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PROJEKTI LOPPARUANNE®

1. PROJEKTI NIMETUS: Piima metaboliitidel pohineva rasva ainevahetushaiguste ennetamise siisteemi
viljatootamine ja juurutamine Eesti joudluskontrolli siisteemis

2. PROJEKTI NIMETUS INGLISE KEELES: Developing and implementing of the prevention system for
lipid-related metabolic disorders, based on milk metabolites

3. PROJEKTI KESTUS Algus: 2008 Lopp: 2010

4. PROJEKTI LOPPARUANDE LUHIKOKKUVOTE:

Projekti eesmérgiks oli piima metaboliitidel (atsetoon - AC ja B-hiidroksiivdihappe - BHB) pohineva rasvadega
seotud ainevahetushaiguste ennetamise siisteemi véljatoStamine ja juurutamine Eesti Joudluskontrolli siisteemis,
karja tervise seire ja saadud tulemustele vastava s66tmisalase nduande viljatotamine.

Algselt selgitati ketokehade vodimalikke piimast mdidramise meetodeid. Selle eesmirgiks oli leida sobivad
referentsmeetodid Joudluskontrolli Keskuse piimaanaliiiside labori tarvis. Leiti, et piima AC-sisalduse
referentsmeetodiks sobib gaaskromatograafiline meetod ja BHB médramiseks fluoromeetriline meetod.

Et kontrollida joudluskontrolli raames kogutud piimaproovidest ketokehade médiramise tdpsust, selgitasime
hommikusest ja Ghtusest liipsist ning vérskelt ja joudluskontrolli raames kogutud piimaproovide ketokehade
sisalduste kdikumiste erinevusi. Leidsime, et piima AC-sisalduste kdikumine on minimaalne (R? > 0,96), BHB-
sisalduse varieeruvus aga suur (R? = 0,25) ning seda eeskiitt toona kasutatud miiramismetoodika tottu.

Loomkatsetes uuriti insuliiniresistentsuse kui keharasvade mobilisatsiooni mdjutava ning ketoosi ja maksa
rasvumise viljakujunemises olulist rolli méngiva ainevahetusliku regulatsioonimehhanismi esinemist eesti
holsteini ja eesti punast tdugu lehmadel. Leidsime, et eesti holsteini tdugu lehmadel on vorreldes punase tduga
selgemalt viljendunud insuliiniresistentsus, mis avaldus ndrgemas gliikoosi infusiooniga esile kutsutud
insuliinivastuses ja maksa trigliitseriidide resiinteesivoime languses. Samas viljendus mélemal tdul insuliini
lipoliilisi inhibeeriv toime.

Tuginedes kirjandusele ja omadele uuringutele pakkusime vilja neli piima AC klassi: 1) AC-sisaldus < 0,40
mmol/l, fisioloogiline (normaalne) tase; 2) AC-sisaldus 0,40-1,00 mmol/I, subkliiniline ketoos; 3) AC-sisaldus
1,01-2,00 mmol/l AC, Kliinilise ketoosi kahtlus; AC-sisaldus >2,01 mmol/l AC, Kliiniline ketoos. Piimas BHB-
sisalduse piirvédrtuseks subkliinilise ketoosi korral on 0,2 mmol/l ja Kkliinilise ketoosi korral 0,5 mmol/I.

