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ZUSAMMENFASSUNG:

»m  Tests zur Bestimmung von Betahydroxybuttersaure
bzw. Acetacetat und Aceton in der Milch nehmen im Ver-
gleich zur Ketonbestimmung im Harn aufgrund der ein-
fachen Probennahme einenimmer gréfser werdenden Stel-
lenwert ein. Das in der Literatur beschriebene, hdufige
Auftreten von falsch positiven Proben spricht ebenfalls ge-
gen die Harnteststreifen. Ziel dieser Untersuchung wares,
die Ergebnisse der Ketostix®-Harnstreifen (Fa. BAYER,
Wien) mit den Serum-BHB-Werten in Bezug zu setzen und
sowohl Treffsicherheit als auch Empfindlichkeit zu be-
rechnen. Die Untersuchungen erfolgten an 73 Braunvieh-
kiihen aus zehn Betrieben in den ersten Wochen post par-
tum. Subklinische Ketose trat in den Wochen 2 und 3 post
partum zu 22 bzw. 29 % auf. Die Sensitivitat betrug bei ei-
nem Serum-BHB-Grenzwert fiir subklinische Ketose von
1200 wmol/185 %, die Spezifitit lag bei 92 %. Dabei wur-
den die Testergebnisse 0 und 5 mg/dl als negativ, 15, 30, 80
und 160 mg/dl als positiv gewertet. Die gute Entspre-
chung zwischen Blut- und Harnwerten und das geringe
Auftreten von falsch positiven Proben lassen die Harn-
teststreifen als geeignete Methode erscheinen um subkli-
nisch erkrankte Tiere frithzeitig zu erkennen.

SCHLUSSELWORTER: Ketose, Betahydroxybuttersiure,
Aceton, Acetoacetat, Harnstreifentest, Milchkuh

Einleitung

Subklinische Ketose wird durch erhohte Ketonkor-

perkonzentration in Blut, Harn und Milch charakte-
risiert. Dabei fehlen, im Unterschied zur klinischen Keto-
se, Symptome wie verminderter Appetit, fester Kot und
eventuell auch nervale Erscheinungen (Andersson 1988,
Duffield 2000). Der Schaden der subklinischen Ketose wird
inerster Linie durch verminderte Milchleistung (bis zu 700
kg pro Laktation, Andersson 1984) und erhchte Anféllig-
keit gegentiber anderen Ekrankungen des Puerperiums
(Mastitis, Endometritis, klinische Ketose, Labmagenverla-
gerung),sowie verminderte Fruchtbarkeit verursacht (An-
dersson 1984, Dohoo und Martin 1984, Geishauser 2000).
Nach Geishauser (2000) verursacht die subklinische Keto-

Subdinical Ketosis: Sensitivity
and Specificity of the Ketostix®
urine test

SUMMARY:

»m  Cowside tests for detecting subclinical ketosis in milk
by analyzing betahydroxybutyrate or aceton and acetoace-
tate are getting common in the last years. Due to easy sam-
pling procedure milk tests are more popular than uri-
nanalysis. High occurance rates of false positive test results
also speak against urintests. The aim of this study was to
evaluate the sensitivity and specificity of the Ketostix®-uri-
netest(Fa.BAYER, Vienna) in reference to serum-BHB-con-
centration. 73 brown-swiss-cows from 10 farms were sam-
pled weekly for the first weeks post partum. Prevalence of
subclinical ketosis was 22 and 29 % for week 2 and 3 post
partum. When subclinical ketosis was defined at BHB le-
vels of 1.200 pmol/1l and higher, the urine test had sensiti-
vity of 85 % and specificity of 92 %. Test results of 0 and 5
mg/dlketones were assigned tonegative, 15,40,80 and 160
mg/dlwereassigned to the positive group. Due to the high
correspondance between blood and urine levels and minor
occurence rates of false positives the urin test appears to be
efficient in early detecting subclinical ketosis.

