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Certifikovana metodika RO0513 CM 24 - nazev:

Identifikace subklinické ketéozy krav v ¢asné laktaci podle vysledku
dojivosti a individualnich vzorki mléka v kontrole uzitkovosti a
interpretace vysledkii

Certifikovana uplatnéna metodika a technicko-organizacni doporuceni, opatieni a
postupy v systému kontroly mlééné uzitkovosti pro identifikaci subklinické ketozy a
podporu jeji prevence, zdravi dojnic a kvality mléka.

I) Cil certifikované uplatnéné metodiky:

NP

Cilem je rozsiteni spektra interpretacnich a poradenskych postupt provadénych pravideln¢ a
systémove podle vysledkl analyz individudlnich vzorki mléka v kontrole uZzitkovosti dojnic
za ucelem prevence jejich produkcnich poruch a podpory zdravi zvitat stejné jako kvality
potravinové suroviny a provozni jistoty chovatelt.

Napli certifikované uplatnéné metodiky:

Implementace dosaZenych vysledkd, ziskanych na zdkladé predchoziho vyzkumu a vyvoje
v ramci feSeni projektt NAZV KUS QJ1210301, RO0513 (z tnora 2013) a FA MENDELU
TP 2/2013 do prostfedi rutinni kontroly mlééné uZitkovosti provozované Ceskomoravskou
spole¢nosti chovateltl, a.s. a nadprimérnych chovii dojnic v Ceské republice pro celkové
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zlepSeni bezpecnosti mléEného potravinového fetézce.

Zdroj certifikované uplatnéné metodiky:
Projekty NAZV KUS QJ1210301, RO0513 (z iinora 2013) a FA MENDELU TP 2/2013.

Zpracovali dne: 15. 11. 2013; Oto Hanu§', Daniel Falta®, Petr Roubal', Gustav Chladek?,
Marcela Vylet&lové - KlimeSovd', RiZena Seydlovéd'; | Vyzkumny dstav mlékdrensky s.r.o.,
Praha; >Mendelova univerzita v Brnég, Agronomicka fakulta, Ustav chovu a Slechténi zvitat.

Uplatnéni bylo provedeno zavedenim vSech principti metodiky od 15. 12. 2013.



IT) Vlastni popis certifikované metodiky

Identifikace subklinické ketéozy krav v ¢asné laktaci podle vysledku
dojivosti a individualnich vzorki mléka v kontrole uzitkovosti a
interpretace vysledkii

Struktura certifikované metodiky:

1) Uvod a soucasny stav

2) Cil certifikované metodiky

3) Vlastni vyzkum a vyvoj odhadu prahovych hodnot subklinické ketdzy pro mlécné
ukazatele v kontrole mlécné uzitkovosti (KU; ¢ast A a B) a zajisténi rutinnich metod pro
jejich vérohodné stanoveni (Cast C)

4) Interpretace vysledkii mlécnych ukazatelii v kontrole uZitkovosti pro praktické moZzZnosti
fizeni prevence ket6z, podporu zdravi zvitat a kvality, resp. technologické zptisobilosti,
syrového mléka — vlastni metodika

5) Zavér certifikované metodiky

6) Pouzité jiné literarni prameny pfi tvorbé certifikované metodiky

7) Pouzité vlastni vysledky a publikace pfi navrhu a validaci certifikované metodiky

8) Prilohové materidly s podklady pro vyvoj certifikované metodiky

Nejcastéji pouzité zkratky:

AC = aceton

B = bilkoviny

BHB = beta hydroxybutyrat

CF = Ceské strakaté

CMSCH = Ceskomoravska spole¢nost chovatelt

H = HolStyn

KU = kontrola uZitkovosti

L =lakt6za

MIR-FT = technologie infraanalyzy mléka scelym spektrem pomoci Michelsonova
interferometru a s vyuzitim Fourierovych transformaci
NEB = negativni energeticka bilance

SK = subklinick4 ket6za

T = tuk

T/B = F/CP = tuk/bilkoviny

T/L = F/L = tuk/lakt6za



1) Uvod a soudasny stav

Ket6za jako produkéni porucha (Obr. 1), tedy porucha energetického metabolismu, je u
vysokoprodukcnich dojnic rizikovym faktorem dojivosti, kvality mléka a ohrozenim jejich
reprodukce i Zivota. Je dilezité, avSak ne jednoduché, vcas rozlisit jeji subklinickou formu
(Obr. 2). Podle diivejsich vysledki stanoveni prahovych hodnot ukazatelii ketdzy, tedy
zejména acetonu a tukovych (ketéznich) kvocientli syrového kravského mléka, lze, pro
prubéznou identifikaci subklinické ketézy v kontrole uzitkovosti nebo u real time
analytickych méficich systéml v prvovyrobé¢ mléka, zlepSit odhady téchto prahovych
identifika¢nich hodnot pro prevenci produk¢nich poruch dojnic a podporu jejich reprodukce a
zdravi.

Obr. 1 Bézny rutinni soubor ukazatela sloZeni a vlastnosti mléka a jejich zmény ve vztahu k
nejcastéjSim problémlim mlécnych stad

Poruchy sekrece - mastitidy
BT ,L!, TPS!, BMM T, KT, pH T,
SHI, NKT, PSBT, ILT, KSM{, PATT)

Rizika \
vzajemného

Produkéni ovliviiovani Hygienické problémy

poruchy

(pHT ,sH T, 1L T, kKsm T,
ceM T, co T, PATT)

P

Metabolické dysbalance - syndromy sniZené titra¢ni kyselosti,
tuénosti, zvySené tuénosti, acidéza, ketoza, alkaloza atd.

(t?,BT,L i, PSS!, MOT, ACT, BMM T,
pHZT, SH |,PSB T, IL T, KSM {)

Seznam zkratek ve schématu: AC aceton; B bilkoviny; BMM bod mrznuti mléka; CO koli baktérie;
CPM celkovy pocet mezofilnich mikroorganismti; IL rezidua inhibi¢nich latek; K draslik; KSM kysaci
schopnost mléka; L laktéza; MO mocovina; NK viskozimetricky test; PAT patogenni
mikroorganismy; pH nativni kyselost; PSB pocet somatickych bun€k; SH titra¢ni kyselost; T tuk; TPS
tukuprosta suSina.



Obr. 2 Schéma uplatnéni prevence pii snizovani ztrat mlééné uZzitkovosti dojnic v disledku
produkénich chorob - zejména metabolickych dysbalanci (Casto ketdézy) a poruch
sekrece mléka

Stado dojnic v Case:

Oblast prevence Oblast 1écby
& Postupny rozvoj produkénich chorob, jejich subklinické Klinické projevy
Zdravé upny rozvoj p ¢ > JEjich Subkint | produkénich
dojnice piiznaky a $ifen{ ve stadé chorob u zvifat
Ekonomické | . 3 | <y
—ztréty: 0 ¢ tinosné ¢ vysoké !

Ketoza jako produkcéni onemocnéni

Ket6za reprezentuje metabolické onemocnéni, které se vyskytuje hlavné u vysoce
produktivnich dojnic. Zakladni problém ketéz spociva v deficitu glukosy v krvi a tkanich,
ktery spolu s nedostatkem vhodnych uhlovodikll v krmné ddvce vede k odbourdvéni lipida v
jatrech. ZvysSeny metabolismus jater vede ke zvySeni hladin vedlejSich produkti - ketolatek v
krevnim séru a nasledn¢ i v mléce dojnice. Ketdzy vSeobecné jsou v obdobi vzniku tzv.
»energetické diry” resp. negativni energetické bilance po oteleni zplisobené vyssim vydejem
Zivin laktaci z organismu oproti niz§imu piivodu. Jsou charakterizovdny odbourdavanim
télesnych energetickych (pfedevSim tukovych) rezerv. Tuk v mléce se tak muze nejdiive
zvysit (Tab. 1 a 2) s pokracovanim ket6zy muze pak klesat. Tento jev miiZe vést aZ k poklesu
metabolické funkce jater jejich infiltraci tukem (syndrém lipomobilizace az jaterni steatdzy)
nebo jaternimu kématu. Zde je dileZitou vlastnosti regeneracni schopnost jater. Pritbézné
dochdzi prave ke vzristu obsahu ketonovych latek v télnich tekutinach (Tab. 1).

