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Summary

This paper analyses the diagnostic utility of interleukins (1, 4, 6) and lipid metabolism products (cholesterol,
triacylglycerols, lipoprotein fractions) in subclinical ketosis in cows. It was found that serum levels of pro-
inflammatory (IL-1 and IL-6) and anti-inflammatory (IL-4) interleukins in cows with ketosis did not differ from
those in clinically healthy animals. This therefore indicates the absence of inflammation in the subclinical form
of ketosis. These data were also confirmed by normal a1- and o2-globulin levels. IL-6 is known to increase the
synthesis of acute phase inflammatory proteins. There was no significant difference in the IL-4 content between
the experimental and control groups of cows. In the subclinical form of ketosis in cows, abnormalities in lipid
and lipoprotein metabolism were detected in the form of hypertriglyceridaemia and hyperlipoproteinaemia
with very low-density lipoproteins, an increase in low-density lipoproteins, and a decrease in very high-density
lipoproteins. This was verified by similar changes in B-lipoprotein levels and lipoprotein fractions and was

specific to the first stage of lipomobilisation syndrome.
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W okresie poporodowym u krow wystepuje ujemny
bilans energetyczny, co prowadzi do zwyrodnienia
thuszczowego watroby. Stluszczenie tego organu ma
powazny wplyw na zdrowie i reprodukcje zwierzat
(10). Wszystkie wysoko wydajne krowy mleczne
maja ujemny bilans energetyczny na poczatku laktacji.
Wysoka lipomobilizacja jest u nich normalng reakcja
fizjologiczng (1), jednak gleboki deficyt energii moze
prowadzi¢ do wzrostu poziomu ciat ketonowych,
a tym samym do subklinicznej lub klinicznej ketozy.
Subkliniczna ketoza jest jednym z najczgstszych za-
burzen metabolicznych u wysoko wydajnych krow
mlecznych we wczesnej laktacji (18). W rzeczywisto-
sci potrzeba produkcji mleka wymaga znacznej ilosci
energii. Jej niedobdr powoduje zwigkszong podatnos¢
na zaburzenia metaboliczne (13), dlatego wczesne
wykrywanie i zapobieganie subklinicznej ketozie jest
bardzo wazne ze wzgledow ekonomicznych i1 dobro-
stanu zwierzat (5). Opracowanie zweryfikowanych
modeli predykcyjnych stanowi wyzwanie, poniewaz
ketoza jest zwykle zalezna od wielu czynnikow.

W literaturze naukowej istnieje wiele badan dotycza-
cych etiologii, diagnostyki, terapii i zapobiegania ke-
tozie u bydta. Niektore z nich po§wigcone sg ustaleniu

kryteriow diagnostycznych ketozy w probkach mleka
(1, 10, 13, 18) lub krwi (2, 7, 9, 11, 12, 15, 17), inne
koncentrujg si¢ na patologii wielonarzagdowej, takiej
jak: ketoza-endometritis, endometritis-hipoluteoliza
1 ketoza-endometritis-hipoluteoliza (10). Wedtug badan
(13) najczestszymi patologiami poporodowymi sa:
ketoza, hipoluteoliza, inwolucja macicy, hipokalcemia,
zatrzymanie poplodu i zapalenie blony $luzowej maci-
cy. Choroby te maja najwickszy wptyw na pdzniejszy
okres laktacji, a nawet mogg determinowac pozniejsze
produkcyjne wykorzystanie zwierzat (7).

W jednym z badan (4) przedstawiono stopien hipo-
glikemii, ketonemii i ketozy u krow rasy holsztynskiej
o wysokiej produkcji mleka. Autorzy (7) uwazaja, ze
gléwnym wskaznikiem postepujacych zaburzen me-
tabolicznych u kréw we wczesnym okresie poporodo-
wym jest obnizenie stezenia glukozy we krwi ponizej
2,2 mmol/l. Zaproponowano réwniez praktyczne wy-
korzystanie monitorowania glikemii u kroéw 2 tygodnie
przed i 3 tygodnie po wycieleniu (11).