KEY WORDS: ketosis, betahydroxybutyrat, aceton,
acetoacetate, urine test, dairy cow

seje Tier und Melkjahr etwa dreimal so hohe Kosten als die
klinische Ketose. Als Hauptketonkdrper werden Aceton
(Ac), Acetacetat (AcAc) und B-Hydroxybuttersaure (BHB)
bezeichnet. Im Blut gesunder Kiihe betragt der Anteil der
B-Hydroxybuttersdure etwa 81% der Gesamtketonkorper
(Filar 1979). Bei Hyperketondmie nehmen im Blut die Kon-
zentrationen aller drei Ketonkorper zu, der Anteil von Ace-
ton und Acetacetat nimmt jedoch im Vergleich zu p-Hy-
droxybuttersdure starker zu (Filar 1979, Horber et al. 1980).
Stober (1978) gibt Serum-BHB-Konzentrationen bei sub-
klinisch erkrankten Kithen von 53% an, wahrend Acetace-
tat auf 15% und Aceton auf 30% anstiegen.

Zur Messung der Ketonkorperkonzentration stehen
Tests fiir Blut, Milch und Harn zur Verfiigung. Wahrend im
Bluttiblicherweise die BHB-Konzentration gemessen wird,
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sind fiir Milch und Harn Messungen von Acetacetat und
Aceton, fiir Milch seit Neuerem auch Messungen von BHB
gebrdauchlich. Milch wurde lange Zeit mittels Natrium-
nitroprussid Pulver oder Tabletten analysiert, erst seit
Neuerem sind Testkits zur Messung von BHB im Handel
(Dirksen et al. 1995, Geishauser 1999). Im Gegensatz zum
Blut erfolgen die Messungen in Milch und Harn nur semi-
quantitativ durch Farbanderung eines Teststreifens oder
Farbung der Milch. Harntests arbeiten {iblicherweise mit
dem Testprinzip der Legalschen Probe. Dabei reagiert vor
allem Acetacetat, aber auch Aceton mit Natriumnitroprus-
sid, der Umschlag des Indikators von beige tiber rosa nach
violett wird beurteilt. Die Konzentration von Acetacetat
und Aceton sind in der Milch erheblich geringer als in Harn
und Blut (Dirksenetal. 1995, Horberetal. 1980, Mader 1980).

Der Grenzwert fiir die Einteilung in gesunde und sub-
klinisch erkrankte Tiere anhand der Serum-BHB-Konzen-
tration variiertin der Literatur zwischen 1 000 wmol /1 und
1400 pmol/l. Whitaker et al. (1983) bezeichnen Tiere mit
BHB-Werten iiber 1 000 wmol/1 als subklinisch erkrankt,
Nielen et al. (1994) ermittelten einen Wert von 1200
pumol/1, der aufgrund der Verteilung der erhaltenen Ein-
zelwerte festgelegt wurde. Auch Dulffield et al. (1997) ver-
wendeten diesen Grenzwert. Geishauser etal. (1999) schla-
gen einen Grenzwert von 1400 wmol/1 BHB vor. Der
Grenzwert fiir BHB in der Milch liegt je nach Test bei etwa
100-200 pmol/1(Dirksenetal. 1995, Geishauser etal. 1999).
Klinische Ketose beginnt bei einer Serum-BHB-Konzen-
tration von 2 600 pmol /1 (Duffield 2000).

Zur Uberpriifung der Genauigkeit der Milch- bzw.
Harntests konnen Spezifitdt und Sensitivitit ermittelt wer-
den. Als Standardmethode dient die BHB-Konzentrationim
Serum. Nielenet. al. (1994) geben fiir den Harntest mit Nitro-
prussidtabletten 100 % Sensitivitit jedoch nur eine geringe
Spezifitit von 59 % an. Die hohe Anzahl an falsch positiven
Werten fiihrt Duffield (2000) auf stérende Einfliisse durch
Harnmetaboliten zurtick. Unter den Milchtests, die BHB an-
zeigen, scheinen KETOLAC BHB und PINK Test zur Er-
kennung von subklinischer Ketose geeignet zu sein (Dirk-
sen et al. 1995, Geishauser et al. 1999). Befunde tiber 100
pwmol/1 BHB ergaben eine zufriedenstellende Empfindlich-
keit (= Sensitivitat) bei guter Treffsicherheit (= Spezifitat).

