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Uvod

Negativni energetickd bilance (NEB) je béinym a zaroven obtizné fesSitelnym problémem stad
dojeného skotu. NEB se u dojnic objevuje nejcastéji po oteleni a v prvni fazi laktace, kdy dojnice nejsou
schopny pfijmout dostatecné mnoZstvi susiny, aby byly naplnény energetické pozadavky pro vysokou laktaci.
Dojnice tento nedostatek energie kompenzuji odbouravanim vlastni tukové tkané. Z tukovych zasob se
do krevniho obéhu uvolnuji neesterifikované mastné kyseliny (NEMK), které jednak slouzi jako zdroj energie
a jednak jsou pfimo zabudovavany do mlééného tuku. Vysoké koncentrace NEMK v krvi jsou ale pro
organismus Skodlivé. Pfi nedostatku energie nemohou NEMK dokoncit kompletni pfeménu na energii
a vstupuji do procesu ketogeneze, pti kterém se produkuji ketolatky. Ketolatky na jedné strané slouzi jako
alternativni zdroj energie, ale pokud se jich tvofi velké mnoiZstvi, dochdzi k subklinické ¢i klinické ketdze
(Duffield et al., 2009). Nadbytecné NEMK se také v jatrech preménuji zpét na triacylglyceroly, které jsou
odvadény do mimojaternich tkani. Jatra maji pro tento export ale omezenou kapacitu a pfi jejim prekroceni
dojde ke kumulaci triacylglycerold v jaternich burnkach, coz ¢asto vyusti v jaterni steatozu (Sejersen et al.,
2012). V neposledni radé jsou NEMK toxické pro imunitni bunky (LeBlanc, 2010), takZe jsou dojnice
nachylnéjsi ke vzniku rdznych infekci, pfedevsim mastitid nebo metritid. Bylo také prokazano, Zze vysoké
koncentrace NEMK brani spravnému zrani oocytd (Leroy et al., 2004), coZ spolu s ostatnimi disledky NEB
vede k poklesu reprodukéni vykonnosti. Koncentraci NEMK v krevnim séru Ize vyuzit pro pfimy odhad NEB,
pricemz jako hraniéni hodnota je uvadéna koncentrace vys$si nez 0,6 mmol/I v prvnich tydnech laktace (Van
Saun, 2016). Tato laboratorni metoda je vsak pfilisS ¢asové i finanéné narocnd a v chovatelské praxi proto
v podstaté ploSné nepouzitelna.

Nepfiznivé dopady NEB na zdravi, produkci i reprodukéni vykonnost dojnic vyzyvaji chovatele
i vyzkumnou sféru hledat zplsoby jejiho v€asného odhadu. Jednou z redlnych mozZnosti je vyhodnoceni
energetického stavu dojnice pomoci sloZzeni mléka. Na rozvoj NEB mohou poukazovat napf. vysoky obsah
tuku a vysoky pomér tuku a proteinu (T:P). Samotny T:P ale neni pfilis vhodnym indikdtorem zejména kvl
nizké specificité, tzn. vysokému vykazovani falesné pozitivnich vysledk(. Zvysenou energetickou zatéZz mohou
indikovat také ménici se obsahy nékterych mastnych kyselin (MK) mlé¢ného tuku. V tukové tkani dominuji
zejména kyselina palmitova (€16:0), stearova (C18:0) a olejova (C18:1, cis-9). Jak bylo popsano vyse, pfi NEB
dochazi k odbouravani tukové tkané a tim k nartstu koncentrace MK v krevnim obéhu v podobé NEMK. Takto
uvolnéné MK, zejména kyselina olejova, ktera pati do skupiny mononenasycenych MK (MUFA), jsou z velké
miry prenaseny z krve do mléc¢né Zlazy a jsou zabudovany do mlééného tuku (Tyburzcy et al., 2008). Lze proto
predpokladat, Ze jejich koncentrace odrdzeji aktudlni energeticky stav organismu.