Ketoosil eristatakse kliinilise ja subkliinilise vormi korval ka erinevaid tiilipe. Eristatakse I ja II tiiiipi ning
alimentaarset ketoosi. Ketoosi eri tiilipidel on erinev etioloogia ja sellest tulenevalt ka erinev ennetamise
strateegia. Samas voivad ketoosi eri tiiiibid farmis kattuda ja esineda kombineeritult. I tiilipi Ketoosi seostatakse
energia prekursorite vihesusega s60daratsioonis ja seda aitab dra hoida lehmade nduetekohane poegimisjérgne
s66tmine ning selle korraldus. II tiiiipi ketoos tekib harilikult mdne eelneva haiguse, néiteks rasvunud maksa,
vatsa atsidoosi, libediku paigalt nihkumise, jdseme haiguse tagajarjel. Selle ennetamine on keerulisem, sest
jélgida tuleb nii kinnisperioodi eelset, kinnisperioodi ja poegimisjargset s66tmist ning selle korraldust.
Alimentaarset ketoosi pdhjustab méirg voihapperikas rohusilo ja selle viltimine seisneb riknenud silo
hévitamises, eemaldamises v3i n-6 lahjendamises.

Karja ainevahetusliku seisundi (ketoosi esinemise) seire toimus projekti kolmandal aastal. Et Joudluskontrolli
Keskuse piimalaboril puudusid toona piima ketokehade méidramiseks nii tehnilised véimalused kui ka rahalised
vahendid nende soetamiseks, siis viidi projekti kidigus kavandatud seire 1dbi neljas meiega koost6dd tegevas
erineva suurusega vabapidamisega farmis. Selleks analiiisiti viie kuu véltel laktatsiooni algusfaasis lehmade
joudluskontrolli proovide piima AC-sisaldust, kasutades kiirtesti Aceton-test. Arvestasime, et farmis (karjas) on
tekkinud subkliinilise ja/voi kliinilise ketoosi oht siis, kui kiimnel protsendil uuritud loomadest on piima AC-
sisaldus suurem kui 0,4 mmol/l. Sellist 10% kiinnise iiletamist pidasime ohu signaaliks, mis sunniks selgitama
voimaliku probleemi olemust. Kui ketokehade sisaldus suureneb enam kui 20% uuritud loomadest tuleb muuta




sootmiskorraldust. Seire kdigus selgus, et kahes farmis iiletati kahel kuul jérjest 10% piir. Probleemi analiiiisides
selgus, et molemal juhul oli tegemist ebakvaliteetse vdihapperikka silo sootmisega. Olukord paranes, kui silo
vahetati.

Ketoosi diagnoosimiseks on maailmas vilja todtatud mitmeid vOimalusi. Eesti joudluskontrolli siisteemis
kasutatakse praegu selleks piima rasva- ja valgusisalduse suhet, mis paraku aga ei peegelda tegelikku
ainevahetuslikku olukorda (ketoosi esinemist) farmis. Vorreldes projekti kdigus uuritud piimaproovide AC-
sisaldust ja rasva-valgu suhet leidseime, et kui piimast médrata rutiinselt ketokehi, siis on ketoosi kahtluse
avastamine 4,4 korda tdpsem kui piima rasva- ja valgusisalduse suhte alusel.

Kokkuvotteks. Projekti kidigus leidsime, et karja (s60tmisgrupi) keskmisena saame laktatsiooni algusfaasis
lehmade ainevahetuslikust seisundist parema tilevaate piima ketokehade alusel kui seni kasutatud piima rasva- ja
valgusisalduse suhtest alusel. Paraku ei ole veel juurutatud piimast ketokehade médramisel pShinevat ketoosi
ennetamise siisteemi Eesti joudluskontrolli siisteemis. Kiill on aga piimatootjad selle vastu suurt huvi iiles
ndidanud. On teada, et Joudluskontrolli Keskuse piimalabor soetab 2011. aasta esimesel poolel uue
piimaanaliisaatori, ja me loodame, et sellega ostetakse kaasa ka ketokehade méddramiseks vajalik riist- ja
tarkvara, mis annab meile vdimaluse rakendada tinased teadmised praktikasse.

5. LUHIKOKKUVOTE INGLISE KEELES :

The main objectives of the project are the following: development and implementation of a prevention system,
based on the determination of milk metabolites (acetone - AC and B-hydroxybutyrate - BHB), for lipid-related
metabolic disorders, cattle health monitoring; and the development of feeding recommendations based on the
outcome of the project.

