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Eidgendssische Forschungsanstalt frir Nutztiere, Posieux

Bestimmung von 3-Hydroxybutyrat in der
Milch mit Teststreifen: ein neues Hilfsmittel
zur Diagnose der subklinischen und
klinischen Ketose der Kuh

A. Gutzwiller

Zusammenfassung

Zur Evaluation eines Teststreifens zur halbquanti-
tativen Bestimmung von 3-Hydroxybutyrat (BHB)
in der Milch wurde die Konzentration an BHB
bei klinisch gesunden und bei an Ketose erkrank-
ten Kithen mit den Teststreifen bestimmt. Eine
quantitative BHB-Bestimmung auf einem Analy-
sengerit erfolgte in 39 dieser Milchproben sowie
in 88 Blutproben, die gleichzeitig wie die Milch-
proben genommen wurden. Die Resultate der
mit beiden Untersuchungsmethoden bestimmten
BHB-Konzentration in der Milch stimmen gut
uberein (r = 0.92; BHB quantitativ = - 9.9 +
1.25XBHB halbquantitativ). Auch zwischen der
BHB-Konzentration im Plasma und der mit Test-
streifen bestimmten BHB-Konzentration in der
Milch besteht ein starker Zusammenhang, ob-
wohl BHB im Plasma in viel hoherer Konzentra-
tion vorkommt als in der Milch (r = 0.84; Plasma-
BHB in mmol/l = 0.23 + 0.009 XMilch-BHB halb-
quantitativ in umol/l). Der Schnelltest eignet sich
zur Diagnose sowohl von klinisch manifester Ke-
tose als auch zur Uberpriifung der Energiestoff-
wechsellage von Hochleistungskiihen.

Schliisselworter: Hydroxybutyrat — Milch —
Ketose — Teststreifen — Kuh

A dipstick test for the determination of
B-hydroxybutyrate in milk: a new tool for the
diagnosis of clinical and subclinical hovine
ketosis

In order to evaluate a dipstick test for the semi-
quantitative determination of S-hydroxybutyrate
(BHB) in milk, we determined the BHB content
in milk samples of healthy and ketotic high yield-
ing dairy cows with the dipsticks. BHB was ana-
lysed on an analyser in 39 of these milk samples
as well as in 88 blood samples which were
drawn when milk samples were obtained. There
was a strong correlation between milk BHB
values which were determined with the two
methods (r = 0.92; BHB quantitative = - 9.9 +
1.25XBHB dipstick value). Although BHB con-
centration in plasma is much higher than in milk,
the correlation between plasma BHB, determi-
ned on an analyser, and the dipstick test results
in the corresponding milk samples was also qui-
te strong (r = 0.84; plasma BHB in mmol/l = 0.23
+ 0.009 Xmilk BHB in umol/l, determined with
dipsticks). The dipstick test is suitable for the
diagnosis of clinical ketosis and for monitoring
the energy status of high yielding dairy cows.

Key words: hydroxybutyrate — milk — keto-
sis — test strip — cow

Einleitung tion meist erniedrigt ist. Zur klinisch-chemischen Erfas-

sung der Energiestoffwechsellage der Kuh werden des-
An Ketose erkrankte Kiihe haben einen erhdhten Gehalt  halb hiufig S-Hydroxybutyrat (BHB) und Glukose im
an Ketonkorpern (Aceton, Acetoacetat und S-Hydroxy-  Blutplasma analysiert (Blowey, 1992). Da die Ketonkor-
butyrat) im Blutplasma, wihrend die Glukosekonzentra-  perim Harn und mit der Milch ausgeschieden werden,ist
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die Ketonkorperbestimmung im Harn und in der Milch
ebenfalls zur Ketosediagnostik geeignet.