Obsah ketolatek (acetonu (AC), acetoacetitu a BHB (betahydroxybutyratu)) v individudlnich
vzorcich mléka je tedy indikdtorem zdravotniho stavu dojnic po porodu a v prvni tfetiné
laktace ve smyslu vyskytu produkéniho onemocnéni, ketéz. Nékteré ketony mohou byt dile
metabolizovény, jiné (napf. aceton) odchdzeji z organismu zpravidla moc¢i, dechem, potem a
mlékem (Obr. 3). Ketéza vznikd predevSim u dojnic s vysokou dojivosti a vykazuje plizivy
charakter ndstupu a setrva¢nost prubéhu. V pribéhu ketézy je redukovana dojivost i
obranyschopnost (riziko zvySeného vyskytu novych mastitidnich infekci) a zhorSena plodnost
krav. Mnohé vysSe zminé€né jevy jsou v omezenéjSim rozsahu pozorovany i u volné Zijicich
savcl. U hospodaiskych zvifat se zaméfenim na vysokou uzitkovost se uvedené procesy
mohou nicméné¢ vymykat kontrolnim a regulaénim mechanismiim organismu. Dojde k



onemocnéni ketézou zpravidla nejdiive v subklinické a posléze klinické formé (Obr. 2).
Krom¢ dalSich ptiznaki mize onemocnéni vydustit i v dhyn zvitete. LéCba je nezbytnd, avSak

s diisledky vSech ztrat nakladna.

Obr. 3 Graf dynamiky ketdzy u zvifete - schéma nelinedrniho vzristu koncentrace acetonu
(ketolatek) v mléce (ptipadné télnich tekutindch) ptezvykavcu se stupném ketdzy

kyselina acetoctovd (Me, Vy);

kyselina betahydroxymadselna
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OK = ostatn{ ketolatky /'
| KC =ketolatky celkem /
I = zdrava dojnice /
o© II = moZny néstup subklinické ketdzy / OK
3 | II=méné zdvazna subklinickd ket6za /
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Tab. 1 Vliv n¢kterych produkénich onemocnéni na sloZeni a vlastnosti mléka (podle FAMIGLI

BERGAMINI, 1987)

Porucha |Produkce |Tuk Bilkoviny |Kasein |Lakt6za |Ketony - Mocovina |SuSina Somatické |Titracni
aceton tukuprostd |bunky kyselost
adgg T WL L L L L1 T
Alkasza || 1] Wil 1 L1 \
kv (L LT L L LT l 1
Mastiida |, LT LT L ] I 7
Stres \ \ T




Tab. 2 Praktickd interpretace pomé&ru obsah tuku/obsah bilkovin (T/B) v mléce (modifikovano
podle: AGABRIEL et al., 1991, 1992; BiRO et al., 1992; FURLL et al., 1992; GEISHAUSER a

ZIEBELL, 1995; SCHULZ, 1997; GASTEINER, 2000)

- ve vztahu k fyziologii vyZivy dojnic (individudlni vzorky mléka):

mlécnd plemena
(Némecko)

nedostatek strukturni
vldkniny v krmné ddvce

nizky T/B vyhovujici T/B vysoky T/B
- pro holStynské < 1,05 1,05-1,18 > 1,18
dojnice
- kombinovana a <11 1,1-1,6 >1,6

nedostatek energie,
riziko ketézy

- ve vztahu k syratské technologii (bazénové, resp. cisternové vzorky mléka):

- ve Francii, mléko <1,10 1,10 az 1,20 > 1,20
obecné 1,14 az 1,18
nejlepsi technologicka
hodnota

ZvySeny aceton v mléce, jako projev ketdzy, sniZzuje dojivost (0 2 aZ 9 % pii subklinické
ketdze a aZ o 26 % pii ketdze klinické; MIETTINEN, 1994) a reprodukci. Prodluzuje servis
periodu a7 o 20 dni (RiHA a HANUS, 2000; P < 0,05). Také WALDMANN et al. (2003)
predpovédéli vzriust pravdépodobnosti opakované inseminace pii vzrastu koncentrace acetonu
v mléce pii inseminaci a BERAN et al. (2012) nalezli vztah mezi nejvyS$Simi hodnotami
acetonu v mléce a cervikdlnim hlenu a pfezitim spermii béhem kratkodobého tepelného
stresu, které bylo negativné ovlivnéno, coZ €ini spermie citlivéj$imi k vliviim prostiedi a mize
tak sniZit jejich oplodiovaci efektivitu.

Prevence je vyznamnd, protoze vyskyt ket6z v problémovych stddech muze byt v 1. tfetiné
laktace az 13 %, subklinickych pak azZ 34 %. Frekvence ket6z celkem v béZném stdd¢€ Cini cca
4 %, v problémovém stad€ az 8 % z prave laktujicich krav (KAUPPINEN, 1983; UNGLAUB,
1983; ANDERSSON a EMANUELSON, 1985; SRAMEK et al., 1992; HANUS et al., 1999;
RASMUSSEN et al., 1999). Obecn¢ vice autort (EMERY et al., 1964; VOITISEK et al., 1991;
MIETTINEN, 1995; GREEN et al., 1999; GASTEINER, 2003) se pokusilo pozitivné¢ pozmeénit
metabolismus Casné laktace a korespondujici moZny nedostatek energie cestou piidavki
ruznych glukoplastickych nebo hepatoprotektivnich latek (jako propylenglykol, monensin,
Silybum marianum) do krmnych dévek krav.

VOJITISEK et al. (1991) zkrmovali v peripartdlnim obdobi (2 tydny) kravam ke krmné dévce
0,3 kg Srotu/den Ostropestiece maridnského se zndmymi hepatoprotektivnimi ucinky
obsazeného silymarinovéko komplexu (KoOLOUCH et al., 1991). Zaznamenali v tomto
experimentu pokles stupné ketonurie krav a pokles acetonu a kyseliny acetoctové v krvi a
mléce pokusnych krav oproti kontrolnim, vcetné¢ zvyseni jejich mlécné produkce. Podobné
zdokumentovali GREEN et al. (1999) pfiznivy ucinek aplikace kapsuli Monensinu
(uvolnujicich 335 + 33 mg/den) v podob¢ redukce hladiny beta-hydroxybutyratu v krvi (o 35
%), soucasného vzrastu koncentrace glukézy v krvi (o 15 %) a tim omezeni umeéle
indukovaného ket6zniho stavu dojnic.

Vzhledem k charakteru pribéhu ket6zniho onemocnéni dojnic a vzhledem ke skutecnosti, Ze
subklinické formy (bez zjevnych piiznakill) jsou ekonomicky nebezpecnéjsi (vyssi frekvence
vyskytu a nepozorovatelnost) nez klinické (se zjevnymi piiznaky u zvifat) je dalezitd v€asna
diagnostika onemocnéni. Ketéza a vyssi hladiny ketonli zhorSuji reprodukci krav. Indikaéni
schopnosti metod stanoveni ketonii 1ze vhodné vyuZit k monitoringu ketéz ve stadé a k



zavadéni protiketéznich opatieni (EMERY et al., 1964; JAGOS et al., 1981; KOLOUCH et al.,
1991; VOITISEK et al., 1991; ILLEK a PECHOVA, 1997, 1998) jak preventivnich (v piipad¢
ndznaku subklinickych stavl, prostfednictvim operativnich zmén ve vyZivé dojnic, aplikace
ostropestiece maridnského, propylenglykolu atp.) tak terapeutickych (v piipadé zachytu
zviteti, aplikace glukdzy, inzulinu atp., SAKAI et al., 1993). Je dilezité vést o vysledcich
monitoringu ketéz a provedenych opatfeni véetné jejich tcinnosti pravidelné zaznamy.

