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Certifikovana metodika MSM 2678846201 MSM 2672286101 CM 18 -
nazev:

Priprava referencnich vzorki a posouzeni kvality kalibrace pro stanoveni
ketoni jako acetonu metodou infracervené spektroskopie FT v mléénych

laboratorich

Certifikovana uplatnéna metodika a technicko-organizac¢ni doporuceni, opatieni a
postupy v systému QA/QC (quality assurance/quality control, zajiSténi a Fizeni kvality)
k FeSeni referen¢né-rutinnich systému analytickych laboratoii testace kvality syrového
mléka pro zvySeni vérohodnosti vysledkii.

I) Cil certifikované uplatnéné metodiky:

Cilem je rozsiteni spektra vySetfovacich metod a analytl a zajiSténi a zvySeni vérohodnosti
vysledkll a provozni jistoty managementu rutinnich laboratofi pii kontrole sloZeni a kvality
mléka pro ucely kontroly uZitkovosti - podpora Slechténi a zdravotniho stavu zvitat.

Napli certifikované uplatnéné metodiky:

Implementace dosazenych vysledkt, ziskanych na zdkladé pfedchoziho vyzkumu a vyvoje
vramci feSeni projekti MSMT KONTAKT ME 09081, MSM 2678846201 a MSM
2672286101 a vradmci koordinaéni a konzultani metodické Cinnosti Nédrodni referenéni
laboratofe pro syrové mléko (NRL-SM) Rapotin do prostifedi laboratoii kontroly mlécné
uZitkovosti dojnic provozovanych Ceskomoravskou spole¢nosti chovateld, a.s..

Zdroj certifikované uplatnéné metodiky:

projekty MSMT KONTAKT ME 09081, MSM 2678846201 (RO0311 ze dne 28.2.2011) a
MSM 2672286101 (RO0511 ze dne 28.2.2011).

Zpracovali dne: 21. 9. 2011; Oto Hanus! 2, Petr Roubal®, Marcela Vyletélova?, Ondiej
Elich®, Radoslava Jedelskd!, Jiff Hofer’; ! Vyzkumny dstav pro chov skotu, s.r.o., Rapotin; 2
Agrovyzkum Rapotin, s.r.o0.; > Vyzkumny tstav mlékdrensky s.r.o., Praha; ddle Akreditovand
Zkusebni laboratof ¢. 1340; Narodni referencni laboratot pro syrové mléko (NRL-SM) v siti
ANSES; Referen¢ni laboratof pracovni sit¢ referenCnich mlécnych laboratofi ICAR-
CECALAIT a AMA-AFEMA.

Uplatnéni bylo provedeno zavedenim vSech principu metodiky od 1. 12. 2011.




IT) Vlastni popis certifikované metodiky

Priprava referencnich vzorki a posouzeni kvality kalibrace pro stanoveni
ketoni jako acetonu metodou infracervené spektroskopie FT v mléénych
laboratorich

Struktura certifikované metodiky:

1) Uvod a soucasny stav

2) Cil certifikované metodiky

3) Vyvoj a validace kalibrace MIR-FT pro stanoveni acetonu v mléce

4) Frekvence kalibraci

5) Ptiprava (odbér vzorki) referencnich standarda pro kalibraci MIR-FT

6) Referencni analyzy

7) Transport sad referen¢nich vzorkt a vysledka

8) Vlastni kalibrace rutinnich infraanalyzatort

9) Interpretace vysledkil acetonu pro praktické moZnosti kontroly zdravi zvitat a kvality resp.
technologické zpisobilosti syrového mléka

10) Zavér certifikované metodiky

11) Pouzité jiné literarni prameny pii tvorbé certifikované metodiky

12) Pouzité vlastni vysledky a publikace pti ndvrhu a validaci certifikované metodiky
13) Piilohové materialy s podklady pro vyvoj certifikované metodiky

Pouzité zkratky:

AC = aceton

BHB = beta hydroxybutyrat

CSN = Ceska statni norma

LRM = laboratot rozbori mléka

MIR-FT = technologie infraanalyzy mléka scelym spektrem pomoci Michelsonova
interferometru a s vyuzitim Fourierovych transformaci
NRL-SM = Narodni referencni laboratot pro syrové mléko
QA/QC = zajisténi a fizeni jakosti

NEB = negativni energeticka bilance

LFA = mén¢ vyuzitelné oblasti

VM = vzorek mléka



1) Uvod a soudasny stav

Je ziejmé, Ze v souladu s vyvojem mlékarské analytiky je aktudln€ potfebné vyzkumné podrobné;ji
overit teoretické a metodické mozZnosti moderniho postupu MIR-FT vcetn€ podminek jeho
kalibrace pro jeho dalsi rutinni nasazeni v kontrole mlécné uzitkovosti a v kontrole kvality mléka.

Ketoza jako produkcni onemocnéni

Ket6za reprezentuje metabolické onemocnéni, které se vyskytuje hlavn€ u vysoce
produktivnich dojnic. Zékladni problém ketéz spociva v deficitu glukosy v krvi a tkanich,
ktery spolu s nedostatkem vhodnych uhlovodikli v krmné ddvce vede k odbourdvéni lipida v
jatrech. ZvySeny 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 niZSimu pifivodu. Jsou charakterizovany odbourdvanim
télesnych energetickych (pfedevsSim tukovych) rezerv. Tento jev mize vést az k poklesu
metabolické funkce jater jejich infiltraci tukem (syndrém lipomobilizace az jaterni steatzy)
nebo jaternimu kématu. Zde je dilezitou vlastnosti regeneracni schopnost jater (Obr. 1 a 2).
Pribézné dochdzi praveé ke vzristu obsahu ketonovych latek v télnich tekutinach.

Obsah ketoldtek (acetonu, 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, ketoz. Nekteré ketony mohou byt déle
metabolizovany, jiné (napf. aceton) odchdzeji z organismu zpravidla moc¢i, dechem, potem a
mlékem. Ketéza vznikd predev§im u dojnic s vysokou dojivosti a vykazuje pliZivy charakter
ndstupu a setrvacnost prubéhu. V prubéhu ketézy je redukovana dojivost i obranyschopnost
(riziko zvySeného vyskytu novych mastitidnich infekci) a zhorSena plodnost krav. Mnohé
vySe zminéné jevy jsou v omezenéjSim rozsahu pozorovany i u volné Zijicich savct. U
hospodafskych zvitat se zaméfenim na vysokou uZitkovost se uvedené procesy mohou
nicmén¢ vymykat kontrolnim a regulacnim mechanismiim organismu. Dojde k onemocnéni
ketézou zpravidla nejdiive v subklinické a posléze klinické formé. Kromé dalSich pfiznakt
muze onemocnéni vyustit i v thyn zvitete. LéCba je nezbytnd, avSak s disledky vSech ztrat
nakladna.

MIETTINEN (1994) nalezl negativni korelaci mezi koncentraci acetonu v mléce a mléEnou
uzitkovosti. U neklinicky ketéznich krav byla kalkulovdna ztrdita mlécné uzitkovosti
v disledku zvysSeni acetonu v mléce na 2 aZ 9 % a u klinicky ketdznich krav na 26 a vice %.
LESLIE (1999) je v této souvislosti ndzoru, Ze existuje stdle vice svédectvi doklddajicich, ze
vétSina mlécnych stdd by profitovala z rutinntho monitorovaciho programu pro subklinické
ketézy, nebot’ pozitivni test ma dobrou predpovédni hodnotu pro bliZici se problémy.
Pouzitelnost stddového kontrolntho programu je nejvice ovlivnéna citlivosti a pozitivni
predik¢ni hodnotou testu stejné jako ndklady na test.