First we clarified milk ketone body measurement methods. The purpose was to find reliable reference methods for
the Animal Recording Centre milk laboratory. We found that the best method to measure milk AC content was the
gas chromatographic method, and to the best method to measure milk BHB was the fluorometric method.

We analysed differences in ketone bodies between morning and evening milkings, and from self-collected milk and
milk samples collected by the Animal Recording Centre (which were routinely treated with the preservative
Bronopol and heated). We found that variation of milk AC was minimal (R? > 0.96), but the variation of BHB was
greater (R°=0.25) because of the less reliable chemical measurement method that was then used.

In animal experiments we investigated the relationships between insulin resistance and body fat mobilisation, and
the consequent likelihood of cows developing ketosis and fatty liver syndrome. This was studied on two breeds of
local cows; Estonian Red and Estonian Holstein. In our study a less pronounced glucose-induced increase in blood
insulin concentration was accompanied by higher blood glucose concentrations in Estonian Holstein compared to
Estonian Red cows. In response to glucose-induced insulin secretion, lipolysis in adipose tissue and ketogenesis in
the liver were reduced during the Glucose Tolerance Test in both breeds. Blood triglyceride concentration in
Estonian Holsteins during the Glucose Tolerance Test decreased, while in the Estonian Reds the triglyceride level
remained largely unchanged.

Based on the literature, and on our investigations, we suggest the four following acetone classes: class 1: < 0.40
mmol/l acetone (normal physiological range); class 2: 0.40-1.00 mmol/I acetone (subclinical ketosis); class 3: 1.01—
2.00 mmol/l acetone (suspicion of clinical ketosis); class 4: > 2.01 mmol/l acetone (clinical ketosis). Based on the
literature we also suggest additional threshold values for milk BHB: subclinical ketosis, 0.2 mmol/l and clinical
ketosis, 0.5 mmol/l.

Ketosis can be subclinical or clinical, although there are in addition different types of ketosis; type I, type 1l and
alimentary ketosis. Each have different aetiologies, and therefore different prevention strategies. There may be a
combination of ketosis types within herds, and even within single animals. Type | ketosis is a result of a lack of
energy precursors in the ration, and prevention involves accurate postpartum feeding and management. Type Il
ketosis is a secondary condition following a different disease, such as fatty liver disease, rumen acidosis, displaced
abomasum and leg disorders. Prevention for this type is more complicated, and feeding and management during the
dry period and pre-dry period, as well as the postpartum period, should be considered. Alimentary ketosis is caused
by low DM, butyric acid-rich grass silage. Prevention is by destroying the silage, diluting with better quality silage,
or feeding it to less vulnerable cows.

The monitoring of herds’ metabolic status, in particular the incidence of ketosis, was carried out in the third year of
the project. Because of economic and technical reasons at the Milk Recording Centre milk laboratory we had no
possibility to measure ketone bodies routinely. Therefore, in our laboratory, we estimated the metabolic rate of
postpartum cows over five months using the Acetone on-farm test, in four cubicle housing farms of different sizes.
Herd subclinical and/or clinical ketosis was determined at a milk acetone concentration of greater than 0.4 mmol/l in
more than 10% of cows. This threshold figure was the alarm signal alerting the producer to take corrective
measures. If the figure was higher than 20% the feeding and management strategies must be changed. When the




four different farms were tested monthly we found that two of the farms had higher acetone concentrations in milk
than the normal range for two consecutive months. The problem was identified as poor quality silage, high in
butyric acid.

There are different possibilities to diagnose ketosis. Today, in the Estonian animal recording system, the milk
fat:protein ratio is used to detect subclinical ketosis in cows; but unfortunately this does not reflect the true
metabolic status (occurrence of ketosis) on the farm. Comparing collected milk acetone and milk fat and protein
ratio data, we conclude that if the milk acetone content is measured, subclinical ketosis can be detected 4.4 times
more effectively than if the milk fat and protein ratio is used.