In Deutschland sind seit einiger Zeit Teststreifen zur
halbquantitativen Bestimmung von BHB in der Milch
(Ketolac BHB, Hoechst Veterinir GmbH) im Handel er-
hiltlich. Dieser Test soll als Diagnosehilfsmittel bei kli-
nisch manifesten Ketosefillen und auf Herdenbasis zur
Bestimmung der Inzidenz an subklinischen Ketosefillen
dienen. In einer Untersuchung an klinisch gesunden
Hochleistungskithen zu Beginn der Laktation und an Kii-
hen mit klinisch manifester Ketose wollten wir die Zu-
verlissigkeit der halbquantitativen Messmethode priifen
und BHB-Werte in der Milch ermitteln, welche bei gesun-
den Hochleistungskiihen gefunden werden, die unter
schweizerischen Bedingungen gefiittert werden.

Tiere, Material und Methoden

Die untersuchten Milch- und Blutproben stammten von
Milchkiihen der Eidgenossischen Forschungsanstalt fiir
Nutztiere, Posieux, sowie von verschiedenen Landwirt-
schaftsbetrieben (Tab. 1). Die untersuchten Kiihe befan-
den sich in den ersten vier Laktationsmonaten. Bei acht
Kihen der Forschungsanstalt, welche in einem Fiitte-
rungsversuch standen, untersuchten wir in den Lakta-
tionswochen 1, 4, 8 und 12 je eine Milch- und eine Blut-
probe. Die Ration dieser Versuchstiere bestand, auf die
Trockensubstanz bezogen, aus rund 50% Maissilage, 20%
Heu, 5% Futterriiben und 15% Kraftfutter (Jans, 1994).
Um die Wiederholbarkeit der Teststreifenmethode zu
prifen, wurden zusitzlich mit Teststreifen Doppelbe-
stimmungen in Milchproben von weiteren 30 Kithen
durchgefiihrt, die vor weniger als vier Monaten abge-
kalbt hatten.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Probenabmen und die
Vergleiche der Untersuchungsresultate

untersuchte Anzahl der miteinander verglichenen
Kiihe Proben
Milch-Teststreifen/ | Milch-Teststreifen/
Plasma quantitativ | Milch quantitativ
klinisch gesunde Kiihe 45 31
Kiihe mit klinischer Ketose | 11 8
8 Versuchskiihe 32 0
Anzahl Vergleiche 88 39

Die Blutproben wurden aus der V. jugularis entnommen,
und 20 ml Milch wurden unmittelbar vor bzw. nach der
Blutentnahme in ein Proberéhrchen gemolken. Inner-
halb einer Stunde nach der Probenahme erfolgte die
BHB-Bestimmung in den Milchproben mit den Teststrei-
fen (im folgenden als halbquantitative Bestimmung be-
zeichnet). Die Farbintensitit auf den Teststreifen wurde
visuell mit den Farben einer Skala verglichen, welche
BHB-Konzentrationen von 0,50, 100, 200,500 und 1000
umol/1 entsprechen. Wenn die Farbintensitit auf dem
Teststreifen zwischen zwei Farbstufen der Skala lag, nah-
men wir an, dass die BHB-Konzentration der Milchprobe
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dem Mittel der beiden auf der Skala aufgefiihrten Kon-
zentrationen entsprach. Die quantitative Bestimmung
der BHB-Konzentration in den Milch- und Plasmaproben
wurde im Labor mit einem Kit (Kit 310-A, Sigma) auf
einem Analysengerit (Cobas-Mira, Roche) durchgefiihrt.
Fur die quantitative Milchanalyse im Labor wurde die
Molke verwendet, welche durch Labzugabe zur Milch-
probe und anschliessende Zentrifugation gewonnen
wurde.

In einer ersten Untersuchungsperiode verglichen wir
den mit den Teststreifen bestimmten BHB-Gehalt der
Milch mit dem quantitativ bestimmten BHB-Gehalt im
Blutplasma; in einer anschliessenden Untersuchung be-
stimmten wir den BHB-Gehalt in den Milchproben so-
wohl quantitativ als auch mit den Teststreifen (Tab. 1).
Die Korrelation zwischen den Messwerten, die mit den
Teststreifen und mit der quantitativen Methode be-
stimmt worden waren, wurde als Mass fur die Prizision
des gepruften Tests verwendet.