Prevence je vyznamnd, nebot’ frekvence vyskytu ketdéz ve vyzivové problémovych stadech
muZe dosahovat v prvni tfetin¢ laktace az 13 %, subklinickych pak az 34 %. Frekvence ket6z
celkem v béZném stad¢ ¢ini 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).



Vyznam ketonit (acetonu) v mléce

Vhodnym ukazatelem energetického metabolismu ve smyslu koncového stupné katabolismu
télesnych tukovych rezerv a rozvoje ketézy u krav je koncentrace ketontl, resp. acetonu (AC)
v mléce (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). AC je metabolicky mlé¢ny ukazatel, podle kterého 1ze tspéSné kontrolovat negativni
energetickou bilanci (NEB) krav. NEB je rizikové obdobi v pocatku laktace, zpravidla
s vys$S§im AC v mléce.

Vseobecné je zndmo, Ze zejména v méné vyuzitelnych oblastech (LFA) existuji urcité
problémy s mozZnosti zajistit dostatecné energetické Zivinové zdroje pro dojnice v rdmci
zékladny piirozenych a konzervovanych objemnych krmiv. Nicmén¢, hladina mlécného
acetonu nebyla vyznamné ovlivnéna prostfednictvim nadmotské vysky (geometricky pramér
1,8 v niZin& oproti 1,7 mg.I"! na vysoc¢ing; HANUS et al., 2005). V predeslé praci (HANUS et al.,
1999) byl presto naznafen vysSS$i obsah AC u krav s vyskytem NEB (vysokd ztrata skore
télesné kondice v prvni tfetin¢ laktace) ve srovnani ke kravdm s normélni poporodni ztratou
télesné kondice (P < 0,001), kde byly aritmetické prumery 93+ 133> 64 +70mgl!a
korespondujici geometrické pramery 6,0 > 4,4 mg. I'! (n = 1559 a 5193). Rozdil &inil 2,9 mg.I
. RiHA a HANUS (1999) a HANUS et al. (2000) uvedli také vyznamné (P < 0,05; Obr. 3)
zhorsem reprodukce dojnic (servis perioda o 19 dni a inseminacni index o 0,27) v zavislosti
na zvySeni AC (od < 5 do > 20 mg.l!), kdy stavy jiz odpovidaly projeviim zdvaZné&jsi
subklinické a klinické ketézy. Také WALDMANN et al. (2003) predpovédeli vzriist
pravdépodobnosti opakované inseminace pfi vzristu koncentrace acetonu v mléce pfi
inseminaci.

U krav se zvySenym obsahem acetonu ve druhém a tietim mésici laktace (> 0,25 mmol.I'")
byla zjiSt€na vyznamna negativni korelace (r = -0,47 resp. -0,42) k mnoZstvi energie pfijaté
krmivem a rovnéz k mlécné uzitkovosti (r = -0,30; GRAVERT et al., 1991). Z toho vyplyva, ze
vysoky obsah acetonu v mléce indikuje labilni ldtkovou vyménu u krav. Vyznamnym vlivem
na obsah acetonu v mléce je vSak i kvalita sildzi. Koeficient heritability pro obsah acetonu
v mléce Cinil 0,30 (GRAVERT et al., 1991) pro prvni tfi mésice laktace a podobal se tak
koeficientu mlé¢né uzitkovosti. Proto bylo doporuceno zatfazeni hodnoceni obsahu acetonu
v mléce jako ukazatele energetické bilance do sledovani kontroly uZitkovosti, vcetné
stanoveni plemenné hodnoty. Genetické (plemenné) aspekty vyskytu subklinické a klinické
ketézy a hladiny mlécného acetonu byly studovany ve vice pracich (EMANUELSON a
ANDERSSON, 1986; MANTYSAARI et al., 1991; HANUS et al., 2003; WoOD et al., 2004). PouZziti
AC v mléce béhem laktace jako ukazatele energetického stavu pro genetické zlepSeni pifjmu
krmiva a vyuZiti energie dojnicemi bylo tak doporuceno vicekrat (DIEKMANN, 1987;
GRAVERT et al., 1986, 1991). Jiz diive (HANUS et al., 2004 a) byl také nalezen pozitivni
korelacni koeficient (r = 0,30; P < 0,001) mezi log koncentrace acetonu a koeficientem
tuk/bilkoviny v kravském mléce jako dal$im ukazatelem energetického metabolismu krav
(Obr. 4). Tento potvrzoval uvedenou vypovidaci schopnost obou ukazateli. Aceton v krvi a
mléce je pfitom vysoce korelovan (r = 0,96; ENJALBERT et al., 2001).



Obr. 1 Regenerace v biologii - obnova porusené celistvosti a funk¢nosti

(na drovni taxonomickych jednotek).
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taxonomickych biologickych jednotek.

Pozn.: fyziologickd regenerace — epitely, krevni buiiky — ndhrada opotfebenych bunck
patologickd (reparacni) regenerace — ndhrada ndsilné ztracenych ¢4sti



Obr. 2 Regenerace zivocisSnych bunék tkani a organt
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(na drovni savcl)) — ndhrada a obnoveni Zivoc¢isné tkan€ tkdni, ktera je fyziologicky rovnocenna.

Schopnost regenerace je riznd, obecné klesa se zvySujici se sloZitosti nebo specializaci bunék, tkani a orgdn.
Pozn.: Kompenzacni hypertrofie — zvétSeni bunék aZz do poZadované funkce orgdnu; u jater je rozdilnd situace, jsou-li builky infiltrovdny tukem (ketdza, jaterni steatdza),
podobné napt. vajecniky = ztrata funkcnosti (ztunéni, ketdza).



Obr. 3 Vztah hladin acetonu v mléce dojnic (individudlni vzorky) v prvnich tfech mésicich
laktace k nékterym ukazatelim plodnosti.
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Obr. 4 Vztah mezi koeficientem T/B a obsahem acetonu v mléce krav.
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Zejména prevence je velmi vyznamna pro sniZeni ekonomickych ztrat, které mohou byt
ketézou zapiiGinény. U¢innd diagnéza a monitoring jsou nezbytné pro dobrou prevenci
subklinickych stavli ketézy (ANDERSSON, 1988; HANUS et al.,, 1999, 2001). Ovsem
diagnostickd hladina (relevantni diskrimina¢ni limit ketoni nebo AC) neni v literdrnich
zdrojich stile pfijatelné sjednocena. Tato se pohybuje od 2 do 41 mg.I"! (od 0,03 do 0,7
mmol.1"!; GUSTAFSSON a EMANUELSON, 1993) pro AC v mléce. Vétsinou je to od 7 do 23
mg.1"! (od 0,12 do 0,4 mmol.I''; GRAVERT et al., 1986; HANUS et al., 1999; MIETTINEN, 1995;
GASTEINER, 2000). Urceni diskrimina¢niho (diagnostického prahu) limitu z4visi na definici
subklinické ketdzy, to znamend bez vyskytu klinickych pfiznakid u dojnic. Toto bylo né¢kdy
deklarovano jako urcity propad denni mlécné uZitkovosti (GUSTAFSSON a EMANUELSON,
1993) v pribehu Casné laktace, jindy jako urcita ztrita score télesné kondice (BCS; HANUS et
al., 1999). Metoda BCS byla také hodnocena ve smyslu predpovédi negativni energetické
bilance dojnic (HEUER et al., 1999; GASTEINER, 2003) v ramci prevence ket6zy. Obecné vice
autord (EMERY et al., 1964; VOITISEK et al., 1991; MIETTINEN, 1995; GREEN et al., 1999;
GASTEINER, 2003) se pokusilo pozitivné pozménit metabolismus casné laktace a
korespondujici moZzny nedostatek energie cestou piidavkd rtiznych glukoplastickych nebo
hepatoprotektivnich latek (jako propylenglykol, monensin, Silybum marianum) do krmnych
davek krav.