Gléwne objawy kliniczne ketozy to: zmniejszony
apetyt i odmowa przyjmowania paszy, zmniejszona
produkcja mleka, atonia zZwacza, oddech acetonowy
1 kliniczne objawy odwodnienia. Rozwojowi ketozy
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towarzyszy spektrum reakcji patobiochemicznych.
Wyrazny jest rozw0j zespotu zatrucia i miejscowej
reakcji zapalne;j. Wystqpujq réwniez biochemiczne
objawy niedoboru zywieniowego, takie jak: hipo-
albuminemia, hipocholesterolemia, hipokalcemia,
hipofosfatemia Objawy reakcji zapalnej to wzrost cat-
kowitej liczby leukocytow a takze przesunigcie obrazu
leukocytow w prawo i nagromadzenie segmentowa-
nych neutrofili. Wazne oznaki procesu patologicznego
obejmuja spadek bezwzglednej liczby limfocytow
0 10,8%, gldwnie z powodu utraty odpornosci komorek
T u krow z objawami ketonemii i §rednig zawarto$cia
wodoroweglanow. U klinicznie chorych kréw stwier-
dzono tendencj¢ do wzrostu aktywno$ci transaminaz
(aminotransferazy asparaginianowej), dehydrogenazy
mleczanowej i1 fosfatazy alkalicznej we krwi (12).

Stwierdzono, ze u krow w 5.-7. miesigcu cigzy
z subkliniczng ketoza wystepuje wzrost st¢zenia
kwasu hydroksymastowego, co wskazuje na supresje
mikroflory jelita, ktora bierze udziat w syntezie kwasu
propionowego i kobalaminy. Wskazuje to na ketoze
zwigzang z hamowaniem produkcji adenozylokoba-
laminy, pochodnej kobalaminy i koenzymu mutazy
metylomalonylo-CoA, ktory jest przeksztatcany w me-
tylomalonylo-CoA, wytwarzajacy sukcynylo-CoA
z propionianu. Jest ona niezbedna do utleniania ciat
ketonowych w cyklu Krebsa, w tym hydroksymasla-
nu. Wykorzystanie witaminy B12 w organizmie nie
zmniejsza si¢ dramatycznie i nadal jest wystarczajace
do produkcji fosfatydylocholiny, niezbednej do zapo-
biegania stluszczeniu watroby. Istnieje tendencja do
zmniejszania zawarto$ci tego fosfolipidu w surowicy
krwi krow z subkliniczng ketoza. Objawy niedokrwi-
stosci, towarzyszacego niedotlenienia krwi i stresowi
oksydacyjnemu nie sg jeszcze wyrazne, pomimo obni-
zenia si¢ zawartosci zelaza we krwi 1 zdolnosci wigza-
nia zelaza w osoczu. Jego brak zapobiega rozwojowi
dysfunkcji watroby 1 innym objawom niewydolnosci
narzadow (11).

Niektore badania sugeruja wykorzystanie wskaznika
thuszczowo-biatkowego (FPR) jako wskaznika ketozy
w badaniu krwi (13).

Inne dane wskazuja na wzrost stezenia kwasu
p- -hydroksymastowego w surowicy krwi w plerwszym
1 drugim tygodniu po wycieleniu. Jest to zwigzane
Znizszg procentowy zawartoscig biatka mleka i wyzszg
zawartos$cig thuszczu w pierwszym dniu laktacji (15).
W okresie przed porodem krowy mleczne przechodzg
dramatyczne zmiany fizjologiczne. W ciaggu 2 tygodni
po wycieleniu krowy sg narazone na wysokie ryzyko
chorob. Te zmiany fizjologiczne wplywajg rowniez na
ich uktad odpornosciowy, w efekcie czego dochodzi do
wytworzenia u kréw niskiej kompetencji immunolo-
gicznej (2), dlatego w tym przypadku naukowcy suge-
rujg zastosowanie testu immunokompetencji, poniewaz
y-interferon (IFNy), czynnik martwicy nowotworow,
IL-17 1 IL-10 wykazuja stan obnizonej immunokom-
petencji u srednich krow po wycieleniu (2).
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Materiat i metody

Badaniu poddano czerwono-biate krowy mleczne w wie-
ku 3-5 lat (n = 14). Ich wydajnos¢ wynosita ponad 6000
litréw na laktacjg. Krowy podzielono na 2 grupy: kontrolna
(n = 7) i do$wiadczalng (n = 7). Grupa eksperymentalna
obejmowata krowy z poziomem ciat ketonowych w suro-
wicy krwi (1,1-2,1 mmol/l). Krowy te wykazywaty nastg-
pujace objawy kliniczne: hiporeksje, depresje, tachykar-
die, tachypnoe. Krowy z grupy kontrolnej byty klinicznie
zdrowe; poziom ciat ketonowych w surowicy krwi wynosit
od 0,4 do 0,7 mmol/l. Badanie zwierzat i pobranie krwi do
analizy przeprowadzono w pierwszym tygodniu po zakon-
czeniu laktacji.

