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Certifikovana metodika QJ1510339 RO1417 CM 34 - nazev:

Systematicka souhrnna zprava energetického zdravotniho stavu stada
dojnic — Ketosis Report

Certifikovana uplatnéna metodika a technicko-organiza¢ni doporuceni, opatieni a
postupy v systému kontroly mlé¢né uzitkovosti pro identifikaci subklinické ketozy krav,
energetického stavu metabolismu dojnic ve stadé a podporu prevence ketoéz, zdravi
dojnic a kvality mléka.

I) Cil certifikované uplatnéné metodiky:

Cilem je efektivni rozSifeni spektra interpretacnich a poradenskych postupt provadénych
pravidelné¢ a systémoveé podle vysledki analyz individualnich vzorki v kontrole mlécné
uzitkovosti za ucelem prevence poruch energetického metabolismu a ketdz dojnic a podpory
zdravi zvitat a nasledné kvality potravinové suroviny a provozni jistoty chovatelti.

Napln certifikované uplatnéné metodiky:

Naplni certifikované metodiky QJ1510339 RO1417 CM34 je implementace dosazenych
vysledkd, ziskanych na zakladé pfedchoziho vyzkumu a vyvoje v rdmci feSeni projekti MZe
NAZV KUS QJ1510339 a RO1417 do prostiedi rutinni kontroly mlééné uzitkovosti (KU) a
chovii dojnic v Ceské republice pro podporu jejich zdravotniho stavu a eliminaci ztrat na
uzitkovosti.
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IT) Vlastni popis certifikované metodiky

Systematicka souhrnna zprava energetického zdravotniho stavu stada
dojnic — Ketosis Report

Struktura certifikované metodiky:

1) Uvod a soudasny stav

A) Predstaveni a implementace zdkladnich prvkii systemu QA (Quality Assurance) u
chemickych a fyzikalnich metod v referencnich a rutinnich laboratorich pro analyzy kvality
syroveho mléka

B) Podpora pozitivniho vyvoje kvality stanoveni minoritnich metabolicko-diagnostickych
slozek mléka metodou infracervené spektroskopie (MIR a MIR-FT)

C) Mléko jako zdroj informaci ke ketoze, zejména subklinické

D) Rozsifeni analytického portfolia metody MIR-FT pro monitoring produkcnich poruch
dojnic a jeho pravdépodobnostni metody, Ketosis Report

2) Cile certifikované metodiky Ketosis Report

3) Vlastni vyzkum a vyvoj pro certifikovanou metodiku — validace vybranych moZnosti
analytickych metod a spolehlivosti indika¢nich dat (cut—off limits) o sloZeni a
vlastnostech kravského mléka v kontrole uZitkovosti s ohledem na subklinickou ketézu
A) Stanoveni acetonu v mléce fotometricky po mikrodifiizi a pomoci infracervené
spektroskopie F'T

B) Vyvoj metod a postupii v neprimém infracerveném urceni acetonu v mléce

C) Predikcni hodnota a korelace dvou mlécnych ukazatelii v monitoringu energetického
metabolismu dvou plemen dojnic

D) Analyza vztahii mezi nékterymi mlécnymi ukazateli energetického metabolismu krav a
Jjejich ketozniho stavu

E) Popis aplikacniho protokolu Ketosis Report

4) Zavér certifikované metodiky

5) Pouzité jiné literarni prameny pri tvorbé certifikované metodiky

6) Pouzité vlastni vysledky a publikace p¥i navrhu a validaci certifikované metodiky
Publikace ve védeckych a odbornych profesnich ¢asopisech

Piedchozi tématicky relevantni certifikované metodiky k problematice alternativniho
provedeni kontroly mlé¢né uzitkovosti

7) Prilohové materialy s podklady pro vyvojovou praci v ramci certifikované metodiky

Nejcastéji pouzité zkratky:

AC = aceton; B = bilkoviny; BHB = beta hydroxybutyrat; CF = Ceské strakaté; H = Hol$tyn;
HB = hrubé¢ bilkoviny; KC = kselina citronova; KU = kontrola uzitkovosti; L = laktéza; MIR-
FT = technologie infraanalyzy mléka s celym spektrem pomoci Michelsonova interferometru
a s vyuzitim Fourierovych transformaci; NEB = negativni energeticka bilance; SK =
subklinicka ketoza; T = tuk; T/B = F/CP = tuk/bilkoviny; T/L = F/L = tuk/lakt6za



1) Uvod a soudasny stav

A) Predstaveni a implementace zdkladnich prvki systéemu QA (Quality Assurance) u
chemickych a fyzikalnich metod v referencnich a rutinnich laboratorich pro analyzy kvality
syrového mléka

Vyznam spravnosti vysledkit analyz syrového mléka

Vérohodnost vysledkt referencnich a nasledné rutinnich analyz slozeni a hygienické
kvality mléka je nepochybn¢ dulezita pro hospodarské tcely. Jedna se o Slechténi zvirat a
obchod s plemennym materidlem, stejné jako o poradenstvi k vyzivé a zdravotnimu stavu
krav (individualni vzorky mléka v kontrole uzitkovosti). Déle o fizeni mlékatské technologie,
proplaceni kvality mléka a kvalitu mlééného potravinového fetézce (bazénové vzorky
v kontrole kvality syrového mléka). Tato kvalita souvisi také s jeho bezpecnosti pro
konzumenty. V praxi ov§em n¢kdy vznikaji z komeréniho hlediska sporné situace ohledné
vérohodnosti vysledkti. Zde vSak objektivita techniky srovnavéani ptipadného vysledkového
rozdilu neziidka neni zcela zajisténa. Proto a piesto se intenzivné pracuje na zlepSeni dané
otazky. MIéEné laboratofe se sjednocuji a centralizuji, coz je vyhodné pro uplatnéni
jednotnych referencnich postupii a standardli. Spolupracuji v sitich (GRAPPIN, 1993),
sjednocuji metodické postupy a zintenziviiuje se kontrola vérohodnosti (spravnosti) vysledki.
Relevantni mlécné laboratoie akreditovaly své postupy a rocné podléhaji akreditaCnim
auditim. Akreditované laboratofe zavedly systém kontroly jakosti, musi mit, jak znamo,
vypracovanu prirucku jakosti a kontrolovatelny systém zajisténi kvality vysledki analyz. To
je cela fada objektivizujicich krokli za poslednich deset rokd. Tim neni ani zdaleka feceno, ze
jsou zvladnuta vSechna uskali systému, nebo Ze vysledkové rozdily nebudou existovat.
Takovy stav nemiize nastat ani teoreticky ani prakticky, rozdily vSak mohou byt
minimalizovany.

Neexistence zlatého standardu v mlékarskych analyzach

V oboru analyz syrového mléka, vzhledem k jeho mozné biochemické variabilité
s ohledem na faktory biologického druhu, sezénni vlivy, efekty vyzivy, krmeni a zdravotniho
stavu zvifat, neexistuje néco, co zndme z jinych oborli a to je zlaty standard. Tento lze
v jinych analytickych oborech spolehlivé uchovavat nezménény po dlouhou dobu a pouZzivat
pro ucely kalibraci nebo srovnavani k potvrzeni spravnosti vysledkii analyz. Zminéné patii¢né
komplikuje situaci v zajiSténi vérohodnosti vysledkli analyz mléka. Navic shora uvedené
efekty prispivaji k interferencim do vztahi mezi piimymi (klasickymi, referenénimi,
kalibra¢nimi) a nepfimymi (rutinnimi, kalibrovanymi) metodami mlékaiskych analyz (BIGGS
et al., 1987; GRAPPIN, 1987, 1993; HANUS a FICNAR, 1990; GRAPPIN a LEFIER, 1993). Tato
skute€nost situaci komplikuje jeSté¢ vice. Proto musi byt rutinni metody pravidelné
kalibrovany. Situaci vtomto oboru z mezinarodniho pohledu koordinuje vice profesnich
organizaci jako IDF, ICAR, AFEMA atp. Pracovni analytické skupiny se zabyvaji vyzkumem
a vyvojem mlékafskych analytickych postupti, feSenim spornych metodickych otazek a
organizaci vykonnostnich testi analytické zpiisobilosti, zejména pro referencni postupy.

Kontrola kvality referencnich i rutinnich vysledki chemickych analyz v mlékarstvi ke
kalibracim a ve vykonnostnich testech v CR

Akreditovand narodni referencni laboratof pro syrové mléko (NRL-SM) je pro
kontrolu svych vysledkli napojena svymi referenénimi metodami na mezinarodni vykonnostni
testy APLAC (suSené mléko, chemické zkouSky), ICAR-CECALAIT (syrové mléko,
chemické a mikrobiologické zkousky; od 1996; HANUS et al., 2000), AFEMA (syrové mléko,



chemické zkouSky; od 2006), QM (mléko, mikrobiologické zkouSky) a na néarodni testy
ASLAB (analyzy vod, chemické a mikrobiologické). V mlékarstvi jsou uznavany dalsi
vyznamné testy jako MUV A Kempten (slozky mléka) nebo BAM Kiel (pocet somatickych
bunék). Z titulu své funkce pak NRL-SM sama organizuje a provadi piipravu a pravidelné
rozesilani sad referenc¢nich standarda (obsah tuku (T), hrubych bilkovin (HB), kaseinu (K),
monohydratu laktézy (L), suSiny tukuprosté (STP) a koncentrace kyseliny citronové (C)) pro
kalibrace neptimych mlékaiskych metod (pfevazné infraanalyza) a dale vykonnostni testovani
na narodni trovni (T, HB, L, koncentrace mocoviny (M), bod mrznuti mléka (BMM)).
Kalibrace jsou provadény v mésicnich intervalech, coz bylo odvozeno na zaklad¢ vyzkumné-
vyvojovych a praktickych zkuSenosti (HANUS et al., 2005, 2006). Vykonnostni testy pak
mési¢éné pro T, HB, L a &tvrtletné pro M a BMM. V nasem systému, resp. pracovni siti v CR,
tak existuji referen¢ni (REL) laboratoi (pfimé metody) a rutinni (RUL) laboratofe (nepiimé
metody). Pochopitelné, pro jednotlivé zkousky mohou byt jiné REL. Jak kalibrace, tak
vykonnostni testy (pro T, HB, L, K, STP, C, M, i BMM) jsou NRL-SM konven¢né provadény
na Skale desiti vzorkli mléka s relevantnimi varia¢nimi obory. Vyjimkou je pouze vykonnostni
test pro BMM, ktery je kromé desiti mlécnych vzorki soubézné provadén také na dvou
vodnych roztocich NaCl. Zminéné varia¢ni obory referen¢nich nebo kontrolnich sad vzorka
jsou piiblizné: T 2 az 3 % (od 2 do 5 %); HB 0,5 az 0,8 % (od 2,8 do 3,6 %); K 0,5 az 0,8 %
(od 2,2 do 3,0 %); L 0,5 az 0,8 % (od 4,4 do 5,2 %); STP 0,7 az 1,5 % (od 8,0 do 9,5 %); C 3
az 5 mmol/l (od 6 do 11 mmol/l).

Soucasny stupenn vyvoje systétmu v NRL-SM vedl ke stavu, Ze kalibrace (pro
infraanalyzatory MIR a MIR-FT) a pifipadné vykonnostni testy jsou provadény mesi¢né pro
syrové kravské mléko (T, HB, L, STP, K). Dvakrat ro¢n¢ pak pro syrové ov¢i a kozi mléko
(T, HB, L; GRAPPIN, 1987; HANUS et al., 1996). Kone¢n¢ ctvrtletné nebo podle pozadavku
pro mlécné produkty (T, HB, L) jako pasterované mléko, odstiredéné mléko, sladkd syrovatka
tidka, sladka syrovatka hustd, (T) smetana hustd a smetana tidka, pfipadné specidlni mlécné
syratské kompozice (T, HB, L).

Specifické vztahy referencnich a neprimych analytickych metod v mlékarstvi

Specifické vztahy mezi referencnimi a rutinnimi metodami a jejich sezonni
proménlivost, stejné jako interferencni vlivy na kalibrace v mlékatskych analyzach jsou dany
fadou mezinarodnich konvenci a skute¢nosti sezonni proménlivosti mléka. DalSim vlivem
mohou byt rizné feSeni principidlné podobnych nepfimych metod analyz. Pouze u molekuly
laktozy se jedna o sezonné stabilni slozku, ktera ma staly vztah k pouzitym vinovym délkam
infraanalyzy. Zatimco obsah dusiku podle Kjeldahla je piepocten na obsah hrubych bilkovin,
kalibrované filtrové infraanalyzatory méfi vibrace peptidické vazby. Metoda IR je tedy
specificka pro ¢isté bilkoviny. Je vSak konven¢né (IDF) kalibrovana na tzv. hrubé bilkoviny.
Chova se tedy k obsahu nebilkovinného dusiku jako ke konstanté¢ odvozené z kalibracni sady.
Poné¢vadz vsak obsah nebilkovinného dusiku v mléce neni konstantni a kolisd vyznamné se
sezonou, muze se vztah mezi referen¢ni a kalibrovanou metodou ¢asem, se zménami krmeni
krav, zhorSovat. To je dalSim divodem nezbytnosti periodicity kalibraci. Navic je neziidka
nutna lokalni specifita kalibraci, kterd se docili nastavenim zalozenym na analyze vzorka ze
zoOny jejich sbéru. Na obsah ¢istych bilkovin je metodicky spravné kalibrovano jen historicky
ve Francii a nové v USA. Cely svét jinak kalibruje technologii IR na obsah HB. Uveden¢ ¢ini
nemalé problémy s porovnavanim vysledkd. Pokud se tykd obsahu tuku, existuje vice
specifickych vinovych délek IR v rliznych zatizenich, kde vztah je bud k délce fetézcu
mastnych kyselin, nebo frekvenci vyskytu karboxylovych skupin. Tedy nezdvisle na délkach
fetézcl. Nekdy se vysledky ziskavaji kombinaci vytéznosti signalu dvou nebo vice vhodnych
vlnovych délek. Délky fetézcli a stupent nasycenosti mastnych kyselin v esterech ovSem
podléhaji sezonnim vliviim vyzivy dojnic. Dalsi interferen¢ni vlivy miliZze zanaSet piipadny



efekt lipolyzy vzorkl at’ jiz zdravotniho plvodu s ohledem na kravy nebo jako disledek
mechanickych, popiipadé¢ mikrobiologickych vlivi na mléko. Tyto efekty mohou v Case
rozruznit vztah referencexinstrument (RxI) a metody proto vyzaduji pravidelnou rekalibraci.
Takto by bylo mozné pokracovat dale vyctem dalich a dalSich specifit u dalSich ukazatel
kvality mléka (nejen chemickych, rovnéz fyzikalnich, mikrobiologickych, biologickych nebo
zdravotnich (fyziologickych)).

Otazka frekvence kalibraci IR pro analyzy syrového mléka

Frekvence kalibraci maze byt rtizni. Norma (CSN 57 0536) ukladala minimalné
jedenkrat za tfi mésice. V CR se misty pouziva uvedeny interval, ale v systému referenéng-
rutinnich laboratofi pivodné kontroly mlécné uzitkovosti se od roku 1986 pouziva interval
meésicni. Existuji vSak i tydenni frekvence, napf. pro obsah laktézy v Ontariu (MIGLIOR et al,
2006). Pro mési¢ni interval existuje fada vyzkumné, vyvojové a zkuSenosti podpoienych
argumenttl, tedy teoretickych i praktickych:

- vliv sezény (moznych zmén objemného krmeni) na stabilitu shody referencni a
nepiimé metody (HANUS et al., 2006);

- nutnost oprav vyznamné funk¢nich komponent zatizenych analyzatord, které rovnéz
porusi vztah RxI, kdy je vyhodngjsi dalsi oficidlni termin kalibrace vSech pfistroji
zahrnutych do systému, nez mimofadna kalibrace jednoho pfistroje, ktera tak zanasi
dalsi zdroj nejistot do systému (opravy a vymény dulezitych ¢asti pfistroji nejsou u
vytizeného systému tidké);

- na men$im Uzemnim celku lze povazovat centralni kalibraci na jednotné kalibra¢ni
vzorky a hodnoty za ucelnéjsi, nez vice separatnich kalibraci v mistnich laboratotich
(v ptipad¢ centrédlni kalibrace se tedy s jistotou jedna o sniZzeni zdroju nejistot).

Vykonnostni testovani ve vazbé na kalibraci — specifita mlékarskych analyz

Obecné se v mlékarskych analytickych postupech pouziva ke kalibraci (z diivodu
existence Cetnych interferencnich efektli na vztah piimé (referencni) a nepiimé metody) sada
vice vzorkil (nejCastéji desiti nebo Sesti), jen vyjimecné vzorek jeden, nebo dva. Podobné to
plati pro metody vykonnostniho testovani analytické zptsobilosti. Z hlediska vykonnostniho
testovani ma byt zaznamendn tspéch pro metodu v laboratofi ve vykonnostnim testu alespon
jedenkrat za auditem sledované obdobi. V mlékatské analytice umoziiuji vysledky prvnich
meéieni sad stejnych vzorkd mléka vSemi pfistroji v siti na stavajicich kalibra¢nich hladinach
také souCasné pii kalibraénim procesu vyhodnoceni v rdmci testovani analytické zpiisobilosti.
Mgésicni kalibra¢ni interval tak zaroven umozniuje odpovidajici pocet testii analytické
zpusobilosti. Pfi vzniku vysledkové neshody v testu ma pak laborator cCastéji k dispozici
objektivni kontrolu své prace a mizZe tuto neshodu diive napravit. Pfi netispéchu v méné
frekventnich testech (1x az 2x ro¢n¢) se hiife zajiSt'uje naprava. Pii vyssi frekvenci aplikace
kalibrace a vykonnostnich testli soucasné proto miize laboratoi snadnéji ziskat dokument o
naprave vyskytu neshody, coz zvySuje provozni jistotu managementu mlékatskych laboratofi.

Pouzivané referencni metody pro pripravu referencnich standardii

V souladu s platnymi internacionalnimi standardy (EN ISO) pouzivime v CR jako
referencni pro ptipravu kalibracnich standardi mineraliza¢né-destilacné-titratni Kjeldahlovu
metodu (CSN 57 0530) uréeni obsahu dusiku v mléce a nasledné (faktor 6,38) obsahu
hrubych bilkovin. Podobné pak modifikovanou se srazecim a filtraénim postupem pro obsah
kaseinu (uvedené plati celosvétove). Pro L je to metoda polarimetricka (CSN 57 0530), i kdyz
Ize vybirat z §ir§iho spektra. Pro STP metoda gravimetrickd (CSN 57 0530). Kryoskopické
metody jsou prevazné pozivany jako piimé méfeni v RUL. Jen misty je vyuzivan



screeningovy postup konduktometrického méfeni s regresnim vypoctem BMM podle
zohlednéni obsahu tuku a bilkovin. Podobné je tomu u koncentrace mocoviny (LEFIER, 1999;
BROUTIN, 2000, 2006), ktera je ¢asto meéfena v RUL v CR pfimou metodou (napt. Ureakvant;
HANUS et al., 2001). Nékdy ovsem i kalibrovanou nepfimou metodou MIR-FT (infraanalyza
ve stfedové oblasti s technologii Fourierovych transformaci). Infraanalyza C byla kalibrovana
na vysledky jejiho fotometrického stanoveni ve srovnavacich vzorcich mléka.

Nové zavedeni legislativné platné referencni metody pro obsah mlécného tuku

Pouze obsah tuku byl doposud vsude vcelé CR kalibrovan podle vysledki
acidobutyrometrické metody podle Gerbera (G). To nebylo v souladu se svétovymi standardy.
NRL-SM proto v roce 2006 ovéfovala a provedla validaci a odhad nejistoty vysledkli méfeni
mezindrodné uznané referenéni extrakéné-gravimetrické metody podle Rose-Gottlieba (R-G).
Uvedené bylo provedeno ve vazbé na vykonnostni testovani analytické zptisobilosti ICAR-
CECALAIT, AFEMA a vnitrolaboratorni srovnani vysledki s diive akreditovanou a
mezinarodné kontrolovanou metodou G. V roce 2007 pak NRL-SM piesla na piipravu
kalibra¢nich standardi pomoci akreditované metody R-G. Metoda R-G byla v CR doposud
legislativné respektovana, ale nikym neaplikovana. Hlavnim divodem, pro¢ se metoda
v relevantnich laboratofich prakticky nepouzivala je jeji pracnost, nepfijemnost az
nebezpecnost. Z prvnich vysledkli uvedeného testovani jako validace metody R-G
v porovnani k metod¢ G (prace byla provedena na identickych vzorcich mléka) bylo zjisténo,
ze korelace mezi metodami byly zpravidla na urovni r = 1,0. Déle, Ze pokud se jedna o
vyjadieni vérohodnosti vysledkl (spravnosti), z hlediska reprodukovatelnosti je metoda R-G
6,3x ,,hodnotnéj$i” nez G, z hlediska opakovatelnosti 6,6 ,lepsi” a z hlediska vyjadieni
nejistoty vysledkt 4,0x ,,spolehlivéjsi” (,,jistéj$i”) nez G (Tab. 1, 2 a 3).