Metabolické mlécné ukazatele jako ketony ovliviiuji rovnéZ technologické vlastnosti a tim 1
zpracovatelnost mléka. Napi. (HANUS et al., 1993 a, b) byly nalezeny, i kdyZ méné tésné,
piesto vyznamné negativni korelacni vztahy obsahii mocCoviny a acetonu v piirozenych
vzorcich kravského mléka ke kysaci schopnosti (r = -0,23 a -0,21; P < 0,05), ackoliv samotné
um¢lé piidavky téchto nezddoucich metabolitti do mléka vedly k redukci kysaci schopnosti az
ve velmi silnych, prakticky fyziologicky 1 patologicky neredlnych koncentracich. Je
pravdépodobné, ze zminéné omezeni kysaci schopnosti v pfirozeném mléce nemusi byt ddno
pifimymi uc¢inky téchto nezddoucich metabolitl samotnych, jako spiSe celkové zménénou
kompozici a vlastnostmi mléka u zvitat energeticky stradajicich. Samotné vysoké hladiny
ketonli v télnich tekutinich pak, jak zndmo, mohou také negativn¢ ovliviiovat imunitni
schopnosti organismu, napt. fagocytarni schopnosti leukocytt.



Nékteré metody stanoveni acetonu v mléce

Aby byl poskytnut efektivni diagnosticky prostiedek, byl vyvinut mlécny test Ketotest pro
usnadnéni monitoringu a fizeni prevence ket6z. Cilem bylo usnadnit identifikaci subklinické
ket6zy. Za predpokladu platnosti vztahli uvedenych v pracich BERGMAN (1971), ANDERSSON
(1984), ANDERSSON a LUNDSTROM (1984), VOITISEK (1986) a HLASNY (1995) 1ze z vysledkil
odhadovat, Ze pomér mezi obsahy acetonu v mléce a moci, dany fyziologicko-patologickymi
principy a jejich vzdjemnymi pomérovymi kombinacemi, muiZe byt, v zdvislosti na
zdravotnim stavu organismu, cca 1 : 10 az 1 : 35. Uvedené, pii limitu subklinické ketdzy 10
mg/l acetonu v mléce, odpovida 100 az 350 mg/l acetonu v moci. Tolikrét niZs$i koncentrace v
mléce je specifickym konstrukéné-technologickym problémem pro dosaZeni potiebné
citlivosti mlécnych test pro ketdzy, resp. na ketony nebo aceton. Proto mnohé snahy o
ziskani takové citlivosti nebyly uspéSné s vyjimkou nékolika madlo diagnostik vcetné
Ketotestu. Bylo nezbytné vynést barevnou nitroprusidovou reakci zamlZenou v koloidnim
roztoku mléka na pevny podklad pro jeji zviditelnéni, ¢ehoz bylo mimo jiné dosaZeno
precipitaci mlé¢nych proteinli na povrchu reak¢éni smési reagencie a plnidla s mlékem (JILEK
1999). Korelace mezi vysledky Ketophanu v moci a Ketotestu v mléce cinila 0,87 (P < 0,001;
HANUS et al., 2001 ¢).

Pres uvedené vysledky by bylo velmi efektivni vyvinout rychlou, kvantitativni analytickou
metodu s vérohodnymi vysledky pro sériové analyzy individudlnich vzork mléka v ramci
rutinni kontroly mlécné uzitkovosti. To by pfi dané operativé a moZnostech pfi organizaci
prevence, piipadné¢ vhodnych nédpravnych opatfeni ve vyziveé, nesporné vedlo k podpofte
zdravotniho stavu dojnic, zlepSeni jejich reprodukcnich vlastnosti a zajiSténi vysSi kvality
syrového mléka jako potravinaiské suroviny. ENJALBERT et al. (2001) uvedli, Ze urceni beta-
hydroxybutyratu v mléce enzymatickou analyzou nebo prouzkovym testem Ketolac poskytuje
hodnotné vysledky s prahovou koncentraci 70 az 100 mikromol/l. Kladné¢ hodnotili
praktickou jednoduchost Ketolacu.

RoOOSs et al. (2006) hodnotili na zdklad€é odectu acetonu, acet acetdtu a beta-hydroxybutyritu v
individudlnich vzorcich mléka pomoci kalibrované infracervené metody MSc FT 6000 (MIR-
FT) sensitivitu (70 %), specifitu (95 %) a procento faleSné pozitivnich (27 %) a faleSné
negativnich (7 %) odectli s ohledem na schopnost metody k identifikaci stavu subklinické
ketézy dojnic. Vyzkum aplikace metody byl tak oznacen za jeSté¢ vhodny pro prakticky
monitoring onemocnéni. Prace s identifikaci acetonu nebo ketézy v mléce pomoci
kalibrované infraCervené spektroskopie na principu MIR-FT provedl rovnéZ HANSEN (1999),
ktery zjistil u vzorkl kolisajicich od 0,0 do 2,8 mM acetonu a pii koeficientu determinace
0,81 a spravnosti 0,27 mM uspokojivou presnost pro klasifikaci dojnic do dvou skupin,
zdravé a pravdépodobné ketézni, a HEUER et al. (2001), zde byl zjistén treshold (préh) pro
subklinickou ketézu v hodnoté od 0,4 do 1,0 mM. MySlenku monitorovat ketozy systematicky
a automaticky ve stddech dojnic v on-line systémech prostiednictvim méfeni hladin ketont
nebo acetonu (v mléce nebo ve vydechovaném vzduchu) pomoci vestavénych biosensoril
prosazovali MOTTRAM (1996), MOTTRAM a MASSON (2001) a MOTTRAM et al. (2002).

Efektivitu MIR-FT uvedenou autory ROOS et al. (2006) by vSak bylo ucelné zlepsit vyvojem
ucinngjsi metody. Proto postup vhodné modifikace kalibrace MIR-FT (metoda jak vytvofit
kalibra¢ni sadu s relevantnim variatnim rozpétim pro docileni piijatelnych statistickych
charakteristik kalibrace, zda na mléce nativnim a jak toto selektovat nebo s artificidlnimi
piidavky ketoni, jak kontrolovat opakovatelnost a recovery, specifikovat a limitovat
piijatelné statistické parametry kalibrace) by mél byt predmétem metodického vyzkumu pro



mozné zvySeni identifika¢ni uc¢innosti metody MIR-FT. Bézna fotometrickd mikrodiftzni
metoda (MFM) se salicylaldehydem (VOJTISEK, 1986; HANUS et al., 1993, 1999, 2001b, c)
nemuze v tradi¢nim designu naplnit pozadované ukazatele efektivity pro praktické nasazeni v
kontrole uZitkovosti ve smyslu vykonnosti.