Przeprowadzono ogolne badanie kliniczne krow i ozna-
czono poziom ciat ketonowych metodg przy uzyciu ke-
tometru Optium Xceed (USA). W przypadku badan krwi
przy uzyciu ketometru i liczby leukocytow probki pobie-
rano z zyly ogonowej. Wyniki uzyskiwano w ciggu 5-10
sekund. Normalna wartos¢ dla ciat ketonowych wynosi do
0,6 mmol na litr. Wartosci od 0,6 do 1 mmol/l s3 uwazane
za nieznacznie podwyzszone, ale nie wymagaja natych-
miastowego dziatania. Poziomy ketonéw powyzej 1 i1 do
1,4 mmol/l wskazujg na subkliniczng ketoze, ktora wyma-
ga leczenia. Jesli wartos¢ wynosi 1,5 mmol/l lub wiecej,
mozna méwic¢ o ketozie, ktora wymaga natychmiastowej
interwencji. Do okreslenia liczby leukocytow wykorzysty-
wano komorg Goryaeva po pobraniu i rozcienczeniu krwi
metodg melanzowa.

Probki krwi pobierano z zyly szyjnej do sterylnych pro-
boéwek prézniowych bez dodatku antykoagulantéw. W celu
przyspieszenia tworzenia si¢ skrzepu probki umieszczono
w termostacie o temperaturze 37°C. Nastepnie probki krwi
wirowano w laboratoryjnej wiréwce klinicznej (OPN-3)
przy 3000 obr./min przez 10 minut. W surowicy przeprowa-
dzono badania biochemiczne w laboratorium ALVIS-class
(Charkow, Ukraina). Poziom albuminy i frakcje globulin
(alfal, alfa2, beta i gamma) okreslono w probkach krwi za
pomoca turbidymetrii. Nastepnie obliczono stosunek albu-
miny do globuliny (A/G). Poziom interleukiny (IL) ozna-
czono metodg immunoenzymatyczng przy uzyciu systemu
testowego Peninsula laboratories Inc. (USA). W surowicy
oznaczono rowniez poziom: cholesterolu catkowitego i tria-
cylogliceroli metoda enzymatyczno-kolorymetryczna, frak-
cji lipoprotein (o wysokiej gestosci (HDL), niskiej gestosci
(LDL) i bardzo niskiej gestosci (VLDL), stosunek frakcji
lipoprotein (wskaznik aterogenno$ci w medycynie ludzkiej,
FLR), stgzenie B-lipoprotein (LP) metoda turbidymetryczng
(Burshtein i Samay).

HDL (lub o-lipoproteing) oznaczano po wytraceniu
z osocza za pomocg heparyny, chlorku manganu Iub innego
srodka stragcajacego lipoproteiny. W celu okreslenia zawar-
tosci cholesterolu LDL, zastosowano nastepujacy wzor:
cholesterol catkowity — (cholesterol HDL + cholesterol
VLDL). Wz6r uzyty do okreslenia VLDL to: triacylogli-
cerole/2,181. FLR obliczono przy uzyciu nastepujacego
wzoru: (LPDL + LPDL)/LPDL.

