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Prosta metoda oznaczania zwigzkéw ketonowych i ich

poziom we krwi kréw zdrowych i z subkliniczng ketoza

7 Kliniki Choréb wWewnetrznych Instytutu Choréb Niezakaznych Wydzialu Weterynaryjnego
AR w Lublinie
7 Instytutu Chemili UMCS w Lublinie

Wraz ze wzrostem zainteresowania w Pols-
ce badaniami nad ketoza u krow oraz Opraco-
waniem programow kontroli zdrowia dla stad
kréw mlecznych, powstalo zapotrzebowanie na
dokladne, a rownoczeénie proste metody (na-
dajace sie do badan masowych) oznaczania
zwiazkéw ketonowych (Zw. K.) w krwi (1, 4,
6, 11).

Ogoblnie znane trudnosci w oznaczaniu cal-
kowitej ilosci Zw. K. (acetonu, acetooctanu
i B-hydroksymaslanu) w postaci acetonu za
pomoca metod chemicznych sprawiaja, ze ciag-
le opracowywane sg nowe metody, badZz ich
modyfikacje, zmierzajace do zwiekszenia do-
kladnosci oraz uproszezenia techniki oznacza-
nia (2, 7, 14, 15). Mala dokladnoéé niektorych
metod wynika miedzy innymi z niezupeine]
konwersji B-hydroksymaslanu do acetonu (2),
co ma szczegbOlne znaczenie przy oznaczaniu
7w. K. u krow, gdyz B-hydroksymaslan jest
glownym zwigzkiem ketonowym (stanowi oko-
lo 85% sumy zwigzkéw ketonowych) w krwi
tych zwierzat (1).

Trudnoéci techniczne ograniczajace zasioso-
wanie niektérych metod do badan masowych
polegaja glownie na koniecznosel przeprowa-
dzenia acetooctanu i B-hydroksymaslanu w
aceton oraz czasochlonnym oddestylowaniu lub
oddyfundowaniu go W naczyniach mikrodyfu-
zyjnych lub Convaya. Wad tych pozbawione sg
metody enzymatyczne (1).

Trudnoéci zwiazane z importem enzymu, de-
hydrogenazy kwasu B-hydroksymaslowego, o-
graniczaja jak dotychezas szersze ich wprowa-
dzenie w Polsce.

Celem badan bylo:

— adaptacja i ocena metody zaproponowanej
w 1970 r. przez Goschke, w ktorej wyelimino-
wano destylacje oraz dyfuzje acetonu,

—_ okredlenie za pomoca tej metody zawar-
tosci Zw. K. we krwi u krow zdrowych i z sub-
kliniczng ketoza.

Material i metody

Zasada metody. Metoda stuzy do oznaczenia sumy
zwiazkow ketonowych (acetonu, acetooctanu i B-hy-
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droksymaslanu) w postaci acetonu. Zasada metody po-
lega na przeprowadzeniu acetooctanu 1 B-hydroksy-
madlany w obecnodei kwasu siarkowego i dwuchro-
mianu potasu w temp, 110° | 140° C w aceton i jego
parwnej reakeji z 24 dwunitrofenylohydrazyng.

Odezynniki, Wszystkie odczynniki winny by¢ duzej
czystosel (cz.d.a.).

" Wodorotlenek baru (Ba/OH), — 0,1 M
Siarczan cynku (Zn SO;+ 7 H0) — 3,5%

Kwas siarkowy (HzS04) — 6 M

Dwuehromian potasu (KsCr,07) — 0, 35%

_ Siarezan sodu (NagSOg) — 5%

Chlorowodorek 2,4 — dwunitrofenylohydrazyny

., Odezynnik wywolujgcy barwe. 0,2 g chlorowodor-

ku 2.4 — dwunitrofenylohydrazyny rozpuscié 'w

100 ml 5 M kwasu siarkowego, a nastepnie

wytrzasaé 3-krotnie z czterochlorkiem wegla.