Mezi zédkladni preventivni opatfeni vyskytu NEB patfi sprdvny management obdobi stani na sucho,
podpora pfirozenych mechanisml odbouravani nadbytecnych NEMK (naptiklad dostatek pfirozeného
pohybu) a podani umélych zdroji energie. Pro véasny léCebny zdsah u dojnic s podezienim na NEB se
vétsinou vyuZivaji dopliky s obsahem rychlych zdroji energie, napfriklad propylenglykol, ktery je rychle
absorbovan bachorem a konvertovdn na glukdzu, a ¢astecné, jesté pred absorpci, je metabolizovan na
propionat, ktery je hlavnim substratem pro glukoneogenezi. Déle se vyuzZivaji veterindrni 1éCivé preparaty na
ochranu jater a stimulaci traveni (napfiklad menbuton). V posledni dobé se mizZzeme setkat také s vyuZzitim
pfipravku obsahujicim antibiotikum monensin, ktery méni zastoupeni mikrobidlni populace v bachoru
a zvysuje podil bakterii produkujicich propionat.

Predkladana metodika vychazi z pfedchozich experimenti a jejich vyhodnoceni, které byly souéasti
projektu NAZV QK1910242 s nazvem ,Slozky mléka pro v€asné odhaleni negativni energetické bilance dojnic
v Casné laktaci”, a tykaly se monitoringu NEB. Plvodné bylo analyzovano velké mnozZstvi parametrd; byl
zjistovan metabolicky profil z krve a analyzovany slozky mléka prostrednictvim rozsiteného laboratorniho



rozboru mléka, kdy kromé zakladnich sloZek (tuk, protein, laktéza, susina atd.) jsou méreny také MK
mlécného tuku. Zaroven chovy, ve kterych probihalo sledovéni, byly vybaveny real-time analyzatorem, ktery
méri zakladni slozky mléka pfi kazdém dojeni. Pfi pocatecnich experimentech byla vyhodnocena vhodnost
nacasovani méreni parametrl mléka i krve, byl vyhodnocen vliv plemene na pribéh téchto parametri
(Stolcova et al., 2020, 2021a), vliv nddoje na NEB (Stolcova et al., 2023a) a v neposledni fadé byly hodnoceny
rozdily mezi rannim a vedernim nadojem (Stolcova et al., 2021b) a vliv stada (Stolcova et al., 2023b). Do finalni
metodiky byly diky tomu vybrany relevantni parametry dojnic v rané fazi laktace vhodné pro véasny odhad
NEB.

I. CIL METODIKY

Dojnice v NEB lze standardné identifikovat prostfednictvim méreni koncentraci NEMK v krvi a jejich
porovnanim s prahovou hodnotou. Tato metoda vsak vyZaduje opakované odbéry krve a naslednou financné,
organizacné i cCasové naroCnou laboratorni analyzu, proto je vchovatelské praxi v podstaté plosné
nepouzitelna. Cilem metodiky proto bylo popsat vyuZiti nepfimych indikator(l NEB, které jsou relativné
snadno a bez nutnosti vynaloZeni vysokych ndakladd dostupné, a prostfednictvim nichZ lze s vysokou
spolehlivosti odhalit NEB u dojnic v ¢asné fazi laktace. Na zakladé vlastni experimentalni prace bylo zjisténo,
Zze vhodnymi indikatory spliujicimi vySe popsané poZadavky jsou nékteré slozky mléka stanovované
prostfednictvim rozsifeného rozboru v ramci pravidelnych rozbor( pti provadéni kontroly mlééné uzitkovosti.

II. VLASTNI POPIS METODIKY

Metodika experimenti a vyhodnoceni dat

Experimentdlni sledovani dojnic plemene holstynského skotu ve dvou chovech (Stado 1, Stado 2)
probihalo v obdobi od srpna 2021 do ¢ervna 2022. Obé stada se nachdzeji ve Stfedoceském kraji. Ve Stadé 1
je chovano pfriblizné 130 dojnic a ve Stadé 2 je pfriblizné 300 dojnic plemene holstynského skotu. V dobé
konani experimentu dosahovala ve Stadé 1 uzitkovost 9 330 kg za normovanou laktaci a ve Stadé 2 byla
uzitkovost 9 870 kg. V obou stadech probiha dojeni 2x denné (3:00 a 15:00) v tandemové dojirné AfiMilk®
(S. A. E., Afikim, lzrael). Nadoje z kazdého dojeni jsou automaticky zaznamendvany pomoci dojirenského
softwaru AfiFarmTM, jehoZ soucasti je také systém AfiLab umozZiiujici méreni mléénych sloZek (tuk, protein
a laktéza) v redlném case (dale v textu a grafech souhrnné oznaceno jako AFI). V obou stadech se krmi
2x denné (3:00 a 15:00 se krmivo zaklada) smésnou krmnou davkou, kterd je nékolikrat denné prihrnovana
automatickymi pfihrnovaci krmiv. Dojnice v €asné fazi laktace jsou krmeny stejnou krmnou davkou zaloZzenou
na kukufi¢né silazi, vojtéskové sendzi, sené, koncentrovanych krmivech a mineralné vitaminovych doplficich.