Summary. During the project we found that, in an average herd (feeding group), we can get a better picture of the
metabolic status of post-partum cows according to milk ketone bodies than according to the presently-used milk
fat:protein ratio method. Unfortunately, for reasons beyond our control, we have not had the possibility to put our
findings into practice in the Estonian animal recording system. Indeed, the dairy farmers have expressed great
interest in these findings. We are aware that the Estonian Milk Recording laboratory will purchase a new milk
analyser in the first half of 2011, and we hope that this purchase will include a programme and calibration for
ketone bodies. This will allow us to put into practice the knowledge that we have gained during this project.
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Uheks sagedasemaks probleemiks suure tootlikkusega piimakarjades vdib pidada ketoosi
esinemist. Viimase nédol on tegemist energia ainevahetushaigusega, mis véljendub vere, piima
ja uriini suurenenud ketokehade sisalduses. Olenevalt ketokehade kontsentratsioonist
kehavedelikes eristatakse ketoosi Kliinilist ja subkliinilist (varjatud) vormi. Esimesel juhul
saame looma haiguses kergesti veenduda, siis subkliinilist ketoosi on viliste tegurite jargi
raske diagnoosida, kuivord selgepiirilised haigustunnused puuduvad. Samas on teada, et see
toob endaga kaasa nii piimatoodangu kui ka reproduktsioonijoudluse languse, vihendades nii
piimatootmise kasumlikkust.

Ketoosi diagnoosimiseks on maailmas vidlja tootatud mitmeid vdimalusi. Eesti
joudluskontrolli siisteemis kasutatakse praegu selleks piima rasva- ja valgusisalduse suhet,
mis paraku aga ei peegelda tegelikku ainevahetuslikku olukorda (ketoosi esinemist) farmis.
Seetdttu pidasime Eestis ketoosi varaseks avastamiseks kasutusele votta lisaks piima rasva ja
valgusisalduse suhtele ka meetodid, mis baseeruvad ketokehade rutiinsel mairamisel piimast.

Projekti eesmérgiks oli piima metaboliitidel (atsetoon ja P-hiidroksiivoihappe) pohineva
rasvadega seotud ainevahetushaiguste ennetamise siisteemi viljatootamine ja juurutamine
Eesti Joudluskontrolli siisteemis, karja tervise monitooring ja saadud tulemustele vastava
sO0tmisalase nduande viljatootamine.

Projekti pohitulemused on kokku vdetud raamatus Uurimistulemusi ja seisukohti
piimalehmade séétmisel (toimetaja O. Kirt, Tartu, 2011) peatiikis 8*. Lisaks leiab lehmade
sO0tmise ja s0O0must mojutavate toitumuslike tegurite kohta teavet peatiikkidest 1.3 ja 2.
Pdhjalikum tilevaade rasvade ainevahetusest ja insuliini-resistentsusest on toodud peatiikis 3.
Projekti pdhitulemused kantakse ette EMU Veterinaarmeditsiini ja loomakasvatusinstituudi
poolt 17.-18. Martsil 2011 korraldataval konverentsil Terve loom ja tervislik toit 2011.

Et nimetatud raamatus ei késitleta ketokehade (atsetoon, B-hiidroksiivdoihape) vdimalikke
madramismeetodeid piimast, siis on need toodud alljargnevalt. Metoodikate véljatootamise
eesmadrgiks oli leida sobivad referentsmeetodid Joudluskontrolli Keskuse piimaanaliiiiside
labori tarvis.