8. Czterochlorek wesla
9. Wodorotlenek sodu (NaOH) — 0,25 M
10, Aceton. Macierzysty roztwor Wzorcowy acetonu oraz
wrzoreowe roztwory robocze przygotowane ws ogdlnie
przyjetych zasad w analityce laboratoryjnej. Doklad-
ne stezenie acelonu W macierzystym roztworze nalezy
okreslic metoda jodometryczng  (14). Podstawowy
sprzet laboratoryjny. Probowki z korkiem na szlif o
wysokosdci 22 ¢m i Srednicy 1,5 ¢m, laznia olejowa Z
termoregulacia. wyftrzasarkg, pompa wodna, fotometr
(Specol).

Postepowanie analityczne. Krew pobraé do pro-
bowek z heparyna. Bezposrednio po pobraniu  wilo-
zyé probowke do fermosu z Jodem (zapobiega to
spontanicznej dekarboksylacji acetoocianu do oceto-
nu i jego stratom) i tak transportowac.

Qdbialezanie, Do probowek wirowkowyveh (z korkiem
na szlif) odmierzaé 11 ml bidestylowanej wody oraz 1
ml! krwi, wymieszac¢, po czym dodaé 4 ml wodorotlen-
ku baru, a nastepnie 4 ml siarczanu cynku. Probéw-
ki zamkngé korkiem, a zawartoS¢ energicznie wymie-
szaé, po czym wirowac przez 5 min. przy 3000 obr/min,

Oznaczanie zwiazkow ketonowych. Do probowki z
korkiem na szlif edmierzyé 2,5 ml supernatantu i do-
da¢ 0,5 ml M H,S504 wymieszaé, Probowki zamknge
korkami posmarowanymi smarem Silikon i ogrzewac
w tazni olejowej w temp. 110°C przez 10 min (jest
to etap dekarboksylacji acetooctanu do acetonu). Po
wyjeciu z lazni probowki oziebi¢ w wodzle z lodem,
po czym zawartosc wymiesza¢ przez kilkakrotne od-
wrécenie probowki 1 doda¢ 0.5 ml 0,35% dwuchromia-
nu potasu. Probowki zamknaé korkiem, zawartosé wy-
mieszaé 1 ogrzewad W temp. 135—140°C przez 45 min
(jest to etap utlenlania B-hydroksymaslanu do ace-
tonu). Po wyjeciu z laini probowki ozighi¢c W wo-
dzie z lodem. wymieszaé, dodaé 0,5 ml 5% siarczanu
sodowego, 0.5 ml roztworu 24 — dwunitrofenylohy-
drazyny i 5 ml ezterochlorku wegla, Umiesei¢ pro-
bowki w wylrzasarce i wytrzasaé przez 30 min.,
aby powstaly 2 4-dwunitrofenylodrazon przeszedl
do  czterochlorku  wegla. Po oddzieleniu  sie
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2 faz, odciggngé faze wodng, a do organicz-
nej dodaé¢ 3 ml 0,25 M wodorotlenku sodowego i po-
nownie wytrzasa¢ przez 3 min. Nastepnie odciggnaé
faze alkaliczng, a w fazie organicznej (czterochlorek
wegla) zmierzyé ekstynkcje 2,4 — dwunitrofenylohy-
drazonu acetonu przy diugosci fali 420 nm w kuwecie
d — 1 em. Do kazdej serii oznaczen nalezy wprowa-
dzi¢ po dwie proby kontrolne (dodajgc zamiast krwi
1 ml wody redystylowanej) oraz 2 proby wzorcowe
(dodajac 1 ml wzorcowego roztworu roboczego) i prze-
prowadzi¢ je przez caly tok analizy. SteZenie zwigz-
kéw ketonowych w badanej probie oblicza sie wedlug
wzoru: mg acetonu we krwi = K(Eg — Eg), gdzie K
jest Srednim wspélezynnikiem kalibracji wyliczonym
przy wyznaczaniu krzywej kalibracyjnej, Eg — ek-
stynkcja proby badanej, a Es — proby Slepej. W ba-
daniach wtasnych sredni wspodlezynnik kalibracji wy-
nosit 54,37.