Material und Methode

Es wurden 10 Braunviehbetriebe im oberdsterreichischen
Innviertel mit einer Durchschnittskuhzahl von 26,1 (+ 6,0)
und einer Laktationsleistung von 6 073 kg Milch (+ 2 289)
sowie 4,1 % Fett (+ 0,19) und 3,38 % Eiweif (+ 0,09) in die
Untersuchungen einbezogen. Blutproben wurden in
wochentlichen Abstinden ab dem Kalbetag entnommen.
Parallel dazu wurde von den Tieren mittels Katheter Harn
gewonnen und sofort mit Ketostix®-Teststreifen die Ke-
tonkorperkonzentration semiquantitativ gemessen. Durch
Vergleich mit der Farbskala waren folgende Ergebnisse
moglich: 0, 5 (490), 15 (1 470), 40 (3 920), 80 (7 840) und 160
(15 680)mg/dl(umol/1). Tieremit Wertenbis 5mg/dlwur-
den als negativ bezeichnet, dartiber erfolgte die Zuteilung
zur positiven Gruppe.

Blutproben wurden zentrifugiert und das Serum bei
-20° C tiefgefroren. Nach dem Auftauen wurde BHB enzy-
matisch ermittelt (Autolab, Fa. Roche, Diagnostics,
Wien) und diente als Standard fiir den Vergleich mit den
Ergebnissen der Harnanalyse. Blutproben wurden
wochentlichbis zur Woche 13 p. p. gewonnen, Harnproben
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ABBILDUNG 1: Hiufigkeitsverteilung der Serum-BHB-Gehalte von 438 Proben

der Wochen 0-5 p. p. (jeweils n = 73).
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ABBILDUNG 2: Hiufigkeit des Auftretens erhdhter BHB-Werte im Serum

(n=73) in den Wochen 0-5p. p.

wurden bei positiven Ergebnissen bis Woche 5 p. p. ge-
wonnen, bei dreimaligem negativen Ergebnis wurde die
Probennahme eingestellt.

Fiir die Auswertung der Daten wurde SPSS Version
11.0 verwendet. Als Grenzwerte fiir die Zuteilung zu sub-
klinischer Ketose wurden 1 000, 1200, 1400 bzw. 1 600
wmol/1 BHB festgelegt.

Die Sensitivitat der Harntestmethode ergab sich aus
der Division der Anzahl der vom Test als subklinisch keto-
tischbezeichneten Proben durch die Anzahl der Proben mit
einem BHB-Wert iiber dem jeweiligen Grenzwert. Die Spe-
zifitit der Methode ergab sich aus dem Quotienten der test-
negativen Proben durch die Gesamtzahl der Proben unter
dem jeweiligen Grenzwert.

Ergebnisse

Die Haufigkeitsverteilung der BHB-Werte im Serum zeigt
Abbildung 1.

Die Serum-BHB-Konzentration von 35 Tieren (48 %)
lag zu jedem Untersuchungszeitpunkt unter 1 200 wmol/1
BHB, d. h. es lag keine subklinische Ketose vor. 52 % der
Tiere hatten zumindest einen erhéhten BHB-Wert in den
Wochen 0-5. Die genaue Aufteilung der Tiere nach Anzahl
der positiven Proben (> 1 200 umol/1) pro Tier gibt Abbil-
dung 2 wieder. [>>]
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ABBILDUNG 3: Anteil subklinisch (BHB > 1 200mmol/l) bzw. klinisch
(BHB > 2 600 mmol/l) erkrankter Tiere (n = 73) in den Wochen 0-12 p. p.
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Aufgrund der kontinuierlichen Uberwachung der
Tiere anhand der Serum-BHB-Werte konnte der prozentu-
elle Anteil an Tieren mit subklinischer Ketose (BHB > 1 200
pmol/1) bzw. mit klinischer Ketose (BHB > 2 600 pmol/1)
ermittelt werden.