Vykonnostni testovani analytické zpusobilosti mlékarskych laboratori
V mléénych laboratorich jsou pro hodnoceni testi zpiisobilosti nejéastéji pouzivany
systémy:

- Euklidicka vzdalenost (E; LERAY, 1993; ICAR testy a narodni testy NRL-SM pro T,
HB, L, M a BMM) od poc¢atku (vyhodou je dvourozmérny rozklad vysledkové
neshody na systematicky a ndhodny zdroj chyby a design pfednostné uzpusobeny
vice-vzorkovym mlékafskym testlim), jako ziejmé nejlepsi zpisob vyhodnoceni, kde
tabulkové vyjadieni poskytuje fazeni ucastnikii podle vérohodnosti dosazenych
vysledki;

- Youden plot, pouzivany v testech AFEMA (FucHS, 2000) uzptsobeny pro dvou-
vzorkové designy testl (vyhoda zdrojového rozkladu vysledkové neshody);

- Z-score (WOOD, 1994, 1998; COVENEY, 2001; APLAC, ASLAB a narodni testy NRL-
SM pro BMM) pro jedno-, dvou- i vice-vzorkové designy testi (neposkytuje vyhodu
zdrojového rozkladu vysledkové neshody).

Casto se vmlékafskych vykonnostnich testech uplatiuje také vygisleni, resp.
zobrazeni recovery pro specidlné vybrané nebo ptipravené vzorky z kontrolni sady. Napf. pti
analyzach obsahu dusiku ve znamych koncentracich roztokd aminokyselin jako glycin nebo
tryptofan pro kontrolu analyzy podle Kjeldahla (jako ICAR-CECALAIT) nebo mocoviny v
mléce (jako NRL-SM). Uvedené umoziuje lepsi orientaci pii vyhodnocovani testli v meznich
situacich, kdyz by distribuce hodnot pouzité pro odvozeni referencnich hodnot vzorka v testu
podlehly né&jaké ndhodné anomélii, tfeba v situaci nizsiho poétu udastnikd. Casto jsou napf.
v mléce pro multikomponentnost mlécné matrice problémem piipravy nulovych standardt pro
kalibrované metody. Pfikladem mlze byt vétSina mlé¢nych slozek, zejména mocovina. Proto
ma zavedeni ur€eni recovery v mléénych testech zvlastni vyznam.



Vlastnim problémem je stanoveni diskriminacnich limiti vykonnostnich testt. I kdyz
existuji statistické konvence (testy odlehlosti a Z-score na hladin€ pravdépodobnosti 5 %),
pfesto nékteré postupy jsou specifické (ICAR-CECALAIT) a vyfazuji ucastniky testi
mnohem piisnéji. Derivace diskriminacnich limiti tak nejsou zdaleka jednotné. Dlouhodobym
porovnanim n¢kterych pouzivanych systémt byly nalezeny nésledujici vysledky pro
vyfazovani Uc€astnikli: [CAR (referencni metody): pro T 34,7+£9,8 % (diive 56,9£8,5 %), pro
HB 41,6+10,1 % (diive 56,1£8,1 %), pro L 19,4+8,1 % (dtive 39,7+13,7 %), pro M 36,3+9,2
%; APLAC (referencni metody, suSen¢ mléko) pro vlhkost 15,4 %, pro obsah popela 12,6 %,
pro T 23,5 %, pro HB 12,5 %; ASLAB (rozbory vod) rizné analyzy 8,0+9,8 %; AFEMA
(referencni analyzy mléka) 7,2+5,0 %; NRL-SM (rutinni analyzy mléka) pro T 24,0+5,7 %,
pro HB 18,1+8,3 %, pro L 18,0+8,8 %, pro M 16,1£11,8 % a pro BMM 25,0 % (HANUS et al.,
2006). Jsou ziejmé vyraznéjSi rozdily v diskriminaci vysledkd. Pro zdravou praktickou
motivaci ucastnikd, pro redlné pfijimani praktickych opatfeni k feSeni vysledkovych neshod,
vedeni jejich evidence a ucinné prubézné zlepsSovani vysledkl laboratorni sité 1ze ovSem na
zakladé empirie za optimalni povazovat hodnoty diskriminace max. do 15 %. Je zcela jisté
problematicka diskriminace na Urovni napi. 50 % (ale jiz > 30 %; uvedené v podstaté
paralyzuje sit’ 1 divéryhodnost testu), kdyz napt. nevyhovujici odchylka HB od stfedu je jiz
na urovni d >+0,03 %, coz znamena relativni analytickou chybu na Grovni pouze 1 %.

Nejistoty vysledkii a diagnostika vyskytu chyb v mlékarskych analyzach

Nejistoty se v mlékarstvi stanovuji samoziejmé podle kovariancniho zédkona o Sifeni
nejistot, kde pod odmocninou jsou umistény zdroje variability méfeni podle inherentnich
vlastnosti pouzitych metod, jejich konkrétnich vysledkli v jednotlivych laboratotich a podle
existujicich vztaht pfimych (tvorba referen¢nich standardi) a nepiimych metod v systému.
Z divodu fady principidlnich a praktickych rozdilti pak pochopitelné vypadaji sestavy zdroji
nejistot pro rizné kvalitativni ukazatele mléka odlisn€. Vysledné ptiklady rozsitenych hodnot
vysledkovych nejistot pro nékteré analyty v mlékaiské laboratofi (NRL-SM) jsou uvedeny
v Tab. 4.

VynaSeni vysledkid vykonnostniho testovani do komparativnich nebo pritocnych
kontrolnich diagrami a stanoveni limitnich hladin téchto diagramii umoznilo urcitou
grafickou diagnostiku charakteru a ptivodu vysledkovych neshod (HANUS et al., 2004 a 2005).
Pro tento zptsob hodnoceni (NRL-SM) a moznou ucinnost praktické interpretace vysledkl
maji také podstatny vyznam:

- zpusob, jakym jsou hodnoty zanaSeny ve smyslu situace (¢asové a technické) v celém
laboratornim systému, zda se jednalo o vysledky kalibrace, vysledky vykonnostniho
testu, srovnani na jedné vzorkové sadé (bezprostredné po sobé — vykonnostni test a
kalibrace), srovnani na dvou vzorkovych sadach (se zahrnutim kalibra¢niho intervalu);

- technickd znalost konkrétniho laboratorniho systému s jeho aktudlnim vyvojem
(opravy zatizeni, vypadky zdrojl, poruchy, podezielé vzorky atd.).

Zatimco komparativni grafy jsou ur€eny pro systémovou (skupina infraanalyzatori a
laboratofi) kontrolu a diagnostiku ptipadnych chyb vysledkid, pratocné diagramy pro
pristrojovou (individualni metodické jednotky) kontrolu a diagnostiku piipadnych chyb
vysledkd.



Tab. 1 Vysledky validace metody RG (g/100g) v NRL-SM pii stanoveni reprodukovatelnosti (R),

resp. spravnosti (S).

RG —RG-I G —RG-I G-RG
n 11 11 40
d -0,00014 0,00909 0,00431
sd 0,00697 0,04392 0,03836
t-test 0,06 0,69 0,71
vyzn. ns ns ns

RG = Rose-Gottlieb; G = Gerber; I = ICAR; ns = P>0,05.

Podle CSN R nebo S pro MIR = <0,06 %, obvykle 0,04 %. Vysledky dokladaji, ze R, resp. S

pro RG je 6,3% lepsi nez pro G.

Tab. 2 Vysledky validace metody RG (g/100g) v NRL-SM pfi stanoveni opakovatelnosti (O).

@) r

2/100g %
G 0,0376 1,09
RG 0,0057 0,16

RG = Rose-Gottlieb; G = Gerber; I = ICAR.

Podle CSN O pro MIR = <0,02 %, obvykle 0,01 %. Vysledky dokladaji, ze O pro RG je 6,6x

lepsi nez pro G.

Tab. 3 Vysledky validace metody RG (g/100g) v NRL-SM pii stanoveni nejistoty vysledk (N).

Prosta Rozsirena
67 % (x1,96) 95 %
MIR (MSc¢) 0,0520 0,101
G 0,0363 0,071
RG 0,0090 0,018

RG = Rose-Gottlieb; G = Gerber; MIR (MSc) = MilkoScan, metoda infraanalyzy mléka.

Vysledky dokladaji, ze N pro RG je 4,0x lepsi nez pro G.

Tab. 4 Ptiklady hodnot rozsitenych (95 % pravdépodobnosti) vysledkovych nejistot v NRL-SM.

Slozka, vlastnost Jednotka N absolutni N relativni %
Tuk 2/100g 0,0710 2,16
Bilkoviny 2/100¢g 0,0563 1,70
Laktoza 2/100g 0,0820 1,68
Mocovina mmol/l 0,3673 8,31
BMM °C 0,00608 1,18
PSB 103/ml 17,6456 9,3

T 2/100g 0,101 2,77

B 2/100g 0,085 2,59

L 2/100g 0,115 2,37

Tuk, bilkoviny, laktéza v mléce, bod mrznuti mléka (BMM) = referencni metody; T, B, L =
pfistrojova MIR analyza, kalibrovana metoda podle vysledki referenénich metod; mocovina
fotometricky a pocet somatickych bun¢k (PSB) fluoro-opto-elektronicky.
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B) Podpora pozitivniho vyvoje kvality stanoveni minoritnich metabolicko-diagnostickych
sloZek mléka metodou infracervené spektroskopie (MIR a MIR-FT)

Minoritni slozky mléka jako energeticko-dusikaté metabolity

V posledni dobé¢ je stale vétSi diraz kladen na zajiSténi dobrého zdravi a welfare
hospodaiskych zvitat pro podporu bezpecnosti potravinového fetézce. V mléce je rada latek,
podle kterych lze pomérné spolehlivé metodou neinvazivniho monitoringu posuzovat a
kontrolovat zdravotni stav dojnic. Vedle majoritnich slozek, jako je obsah tuku, bilkovin (a
jejich pomér tuk/bilkoviny) nebo laktdzy, popiipade pocet somatickych bunék, jsou to slozky
minoritni. Jednd se o metabolity s uzkou vazbou na vyzivovy stav dojnic. Mezi tyto patii
napi. kyselina citronova, mocovina, volné mastné kyseliny nebo ketony. Posledni tfi jsou
povazovany za metabolity nezadouci. MI€ko, na rozdil od krve nebo moce jako dalSich
biologickych tekutin, zajistuje pomérné snadny odbér vzorki, ktery je dnes na individudlni
(zvitata) 1 bazénové (celd stdda) Urovni pomérné rutinné a systematicky zvladnut, vcetné
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chladového transportu do laboratofi. Kvalita analytickych vysledkli rozhoduje vyznamné o
spravnosti jejich praktické interpretace a Ucinnosti piipadnych preventivnich, napravnych
nebo lécebnych opatfeni v chovech nebo o moznostech zajisténi kvality mlécného
potravinového fetézce.

Stanoveni a interpretace kyseliny citronové (KC) v mléce

Obsah kyseliny citronové (KC) v mléce je vhodnym ukazatelem energetického metabolismu
dojnic (ILLEK a PECHOVA, 1997; BATICZ et al., 2002; GARNSWORTHY et al., 2006) a
pouzitelnosti mléka v syrafstvi. Fyziologicky souvisi s efektivitou Krebsova cyklu a ptispiva
ke kapacité¢ pufracniho systému mléka. KC v mléce pozitivné korelovala s plazmatickou
glukdézou a negativné s celkovym plasmovym proteinem v krvi (0,46 P<0,01 a -0,31 P<0,01;
KHALED et al., 1999). KUBESOVA et al. (2009) nalezli vliv kyseliny citronové na lutedlni
aktivitu ovarii u dojnic. Aktudlni znalost této hodnoty miize poslouzit v poradenském servisu
ke zlepSeni vyzivy dojnic, jejich reprodukce nebo zpracovani mléka. Fyziologické rozpéti
piedstavuje 8 az 10 mmol.l! KC vmléce (0,149 az 0,187 %). Nizsi hodnoty indikuji
energeticky nedostatek metabolismu krav a vyssi hodnoty piebytek. Proto mlécné laboratore
zavadéji ur¢eni KC. Vhodnou rutinni metodou pro stanoveni KC mize byt MIR-FT.

Stanoveni a interpretace mocoviny (M) v mléce
Mocovina (M) je konecny metabolit bilkovin v organismu a znalost hladiny vylucované
mocoviny je jednim z dulezitych wukazateld spradvnosti sestaveni krmné davky
(ERBERSDOBLER et al., 1980; KIRCHGESSNER et al., 1986; JONKER et al., 1999; HOIMAN et al.,
2004). Mocovina je zpracovavana kromé¢ jater také v ledvinach, jejichz prostfednictvim je
mocovina, po syntéze v jatrech, do ledvin transportovdna a vylucovana moci. Mocovina je
transportovana z krve také do mléka. Koncentrace mocoviny v organismu béhem dne kolisa,
potravy (GUSTAFSSON a PALMQUIST, 1993; CARLSSON a BERGSTROM, 1994). Za fyziologicky
obor se nejéast&ji povazuje rozsah od 18 do 35 mg.100ml!. Mezi efekty, které koncentraci
mocoviny v mléce ovliviji, patii:

- pfijem proteinu a energie (nadmérny obsah hrubého proteinu v krmné davce zvysSuje

- pfijem proteinu degradovatelného a nedegradovatelného v bachoru;

- pfijem vody a suSiny v krmné davce (pfi dehydrataci organismu lze ocekavat vyssi

hladiny mocoviny);

- zdravotni stav, zvIasté funkcnost jater a ledvin;

- n¢ktera onemocnéni;

- pastva (vyssi obsah mocoviny na pastve);

- doba odebrani vzorki mléka (ve smyslu intervalu mezi krmenim a odbérem);

- fyziologické faktory laktace (HANUS et al., 1993 c; JiLEK et al., 2006).
Koncentrace mocoviny v mléce (KMM) je tedy respektovanym ukazatelem zdravotniho a
vyzivového stavu dojnic (BAKER et al., 1995). Je ve vztahu k jejich reprodukci (BUTLER et al.,
1996), dlouhovékosti (HANUS et al., 2000) a technologickym ukazateliim mléka (KIRST et al.,
1985; HANUS et al., 1993 a, b), které ve vyssi koncentraci pravidelné zhorsuje.

Spravnost interpretaci vysledki KMM zavisi na jejich veérohodnosti, ktera je tak velmi
dulezita. Existuje mnoho principii analyz KMM. Jejich vysledky mohou byt ovlivnény fadou
interferencnich faktori. V laboratorni praxi ztéchto divodid byla zaznamendna fada
disproporci. Proto jsou zdroje variability vysledkd studovany. V CR se provadi analyzy
vzorkl mléka na moCovinu jednak ze vzorkl ur¢enych pro kontrolu mlééné uzitkovosti a dale
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ze vzorki bazénovych, urCenych ke stanoveni jakostnich ukazateli mlé¢ka. Vysledky
vyuzivaji zootechnici, veterinafi a poradci ve vyzive.

Z pouzivanych analytickych metod pfipadaji v Gvahu metody piimé (RAJAMAKI a
RAURAMAA, 1984; OLTNER et al., 1985), zejména specifické (ureolytické diferencni jako napf.
AFNOR (LEFIER, 1999; Francie) Eurochem (Italie), Chemspec (BROUTIN, 2000, 2006 a, b;
Bentley Instruments, USA) nebo enzymaticko-konduktometrickd metoda UREAKVANT
(FICNAR, 1997; HANUS et al., 1995, 1997, 2001 a; KLOPCIC et al., 1999; CR) a nepiimé jako
MIR (HERRE, 1998) a zejména MIR-FT (PETERSON et al., 2004).

Stanoveni a interpretace volnych mastnych kyselin (VMK) v mléce

Maly podil mastnych kyselin v mléce, které nejsou esterifikovany v triglyceridech, je volné
rozptylen hlavné v tukové a mirné ve vodné fazi a je oznaCovan za volné mastné kyseliny
(VMK). Bé&zny obsah VMK u mlééného tuku lezi mezi 0,5 aZ 1,2 mmol.100g™!, maximalni
povoleny je 13,0 mmol.kg™! pro metodu stlukem nebo 32,0 mmol.kg™! pro metodu extrakéng-
titraéni (CSN 57 0529). Gerberova acidobutyrometricka metody zachycuje az 90 % obsahu
VMK do tukového podilu mléka, naopak extrakcné-gravimetrickd metoda podle Roese-
Gottlieba VMK do tukového podilu nezahrnuje tak spolehlivé, resp. ztraci jich az 70 %
(KERKHOFF MOGOT et al., 1982).

Zvyseni VMK znamend negativni vlivy typu lipolyzy, obvykle z diivodi metabolickych
problémt dojnice. ZvysSena koncentrace VMK zpiisobuje zhorSeni technologickych vlastnosti
mléka (VYLETELOVA et al., 2000, a, b), ale hlavné¢ zhorSeni smyslovych (senzorickych)
vlastnosti mléka, chuti a viin€. Uvedené ma za nasledek nahotklou pachut, jez mtize poskodit
pfirozenymi enzymy (lipdzami) nebo lipazami dodanymi bakteridlni kontaminaci mléka.
Lipolyza je proto spontanni nebo indukovana. Lipazy pfitom mohou byt termorezistentni a
projevit se tak 1 po tepelném oSetfeni mléka rozkladem mlékarenskych vyrobkl. NeSetrné
zachazeni s mlékem, jako Casté Cerpani a Cefeni pi1 manipulaci a namrzani, navozuje rovnéz
vlastni lipolyzu. Dodana energie tepelnd nebo mechanickd do multikomponentniho systému
mléka porusSuje blany tukovych kapének a uvolnuje mastné kyseliny z esterické vazby
triglyceridu. Proto proud mléka by nemél presahnout rychlost 1 az 1,5 m.s"'. Nedostate¢na
hygiena ustajeni a dojeni krav, stejn¢ jako Spatné uloZeni a oSetfeni syrového mléka, mohou
vést k pomnozeni nezadouci psychrotrofni, termorezistentni a sporulujici mlééné mikroflory.
Uvedené mlZe zvysit intenzitu lipolyzy.

VMK, sm¢s lipolyzou uvolnénych mastnych kyselin z mlééného tuku nebo pteslych z krve,
pomérove ovlivnitelna vyzivou zvitat, sezénou nebo jejich zdravotnim stavem, je jako takova,
striktné analyticky a tim molarné, tézko uchopitelnd, vyjadfitelnd nebo interpretovatelna.
Analyticky se jedna o vysledek titru roztokem alkalie, ktery neni v konstantnim poméru
k molarnim koncentracim jednotlivych mastnych kyselin. Jako konvenéni interpretace vSak
tento zpusob vyjadfeni dobfe vyhovuje praktickym mlékarskym uceliim. Hodnoty VMK
mohou poslouzit ke kontrole zdravotniho stavu dojnic nebo kvality syrového mléka s ohledem
na kvalitu a udrzitelnost naslednych mlé¢nych vyrobkili. Referenénimi a rutinnimi metodami
analyzy VMK mohou byt tzv. metoda extrakéné-titracni, stlukovd, BDI nebo MIR a MIR-FT.

Stanoveni a interpretace ketonii v mléce

Ketoza reprezentuje metabolické onemocnéni, které se vyskytuje hlavné u vysoce
produktivnich dojnic. Zakladni problém ket6z spociva v deficitu glukosy v krvi a tkanich,
jatrech. Zvyseny metabolismus jater vede ke zvySeni hladin vedlejSich produktt - ketolatek v
krevnim séru a nésledné i v mléce dojnice. Obsah ketolatek (acetonu, acetoacetitu a BHB
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(betahydroxybutyratu)) v individualnich vzorcich mléka je indikatorem zdravotniho stavu
dojnic po porodu a v prvni tietiné laktace ve smyslu vyskytu produkéniho onemocnéni, ketdz.
Ketozy jsou, v obdobi vzniku negativni energetické bilance po oteleni, zplisobené vysSSim
vydejem zivin laktaci z organismu oproti niz§imu piivodu. Jsou charakterizovany
odbouravanim télesnych energetickych (predevsim tukovych) rezerv. Tento jev milize vést az
k poklesu metabolické funkce jater, ale pribézné také ke vzristu obsahu ketonovych latek v
télnich tekutindch. Nekteré ketony mohou byt dale metabolizovany, jiné (napf. aceton)
odchdazeji z organismu zpravidla mo¢i, dechem, potem a mlékem. Keto6za vznika predevsim u
dojnic s vysokou dojivosti a vykazuje plizivy charakter nastupu a setrvacnost pribchu. V
prib&hu ket6z je redukovana dojivost 1 obranyschopnost (riziko zvySené¢ho vyskytu novych
mastitidnich infekci) a zhorSena plodnost krav. Kromé dalSich pfiznakti mize onemocnéni
vyustit i v thyn zvifete. Lécba je nezbytna, avSak s disledky vSech ztrat nakladna. Nazory na
kritickou diskrimina¢ni hodnotu obsahu acetonu v mléce, resp. limit pro urceni subklinické
ketdzy se znacné rtizni od 4 do 40 mg/l (UNGLAUB, 1983; ANDERSSON a EMANUELSON, 1985;
GRAVERT et al.,, 1986; GUSTAFSSON a EMANUELSON, 1993; HANUS, 1994). Ob¢é mezni
hodnoty se vsSak jevi byt pifehnané, nad-, resp. podhodnocené. Na zakladé piedchozich
vysledkt (HANUS, 1994; HANUS et al., 1999) lze povazovat za diskriminac¢ni hladiny pro
odhad subklinické ketozy piiblizné nasledujici limity: Ketophan (ketony v moc¢i) > 3+ (>7,5
mmol/l); Ketotest (ketony v mléce) > 2+ (> 15 mg/l); aceton v mléce > 10 mg/l. Hladina
acetonu je také ovlivnitelna sezénou nebo konzervovanymi objemnymi krmivy. Prevence
zlepSenim vyzivy je efektivnéjsi cestou eliminace vyskytu ketéz nez lécba. Soucasti prevence
je monitoring stavu dojnic po oteleni, ke kterému slouzi pravé stanoveni koncentrace
ketolatek nebo acetonu v té€lnich tekutinach.