Modyfikacja metody. W celu przystosowania metody
do naszych warunkéw 1 mozliwodci, wprowadzono
(w poréwnaniu z oryginalng metoda) nastepujgce
zmiany:

a) zmniejszono ilo$é¢ uzywanej do analizy krwi z 2
do 1 em, w celu zmniejszenia wartosci ekstynkeji w
czasie odczytu (we krwi u kréw w poréwnaniu z
ludzmi, juz w warunkach fizjologicznych, wystepuje
wigksze stezenie zwigzkéw ketonowych),

b) wprowadzono dodatkowe ochladzanie probdwek
strumieniem zimnego powietrza w celu niedopuszcze-
nia do strat acetonu w czasie podgrzewania préby,

c) wobec braku w handlu probéwek z zakrecanym
korkiem (zalecanych w oryginalnej metodzie), doro-
biono specjalnie probéwki z korkiem na szlif i uch-
wytami do gumy (ryc. 1). W do$wiadczeniach wtas-
nych stwierdzono, ze w tak uszczelnionych probdow-
kach nie dochodzi do strat acetonu w czasie analizy,

d) skonstruowano specjalny zestaw do podgrzewa-
nia préb (ryc. 1), skltadajgcy sie z lazni olejowe]
(adaptowano do tego celu laznie wodna), automatycz-
nego wylacznika pradu potaczonego z termometrem
kontaktowym, 2 wentylatoréow; zastosowanie takiego
zestawu pozwala na réwnoczesne podgrzewanie 40
prob.

s s

Ryc. 1. Zestaw do podgrzewania prob: A — automa-

tyczny wylacznik prgdu, B — termometr kontaktowy,

C — stelaz do probéwek, D — probowki, E — taznia

olejowa (110°C i 140°C), F — dmuchawa zimnego po-
wietrza

Ocena metody. W ocenie metody posituzono sie wyz-
naczeniem bledu metody, kontrolg dokladnos$ci po-
przez tzw. prébe odzysku, poréwnaniem jej z metoda
enzymatyczng oraz wyznaczeniem wartosci prawid-
lowych u kréw zdrowych. Przeprowadzono rowniez
oznaczenia Zw. K. we krwi u kréw z subkliniczng
ketozg. W celu wyznaczenia bledu metody wykonano
10 podwéjnych oznaczen poziomu Zw. K. w tej samej
krwi. Blad metody wyrazony wielkoscig wspélezynni-
ka zmienno$ci (stosunek odchylenia standardowego do
Sredniej arytmetycznej wyrazony w %) wynosil 7,96%.

Probe odzysku dla acetonu przeprowadzono w ten
sposob, ze wykonano oznaczenia zawartoSci Zw. K. w
3 réznych prébkach krwi, do ktérych dodano znane
ilo$ci acetonu oraz w tych samych probkach bez do-
datku ocetonu. Na podstawie odpowiednich obliczen
stwierdzono, ze odzysk wynosit $rednio 103,4% (wa-
hania 99,65 — 107,6%). Istotnym elementem oceny by-
lo poréownanie wynikéw oznaczen Zw. K. w 3 prob-
kach krwi opisang metodg z wynikami otrzymanymi
przez oznaczenie w tych samych probkach krwi posz-
czegélnych Zw. K. tj. acetonu, ecetooctanu, B-hy-
droksymaslanu (tab. 1). Aceton oznaczono metoda
chemiczng podang przez Procosa (8), a acetooctan i
B-hydroksymaslan metodg enzymatyczna (1) uznang
za specyficzng i swoistg. Wyniki zestawione w tab. 1

" wskazujg na duzg zgodnosé otrzymanych danych.

Tab. 1. Poréwnanie wynikéw oznaczen zwigzkéw ke-
tonowych w krwi za pomoca réznych metod (w,

mg/100 ml)
B A Poziom poszczegolnych Suma Paziom
Yy zwiqzkow ketornomych a0, ketonorye Tiv.ketonomwych
probkc £ ‘e e i reliomny
3 = _| wprzeliczenid scweerdzon:
At ACEt"H'!"’“é‘:’GCf”” o %fffff,y nfr aceton |opisang met.
1 8,40 035 4,80 327 320
2 Q36 0,30 4,20 288 295
3 0,35 028 4,15 282 280
Objasnienie: w celu przeliczenia zawartosScl acetooctanu i

B-hydroksymaslanu na aceton, nalezy pomnozyé otrzymane
wyniki odpowiednio przez wspdleczynnik 0,57 i 0,56.