Resultate und Diskussion

Die Abbildung 1 zeigt die sowohl quantitativ als auch
semiquantitativ bestimmten BHB-Werte in 39 Milchpro-
ben. Acht der 39 Kiihe hatten eine klinisch manifeste
Ketose. In der Milch der kranken Tiere wurden mittels
der Teststreifen BHB-Gehalte von liber 200 umol/l be-
stimmt, wihrend bei den klinisch unauffilligen Tieren
Werte bis 200 umol/l gefunden wurden. Wir fanden eine
hohe Korrelation zwischen den quantitativ und semi-
quantitativ bestimmten Gehaltswerten (r = 0.92; BHB
quantitativ = - 9.9 + 1.25XBHB halbquantitativ). Die
hohe Korrelation zeigt, dass die Teststreifenmethode
recht prizis ist. Die Wiederholbarkeit der Messresultate,
ein weiteres Mass fiir die Prizision einer Messmethode,
war ebenfalls gut: Bei allen Doppelbestimmungen in 30

600
g 500 - - . - e® o - ®
£
% 400
,“i—‘t_)( L] o o
g
2 300
6
H
‘é’ 200 % o o0 -
m ape o o
% 100}  ow- srEwy e

o oo 39 Milchproben
e r=0.92
0 —e
0 200 400 600 800
BHB quantitativ (umol/l)
Abbildung 1: BHB in der Milch. Bestimmung
quantitativ und mit leststreifen
Schweizer
Archiv fiir
Tierheilkunde



122 A. Gutzwiller  Bestimmung von B-Hydroxybutyrat mit Teststreifen

600 60
—~ 500 - e o0 o0 o
=
2 2
i 400 = 40
"5 L L ] . g
S 300 <
o
R=) 200 |- o - e ° ® e %0 20
% e e o - e L] M
M 100 oe .. . . .
woamwme  @ve 88 Milch- und 88 Blutproben
°» oonIn
*se o r=0.84
0 0
0 1 2 3 4 5 6 7 2 4 8 12
BHB im Plasma (mmol/l)

Abbildung 2: BHB im Plasma (quantitative 5
Bestimmung) und in der Milch (1eststreifen) 0
on
Milchproben, die zwischen 0 und 200 umol/l BHB ent- % =
hielten, wies der Farbumschlag auf beiden Teststreifen a -10
jeweils auf die gleiche BHB-Konzentration (0, 50, 100 d 15
bzw. 200 umol/). Z
Die Abbildung 2 zeigt den Zusammenhang zwischen der 5 2
quantitativ bestimmten BHB-Konzentration im Plasma -25
und dem halbquantitativ bestimmten BHB-Gehalt in der 230
Milch. Obwohl die BHB-Konzentration im Plasma rund 2 4 8 12

10mal so hoch ist wie in der Milch, fanden wir eine hohe
Korrelation zwischen der BHB-Konzentration im Plasma
und der mit Teststreifen gemessenen BHB-Konzentration  Abbildung 3. Milchleistung und Energiebilanz von
in der Milch (r = 0.84; Plasma-BHB in mmol/l = 0.23 +  acht Versuchskiihen. Mittelwerte und
0.009XMilch-BHB halbquantitativ .in umol/D). In den Standardabweichungen

Milchproben der 11 an klinischer Ketose erkrankten
Kiihe sowie einer klinisch unauffilligen Kuh, welche im
Rahmen dieses Vergleichs untersucht wurden, fanden
wir Uiber 200 umol/l BHB.

Die Abbildungen 3 und 4 sowie die Tabelle 2 zeigen die
Milchleistung und die Energiebilanz der acht untersuch-
ten Versuchskiihe in der 1., 4., 8. und 12. Laktationswo-
che sowie die Resultate der BHB-Bestimmungen im Blut-
plasma und in der Milch. Das Energiedefizit der Kiihe
war in der 4. Woche signifikant hoher als in der 1. und
12. Woche (P <0.05) und tendenzmissig hoher als in der
8. Woche (P < 0.15). Die BHB-Konzentration im Plasma
(Abbildung 4) war in der 4. Laktationswoche, d.h. zum
Zeitpunkt des hochsten Energiedefizits, tendenzmissig
hoher als zu den Zeitpunkten der anderen Probenahmen
(P < 0.15). Keine der acht Versuchskiihe wurde wegen 0
einer klinisch manifesten Ketose behandelt. Wir fanden 0 2 4 6 8 10 12 14
keine signifikante Korrelation zwischen der BHB-Kon-
zentration im Plasma der einzelnen Kithe in der 1., 4., 8.
und 12. Woche und der Hohe des Energiedefizits in der  Abbildung 4: BHB im Plasma von achi
Woche vor der Entnahme der Blutproben.Aus den Resul-  Versuchskiiben. Mittelwerte und