Piimaproovide eeltoiotlus. Ketokehade maaramiseks sobis paremini piimaproovide eeltootlus
trikloordddikhappega. Toimiti jirgnevalt: koigepealt pipeteeriti tsentrifuugi klaasi 10 mL
uuritavat piima, 100 puL 1% vérskelt valmistatud isopropanooli lahust ja 500 uL 3M/1 varskelt
valmistatud trikloordddikhappe lahust. Seejarel loksutati proovi 1 minut ja tsentrifuugiti
(3000g) 20 minutit. Tsentrifuugimise tagajirjel proov kihistus: valk jii pdhja ja rasv peale,
keskele jdi veefaas. Viimasest voeti ettevaatlikult slistlaga 2mL (1mL atsetooni ja ImL BHB
médramiseks) lahust, mis pipeteeriti eraldi epsidesse. Eeltoodeldud piimaproovid séilitati
analiiiisimiseni siigavkiilmikus -20°C juures.

Atsetooni mididramine piimaproovidest. Kiilmutatud eeltdddeldud piimaproov sulatati ja
neutraliseeriti kolonni ja siistla sddstmise eesmirgil (pH 6,5...7,0) 3M kaaliumfosfaadi
lahusega. Tekkinud sade tsentrifuugiti. Analiilisimiseks kasutati veefaasi, millest 1,5uL siistiti
gaaskromatograafi Varian 3900. Kromatograafis kasutati joajagamist 1/10 ja kandegaasiks
heeliumit, kiirusega 0,8m/s. Kromatograaf oli varustatud kolonniga DB-FFAP (pikkus 30m,
diameeter 0,53 um), mida koeti jargnevalt: 3 minutit 45°C (selle ajaga tulevad kolonnist vilja
detektorisse nii atsetoon kui ka isopropanool), siis tdstetakse kolonni temperatuuri kiirusega

! Kuivord raamat on aruande esitamise ajal veel triikikojas, siis on see aruandele lisatud CD kettal.



30°C minutis 220°C juurde ning hoitakse saavutatud temperatuuri 2 minutit. Kolonni kiitmine
oli vajalik selleks, et eelmises proovis olevad ained ei segaks jargmise proovi atsetooni
madramist. Leiti, et atsetooni médramiseks voib kasutada ka teisi vett taluvaid kolonne,
nditeks tdidiskolonni 4% Carbowax 20M, matrix 80/120 Carbopack B-DA.

Atsetooni kogus piimaproovidest leiti kasutades jargnevat valemit:
ACp- ACst x IPpst x ACpp
ACpst x IPpp

, kus

ACp on atsetooni sisaldus uuritavas proovis (umool/L); ACst on atsetooni sisaldus standardis
(umooli/L); IPpst on isopropanooli piigi suurus standardis; ACpp on atsetooni piigi suurus
uuritavas proovis; ACpst on atsetooni piigi suurus standardis ja IPpp pn isopropanooli piigi
suurus uuritavas proovis.

Igal atsetooni méddramise pdeval oli vaja koostada vastav kalibreering (tabel 1 ja joonis 1).
Kalibreerimiseks voeti 10mL destilleeritud vett, millele lisati 0,1mL 1% isopropanooli lahust
ja kindel kogus atsetooni. Lahuste koostamisel tuli jdlgida, et laboratooriumis ei kasutataks
enne ja kalibreeringu tegemise ajal asetooni.

Tabel 1. Atsetooni kalibreeringu andmed. 10000 -
Kromatograafiga |
Kalibreerimis- madratud ja arvutatud | o g 8000 1
lahuse atsetooni- | kalibreerimislahuse § g
. - - » 6000 1 = -
sisaldus, pmool/L | atsetoonisisaldus, 53 Yo LT 200r
© 2 =
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],Ll’IlOOl/L g g 4000 4
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0 A T T T T |
1724 1757 0 2000 4000 6000 8000 10000
Lahuse atsetoonisisaldus, pmool/L
8621 8888 Joonis 1. Atsetooni kalibreering.