2) Cil certifikované metodiky

Obecnym cilem certifikované metodiky je zvysit provozni jistotu referen¢nich a rutinnich
mlécnych laboratofi pii nepiimém, sériovém a simultdnnim stanoveni acetonu v mléce a
nasledn¢ také zvySit provozni jistotu chovatelli vysoce uZitkovych dojnic interpretaci
dosaZenych vysledk.

Konkrétnim cilem vlastni certifikované metodiky tedy je:

- ovefit mozZnosti moderni infraervené metody MIR-FT ve smyslu jeji kalibrace ke stanoveni
acetonu (ketont) v mléce;

- vyvinout prakticky pouZitelnou metodu piipravy relevantnich referen¢nich standardi;

- popsat a vyhodnotit aspekty kalibrace a vérohodnosti vysledki;

- ovetit moznosti vykonnostniho testovédni pii determinaci daného analytu;

- shrnout praktické aspekty interpretace vysledkil acetonu 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) Vyvoj a validace kalibrace MIR-FT pro stanoveni acetonu v mléce
Referencni a nepiimé stanoveni acetonu v mléce

Pfi vyvoji této metodiky byl aceton vySetfovan prostfednictvim spektrofotometrického méteni
pfi 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) cestou 24 hodinové mikrodifize ve specidlnich sklenénych
hermeticky uzavienych nadobéach v temnu za teploty 25 °C pro vzorky i Skédlu referencnich
vzorkli. Spekol byl kalibrovdn pomoci pétibodové referenéni vzorkové Skdly se vzristajicim
acetonem od 1 do 20 mg.1"!. Postup byl pouZit k uréeni referenénich hodnot.

Jako nepiima metoda, kterd byla kalibrovana za uvedenych podminek, byla pouzita metoda
MIR-FT (mid infrared, stfedova infracervena spektroskopie s Fourierovymi transformacemi)
v technickém provedeni Lactoscope FT-IR (Delta Instruments, Holandsko) a MilkoScan FT
6000 (M—-Sc; Foss Electric, Dansko) v Nédrodni referen¢ni laboratofi pro syrové mléko (NRL—
SM) Vyzkumného tustavu pro chov skotu v Rapotiné a v Laboratofi pro rozbory mléka
(kontrola kvality mléka a kontrola uZitkovosti) v Bustéhradu Ceskomoravské spole&nosti
chovatelil Praha. S piistroji se pracovalo podle ndvodu vyrobce.

Statistické vyhodnoceni kalibraci a validace vysledki

Koncentrace acetonu v mléce byly pouZity v ptivodnich hodnotich (mg.1™") a po logaritmické
transformaci, protoZe soubory dat AC zpravidla nevykazuji normélni frekvencni distribuci
(MELOUN a MILITKY, 1992, 1994; HANUS et al., 2000, 2001 a, b). Za této situace nemusi byt
aritmeticky primér vhodnym reprezentativnim ukazatelem datovych soubori AC.
Transformace naopak umoZznuje v piipadé potieby praci s geometrickymi prameéry AC i
testovani jejich diferenci. K vyhodnoceni vysledkl kalibraci a validace byla vyuZzita vedle
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ur¢eni primérnych diferenci (nepfimd metoda — referencni hodnoty) a jejich smérodatnych
odchylek také metoda regresni analyzy a srovnani korelacnich koeficienti. Podobné bylo
pracovano s hodnotami acetonu pfi zpracovani praktickych interpreta¢nich postupti.

Vysledky ketonii, pokusné postupy, krdtké shrnuti

I) Byla shledana dobra korelace (r = 0,89, P < 0,001) mezi vysledky log A a log BHB z MIR-
FT (ptivodni nastaveni) v LRM Bust¢hrad na souboru individudlnich vzorkd mléka (n = 224),
coz je fyziologicky logicky a slibny vysledek. Vztah vysledki MIR-FT k né&jaké referencni
metodé nebyl posuzovan.

IT) Byla vytvofena sada referencnich vzorkti mléka (n = 11) podle vysledkit MIR-FT na
obsah AC (log). Tato byla zméfena na referencni hodnoty a kontrolovana na MIR-FT. Nebyly
nalezeny Zadné interpretovatelné vztahy mezi referenénim urenim acetonu a métrenim MIR—
FT. Vysledky mén¢ slibné. Nicmén¢, referencni sada vykazovala velmi maly variaéni obor
s ohledem na moznost identifikace subklinickych ketdz.

III) Byla vytvofena sada referen¢nich vzorkli mléka (n = 37) na obsah AC (log) podle
vysledkii MIR-FT a podle vySetfeni veterindarniho lékafe s ohledem na vys$i podezieni
z vyskytu ket6z u dojnic daného stdda. Tato byla zméfena na referencni hodnoty a
kontrolovdna na MIR-FT. Pro MIR-FT v LRM Bustéhrad (M-Sc) byl nalezen nizsi, ale
pozitivni vztah (r = 0,59 a 0,50 pro log AC a log BHB) mezi referenénim urcenim acetonu
(NRL-SM Rapotin) a méfenim MIR-FT. Vysledky byly slibné&jsi, avSak i tato referencni sada
vykazovala pomérné¢ velmi maly variaCni obor sohledem na mozZnost identifikace
subklinickych ket6z. L.ze proto konstatovat, Ze variaéni obory referen¢nich sad II a III byly

nevhodné.

IV) Do vzorku mléka byl uméle pfiddn AC pro jeho zvySeni. AC byl zvySen ve VM metodou
umeélého piidavku z referencnich standardii (vodnych roztokl) kalibracni pfimky metody
Spekol o 10 jako minimalni a 40 mg.I"! jako maximélni ptidavek AC do mléka s ptiblizné 5
mg.I"' zdkladniho obsahu AC. Vysledky modifikace byly méfeny metodou Re a MIR-FT
(Delta); Vzorky byly méfeny piisluSnymi metodami. Nebyl zaznamendn piidavek AC na
MIR-FT (Delta v Rapoting, kalibrace podle souboru II), ale referencni metodou ano. Metoda
umélého piidavku AC pro dosazeni hornich hodnot kalibracni pfimky pfi kalibraci MIR-FT
se ukdzala nefunk¢ni s ohledem na nulovou recovery. Vysledky nedostatecné pro moznost
umélych modifikaci pfipadnych referen¢nich standardi.

V) Individuélni vzorky mléka (n = 14) byly odebrané v chovu vysoceuZzitkovych holstynskych
dojnic (10 000 kg za normovanou laktaci), kde existovala vysoka pravdépodobnost vyskytu

VVVVVV

Vv

rannim dojeni. Cilem bylo ziskat pfedev§im vys$si hodnoty AC a piijatelny variaéni obor
kalibra¢ni sady vzorki pro moZnost objektivniho posouzeni vzdjemnych vztahii vysledka
zahrnutych metod pro urceni AC v mléce. Ziskané vzorky mléka byly analyzovany na obsah
AC referencni metodou (Re) a vysledky byly porovnany s metodou MIR-FT (M—-Sc a Delta).