Wyniki i omdéwienie

Wyniki oznaczen zawartosci Zw. K. we krwi
u 250 kréow zdrowych oraz 44 z subkliniczng
ketozg przedstawiono w tab. 2. Dla poréwna-
nia w tabeli podano rowniez wyniki zebrane
z piSmiennictwa. Krowy zdrowe (100 w ostat-
nim okresie cigzy i 150 w okresie miedzy 2
a 8 tyg. po porodzie) mialy Srednig roczng wy-
dajno$é mleczng od 2600 do 5000 kg mleka.
Krew od nich pobierano dwa razy w roku —
w jesieni (X, XI) I na wiosne (III, IV, V).

Tab. 2. Poziom sumy zwigzkow ketonowych w posta-
ci acetonu w krwi kréw na podstawie pisSmiennictwa
oraz badan wilasnych

Grupa Lliczba Poziom zw. ketonomych Pozyc/a
krow Arow | w me/100mi| w mmol/l | pismiennictwa
23 4,46+063 | 077 Lot S5
Krowy 280 1,92 %078 0,33 t 913 7
zdrowe 98 242¢ 076 o4 t 013 12
13 255 069 o4 t 012 16
250 316 t 084 o5 t ql4
Krowy |gosp./| 14 14,10 £ 411 243 t gro wyniki
xsubkl)gosp.it| 20 843 ¢ 262 145 + 045 weasre
ketoxg| gopmi| 10 818 £ 251 141 + 043

Na podstawie danych tab. 2 wyliczono, Ze
u kréow zdrowych zakres tzw. normy oszaco-
wanej (§rednia =+ 2 odchylenia standardowe)
dla Zw. K. w badaniach wlasnych wynosi od
1,48 do 4,84 mg/100 ml. U kréw tych stwier-
dzono rownoczesnie prawidlowy poziom glu-
kozy, wolnych kwaséw tluszczowych i ujemne
wyniki badania moczu na zawarto$¢ Zw. K.

U kréw z subkliniczng ketozg poziom Zw. K.
wahal sie od 5,45 do 20,1 mg/100 ml przy $red-
niej wartosci 14,1 (gosp. I), 8,43 (gosp. II) i 8,18
(gosp. III). U krow tych poza spadkiem wydaj-
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noSci mleczne] stwierdzono ketonurig, a we
krwi podwyzszony poziom wolnych kwaséw
tluszczowych i spadek poziomu glukozy.

Opisana metoda oznaczania sumy Zw. K.
w postaci acetonu we krwi bydla, spelnia wa-
runki stawiane metodom rutynowym. Wyeli-
minowanie w tej metodzie klopotliwej desty-
lacji oraz czasochlonnego oddyfundowania
acetonu, znacznie upraszcza postepowanie
metodyczne, co umozliwia zastosowanie jej
do seryjnych oznaczen. Ma to duze znaczenie
w medycynie weterynaryjnej, bowiem ozna-
czanie poziomu Zw. K. jest jednym z waz-
nych elementéw programow kontroli zdrowia
stad kréw mlecznych i diagnostyki laborato-
ryjnej ketozy (3, 4, 6, 10, 12, 13, 14). W zwig-
zku z tym wylonila sie potrzeba opracowania
wartoSei prawidlowych dla tego wskainika
we krwi u kréw zdrowych, zwlaszcza, ze
brak jest dotychczas w polskim piémiennict-
wie prac dotyczacych wartosci granicznych
dla poziomu Zw. K., ktére mozna przyja¢ za
$wiadezace o braku lub wystgpowaniu zabu-
rzen przemiany materii typu subklinicznej
ketozy u kréw.

Biorac pod uwage goérng granice normy
(4,84 mg/100 ml) i po uwzglednieniu bledu
metody (7,96%) mozna przyjac¢, ze wartoscia
graniczna, powyzej ktérej poziom sumy 7.
K. w postaci acetonu bedzie $wiadezyl o ist-
nieniu subklinicznej ketozy wynosi 5 mg/100
ml. Podobng wartosé graniczna przyjmuja row-
niez niektérzy autorzy zagraniczni (9, 10, 12).

7a shusznoscia takiego pogladu przemawia-
ja rowniez wyniki uzyskane w 3 stadach (tab.
9), w ktérych u kréw mlecznych w okresie po-
porodowym (2—6 tydzien) stwierdzono zabu-
rzenia metaboliczne typu subklinicznej keto-
zy na podstawie badan klinicznyeh 1 zespolu
prob laboratoryjnych wechodzaeych w  sklad
tzw. ogdlnego testu zdrowia (4). U krow tych
poziom Zw. K. we krwi wynosil powyzej 5
mg/100 ml.