Zur Evaluierung des Ketostix®-Teststreifen (Fa. Bay-
er) wurden die Serum-BHB-Werte den semiquantitativen
Ketonkdrperkonzentrationen gegentibergestellt. Dabei
wurden folgende Klassen unterschieden. 0 und 5 mg/dl
entsprach keiner oder nur undeutlicher Verfirbung des
Teststreifens und wurde als negativ klassifiziert. 15, 40, 80
und 160 mg/dl konnten als klar sichtbare Farbanderungen
erkanntwerden und wurden als positiv bezeichnet. Jenach
BHB-Grenzwert fiir die Einteilung in subklinische Ketose
(1000, 1200, 1 400, 1 600 umol/1) veranderten sich Spezi-
fitdt bzw. Sensitivitit der Testmethode (Tab. 1).

Wiirde man als Untergrenze fiir eine negative Beurtei-
lung der Teststreifen 15mg/dl, bzw.40mg/dleinsetzen, ka-
meman zuden Ergebnissen, diein den Tabellen2 und 3 dar-
gestellt sind.

TABELLE 1: Sensitivitit und Spezifitit des Harnteststreifens Ketostix® mit
unterschiedlichen BHB-Grenzwerten (Woche 0, n = 46; Woche 1, n = 70; Woche 2,
n = 73; Woche 3, n=73; Woche 4, n = 64; Woche 5, n = 38; Gesamtzahl n = 364).

Sensitivitat
Spezifitat

BHB>1000 |

69 %
95 %

BHB > 1 200

85 %
92 %

BHB > 1 400

87 %
88 %

BHB > 1 600

89 %
85 %

TABELLE 2: Sensitivitit und Spezifitit des Harnteststreifens Ketostix® (Grenze
15 mg/dl) mit unterschiedlichen BHB-Grenzwerten (Woche 0, n = 46, Woche 1,
n = 70; Woche 2, n = 73; Woche 3, n = 73; Woche 4, n = 64; Woche 5, n = 38;
Gesamtzahl n = 364).

Sensitivitat
Spezifitat

BHB > 1 200

57 %
98 %

BHB > 1 400

65 %
97 %

BHB > 1 600

77 %
96 %

BHB>1000 |

43 %
99 %

TABELLE 3: Sensitivitit und Spezifitit des Harnteststreifens Ketostix® (Grenze
40 mg/dl) mit unterschiedlichen BHB-Grenzwerten (Woche 0, n = 46; Woche 1,
n =70; Woche 2, n = 73; Woche 3, n = 73; Woche 4, n = 64; Woche 5, n = 38;
Gesamtzahl n = 364).

Sensitivitat
Spezifitat

BHB>1000

21%
99 %

BHB > 1 200

26 %
99 %

BHB > 1 400

34%
99 %

BHB > 1 600

42 %
99 %

Diskussion

Diefriihzeitige Erkennung vonsubklinischer Ketoseistaus
tiergesundheitlicher und wirtschaftlicher Sicht gerade bei
Hochleistungskiihen von besonderer Bedeutung. Nicht
nur die verminderte Milchleistung, auch die erh6hte Wahr-
scheinlichkeit, an anderen Puerperalstérungen zu erkran-
ken, machen die subklinische Ketose zu einem finanziell
schwerwiegenderen Problem als die leichter zu erkennen-
de klinische Ketose. Regelmafige Kontrollen vom Beginn
der Laktation an sind deshalb unerldsslich. Der Landwirt
kann das mithilfe von Milchtests einfach bewerkstelligen.
Die Untersuchung mittels Harnteststreifen hat aufgrund
der schwierigeren Probengewinnung und des Auftretens
von vermehrt falsch positiven Ergebnissen an Bedeutung
verloren. Die Kosten von Harn- und Milchtest unterschei-
den sich eklatant. Wahrend ein Ketostix®-Harnstreifen et-
wa 14 Cent kostet, belaufen sich die Kosten fiir eine An-
wendung des PINK®-Ketontests (Fa. Kruuse) auf 81 Cent,
der Ketolac®-BHB (Fa. Intervet) Test kostet laut Vertriebs-
firma 1,45 Euro pro Streifen. Neben den Kosten interessie-
renjedoch vorallem die Genauigkeit des Tests. Sensitivitat
und Spezifitdt variieren stark mit den willkiirlich ange-
nommenen Grenzwerten. Die beste Ubereinstimmung
wurde bei diesen Untersuchungen mit 1 200 umol/1 BHB
im Serum und < 15mg/dl Ketonkorper im Harn (SE: 85 %,
SP: 92 %) erzielt. Wird die Grenze fiir Serum-BHB bei 1 000
wmol/1 festgelegt, sinkt die Sensitivitit des Harntests auf
69 % ab, die Spezifitit steigt nur geringfiigig auf 95 % an.
In diesem Fall wiirden zwar beinahe alle gesunden Tiere
richtig erkannt, die Empfindlichkeitnimmtaberab, es wer-
den ca. ein Drittel der subklinisch erkrankten Tiere nichter-
kannt.