Joonisel 2 on niitena toodud kromatograafilise meetodiga leitud piima atsetoonisisaldus, mis
antud juhul oli 3332 pmool/L.
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8
| |
1048
=
13
1299
1609

Joonis 2. Piima kromatogramm. Esimene piik niitab atsetooni, teine isopropanooli.



p-hiidroksiivoihape (BHB) mdiramine piimast. BHB maidramiseks piimast kasutasime
projektis ensiimaatilist meetodit, kus BHB maératakse BHB dehiidrogenaasi (nt Ranbut) abil,
mille toimel BHB-st tekib NAD (koensiitim - nikotiinamiid adeniin dinukleotiid) juuresolekul
atsetoatsetaat ja NADH (NADi redutseeritud vorm), millest viimase kogus méératakse
spektrofotomeetriliselt lainepikkusel 340 nm.

D - 8- OH —buturaat + NAD* —3-udrokstbtraadi dehidrogeaas , yrseetoatsetaat + H* + NADH

Antud metoodika on laialt levinud, usaldatav ja tipne BHB sisalduse méédramiseks verest.
Piimast antud BHB spektromeetriline madramismetoodika aga nii tdpseks ei osutunud, sest
piim ei ole piisavalt ldbipaistev proovimaatriks spektromeetriliseks méaddramiseks.
Saavutamaks proovi ldbipaistvust, mis on spektromeetriliseks madramiseks moddapadsmatu,
kasutasime piimaproovide eeltodtlust trikloordddikhappega, mis aga toi paratamatult kaasa
proovis BHB kontsentratsiooni languse ning modtetédpsuse/korratavuse vdhenemise. Taani
Pollumajandusteaduste Instituudis on véljatootatud ja juurutatud BHB fluoromeetrilise
madramise metoodika, mis vOimaldab BHBd maédrata ilma proovi eeltootluseta ka
mitteldbipaistvatest proovidest nagu niiteks piim.

BHB fluoromeetrilise mddiramise metoodika piimast. Piimast BHB méédramiseks esimeses
etapis toimub BHB ensiimaatiline oksiidatsioon: BHB + NAD" «» atsetoatsetaat + NADH +
H*, millele jirgneb tekkinud NADH oksiidatsioon resatsuriiniga: NADH + H" + resatsuriin <>
resorufiin + NAD". Protsess on kiill pddrduv kuid ndrgalt aluselises keskkonnas nihutatud
paremale. Tekkiv resorufiin méadratakse fluromeetriliselt emissioonil 575 nm juures peale
ergastust 544 nm juures. Samades tingimustes toimuda voiv korvalreaktsioon, laktaadi
okstlidatsioon piiruvaadiks, mille kdigus tekib samuti NADH + H*, surutakse maha
oksaamhappe lisamisega substraadile.

Eespool kirjeldatud fluoromeetriline metoodika BHB mééramiseks on ndidanud end véga
usaldusvadrsena ning tulemused on heas kooskdlas enstimaatilise spektromeetrilise meetodiga
kui BHB miiramine on toimunud verest voi uriinist. Kui vorrelda vere plasmast ja piimast
tehtud spektromeetrilisi BHB modtmisi, siis tinu piima mitte nii homogeensele maatriksile on
modtetdpsus piima korral viiksem ja seda eeskitt vdiksemate BHB kontsentratsioonide
piitkonnas. Piimast BHB fluromeetrilise médramise ilmne eelis on see, et piim ei vaja
tdiendavat eeltootlust ldbipaistvuse saavutamiseks. Eeltootluse viltimine on oluline seetottu,
et piimas on BHB sisaldus vidiksem kui veres ning seega ei ole vajadust tdiendavate
reagentide lisamiseks, mis tooksid kaasa proovi tdiendava lahjendamise ning seelédbi
modtetdpsuse kaasneva vihenemise. Kirjeldatud fluoromeetriline BHB méddramise metoodika
on sobilik rakendada piimale ilma tdiendava eeltdotluseta. Kahjuks ei olnud voimalik antud
metoodikat meie laboris katsetada/rakendada kuna puudus selleks vajalik aparatuur
(fluoromeeter).