taten der semiquantitativen Milchuntersuchungen geht  Standardabweichungen

Laktationswoche

2.5

BHB (mmol/l)

Laktationswoche

Tabelle 2: BHB in der Milch der acht  Befund (umol/D) 1. Woche 4. Woche 8. Woche 12. Woche
Versuchskiibe (semiquantitative <100 (negativ) 7 6 3 5

Bestimmungen). Anzabl Proben mit ~ 100-200  (fraglich) 1 2 5 3
negativem bzw. fraglichem Befund ~ 2007500  (positiv) d 0 g 0
> 500 (stark positiv) 0 0 0 0
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nicht hervor, dass das Energiedefizit der Kiihe in der
4. Laktationswoche hoher war als zu den Zeitpunkten
der anderen Probenahmen.

Die Resultate der vorliegenden Untersuchung zeigen,
dass der BHB-Gehalt der Kuhmilch mit den Teststreifen
zuverldssig bestimmt werden kann. Die untere Nach-
weisgrenze diirfte nach unseren Erfahrungen im Bereich
50-75 umol BHB/1 Milch liegen: In 10 Milchproben, wel-
che aufgrund des Teststreifenresultats kein BHB (d.h.
< 50umol/D) enthielten, wurden mit der quantitativen
Analysemethode bis maximal 75 umol BHB/I gemes-
sen (6 Werte < 50umol/l, 4 Werte zwischen 50 und 75
umol/). Unsere Beobachtung, dass BHB-Gehalte von
iiber 200 umol/I in der Milch praktisch ausnahmslos bei
Kiihen gefunden werden, welche an einer klinisch mani-
festen Ketose erkrankt sind, deckt sich mit den Erfahrun-
gen von Dirksen et al. (1995). Mit den Teststreifen be-
stimmte BHB-Gehalte von tiber 200 umol/I Milch zeigen
in der Regel eine behandlungsbediirftige Ketose an.
Uber ein Viertel der von uns untersuchten klinisch un-
auffilligen Hochleistungskiihe hatte BHB-Gehalte zwi-
schen 100 und 200 umol/l Milch; laut Angaben in der
Gebrauchsanweisung zu den Teststreifen liegen diese
Werte im fraglichen Bereich. Dirksen et al. (1995) unter-
suchten die Milch von 49 Hochleistungskithen (Jahres-
milchleistung > 6000 kg) wihrend der ersten 12 Lakta-
tionswochen mit Teststreifen. Sie fanden bei 14 Kiihen
(= 29%) Werte von 100 umol/l und mussten 6 dieser

L’analyse du 3-hydroxybutyrate dans le lait

a ’aide d’un test a bandelette: une aide pour
le diagnostic de I’acétonémie subclinique et
clinique de la vache laitiére