Uzyskane wyniki zostaty poddane ocenie statystycznej
przy uzyciu testu t-Studenta. Istotno$¢ statystyczng ustalono
na poziomie p < 0,05. Wszystkie dane zostaly wyrazone
jako srednia + odchylenie standardowe. Réznice migdzy
grupami oceniano za pomoca testow t dla prob niezaleznych.
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Tab. 1. Wyniki badania biochemicznego surowicy w 2 grupach krow

Med. Weter. 2023, 79 (11), 582-586

, _Styvier.dzor_lo, ze zawartqéé leukocytow nie T ekspe(:\;ll:l'::antalna Grupa kontrolna | Wspétczynnik
réznita si¢ migedzy krowami obu grup (tab. 1). (n=7) (n=7) ufnosci (p <)
Byta ona jednak nieco Wyzsza w grupie zwie- [y "o 22.05£1.10 20.45 0,82 _
rzat eksperymentalnych i mogta wskazywac na

, . : IL-4, pg/ml 8,64.0,21 8,77:£1,50 -
stopniowy rozwdj procesu zapalnego u zwie-
rzat hiperketonemicznych. IL-6, pg/ml 11,68+ 0,68 11,79£0,45 -

W subklinicznym przebiegu ketozy poziom | Leukoeyty1000 x MCRL 9,19+ 0,65 8,80 = 0,66 -
prozapalnych interleukin IL-1 1 IL-6 w surowi- | Proteinogram, %
cy krwi nie roznit si¢ od poziomu u klinicznie | gpyminy 41,88+2.04 38,43+ 2,28 -
zdrquch zwierzat. Uzys,k‘an'e dane potwier- o -globuliny 5,23+ 0,20 4.03+0,29 _
dzaja brak znaczacych réznic w poziomach obuli 10.43.20.90 1172045
al- i o2-globulin, poniewaz IL-6 zwigksza | %9 Ao xR -
synteze biatek zapalnych ostrej fazy, ktore sg | B-olobuliny 13,07£0,91 15,93 £1,22 0.1
czes$cig tych ostatnich. Zawartos$¢ IL-4 rowniez | y-globuliny 29,39:2,14 29,54 2,35 -
nie roznila si¢ znaczaco w grupach doswiad- | /G ratio 0,74 £ 0,07 0,64 + 0,06 -
czalnych i kontrolnych krow.

U krow z subkliniczng postacig ketozy za- Tab. 2. Wskazniki metabolizmu lipidéw w 2 grupach kréw
wartos$¢ cholesterolu nie roznita sig istotnie od T T
grupy kontrolnej (tab. 2). Natomiast zawarto$¢ RICLE L) Grupa kontrolna | o\ e vmentalna | \VSPOczynnik

. . ) . . biochemiczne (n=7) ufnosci (p <)
triacylogliceroli w ketozie byta 1,4 razy wyzsza (n=7)
niz w grupie kontrolnej. Zawartos¢ lipoprotein | Cholesterol, mmol/ 2,73:0,19 2,99:0,33 0.5
o wysokiej gestosci (HDL) miata tendencje do | Tréjglicerydy, mmol/ 0,18+ 0,01 0,25+ 0,02 0,04
zmnﬁejszama sig W subkhm;:zng postaci ketozy | ypi. mmoin 0.93:0,04 0.76 £ 0,10 0.1
— 1ch zawartos¢ zmniejszyla si¢ 0 1,2 raza, co | 1,7120,16 2112023 0,05
doprowadzito do braku zmian w st¢zeniu cho-
lesterolu catkowitego. W subklinicznej postaci | V0L mmol/ 0,081+ 0,005 0.120,01 0.01
ketozy zawarto$¢ lipoprotein o bardzo niskiej | B-LP. units 9,29+0,24 6,270,227 0,02
gestos$ci (VLDL) wzrosta 1,5-krotnie. To ostat- | FLR 1,91:0,13 2,97:0,15 0,001

nie odpowiadato kierunkowi zmian zawartosci

B-LP, ktora wzrosta o 1,2 raza. Najbardziej znaczace
zmiany dotyczyty FLR. W subklinicznej postaci ketozy
wskaznik ten wzrést 1,55 raza.

Tak wigc w subklinicznej postaci ketozy u krow
stwierdzono zaburzenia metabolizmu lipidow 1 lipo-
protein w postaci hipertriglicerydemii i hiperlipopro-
teinemii spowodowanej VLDL z tendencja do wzrostu
LDL i spadku HDL, co zostato potwierdzone podob-
nymi zmianami poziomu -LP i FLR ijest specyficzne
dla pierwszego etapu zespotu lipomobilizacji (6).