Primér referen¢ni sady pro AC (fotometricky, Rapotin) byl 10,1 + 9,74 (vx = 96,4 %) pfi
geometrickém priiméru 7,26 mg.I"!. Varia¢ni obor této referenéni sady od 1,98 do 33,66 mg.1-
U'byl vyhovujici s ohledem na principy a praxi diagnostiky subklinické ketézy pomoci analyzy
télnich tekutin na zvySeny obsah ketond. Vzdor tomu urcitou nevyhodou byla nizsi frekvence
vyssich hodnot (> 20 mg.1™!, vysok4 pravdépodobnost subklinické ketézy) ve vzorkové sadg,

11



ktera cCinila 21,4 %. Prakticky vyhodnd hodnota k danému tucelu by byla 50 % metodou
kvalifikovaného odhadu.

Korela¢ni vztah AC mezi referen¢ni metodou a MIR-FT Delta byl 0,32 (P > 0,05). To
znamend, Ze nebyl vyrazny a zhorSil se po piijeti kalibrace (0,24). Vysledek kalibra¢niho
experimentu tedy nebyl presvédcivy.

Vyrazné lepsi byl vztah (AC) mezi referenéni metodou a MIR-FT M-Sc. Korelacni
koeficient ¢inil 0,80 (P < 0,01). To znamena, Ze 64,5 % variaci v acetonu bylo vysvétlitelnych
variabilitou AC v referencnich hodnotiach. Zajimavy byl také stejny metodicky vztah pro
vysledky log AC referen¢ni metodou a log BHB instrumentdlné v hodnoté 0,58 (P < 0,05).
Otazkou z analytického hlediska zde tedy zistivd jen piepoctené a pro praxi pfijatelné
vyjadfovani vysledkli v dohodnutych jednotkach (interpretace jednotek koncentrace).

Korelace v sad¢ mezi log AC a log BHB na jednom pfistroji MIR-FT M-Sc byla vyska a
¢inila 0,90 (P < 0,001), coZ je logické ve vztahu k dynamice ketézy u zvifete, jako u
hodnoceni I a podle pfilozeného grafu. To znamend, ze 81,2 % vysledkové variability v log
BHB je vysvétlitelnych variabilitou ptistrojovych vysledka v log AC.

Piepocet 10 mg.1"! z vybranych vztahl vysledkii AC v mléce referenéni metodou na log AC a
log BHB pomoci MIR-FT M-Sc by mohl ¢init > -0,80 a > -1,66 z hlediska interpretace
diskrimina¢ni limitni hodnoty problému ket6z (viz ptiloZeny interpretacni graf a tabulka, Obr.
7, Tab. 1) — podezieni na subklinickou ketézu.

Vysledky Ize oznacit za slibné pro monitoring ketéz u individudlnich vzork mléka z kontroly
uzitkovosti. Vhodnym sestavenim kalibracni 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.

Zaver 7 pokusnych postupii

- Je mozné konstatovat, Ze vysledky log A a log BHB v LRM Bustéhrad prostfednictvim
MIR-FT jsou zptisobilé k pouziti v monitoringu vyskytu ketéz krav v mléénych stiddech
v kontrole uZitkovosti na pomérn¢ dobré urovni spolehlivosti vysledkii.

- Doporucuje se provadét monitoring v individudlnich vzorcich mléka ve stddech nad 7000 kg
mléka za normovanou laktaci v prvnich tfech mésicich laktace.

- Doporucuje se kontrolovat kalibraci MIR-FT jedenkrat az dvakrat rocné¢ vybranym
referen¢nim postupem.

- Otazkou je limitni hodnota log A a log BHB pro identifikaci klinické ale zejména
subklinické ketézy pomoci MIR-FT.

- Pro zacatek by bylo mozZzné doporucit pii monitoringu prvnich tfech mésict laktace ve
stadech s dojivosti nad 7000 kg mléka za normovanou laktaci oznacit za podezrelych z ketdzy
10 procent nejvyssich hodnot log A a log BHB v souboru relevantniho stada.

- Dalsi zptesnéni postupu nejlépe po statistice urcitého pocatecniho obdobi pravidelného
monitoringu.

4) Frekvence kalibraci

Frekvence kalibraci metod MIR-FT pro urceni ketonti (acetonu) v mléce neni legislativné
zavazn¢ upravena. Intervaly mohou byt metodou kvalifikovaného odhadu tii- Sesti- az
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dvanictimésicni. Vysledky naznacuji, pii funkCnosti techniky (mimo zdvazné opravy
optického nebo homogeniza¢niho systému), Ze interval rocni by mohl byt uspokojivy. Pro
plynulost zajisténi meéficich funkci v laboratorni pracovni siti pfistroji (opravy piistroju
znamenaji pak nutnost individudlnich mimoterminovych rekalibraci) se vSak prakticky
doporucuje interval ptlro¢ni.

5) Priprava (odbér vzorkii) referen¢nich standardi pro kalibraci MIR-FT

- Referen¢ni sada vzorkii obsahuje minimdlné 15, 1épe vSak 20 az 30 reprezentativnich
individudlnich vzorkd mléka, pokud moZno vyvaZené od obou hlavnich dojenych plemen
skotu (holStynské a ceské strakaté) v Ceské republice. Je vSak pravdépodobné vyssi az tuplné

VVVVV

- V referencni sad¢ je potiebné rovnomérné zastoupeni vzorkl s potfebnou Skédlou hodnot
acetonu, od nizkych (0 az 10 mg/l) aZ po vysoké (do 30 az 50 mg/l). Toho je tfeba docilit
specifickym vybérem zvifat v souladu s fyziologickymi projevy.

- Individudlni vzorky mléka se odeberou vchovu nebo chovech vysoceuZitkovych
(pravdépodobné holstynskych, ale zastoupeni plemene Ceské strakaté je rovnéz zadouci pro
lepsi vybalancovani prakticky redlnych interferencnich efekti pro metodu MIR-FT) dojnic
(nejlépe kolem 10000 kg za normovanou laktaci). Vybér je zalozen na fyziologickych
pravidlech laktace a patologickych projevech ketéz. Zde existuje vysokd pravdépodobnost
vyskytu ket6éz. Cilem je ziskat pfedevSim vySsi hodnoty AC a piijatelny variaéni obor
kalibra¢ni sady vzorki pro moZnost objektivniho posouzeni vzdjemnych vztahii vysledka
zahrnutych metod pro ureni AC v mléce. Tento vybér vzorka je pravdépodobnostni a
pfedpoklada se implicitn€ zachyt 1 nizkych hodnot (obvykle 50 az 60 %) pii daném systému
odbéru vzorkl cileném na vyssi hodnoty.

- Predpokladem tedy je odebrat vzorky vybérové ve vysoceuzitkovém stadé od
vysoceuZitkovych dojnic v pocdtku jejich laktace (od 10 do 65 dne laktace), 1épe od zvitat na
druhé a vyssi laktaci. NezdleZzi, zda se jednd o vzorky z ranniho, veCerniho nebo celkového
nadoje.