Daraus kann geschlossen werden, dass auch bereits
eine geringe Verfarbung (15 mg/dl) des Teststreifens auf
eine subklinische Ketose hinweist. Erwdahnenswert scheint
auch, dass bei Anzeige von 160 mg Harnketonkorper der
Serum-BHB-Wert immer tiber 2 600 wmol/1 lag (n = 10).
Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den Ergebnis-
ser vieler anderer Autoren. So fanden Bethe und Schifer
(1973) beim Vergleich zwischen Blut- und Harnketonwer-
ten nur 64 % Ubereinstimmung bei eindeutig positiven
Harnbefunden, schwach positive Befunde konnten nicht
mit den Blutwerten in Einklang gebracht werden. Nielen
et al. (1994) ermittelten eine Sensitivitat von 100 % bei nur
59 % Spezifitat. Auch Kronfeld und Emery (1970) interpre-
tierten harnpositive Befunde aufgrund des hdufigen Auf-
tretens von falsch positiven Werten primér als Warnung
undnichtals Zeichen einer Erkrankung. Dem entgegen ste-
hen die Ergebnisse von Markusfeld et al. (1984), die eine
hohere Korrelation zwischen Harnbefunden und klini-
scher Ketose herstellen konnten als zwischen Blutketon-
werten und dem Auftreten von klinischer Ketose. Schultz
(1971) sieht den Wert des Nitroprussid-Harntests in der Er-
kennung von nicht gefdhrdeten Tieren. Das Auftreten von
falsch positiven Ergebnissen, wie sie von vielen Autoren
beschrieben wurden, kénnte laut Herstellerangaben auf
das Vorhandensein verschiedener Harnmetaboliten
(L-Dopa-Metaboliten oder starke Pigmentierung) zurtick-
gefiihrt werden.

Die Pravalenzbezeichnet die relative Anzahl an kran-
ken Tieren einer Population zu einem bestimmten Zeit-
punkt (Kraft u. Diirr 1999). Da nur in Woche 2 und 3 post
partum von allen Kithen sowohl Harn als auch Blutproben
zur Verfligung standen, wurden nur diese Werte fiir die Er-
mittlung der Prévalenz herangezogen. Bei einem Grenz-
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wertvon 1 200 pmol/1betrug die Pravalenz in Woche 2: 22
%, in Woche 3: 29 %. Die Prdavalenz ermittelt durch Harn-
ketonkorper = 15 mg/dl ergab 23 % fiir Woche 2 und 29 %
fiir Woche 3. Diese Ubereinstimmung bestitigt die Erwar-
tungen auf Basis der Sensitivitdt bzw. Spezifitdt und steht
im Gegensatz zuden Ergebnissen von NIELEN etal. (1994).
Mit 22 % bzw. 29 % in den Wochen 2 und 3 p.p. liegt das
Auftreten der subklinischen Ketose in den zehn Betrieben
uber der von vielen Autoren ermittelten Pravalenz (Dohoo
u. Martin 1984, Geishauser 1999, Gravert et al. 1986, Duf-
field 1997, Nielen et al. 1994), wohingegen Kauppinen
(1983) hohere Pravalenzen zwischen 31 und 41 % je nach
Laktationsnummer ermittelte. Auch Dirksen et al. (1995)
sprechen von einer Pravalenz in den ersten Wochen p. p.
von tiber 40 %.
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Das geringe Ausmaf falsch positiver Testergebnisse,
sowie die niedrigen Kosten und das soforige Ergebnis las-
sen die Harnanalyse durch den Tierarzt oder Tierhalter als
geeignetes Instrument fiir die Erkennung der sub- m
klinischen Ketose erscheinen.
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