)

Farbreagens 0,5 g 1,5-Diphenylcarbazid*® in 100 ml Aethanol + 0,5 ml Essigsédure conc.

2 Fa. Boehringer, Mannheim, Deutschland
3 Fluka. Buchs SG
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Ergebnisse

Tabelle 1 orientiert iiber die Konzentration von Glucose und FFS im Blutserum.
Bei beiden Parametern besteht zwischen den 2 Versuchsgruppen ein signifikanter
Unterschied. Hinsichtlich der FFS ergaben sich bei beiden Gruppen grosse Konzen-
trationsschwankungen. Gemessen an den Kontrolltieren betrug die mittlere Konzen-
tréftion bei den erkrankten Tieren 237%. Abbildung 1 ist zu entnehmen, dass die
Mllchleistung der gesunden Kontrolltiere die Glucosekonzentration im Serum nicht
beeinflusste. Der mit hoher Milchleistung erkennbare Abfall der Konzentration der
FFS erwies sich ebenfalls als nicht signifikant.

Aus Tabelle 2 ist die Konzentration von AcAc und 3-HB in Blut, Milch und Urin
Crsichtlich. Die ketotischen Tiere weisen bei allen Vergleichen hochsignifikant
(f_’< 0.001) hohere Werte auf. Im Blut iiberwiegt die Konzentration der 3-HB stark,
Mmmt aber bei steigenden Konzentrationen relativ ab.

~ In der Milch der gesunden Kiihe ist die Konzentration von AcAc und 3-HB recht
Medrig und betrigt lediglich etwa 20 bzw. 10% der Werte im Blut. Unabhingig von
der Gesamtketonkorperkonzentration ist in der Milch die Konzentration der 3-HB
bei den gesunden und ketotischen Kithen immer etwa 2-3 mal so hoch wie die Kon-
Zentration der AcAc. '

Was die Verhiltnisse im Urin anbelangt, f4llt bereits bei den gesunden Tieren die
hohe Konzentration an Ketonkorpern auf. Zusitzlich ist bei den ketotischen Tieren

Tabelle | Konzentration von Glucose und Freien Fettsduren im Blutserum der gesunden und der
an Ketose erkrankten Tiere

Gesunde Kiihe " Ketotische Kiihe Unter-

X S min. max. X S min. max. schiede
G111.cose(mg/ 100 ml) 34,8 6,35 220 52,0 30,8 8,25 170 460 *
Freje Fettsiduren (uMol/I) 431 276,1 112 1708 1022 568,6 300 2113  ***

TE!'bell:: 2 Konzentration von Acetessigsdure (AcAc) und B-Hydroxybuttersiure (3-HB) in Blut,
llch und Urin (mg/ 100 ml) der gesunden und der an Ketose erkrankten Tiere

Gesunde Kiihe Ketotische Kiihe Unter-

X S min.max. X S min. max. schiede
By AcAc 1,1 1,34 0,1 6,7 70 3,62 2,1 157 ***
3-HB 5,7 3,11 22 179 23,0 563 13,8 33,4 ***
Milch AcAc 02 020 00 11 1,3 0,86 0,6 37 ***
3-HB 0,5 031 0,1 1,7 36 2,08 1,2 7.8 x¥x
Urin AcAc 151 29,39 0,1 171,7 170,7 68,65 103,8 360,7 ***
3-HB 40 894 0,0 822 1279 80,09 9,8 261,5 ¥**

P < 0,05

" P <0001
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Abb. 1 Konzentration der Ketonkorper (Acetessigsidure + B-Hydroxybuttersidure) im Blut sowie
der Freien Fettsduren und der Glucose im Blutserum in Abhingigkeit von der Milchleistung bei
den gesunden Kontrolltieren.
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der Anstieg weit massiver als im Blut oder in der Milch. Bemerkenswert ist ferner,
dass die AcAc-Konzentration diejenige der 3-HB deutlich tibertrifft.

Die Korrelation zwischen der AcAc und der 3-HB im Blut ist aus Abbildung 2
ersichtlich. Der Korrelationskoeffizient von r = 0,93 erwies sich als hoch signifikant
(P< 0.001). Ahnliche Grossen erreichten die Korrelationskoeffizienten zwischen den
Zwei Variablen in der Milch (r = 0,93) und im Urin (r = 0,85).

Abbildung 3 vermittelt die Beziehung zwischen der AcAc im Blut und der AcAc
in der Milch bzw. im Urin, Abbildung 4 diejenige fiir die 3-HB. Die durchwegs hohen
Korrelatlonskoefflzlenten bestitigen, dass zwischen den Konzentrationen in den ver-
Schiedenen Fliissigkeitskompartimenten sowohl fiir die AcAc als auch fiir die 3-HB
€nge Beziehungen bestehen. Wihrend mit zunehmender AcAc-Konzentration im
Blut der Anstieg in Milch und Urin weitgehend linear erfolgt, zeigt sich bei der 3-HB
In Milch und Urin eher ein exponentieller Anstieg.