- Protoze neni jednoduché zajistit poZzadovany rozsah hodnot acetonu (zejména strop
kalibra¢ni $kédly) na bazi nativnich vzorktl, aby odbéry nebyly pfili§ ndkladné, 1ze doporucit
podporu metody cileného, ale pravdépodobnostniho odbéru ovétenim obsahu ketoni pomoci
rychlych stajovych testii (napt. Ketotest; HANUS et al., 1999) piimo na misté. Tyto umozni
znat vysledek do 20 minut. Je pak mozné vhodnéji vybrat vzorky do potiebné Skily.
Orientovat se v semikvantitativnim odhadu lze podle grafického zndzornéni na Obr. 5 a 6.
Orientace odbéru u zvitat podle koncentrace keton v moc¢i je moznd, ale postup odbéru se tak
komplikuje (HANUS et al., 2001 b, ¢) a vzristaji odborné pracovni ndklady a naroky na cas.
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Obr. 5 Obsahy acetonu v mléce pro jednotlivé tfidy reakce Ketophanu v moci.
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Obr. 6 Obsahy acetonu v mléce pro jednotlivé tfidy reakce Ketotestu v mléce.

6) Referen¢ni analyzy

- Bezprostiedné po odbéru se vzorky sady zpracuji referenéni metodou. Lze pouZit metodu
stanoveni acetonu prostfednictvim spektrofotometrického métfeni pii vinové délce 485 nm,
ktera jiz byla uvedena. AC je absorbovén v alkalickém roztoku KOH se salicylaldehydem
(O"MOORE, 1949; VOITISEK, 1986; VOITISEK et al., 1991)
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7) Transport sad referen¢nich vzorki a vysledku

- Bezprostfedné po piipravé (5) se provede transport sady referencnich vzorkl z centrdlni
referenCni laboratofe do rutinnich laboratoii s dobou dodédni do 24 hod. (spéS$nd vlakova
zasilka). Vzorky se rozpipetuji do cCistych vzorkovnic o potiebném objemu pro piistroj.
Konzervacni prostfedek, bronopol (2-brém, 2-nitro, 1, 3 propandiol), je pfipraven ve
vzorkovnicich (microtabs DF Control Systems) s koncentraci u¢inné latky ve vzorku od 0,2
do 0,4 %, u viech vzorkii stejné (tableta na 25 az 50 ml mléka). Cinidlo musi byt Setrnym
michdanim rozpusténo — mirné prekldpéni vzorkovnic. Efekt konzervace je eliminovéan
v kalibraci stejnym pouzitim konzervacniho ¢inidla pro méteni rutinnich vzorkli mléka.

- Vzorky se vychladi na 6 az 8 °C (cca 3 aZ 6 hodin), vloZi do termoboxu s chladicimi
vlozkami a transportuji Setrné pfi teploté do 10 °C.

- Transport vzork referencni sady musi byt co nejSetrnéjSi s ohledem na cas, teplotu,
mechanické namahdni a moZnost evaporace tak t€kavé latky, jako je aceton (malé vzduchové
prostory nad hladinou vzorku). Bylo doloZzeno experimentélng, podle ¢asového transportniho
gradientu teplotni kiivky, Ze praktikovany systém piepravy je pouZitelny (SOJKOVA et al.,
2009).

- Po analyze a validaci jsou vysledky deklarovany rozeslanym protokolem do rutinnich
laboratofi, elektronickou poStou ve formé oficidlni tabulky.

8) Vlastni kalibrace rutinnich infraanalyzatora

- Vlastni kalibrace pfistroji MIR-FT na méfeni koncentrace acetonu v mléce na principu
zékladniho modelu linedrni regresni analyzy signali ociSténych od interferencnich efektl pii
simultdnni zpravidla multikomponentni analyze probéhne podle piislusnych ndvodi vyrobct
zafizeni, piipadn¢ specifickych standardnich operanich postupt. Pfi kalibraci nelze
referen¢ni vzorky nedmérné naméhat s ohledem na €as, teplotu, michani a riziko evaporace
acetonu. Kalibraci je tfeba peclivé technicky piipravit.

- Vysledky provedenych modelovych centrdlnich kalibraci ukéazaly, Ze validacni korelacni
koeficient provedené kalibrace mezi vysledky metody referenc¢ni a nepiimé pro monitorovaci
ucely pii métfeni by mohl ¢init metodou kvalifikovaného odhadu cca 0,75.

- Pouzitd norma CSN 57 0536, 1999: Stanoveni sloZeni mléka infradervenym absorp&nim
analyzatorem. Determination of milk composition by mid-infrared analyzer. (In Czech) Cesky
normalizaéni institut, Praha.

9) Interpretace vysledkii acetonu pro praktické moznosti kontroly zdravi zvirat a
kvality resp. technologické zpiisobilosti syrového mléka

Aceton muZze byt vyuZit jako ukazatel energetického metabolismu dojnic. Interpretace je

zobrazena graficky (Obr. 7) a odstupfiovdna tabulkové (Tab. 1) do moznych preventivnich
opatfeni.
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Obr. 7 Graf dynamiky ketdzy u zvitete - schéma nelinearniho vzristu koncentrace acetonu
(ketolatek) v mléce (piipadné té€lnich tekutindch) piezvykavcu se stupném ketdzy.

90 _A A = aceton KC
OK = ostatn{ ketolatky /'
| KC=ketolitky celkem /
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Existujici variabilita obsahu acetonu v mléce samoziejmé neni urCovdna pouze stavem
energetické bilance organismu krav, i kdyz tento vliv je pravdépodobné nejvyznamng;jsi.

YV

Existovaly alimentdrné podminéné vySS$i zimni sezénni hladiny ketonovych latek oproti
letnim v dusledku zkrmovani vétSich davek ketogennich krmiv, zejména méné kvalitnich
silazi (RAURAMAA a RAJAMAKI, 1988; Kviz a HOFMAN, 1990). HANUS et al. (1993)
zaznamenali napf. v netradi¢nim sledovani obsahli acetonu v bazénovych vzorcich mléka
vyznamny rozdil v zimnich a letnich hladinich (5,8 £ 4,7 > 44 £ 2,4 mg/l; P < 0,001; n =134
a 224). Pohyb dojnic na pastvé a ve volném ustdjeni zfejm¢ vede k lepSimu metabolismu a
odbourdvani tukii i ketonovych latek, pfipadné lepsi exkreci acetonu, takZe problémy s

Vv

vyskytem ket6z a vysSich hladin ketoni resp. acetonu v mléce jsou za téchto technologickych
okolnosti nizsi. Pokud se jednd o mezidruhové rozdily mezi kravami a malymi pfezvykavci,
byly koncentrace acetonu v mléce pievazné statisticky vyznamné rozdilné. U krav byly
pramérné zjisténé hodnoty od 2,03 do 6,10, u malych piezvykavcti ponékud vyssi od 6,10
(kozy) do 11,10 mg/1 (ovce). U vSech druhti je variabilita pivodnich hodnot pomérné vysoka
a pohybovala se od 53,7 % (u krav, HolStyn) pies 65,3 a 68,2 % (kravy Ceské strakaté a ovce
Cigédja) do 105,5 % (kozy, Bil4 kratkosrstd) za konkrétnich podminek sledovani (GENCUROVA

et al., 2008).
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Tab. 1 Ramcova tabulka mozné interpretace ketonti v mléce do praxe - interpretacni schéma
problému subklinickych ketéz