Kvalita mléka od dojnic s metabolickymi problémy je zhorSena. V subklinickych ptfipadech
takové mléko nelze ve stdji z dodavky rutinné vyfazovat, na rozdil od subklinickych mastitid.
Bez této moznosti eliminace se dostava do mlékarny. Zde miiZe metabolicky zatiZené mléko
ohrozovat kvalitu pribéhu zpracovatelskych technologii. Korelace acetonu k jogurtovému
testu Cinila -0,21 (HANUS et al, 1993 a, b). Byla vSak spiSe ddna soubéZzné zménénymi
ostatnimi vlastnostmi mléka, neZ samotnou zvySenou koncentraci acetonu.

Popisované metody stanoveni ketonii nebo acetonu v mléce jsou nejcastéji fotometrické
metody, MIR-FT, ale také rlizné semikvantitativni stajové testy, véetn€ moznosti konstrukce
biosenzoru na bazi Clarkova kyslikového ¢lanku pro determinaci beta-hydroxybutyratu
(JiLEK, 2008).

Pouzité neprimé rutinni metody MIR a MIR-FT

Filtrova technologie infraanalyzy (MIR) je vyuzivana piedevSim ke stanoveni majoritnich
slozek mléka (tuk (T), bilkoviny (B), laktéza (L), suSina tukuprosta atd.). K tomu tcelu oviem
slouzi i analytickd technologie MIR-FT (LEFIER et al.,, 1996). MIR stanoveni minoritnich
slozek (moc€ovina, volné mastné kyseliny) mléka bylo obvykle méné tuspésné. Technologie
MIR-FT zacina byt vyuzivana ke stanoveni kaseinu, minoritnich slozek a metaboliti jako jsou
volné mastné kyseliny, mocovina, kyselina citronova nebo ketony. Metody MIR a MIR-FT
zahrnuji sttedovou oblast IR oboru s technologii optickych filtri a méfeni celého IR spektra
s pouzitim Fourierovych transformaci. Byly dodrZzeny standardni postupy prace
s infraanalyzatory (CSN 57 0536). Jako nepiima metoda MIR-FT byly pouzity pfistroje
Lactoscope FTIR (Delta Instruments, Holandsko) a MilkoScan FT 6000 (Foss Electric,
Dansko) a jako MIR pfistroj Bentley 150 (Bentley Instruments, USA). Vedle metod MIR a
MIR-FT se pfi analyze jak majoritnich, tak nékterych minoritnich slozek mléka uplatiuje i
metoda NIR-FT (near infrared, Fourierovy transformace; TSENKOVA et al.,, 2000;
KUKACKOVA et al., 2000; JANKOVSKA a SUSTOVA, 2003; KRACMAR et al., 2004; SUSTOVA et
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al., 2006, 2007). Analyzy byly pievazné provedeny v laboratorich akreditovanych podle CSN
EN ISO/IEC 17025, v LRM Busté¢hrad a LRM Brno-Tufany a v NRL-SM.

Pouzité primé referencni metody a priprava, pripadné upravy referencnich vzorkii

1) Jako referencni pro KC a kalibraci MIR-FT byla pouzita fotometrickd metoda (c; 428 nm).
Mléko bylo koagulovano, filtrat reagoval s pyridinem v acetanhydridu na Zzluty komplex.
Spekol 11 byl kalibrovan prostiednictvim sedmibodové $kaly od 1,5 do 20,0 mmol.l™.
Referencni sada pro MIR-FT zahrnovala 10 vzorki mléka, z toho 7 ptirozenych, z nichz
nekteré byly zdvojeny pro kontrolu opakovatelnosti a 3 s umélymi pridavky KC.

2) Mocovina (M) byla métena (I) v deseti nativnich vzorcich mléka, kde ¢tyfi byly s umélym
ptidavkem mocoviny pro urceni rozdilové recovery. Dale (II) byla M méfena v deseti
specificky ptipravenych vzorcich na mlééné bazi (alkalicky rekonstituovany tuk a bilkoviny
po kyselém srdzeni a promyvani, bez laktézy, mocoviny, citratil, uredzy a dal§ich rozpustnych
slozek) se zndmymi ptidavky mocoviny k nulové hodnoté. Celkem bylo sedm ucastnikli
srovnani. Jako metody (HANUS et al., 1995, 1997, 2001 a, 2008 c; HERING et al., 2008) byly
pouzity: fotometricka s diacetylmonoximem (BD); fotometricka S para-
dimetylaminobenzaldehydem (Ehrlichovo c¢inidlo, EH); ureolyticko-konduktometricka
(Ureakvant, UR); MIR-FT (MilkoScan FT 6000, Foss Electric, Dansko). Zatimco napf. u
majoritnich slozek mléka (tuk, bilkoviny, laktéza, suSina, suSina tukuprostd) jsou znamé
zéavazné standardni referenéni metody (extrakéné-gravimetrickd podle Roese-Gottlieba;
mineralizacné-titraéni podle Kjeldahla; napf. polarimetrickd), u mocoviny tomu tak neni,
podobn¢ jako u KC nebo ketonti. Podle materidlit IDF (International Dairy Federation;
LEFIER, 1999) za referencni jsou v piipadé M povazovany piedevsim specifické ureolytické
metody, v tomto piipadé UR.

3) Zvyseni VMK ve vzorcich referenéni sady (n = 8) bylo dosazeno vlivem mechanicky
indukované lipolyzy (SJAUNJA, 1984; KOOPS et al., 1990; HANUS et al. 2008 b). Varia¢ni obor
kalibra¢ni sady byl od 0,69 do 5,19 mmol/100g tuku. Rozpéti piirozenych hodnot VMK bylo
od 0,69 do 3,60 a manipulovanych od 2,74 do 5,19 mmol/100g tuku. Hodnoty byly také
pfepocteny podle aktudlniho obsahu tuku v jednotlivych vzorcich na mmol/kg mléka. Byla
dosazena dobra opakovatelnost pti paralelnich métenich vSech vzorkl (¢tyi vzorkt ptivodnich
a Ctyf subvzorkl po mechanické ndmaze) referencni stlukovou metodou stanoveni VMK
(CSN 57 0533).

4) Byl vyvinut Ketotest pro semikvantitativni stanoveni ketonti v mléce. Ketotest byl testovan
vrealnych podminkach proti fotometrickému stanoveni acetonu v mléce (mikrodiflizni
metoda se salicylaldehydem; VOITISEK, 1986) a stanoveni ketond v moci u identickych zvirat
pomoci diagnostickych prouzki Ketophan. Béznd fotometrickd mikrodiftizni metoda
stanoveni acetonu v mléce (VOITISEK, 1986; HANUS et al., 1993 a, 1999, 2001 b, c¢) nemutze
naplnit v tradi¢nim designu pozadované ukazatele efektivity pro praktické nasazeni v kontrole
mlécné uzitkovosti. Otazkou je do jaké miry miiZze poslouzit jako referenéni pro MIR-FT, coz
bude predmétem dalSiho vyzkumu, vyvoje nebo inovaci.

Vyhodnoceni verohodnosti vysledki

Byly zohlednény obecné analytické a statistické poznatky a zasady posouzeni vérohodnosti
ziskanych analytickych vysledkl ziskané z nésledujicich praci: ECKSCHLAGER, 1961;
ECKSCHLAGER et al., 1980; GRAPPIN, 1987, 1993; LERAY, 1993; MELOUN a MILITKY, 1992,
1994; WooD, 1994; GOLC-TEGER et al., 1996; GOLC-TEGER, 1996, 1997; KuPKaA, 1997;
WooD et al., 1998; HANUS et al., 1998; SUCHANEK et al., 1999; FucHS, 2000; COVENEY,
2001; FEINBERG a LAURENTIE, 2006. Tyto postupy také vyplyvaji ze systémii vykonnostnich
testovani mlékaiské analytické zplsobilosti provozovanych pod hlavickami ICAR, IDF a
AFEMA. Vysledky byly, vedle zékladnich statistickych charakteristik a metody linearni
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regrese, vyhodnoceny prostfednictvim ukazatele Euklidické vzdalenosti od pocatku, jejimiz
slozkami (soufadnicemi) jsou primérna diference od referencniho priméru (d; z hlediska
laboratorni interpretace zpravidla slozka systematické chyby) a variabilita individudlnich
rozdilt (sd; resp. slozka ndhodné chyby) od referen¢nich vzorkovych hodnot.

Zajisteni stanoveni KC v mléce pomoci MIR-FT

Diulezitym predpokladem vérohodnosti rutinnich vysledki je relevantni kalibrace MIR-FT.
Do nékterych referencnich vzorkd mléka (n = 10) byla pfidana KC (n = 3) pro stanoveni
recovery. Primér byl 9,220+3,094 mmoll! (0,172+0,058 %). Piidavkova diferenéni
vytéznost KC pro metodu ¢ byla od 100,8 do 120,2 %. Korela¢ni koeficienty mezi vysledky c
a MIR-FT ¢inily 0,979 az 0,992 (Obr. 1; P<0,001), v sadé pro vzorky nativniho mléka (n = 7)
byly nizsi, 0,751 (Obr. 2; Lactoscope FTIR; P<0,05) az 0,947 (MilkoScan FT 6000; P<0,001).
Korelaéni vztahy mezi nakalibrovanymi pfistroji MIR-FT byly od 0,958 do 1,0 (P<0,001).
Primérnd hodnota vytéznosti pro ptistrojova meteni (n = 12) byla 101,6+18,1 % (Lactoscope
FTIR 110,6+3,9 %; MilkoScan FT 6000 92,6+£22,6 %). Primérné diference metody ¢ a MIR-
FT po kalibracich byly relativné nizké. Smérodatnad odchylka individualnich diferenci byla od
0,0074 do 0,0187 % u MilkoScan FT 6000 a od 0,0105 do 0,0117 % pro Lactoscope FTIR.
Relativni variabilita individudlnich rozdili pfi kalibraci (MIR i MIR-FT) pro majoritni slozky
mléka jako tuk (T), bilkoviny (B) a laktéozu (L) dohromady a minoritni slozky jako M, KC a
obsah volnych mastnych kyselin (VMK) byla odhadnuta na 1,00 a 6,12 %, 7,20 a 34,40 %.
Vysledky ndsledného vykonnostniho testu MIR-FT pro stanoveni KC dva mésice po
provedeni experimentalni piistrojové kalibrace s nativnimi bazénovymi vzorky mléka (n =
10) jsou shrnuty na Obr. 3. Jevi se jako piijatelné. Vysledek pro kalibraci KC je piirozené
hor$i, nez byvaji pravidelné vysledky pro T, B a L jako mlécnych sloZzek majoritnich. Pfi
srovnani vysledku kalibrace KC k vysledku VMK Ize tento povazovat naopak za lepsi pro
veérohodnost analytickych vysledkti (Foss, 2004) a je dale srovnatelny k vysledku kalibrace
MIR-FT na koncentraci mocCoviny v mléce. Vysledky kalibraci je mozné hodnotit jako
pfiznivé a vysledky méfeni jako vhodné pro prakticky screening zdravotniho stavu dojnic
podle koncentrace KC v mléce.

Zajisteni stanoveni urey v mléce pomoci MIR-FT

I) Po prvnim (1) vyhodnoceni (n =7) byly do dal$iho 2 (n = 5) diskvalifikovany vysledky
metod BI-1 a BI-2 pro nizkou recovery, slabé korelace k dalSim metodam, vys$si ndhodné
chyby (NCH) a nejvétsi systematickou chybu (SCH). Vyhodnoceni 2 je efektivnéjsi
s ptisn¢jSimi diskriminaéni limity (Obr. 4 a 5). Korelace vSech metod navzajem (0,977 az
0,998; P<0,001) potvrzuji metody jako efektivni s vyjimkou BI-2 s velmi slabymi korelacemi
(0,713 az 0,774), slabou recovery (16,0 az 69,0 %) a vysokou NCH +£5,292 mg/100ml.
Recovery lepSich metod byla 44,0 az 96,7 %. Metoda BI-1 méla dobré korelace (0,986 az
0,994; P<0,001), vétsi SCH -7,546 mg/100ml a slabsi recovery (48,5 az 75,3 %). BI-1 byl
ptipad chybného provedeni metody. U metody BI by vice vzorka v kalibraci mohlo zlepsit
postup. Metoda MIR-FT (infraanalyza) méla dobrou ptidavkovou recovery 69,5 az 95,0 % a
korelace 0,981 az 0,994 (P<0,001). Metoda EH méla dobrou recovery 59,0 az 96,7 %, mirné
veétsi SCH 4,755 (1) a 2,556 (2) mg/100ml a tésné korelace 0,977 az 0,994 (P<0,001). Metoda
UR vykazovala nejlepsi kombinace vysledk u recovery, korelaci, SCH 1 NCH. M¢feni KMM
bylo témét nezédvislé na tuku v mléce (r = 0,16 pro UR a 0,01 pro MIR-FT; P>0,05) a
nevyznamng vzristala KMM obou metod se vzristem laktozy (r = 0,16 a 0,27; P>0,05), ktery
logicky klesal (r = -0,88; P<0,001) pfi koncentrovani tuku. Vztah vysledkit KMM mezi UR a
MIR-FT byl vyznamny (valida¢ni r = 0,96; P<0,001) ptfi primérné diferenci -0,93+1,663
mg/100ml. Po provedeni kalibrace MIR-FT podle vysledki UR lze vérohodnost vysledki
povazovat za dobrou. Pro metody méfeni KMM neni tieba vlivy tuku, bilkovin a laktozy
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pokladat za podstatné. Metoda MIR-FT pro KMM za pouziti vzorkti nativniho mléka,
piipadné s pridavky urey, méla dobrou vérohodnost. Metodu MIR-FT je vhodné kalibrovat
specifickym ur¢enim KMM (UR). Vyznamné¢j§i (HERING et al, 2008) pro eliminaci
disproporci je vSak kalibracni metoda s konkrétné provéienou recovery, byt nespecificka.

IT) Po prvnim (1) vyhodnoceni byly do dalsiho (2) diskvalifikovany vysledky dvou metod
(Obr. 6 a 7; BI a MIR-FT) pro velky posun a rozptyl hodnot, nevyhovujici recovery a
paralyzovany vztah k ostatnim metodam (BI r = 0,184 az 0,213; P>0,05). Protoze druha
metoda BI v hodnoceni setrvala, jednalo se pi1 diskvalifikaci pravdépodobné o lokalni defekt
v provedeni metody. Pfesto postup vykazoval slabsi recovery (75,5+14,3 %) a potiebu
metodické Upravy podporujici vé€rohodnost vysledkl jako zvySeni poctu kalibracnich bodi
oproti soucasné metodice. Vysledky metody MIR-FT byly siln¢ systematicky posunuty
v diisledku absence zejména laktozy (33,824+3,794 mg/100ml). Pfesto korelace k vysledkiim
dalsich relevantnich metod byly tésné (0,991 az 0,999; P<0,001). Fotometrickd metoda EH
vykézala pfijatelné hodnoty vSech hodnocenych ukazateli veérohodnosti. NejptfiznivéjSich
vysledki v kombinaci vSech ukazateli vérohodnosti dosahovala specifickd ureolyticka
metoda Ureakvant (UR) s méfenim diference konduktivity (recovery az 93,2+10,2 %;
korelace 0,989 az 1,0; P<0,001; pfijatelny pomér systematické a nahodné slozky chyby;
HANUS et al., 2008 ¢). Zatimco testované specifické standardni vzorky l1ze pouzit pro kontrolu
nebo kalibraci vSech ostatnich metod (BI, EH a UR), neni tomu tak u MIR-FT.

Zajisteni stanoveni VMK mlécného tuku pomoci MIR a MIR-FT

NRL-SM vyvinula postup (HANUS et al., 2008 a) piipravy referencni sady vzorki mléka pro
kalibraci infraanalyzatorii (MIR a MIR-FT) na méfeni koncentrace VMK mlécného tuku
(BUGAART, 2006). Jedna se o: - vybér vhodnych nativnich vzorki mléka (specifikaci plemene
a vybrany zdravotni, resp. vyzivovy stav dojnic); - anonymni kontrolu opakovatelnosti
vysledkil referenéni metody stanoveni VMK stlukem (CSN 57 0533); - technologické
manipulace s nativnimi vzorky mléka za ucelem zvyseni koncentrace VMK (Obr. 8; HANUS
et al., 2008 b) pro ziskani relevantni kalibra¢ni §kdly. Mechanicka indukce lipolyzy a rychla
detekce lipolyzy byly po analytické strance jiz diive popsany (SJAUNJA, 1984; KOOPS et al.,
1990).

Vysledek provedené kalibrace MIR-FT je zobrazen na Obr. 9 (r = 0,929; P<0,001) a MIR na
Obr. 10 (r = 0, 692 a 0,597; oba koeficienty P>0,05). Ukazuje se pravideln¢, ze technologie
MIR-FT ma lepsi pfedpoklady, tzn. inherentni vlastnosti metody, pro dosazeni souladu
s referen¢nimi hodnotami (referencni metodou pro VMK) v porovnani k MIR. Vysledek
nasledného vykonnostniho testu dva mésice po kalibraci na sadé vzorkli mléka (n = 10,
manipulace se slozkami) ke kalibraci zakladnich slozek mléka (tuk, bilkoviny, kasein, laktdza
a suSina tukuprostd) je zobrazen na Obr. 11 a v Tab. 1. Dalsi test tfi mésice po kalibraci MIR
a MIR-FT na VMK se sadou béznych bazénovych nativnich vzorkli mléka (n = 10, bez
manipulaci slozek) je zachycen na Obr. 12. Vysledky prvniho vykonnostniho testu
provedeného pro podporu kvality vysledkii analyz VMK jsou relativné dobré. Vysledky
druhého testu vSak naznacuji na néjaky specificky metodicky problém, ktery bude muset byt,
terminu (Obr. 11; Tab. 1), nakalibrovanych pfistroji, méficich na stejném principu MIR-FT,
je pro ilustraci zachycen na Obr. 13 (r = 0,96; P<0,001). Stejné tak vztah vysledki ptistroja
meéticich na mirné odliSnych principech MIR a MIR-FT je na Obr. 14 (r = 0,82; P<0,01).
Piipouziti principi MIR a MIR-FT pro méfeni VMK se vSak jednd pouze o metody
screeningové (BIIGAART, 2006). Na sadé redlnych vzorki mléka s mensim variaénim oborem
koncentraci VMK byly vSak korelace mezi piistroji logicky méné té€sné (r = 0,67, 0,72 nebo
také 0,85; HANUS et al., 2008 a). Vysledky dokazujici dobrou schopnost metody identifikovat
a kvantifikovat VMK. Pomérn¢ vysoké korelacni koeficienty, dosazené v sad¢ referencnich
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vzorkli pifi kalibrace MIR-FT, byly zc¢asti vysledkem vyznamné SirSiho, artificidlné
dosazen¢ho, variacniho oboru referenéni sady vzorki mléka. SkuteCny vztah metody
referenéni a neptimé¢ (MIR a MIR-FT) na redlnych vzorcich je v pfipadé analyzy této
minoritni slozky méné tésny. Uvedené dokladaji i materidly Foss (2001; r = 0,90) k metodé¢
BDI jako referen¢ni. Tato v zahrani¢i (napf. v Nizozemi) pomérné Casta metoda poskytuje,
jak zndmo, systematicky mirné niz§i vysledky oproti referenéni metodé stlukem (CSN 57
0533), nebot’ urcita ¢ast VMK ptechazi pti postupu do vodné faze (CVAK et al., 1992).
Uvedenymi fakty neni feceno, ze hodnoty VMK v nativnich vzorcich mléka nemohou byt
vyrazné€ji zvySené, podobné jako horni hodnoty pouzitych referencnich skal. Standardni limit
&ini <1,3 mmol.100g™" pro metodu stlukem (CSN 57 0529; CSN 57 0533). Jsou nicméné
znamy piipady, kdy jista stdda dojnic (bazénové vzorky mléka), prokazateln¢ dlouhodobé
trpici horSim stavem jejich vyzivy s ohledem na energetickou slozku krmné davky, opakované
dosahuji jako dtsledek hodnot mezi 3,5 az 3,9 mmol.100g"! referenéni metodou. Tato
skutecnost doklada, ze v pfipadé VMK se jedna o pomérné efektivni ukazatel zdravotniho
stavu zvifat. Schéma praktického chovani VMK v syrovém mléce v disledku riiznych
biologickych, patologickych, chemickych, fyzikalnich, hygienickych a technologickych
faktort bylo zpracovano na Obr. 15.