Diskussion

Bei Milchkiihen ist die Konzentration der Blutglucose wihrend der Hochlakta-
tion bedeutend tiefer als wihrend der Galtperiode (Schultz, 1958; Farries, 1975). Da
Unsere Kontrolltiere durchwegs hohe Milchleistungen erbrachten, ist die niedrige
Glucosekonzentration weiter nicht verwunderlich und erklirt auch den eher geringen
Unterschied zu den ketotischen Tieren. Mitbestimmend fiir die geringe Differenz
diirfte auch der Umstand sein, dass ketotische Kiihe nach einer anfianglich stark hy-
Poglykamischen Phase wieder etwas hohere Glucosekonzentrationen aufweisen
(Kronfeld und Emery 1970). Die sich stark iiberschneidenden Werte der zwei Grup-
Pen lassen auch erkennen, dass sich verschiedene klinisch gesunde Tiere in einer kriti-
Schen Stoffwechsellage befanden.

Ungeniigende Energieaufnahme kann nicht nur in sinkendem Glucosegehalt,
Sondern auch in steigender Blutkonzentration an FFS und Ketonkorpern zum Aus-
druck kommen. Die FFS werden in Fettgeweben mobilisiert und als Energietriager
ins Blut abgegeben. Die Blutserumkonzentration an FFS ist daher ein empfindliches
Mass fiir den Abbau von Korperfett. Nach Reid und Hinks (1962) soll der Blutspiegel
der FFS die Energieversorgung sogar empfindlicher anzeigen als der Glucose- oder
Ketonkorpergehalt des Blutes. Da die Energieaufnahme wihrend der Laktationsspit-
Z¢ hiufig ungeniigend ist, werden in dieser Produktionsphase hohere FFS-Konzen-
trationen gemessen als wihrend der Galtperiode. Nach Radloff et al. (1966) fillt die
Maximale Konzentration hiufig mit der maximalen Milchproduktion zusammen.
Das hohe Leistungsniveau der Kontrolltiere diirfte daher weitgehend schuld sein,
dass die von uns ermittelte Konzentration der FFS relativ hoch liegt. In Ubereinstim-
Mung mit anderen Autoren wurde bei den an Ketose erkrankten Kiihen stark erhohte
Konzentration an FFS gefunden (Adler et al., 1963; Kronfeld, 1965; Radloff und

Schultz, 1967; Cote et al., 1969; Kronfeld und Emery, 1970; Baird und Heitzman,
1971).
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Beim Wiederkiuer spielen bei der Ketonkérperbildung hauptsichlich zwei Quel-
len eine Rolle: Die Buttersiure aus den Vormigen und die FFS aus dem Blut. Die
Herkunft der Ketonkorper bei der bovinen Ketose ist noch nicht vollig geklart. Wah-
'end die Ketonkérperbildung aus FFS unbestritten zunimmt (Baird et al., 1979), wer-
den nach Kronfeld (1970) — mindestens in der Zeit wihrend der noch Futter aufge-
Nommen wird — auch aus Buttersiure in betrichtlicher Menge Ketonkorper gebildet
(sogenannte alimentire Ketogenese).
~ Obwohl die Konzentration der 3-HB im Blut bei gesunden und kranken Tieren
!mmer hoher war als diejenige der AcAc, war auch letztere im Gegensatz zu Thin und
Robertson (1953) in jedem Falle messbar. Dies diirfte auf die von uns verwendete, en-
Zymatische Bestimmungsmethode zuriickzufithren sein, die den ilteren, chemischen
Methoden beziiglich Empfindlichkeit und Spezifitit tiberlegen ist. Unsere fiir gesun-
de Kiihe bestimmten Blutmittelwerte liegen etwas hoher als die Werte anderer Auto-
Ten (Kronfeld et al., 1968; Kronfeld und Emery, 1970; Kelly, 1977). Bei den ketoti-
Schen Tieren liegen unsere Werte im erwarteten Rahmen (Duncan et al., 1939; Thin
und Robertson, 1953; Kronfeld et al., 1968; Kronfeld und Emery, 1970; Vazquez, 1970;
Baird und Heitzman, 1971).