Vyznam ketonii (acetonu) v mléce

Koncentrace ketontl, resp. acetonu (AC) v mléce je dobrym indikdtorem ket6z (ANDERSSON,
1984, 1988; ANDERSSON a LUNDSTROM, 1984 a, b; ANDERSSON a EMANUELSON, 1985;
EMANUELSON a ANDERSSON, 1986; GRAVERT et al., 1986; DIEKMANN, 1987; GUSTAFSSON a
EMANUELSON, 1993; MOTTRAM, 1996; GEISHAUSER et al., 1997, 1998; HANUS et al., 1999,
2001 a; MOTTRAM a MASSON, 2001; MOTTRAM et al., 2002; WoOD et al., 2004). Podle AC lze
uspesné kontrolovat negativni energetickou bilanci (NEB) krav. NEB je rizikové obdobi
v pocétku laktace, zpravidla s vy$§im AC v mléce.

Aceton v krvi a mléce je vysoce korelovan (r = 0,96; ENJALBERT et al., 2001). U krav
s vy$$im mléénym AC ve druhém a tietim mésici laktace (> 0,25 mmol.l") byla zjisténa
vyznamnda negativni korelace (r = -0,47 resp. -0,42) k mnozZstvi energie piijaté krmivem a
rovnéZ k mlécné uzitkovosti (r = -0,30; GRAVERT et al., 1991). Proto vysoky obsah acetonu
v mléce indikuje labilni latkovou vyménu u krav. Vyznamnym vlivem na obsah acetonu
v mléce je vSak i kvalita silaZi, které jsou vyznamné ketogennim krmivem. Koeficient
heritability pro obsah acetonu v mléce €inil 0,30 (GRAVERT et al., 1991) pro prvni tfi mésice
laktace a podobal se tak koeficientu mlé¢né uzitkovosti. Bylo tak doporu¢eno zatazeni obsahu
AC v mléce jako ukazatele energetické bilance do sledovani KU. Genetické (plemenné)
faktory subklinické a klinické ketézy a hladiny mlééného AC byly také feSeny (EMANUELSON
a ANDERSSON, 1986; MANTYSAARI et al., 1991; HANUS et al., 2003; WooD et al., 2004).
Pouziti AC v mléce béhem laktace jako ukazatele energetického stavu pro genetické zlepSeni
pfijmu krmiva a vyuZiti energie dojnicemi bylo tak doporuceno vicekrat (DIEKMANN, 1987;
GRAVERT et al., 1986, 1991).

Prevence (Obr. 2) je velmi vyznamnd pro sniZeni ekonomickych ztrit, které mohou byt
subklinickych stavlii ketézy (ANDERSSON, 1988; HANUS et al., 1999, 2001). Subklinicka
ket6za byla Casto definovana jako propad mlécné uZitkovosti nebo ztrita télesné kondice
(GUSTAFSSON a EMANUELSON, 1993; HANUS et al., 1999; HEUER et al., 1999; GASTEINER,
2003). Diagnostickd hladina AC v mléce neni v literdrnich zdrojich stdle pfijatelné
sjednocena. Pohybuje se od 2 do 41 mgl' (od 0,03 do 0,7 mmoll'; GUSTAFSSON a
EMANUELSON, 1993; GRAVERT et al, 1986; HANUS et al, 1999; MIETTINEN, 1995;
GASTEINER, 2000). Obé mezni hodnoty se vSak jevi byt prehnané. Horni nad-, resp. dolni
podhodnocena. Na zdkladé pfedchozich praktickych zkuSenosti a vlastnich experimentalnich
vysledkd (HANUS, 1994; HLASNY, 1997; HANUS et al., 1999) lze povazovat za diskrimina¢ni
hladiny pro odhad subklinické ket6zy piibliZzn€ nasledujici limity: Ketophan (ketony v moci)
>3+ (>7,5 mmol/l); Ketotest (ketony v mléce) >2+ (>15 mg/l); aceton v mléce >10 mg/l. 1
kdyZ v ptipad¢ semikvantitativnich test nemohou byt pouZivané hranice zcela ostré, v praxi
vyhovuji zamysSlenému tucelu. Urceni diskrimina¢niho (diagnostického prahu) limitu AC
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v mléce pro subklinickou ketézu se tedy nejéast&ji pohybovalo kolem 10 mg.1"". Vy33i hladiny



AC byly také spojeny se zhorSenim technologické zpracovatelnosti mléka (HANUS et al.,
1993).

Metody stanoveni acetonu v mléce v praxi

Stanoveni mlé¢ného acetonu je provadéno nejcastéji metodami fotometrickymi, stidjovymi
semikvantitativnimi kolorimetrickymi testy na nitroprusidové bazi a nepifimou metodou
infracervené spektroskopie. Korelace mezi vysledky stdjovych testi Ketophanu v moci a
Ketotestu v mléce ¢inila 0,87 (P < 0,001; HANUS et al., 2001 c). ENJALBERT et al. (2001)
uvedli, Ze urCeni beta-hydroxybutyrdtu v mléce enzymatickou analyzou nebo prouzkovym
testem Ketolac poskytuje hodnotné vysledky s prahovou koncentraci 70 az 100 mikromol/l.
Kladn¢ hodnotili praktickou jednoduchost Ketolacu. Roos et al. (2006) hodnotili identifikaci
ketézy na zédkladé odectu acetonu, acet acetitu a beta-hydroxybutyrdtu v individudlnich
vzorcich mléka pomoci kalibrované infracervené metody MSc FT 6000 (MIR-FT) jako
uspokojivou, podobné¢ HANSEN (1999).

Pomoci mléénych ketotestli pozorovali GEISHAUSER et al. (1997, 1998) souvislost mezi
zvySenym vyskytem ketéz (resp. vysSSich hladin ketonli v krvi) a korespondujicim vysSSim
vyskytem levostranné dislokace slezu. HEUER et al. (2001) zjistili treshold (prdh) pro
subklinickou ketézu v hodnoté od 0,4 do 1,0 mM. Myslenku monitorovat ketézy systematicky
a automaticky ve stddech dojnic v on-line systémech prostfednictvim méfeni hladin ketonti
nebo acetonu (v mléce nebo ve vydechovaném vzduchu) pomoci vestavénych biosensorti
prosazovali MOTTRAM (1996), MOTTRAM a MASSON (2001) a MOTTRAM et al. (2002).

Ketoza a ostatni sloZky mléka a jejich indikacni zpuisobilost

Byl nalezen pozitivni korela¢ni koeficient (r = 0,30; P < 0,001; HANUS et al., 2004 a) mezi log
koncentrace AC a koeficientem tuk/bilkoviny v kravském mléce, jako dalSim ukazatelem
energetického metabolismu krav (Tab. 2). Tento potvrzoval uvedenou vypovidaci schopnost
obou ukazatelli ve vazbé na trendy naznaCené v Obr. 1 a Tab. 1 a 2. Vhodnost dalSich
mléénych ukazatell, tuk/bilkoviny (T/B) a tuk/laktéza (T/L), tzv. mléénych ketznich nebo
energetickych koeficienti, jako ukazatelti subklinické ketézy, byla hodnocena v fad¢ praci
(GEISHAUSER a ZIEBELL, 1995; STEEN et al., 1996; DUFFIELD et al., 1997; GEISHAUSER et al.,
1997; REIST et al., 2002; VAN KNEGSEL et al., 2010; SIEBERT a PALLAUF, 2010; HANUS et al.,
2011 b; MANZENREITER et al., 2013). Pfevazné bylo poukdzdno na praktickou zptsobilost
zminénych koeficientll k indikaci subklinické ketézy za piedpokladu zohlednéni nékterych
vlivnych faktorti, jako je napt. plemeno dojnic a stadium laktace.