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

konzervované objemné <7 7az 10 > 10 az 20 > 20 az 35 >35
krmivo (zimni, pfipadné i

letni sezéna) -

zeleny pds krmen{ (letni <5 5az8 >8azl5 > 15az 30 > 30
sezona) -
Interpretace:
Diagnéza zdrava moZzny ndstup méné zdvazna zdavazna subklinickd moZnost klinické ketdzy
dojnice subklinické subklinicka ketéza ketéza
ketézy
rizika pfima i nepfima — vznik ketézy ~ zhorSeni plodnosti zhorSeni plodnosti a zhorSeni plodnosti,
dojivosti, posunuti  dojivosti i kvality
slezu, acidoza, mléka, posunuti slezu,
jatern{ steatdza, aciddza, jaterni steatdza,
imunosuprese a imunosuprese a
mastitidy mastitidy
pruvodni jevy a pfiznaky — — sniZeni pifjmu sniZeni piijmu sniZen{ pfijmu 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 ptiznaky zvite uléhd, trpi

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

yxz

v téz8ich piipadech i

uhynout
Rémcova preventivni a 1éebnd opatieni:

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

v krmenti, preventivni propylenglykolu, hepatoprotektivnich

zkrmen{ pouZiti prepardtd, 1écebnd

propylenglykolu hepatoprotektivnich nitroZilni a podkoZni
preparatt aplikace glukézy a

inzulinu, atp.

Nézory na kritickou diskrimina¢ni hodnotu obsahu acetonu v mléce, resp. limit pro urceni
subklinické ketézy se zna¢né ruzni od 4 do 40 mg/l (EMERY et al., 1964; UNGLAUB, 1983;
ANDERSSON a EMANUELSON, 1985; GRAVERT et al., 1986; VOJTISEK, 1986; Kviz a HOFMAN,
1990; GUSTAFSSON a EMANUELSON, 1993; HANUS, 1994). Ob¢ mezni hodnoty se vsak jevi byt
piehnané. Horni nad-, resp. dolni podhodnocena. Na zdklad€ ptredchozich praktickych
zkuSenosti a vlastnich experimentdlnich vysledkti (HANUS, 1994; HLASNY, 1995; HANUS et
al., 1999) lze povaZzovat za diskriminac¢ni hladiny pro odhad subklinické ketézy pfiblizné
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. I kdyZz v piipadé¢ semikvantitativnich testl
nemohou byt pouzivané hranice zcela ostré, v praxi vyhovuji zamyslenému ucelu.

Vzhledem k charakteru pribéhu ket6zniho onemocnéni dojnic a vzhledem ke skutecnosti, Ze

subklinické formy (bez zjevnych piiznakil) jsou ekonomicky nebezpecnéjsi (vyssi frekvence
vyskytu a nepozorovatelnost) nez klinické (se zjevnymi ptfiznaky u zvitat) je dalezitd v€asna
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diagnostika onemocnéni. Ketéza a vyssi hladiny ketont zhorsuji reprodukci krav. Indikacni
schopnosti metod stanoveni ketonil 1ze vhodné vyuzit k monitoringu ketéz ve stdd¢ 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 pfipadé
ndznaku subklinickych stavli, prostfednictvim operativnich zmén ve vyZziveé dojnic, aplikace
ostropestiece maridnského, propylenglykolu atp.) tak terapeutickych (v piipadé¢ zachytu
zviteti, aplikace glukézy, inzulinu atp., SAKAI et al., 1993). Je dulezité vést o vysledcich
monitoringu ket6z a provedenych opatieni véetné jejich tcinnosti pravidelné zdznamy.

VOJTISEK 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 (KoLOucCH 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 podobé redukce hladiny beta-hydroxybutyratu v krvi (o 35
%), soucasného vzristu koncentrace glukézy v krvi (o 15 %) a tim omezeni uméle
indukovaného ket6zniho stavu dojnic.

Prevence je tedy efektivnéjsi cestou eliminace vyskytu ket6z nez 1é¢ba. Soucasti prevence je
monitoring stavu dojnic po oteleni, ke kterému slouZzi pravé stanoveni koncentrace ketoldtek
nebo acetonu v télnich tekutinich. Vhodné je zejména mléko ve smyslu odbéru vzorki.
Ketézu lze kontrolovat rovnéz vySetfenim vzorkli moci jako tzv. ketonurii. Tento pfistup je
vSak z hlediska zptisobu odbéru vzorku fazen do metod invazivniho monitoringu, ktery je
profesiondlné ndro¢néjsi. Analyza vzorkll mléka je oznaCovana jako neinvazivni monitoring,
ktery je bez problémi chovateli kdykoliv dostupny. To je vyhoda oproti ostatnim télnim
tekutindim. Takovd cesta je pak nerizikovd, levnéjSi a umozZiuje Cetné kombinace a dalsi
vyhody.

Pomoci mlé¢énych ketotestli pozorovali GEISHAUSER et al. (1997, 1998) souvislost mezi
zvySenym vyskytem ketéz (resp. vysSich hladin ketond v krvi) a korespondujicim vysSS$im
vyskytem levostranné dislokace slezu. Toto obtizn¢ diagnostikovatelné produkéni
onemocnéni je zpravidla zpisobovédno dietetickymi faktory, zejména pfi znacnych ddvkach
jadrného krmiva v souvislosti s vysokou mlé¢nou uzitkovosti. Pravdépodobné¢ z uvedeného
divodu mtiZze byt nejvyssi frekvence vyskytu pozorovdna u dojnic plemene HolStyn. Néprava
upravou diety je nejistd, operativni zdkrok v praxi obtiZzny a hrozi soucCasné i riziko thynu
zvitete. Podle uvedenych vysledki je ziejmé, Ze prevence zaméifend na omezeni vyskytu
ketdz je i zaroven prevenci proti riziku tohoto onemocnéni.

Sporadicky byla uvedena dédivost obsahti acetonu v mléce (BRANDT et al., 1985; GRAVERT et
al., 1986) na drovni 0,09 az 0,17, tedy pomérné nizk4d. Rovnéz heritabilita hyperketonémie
(EMANUELSON a ANDERSSON, 1986) byla podobnd (3 azZ 7 %). Totéz plati pro klinickou
ketézu, 9 a 7 % (MANTYSAARI et al., 1991). Proto byla doporu¢ena dalsi Setfeni (GRAVERT et
al., 1986). DIEKMANN (1987) ddle doporucil vyuzivat v budoucnu obsahu acetonu v mléce
dojnic na pocatku laktace, krom¢ zjistovani deficitu energie, také jako nepiimého ukazatele
ke Slechténi skotu na schopnost piijmu krmiv. Diivodem bylo, Ze zjistil vyznamné negativni
korelace (-0,42) mezi pfijmem energie a obsahem acetonu v mléce v pocitku laktace a
vyznamné pozitivni korelace (0,29 az 0,49) mezi deficitem energie a obsahem acetonu
v mléce. Uvedené vysvétlilo 40 % variaci v negativni energetické bilanci. Dojnice s vysokym
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obsahem acetonu v mléce trpély v postpartilnim obdobi az dvanictitydenni negativni
energetickou bilanci, zatimco dojnice s nizkym obsahem acetonu pouze pétitydenni.