Zajisteni stanoveni ketonii v mléce pomoci MIR-FT a semikvantitativniho testu

Za predpokladu platnosti vztahti uvedenych v pracich ANDERSSON (1984, 1988), ANDERSSON
a LUNDSTROM (1984 a, b), ANDERSSON a EMANUELSON (1985) a VOITISEK (1986) lze z
vysledki odhadovat, ze pomér mezi obsahy acetonu v mléce a moci, dany fyziologicko-
patologickymi principy a jejich vzajemnymi pomérovymi kombinacemi miize byt, v zavislosti
na zdravotnim stavu organismu, cca 1 : 10 az 1 : 35. Uvedené, pfi limitu subklinické ketozy
10 mg/l acetonu v mléce, odpovida 100 az 350 mg/l acetonu v moci. Tolikrat nizsi
koncentrace v mléce je specifickym konstrukéné-technologickym problémem pro dosazeni
potfebné citlivosti mléénych testi pro ketdzy, resp. na ketony nebo aceton. Proto mnohé
snahy o ziskani takové citlivosti nebyly Gispé$né s vyjimkou nékolika malo diagnostik véetné
Ketotestu. Bylo nezbytné vyvést barevnou nitroprusidovou reakci zamlzenou v koloidnim
roztoku mléka na pevny podklad pro jeji zvyraznéni a zviditelnéni. Toho bylo mimo jiné
dosazeno precipitaci mléénych proteinti na povrchu rekéni smési reagencie a plnidla s
mlékem (JiLEK, 1999). Aby byl poskytnut efektivni diagnosticky prostiedek, byl vyvinut
mlécny test Ketotest pro usnadnéni monitoringu a tizeni prevence ket6z. Cilem bylo usnadnit
identifikaci subklinické ketozy. Korelace mezi vysledky stanoveni ketoni Ketophanem v
moci a Ketotestem v mléce identickych krav (n = 76) ¢inila 0,87 (P<0,001; HANUS et al.,
1999, 2001 b, c¢; Obr. 16). Rozdily hladin acetonu v mléce podle tiid Ketotestu v mléce
(ketony) od 0 do 4 byly ve vSech kombinacich statisticky vysoce vyznamné¢ (P<0,01) a Cinily:
49434 mg/l; 10,0+£7,7; 32,5£10,9; 67,2+£23,7; 111,3£51,7. V hodnotach geometrickych
pramért to bylo: 4,0 mg/l; 6,3; 30,0; 64,0; 98,9. Vysledky potvrdily dobrou diagnostickou
ucinnost Ketotestu. Pouziti operativni semikvantitativni metody mize vést pii organizaci
prevence, piipadné vhodnych ndpravnych opatifeni ve vyziveé, nesporné k podpote zdravotniho
stavu dojnic, zlepSeni jejich reprodukénich vlastnosti a zajisténi vyssi kvality syrového mléka
jako potravinatské suroviny. ENJALBERT et al. (2001) uvedli, Ze uréeni beta-hydroxybutyratu
vmléce enzymatickou analyzou nebo prouzkovym testem Ketolac poskytuje hodnotné
vysledky s prahovou koncentraci 70 az 100 mikromol/l. Kladné¢ hodnotili praktickou
jednoduchost Ketolacu.

ROOS et al. (2006) hodnotili na zaklad¢ odectu acetonu, acet acetatu a beta-hydroxybutyratu v
individualnich vzorcich mléka pomoci kalibrované infracervené metody MilkoScan FT 6000
(MIR-FT) sensitivitu (70 %), specifitu (95 %) a procento falesn¢ pozitivnich (27 %) a falesné
negativnich (7 %) odecti s ohledem na schopnost metody k identifikaci stavu subklinické
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ketozy dojnic. Pouzitelnost stddového kontrolniho programu je nejvice ovlivnéna citlivosti a
pozitivni predikcni hodnotou testu stejné jako ndklady na test. Vyzkum aplikace metody byl
oznacen za jest¢ vhodny pro prakticky monitoring onemocnéni. Uvedena ¢isla by vSak bylo
potiebné zlepsit vyvojem ucinngjsi metody. Postup vhodné modifikace kalibrace MIR-FT (jak
vytvorit kalibracni sadu s relevantnim variaénim rozpétim pro docileni piijatelnych
statistickych charakteristik kalibrace, zda na mléce nativnhim a jak toto selektovat nebo s
artificialnimi ptidavky ketond, jak kontrolovat opakovatelnost a recovery, specifikovat a
limitovat piijatelné statistické parametry kalibrace) by stéle jest¢ mél byt pfedmétem dalsiho
vyzkumu pro mozné zvysSeni efektivity. Prace s identifikaci acetonu nebo ketdézy v mléce
pomoci kalibrované infracervené spektroskopie na principu MIR-FT provedli rovnéZ HANSEN
(1999), ktery zjistil u vzorkll kolisajicich od 0 do 2,8 mM acetonu a pii koeficientu
determinace 0,81 a spravnosti 0,27 mM uspokojivou ptesnost pro klasifikaci dojnic do dvou
skupin, zdrava a pravdépodobné ketozni, a HEUER et al. (2001), zde byl zjiStén treshold (prah)
pro subklinickou ketézu v hodnoté¢ od 0,4 do 1,0 mM.

Zaver hodnoceni analyz minoritnich slozek mléka

Ackoliv je mléko, jako multikomponentni systém, velmi ndrocné na simultanni nepfimou
analyzu slozek (zejména z hlediska konstrukce metody a provedeni relevantnich kalibraci),
také pro cetné interferencni efekty mlécné matrice (pfedevSim z hlediska eliminace
interference a tzv. ,,o€isténi” signalu), lze v soucasné dobé velmi dobie docilit vérohodnych
vysledkt majoritnich sloZzek mléka. Slibné (vérohodné a prakticky interpretovatelné) vysledky
vSak mohou zajistit i nékteré systémy infraanalyzy, predev§im MIR-FT, také u vybranych,
prakticky dulezitych slozek minoritnich jako mocovina, kyselina citronova, volné mastné
kyseliny nebo poptipadé ketony.

Obr. 1 Regresni vztah mezi vysledky (n = 10) referencni metody (c; ReSt = referencni stanoveni)
pro urceni koncentrace kyseliny citronové (KC v %) v mléce a metody MIR-FT (3-KM,

kontrolni mérent).

0,35 7 y=0,9814x +0,0029
2 _
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< 0,20 -
=
% 0,15 -
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0,00 0,10 0,20 0,30 0,40
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Obr. 2 Regresni vztah mezi vysledky (n = 7) referen¢ni metody (c; ReSt = referen¢ni stanoveni) pro
urceni koncentrace kyseliny citronové (KC v %) v mléce a metody MIR-FT (4-PM, prvni

méfeni) pouze pro nativni vzorky mléka.

0,18 y =1,0966x - 0,012
0,17 R?=10,8962
0,16
30,15 A
0,14 -
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0,12 A X
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0,10 0,12 0,14 0,16 0,18
ReSt(%)
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Obr. 3 Vysledky vykonnostniho testu MIR-FT pro uréeni KC s nativnimi bazénovymi vzorky
mléka (n = 10) 2 mésice po provedeni experimentdlni kalibrace s pfirozenymi
a modifikovanymi vzorky (s artificidlnimi pfidavky KC).

sd

T T T T nsnnnn
20,4000  -0,3000  -0,2000  -0,1000  0,0000  0,1000 0,2000 0,3000

d
Linie vychazejici z centra grafu predstavuji statistickou vyznamnost na hladine 5 % (Student)

Obr. 4 Euklidicka vzdalenost ucastnikii (I/1; n = 7) stanoveni koncentrace mocoviny v mléce
(KMM) od pocatku (RE).
o FT-MR 6 -
x UR-1
+ UR-2 é/’s_-
© EH
O BH1 4
ABF2
x UR-3

sd

d = primérna odchylka (diference v mg/100ml); sd = variabilita primérné diference. Linie vychazejici z centra
grafu predstavuji vyznamnost odchylek, kdy body pod liniemi jsou vyznamné odchylené (P<0,05), nad liniemi
nevyznamné (P>0,05). Palkruh vymezuje uspésSny vysledek (hladina spolehlivosti 90 % pro RE), obdélnik velmi
uspésny vysledek.
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Obr. 5 Euklidické vzdalenost ucastnikl (I/2; n = 5) stanoveni KMM od pocatku (RE).
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Obr. 6 Euklidickd vzdalenost ucastnikii (II/1; n = 7) stanoveni koncentrace mocoviny v mléce

(KMM) od pocatku (RE).
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Obr. 7 Euklidickd vzdalenost ucastnikii (II/2; n = 5) stanoveni koncentrace mocoviny v mléce

(KMM) od pocatku (RE).
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Obr. 8 Grafické vyjadieni vlivu intenzity a doby mechanického namahani mléka na
liberalizaci mastnych kyselin z mlééného tuku (FFA; HANUS et al., 2008 b).

FFAs = xtsx

FFA (mmol/100g)
N

O T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

time (min.)

Vzorky mléka (n = 5; 0,5 1) byly naméhany mechanicky, michdnim az tfi§ténim v Sesti krocich s rGznymi
intervaly od nativniho mléka: +5, +10, +15 minut (niz8i intenzita mechanického stresu; +1, +2 a +3 minuty
(vysoka intenzita). Koncentrace volnych mastnych kyselin mlééného tuku (VMK = FFA) byla stanovena
pftistrojem Lactoscope FT (MIR-FT; Delta Instruments, Holandsko).

Obr. 9 Vysledek kalibrace MIR-FT (1-KM-T) na uré¢eni VMK (mmol/100g) v mlécném tuku
(T = tuk; ReSt = referen¢ni stanoveni; KM = kontrolni méfeni kalibrace — validace).
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0,50 1
0,00 ‘ ‘ : ‘

0,00 1,00 2,00 3,00 4,0

ReSt-T

1-KM-T

Obr. 10 Vysledek kalibrace MIR (2-PM-T; 2-KM-T) na uréeni VMK (mmol/100g)
vmlééném tuku (T = tuk; ReSt = referencni stanoveni; PM = prvni méfeni kalibrace =
pfedchozi adjustace; KM = kontrolni méteni kalibrace - validace).
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Obr. 11 Vysledek vykonnostniho testu 2 mésice po kalibraci nepiimych metod (MIR a MIR-
FT) na stanoveni VMK na sadé vzorkli mléka (n = 10, manipulace se slozkami) ke kalibraci
zékladnich slozek mléka.

VMK

1,000 -
0,900 - X
0,800 -
0,700 -
0,600 -
sd /@W
0,40 -

T T T T ) AV T T T 1

-0,800 -0,600 -0,400 -0,200 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800
d

Linie vychazejici z centra grafu predstavuji statistickou vyznamnost na hladine 5 % (Student)

"Pulkruh™ znazornuje 90%ni interval spolehlivosti, resp. diskriminacéni tlak, pro r = 0,56971

Tab. 1 Razeni ucastniki vykonnostniho testu (MIR (2) a MIR-FT (1, 3 a 4)) stanoveni VMK
vmlééném tuku (mmol/100g) 2 mesice po kalibraci na sadé¢ vzorkii mléka (n = 10,
manipulace se slozkami) ke kalibraci zdkladnich slozek mléka.

VMK diference LAB.-REF.

d sd RE t|\vyzn.
4-PM-T 0,29411 0,28791 0,41157| 3,23|*
3-PM-T -0,03849 0,41491 0,41669| 0,29 |ns
1-PM-T -0,29749 0,30336 0,42489| 3,10|*
2-PM-T 0,28281 0,92885 0,97095| 0,96 |ns

D 0,2282 0,4838
sD 0,2459 0,2616

d = primérna diference; sd = smérodatna odchylka primérné diference; RE = Euklidicka distance od pocatku; t
= vysledek parového t-testu; vyzn. = statistickd vyznamnost; ns = P>0,05; * = P<0,05; D = stfedni hodnota
primérnych diferenci; sD = jeji smérodatnd odchylka; PM = prvni méteni; T = v tuku; LAB. = hodnota
laboratore (i¢astnika, piistroje); REF. = referencni hodnota.
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Obr. 12 Vysledek vykonnostniho testu 3 mésice po kalibraci neptimych metod (MIR a MIR-
FT) na stanoveni VMK na sad¢ nativnich bazénovych vzorkti mléka (n = 10, bez manipulaci

slozek).

sd

VMK

3,0000 4
2,5 —

2,0000 -

1,5000
1,0000 4

0,5Q00 4

-3,0000

-2,0000

-1,0000

000
A~

['=

0,0000
d

5

1,0000

2,0000

3,0000

Linie vychazejici z centra grafu predstavuji statistickou vyznamnost na hladine 5 % (Student)

Obr. 13 Vztah vysledkit MIR-FT pfti urceni VMK v mlécném tuku 2 mésice po kalibraci (Obr.

11, Tab. 1; PM = prvni méfeni T = VMK v mmol/100g v mlé¢ném tuku).
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Obr. 14 Vztah vysledktit MIR-FT (1) a MIR (2) pii ur¢eni VMK v mlééném tuku 2 mésice po

kalibraci (Obr. 11, Tab. 1).
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Obr. 15 Vzrist lipolyzy tuku v syrovém mléce, zvySeni obsahu volnych mastnych kyselin
(VMK), ohrozeni kvality mléka a vyrobkii z n¢ho — faktory a jejich kombinace, vztazeno ke
zvireti a technologii (modifikovdno podle SJAUNJA (1984), SHELLEY a kol. (1987), O'BRIAN a
kol. (1998), VYLETELOVA a kol. (2000), MA a kol. (2000), ANTONELLI a kol. (2002), SANTOS
a kol. (2003), WIKING a kol. (2003, 2006), HANUS a kol. (2004, 2008), THOMSON a kol.
(2005), FERLAY a kol. (2006), GENCUROVA a kol. (2009, 2011), MIKULOVA (2011) a HANUS a

kol., 2013).

R 2 8) Homogenizace pfi zpracovani mléka

D7) ZvySend leplota uskladnani (vy3§i aktivita lipdz, nativnich i bakteriglnich)

2 6) Namrzini mléka pii jeho chlazenf (porufent obal tukovych kuliek)

B ) Zhor3eny transport mléka (¢efeni, michdni, mechanické namdhani a iniciace)

5 4) Snizend hygiena dojeni (znecisténé krmivo, mlééna zldza a dojici zarizeni) a mléka

(zejména psychrotrofni baktérie, vy33i hladiny bakteridlnich lipiz, mikrobidln{ iniciace)

—> 3) Vicedetné denni dojeni (3 a% 4 x denng)

> 2) Mastitidni problémy, vysoké posty somatickych bungk

1) Nedostatek energie ve vyZivé dojnic v pocatku laktace (odbourdvani télesného tuku,
nekompletni proteinové obaly tukovych kulicek, nativni lipdzy, biochemick4 iniciace)
LA —imimire R SiniER SR Rl SR SR B S SR i S
mmol x 100g"' | Kvalitni mléko, dobré chut'ové vlastnosti, dobr4 didrZnost mléénych v§robki
(CSN 57 0529) N,
il

Cas od syntézy mléka pies ejekei, dojent, skladovin{ a transport po zpracovini

Obr. 16 Vztah mezi vysledky stanoveni ketoni Ketophanem v moci a Ketotestem v mléce
identickych krav (n = 76; r = 0,87; P<0,001; HANUS et al., 2001 b).
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C) Mléko jako zdroj informaci ke ketoze, zejména subklinické

Ketoza jako produkéni porucha, tedy porucha energetického metabolismu, je u
vysokoprodukénich dojnic rizikovym faktorem dojivosti, kvality mléka a ohrozenim jejich
reprodukce 1 Zivota. Je dilezité, avSak ne jednoduché, vc€as rozlisit jeji subklinickou formu.
Podle diivéjsich vysledkd stanoveni prahovych hodnot ukazateli ketdzy, tedy zejména
acetonu a tukovych (ketoznich) kvocientli syrového kravského mléka, lze, pro pribéznou
identifikaci subklinické ketdzy v kontrole uzitkovosti nebo u real time analytickych méficich
systémil v prvovyrobé mléka, zlepsit odhady téchto prahovych identifikaénich hodnot pro
prevenci produk¢nich poruch dojnic a podporu jejich reprodukce a zdravi.

Ketoza jako produkcni onemocnéni

Ketéza reprezentuje metabolické onemocnéni, které se vyskytuje hlavné u vysoce
produktivnich dojnic. Zakladni problém ketdz spociva v deficitu glukosy v krvi a tkanich,
jatrech. ZvySeny metabolismus jater vede ke zvySeni hladin vedlejSich produktt - ketolatek v
krevnim séru a nasledné¢ 1 v mléce dojnice. Ketdozy vSeobecné jsou v obdobi vzniku tzv.
Lenergetické diry” resp. negativni energetické bilance po oteleni zptsobené vyssim vydejem
zivin laktaci z organismu oproti niz§imu piivodu. Jsou charakterizovany odbouravanim
télesnych energetickych (predevsim tukovych) rezerv. Tuk v mléce se tak muize nejdiive
zvysit (Tab. 1 a 2) s pokracovanim ketézy miize pak klesat. Tento jev mlze vést az k poklesu
metabolické funkce jater jejich infiltraci tukem (syndrom lipomobilizace aZ jaterni steatozy)
nebo jaternimu kématu. Zde je diilezitou vlastnosti regeneracni schopnost jater. Pribézné
dochézi prave ke vzristu obsahu ketonovych latek v télnich tekutinach (Tab. 1).

Obsah ketolatek (acetonu (AC), acetoacetdtu a BHB (betahydroxybutyratu)) v individudlnich
vzorcich mléka je tedy indikdtorem zdravotniho stavu dojnic po porodu a v prvni tieting
laktace ve smyslu vyskytu produkéniho onemocnéni, ket6éz. Nékteré ketony mohou byt dale
metabolizovany, jiné (napt. aceton) odchdzeji z organismu zpravidla moc¢i, dechem, potem a
mlékem. Ketdza vznikd predevsim u dojnic s vysokou dojivosti a vykazuje plizivy charakter
nastupu a setrvacnost priabéhu. V pribéhu ketoézy 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 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 nejdfive v subklinické a posléze klinické formé. Krom¢ dalSich pfiznak
muize onemocnéni vyustit i v thyn zvifete. Lécba je nezbytna, avSak s disledky vSech ztrat
nakladna.
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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 |Laktéoza |Ketony -|Mocovina |SuSina Somatické |Titracni
aceton tukuprosta |butiky kyselost
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Tab. 2 Prakticka interpretace poméru 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):

nizky T/B vyhovujici T/B vysoky T/B
- pro holstynské <1,05 1,05-1,18 > 1,18
dojnice
- kombinovana a <11 1,L1-1,6 >1,6
mlécna plemena nedostatek strukturni nedostatek energie,
(Némecko) vladkniny v krmné davce riziko ketodzy
- ve vztahu k syrafské technologii (bazénové, resp. cisternové vzorky mléka):
- ve Francii, mléko <1,10 1,10 az 1,20 > 1,20
obecné 1,14 a7 1,18
nejlepsi technologicka
hodnota

Zvyseny aceton v mléce, jako projev ketdzy, snizuje dojivost (o 2 az 9 % pfti subklinické
ketdéze a az o 26 % pii ketdze klinické; MIETTINEN, 1994) a reprodukci. Prodluzuje servis
periodu az o 20 dni (RiHA a HANUS, 2000; P < 0,05). Také WALDMANN et al. (2003)
predpovedéli vzrist pravdépodobnosti opakované inseminace pii vzristu koncentrace acetonu
v mléce pfi inseminaci a BERAN et al. (2012) nalezli vztah mezi nejvy$S§imi hodnotami
acetonu v mléce a cervikdlnim hlenu a piezitim spermii béhem kratkodobého tepelného
stresu, které bylo negativné ovlivnéno, coz ¢ini spermie citlivéjSimi k vliviim prostfedi a miize
tak snizit jejich oplodiovaci efektivitu.

Prevence je vyznamna, protoze vyskyt ket6z v problémovych stddech mize byt v 1. tfetiné
laktace az 13 %, subklinickych pak az 34 %. Frekvence ketdz celkem v béZném stad¢ Cini cca
4 %, v problémovém stadé¢ az 8 % z pravé laktujicich krav (KAUPPINEN, 1983; UNGLAUB,
1983; ANDERSSON a EMANUELSON, 1985; SRAMEK et al., 1992; HANUS et al., 1999;
RASMUSSEN et al., 1999). Obecné¢ vice autori (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 mozny nedostatek energie cestou piidavkl
riznych glukoplastickych nebo hepatoprotektivnich latek (jako propylenglykol, monensin,
Silybum marianum) do krmnych davek krav.

VOITISEK et al. (1991) zkrmovali v peripartalnim obdobi (2 tydny) kravam ke krmné davce
0,3 kg Srotu/den Ostropestiece maridnského se zndmymi hepatoprotektivnimi wcinky
obsazen¢ho silymarinovéko komplexu (KoLOucCH et al.,, 1991). Zaznamenali v tomto
experimentu pokles stupné ketonurie krav a pokles acetonu a kyseliny acetoctové v krvi a
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mléce pokusnych krav oproti kontrolnim, véetné zvySeni jejich mlééné produkce. Podobné
zdokumentovali GREEN et al. (1999) ptiznivy uCinek aplikace kapsuli Monensinu
(uvolnujicich 335 + 33 mg/den) v podobé redukce hladiny beta-hydroxybutyratu v krvi (o 35
%), soucasného vzristu koncentrace glukozy v krvi (o 15 %) a tim omezeni uméle
indukovaného ketdzniho stavu dojnic.