W przeprowadzonych badaniach okre§lono poziom
niektorych interleukin (IL-1, IL-4 1 IL-6). Powszechnie
wiadomo, ze interleukiny naleza do grupy cytokin,
ktore sag wazne dla funkcjonowania uktadu odporno-
sciowego, zardwno wrodzonego, jak 1 adaptacyjnego.
Wsrod cytokin, bedacych ogolnie zwiastunami fizjo-
logicznej homeostazy, interleukiny sa kluczowym
elementem. Ztozone interakcje migdzy komodrkami
krwiotworczymi a tkankami, w ktorych si¢ przemiesz-
czaja lub przebywaja, podkreslaja wplyw interleukin
na odpornos¢ (8).

Wiadomo zatem, ze w interakcjach mi¢dzy komor-
kami odporno$ciowymi i1 zapalnymi w duzej mierze
posredniczg biatka zwane interleukinami, ktére moga
promowac wzrost, roznicowanie i aktywacje funkcjo-
nalng komorek (14). Opisano siedem interleukin; kazda
z nich ma unikalng aktywno$¢ biologiczna, a niektore

interleukiny naktadajg si¢ na inne. Makrofagi, komorki
odgrywajace wazng role zar6wno w odpornosci, jak
1 zapaleniu, wytwarzajg IL-1 1 IL-6, podczas gdy lim-
focyty T wytwarzaja IL-2 do IL-6, a komorki zrebu
szpiku kostnego wytwarzaja IL-7. Wiadomo, ze IL-1
i IL-6 nie tylko odgrywaja wazng role w funkcjono-
waniu komoérek odpornosciowych, ale takze stymuluja
szereg typoéw komorek zapalnych i wywotuja gorgcz-
ke. Wzrost i réznicowanie eozynofili jest znacznie
wzmocniony przez IL-5. IL-2 1 jest silnym sygnatem
proliferacyjnym dla limfocytéw T, komorek natural-
nych zabojcéw i komorek zabojcow aktywowanych
limfokinami. IL-1, IL-3, IL-4 1 IL-7 zwi¢kszaja rozwoj
réznych prekursoréw krwiotworczych. 1L-4 do IL-6
promuja rowniez proliferacje komorek B 1 produkcje
przeciwcial. Zrozumienie struktury i funkcji interleu-
kin doprowadzito do nowego i waznego wgladu w pod-
stawowg biologie odpornosci i stanu zapalnego (14).

W medycynie istnieje wiele prac naukowych po-
swieconych roli ILs w procesach fizjologicznych
i patofizjologicznych, okreslaniu ich poziomow w r6z-
nych chorobach zakaZnych, niezakaznych itp., jednak
ich znaczenie w medycynie weterynaryjnej duzych
zwierzat nie zostato wystarczajaco zbadane. Na przy-
ktad w artykule opisujacym poziom IL-6 u pacjentéw
z cukrzyca 1 hiperketonemia (3) autorzy stwierdzili,
ze poziom IL-6 byl wyzszy u pacjentow z cukrzyca
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hiperketonemiczng niz u pacjentow z cukrzycg nor-
moketonemiczng i zdrowych 0sdb z grupy kontrolne;.
Stwierdzono réwniez istotng korelacje migdzy ketoza
a poziomem IL-6 we krwi pacjentéw z cukrzyca.

Inne badania (4) wskazaty na role cytokin w zmniej-
szaniu ketonow zwigzanych z infekcjg. Autorzy ba-
dali wptyw endotoksyny, interleukiny-1 i1 czynnika
martwicy Nnowotworow na poziom cial ketonowych
W surowicy i watrobie, poziom wolnych kwasow
thuszczowych w surowicy i poziom rnalonylo CoA
w watrobie. Otrzymane wyniki wskazuja, ze IL-1
1 czynnik martwicy nowotwordw moga posredniczy¢
w antyketogennym dziataniu infekcji, a IL-1 ma wia-
sciwos$ci podobne do lipopolisacharydu (endotoksyny).