Potieba pravidelné indikace vyskytu ketozy v mlécénych stadech

LESLIE (1999) uvedl, Ze existuje stale vice svédectvi dokladajicich, Ze vétSina mlécnych stad
by profitovala z rutinniho monitorovaciho programu pro subklinické ketézy, nebot’ pozitivni
test ma dobrou pfedpovédni hodnotu pro blizici se problémy. PouZitelnost stddového
kontrolnitho programu je nejvice ovlivnéna citlivosti a pozitivni predikéni hodnotou testu

stejné jako ndklady na test.

HEUER et al. (2000 b) provedli ovéteni piesnosti predikce vicendsobného regresniho modelu
pro odhad energetické bilance vysoceuzitkového stdda dojnic od 2. do 12. tydne laktace. Do
tohoto modelu zahrnuli kontrolu dojivosti a télesné kondice dojnic (podobné také DUCHACEK
et al., 2012), test ketonti, obsah tuku, bilkovin a laktézy z kontroly uzitkovosti a pomér



tuk/bilkoviny. Zavérem uvedli, Ze informace z testovaciho dne KU bez testu hladiny ketonti a
skore télesné kondice je dostacujici pro odhad primérné energetické bilance stdda s tim, ze
velikost stdda limituje spravnost pfedpovédi.

Se sofistikovanym rozvojem rutinnich analytickych mozZnosti mléénych laboratoii KU a
vyzkumem vzdjemnych vztahti mlécnych ukazateli a jejich vztahli ke zdravi zvitat lze
roz§ifovat 1 spektrum sluZeb chovatelim mlééného skotu. Uvedené muze mit podobu
rozSiteni spektra prvddénych analyz a vyvoje interpretacniho software k fizeni prevence
produk¢nich poruch krav, snizovani ztrat na dojivosti, zlepSovani jejich zdravotniho stavu a

kvality produkovaného mléka.

2) Cile aplikace certifikované metodiky

Obecnym cilem certifikované metodiky je zlepSit kontrolu zdravi dojnic, kvalitu syrového
mléka, provozni jistotu chovatell krav a podpofit bezpecnost mlécného potravinového
fetézce.

Konkrétnim cilem vlastni certifikované metodiky tedy je:

- validovat moznosti aplikace nepFimé metody MIR-FT pro stanoveni Kketoni
v individudlnich vzorcich mléka v kontrole uZzitkovosti pro jednu zforem indikace
subklinické ketdzy;

- ov¢fit, precizovat a validovat mozZnosti indikace subklinické ketézy podle rutinnich
vysledkii analyz individualnich vzorki mléka v KU jako podklad pro softwarovou
konstrukci (v KU - CMSCH);

- shrnout praktické aspekty interpretace vysledkii acetonu a ketéznich sloZkovych
koeficienti v mléce s ohledem na monitoring zdravotniho stavu dojnic a moZnosti
prevence problémovyvh situaci ve vyZzivé dojnic a jejich piipadnych produkénich poruch
(energetického deficitu (NEB), resp. ket6z).

3) Vlastni vyzkum a vyvoj odhadu prahovych hodnot subklinické ketézy pro mlééné
ukazatele v kontrole mlééné uzitkovosti (KU; ¢ast A a B) a zajiSténi rutinnich metod pro
jejich vérohodné stanoveni (¢ast C)

A) Metaanalyza mléénych ukazateli ketézy ve smyslu odhadu jejich
prahovych hodnot pro identifikaci subklinické ket6zy

Pribézné, permanentni analyzy, tedy analyzy v redlném cCase (real time), u hlavnich mlé¢nych
slozek a vlastnosti (tuk, bilkoviny, laktéza, suSina tukuprostd a pocet somatickych bun€k) jsou
nyni jiZz v dojirnach dostupné. Pravidelna denni informace bez zpoZdéni je vyhodna oproti
meésiénimu intervalu bézné (konvencéni) kontroly uZzitkovosti. Farméti tak mohou znat slozeni
mléka kazdy den. Mohou proto ve svych mlécnych stddech vypocitivat energetické
koeficienty mléka, zkoumat a vyhledavat vyskyt subklinické ketézy v ¢asné laktaci krav a tak
zlepSovat prevenci ketdzy a vyvarovat se ekonomickych ztrét, které jsou s ketézou spojeny.
Cilem tedy bylo zlepsit vérohodnost odhadu prahovych hodnot hlavnich mlé¢nych ukazatel
energetického metabolismu krav pro detekci subklinické ketézy a podporu jeji prevence



pomoci metaanalyzy. Také HEUER et al. (2000 b) pro své posouzeni modelu pro odhad
energetické bilance dojnic zc¢asti pouZzili metaanalytické principy s aplikaci literarnich
limitnich hodnot ketonti a koeficientu tuk/bilkoviny v mléce. Tato metoda muze mit vyssi
veérohodnost vysledkli nez jednotlivé separdtni studie. DuleZité je zahrnout do kalkulace
metodicky srovnatelné vysledky, tedy vyznam md validace vhodnosti pouZitych prament.
Vysledky praci, které byly zaméfeny na zminény problém, byly soustiedény klasifikovany a
nov¢ statisticky vyhodnoceny. Byly to védecké prace (viz ptfilohy metodiky) zaméfené na
hodnoceni ukazatelti ketézy v mléce (aceton (AC) a mlécné energetické koeficienty
(tuk/hrubé bilkoviny, F/CP; tuk/lakt6za, F/L)) a jejich prahy pro subklinickou ketézu. Byly
specifikovany metody pro odvozeni prahovych hodnot: — a) statisticky podle vysledka
referen¢nich postupli; — b) vypocet podle principt piislusného rozdéleni ¢etnosti hodnot; — c)
kvalifikovany odhad podle frekven¢ni distribuce hodnot nebo ptipadova studie; — d) vzdjemné
kombinace pfedchozich zminénych postupt. Tato klasifikace byla pouZzita jako vdha pro data
(w:a=3,b=1,c=2,d=2). Pro hodnoceni dat byla pouzita pfizplisobend metoda
metaanalyzy. Odlehlé hodnoty byly vyfazeny z datového souboru na zdkladé¢ Grubbsova testu
odlehlosti (5 %; Tab. 3). Variabilita v odbornych prahovych hodnotidch AC pro subklinickou
ketézu byla vysokda (78,5 %; Tab. 3). Je mozné piijmout hodnotu 10,57 mg.l’1 jako
validovany odhad prahové hodnoty AC (geometricky primér) pro identifikaci subklinické
ketézy (Tab. 4). Zatimco odbornd variabilita ve védeckych odhadech prahi AC byla vysoka,
variabilita prahli ketéznich mlécnych koeficientli byla nizkd (od 5 do 8 %). Tato skutenost
ukazuje na specificnost a védecké obtize definice subklinické ketdzy. Je mozné piijmout
hodnoty mlécnych koeficienti F/CP a F/L 1,276 a 0,82 (Tab. 3) jako validované odhady
praht pro identifikaci subklinické ketézy. ProtoZe je vztah F/CP F/L tésné&jsi v prvni tietiné
laktace (0,89; P < 0,001; Obr. 4), nez v celé laktaci (0,86; P < 0,001; Obr. 4), mohla by byt
tato skutecnost dokladem schopnosti pro identifikaci subklinické ketdzy, protoze vétSina
piipadil subklinickych ketéz se vyskytuje v ¢asné laktaci. Tyto vysledky byly dosazeny u:
individudlnich vzorkti mléka; dojnic na prvni laktaci a ostatnich laktacich prostych klinické a
drsnéjsi subklinické mastitidy; plemen Ceské strakaté, Czech Fleckvieh (CF) a Holstyn,
Holstein (H); 3 stad CF, 3 stdd H a 1 stdda CF a H; letni a zimni sezény. Dale u n = 960 (cela
laktace) a 329 (prvni tietina laktace), kde primérnd dojivost kolisala v oboru od 5500 do
10000 kg za laktaci.