Vzhledem k charakteru pribéhu ketézniho onemocnéni dojnic a vzhledem ke skute¢nosti, ze
vyskytu a nepozorovatelnost) nez klinické (se zjevnymi ptiznaky u zvirat) je dilezitad v€asna
diagnostika onemocnéni. Ketdza a vyssi hladiny ketonl zhorSuji reprodukci krav. Indikaéni
schopnosti metod stanoveni ketonii Ize vhodné vyuzit k monitoringu ketdéz ve stadé a k
zavadéni protiketoznich 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 ptipadé
naznaku subklinickych stavii, prostiednictvim operativnich zmén ve vyzivé dojnic, aplikace
ostropestfece marianského, propylenglykolu atp.) tak terapeutickych (v ptipadé zachytu
zviteti, aplikace glukézy, inzulinu atp., SAKAI et al., 1993). Je dulezité¢ vést o vysledcich
monitoringu ketdz a provedenych opatieni véetné jejich i€innosti pravidelné zdznamy.

Vyznam ketonu (acetonu) v mléce

Koncentrace ketond, resp. acetonu (AC) v mléce je dobrym indikdtorem ketd6z (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; WoOOD et al., 2004). Podle AC lze
uspésSné kontrolovat negativni energetickou bilanci (NEB) krav. NEB je rizikové obdobi
v pocatku laktace, zpravidla s vy$ssim 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 tfetim mésici laktace (> 0,25 mmol.l"!) byla zjisténa
vyznamna negativni korelace (r = -0,47 resp. -0,42) k mnoZstvi energie ptijaté krmivem a
rovnéz k mlécné uzitkovosti (r = -0,30; GRAVERT et al., 1991). Proto vysoky obsah acetonu
v mléce indikuje labilni latkovou vymeénu u krav. Vyznamnym vlivem na obsah acetonu
vmléce 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 doporuceno zatazeni obsahu
AC v mléce jako ukazatele energetické bilance do sledovani KU. Genetické (plemenné)
faktory subklinické a klinické ketdzy a hladiny mlécného 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
piijmu krmiva a vyuziti energie dojnicemi bylo tak doporuceno vicekrat (DIEKMANN, 1987;
GRAVERT et al., 1986, 1991).

Prevence je velmi vyznamna pro sniZeni ekonomickych ztrat, které mohou byt ketdzou
zapii¢inény. U¢inna diagnéza a monitoring jsou nezbytné pro dobrou prevenci subklinickych
stavil ketdzy (ANDERSSON, 1988; HANUS et al., 1999, 2001). Subklinickd ketdza byla ¢asto
definovéna jako propad mlécné uzitkovosti nebo ztrata télesné kondice (GUSTAFSSON a
EMANUELSON, 1993; HANUS et al, 1999; HEUER et al., 1999; GASTEINER, 2003).
Diagnostickd hladina AC v mléce neni v literarnich zdrojich stile pftijatelné sjednocena.

Pohybuje se od 2 do 41 mg.1"! (od 0,03 do 0,7 mmol.I"'; GUSTAFSSON a EMANUELSON, 1993;
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GRAVERT et al., 1986; HANUS et al., 1999; MIETTINEN, 1995; GASTEINER, 2000). Obé mezni
hodnoty se vsak jevi byt piehnané. Horni nad-, resp. dolni podhodnocena. Na zéakladé
pfedchozich praktickych zkuSenosti a vlastnich experimentalnich vysledki (HANUS, 1994;
HLASNY, 1997; HANUS et al., 1999) lze povazovat za diskrimina¢ni hladiny pro odhad
subklinické ketdzy ptiblizné nasledujici limity: Ketophan (ketony v moc¢i) >3+ (>7,5 mmol/l);
Ketotest (ketony v mléce) >2+ (>15 mg/l); aceton v mléce >10 mg/l. I kdyz v ptipadé
semikvantitativnich testi nemohou byt pouzivané hranice zcela ostré, v praxi vyhovuji
zamySlenému ucelu. Urceni diskriminaéniho (diagnostického prahu) limitu AC v mléce pro
subklinickou ketézu se tedy nejéastéji pohybovalo kolem 10 mg.I"". Vys3i hladiny AC byly
také spojeny se zhorSenim technologické zpracovatelnosti mléka (HANUS et al., 1993).

Metody stanoveni acetonu v mléce v praxi

Stanoveni mlééného acetonu je provadéno nejCastéji metodami fotometrickymi, stdjovymi
semikvantitativnimi kolorimetrickymi testy na nitroprusidové bazi a nepiimou 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-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. Roos et al. (2006) hodnotili identifikaci
ketozy na zaklad¢ odecCtu acetonu, acet acetatu a beta-hydroxybutyratu 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 ketoz (resp. vysSich hladin keton v krvi) a korespondujicim vyS$im
vyskytem levostranné dislokace slezu. HEUER et al. (2001) zjistili treshold (prédh) pro
subklinickou ketézu v hodnoté od 0,4 do 1,0 mM. Myslenku monitorovat ketézy systematicky
a automaticky ve stadech 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 zpiisobilost

Byl nalezen pozitivni korelacni koeficient (r = 0,30; P < 0,001; HANUS et al., 2004 a) mezi log
koncentrace AC a koeficientem tuk/bilkoviny v kravském mléce, jako dalS§im ukazatelem
energetického metabolismu krav (Tab. 2). Tento potvrzoval uvedenou vypovidaci schopnost
obou ukazatell ve vazbé na trendy naznacené v Tab. 1 a 2. Vhodnost dalsich mlécnych
ukazatel, tuk/bilkoviny (T/B) a tuk/laktoza (T/L), tzv. mlé¢nych ketznich nebo energetickych
koeficientil, jako ukazateli subklinické ketozy, 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). Pfevazn¢ bylo poukdzano na praktickou zpusobilost zminénych
koeficientd k indikaci subklinické ketdézy za ptedpokladu zohlednéni nékterych vlivnych
faktort, jako je napt. plemeno dojnic a stadium laktace.

Potreba pravidelné indikace vyskytu ketozy v mlécnych stadech

LESLIE (1999) uvedl, Ze existuje stale vice svédectvi dokladajicich, Zze vétSina mlécnych stad
by profitovala z rutinniho monitorovaciho programu pro subklinické ketdzy, nebot’ pozitivni
test ma dobrou pifedpovédni hodnotu pro blizici se problémy. Pouzitelnost stadového
kontrolniho programu je nejvice ovlivnéna citlivosti a pozitivni predikéni hodnotou testu
stejné jako naklady na test.
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HEUER et al. (2000 b) provedli ovéteni piesnosti predikce vicendsobného regresniho modelu
pro odhad energetické bilance vysoceuzitkového stada dojnic od 2. do 12. tydne laktace. Do
tohoto modelu zahrnuli kontrolu dojivosti a télesné kondice dojnic (podobné¢ také DUCHACEK
et al., 2012), test ketond, obsah tuku, bilkovin a laktézy z kontroly uzitkovosti a pomeér
tuk/bilkoviny. Zavérem uvedli, Ze informace z testovaciho dne KU bez testu hladiny ketont a
skore télesné kondice je dostacujici pro odhad primérné energetické bilance stada s tim, ze
velikost stada limituje spravnost predpovédi.

Se sofistikovanym rozvojem rutinnich analytickych moznosti mléénych laboratoii KU a
vyzkumem vzajemnych vztahit mléénych ukazateli a jejich vztahG ke zdravi zvitat lze
rozSifovat 1 spektrum sluzeb chovatelim mlééného skotu. Uvedené mize mit podobu
roz§ifeni spektra prvadénych analyz a vyvoje interpretaéniho software k fizeni prevence
produkénich poruch krav, snizovani ztrat na dojivosti, zlepSovani jejich zdravotniho stavu a
kvality produkovaného mléka.

D) RozSiieni analytického portfolia metody MIR-FT pro monitoring produkénich poruch
dojnic a jeho pravdépodobnostni metody, Ketosis Report

Zasadnim faktorem mozného vyvoje rutinnich identifikacnich metod subklinickych ketoz ve
vzorcich mléka se v posledni dobé stal vyzkum a vyvoj méficich schopnosti metody MIR-FT.
Sofistikovanym vyvojem hardware a software byly docileny konstrukce pfistroji schopné
efektivné (rychle, s pfijatelnou vérohodnosti vysledki a za pfijatelnou cenu) méfit fadu
mlécnych slozek, majoritnich i minoritnich a vlastnosti mléka. Také odhady diskrimina¢nich
limith mlécnych ukazateli s ohledem na subklinickou ketozu pfispély k tomuto vyvoji
otevienim moznosti pro konstrukce vysledkové-interpretacniho software. Tyto snahy vyustili
v navrh interpreta¢niho protokolu Ketosis Report.

BROUTIN (2016) naznacil fadu tradi¢nich (mléko) i netradi¢nich (krev) moznych zplsobu
kalibrace metody MIR-FT (Bentley Instruments) na méfeni riiznych forem keton v mléce
(AC, BHB). Zaroven naznacil mozné vazby variability mastnych kyselin (MK) mlécného
tuku (palmitova (16:0), stearova (18:0), olejova (18:1), nasycené MK, nenasycené MK,
mononenasycené a polynenasycené MK) s ketézou a moznosti MIR-FT k jejich identifikaci
v mléce. Tato kombinace by mohla zptesnit identifikace subklinickych ket6z z individualniho
mléka v kontrole uzitkovosti. Doporucil tak multi-dimensiondlni pfistup ke zlepSeni
identifikace subklinickych ketéoz. Tim ucinil z metody MIR-FT jeden z nejdulezitéjSich
budoucich nastroji monitoringu a mozné redukce ketdéz v praktickych podminkach chovii
vysoceuzitkovych dojnic (pfiloha metodiky 1).

Na zminény pohled navazal RiHA (2016) rozpracovanim a uvedenim piedstavy tohoto multi-
dimensiondlniho pfistupu na bazi pravdépodobnostniho odhadu navrhem statistickych a
diskriminaénich principi a algoritmtl identifikace subklinickych ketéz podle vysledki skladby
mléka mési¢nich individudlnich vzorkii kontroly wuzitkovosti (Bentley Instruments).
Tabulkové vystupy Ketosis Report odhaluji pravidelné mozny vyskyt subklinickych a
klinickych ket6z ve vysoceuzitkovych stddech dojnic v prvni tretiné jejich laktace. DalSim
pohledem zde zahrnutym je klouzava kontrola ¢asové dynamiky charakteristik a parametrti
variability téchto ketézach ukazateli konkrétniho stdda a jejich pribézné srovnani
s respektovanymi, resp. definovanymi limity. Z hlavnich mléénych a ketézach ukazateld
Ketosis Report jsou zahrnuty (pfiloha metodiky 2): aceton; BHB; dojivost; kyselina olejova;
tuk/bilkoviny; tuk/laktéza; tuk/ dalsi mlécné ukazatele; atd. Ke zlepSeni informacni hodnoty
odhadii identifikace ketdz je v protokolu pravidelné generovana korela¢ni matice aktudlnich
vztahll mezi ml¢nymi ukazateli. Z obsaznosti protokolu je zfejmé, ze jeho implementace do
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praxe si vyzada cetnd odbornad Skoleni a také urcity Cas interpretace v praxi samotnymi
chovateli dojnic pro dosazeni maximalni informacni efektivity.

2) Cile certifikované metodiky Ketosis Report

Obecnym cilem certifikované metodiky je prispét ke zlepSeni kontroly zdravi dojnic, kvality
syrového mléka, provozni jistoty chovateli krav a podpofit bezpecnost mlécného
potravinového fetézce zlepSenim aplikace informacnich technologii a vyssi efektivitou vyuziti
v datech zakodované informace.

Konkrétnim cilem vlastni certifikované metodiky tedy je:

- uvést validované moznosti aplikace nepfimé metody MIR-FT pro stanoveni ketonu a
dalSich relevantnich analyta (sloZzek a vlastnosti) v individudlnich vzorcich mléka
v kontrole uzitkovosti pro jednu z moznych forem indikace subklinické ketozy;

- uvést validované moZnosti aplikace nepfimé metody MIR-FT a potvrzeni dalSich
analytickych mozZnosti a roz§ifeni analytického spektra této metody po pfedchozim vyvoji
hardware 1 software ke kontrole slozeni, vlastnosti a tedy kvality mléka;

- shrnout praktické aspekty interpretace vysledkii acetonu, ketéznich sloZkovych
koeficientii a ostatnich ukazateli (metaboliti) v mléce s ohledem na monitoring
subklinickych ket6z dojnic a moZnosti prevence problémovyvh situaci ve vyzivé dojnic a
jejich ptipadnych produkénich poruch (energetického deficitu (NEB), resp. ket6z)
prostifednictvim protokolu Ketosis Report s novou vyssi informacni efektivitou.

Tato metodika navazuje systematicky a metodicky na vysledky ptedeslého vyvoje metod
identifikace ketdzy, tedy certifikovanou metodiku RO0513 CM 24.

3) Vlastni vyzkum a vyvoj pro certifikovanou metodiku — validace vybranych mozZnosti
analytickych metod a spolehlivosti indika¢nich dat (cut—off limits) o sloZeni a
vlastnostech kravského mléka v kontrole uZitkovosti s ohledem na subklinickou ketézu

A) Stanoveni acetonu v mléce fotometricky po mikrodifiizi a pomoci infiracervené
spektroskopie FT

Aceton (AC) a betahydroxybutyrat (BHB) v mléce jsou vyznamné ukazatele energetického
metabolismu krav ke kontrole pifipadného vyskytu ketdézy. K takovému praktickému
monitoringu je tteba vhodna efektivni metoda s vérohodnymi vysledky. Cilem této prace bylo
ovétit moznosti moderni infraervené metody MIR-FT ve smyslu jeji kalibrace ke stanoveni
AC v mléce a vyvinout prakticky pouzitelny postup (HANUS et al., 2011 a). Jako referen¢ni
(Re) byla pouZita mikrodifizni fotometrickd (485 nm; Spekol 11) metoda se
salicylaldehydem, jako nepiima metoda byla sttedova infracervend spektroskopie FT (MIR—
FT: Lactoscope FT-IR, Delta; MilkoScan FT 6000, M—Sc). Méfeni log AC a log BHB za
pouziti M—Sc ukazalo korelaci 0,89 (P<0,001). Umély ptidavek acetonu do mléka nevykazal
za pouziti MIR-FT (Delta) zddnou vytéznost. Referencni sada AC musi mit pfijatelné
statistické parametry jako variaéni obor hodnot pro dobrou kalibraci MIR-FT (M-Sc).
V tomto piipadé to bylo 10,1 + 9,74 pfi geometrickém priiméru 7,26 mg.1"!, varia¢ni obor od
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1,98 do 33,66 mg.I''. Korelace AC mezi Re a MIR-FT (Delta) byla nizka 0,32 (P>0,05).
Vztah log AC mezi Re a MIR-FT (M—Sc) byl vyrazné lepsi 0,80 (P<0,01). Metodicky vztah
pro log AC pomoci Re a log BHB pomoci M—Sc 0,58 (P<0,05) byl rovnéz zajimavy. Prepocet
limitu subklinické ketézy > 10 mg.I"! z vybranych vztahti vysledkii AC v mléce pomoci Re na
log AC a log BHB pomoci MIR-FT M—Sc by mohl byt > —0,80 (zpé&tna vazba 0,158 mmol.I™!
=9,25mg.I'") a>—1,66. To by mohlo byt vyznamné pro problém monitoringu (za pouziti M—
Sc) a interpretace ketdzy.

B) Vyvoj metod a postupit v nepiimém infracerveném urceni acetonu v mléce

Mlécny aceton (AC) je indikatorem energetického metabolismu krav a vyskytu ketozy.
Interpretace vysledki AC je nezbytna pro prevenci a 1écbu stad dojnic. Je zapotiebi uc€inné
metody se spolehlivymi vysledky. Cilem bylo vyhodnotit infracervenou metodu ve stfedni
oblasti MIR-FT z hlediska kalibrace pro AC (HANUS et al., 2014). Jako referenc¢ni (RE) byla
pouzita mikrodifizni fotometrickd metoda (485 nm) se salicylaldehydem a MIR-FT
(Lactoscope FT-IR, Delta (D); MilkoScan FT 6000 (F); Bentley (Bentley Instruments (B))
jako nepifima metoda. Vybrané (od vysoce vykonnych dojnic v rané laktaci) individualni
vzorky mléka (MS, n = 89) byly pouzity pro vyvoj a vyhodnoceni kalibrace MIR-FT.
Referencni soubor AC musi mit pro dobrou kalibraci MIR-FT pfijatelnou statistiku. Ta byla
7,22 £ 10,69 mg.I"' a geometricky primér 5,12 mg.1"!, variace byla v rozmezi od 1,51 do 91,8
mg.I"!. Zaznamenana korelace AC (r) mezi RE a nepfimou metodou MIR-FT (D) byla nizka
(0,22, P<0,05). Stejny ukazatel mezi RE a MIR—FT (F) byl tésn¢jsi (0,589, P<0,001). To by
mohlo byt pfijatelné pro praktické pouziti. Pokud pro F bylo pouzito nizs§i n (= 64), byla
stejnd hodnota 0,632 (P<0,001). To znamena, Ze 40 % variability vysledkit MIR-FT log AC
muze byt vysvétlitelnych zménami ve vysledcich RE log AC. Korelace mezi métenim MIR-
FT (D a F) log AC byla nizsi, 0,315 (P<0,01). Korelace mezi hodnotami log AC a log BHB
byly 0,459, 0,843 (P<0,001) a 0,342 (P<0,01). 21,1 a 71,1% variability v hodnotdch log BHB
(F) MIR-FT muze byt zpiisobeno variabilitou vysledkii RE log AC a MIR-FT (F) log AC.
Umeély ptidavek AC do vzorkd mléka nemél viditelny ucinek na vytéznost AC pomoci
piistrojit MIR-FT. Hodnoty AC vzrostly z 4,91 a 5,23 na 45,22 mg.I"' pomoci RE. Neexistuje
moZnost pfipravovat referenéni vzorky mléka pomoci umélého pfidavku AC pro kalibraci
MIR-FT. Vysledky testu skladovatelnosti vzorku mléka byly podobné trendiim, pokud jde o
pridavek AC, nebot’ nebyla potvrzena vytéznost pomoci MIR-FT. Naopak, ptislusny vysledek
AC se zvysil z 5,9 na 29,91 a z 8,23 na 35,44 mg.I"' prostfednictvim RE. V zavislosti na
mozném odpatrovani AC (riziko skute¢ného snizeni hodnoty AC pti mefeni) béhem podminek
ulozeni je znalost o stabilit¢ AC v mlééném vzorku vyznamna pro vérohodnost vysledki. Pro
metody RE a MIR-FT byly podobné vysledky AC ziskdny po odbéru mléka a po 48 hodinach
skladovéni za studena. V uvedenych podminkach nebylo zaznamenano Zadné odpatovani AC.
Toto jsou nové informace pro analytickou praci a piepravu vzorkil pifi kontrole mlécné
uzitkovosti. Kalibrace AC na MIR-FT musi byt zalozena na vybranych referen¢nich vzorcich
nativniho mléka s vhodnym rozsahem kolisani AC a nikoliv na umélych ptidavcich AC do
referen¢nich vzorkd, protoZe v tomto piipadé neni dosaZeno vytéZnosti AC pomoci MIR-FT.

C) Predikéni hodnota a korelace dvou mlécnych ukazatelit v monitoringu energetického
metabolismu dvou plemen dojnic

Ketoza je porucha energetického metabolismu dojnic, zhorSuje mlé¢nou uzitkovost, kvalitu
mléka a reprodukci a miize mit fatdlni dopad na zvife. Aceton v mléce (AC) v kombinaci
s pomérem tuk/hrubé bilkoviny (F/CP) miize byt dobrym ukazatelem ketdzy. Prevence
onemocnéni je vpraxi velmi vyznamnd. Cilem bylo analyzovat vztahy mezi mléénym
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ukazatelem energetického metabolismu jako aceton (AC) a slozkovym energetickym
koeficientem F/CP, které mohou poslouzit v kontrole zdravi zvirat a odhadnout jejich prahové
indikac¢ni hodnoty (HANUS et al., 2011 c). Bylo analyzovano 960 individudlnich vzorkd mléka
(MSs) od plemen (1 : 1) dojnic Holstyn (H) a Ceské strakaté (C) z jejich celé laktace a letni a
zimni sezony za ti1 roky. Mlécna uzitkovost sedmi zahrnutych stad kolisala od 5 500 do 10
000 kg. Hodnoty AC byly logaritmicky transformovany. Pomoci statistickych parametrii a
regresni analyzy byly hodnoceny vlivy chovatelskych faktori na AC a F/CP. Hladiny AC se
mezi plemeny H a C ligily nevyznamné& (P>0,05) v celé laktaci (1,87 a 1,70 mg.l" jako
geometrické primery) ale liSily se vyznamné (P<0,05) v prvni tfetiné laktace (FTL; 2,20 >
1,72 mg.I™"). Pomér F/CP se mezi plemeny neliil. Vyznamné rozdily nebyly konstatovany
pro oba ukazatele mezi zimni a letni sezonou. AC a F/CP jsou dobré ukazatele pro monitoring
a prevenci subklinické ket6zy u dojnic pro jejich dobry korela¢ni vztah (0,23, 0,28 H, 0,19 C;
P<0,001), zejména v FTL (0,33 (n = 329), 0,36 H, 0,30 C; P<0,001). Ukazatele korelovaly
vice v letni nez zimni sezoné (0,38 > 0,29, P<0,001, v FTL). Nejtésnéjsi vztah byl nalezen u
krav H v FTL v Iété (0,48, P<0,001). Diskrimina¢ni limity pro subklinickou ketoézu, které
byly odvozeny od F/CP modelové podle relevantniho prahu AC (10 mg.1"") pomoci vhodnych
rovnic, by mohly byt pro prvni a dalsi laktace 1,32 a 1,42 (H) a 1,27 a 1,52 (C). Vysledky
mohou byt pouzity pro podporu dobré kvality mléka a odpovidajici zdravotni stav krav, jejich
reprodukci a dlouhovekost v praktickém poradenském servisu.