Pour évaluer un test a bandelette pour la déter-
mination semiquantitative du S-hydroxybutyrate
(BHB) dans le lait, la teneur en BHB du lait de va-
ches saines et de vaches souffrant d’acétonémie
a été déterminée avec des bandelettes. Dans 39
des échantillons de lait et dans 88 échantillons
de sang prélevés en méme temps que le lait, le
BHB a été analysé de maniére quantitative sur un
analyseur. Une bonne corrélation est constatée
entre les teneurs en BHB du lait obtenues avec
les deux méthodes (r = 0.92; BHB quantitatif =
-9.9 + 1.25XBHB semiquantitatif). La corrélation
entre la teneur dans le lait déterminée avec les
bandelettes et la teneur dans le plasma sanguin
analysée de maniere quantitative est également
bonne, malgré la concentration sanguine plus
élevée (r = 0.84; BHB sanguin en mmol/l = 0.23
+ 0.009 X BHB semiquantitatif du lait en umol/D.
Le test évalué est valable pour le diagnostic de
I'acétonémie clinique et pour la surveillance de
I’état nutritionnel des vaches laitieres a haute
production.
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Kiihe wegen Ketose behandeln. Der Anteil an Kithen mit
BHB-Werten im fraglichen Bereich war im Untersu-
chungsgut von Dirksen et al. (1995) etwa gleich hoch
wie in unserer Untersuchung. Nach Dirksen et al. (1995)
beginnt ab 100 umol BHB pro Liter Milch der Risikobe-
reich fur klinisch manifeste Ketose, wohingegen unsere
auf ein kleines Untersuchungsgut basierende Erfahrung
zeigt, dass viele Hochleistungskithe BHB-Werte zwi-
schen 100 und 200 umol/I Milch haben, ohne zu erkran-
ken. In der Schweiz erhalten die Milchkiihe weniger
Kraftfutter als im benachbarten Ausland (Morel, 1989).
Es ist bekannt, dass eine Reduktion des Kraftfutteranteils
in der Ration zu einer Erh6hung der BHB-Konzentration
im Plasma fiihrt, selbst wenn die Energiebilanz der Kiihe
durch die Reduktion des Kraftfutters nicht beeinflusst
wird (Herdt et al., 1981). Dies ist darauf zuriickzufiihren,
dass die im Kraftfutter enthaltene Stirke im Pansen vor-
wiegend zu Propionsiure abgebaut wird, welche in der
Leber zur Synthese von Glukose verwendet werden
kann. Die verbesserte Glukoseversorgungslage bewirkt
eine Reduktion der Ketonkorperkonzentration. Es stellt
sich die Frage, ob erhohte Ketonkorperkonzentrationen
bei Kithen, die Rationen mit viel Rauhfutter guter Quali-
tit erhalten, prognostisch gunstiger zu beurteilen sind
als bei Kiithen, die viel Kraftfutter erhalten. Kiihe verwei-
gern zu Beginn einer Acetonimie hiufig zuerst das Kraft-
futter, nicht aber Durrfutter (Radostits et al., 1994). Die-
ses Verhalten konnte dazu fiihren, dass sich bei Kiihen,

La determinazione del 3-idroxibutirato nel
latte con un test a strisce: un aiuto per la
diagnosi dell’acetonemia subclinica e clinica
della vacca lattifera

Per fare una valutazione del test a strisce, abbia-
mo determinato il B-idroxibutirato (BHB) nel lat-
te di vacche sane e di vacche affette da acetone-
mia con tale metodo. Il BHB ¢ stato determinato
con un test quantitativo in laboratorio per 39
campioni di latte e 88 campioni di sangue prele-
vati al momento della mungitura. Esiste una buo-
na correlazione tra i tenori di BHB ottenuti con i
due metodi nei 39 campioni di latte (r = 0.92;
BHB quantitativo = - 9.9 + 1.25XBHB semi-
quantitativo). La correlazione tra il BHB nel latte,
determinato con strisce, € la concentrazione del
BHB plasmatico, analizzato in laboratorio, &
ugualmente buona, malgrado la concentrazione
piu elevata del BHB nel sangue (r = 0.84; BHB
plasmatico in mmol/l = 0.23 + 0.009 XBHB semi-
quantitativo nel latte in umol/D. Il test a strisce &
valido per fare la diagnosi dell’acetonemia clinica
e per controllare lo stato metabolico delle
vacche lattifere ad alta produzione.
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die kraftfutterbetonte Rationen mit Rauhfutter missiger
Qualitit erhalten, eine subklinische Ketose eher zu einer
klinisch manifesten Erkrankung entwickelt als bei Ku-
hen, die primir Rauhfutter mit einem hohen Nihrstoff-
gehalt fressen.
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