Zavér:
- zlepSené odhady prahti studovanych mléénych ukazatell pro subklinickou ketézu
v Casné laktaci pomoci metaanalyzy mohou byt pouZity v technologickych inovacich
(kontrola mlé¢né uzitkovosti a real time méfici systémy) v ZivociSné vyrobg;
- také kombinované pouziti obou koeficientii (F/CP a F/L) by mohlo piinést zlepSeni
pravidelné diagndzy subklinické ketdzy.
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Obr. 4 Nelinearni vztahy mezi mlécnymi energetickymi koeficienty F/CP (x axis, tuk/hrubé
bilkoviny) a F/L (y, tuk/lakt6za) béhem celé laktace a v prvni tfetin¢ laktace

200 Y= -0.1777% + 1.054x - 0.193
1.50 -
[
= 1.00
0.50 - ;
0.00 T T T T 1
000 050 100 150 200 250
F/CP
r=0,8551 n =960
500 V= -0.1219% +0.8947x - 0.122
150 4 R>=0.7916 °
|
S 100 |
0.50 -
0.00 : : : ‘ ‘
000 050 100 150 200 250
F/CP
r=0,8897 n =329

Tab. 3 Vysledky metaanalyzy vysledkt jednotlivych studii o mlé¢nych ukazatelich ketdzy
(aceton (AC) a energetické koeficienty (F/CP, tuk/ hrubé bilkoviny a F/L, tuk/lakt6za)) a
odhad jejich validovanych prahii pro moZnost vySetfit identifikovat subklinickou ket6zu

dojnic

M T X +sd VX NG X +sd VX CI A%
AC S 19 146+11,4 | 78,1 19 | 146+11,4 | 78,1

18,7 -
AC w 47 144 +11,3 | 78,5 47 | 144 +11,3 | 785

18,5 -
F/ICP |s 8 | 1,396 +0,071 | 5,1 8 11,396 +0,071 | 5.1

0,116 | 1,28
F/ICP |w 16 | 1,391 +£0,07 5,0 16 | 1,391 +£0,07 5,0

0,115 | 1,276
F/L S 4 10938=+0,075| 8,0 4 10938+0,075| 8,0

0,123 | 0,815
F/L w 11 10,932 +£0,068 | 7,3 11 {0,932 +£0,068 | 7,3

0,112 | 0,82

Mléény aceton, AC v mg.I"'; n = poéet piipadii; CI = interval spolehlivosti (95%) sd x 1,64,

jednostranné omezeni; vx =

variaéni koeficient v %; M =

mlécny ukazatel; T = typ

hodnoceni; s = prosty; w = vdZeny; N = pivodni n; NG = n po Grubbsov¢ testu odlehlosti; V
= validovany odhad prahu, x — CL.
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Tab. 4 Vysledky metaanalyzy vysledk jednotlivych studii o mlé¢ném acetonu (AC, ve forme
log AC) a odhad jeho validovaného limitu pro moZnost identifikovat subklinickou ketézu
dojnic

Mlécny | Typ n X +sd AC xg jako validovany odhad
ukazatel | hodnoceni log AC prahu

AC Prosty 19 1,035747 £ 0,357972 10,86

AC Vazeny 47 1,024048 + 0,361384 10,57

Mlé&ny aceton, AC v mg.1™"; n = podet piipadi; xg = geometricky pramér.

B) Ki¥izova validace odhadi prahovych hodnot pro mlééné ukazatele
subklinické ketozy

Analyzy hlavnich sloZzek mléka a vlastnosti mléka (tuk, bilkoviny, lakt6za suSina tukuprosté a
pocet somatickych bunck) pribézné v Case (real time analyses) jsou dnes jiZ dostupné
vyhodnd pfi srovndni k mésicnim intervalim bézné kontroly uzitkovosti s ohledem na
moZznost flexibility ve startu ndpravnych opatfeni. Timto zplisobem mohou chovatelé znat
pravidelné¢ slozeni mléka. Energetické (ketézni) mlécné koeficienty jako tuk/ hrubé bilkoviny
(F/CP) a tuk/laktéza (F/L) mohou byt vyznamné pro prevenci ketézy a ztrdt na mléce, které
jsou s ni spojeny. Cilem bylo provést reciprokou validaci vérohodnosti mléénych ukazatelt
pro identifikaci subklinické ketézy (SK, viz ptilohy metodiky). Byly pouzity: vysledky
prvotelek a krav na vyss$i laktaci, které byly prosté zavaznéjSich piipadi subklinické
mastitidy; 3 stdda ceského strakatého skotu (CF), 3 stdda HolStyna (H) a jedno stddo CF a H;
329 individudlnich vzorkd mléka z letni a zimni sezény a prvni tfetiny laktace. Primérna
dojivost €inila od 5 500 do 10 000 kg mléka za laktaci. Prahy F/CP F/L byly odhadnuty (P <
0,05) podle prahu acetonu pro subklinickou ketézu (Obr. 5; > 10 mg.I™"). Tyto &inily: pro
prvni laktaci 1,27 (CF) a 1,32 (H), pro dalsi laktace 1,52 (CF) a 1,42 (H) u F/CP; pro prvni
laktaci 0,84 (CF) a 0,84 (H), pro dalsi laktace 0,87 (CF) a 0,85 (H) u F/L (Tab. 5, A).
Nasledné byly tyto pouZzity pro kiiZovou validaci pomoci vzdjemné reciproké kalkulace podle
relevantnich rovnic (P < 0,001): pro prvni laktaci 1,251 (CF) a 1,31 (H), pro dalsi laktace 1,31
(CF) a 1,383 (H) u F/CP; pro prvni laktaci 0,831 (CF) a 0,821 (H), pro dalsi laktace 0,989
(CF) a 0,852 (H) u F/L (Tab. 5, B; Obr. 6). Tyto validaci, kiizovym recipro¢nim vypoctem,
odhadnuté prahové hodnoty jsou dost podobné jejich pivodnim hodnotdim (Tab. 5). To
potvrzuje dobrou vérohodnost ptivodnich odhadt prahovych hodnot. Validované odhady
prahovych hodnot studovanych mléénych ukazatelti (F/CP a F/L) pro subklinickou ket6zu
v Casné laktaci mohou byt pouzity v technologickych inovacich (kontrola mlé¢né uzitkovosti
a vméficich systémech sprincipem real time) v moderni ZivociSné vyrob€. Také
kombinované pouziti prahovych hodnot obou koeficienti (F/CP a F/L) by mohlo zlepsit
pravidelné vysledky vySetieni na subklinickou ketézu v praxi.