Najistotniejsze wydajg si¢ wyniki badan Heisera
1 wsp. (5). Krowy z ketozg mialy wyzsze st¢zenia
kwasu B-hydroksymastowego (BHBA), interleukiny
(IL-6), czynnika martwicy nowotworow (TNF), amy-
loidu A (SAA) 1 mleczanu w surowicy w porownaniu
do zwierzat kontrolnych. St¢zenia BHBA, IL-6, TNF
1 mleczanu w surowicy byly wyzsze od 8 tygodni
1 4 tygodni przed porodem u krow ketotycznych.
Kilka tygodni przed rozpoznaniem choroby u kréw
zaobserwowano wzrost odporno$ci wrodzonej oraz
zmieniony metabolizm weglowodandw 1 lipidow. IL-6
1 mleczan w surowicy byly najsilniejszymi czynnikami
roznicujacymi krowy ketotyczne i1 kontrolne przed
wystgpieniem ketozy, co moze by¢ wykorzystane
jako biomarkery prognostyczne choroby. W innych
badaniach (7) stwierdzono, ze w okresie poporodo-
wym u krow mobilizacja lipidow i utlenianie kwasdéw
thuszczowych wystepuje wraz z pdzniejszym wzrostem
ciat ketonowych BHBA, co powoduje stan zapalny.
W wyniku tego stanu cytokiny prozapalne moga
uwalnia¢ 1 stymulowa¢ uwalnianie biatek ostrej fazy
(haptoglobiny, amyloidu A w surowicy, fibrynogenu,
ceruloplazminy i al-kwasnej glikoproteiny) z makro-
fagow lub innych narzadow. Biatka ostrej fazy moga
naprawia¢ uszkodzone tkanki obj¢te stanem zapalnym,
dlatego biatka ostrej fazy i cytokiny prozapalne moga
by¢ wykorzystywane jako obiecujace biomarkery ke-
tozy u poporodowych kréw mlecznych (9).

W badaniach wlasnych nie odnotowano u krow
z subkliniczna ketozg réznic w poziomach IL w porow-
naniu do osobnikoéw klinicznie zdrowych. Wskazuje to,
ze w subklinicznej ketozie nie wystgpowaly procesy
zapalne, ale poziom leukocytow moze sugerowac ich
powolny rozwoj. Potwierdza to tez poziom al- i a2-
globulin. Jak wiadomo, ta grupa bialek obejmuje biatka
ostrej fazy, ktorych wzrost w surowicy krwi prowadzi
do procesu zapalnego.

Badanie metabolizmu lipidow u kréw z subkliniczng
ketozg wykazato wzrost cholesterolu, triacylogliceroli,
LDL, VLDL i B-lipoprotein. Moze to by¢ wynikiem
zwigkszonego zapotrzebowania na sktadniki odzywcze
zwigzanego z laktacjg, ktore jest zaspokajane przez
wyzszg mobilizacje endogennych lipidéw z ich re-
zerw w tkance thuszczowej. Produkcja mleka wymaga
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réwniez wzmozonej syntezy lipoprotein surowicy
w watrobie i $cianie jelita, aby znacznie podwyzszy¢
transport lipidow.

Brak rownowagi w metabolizmie glukozy, szczegol-
nie w okresie laktacji, powoduje mobilizacje thuszczu
1 nasila ketogeneze¢ w hepatocytach. W zwigzku z tym
obserwuje si¢ 0golng lipomobilizacje pod wzgledem
poziomu cial ketonowych. Ten ostatni proces moze
skutkowa¢ wzrostem stezenia lipidow we krwi.
Gléwnymi transporterami cholesterolu i triacyloglice-
roli w organizmie sg LDL i VLDL, ktore transportuja
je z watroby do tkanek obwodowych dlatego krowy
z subkliniczng ketoza bedg mialy wyzszy poziom nie
tylko cholesterolu, ale takze form lipoprotein, ktore
je transportuja. Powazng patologig, ktora moze by¢
spowodowana mobilizacjg tluszczu jest stluszczenie
watroby.

Poziomy prozapalnych i przeciwzapalnych in-
terleukin nie réznity si¢ migdzy badanymi grupami
zwierzat (kontrolng i eksperymentalng). Wskazywato
to na brak proceséw zapalnych w subklinicznej po-
staci kentozy. Potwierdzata to rowniez prawidlowa
zawartos$¢ al- i a2-globulin. Niewielka roznica w po-
ziomie B-globulin (p < 0,1) migdzy obiema grupami
krow koreluje z aktywnos$cig metabolizmu lipidow,
zwlaszcza B-lipoprotein. W przeprowadzonych bada-
niach stwierdzono wzrost -lipoprotein we krwi krow
z subkliniczng ketozg (p < 0,02).
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