D) Analyza vitahit mezi nékterymi mlécnymi ukazateli energetického metabolismu krav a
jejich ketozniho stavu

Dobré zdravi je dllezité pro reprodukci zvitat a podporu kvality a bezpecnosti potravinového
fetézce. Mléko je vhodné pro neinvazivni sledovani. Analyzy slozeni mléka a interpretace
vysledkti podle podminek prostiedi a fyziologickych principi hraji diileZitou roli pfi kontrole
zdravi. Ketdza je porucha energetického metabolismu dojnic, zhorSuje dojivost (MY), kvalitu
mléka a reprodukci zvifat a mize mit fatdlni dopad. Cilem bylo analyzovat vztahy mezi
mléénymi ukazateli energetického metabolismu jako aceton (AC) a slozkovymi koeficienty,
které mohou slouzit v kontrole zdravi a odhadnout jejich prahové indika¢ni hodnoty (HANUS
et al., 2017). AC a poméry tuk/laktéza (F/L) a tuk/hrubé bilkoviny (F/CP) by mohly
pfedstavovat dobré indikatory ketdézy. Bylo pouzito 960 individudlnich vzorkli mléka od
dojnic plemene Holstyn (H) a Ceské strakaté (CF), 1 : 1. Byla analyzovéna cela jejich laktace,
prvni tfetina laktace (FTL) a letni 1 zimni sezona. MY zahrnutych stad (7) kolisala od 5 500
do 10 000 kg za laktaci. Urovné AC v mléce se nelisily (P>0,05) mezi H a CF v celé laktaci,
ale ligily se v FTL (H 3,88 a CF 2,72 mg.I"!, P < 0,05). Tento rozdil 1,16 mg.1"! se rovn4 29,9
% a neni pfili§ podstatny. Pomér F/L nebyl ovlivnén (P>0,05) poradim laktace a sezénou
bchem cel¢ laktace, ale byl tak ovlivnén (P<0,01 a <0,05) v FTL. Jako maximum lze vysvétlit
pouze 17,8 % variability (index korelace 0,42, P<0,001) v log AC variabilitou hodnot
koeficientu F/L pro CF a FTL v letni sezoné. Dale jako maximum Ize vysvétlit az 84,4 %
variaci (index korelace 0,92; P<0,001) v hodnotach F/CP variacemi F/L pro H v FTL v letnim
obdobi. Rovnice byly pouzity pro modelovy vypocet AC a F/L indika¢nich limitd subklinické
ketdzy pro obdobi FTL. Ty byly od 2,05 do 3,29 mg.I"' u AC a od 0,84 do 0,87 u F/L podle
plemen (CF a H) a potadi laktace (1. a dalsi). Vysledky lze pouzit v metodach identifikace
zdravotnich problému krav, prevence, 1écby a feSeni problémti béhem laktace.

E) Popis aplikacniho protokolu Ketosis Report

Protokol Ketosis (Ketosis, farm and individual cow report) je vysledkem modelu pro
pravdépodobnostni detekci ketéz a zahrnuje vSechny vystupy navrzeného modelu, umoziuje
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automatizované zpracovani dat z FTIR analyzatoru za podminky identifikace dojnic a sklada
se z nasledujicich ¢asti (priloha €. 3):

1.

Identifika¢ni udaje farmy a udaje o ¢asovém obdobi, které je v aktudlnim protokolu
vyhodnoceno;

Souhrnné tabelované udaje pro jednotlivé skupiny ukazateli ve sledovaném casovém
obdobi. Datovy soubor pro souhrnnou tabelaci je pro kazdy casovy usek (mésic)
rozdélen do dvou ¢asti podle aktudlniho laktacniho dne jednotlivych dojnic. Rizikova
skupina pro vyskyt ket6z je zde zvolena jako skupina dojnic pod 100 dnt laktace.
S popsanymi skupinami se pak pracuje i v nasledujicich ¢éastech protokolu. Pro
sledované ukazatele Ize zavést déleni do nasledujicich skupin:

parametry identifikace a ukazatel uzitkovosti — Cislo zvifete, laktacni den, mlé¢na
uzitkovost;

ukazatele kvality mléka, resp. hodnot jeho slozek, které jsou bézné sledovany v ramci
KU a jejich pomérovych ukazatelil — obsah tuku, bilkoviny, laktézy, atd.;

ukazatele zjisténé FTIR analyzou ve vztahu ke ketozam — obsah acetonu, BHB,
predikce obsahu BHB v krvi z profilu FTIR spektra mléka, atd.

Vyvoj jednotlivych sledovanych ukazatelii ve sledovaném casovém obdobi graficky
znazornény pro ob¢ laktaéni skupiny dojnic s uvedenim intervalii spolehlivosti
(p=0.05) pro jednotlivé mési¢ni hodnoty. Pomoci grafli historického vyvoje
jednotlivych parametrt, Ize dedukovat hypotézy o vyvoji situace z hlediska vyskytu a
pricin ket6z a opatifenich, piijatych pro jejich feSeni, stejné¢ jako o Ucinnosti téchto
opatieni (napf. zmén ve vyzive). Vzhledem k zobrazenym intervalim spolehlivosti lze
také pouhou grafickou interpretaci zjistit statistickou prukaznost rozdili mezi obéma
skupinami dojnic — piedpokladem v situaci problematické z hlediska vyskytu ketoz je
napf., ze rizikova skupina dojnic bude mit prikazné vyssi hodnoty ketolatek v mléce.

Graficky znazornéné vztahy ukazatelli slozeni mléka a mlécné uzitkovosti s ukazateli
slozeni mléka, které jsou v piimém vztahu k onemocnéni ketéozou. Pomoci 2
rozmérnych bodovych grafi jsou znazornény jednotlivé ukazatele, resp. jejich vztah
pro aktudlni mésic zvoleny pro detailni protokol. Na ose x kazdého grafu z matice jsou
vyneseny hodnoty obsahu ketolatek pro kazdou dojnici ve sledovaném obdobi, na ose
y pak hodnoty pfislusného pomérového ukazatele slozeni mléka (napt. tuk/protein).
Graficky jsou opét odliSeny obé skupiny dojnic vytvorené na zaklad¢é aktudlniho
lakta¢niho dne. Pomoci takto vytvofeného maticového grafu lze provést detailni
vicerozmérnou interpretaci aktualni situace na farmé z hlediska obsahu ketolatek ve
vztahu k mlé¢né uZzitkovosti, stupni laktace a pomérovych ukazatell a lze tak
formulovat hypotézy, piipadné opatfeni, pro feSeni aktudlni situace vyskytu ketdz,
pfipadné identifikovat rizikové skupiny dojnic — napf. ,,dojnice s vysokou uZitkovosti
pod 100 dni laktace v aktudlnim meésici tvofi na maticovych grafech izolované
skupiny u vSech ukazateli vztahujicich se ke ketézdm a ve vSech pomérovych
ukazatelich a jsou v silném korelacnim vztahu — je nutné se v pldnovanych opatienich
zam¢ftit na rizikovou skupinu dojnic®. Jinou typickou interpretaci mize byt situace,
kde na maticovych grafech neni mozno identifikovat izolované skupiny zobrazenych
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dat — hodnoty pro ob¢ skupiny dojnic maji stejnou distribuci — tuto situaci je mozno
interpretovat se znalosti provozni situace napf. takto: ,,aktudlni mésic neni problém
s ketézami (nebo maji ketézu vSechny dojnice)”. Vzhledem k zahrnuti ukazatel
slozeni mléka a uzitkovosti je mozné na zakladé podobnych interpretaci pracovat také
na vyzivovych ¢i veterinarnich opatienich pro feSeni aktualni situace.

5. Individudlni report pro kazdou dojnici zrizikové laktacni skupiny s grafickym
zvyraznénim kvantili v aktudlnim mésiénim  datovém souboru pro dany
podnik/rozsahlejsi databazi a pro vSechny sledované parametry ve vztahu k vyskytu
ketéz. Tento report umoziuje rychlou identifikaci problémovych dojnic a analyzu
ukazatelli, ve kterych jsou piekro¢eny hodnoty kvantili pro dany mésic a analyzovany
soubor dojnic. Pomoci sklddani pravdépodobnosti a modelu je tak moznd rychla a
pfesnd (s pfesné stanovenou pravdépodobnosti) identifikace dojnic s vyskytem
ketdzniho onemocnéni.

Podle odectu zpravy Ketosis Report Ize pak reagovat v praxi v souladu s vystupy tabulky
v ptiloze €. 4 této metodiky.

4) Zavér certifikované metodiky

Stale vyznamnéjsim faktorem pro kvalitu mléka, efektivitu chovu, provozni jistotu chovateld
a podporu bezpecnosti potravinového fetézce je dobré zdravi dojnic. Ml€ko disponuje fadou
slozek, podle kterych lze metodou neinvazivniho monitoringu kontrolovat zdravotni stav
krav. Na vyvazenost energetick¢ého metabolismu mohou poukazovat, pti zohlednéni plemene,
dojivosti a stadia laktace, kombinace mlé¢nych makroslozek — tuku, bilkovin a laktézy, ale i
susiny a suSiny tukuprosté. Vyznamné jsou také slozky minoritni, metabolity s izkou vazbou
na vyzivovy stav dojnic, zejména ketony v jejich nejriznéjsich formach a mocovina, kyselina
citronova a vybrané mastné kyseliny mlécného tuku. Mléko zajist'uje snadny odbér vzorki a
fada analytickych postupi je pln¢ automatizovdna s vysokou efektivitou a piijatelnymi
naklady.

Vysledky systému klasické kontroly mlé¢né uzitkovosti v individualnich vzorcich mléka jsou
vhodné pro systémoveé feSeni indikace ketozy v praxi chovu dojnic. Vysledky indikace lze
vyuzit k vybéru praktickych opatfeni 1écby nebo prevence ketozy. Certifikovana metodika
poskytuje aplikacni protokol Ketosis Report efektivné vyuzitelny pro uvedené ucely, ktery
baziruje na zvySeni efektivity aktudlnich informaci chovatelid dojnic pro podporu jejich
zdravotniho stavu, uzitkovosti a kvality mléka.

III) Srovnani ,novosti postupi” a predani certifikované metodiky:
Systematicka souhrnna zprava energetického zdravotniho stavu stada
dojnic — Ketosis Report

- vyvinutd certifikovand metodika byla pfedana do uzivani chovatelim pro systém kontroly
mlécné uzitkovosti v elektronické i pisemné formé 31. 8. 2017,

- jednd se o novy postup interpretace vysledki kontroly uzitkovosti, tedy analytickych
vysledkli majoritnich a minoritnich slozek individudlnich vzorkli mléka. Vysledky jsou
aplikovany k fizeni prevence subklinickych ketoz a ztrat uzitkovosti. Tato skutecnost je
doloZena ptiloZzenymi vlastnimi publikovanymi vysledky. Uvedené postupy interpretace jsou
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v kontrole uzitkovosti Ceské republiky pouzivany nyni kratce a omezeng. Jedna se o uvedeni
novych postuptl, inovaci i uvedeni znamych skute¢nosti v novych souvislostech.

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) v casné laktaci k identifikaci a fizeni
prevence subklinické ketdzy (na mléénych farmach) je proveditelnd, prostfednictvim revize
dokladdh a dokumenti u uzZivatele matodiky a vnavazujicich mléénych chovech a
prostrednictvim kontroly distribuce souvisejici vysledkové dokumentace Ketosis Report;

- certifikovana uplatnénd metodika obsahuje technicko-organiza¢ni doporuceni, opatieni a
postupy identifikace vyskytu subklinické ketdozy dojnic a relevantni interpretace vysledki v
prevenci v ramci kontroly mlé¢né uzitkovosti;

- certifikovand uplatnénd metodika byla zpracovana v Sesti exemplatich a predana v krouzkové
vazbé¢ na prislusna pracoviste.

V) Ekonomické aspekty

Ekonomicky dopad je soucasti kontroly zdravotniho (vyZzivy a reprodukce) stavu dojnic,
prevencni prace s ohledem na rizika v chovu dojeného skotu a poradenstvi ke kvalité
mléka. ZlepSeni prevence ketdzy zde muize tvorit podil do 4 % efektu ve smyslu zajisténi
zlepseného zdravotniho stavu krav, tedy redukce béznych ztrat zpisobenych produkénimi
chorobami, které mohou tvofit podle odhadi znacné obchodni ztraty. Objem piipadnych
ztrat z produkénich poruch za rok v Ceské republice lze vyéislit na min. 140 000 000 1
mléka (z toho 4 % odhadnutého ptedpokladaného efektu zlepSeni ¢ini cca 39 mil. K¢ pii
farméaiské cen¢ 7 K¢ za 1 litr mléka).

Néklady na konkrétni zavedeni postupu uvedeného v metodice mohou pro uzivatele
s centralni ptisobnosti &init podle kvalifikovaného odhadu v CR celkem 90 tis. K& (mzdy a
poplatky za sluzby, popt. relevantni hardware, za dopliky softwarového vybaveni KU)
jednorazové. Cinnost se periodicky aktualizuje (mési¢né&). Piinos pro uZivatele v podobé
dodatecnych trzeb, za rozSifeni spektra a poctu analyz v KU, za provedeny rutinni
screening-poradenstvi, podle smluv, by mohl ¢init, podle kvalifikovaného odhadu, cca
350 tis. K¢ rocné. Efekt je opakovatelny po rocich a celkovy mozny piinos za redukci ztrat
na dojivosti a 1é¢b&, v nadprimérnych mlékaiskych chovech v CR, je odhadnut jiz vyse na
cca 39 mil. K¢ ro¢né.
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Ne vSechny prace ze seznamu literatury (5, 6), jejichz studium a poznatky byly vyuzity ve
vyvoji metodiky, jsou citovany explicitné v textu vlastni metodiky pro praxi. Jsou vSak pro
uplnost uvedeny v seznamu vyse.

VétsSina vlastnich praci, pouzitd pii tvorbé této certifikované metodiky, byla pfedtim jiz
samostatn¢ odborné oponovana, jak plyne ze seznamu vyse.

Afilace QJ1510339 RO1417 CM 34

Projekty a podpory rozvoje instituce (podily): NAZV KUS QJ1510339 (60 %) a MZe
RO1417 (40 %).

Oponenti CM: Ing. Zdetika HegediiSovd, Ph.D., Taura ET s.r.o., Litomysl; Ing. Zdenka
Majzlikova, Ceské plemenatska inspekce.

Autorsky kolektiv (podily): Jan Riha (50 %), Oto Hanu$ (25 %), Radoslava Jedelska (5 %),
Petr Roubal (5 %), Riizena Seydlova (5 %), Marcela KlimeSova (5 %), Jaroslav Kopecky
(5 %).
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Prilohy, dokumenty a doklady:

technickd feSeni a postupy této certifikované metodiky byly zejména podpoteny vysledky
vlastniho vyzkumu, vyvoje a empirickych poznatki, které byly publikovany.

Datum: 31. 8. 2017

Za zhotovjtele:
Mgr. Jan Riha, Ph.D.

Vysledky feseni metodického problému v CM 34 byly formou vyhodnoceni zpracovany pro
publikace v odborném tisku.

Certifikovana metodika pro praxi byla podporovina ieSenim projektit MZe NAZV KUS
0J1510339 a MZe RO1417.

7) Prilohové materialy s podklady pro vyvojovou praci v ramci certifikované metodiky

Ptilohy této certifikované uplatnéné metodiky (Systematickd souhrnnd zprava energetického
zdravotniho stavu stada dojnic — Ketosis Report) tvofi vlastni vysledky vyvoje a metodického
testovani, tzn. tabulkové a grafické zpracovani statistickych dat.

Prilohy

Ptiloha €. 1, pdf: Ketosis detection in DHI testing by Pierre Broutin NF
Ptiloha €. 2, pdf: Ketosis detection - a new probabilistic approach by Jan Riha
Ptiloha €. 3, pdf: Modelovy protokol Ketosis Report

Ptiloha ¢. 4, pdf: Tabulka praktické reakce na identifikaci ketoz
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Why testing for ketosis?

i In high producing dairy cows during early lactation, a negative energy balance (NEB) can be induced by an imbalance
between energy intake and increasing demand for milk production leading to:

o Fat mobilization from adipose tissue
o Production of ketone bodies (acetone, B-hydroxybutyrate...).
o Sub-clinical(SCK) or clinical ketosis (CKQ
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Why testing for ketosis?

"' In high producing dairy cows during early lactation, a negative energy balance (NEB) can be induced by an imbalance
between energy intake and increasing demand for milk production leading to:

Ll o Fat mobilization from adipose tissue
e o Production of ketone bodies (acetone, B-hydroxybutyrate...).
MTEES o Sub-clinical(SCK) or clinical ketosis (QQ

| .{_‘_"j
%\X\l‘ Ketosis metabolic disorder has a high prevalence (12-43%), is difficult to detect (1/5), and can lead to major
i \ negative impacts on dairy farms profitability and animal welfare:
K gf‘ o Decrease in milk production (-300 to 450 kg/lactation) (Duffield,2000)
._ 1 / o Substantial modification of milk composition (fatt, protein|, fatty acids profile...)

N/ o Impaired reproduction with conception rate at AI1 down -3 to 35% (Fourichon et al,2000)

o Increased risk for other metabolic disorder (clinical ketosis, displaced abomasum, metritis...)

/ ’ o Increased severity and duration of mastitis cases with depletion of the immune system
A 4 o Indirectly increases culling rate
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How to diagnose subclinical ketosis (SCK)?
2 types of ketosis and associated biomarkers:

2 types of ketosis and associated biomarkers:

Hypoglycemic high [Blood BHB] * Blood BHB > 1,2 mmol/I

y'l * BLOOD BHB = GOLD STANDARD
b ** NEFA: Non Esterified Fatty Acids
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How to diagnose subclinical ketosis (SCK)?
2 types of ketosis and associated biomarkers:

2 types of ketosis and associated biomarkers:
SCK

Hypoglycemic high [Blood BHB]* Blood BHB > 1,2 mmol/I
Hyperglycemic  high [NEFA] in blood** < 0,4 mmol/l physiological
0,4-0,6 mmol/I mild mobilization
> 0,6 mmol/I severe fat

mobilization

* BLOOD BHB = GOLD STANDARD
** NEFA: Non Esterified Fatty Acids
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Are Ketosis biomarkers detectable in milk by infrared?

Gold Standard: Blood BHB

o Milk Acetone: - very volatile and low concentration in milk typically < IR detection limit
o Milk BHB: - more stable than acetone but levels also very low typically < IR detection limit

- content decreases also rapidly if milk not stored at 4°C right after milking

Cc: Direct Milk Acetone & BHB determination by IR present some major drawbacks
because of their volatility, very low concentration levels, and very variable correlation with
blood BHB (Gold Standard)
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Which biomarker should be monitored by infrared?

%UMENT

T enjalbert 2001 with comments.pdf - Adobe Reader
Fichier Edition Affichage Fenétre Aide
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Commentaire

Enjalbert et al.

ratio in mammary blood for BBHBA concentrations
ranging from 200 to 5500 ;mol/L. On the contrary, Filar
(1979) found that the BAcA¢/BBHBA ratio increased
from about 0.08 in healthy cows (mean BBHBA 430
pmol/L) to 0.14 in cows with subclinical ketosis (mean
BBHBA 1250 pimol/L), and 0.24 in ketotic cows (mean
BBHBA 3270 pmol/L). A similar trend was found by
Andersson (1984).

Cows in negative energy balance oxidize large
amounts of fatty acids in the liver cells, which leads to
a high NADH/NAD ratio in the mitochondria. However,
in the liver of ruminants, conversion of BHBA to AcAc,
which needs NAD, does not depend on the mitochondrial
NADH/NAD ratio because this conversion is cytosolic
(Koundakjian and Snoswell, 1970). In ketotic cows, the
cytosolic NADH/NAD ratio is low (Heitmann et al.,
1987), sothat BHBA is converted to AcAc, which explains
that in ketosis-induced cows, the AcAc/BHBA ratio 1
the liver cells increased (Mills et al., 1986). Howeve
this BAcA¢/BBHBA ratio also depends on the body condi-
tion of the cows, because after induction of ketosis, obese
cows had a lower BAcAc/BBHBA ratio than normal cows

LUITE DOUIES rargea Iromir v.os o0 U. 79, IVLUCIT IOWET valrues,
varying from 0.11 to 0.43, were published by Andersson
(1984), but with a similar ratio of milk Ac (MAc) to milk
AcAc (MAcAe).

Milk Ac was very close to BAc, with a mean MAc/BAc
ratio of 1.04. Similarly, Andersson (1984) observed such
a close relationship (r = 0.96), but with a mean MAc¢/BAc
ratio of 0.95. The relationship between concentrations in
blood and milk was not as strong for AcAc and BHBA.
Concentrations in milk were much lower than concentra-
tions in blood, and BAcAc and BBHBA explained only
55 and 43% of the variations of MAcAc and MBHBA,
respectively. Andersson (1984) also found a low correla-
tion coefficient between BAcAc and MAcAc (r = 0.45)
and no relationship between-MBHBA and BBHBA (r =
a recent paper, Geishauser et al. (T9¢
potted from literature that correlation coefficients be-
tween BBHBA and MBHBA range, according to author,
from 0.00 to 0.87. Because BHBA can be used by the
mammary gland for fatty acids synthesis and AcAc can
converted to butyrate (Dodds et al., 1981), lower con-
centratiens in milk than in blood could be expected~ar

5

Table 3. Milk BHBA concentrations measured for the 5 different values of Ketolac strip test.
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A new global metabolic infrared spectral approach for Blood BHB
prediction and SKC detection

1 - Is there a correlation between ketosis metabolic
disorder and overall milk composition & spectra?