Zdver:
metody analyzy real time (pravidelné v daném case) u hlavnich mlé¢nych slozek (tuk
bilkoviny, laktéza) a poctu somatickych bun€k jsou zavedeny do praxe dojeni
v modernich dojirndch. Timto zpisobem mohou chovatelé docilit pravidelné znalosti o
sloZeni mléka. Proto mohou zkoumat a identifikovat vyskyt subklinické ketézy u krav
v disledku pouziti mlécnych koeficientii a tak fidit prevenci ketézy. Uvedené miize
ochranit ekonomiku farmy pfed piipadnymi ztratami;
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- vyS§i operacni aktivita takového systému je vyhodnd. Zde validované odhady
prahovych hodnot (1. laktace 1,251 (CF) a 1,31 (H), dalsi laktace 1,31 (CF) a 1,383
(H) u F/CP; 0,831 (CF) a 0,821 (H), 0,989 (CF) a 0,852 (H) u F/L) mlé¢nych
ukazatelll pro subklinickou ket6zu v ¢asné laktaci tak mohou byt pouZzity pro zlepSeni
ekonomiky Zivoci$né vyroby;

- kombinované pouziti obou koeficienti miize byt efektivnéjsi v pravidelné diagnéze
subklinické ketdzy.

Vv s

Tab. 5 Vysledky reciprokého odhadu prahovych hodnot pro mlécné ukazatele jako F/CP
(tuk/hrubé bilkoviny) a F/L (tuk/laktéza) pro tucely diagnézy subklinické ket6ézy dojnic
v prvni tfetiné laktace

MIécny ukazatel Predchozi prah (A) Specifikace Validace odhadu
prahové hodnoty (B)

F/CP 1,27 CF 1. laktace 0,831 F/L

1,32 H 1. laktace 0,821 F/L

1,52 CF ostatni laktace 0,989 F/L

1,42 H ostatni laktace 0,852 F/L
F/L 0,84 CF 1. laktace 1,251 F/CP

0,84 H 1. laktace 1,31 F/CP

0,87 CF ostatni laktace 1,31 F/CP

0,85 H ostatni laktace 1,383 F/CP

vvvvv

A.

Obr. 5 Regresni vztahy mezi log AC a mléénymi ketéznimi koeficienty F/CP a F/L pro
holStynské plemeno a ostatni laktace (druhd a vyssi) v 1. tfetin€ laktace (P < 0,05)

F/CP

y=0.2558x + 1.1592

log AC

R°=0,1512

r=0,3888

y=0.1329x + 0.7191
S
-2.0000 0.0000 2.0000 4.0000
log AC
R*=0,1289 r=0,359
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Obr. 6 Vztahy mezi mlé¢nymi ketéznimi koeficienty F/CP a F/L pro dojnice Ceského
strakatého skotu (CF) na 1. laktaci a holStynského plemene (H) na dalSich laktacich v 1.
treting laktace (P < 0,001)

y =0.6423x + 0.0157 y =0.5074x + 0.1319
1.50 R?=0.8259 1.50 R?=0.8133
1.00 1.00
= =
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0.00 1.00 2.00 0.00 1.00 2.00 3.00
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C) Potvrzeni moznosti aplikace metody MIR-FT k detekci ketonii v mléce
v kontrole uzitkovosti

1 - Referencni a nepiimé analyzy ketonit (acetonu) v mléce

Referencné byl aceton (AC) stanoven pomoci spektrofotometrického méfeni pii vinové délce
485 nm na zafizeni Spekol 11 (Carl Zeiss Jena, Germany). AC byl absorbovan v alkalickém
roztoku KOH se salicylaldehydem (O MOORE, 1949; VOITISEK, 1986; VOITISEK et al., 1991).
Po mikrodifiizi (24 hodin) ve specifickych hermeticky uzavienych nddobédch v temnu za
teploty 25 °C byl Spekol kalibrovan na referenéni §kéle v oboru obsahu AC od 1 do 20 mg.I™".
Metoda byla urcujici ke stanoveni referenc¢nich hodnot (2011). Jako nepiimd kalibrovana
metoda byla pouzita metoda MIR-FT (mid infrared, stfedova infraervend spektroskopie
s Fourierovymi transformacemi): Lactoscope FT-IR (Delta Instruments, Holandsko);
MilkoScan FT 6000 (M-Sc; Foss Electric, Dansko). Nepiimé metody jsou lokalizovany
v mléénych laboratofich kontroly uZitkovosti Ceskomoravské spoleénosti chovatelti a.s.
Praha.
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Obr. 7 Piiklad frekvenéni distribuce hodnot mlééného AC v individudlnich vzorcich z KU

(HANUS et al., 2001 a)
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Z duvodu absence normalni frekvencni distribuce u AC v individualnich vzorcich mléka (viz
v piivodnich hodnotéch (mg.I") a dile po logaritmické transformaci. Podobn& se chové jako
ukazatel napf. pocet somatickych bunék, zatimco dojivost a zakladni sloZzkové ukazatele, jako
tuk, bilkoviny, laktéza, suSina tukuprostd a také mocovina, vykazuji frekvencni distribuci
blizkou normdlni ve smyslu platnosti Gaussova modelu. Je to diivod, pro¢ byly dile hodnoty
mlécnych ketdéznich koeficientli kalkulovany z ptavodnich hodnot, tedy bez nezbytnych
transformaci dat. U AC byl transformacni postup zvolen pro moznost veérohodného
vyhodnoceni spolehlivosti nepfimo métfenych hodnot (MELOUN a MILITKY, 1992, 1994;
HANUS et al., 2001 a, b).

VVVVVV

s nasledujicimi vysledky: regresni linearni vztah mezi referen¢nimi a nepiimymi (MIR-FT)
hodnotami log AC ukézal na vyznamny (P < 0,001) kalibra¢ni korela¢ni koeficient 0,63 (Obr.
8; n = 64). Jedna se zatim o jednu z nejvysSich dosazenych hodnot tésnosti uvedeného vztahu
v Ceské republice (0,63 < 0,8; HANUS et al., 2011 a; Obr. 9, P < 0,001, ale byly dosazeny
rovnéZz tésnosti 0,589 Obr. 10, P < 0,001 a samoziejmé i nizsi). VEtsi tésnosti korelace vztahu
moho byt dosazeno zpravidla vy$$im zsatoupenim hodnot s vys$Sini obsahy AC v kalibracni
sad¢, které byly pfirozené, i kdyZ patologické, tedy bez umélych ptidavki AC, zpiisobené
redlnou ketdézou, se vSemi jejimi dalSimi privodnimi dopady do mléka, coZ je obvykle
praktickym problémem procesu. V uvedenych piipadech tomu tak bylo na rozdil od mén¢

VVVVVV

Obr. 8 Regresni linedrni vztah mezi referenénimi hodnotami log AC (ReSt; x) a vysledky
metody MIR-FT (Foss FT 6000; PM, y)
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Obr. 9 Regresni linearni vztah mezi referencnimi hodnotami Re log AC (x) a vysledky
metody MIR-FT log AC (Foss FT 6000; y)
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Obr. 10 Regresni linearni vztah mezi referenénimi hodnotami Re AC (x, v mg.l'l) a vysledky
metody MIR-FT log AC (Foss FT 6000; y)
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Zavér:

tésnost korelacniho koeficientu (0,63) mezi referencnimi hodnotami a hodnotami
stanoveni log AC nepfimou metodou MIR-FT je v poslednim pilotnim kalibracnim
testu prijatelnd s ohledem na zndmé obtiZze multikomponentniho stanoveni minoritnich
slozek mléka fyzikdlnim potupem v prostiedi komplikovaném s ohledem na pozadi
mefeni;

- uvedeny vysledek tak jiz opraviluje pouZzit tyto nepiimé postupy v praxi KU jako
screeningové monitorovaci testy.