In Ubereinstimmung mit Thin und Robertson (1953) sowie Menahan et al. (1967)
Wurde bei steigender Ketonkorperkonzentration ein relativ hoherer Anteil an AcAc
8emessen. Dies diirfte weitgehend auf die von Kronfeld et al. (1968) beschriebene,
Vermehrte Umwandlung von 3-HB in AcAc im Euter von ketotischen Tieren zuriick-
Zufithren sein. Mitbestimmend mag auch eine verminderte Produktion von 3-HB in
der Vormagenwand bei anorexischen Kiithen sowie die gleichzeitig stark gestiegene
hepatische'Bildung von AcAc aus FFS sein. :

Bisher wurden Ketonkérper in der Milch mit chemischen Methoden bestimmt.
Nach Kronfeld (1970) soll die Ketonkorperkonzentration in der Milch ungefihr derje-
Nigen im Blutplasma entsprechen; Schultz und Myers (1959) fanden jedoch nur
kIlapp die Hilfte der Blutketonkorperkonzentration. Rosenberger (1970) gibt als Nor-
Mmalwert in der Milch eine Konzentration von 0-3 mg/ 100 ml an.

Der von uns bestimmte Gehalt fiir AcAc und 3-HB in der Milch gesunder Kiihe
ﬁegt sehr tief, er macht lediglich 10% des Blutketonkorpergehaltes aus. Unser Befund
ISt kaum darauf zuriickzufithren, dass die Komponente Aceton nicht mitbestimmt
Wurde, weil dies im Blute ebenso erfolgte und bei tiefen Konzentrationen von AcAc
und 3-HB auch der Acetongehalt gering ist (Reid, 1962; Menahan et al., 1967; Rosen-
berger, 1970).

Obwohl die an Ketose erkrankten Tiere in der Milch betrichtliche Mengen an
AcAc und 3-HB aufweisen und sich eindeutig von den gesunden Tieren unterschei-
den, lagen unsere Werte unter den in der Literatur angegebenen Spitzenwerten (Thin
und Robertson, 1953; Schultz und Myers, 1959).

Tiere in Hochlaktation scheiden unterschiedliche, teilweise jedoch betrichtliche
Mengen an Ketonkorpern iiber den Harn aus. Unser Mittelwert fiir gesunde Tiere
liegt im Bereiche der mit chemischen Methoden gemessenen Werte (Duncan et
al.,1939; Thin und Robertson, 1953; Vazquez, 1970). Auffallend ist, dass der Harn, im
Gegensatz zu Blut und Milch, weniger 3-HB enthilt als AcAc (Thin und Robertson,
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1953; Reid, 1962). Aus Abbildung 4 ist zu entnehmen, dass die 3-HB in der Niere bel
einer Blutkonzentration von unter 10 mg/100 ml praktisch quantitativ riickresorbiert
wird. '

Auch fiir an Ketose erkrankte Kiihe sind in der Literatur unterschiedliche Anga-
ben zu finden (Duncan et al., 1939; Thin und Robertson, 1953; Vazquez, 1970). Keto-
tische Kithe scheiden grosse Mengen AcAc und 3-HB iiber den Urin aus. Uberein-
stimmend mit Reid (1963) ergaben auch unsere Untersuchungen, dass bei sehr stark
erhohter Ausscheidung die Komponente 3-HB tiberwiegen kann.

Aus dem vorhin Festgehaltenen geht hervor, dass geringgradige Hypoglykimie
sowie gleichzeitiger Anstieg der Ketonkorperkonzentration in Blut, Milch und Harn
wihrend der Phase der maximalen Milchproduktion nicht als pathologisch zu be-
trachten sind. Es wiire deshalb falsch, alle Tiere mit hoherem Ketonkdrperblutspiegel
und geringgradiger Ketonurie als erkrankt zu bezeichnen. Kronfeld forderte 1970:

«It is necessary to differentiate between physiological ketosis and the prodromal

stages of acetonaemia.y

Nicht einfach ist es jedoch, die Grenze zwischen «physiologisch erhéhty und
«subklinisch erkrankt» zu ziehen. Wie die vorliegenden Untersuchungen erneut ge-
zeigt haben, kénnen die individuellen Unterschiede recht betrichtlich sein. So fand
sich bei den gesunden Kontrolltieren eine Kuh mit einer Ketonkorperkonzentration
von 24,2 mg/100 ml Blut, wihrend ein erkranktes Tier lediglich 16,0 mg aufwies. In
Ubereinstimmung mit den vorstehend erwihnten Autoren scheint die kritische Blut-
konzentration der Ketonkorper dennoch etwa bei 15 mg/ 100 ml zu liegen. Wird diese
Grenze uberschritten, so ist es angezeigt, auch beim Fehlen einer klinisch manifesten
Ketose prophylaktische Massnahmen zu ergreifen.

Zusammenfassung

Bei 107 gesunden und bei 20 an primirer Ketose erkrankten Milchkithen wurde die Konzen-
tration der Acetessigsidure und der B-Hydroxybuttersiure im Blut, in der Milch und im Harn mit-
tels einer enzymatischen Methode bestimmt. Im Blutserum wurde weiter die Konzentration an
Glucose und an Freien Fettsduren gemessen.