. ‘ 2 - Can the metabolic disorder be modeled (PLS)
i <,3,1 to predict Blood BHB from the milk spectra?

Current: . Ketosis
New: w P, Blood BHB/Ketosis(gold standard)
> / Prediction of the Blood BHB from the milk spectra by modeling the milk
‘. = composition overall variations induced directly or indirectly by the metabolic
" disorder under consideration

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING

AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-10, 2016
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réussit:

Blood BHB determination by infrared spectroscopy for the monitoring of
the cows metabolic activity and SKC detection

Study Protocol:

0 696 Holstein cows tested for blood BHB (Optium Xceed reader) over a 6 months period
(DIM<100)

o Blood taken from the coccygeal vein (AM/PM)

o Samples cooled down immediately at 4°C after milking
o Milk samples tested on Bentley FTS within 12 hours to collect MIR spectra

o Development of a PLS model to predict Blood BHB based on Milk spectra

-

N o =~ s =

Bentley Ilas Combi 600

PR Ve

Blood BHB PLS Calibration

Optium Xceed reader MIR spectra

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING

AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-10, 2016
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A new global metabolic infrared spectral approach for Blood

BHB prediction and SKC detection

Poor correlation between Blood and Milk BHB

Blood BHB vs Milk BHB Concentration (Optium)

y = 5,5817x + 0,6154
r=0,6555
n=280

*Enjalbert et al. Journal Dairy Science, 2001 84:583-589
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0,3 0,4

Milk BHB (mmol/I1)

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING
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A new global metabolic infrared spectral approach for Blood BHB
prediction and SKC detection
Evaluation of the Blood BHB daily variation (Optium)

Blood BHB Variation (AM/PM) on 54 cows

|¢|! ’
UNREE= y = 0,8132x + 1,2413
[ R? = 0,1066

Low correlation between AM and PM Blood BHB
Blood BHB PM >> Blood BHB AM

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING

AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-10, 2016
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A new global metabolic infrared spectral approach for Blood BHB prediction and
SKC detection
Evaluation of the Blood BHB daily variation (Optium)

Blood BHB daily Differential (AM/PM) on 54 cows

5 3 High potential variation between AM and PM Blood BHB

! ] E 5
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: : ' -
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L 2 | ﬁ g .. | s BB B
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j ﬁ a% | ¥ o ﬁ 3 ﬁ HLFE %

T

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53
Animal n°

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING

AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-10, 2016



al
de vof 1

Linnovation au service
votre réussite

A new global metabolic infrared spectral approach for Blood BHB
prediction and SKC detection
Evaluation of the Blood BHB daily variation (Optium)

Blood BHB Daily Variations: 3 Cases
Cow Mean BHB
° (mmol/1)
n°l 2,6 2,1 2,1 2,2 3,3 3,0 2,6

n°2 0,9 0,7 0,7 0,6 0,9 0,8 0,8

n°3 2,6 0,7 1,4 0,7 2 0,6 1,3

— Blood BHB PM >> Blood BHB AM
— Poor correlation (r>=0,11) between Blood BHB AM and PM

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING

AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-10, 2016



1 — Is there a correlation between SKC metabolic disorder and overall
milk composition & spectra (696 samples)?

Correlation(r) between Blood BHB and Milk spectra

0,6 0,3

0,3
04 ) -
Correlation Coefficient (r)

0,2

e \/ilk Spectra

0,2

0,0
1040 150

-0,2

Correlation Coefficient(r)

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING
AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-10, 2016
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1 — Is there a correlation between SKC metabolic disorder and overall
milk composition & spectra (696 samples)?

Correlation Coefficient (r)
= (Cream Spectra

0,6 /
2

1,0
0,4
E 0,8
c
2 0.2 )
& 06 &
: 5
© 00 * 04 2
c ]
_g 1000 1300 1459\/f 0 1900 2050 2200 2350 2500 2650 280 29%0! <
© 0,2
2 02
o
(&) 0,0
0,4 \
0,2
Cc: Blood BHB is mostly correlated to the milk Fatty Acids Profile (FAP) 0,4

v(cm-1)
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1 — Is there a correlation between SKC metabolic disorder and overall
milk composition & spectra (696 samples)?
\
Correlation Coefficient (r)
06 ===BHB Spectrum (0.74 mmol/L) 0,010
0,4
= 0,008
5 @
S 02 £
& 0,006 8
3 5
= 00 3
9 1000 1200 1400 16 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 <
E 0,004
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1 — Is there a correlation between SKC metabolic disorder and overall
milk composition & spectra (696 samples)?

*
O T 5 T T

Protein 0,26 31,56 11,02 3,13%
Palmitic(C16:0) -0,13 1,35= -0,01 -0,81%
scc 0,12 1500 11400 51,00 -30,91%
Saturated FA 0,07 273 2,76 0,03 1,21%
Lactose 0,02 e a8 0,38 0,79%
Fat 0,15 e s 1,61 3,86%
Poly Unsaturated FA 0,27 _ 0,17 0,02 10,97%

Fat/Protein 0,100
1,35%1
1,20%1
0,0317

0,0137

More research under way: 416 fatty acids in bovine milk (Jensen, 2002)



1 — Is there a correlation between SKC metabolic disorder and overall

milk composition & spectra (696 samples)?

*
O T 5 T T

Protein
Palmitic(C16:0)
SCC
Saturated FA
Lactose
Fat
Poly Unsaturated FA
Fat/Protein

More research under way: 416 fatty acids in bovine milk (Jensen, 2002)

-0,26
-0,13
-0,12
-0,07
0,02
0,15

<

31,56
1,35=
114,00]
2,76
48,457
43,347
0,17
1,3791
1,35%1
1,20%1
0,96%17
0,41%1
0,0311
0,0131

-1,02
-0,01
-51,00
0,03
0,38
1,61
0,02
0,100

-3,13%
-0,81%
-30,91%
1,21%
0,79%
3,86%
10,97%
7,82%




1 — Is there a correlation between SKC metabolic disorder and overall

milk composition & spectra (696 samples)?

*
O T 5 T T

Protein
Palmitic(C16:0)
SCC
Saturated FA
Lactose
Fat
Poly Unsaturated FA
Fat/Protein

More research under way: 416 fatty acids in bovine milk (Jensen, 2002)

-0,26
-0,13
-0,12
-0,07

0,02

0,27

31,56
1,35=
114,00]
2,76
48,457
43,347
0,17
1,3791
1,35%1
1,20%1
0,96%17
0,41%1
0,0311
0,0131

-1,02
-0,01
-51,00
0,03
0,38
1,61
0,02
0,100

-3,13%
-0,81%
-30,91%
1,21%
0,79%
3,86%
10,97%
7,82%




Bentley Fatty Acids Calibrations

Typical results obtained on bulk cow milk with PLS Calibrations

Measuring
Range

Accuracy (Sy,x)

Components (Bulk)

Validation range Repeatability (Sr)

C:16:0 (Palmitic)

C:18:0 (Stearic)

C:18:1 (Oleic)

Saturated FA

Unsaturated FA

Mono Unsaturated FA

Poly Unsaturated FA

* Bulletin of International Dairy Federation 406/2006, p.25

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING

AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-10, 2016
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2 - Can the metabolic disorder be modeled (PLS) to predict Blood BHB
indirectly? Yes

My =1,15 mmol/I (12 mg/dI)

Blood BHB Infrared PLS Calibration

y =0,736x + 0,3047
R2=0,736
n=696
SEC= 0,298 mmol/I|

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-
10, 2016




A new global metabolic infrared spectral approach

How to implement it?

OXYGEN

L'innovation au service
de votre réussite

Blood BHB Infrared PLS Calibration

y =0,736x + 0,3047
R%?=0,736
n=696
SEC= 0,298 mmol/I|

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING
AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-10, 2016




A new global metabolic spectral approach

How to implement it?

Blood BHB Infrared PLS Calibration

y =0,8036x + 0,2276
R?=0,8458
Sy,x = 0,13 mmol/I (1,35 mg/dl)

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING
AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-10, 2016




A new global metabolic infrared spectral approach
How to implement it (at herd level)?

Blood BHB Infrared PLS Calibration

y =0,8036x + 0,2276
R?=0,8458
Sy,x = 0,13 mmol/I (1,35 mg/dl)

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING
AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-10, 2016
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How to improve still ketosis diagnostic?
A multi-dimension approach

—L 1

Blood BHB vs Oleic Acid/Protein Ratio on 696 individual cows

y =54,685x - 0,3707
R?=0,4326

Blood BHB (IR)
(mmol/1)

0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Oleic Acid/Protein

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING
AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-10, 2016
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How to improve still ketosis diagnostic?
A multi-dimension approach

Blood BHB vs Oleic Acid/Protein Ratio on 696 individual cows

y =54,685x - 0,3707
R?=0,4326

Blood BHB(IR)
(mmol/l)

0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Oleic Acid/Protein

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-
10, 2016
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How to improve still the ketosis detection?
A multi-dimension approach

Blood BHB vs Oleic Acid/Protein Ratio on 696 individual cows

..Jk54,685x - 0,3707
R*=0,4326

e

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING
AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-10, 2016



Blood BHB Concentration distribution in DHIA samples

Frequency

Blood BHB (IR) Frequency distribution (n=2648)

p 2,5 3 3,5 p 5 5,5

Bentley FTS Blood BHB (mmol/l)

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING
AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-10, 2016
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Conclusions:

- Our global metabolic spectral model is a very exhaustive and powerful approach to understand the relationship between a
metabolic disorder and the milk spectra

- Blood BHB (IR), Milk BHB and Milk Fatty Acids Profile (and especially oleic acid) can successfully be used as ketosis
biomarkers to improve SKC detection and to:

o monitor individual cow Blood/FAP/Milk BHB variations over time

o compare individual cows at herd level to develop a relative approach by setting a baseline (intra-herd) —
recommended approach

o to detect ketosis prevalence at herd level (inter-herds)

The Oxygen DHIA/FR laboratory has been using this model very successfully over the last 3 years with the detection of over
90% of the ketosis cases (over 10 million IR spectra collected)

k it‘ - More frequent sampling protocol should be considered during early lactation to further improve diagnostic performance.

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING

AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-10, 2016




Thank you for your attention!

pbroutin@bentleyinstruments.com

www.bentleyinstruments.com

BENTLEY INTERNATIONAL SEMINAR & USERS GROUP MEETING
AARHUS, DENMARK, NOVEMBER 7-10, 2016
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Ketosis Detection

Ketosis

is diesease caused by negative energetical disbalance between income
energy and energy needed

e indicated in post-partum period - the most critical in the first 100 days
of lactation (40 days)

e caused by significant increase of milk production after calving -
consumption a lot of energy

e causes fertility problems, displacement of abomasums etc.
e has clinical and subclinical stage

e prevalence of ketosis is ~41 % of dairy cows in the first 9 weeks of lac-
tation = ketosis is the second most important issue in dairy production
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Ketosis
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Ketosis Detection

Ketosis Detection =

Genetics
— Parents

— Specific genotype - DNA

"+ Metabolic state of cow A

— On farm screening & detection — KetoTest
A New Probabilistic Approach
+ Lactation & milk yield effect Ketosis Detection using

e FTIR instruments &
e Animal Recording data &
+ Farm effect Samples

- Day of lactation, no. of lactation

— Farm management issues and decisions

\ — Feeding )

+ Season/Specific conditions effect

+ error



Ketosis Detection

Ketosis Detection - Probabilistic Approach

Main Goals

e usage of milk recording samples & automated SW solution

- overview of herd situation in time, monthly based report, animal recording
data, no additional sampling&costs, to give a new tool for farm management

e to combine different group of parameters to increase probability of
detection

— animal recording data, ketosis related results, milk components ratios

e minor milk components calibrations related to ketosis
— Aceton, BHB, BBHB, OA, CA, sampling frequency related calibrations



Ketosis Detection

Ketosis Detection - Probabilistic Approach

Milk Yield < 100

Principle / LD cows

0.030

_ Ketosis
0.025 ¢
BBHB of < 100 /
LD cows
0.020
Acetone - 0.015 |

population level

0.010
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0.005
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Ketosis Detection

Ketosis Detection - Czech Example

Experiment & Data Description

e Farms

— 13 farms; >300 dairy cows; March, April, May 2015 combine different group of
parameters to increase probability of detection

e Parameters | Effects

— ID, Date of AR, TTA, Lactation Day, Milk Yield, Fat, Protein, Lactose, TS, SNF,
Urea, FPD, pH, Caseine, FFA, Citric Acid, Oleic Acid, Acetone, BBHB, BHB, BHB
GC, F/P, F/TS, F/SNF, F/L, logAC24, logAC48, SCC, Lactation Group

e Report using A New probabilistic Approach - farm evaluation
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Ketosis Detection

Data description

March 2015 April 2015 May 2015 Total
Farm ID Farm of AI:Inoi;naIs TTA of Al\rl:i)l.nals TTA of Al\rl:i)l.nals TTA Ah:\?;r:;rs
530200811 |ZD Sloupnice, Dolni 472 3 528 2 533 2 1533

Sloupnice

530203811 |Letohradska ZS, Lukavice 426 3 482 3 494 4 1402
610335779 | LUKA a.s., Vysoké Studnice 553 2 568 2 580 4 1701
610527911 | AGRAS Bohdalov 654 3 660 2 662 4 1976
610539211 | ZERAS Radostin, Radostin 586 3 615 2 622 2 1823
610539349 | ZERAS Radostin, Pavlov 606 2 625 2 620 5 1851
620135959 | ZOD Rybnicek 772 3 773 3 736 4 2281
710209012 | Libinskd AGRO, Sumvald 1135 2 1111 3 1001 4 3337
720241111 | Agroje¢minek, Chropyné 916 2 1006 2 1009 2 2931
810165935 | Starojicko Ji¢ina 461 2 461 3 606 2 1528
530201371 | ZD Sloupnice, Retézova 227 2 243 3 238 2 708
710207341 | Senice na Hané 11274464 2 452 2 459 3 2502
530197774 209 2
Total 7272 7733 76§o 23573




Ketosis Detection
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Data description - 2

Mean Minimum Maximum Std.Dev.
TTA (days) 2.69 2.00 5.00 0.82
Lactation day 182.22 0.00 926.00 110.20
Milk Yield (kg) 36.59 0.00 101.00 15.74
Fat (%) 3.62 0.07 9.94 0.73
Protein (%) 3.37 1.32 5.71 0.32
Lactose (%) 4.98 1.29 5.80 0.25
Total Solids (%) 12.35 3.79 18.97 0.86
SNF(%) 8.98 3.22 10.49 0.35
Urea (mg/I) 29.83 0.00 69.80 4.60
FPD 540.78 164.00 581.00 9.53
pH 6.49 5.69 6.78 0.06
Caseine 2.63 1.01 4.33 0.25
FFA 0.36 -12.62 6.80 0.76
Citric Acid (%) 0.18 0.07 0.38 0.03
BHBA (mg/l) 3.87 0.00 17.70 1.47
BHBB (mg/l) 164.11 17.70 661.04 37.26
BHB GC (mg/l) 16.09 2.79 65.17 3.28
OA (%) 0.59 0.05 2.85 0.16
Acetone (mg/I) 2.13 0.00 18.01 1.45
logAc2 0.55 -0.74 6.69 0.25
logAc3 0.55 -0.72 2.74 0.23
SCC 245.69 0.00 9500.00 606.44
LactG 0.74 0.00 1.00 0.44




Ketosis Detection

Ketosis Detection - Czech Example

Model no. 1

e Citric Acid | Oleic Acid | Acetone | BBHB | BHB | BHB GC | logAC24 |
logAC48 =

— Lactation Group + FarmID + TTA
e Answers on:
— how are keton bodies results depent on TTA?
— differencies between Lactation Groups (more - 1 & less - o than 100 days)?

— differencies between farms - Farm Effect?



Ketosis Detection

How do keton bodies results depent on
TTA?




Ketosis Detection

How do keton bodies results depent on
TTA?

TTA (days) TTA (days)



Ketosis Detection

How do keton bodies results depent on
TTA?

Acid (%




Ketosis Detection

Differencies between Lactation Groups
(more - 1 & less - o than 100 days)?
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Ketosis Detection

Differencies between Lactation Groups
(more - 1 & less - o than 100 days)?
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Ketosis Detection

Differencies between Lactation Groups
(more - 1 & less - o than 100 days)?
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Ketosis Detection

Differencies between Lactation Groups
(more - 1 & less - o than 100 days)?
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orrelations between AR data & Ketone
bodies in < 100 Lactation Group

Fat (%) Pratein (%) Lactose (%) | | Total Salids (%) SNF (%) Urea (mgfl) FFD pH Caseine FFA FiP Fis FISNF FiL

Citric Acit (%)

ol

BHEE (mg/l)

o

BHEA (o)

Ollo--.

OA(%)

Acetone (mg)
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Detailed Farm Results - Discussion

Milk Yield Oleic Acid Fat/Protein Fat/Solids Fat/SNF Fat/Lactose

Acetonel

Acetone2
ppeszey

Typical farm with
couple of cows
with ketosis

e “Random”
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Ketosis Detection

Detailed Farm Results - Discussion
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Ketosis Detection

Detailed Farm Results - Discussion
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e Feeding problem

e Protein part of
feeding could
resolve situation
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Ketosis Detection

Detailed Farm Results - Discussion
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Ketosis Detection

Farm Report - |

Ketosis Farmé Individual Cow Report
21.06. 2015

Farm ID: 610165935

Selected maonth for detaied report
32015

Time Period

2-2013
32013
4-2013
5-2013
8-2013
T-2013
B-2013
8-2013
10-2013
11-2013
12-2013
1-2014

2-2014
3-2013
4-2015
5-2015




ENTLE Ketosis Detection

INSTRUMEN'TS

Farm Report - Il - Summary

Summary Table - Lactacion group < 100 days - time period

Me=an Values
Menth Count Milkqﬁw QAR FP Fis |FISMF| FiL [::;” ‘:‘c;]] (:‘c;:' (B:::,ﬁ ?:;E; I;:;?g,
32013 118 3288| O0B8| 120| 031| C48| 085 371| 6.00| 473 4.46(203.62 1319
4-2013 102 32.86 074 1.16| 0.28] 042 0.74| 281 5.28| 3.82| 244(18445 1308
5-2013 103 3025 081 12B| 0371| 047| 084 386| 454 445 48121177 1402
&-2013 a4 31.08 o8 125| ©0.0] 048( 082 427| 2.80) BSt 4.15|230 68 1582
T-2013 ag 3400 OF7| 1.15| 029 043 076 478( 13.73[13.15| 2.56(203.62 17.20
B-2012 128 0.0 o4 128| 031 047( 0.84| 476| 10.07|11.57( 4.00(204B0 15.02
82013 13 3382| 083 131 038 C50| 081 447| 588 615| 443|20243 1301
10-2013 7 37.36 [18:=3) 1.324| 0.34| 047 0B84 433 7.96| 642 2.72(10437 17.e0
11-2013 124 3480 071 1.15| 033| 045 082| 450 €60 585 28015841 13.03
12-2013 118 3403 072 1.17| 030| 045 083 411 31a| 217| 353(130.81 1200
1-2014 109 34.67 oy2 120| 0.34] 047 086 3236| 570 601 2.85|77025 17.60
2-2014 ag 3255| 0B6| 125| 032 G48| 087| 48B| 422| 567| 471[186.18 1280
32018 104 3317 048 104| 029 040 073 347| 4.83) 522 4.14(161.58 1297
4-2015 ag 3531 070 1.13| 030| 042| 074 3.36| 488 530| 36417052 1471
5-2015 138 35.08 068 in 028 002 088 4.13| 455 444 203[17ETRE 15.58
TotalsiAvg 1442 3360 078 1.20| 031 045 081 407 654 625 4.02|186.65 1524

Summary Table - Lactacion group > 100 days - time period

Mean Vaiues
MESIC count | MikYie | caw | co | me |rewe| mo | Act | Ac2 | Ac3 |BHBEA[BHBS| BHEGC
m (mg) | imgdh | img}| {mgi} | img) [ (mgikg)
32013 an za7e| o=t 1is| o31| 047| oe7| zeo| sea| 44| 4ol ez
42013 304 2522| o7t| 1| o2e| o43| oea| 157 2o8| 251| aas|es2a] T
5-2013 e zse8| 07| 113 ozs| o44| o 2a2o| =2s6| 238| 4tif=zse| a2
£-2013 317 2s70| 075| 112 oz2o| o43| 07| 2a31| 7az| se2| 401|m4a3s| et
7-2013 204 2480 o74| ros| o2e| o42| o7s| 2e1| ae7| 7e7| aso|ies4z| 14s0
5-2013 285 2404| 07| 113 o30| o4s| oes| 321| ee4| sed| 4zi|rzoon|  izaE:
2-2013 22 za52| ose| 14| os4| oa4s| oes| rea| 21| 2ss| sazfrezar] isae
10-2013 2¢ zas| ose| 14| o34| o047 oeo| tes| =zaf zeo| zzsiszas] isoe
112013 303 zza0| o74| t12| o34| o4s| oee| 25| ss2| sse| 4asfizmen] teav
122013 305 2s58| o7z 11| o3o| os4s| ose| oo z278| 187| 4sp|Esoo|  ioee
12014 325 z644| o72| 114 03s| 047| ogo| 258 42| 47| 3se|eo2s|  i5es
22014 247 zs80| o72| 113 o31| o4s| oer| =51 aoo| aTe| 47afirarol 1oz
32015 357 ze60| 0s8| 107 o30| o4z2| oro| zo7| ae2| 2s0| sses|isevz|  izao
42015 385 2505| oee| t11| os31| o44| oez| 21| 344| 240| 4oofieces| 1aas
52015 470 2a00| oss| w10 oso| o4z| ogs| =20 a7e| 227| 401|17i4r]| 1408
Totalsifivg 4343 25.67| 073 142 o021| 04s| vas| 273 ass| 44| 404 |170e7| 1346
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INSTRUMEN'TS

Farm Report - Il - Overview
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Ketosis Detection

ENTLE

INSTRUMEN'TS

Farm Report - Il - Individual Report

Individual cow (lactation day<100) report based on actual month computed limits.