Wnioski

1. Opisana metoda oznaczania Zw. K. we
krwi u kréw jest stosunkowo latwa do prze-
prowadzenia i nadaje sig¢ do ozhaczen rutyno-
wych.

2. Wartoé¢ graniczna, powyzej ktorej po-
ziom Zw. K. w postaci acetonu $wiadczy o
istnieniu zaburzen przemiany materii typu
subklinicznej ketozy u kréw wynosi 5 mg/100
ml.
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dunap 10, Magent 9., HJauxa C. — IIpocToitn MeTOHd
onpenejenns KETOHOBBIX COCAMHEANi i M WX YDOBEHb
E KDOBH 37I0POBEIX KOPOE M ¢ CYORKIAMHMYECKNM Ke-
TO30M.

B paBore moxasapa Honbmias NPUTOIHOCTD MO g~
uupoBarnoTo Meroja mo Temike A ONPejeneHud
CYMMEI KETOHOBBRIX COENMHEHMIT B BHAe aueroHa B
KDOBM KODOB. VY POBEHB HETOHOBBIX coenNMHEHNIT B EPO-
BY, OTpeneieHHLIl OmIcaHHLIM MEeTonoMm ¥ 250 3gopo-
BEIX KOPOB, COCTABIAA B CPEIHEM 3,160,84 Mr/100 Mt
Y 44 Kopos ¢ cyDRINHMYECKMM KETO30M STOT yPOBEHD
cocTaBnan 5.45+20,1 mr/100 mm. B KauecTBe Openesib-
HOJT BEAUMUMHEI IJA YPOBHA KETOHOBLIX coeNVHEHUN,
BBIIIE KOTOPOil MOIKHO TOBODUTH O CyORIMHUYIECKOM
KeT03€e, IPUHANAM yPOBEHBBBIIIE 5 mr/100 M.

Filar J., Madei E., Dacka S. — A simple methad of
the determ’mation of ketone compounds and their le-
vel in blood of normal cows and cows with subcli-
nical ketosis.

In the studies was proved a great usefulness of the
modified Goschlee’s method for the determination of
the sum of ketone compounds in the form of acetone
in blood of cows., The mean level of ketone com-
pounds in blood of 250 normal cows determined ac-
eording to the above method was 3.16 10.84 meg/100 ml.
In blood of 44 cows with subclinical ketosis it ran-
ged from 545 to 20.1 mg/100 ml. The level of ketone’
compounds in blood above 5.0 mg/100 ml was assesed
as a terminal value. The level of these compounds
ahove this value may point to subeclinical kefosis.

RANDELL W. F., BRADLEY R. F.: Wplyw heksachlo-
retanu na wydajno§é mleezna kréw zarazonych Fas-
ciola hepatica w Pélnocnej Florydzie. (Effects of he-
xachlorethane on the milk yields in dairy cows in
North Florida infected with Fasciola hepatica). Am. J.
vet. Res. 41, 262, 1980 (2)

U krow zarazonych motylica watrobowsa oceniono
wplyw stosowania heksachloretanu w dawkach {era-
peutyeznyeh na wydajno$é mleczna. Isinienie zarazefl
F. hepatica u kréw petwierdzono badaniem posmiert-
nym watroby krow wybrakowanych oraz badaniami
koproskopowymi. U krow leczonych wydajno§é mle-
crna dzienna w okresie 90-120 dni po leczeniu wzrosla
o 5,0 kg po jednorazowym oraz o 4.0 kg po dwukrot-
nym stosowaniu heksachloretanu. U kréw nie leczo-
nyeh oraz u kréw wolnych od zaraZenia nie nofowano
znamiennego wzrostu dziennej wydajnosei mleczne}
w pordwnaniu do poprzedniego okresu laktacji. Po-
nadto po jednorazowym zastosowaniu leku w dawce
90 glzwierze liezba jaj F. hepatica wydalanych z ka-
tem obnizyla sie o 73,0%, zas po dwukrotnym stosowa-
niu leku w odstepie 2-3 miesiecy liczba jaj pasozyta
w kale spadia o 91,2%.
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