Vys$si hodnoty acetonu v mléce byly prezentovdny pro stdda s vySSi dojivosti u plemene
Ceské strakaté, coZ se nepotvrdilo u plemene Holstyn v Ceské republice (2,10 > 1,38 a 1,45 <
1,95 mg/l; JANU et al., 2007 a HANUS et al., 2007). Podle poslednich jest¢ nepublikovanych
vysledkd (HANUS et al., 2008) jsou pro ekologické farmateni typické vyssi hodnoty acetonu v
mléce krav ve srovndni s chovy konven¢nimi (6,8 > 1,6 mg/l) a ukazaly tak na trvaly
energeticky nedostatek ve vyzivé ekologickych stdd. Uvedené miiZze mit vyznam zejména pii
zptesnéni interpretace vysledkd sloZzeni mléka a koncentrace ketonti v mléce pfi praktické
aplikaci méfeni v rutinni kontrole mlécné uZzitkovosti. Pokud se tykd mléka malych
prezvykavci, podobny trend vztahu byl potvrzen u ovci, ale nikoliv u koz (HANUS et al.,
2008).

Rizikovost zvySenych hladin ketoni v mléce plati i pro jeho kvalitu jako potravinaiské
suroviny. Kvalita mléka od dojnic s metabolickymi problémy je zhorSena. V subklinickych
piipadech takové mléko nelze ve stdji z dodavky rutinné vyfazovat narozdil od subklinickych
mastitid. Bez této moZnosti eliminace se dostidvd do mlékdrny. Zde miZe metabolicky
zatizené mléko ohrozovat kvalitu pribéhu mlékarenskych technologii. Korelace acetonu k
jogurtovému testu cinila -0,21 (HANUS et al., 1993). Byla vSak spiSe ddna soub&Zné
zmeénénymi ostatnimi vlastnostmi mléka, neZ samotnou zvySenou koncentraci acetonu.

10) Zavér certifikované metodiky

Dobré zdravi hospodéiskych zvitat je pro podporu bezpecnosti potravinového fetézce stile
dalezitéj$i. V mléce je fada slozek, podle kterych lze metodou neinvazivniho monitoringu
kontrolovat zdravotni stav dojnic. Dilezité jsou také slozky minoritni, metabolity s tzkou
vazbou na vyZzivovy stav dojnic: kyselina citrénovd; mocovina; volné mastné kyseliny;
ketony. MIéko, na rozdil od krve nebo moce, zajisStuje snadny odbér vzorka. Kvalita
analytickych vysledki rozhoduje o spravnosti jejich praktické interpretace. Cilem bylo
vyhodnotit n¢které referencni a rutinni postupy (MIR-FT, infracervena technologie celého
spektra interferometrem s pouZitim Fourierovych transformaci) stanoveni acetonu pro
praktické pouziti. Vysledky uvadéji mozné postupy veetné jejich validace.

Certifikovand uplatnénd metodika je zaméfena na objasnéni provadéni: postupu piipravy
referencni sady vzorkl; postupu kalibrace nepiimé instrumentdlni metody MIR-FT pro
analyzy koncentrace acetonu mléka; validace metody MIR-FT pro urfeni acetonu.
Certifikovand uplatnénd metodika poddva informace o konkrétnim ndvrhu a metodé
efektivnéjSiho a efektnéjsitho postupu fizeni a kontroly analytické prace v mlékafstvi. Jsou
popsény interpretace k navrzenym postuptim i dosazenym vysledkim.

Popsany postup a vyhodnocené vysledky dolozené v prilohach, o které se postup v zasadé
opird, poskytuji moznost technicky uplatnit nové ovéfenou metodu analyzy dualezité minoritni
slozky mléka, acetonu, na principu centrdlni kalibrace a moZnost zlepSeni monitoringu
zdravotniho stavu dojnic (ketéz a reprodukce) a kvality mléka pro podporu kvality mlééného
potravinového fetézce.

19



III) Srovnani ,,novosti postupi” a predani certifikované metodiky:
Priprava referen¢nich vzorki a posouzeni kvality kalibrace pro stanoveni
ketoni jako acetonu metodou infracervené spektroskopie FT v mléénych
laboratorich:

- vyvinutd certifikovana metodika byla pfedana do uZivani systému laboratoii kontroly mlécné
uzitkovosti CMSCH a. s. v elektronické i pisemné formé 1. 12. 2011;

- jednd se o novy postup kalibrace a méfeni a rozSiteni spektra stanovovanych analytil
v laboratofich kontroly mlé¢né uZitkovosti. Tato skuteCnost je doloZena pfiloZenymi
vlastnimi publikovanymi vysledky. Uvedené postupy reference jsou v laboratofich
pouzivany kratce pravé v souvislosti s vyvojem metodiky a uvedené postupy kontroly
méfeni nebyly doposud v konkrétnich laboratofich pouzivany.

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

- kontrola existence a aplikace certifikované uplatnéné metodiky jako pracovniho postupu pro
adjustaci a validaci méfeni ketoni (acetonu) metodou MIR-FT v mlécnych laboratofich je
proveditelnd prostiednictvim revize dokladli a dokumentii o provadénych pracovnich postupech
a vysledcich pii kalibracich a kontrole infraanalyzatorii v Laboratofi rozborti mléka v Bustéhradu
a v Brné-Tutanech, tedy na pracovisti klienta, predeviim CMSCH a.s.;

- certifikovand uplatnénd metodika obsahuje technicko-organizacni doporuceni, opatfeni a
postupy v systému QA/QC (quality assurance/quality control, zajiSténi a fizeni kvality) k feSeni
referencné-rutinnich systému analytickych laboratofi k testaci syrového mléka a zdravi dojnic a
pro zvyseni vérohodnosti vysledki;

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

V) Ekonomické aspekty

Ekonomicky dopad je soucdsti kontroly zdravotniho (vyZivy a reprodukce) stavu dojnic,
prevencni prace s ohledem na rizika v chovu dojeného skotu a poradenstvi ke kvalité
mléka. ZlepSenim kvality vysledki zde mize tvofit podil do 6 % efektu ve smyslu zajiSténi
zlepseného zdravotniho stavu krav, tedy redukce béznych ztrat zpiisobenych nedostatkem
informaci, které mohou tvofit podle odhadi zna¢né obchodni ztrity. Objem piipadnych
ztrat je ovSem obtizné vycislit konkrétnéji nebot’ zavisi na objemu produkce farmari. Na
tirovni CR se pak miiZe jednat o &astky i v fddu miliond.

Néklady na konkrétni zavedeni postupu uvedeného v metodice mohou pro uZivatele (mléEnou
laboratof) &init podle kvalifikovaného odhadu v laboratotich v CR celkem 20 tis. K& roéné
(pfedpoklddané poplatky za provedeni referenénich praci dvakrat roén&). Cinnost se
periodicky aktualizuje. Piinos pro uZivatele (laboratoie) v podobé trzeb za provedené
rutinni analyzy (odhad 3 000 analyz individudlnich vzorki mésicné krat 12 ¢ini 36 000
analyz krat 15 K¢ za selektivni analyzu (ve smyslu vybéru vzorkl) je 540 000 K¢ ro¢né.
Efekt je opakovatelny po rocich.
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