2 - Metaanalytické odvozeni limitit AC a BHB pro MIR-FT

Otéazkou z analytického hlediska zde ziistava jen pfepoctené a pro praxi pfijatelné vyjadiovani
vysledkl v dohodnutych jednotkéch (interpretace jednotek koncentrace). Piepocet limitu > 10
mg.I"! z vybranych vztahti (HANUS et al., 2011 d) vysledkit AC v mléce referenéni metodou
na log AC a log BHB pomoci MIR-FT by mohl ¢init > -0,80 a > -1,66 z hlediska interpretace
diskrimina¢ni limitni hodnoty problému ket6z s interpretaci — podezieni na subklinickou
ketozu.
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Korela¢ni koeficient mezi referenénimi hodnoami AC a pfistrojovymi log BHB ¢inil napf.
0,581, Obr. 11, P < 0,001, pfi pilotnich kalibracich. Podobné byl korela¢ni koeficient mezi
pristrojovymi (MIR-FT) hodnotami log AC a log BHB 0,893, Obr. 12, P < 0,001, v souboru
individudlnich vzorkd mléka. To je logické ve vztahu k dynamice ketézy u zvitete, napft.
podle uvedeného schématu (Obr. 3). Uvedené znamend, ze 81,2 % vysledkové variability
vilog BHB je vysvétlitelnych variabilitou piistrojovych vysledki vlog AC. Zminéné
skute¢nosti umoznily provést pfedchozi uvedeny prakticky metaanalyticky odhad prahovych
hodnot log AC a log BHB (MIR-FT) pro subklinickou ketézu.

Obr. 11 Regresni linedrni vztah mezi referencnimi hodnotami Re log AC (x) a vysledky
metody MIR-FT log BHB (Foss FT 6000; y)
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Obr. 12 Regresni linearni vztah mezi pristrojovymi (MIR-FT) hodnotami log AC (x) a log
BHB (y; Foss FT 6000)
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vysledky 1ze oznacit za slibné pro monitoring ketéz u individudlnich vzorkd mléka
z kontroly uzitkovosti;

- vhodnym sestavenim kalibra¢ni sady a také vhodnymi transformacemi hodnot stejné
jako ucelnym vybérem z nabidky moznych kombinaci uvedenych variant se jevi jako
realné docilit prakticky pouZitelné vysledky v monitoringu ketoz.

4) Interpretace vysledkii mléénych ukazateli v kontrole uZzitkovosti pro praktické
moznosti Fizeni prevence ketéz, podporu zdravi zvirat a kvality, resp. technologické
zpusobilosti, syrového mléka — vlastni metodika (variantni algoritmové podklady)

Na zédkladé¢ vySe uvedenych fakti prezentuje vlastni metodika jako variantni ndvod a
vymezeni podminek, resp. algoritmus, pro tvorbu aplikovaného software v kontrole mlécné
uzitkovosti ke zlepSeni prevence subklinické ketézy v chovu dojnic:

1) — do popsaného postupu identifikace subklinické ketézy budou v KU zahrnuta vSechna
stada (stdje, zakladni srovnédvaci jednotkou pro identifikace a vypocty je zde stdj s ohledem na
jistou vyrovnanost vyzivy této jednotky) dojnic plemen H a CF (A), nebo vybrand stida
plemen H a CF (B) a to podle primérné dojivosti za normovanou laktaci v pfedchozim
kontrolnim roce, kdy ptijde o stdda nadpriimérnd, nebo stdda z horniho 33 percentilu (volba
miZe zdviset na komercializaci sluzby, kdy bude li tato bezplatnd, 1ze pocitat s feSenim A, pfi
jistém zpoplatnéni Ize predpokladat variantu B);

2) — vlastni hodnoceni pak bude probihat na trovni vysledki jednotlivych zvitat v KU;

3) — sohledem na faktor laktace budou zahrnuty do hodnoceni SK vSechny laktace, ale
s ohledem na stadium pouze vzorky mléka z KU do 100 dni laktace;

4) — v takto selektované skupin€ zvifat mohou byt na pravdépodobny vyskyt SK hodnocena
vSechna relevantni zvitata, nebo jen kravy s vyssi denni dojivosti nez byl aritmeticky prumér
stejné skupiny (do 100 dni laktace v daném stad€) v pfedchozim terminu KU;

5) — jednohvézdickovou identifikaci ( [1 ) bude v protokolu u vysledku (dojnice, rozboru)
v kontrole uZitkovosti (KU) vyjadieno podezieni na pravdépodobny vyskyt subklinické
ketozy (SK) pii vysledku metody MIR-FT pro beta hydroxybutyrat v mléce kdyz log BHB
bude > -1,66;

6) — jednohvézdickovou identifikaci ( [1 ) bude v protokolu u vysledku (dojnice, rozboru)
v KU vyjadieno podezieni na pravdépodobny vyskyt SK pfi vysledku aktudlniho koeficientu
tuk/bilkoviny v mléce > 1,25 (v piipadé genotypu jedince H > 50 %) > 1,35 (v ptipadée
genotypu jedince CF > 50 %);

7) — jednohvézdickovou identifikaci ( [J ) bude v protokolu u vysledku v KU vyjadfeno
podezieni na pravdépodobny vyskyt SK pii vysledku aktudlniho koeficientu tuk/laktéza
v mléce > 0,8 (v piipad¢ genotypu jedince H > 50 %) > 0,9 (v ptipadé genotypu jedince CF >
50 %);

20



8) — dvouhvézdickovou identifikaci ( [1[1[] [1 ) bude v protokolu u vysledku v KU vyjadfeno
podezieni na pravdépodobny vyskyt SK pii vysledku acetonu v mléce > 10 mgl"' nebo
metody MIR—FT pro aceton v mléce kdyz log AC bude > -0,8;

9) — zavaznost podezieni na vyskyt SK u dojnice bude tedy vzriistat s poctem identifika¢nich
znamének, kterych miiZe byt takto az 5;

10) — na spodni casti protokolu bude uvedena hodnota vypoctu frekvence vyskytu podezieni
na SK ve stad¢ podle intenzity onemocnéni (I) jako % vyskytu poctu znamének ( [ ) z poctu
zvitat do 100 dna laktace (100 %) v daném mésici a stad¢;

11) — na spodni casti protokolu bude dile uvedena také hodnota vypoctu frekvence vyskytu
podezieni na SK ve stdd¢ podle poctu piipadi (II) jako % vyskytu poctu znamének pitipada
podezieni na SK z poctu zvitat do 100 dnil laktace (100 %) v daném m¢ésici a stad¢;

12) — k ptedchozim dvéma tu¢né¢ uvedenym udajum z aktudlniho mésice (body 10 a 11,
varianty I a II) budou na spodni ¢ésti protokolu uvedeny béZnym pismem korespondujici
hodnoty z ptedchozich tiif mésici KU stdda tak, aby bylo mozné porovnat trend ve vyvoji
ketdzni situace konkrétniho stada (stdje) dojnic pro poradenské ucely;

13) — pro interpretaci k poradenskym uceliim ve stad¢€ (stdji) dojnic, k podpote zdravi zvitat a
kvality mléka, bude moZzné na spodni Casti protokolu KU vybrat interpretaci vysledkl
ket6zniho stavu dojnic a stdda podle vyskytu hvézdi¢kovych oznaceni (1 az 5) v Tab. 6;

14) — pfifazeni interpretaci k vyskytu SK do protokolu bude provedeno podle poctu
hvézdickovych identifikaci v hlavicce (fddek Diagn6za) Tab. 6;

15) — vysledky mohou byt pro chovatele dostupné pies internet a hesla podle chovii na portilu
KU nebo podle zkusenosti (podle vyvoje hodnot frekvence vyskytu v dolni ¢ésti protokolu —

Vv s

pii postupné zvolenych limitech), pfi vy$Sim vyskytu SK, by mohlo na chov byt odesldno
vhodnou efektivni cestou bezodkladné varovné sdéleni ohledné rizik SK.
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Tab. 6 Tabulka moZnych variant interpretace ketézniho stavu (subklinickych ket6z a klinické
ketézy) podle ukazatelli v mléce s indikaci zdvaZnosti stavu ve vazbé na mozné vysledky
indikace ket6zy z kontroly uzitkovosti (pfedmét a vystup této certifikované metodiky RO0513
CM 24) a s ndznakem sméru moznych feSeni (s ohledem na Obr. 3)