Die Ketonkorperkonzentration in Blut, Harn und Milch der kranken Tiere war signifikant ho-
her als die der gesunden Tiere. Zudem wiesen die kranken Kiihe signifikant tiefere Glucose- und
hohere Freie Fettsdure-Blutspiegel auf.

Auch gesunde Tiere, d.h. Tiere ohne klinische Symptome, kénnen withrend der Hochlaktation
in Blut, Harn und Milch erhéhte Ketonkorperspiegel aufweisen. Eine gewisse Erhohung muss als
physiologisch betrachtet werden.

Résumé

Chez 107 vaches laitiéres saines et chez 20 vaches atteintes d’'une cétose primaire, les auteurs
ont déterminé la concentration de I'acide acéto-acétique et de I’acide -hydroxybutyrique dans le
sang, le lait et 'urine a I'aide d’'une méthode enzymatique. Ils ont en outre mesuré la concentration
du glucose et de I'acide gras non-esterifié dans le sérum sanguin.

La concentration des corps cétoniques dans le sang, le lait et I'urine des animaux malades était
manifestement supérieure a celle des animaux sains. D’autre part les vaches malades présentaient
un taux sanguin en glucose nettement plus bas et en acides gras non-esterifiés nettement plus élevé.
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Lors de fortes lactations, des vaches saines sans symptdmes cliniques peuvent aussi présenter
€S taux sanguins plus élevés de corps cétoniques dans le sang, le lait et I'urine. Cependant une
Certaine augmentation doit &tre considérée comme physiologique.

Riassunto

In 107 vacche normali e in 20 affette da chetosi primaria sono state determinate per mezzo di
UN metodo enzimatico le concentrazioni di acido acetacetico e di acido B-idrossibutirrico nel san-
gue, nel latte e nell’'urina. Nel siero di sangue ¢ stata inoltre determinata la concentrazione di gluco-
S0 e di acidi grassi liberi.
. La concentrazione di corpi chetonici nel sangue, nell’'urina e nel latte degli animali malati era
PIU alta in modo significante che negli animali sani. Oltreccid le vacche malate mostravano valori
1glucosio significativamente pil bassi e quote di acidi grassi liberi significativamente piu alte degli
animal; sani.
Anche animali sani, cioé animali senza sintomi clinici, possono avere al culmine della lattazio-
NIe, aumento dei corpi chetonici in sangue, urina e latte. Un certo rialzo delle quote dei corpi cheto-
Nici ¢ da considerarsi fisiologico.

Summary

Acetoacetate and B-hydroxybutyrate in blood, milk and urine as well as glucose and free fatty
acids in blood were measured in a total of 107 healthy and 20 dairy cows with primary ketosis.

. In cows with primary ketosis ketone body concentrations in blood, milk and urine were signi-
flﬁlantly higher, blood glucose significantly lower and free fatty acid concentration significantly hig-
her than in healthy animals.

During the period of maximum lactation ketone body concentrations can be increased even in
hea]thy cows. An increase to some degree must be regarded as physiological.
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Einfluss der Vakzinierung gegen Maul- und Klauenseuche, Brucellose und Tollwut auf die Tuberku-
linreaktion, von I.N. De Kantor, N. Marchevsky und R. Lombardo (Pan American Zoonoses Cen-
ter, Buenos Aires).
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Eine Abnahme der Stirke der Tuberkulinreaktion wihrend viralen Infektionen oder nach der
Applikation von Virusvakzinen wurde beim Menschen beobachtet. Variabilitit der Reaktion wurde
auch bei gewissen bakteriellen Infektionen beim Menschen wie beim Meerschweinchen gesehen.

In verschiedenen Lindern Siidamerikas und der Karibik sind Tuberkulose-Bekampfungsver-
fahren im Gang in Viehbestinden, die gegen Maul- und Klauenseuche, Tollwut und Brucellose
schutzgeimpft werden. Die Verimpfung der Vakzinen zugleich mit der Tuberkulinprobe wiirde das
Programm vereinfachen und verbilligen. An Meerschweinchen und Rindern wurden deshalb Ver-
suche angestellt um zu priifen, ob diese Vakzinationen einen Einfluss auf das Tuberkulinisierungs-
resultat haben, wenn sie gleichzeitig oder kurz vorher durchgefithrt werden.

Es ergab sich, dass bei der gewihlten Versuchsanordnung beim Rind weder Maul- und Klau-
enseuche- noch Tollwut-Vakzinierung das Tuberkulinisierungsresultat beeinflusst. Aus praktischen
Griinden wird aber geraten, die Rinder im Moment der Ablesung der Tuberkulinreaktion zu vakzi-
nieren.

R F.B.
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