Resultunder 30 auane | Resumimder s wquantie | RSN 5 W e

D

oa | FP | Fim [FsNF| FL | Aci | Ac2 | Ac3 | BHBA | EHEB |BHBGC|Lact Day

CZO001377458 41
CZ0001760822 102 |02 [ o3 | oss | ade | 205 | 248 40
CZ0001761338 107 S [
CZ0001812488 084 | 025 | oas | os2 | as 59
CZ0001013848 908 | 027 [ o038 | 081 | 174 a7
CZ0001 013760 i £
£20001013030 020 | os0 | a4p 18031 1470 | an
CZ000Z030720 035 | 081 | 200 | 17 208 | 150.37 | 62
CZ0007031208 033 | 066 | 282 208 | 15027 | 1407 | &6
CE0002077109 032 | 055 | 200 | 332
CZO00Z077218 oA | e 3 &7
CZ0002077619 173 142.00 75
CZO002076208 312 | 1asar| 1440
CZ0002072138 040 | IEREZRETTE i7saa] el | es
CZ0002078468 a8 | 280 | 288 | 227 | 208 | teese]| 11ee| 65
CZO002078509 407 | 1eo [ 20¢ | 208 [ ooes | 12
CZO0DZ078643 028 | 051 258 | 262 | B2 | 12078 78
CZO00Z070850 065 | 102 | 023 | 033 @70 | 200 [ 215 [ an | a2 [reos| 1472 | e
CZO002070730 040 | 0as [ o024 [oao | ose | 2m2 | 207 [ 267 [ 20z [isons| teee | e
CZ000Z0E0260 053 | 085 |05 | o33 | 062 | 232 [[430 [FEa | 302 [ae7| s | e
CZ0002080270 042 | DO6 | 026 | 034 | 069 | 348 | 104 | 225 | 312 | 14678 1 &
CZ0002080378
CZ0002200428

0.07

0.25

4

172

232

052

0.0t

025

| oo | 1z |

053 104

132

amn

282
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Ketosis Detection

Ketosis Detection - Farm Feedback

e 0 % of False Negative Animals Identified
¢ less than 1 % of False Positive Animals Indentified

* 100 % of True Positive Animals Identified

Unique solution done by Bentley Instruments



Ketosis Detection

Ketosis Detection - Probabilistic Approach

Main Goals

e usage of milk recording samples & automated SW solution

— overview of herd situation in time, monthly based report, animal recording
data, no additional sampling&costs, to give a new tool for farm management

e to combine different group of parameters to increase probability of de-
tection

— animal recording data, ketosis related results, milk components ratios

e minor milk components calibrations related to ketosis
— Aceton, BHB, BBHB, OA, CA, sampling frequency related calibrations

Unique solution done by Bentley Instruments



Ketosis Detection

Thank you for your attention!!



BENTLEY

INSTRUMENTS

Ketosis Farm& Individual Cow Report
27.04. 2015

Farm ID: 810165935

Selected month for detailed report:
4-2015

Time Period

2-2013
3-2013
4-2013
5-2013
6-2013
7-2013
8-2013
9-2013
10-2013
11-2013
12-2013
1-2014
2-2014
3-2015
4-2015

1711



Summary Table - Lactacion group < 100 days - time period

Mean Values

Month Count M"k(l\)(ie'd OA% | FIP | FIS |FISNF| FL (;\1;}') (Q‘g’j) (r/;‘;;l) ?r:';ﬁ '(Br:j;ﬁ E(‘S;%C)
3-2013 118| 32.88| 0.88| 1.29| 031| 048| 085 3.71| 6.00| 4.79| 4.46(203.82| 13.19
4-2013 102| 3296 0.74| 1.16| 028| 042| 0.74| 281| 526| 3.82| 3.44[184.45| 13.99
5-2013 105| 30.25| 0.91| 1.8 0.31| 047| 0.84| 3.86| 4.54| 4.45| 4.61(211.77| 14.02
6-2013 84| 31.06| 088| 1.25| 0.30| 046| 082| 427| 990| 861| 4.15(230.88| 15.92
7-2013 99| 34.00| o077| 1.15| 029| 043| 076| 4.78| 13.73[13.15| 3.56(203.62| 17.20
8-2013 128| 3098 0.84| 1.28| 0.31| 047| 0.84| 4.75| 10.97|11.57| 4.09(204.89| 15.02
9-2013 13| 3392 083 131 036| 050| 091| 4.47| 586| 6.15| 4.48[202.43| 18.01
10-2013 7| 3736 081 1.24| 0.34| 047| 084| 423| 7.76| 6.42| 3.72|194.37| 17.80
11-2013 126| 34.89| 071| 1.15| 033| 045| 082 450| 6.60| 596| 3.80[158.41| 18.03
12-2013 119|  34.93| 0.72| 1.17| 0.30| 045| 0.83| 4.11| 3.16| 2.17| 3.58(139.81| 12.00
1-2014 109| 3467| 0.72| 1.20| 0.34| 047| 0.86| 3.86| 5.70| 6.01| 3.95(170.25| 17.60
2-2014 96| 3255| 086| 125\ 032| 048| 087| 468| 4.22| 567| 4.71[186.18] 12.90
3-2015 104| 3317| 066| 1.04| 029 040| 0.73| 3.47| 4.93| 522| 4.14|161.58| 14.17
4-2015 96| 3531| 0.70| 1.13| 0.30| 042| 074| 3.36| 4.88| 530| 3.64|170.52| 14.71
Totals/Avg 1306| 33.49| 0.79| 1.21| 0.31| 0.45| 0.82| 4.06| 6.68| 6.38| 4.02(187.35| 15.32
Summary Table - Lactacion group > 100 days - time period
Mean Values

MESIC count | MikYield | oo | e | Bis |rsnel FL | Act | Ac2 | Ac3 | BHBA |BHBB | BHBGC
0 (mg/) | (mg/l) | (mg/l)| (mg/l) | (mg/l) | (mg/kg)

3-2013 311 23.74| 081| 1.19| 031| 047| 087| 299| 593| 4.44| 479|18421| 11.92
4-2013 304 2522| 071| 1.11| 029| 043| 0.80| 157| 3.08| 251| 3.36[165.23| 11.79
5-2013 304 2566 078| 1.13| 029| 044| 081| 239| 256| 2.39| 4.11[182.59| 11.13
6-2013 317 25.70| 0.75| 1.12| 0.29| 043| 079| 3.31| 7.12| 5.82| 4.01|204.35| 14.61
7-2013 294 2469| 074| 1.08| 029| 042| 078| 3.81| 867| 7.67| 3.90[19842| 14.50
8-2013 285 2494 078| 1.13| 030 045| 085 321| 6.84| 6.84| 4.21[190.00| 12.83
9-2013 32 26.52| 0.69| 1.14| 034| 046| 088 194 421| 358 3.32[162.27| 15.39
10-2013 24 23.76| 068| 1.14| 0.34| 047| 0.90| 165| 3.23| 269| 3.25(152.38| 15.04
11-2013 303 25.40| 0.74| 1.12| 0.34| 046| 0.89| 351| 652| 554| 4.33|158.60| 16.87
12-2013 305 2556 072| 1.11| 030| 046| 0.89| 3.00| 278| 1.87| 4.19[135.00| 10.90
1-2014 325 26.44| 072| 1.14| 035 047| 0.90| 256| 4.62| 471| 3.96(160.25| 15.69
2-2014 347 25.89| 0.79| 1.13| 0.31| 046| 0.87| 351| 3.00| 3.76| 4.73|174.70| 11.02
3-2015 357 26.60| 066| 1.07| 030 0.42| 079| 207| 3.82| 359| 3.95[159.72| 12.80
4-2015 365 2595 0.69| 1.11| 031| 044| 082| 211| 3.44| 349| 4.00[160.95| 13.35
Totals/Avg 3873 25.43| 073 1.12| 0.31| 0.45| 0.84| 2.69| 4.70| 4.21| 4.01|170.62| 13.42
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Farm ID: 810165935
Selected month: 4-2015
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Time report on milk indicators & keton bodies results

Milk Yield
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Fat/SNF
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mg/l

mg/l

mg/|

mg/kg

Acetone3
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Acetone1

BHBB BHBA Acetone3 Acetone?2

BHBGC

Milk indicators and keton bodies results for individual cows grouped by 100th lactation day

Milk Yield
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Individual cow (lactation day<100) report based on dataset limits.

ID

BHBA | BHBB |BHBGC | Lact. Day

CZ0001377459

CZ0001780879

CZ0001912489

CZ0001912999

CZ0001913939

CZ0002030729

CZ0002030949

CZ0002031209

CZ0002077199

CZ0002077219

CZ0002077619

CZ0002079139 0.62 1.06 0.28 0.38 0.66 2.90 3.36 2.95 2.08 |186.34 | 11.90 56

CZ0002079239 0.62 1.13 0.29 0.40 0.69 2.90 4.01 3.39 2.08 | 164.48 | 11.50 89

CZ0002079389 0.45 0.77 0.23 0.30 0.54 4.07 6.08 6.84 13.96 91

CZ0002079539 0.60 1.09 0.30 0.41 0.74 2.32 1.71 2.02 1.04 | 104.10 | 16.48 40

CZ0002079649 0.55 0.93 0.27 0.36 0.67 2.32 5.88 5.22 3.12 [ 134.29 | 16.46 49

CZ0002079719

CZ0002080269

CZ0002080279

CZ0002080379

CZ0002200349

CZ0002200429

CZ0002200449 119.71

CZ0002235639 113.47

CZ0002235649 191.54

CZ0002235719

CZ0002235749 . 141.58

CZ0002235939 2.08 | 148.86

CZ0002235999

CZ0002236559

CZ0002236989

CZ0002238599

CZ0002238769

CZ0002358039

CZ0002358549

CZ0002358559

CZ0002358699

CZ0002429899

CZ0002429949

CZ0002429969

CZ0002429999

CZ0002430019

CZ0002430049

CZ0002430089

CZ0002430189

CZ0002430449

CZ0002430509

CZ0002430589
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© oA | FP | Fis |FisNF| FL BHBB |BHBGC | Lact. Day
CZ0002430629 056 | 105 | 029 | 039 | 0.70 140.54 | 13.43
CZ0002430709 052 | 107 | 028 | 0.38 | 0.66 139.49 | 1222 | 75
CZ0002430879 055 | 089 | 024 | 031 | 053 189.46 | 18.44 | 41
CZ0002430899 049 | 084 | 024 | 031 | 054 | 349 | 406 | 375 | 312 |13325| 13.09 | 69
CZ0002430969 070 | 097 | 028 | 039 | 0.72 | 232 | 356 | 297 | 312 |157.19| 8.95 72
CZ0002431029
CZ0002431159
CZ0002431209
CZ0002431229
CZ0002431679
CZ0002432129
CZ0002432639 056 | 097 | 027 | 037 | 066 | 058 | 121 | 127 | 104 |12284| 882 79
CZ0002432779 _ 033 | 046 | 079 | 1.16 | 1.81 | 1.91 43
CZ0002432869 063 | 122 | 031 | 044 | 0.76 | 000 | 1.32 | 157 | 208 |15823| 1215 | 98
CZ0002433049 050 | 088 | 024 | 032 | 055 | 174 | 142 | 142 | 312 | 13845 1361 78
CZ0002433269 050 | 101 | 026 | 035 | 060 | 1.16 | 145 | 204 | 208 |14262| 1555 | 40
CZ0002433409 063 | 115 | 031 | 043 | 077 | 1.74 | 134 | 1.71 -162.40 1558 | 94
CZ0002433449 054 | 082 | 024 | 030 | 054 | 174 | 055 | 097 | 312 | 14054 | 1039 | 97
CZ0002433649 048 | 094 | 027 | 035 | 063 | 232 | 1.33 | 152 | 208 | 11763 | 1372 | 9
CZ0002433759 068 | 106 | 028 | 038 | 067 | 349 | 170 | 1.96 | 312 | 17072 12.78
CZ0002433789 052 | 095 | 026 | 034 | 059 | 058 | 1.79 | 180 | 312 15303 | 1363 | 80 |
CZ0002564149
CZ0002564279
CZ0002564329
CZ0002564349
CZ0002564369
CZ0002564699
CZ0002564729
CZ0002564739
CZ0002564839
CZ0002564849
CZ0002564939
CZ0002564949
CZ0002564959
CZ0002564989
CZ0002565029
CZ0002565039 076 | 121 | 031 | 043 | 074 | 232 | 622
CZ0002565089 076 | 119 | 030 | 042 | 072 | 290 | 530
CZ0002565099 051 | 108 | 020 | 0.39 | 0.68 3.03
CZ0002565209 070 | 116 | 030 | 041 | 070 | 407 | 3.71
CZ0002565239 064 | 121 | 029 | 0.39 | 065 437
CZ0002565249 - 132 | 033 | 048 | 0.83 | 3.49
CZ0002565309 064 | 115 | 030 | 042 | 074 | 174 | 392
CZ0002565369 068 | 119 | 032 | 045 | 0.81 | 349 | 251
CZ0002565439 071 | 117 | 031 | 043 | 075 | 349 | 526

9/11



Individual cow (lactation day<100) report based on actual month computed limits.

Result under 50 % quantile

ID

OA F/P F/S | F/SNF | FIL Act Ac2 Ac3 | BHBA | BHBB |BHBGC| Lact. Day

CZ0001377459

CZ0001780879

CZ0001912489

CZ0001912999

CZ0001913939

CZ0002030729

CZ0002030949

|
095 | 027 | 035 | 063
1.06 | 028 | 037 | 065

CZ0002031209

CZ0002077199

CZ0002077219

C02s | 039 | oo

CZ0002077619

CZ0002079139

0.62 m 336 | 295 | 2.08 11.90

CZ0002079239

0.62 m 401 | 339 | 208 11.50

CZ0002079389

CZ0002079539

CZ0002079649

CZ0002079719

CZ0002080269

CZ0002080279

0.52 m

CZ0002080379

0.49 0.72 0.21

CZ0002200349

0.57 0.94 0.28 133.25

CZ0002200429

0.59 0.96 0.28 . 119.71 | 10.63

CZ0002200449

0.55 0.87 0.28 119.71

CZ0002235639

- 2.92 113.47

CZ0002235649

1.74 4.35

CZ0002235719

CZ0002235749

0.51 094 | 027 | 036 | 064 m 3.68 141,58 | 13.14 88

CZ0002235939

0.47 0.84 0.24 0.30 0.53 2.08 |[148.86 | 13.77

CZ0002235999

132

CZ0002236559

CZ0002236989

CZ0002238599

057 | 098 | 028 | 0.38 m 218 | 216 | 1.04 |106.18| 827

CZ0002238769

060 | 096 346 | 301 | 208 | 6558 | 9.24

CZ0002358039

CZ0002358549

CZ0002358559

“oa | 055 | 0a7 | 03 | 0os | 10| 7

CZ0002358699

51

CZ0002429899

0.39 0.72 0.22 0.27 0.49 2.32 3.22 4.39 65

CZ0002429949

0.49 1.00 0.28 0.37 0.66 2.32 56

CZ0002429969

40

CZ0002429999

CZ0002430019

0.60 157.19 [ 11.57 41

CZ0002430049

CZ0002430089

155.11

CZ0002430189

115.55

CZ0002430449

149.90

CZ0002430509

CZ0002430589
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Result under 50 % quantile

P OA FiP | Fis |FISNF| FL | Act Ac2 | Ac3 | BHBA | BHBB |BHBGC| Lact. Day
€Z0002430629 056 | 1.05 140.54 | 13.43
CZ0002430709 052 | 107 | 028 | 038 | 066 225 | 242 139.49 | 12.22 75
€Z0002430879 055 | 089 | 024 | 031 | 053 | 232 41
€Z0002430899 049 | 084 | 024 | 031 | 054 4.06 | 375 133.25 | 13.09 69
©Z0002430969 097 | 028 2.32 15719 | 8.95 72
€Z0002431029
€Z0002431159 0.55 150.95 | 12.78
©Z0002431209 0.60 2.32 2.08 |100.98 | 13.59
€Z0002431229 0.50
CZ0002431679
©Z0002432129 060 | 095 | 027 | 036 | 065 | 232 147.82 | 12.16
€Z0002432639 056 | 097 | 027 | 037 | 066 | 058 | 121 | 127 | 1.04 [12284]| 8.82 79
€Z0002432779 116 | 1.81 | 1.91 14.03 43
©Z0002432869 0.63 000 | 132 | 157 | 2.08 12.15 98
€Z0002433049 050 | 088 | 024 | 032 | 055 | 174 | 142 | 142 13.61 78
©Z0002433269 050 | 1.01 | 026 | 035 | 060 | 1.16 | 145 | 2.04 | 2.08 40
CZ0002433409 0.63 _ 174 | 134 | 1.71 94
CZ0002433449 054 | 082 | 024 | 030 | 054 | 174 | 055 | 097 140.54 | 10.39 97
©Z0002433649 048 | 094 | 027 | 035 | 063 | 232 | 133 | 152 | 208 [11763] 13.72 9%
€Z0002433759 1.06 | 028 | 0.38 | 067 170 | 1.96
CZ0002433789 052 | 095 | 026 | 034 | 059 | 058 | 179 | 1.80 15303 | 1363 | 80 |
©Z0002564149 3.10 155.11
€Z0002564329 12.42 43
CZ0002564349 297 | 343 12.10 56
©Z0002564699 1.07 76
CZ0002564729 41
CZ0002564739 40
CZ0002564849
CZ0002564939 218 | 3.38 | 2.08 12.23
©Z0002564949 162 | 2.36 | 2.08
CZ0002564959 3.63 139.49
CZ0002565029 134
CZ0002565039 2.32
CZ0002565089
CZ0002565099
CZ0002565209
CZ0002565239
CZ0002565249
CZ0002565309  wWiidbehtieyect 04 | 12076 | 11.72
CZ0002565369 344 | 2.08 |125.96 ]| 11.79
CZ0002565439
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Tabulka moZnych variant interpretace ketézniho stavu (subklinickych ketéz a klinické
ketozy) podle ukazateli v mléce s indikaci zavaZnosti stavu ve vazbé na mozné vysledky
indikace ketozy z kontroly uzitkovosti (pfedmét a vystup této certifikované metodiky
QJ1510339 RO1417 CM 34) a s ndznakem sméru moznych feSeni (Hanus et al., 2001).

Diagnostické indikaéni hodnoty acetonu v mléce (mg/1):

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

letni sezona) -

zeleny pas krmeni (letni <5 Sazg8 >8azl5 >15az30 >30
sezona) -
Interpretace:
Diagnéza zdrava mozny nastup méné zavazna zavazna mozZnost klinické
dojnice subklinické  subklinicka ketéza  subklinicka ketéza ketézy 4 “a 5™
ketézy 1°* 2" 3
rizika pfima i nepiima — vznik ketézy ~ zhorSeni plodnosti zhorSeni plodnosti a zhorSeni plodnosti,
dojivosti, posunuti  dojivosti i kvality
slezu, acidoza, mléka, posunuti slezu,
jaterni steat6za, acidoza, jaterni steat6za,
imunosuprese a imunosuprese a
mastitidy mastitidy
privodni jevy a pfiznaky — — snizeni piijmu snizeni piijmu snizeni piijmu krmiva,
krmiva, zvySeni tuku krmiva, zvySeni tuku pokles dojivosti, zvyseni
v mléce, ztrata v mléce, ztrata tuku v mléce, veétsi
kondice kondice ztrata kondice
klinické ptiznaky zvite uléha, trpi

nechutenstvim, ubyva
na hmotnosti, je
dehydratované, srst
ztraci lesk, pach dechu
po acetonu, zvite mize
v téz8ich piipadech i

uhynout
Ramcova preventivni a 1é¢ebna opatieni:

— preventivné preventivné zabranit preventivné zabranit preventivné zabranit
zabranit ztuénéni pred ztuénéni pred ztuénéni pred porodem,
ztunéni pfed  porodem, zvySeni porodem, lécebné  1écebné podani
porodem pfivodu energie podani propylenglykolu, pouziti

v krmeni, preventivni propylenglykolu, hepatoprotektivnich

zkrmeni pouziti preparatu, 1écebna

propylenglykolu hepatoprotektivnich nitrozilni a podkozni
preparatt aplikace glukozy a

inzulinu, atp.