Diagnostické indika¢ni hodnoty acetonu v mléce (mg/1):

konzervované objemné <7 7az10 >10az20 >20az35 > 35
krmivo (zimni, pfipadné i

letni sezona) -

zeleny pds krmenf (letni <35 5az8 >8az 15 >15az30 > 30
sezona) -
Interpretace:
Diagnéza zdravd mozny nastup méné zavaina zavaina moznost Klinické
dojnice subklinické  subklinicka ketéza  subklinicka ketéza ketézy4 [1 a5 [
ketézy 1 [ 2 0 30
rizika pfim4 i nepiima — vznik ketézy  zhorSeni plodnosti zhorseni plodnosti a zhorSeni plodnosti,
dojivosti, posunuti  dojivosti i kvality
slezu, acidéza, mléka, posunuti slezu,
jatern{ steat6za, acidoza, jaterni steatdza,
imunosuprese a imunosuprese a
mastitidy mastitidy
pruvodni jevy a pfiznaky — — sniZeni pifjmu sniZeni pifjmu sniZeni pifjmu krmiva,
krmiva, zvySeni tuku krmiva, zvySeni tuku pokles dojivosti, zvySeni
v mléce, ztrata v mléce, ztrata tuku v mléce, vetsi
kondice kondice ztrata kondice
klinické pfiznaky zvite uléha, trpi

nechutenstvim, ubyva
na hmotnosti, je
dehydratované, srst
ztraci lesk, pach dechu
po acetonu, zvife mize

yxz

v t¢Z§ich piipadech i

uhynout
Ramcov4 preventivni a 1é¢ebna opatieni:

— preventivné preventivné zabrdnit preventivné zabranit preventivné zabranit
zabranit ztuénéni pred ztuénéni pred ztuénéni pred porodem,
ztuénéni pfed  porodem, zvysSeni porodem, lécebné  1écebné podani
porodem piivodu energie podani propylenglykolu, pouZit

v krmeni, preventivni propylenglykolu, hepatoprotektivnich

zkrmen{ pouziti preparatd, 1écebna

propylenglykolu hepatoprotektivnich nitroZilni a podkozni
preparatt aplikace glukézy a

inzulinu, atp.

5) Zavér certifikované metodiky

Dobré zdravi dojnic je pro kvalitu mléka, efektivitu chovu a podporu bezpecnosti
potravinového fetézce stile dileZitéjsi. V mléce je fada sloZek, podle kterych lze metodou
neinvazivniho monitoringu kontrolovat zdravotni stav krav. Na vyvadZenost energetického
metabolismu mohou poukazovat, pii zohlednéni plemene, dojivosti a stadia laktace,
kombinace mléénych makroslozek — tuku, bilkovin a laktézy. Dilezité jsou také slozky
minoritni, metabolity s tizkou vazbou na vyZivovy stav dojnic, zejména ketony. Mléko, na
rozdil od krve nebo moce, zajistuje snadny odbér vzorki.
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Vysledky systému klasické kontroly mlééné uZzitkovosti nebo real-time analyzy
v individudlnich vzorcich mléka jsou vhodné pro systémové feSeni indikace ketézy v praxi
chovu dojnic. Vysledky indikace lze vyuZzit k vybéru praktickych opatieni 1écby nebo
prevence ketdzy. Certifikovand metodika poskytuje zdivodnéni a podklady, resp. algoritmus,
pro tvorbu aplikovaného software v KU k plnéni vySe zminéného zadéni.

III) Srovnani ,novosti postupi” a predani certifikované metodiky:
Identifikace subklinické ketéozy krav v ¢asné laktaci podle vysledku
dojivosti a individudlnich vzorkd mléka v kontrole uzitkovosti a
interpretace vysledki:

- vyvinutd certifikovand metodika byla predina do uZivani systému Kkontroly mlécné
uzitkovosti CMSCH a. s. v elektronické i pisemné forme 15. 11. 2013;

- jednd se o novy postup interpretace vysledkli kontroly uzitkovosti, tedy analytickych
vysledkil majoritnich a minoritnich sloZek individudlnich vzorki mléka. Tato skuteCnost je
doloZena pfiloZzenymi vlastnimi publikovanymi vysledky. Uvedené postupy interpretace jsou
v kontrole uZitkovosti Ceské republiky pouZivany nyni krétce v souvislosti s vyvojem této
metodiky, pravé v souvislosti s vyvojem analytickych metodik, a aZ doposud nebyly
v podstaté pouzivany.

IV) Popis uplatnéni certifikované metodiky - Zavér - Kontrola uplatnéni
certifikované metodiky:

- kontrola existence a aplikace certifikované uplatnéné metodiky jako pracovniho postupu pro
efektivni interpretaci dat z kontroly uZitkovosti (KU - CMSCH a.s., Praha) v ¢asné laktaci
k identifikaci a fizeni prevence subklinické ketézy (na mlécnych farmach) je proveditelnd,
prostiednictvim revize dokladii a dokumentti o cileném poradenstvi CMSCH v mléénych
chovech prostfednictvim distribuce souvisejici vysledkové dokumentace KU, predevSim u
CMSCH a.s. a pifpadné ve vdzanych mléénych laboratotich KU (LRM Bustéhrad a LRM Brno-
Turany).

- certifikovand uplatnénd metodika obsahuje technicko-organizacni doporuceni, opatieni a
postupy identifikace vyskytu subklinické ket6zy dojnic a relevantni interpretace vysledki v
prevenci v ramci kontroly mlé¢né uZzitkovosti;

- certifikovana uplatnénd metodika byla zpracovana v Sesti exemplafich a pfeddna v krouzkové
vazbé na prislu$nd pracoviste.

V) Ekonomické aspekty
Ekonomicky dopad je soucésti kontroly zdravotniho (vyzZivy a reprodukce) stavu dojnic,
prevenéni prace s ohledem na rizika v chovu dojeného skotu a poradenstvi ke kvalité

mléka. ZlepSeni prevence ketézy zde muize tvotit podil do 5 % efektu ve smyslu zajisténi
zlepSeného zdravotniho stavu krav, tedy redukce béZnych ztrat zpisobenych produkénimi
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chorobami, které mohou tvofit podle odhadli zna¢né obchodni ztrty. Objem piipadnych
ztrat z produkénich poruch za rok v Ceské republice Ize vyéislit na min. 140 000 000 1
mléka (z toho 5 % odhadnutého efektu zlepSeni €ini cca 56 mil. K¢ pfi farméaiské cené 8 K&
za 1 litr mléka).

Néklady na konkrétni zavedeni postupu uvedeného v metodice mohou pro uZivatele
(CMSCH) ¢&init podle kvalifikovaného odhadu v CR celkem 90 tis. K& (mzdy a poplatky za
sluzby, popf. relevantni hardware, za dopliiky softwarového vybaveni KU) jednorazove.
Cinnost se periodicky aktualizuje (mé&si¢ng). Piinos pro uZivatele (CMSCH) v podobé
dodate¢nych trZzeb, za rozsifeni spektra a poctu analyz v KU, za provedeny rutinni
screening-poradenstvi, podle smluv, by mohl ¢init, podle kvalifikovaného odhadu, cca
300 tis. K¢ ro¢né (cca 150 tis K¢ ro¢né na 1 laboratot). Efekt je opakovatelny po rocich a
celkovy mozny piinos za redukci ztrat na dojivosti a 1é¢be, v nadprimérnych mlékatskych
chovech v CR, je odhadnut jiZ vy$e na cca 56 mil. K& roéné.
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