Do samotného experimentu bylo zafazeno celkem 369 dojnic (Stddo 1 = 176 dojnic, Stado 2 = 193
dojnic) od 3. do 63. dne laktace. Obé stada byla sledovana vidy v ramci mési¢ni kontroly mlécné uZitkovosti
(KU). V den KU byly provedeny odbéry krevnich vzork( vidy ve stejny ¢as (mezi 7. — 10. hodinou). Mléko bylo
odebirdno separdtné z ranniho a odpoledniho dojeni. VSechny dojnice podstoupily dvé opakovana méreni
v pribéhu prvnich 9 tydnt laktace; prvni odbér mléka a krve (odbér 1) probéhl v obdobi od 3. do 35. dne
laktace a druhy odbér (odbér 2) byl proveden od 36. do 63. dne laktace.

Analyza vzorkd mléka probihala v Laborato¥i pro rozbor mléka v Brné p¥i Ceskomoravské spolegnosti
chovatelll a.s. metodou infradervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR). Ze zakladnich sloZzek
byly vyuZity obsahy tuku a proteinu a byl dopocitan T:P. Byly analyzovany také minoritni slozky mléka, z nichz



na zakladé predchozich experiment( byly do hodnoceni zafazeny MUFA a kyselina oktadecenova (€18:1%),
jejichZ obsahy v mlécném tuku jsou klicové pro odhad NEB. Zakladni slozky mléka a nadoj byly zaznamenany
také pomoci AFI. VSechny slozky mléka byly pro uUcely této metodiky pocitany jako denni prdmér.

Ze vzork( krve byly v Klinické laboratofi pro velka zvifata pfi Veterindrni univerzité v Brné pomoci
automatického biochemického analyzatoru méreny koncentrace NEMK pro vyhodnoceni rizik spojenych
s vyskytem NEB. Podle turovné NEMK byly dojnice rozdéleny do dvou skupin: dojnice bez NEB (NEBO) a dojnice
s NEB (NEB+), pricemz za hrani¢ni hodnotu pro pfimy odhad NEB byla povaZzovana hladina NEMK vyssi nez
0,6 mmol/I (podle Van Saun, 2016) v prvnich 35 dnech laktace.

Ze ziskanych dat byl vypocitan podil dojnic s NEB a dale byly pomoci dvouvybérového t-testu
zjistovany rozdily v nadoji a sloZeni mléka mezi skupinami NEBO a NEB+. Pro nazornost vlivu NEB na sloZeni
mléka v pribéhu rané laktace byly rozdily mezi skupinami dojnic pocitany zvlast pro odbér 1 a zvlast pro
odbér 2. Pro praktické moznosti vyuZiti klicovych parametrl pro odhad NEB byly sestrojeny Receiver
Operating Characteristic (ROC) krivky, které umoZznuji posoudit vypovidaci schopnost daného diagnostického
kritéria v zavislosti na senzitivité a specificité. Veskeré vypocty byly provadény pomoci softwaru IBM SPSS
Statistics (version 28.0.1.0). Zjednodusené grafické znazornéni metodického postupu je zobrazeno
na obrazku 1.

Obrazek 1: Grafické znazornéni metodického postupu

N N AN 4 ~ 7 ™~ N
[ Holstynske | | Vzorky | |’ Poradi odbérd || Analyzyvzorkd | | Skupiny podle |/ Vyhodnocenidat |
dOjnICE * Krev a mléko | = 1.odbér * Krev NEB » Cetnosti
« Podnik 1 * Pfi KU * 3. —35.den * NEFA « NEBO s Dvouvybérovy t-test
(N=176) * 2x v prvnich 60 laktace * Mléko * NEFA < 0,6 mmol/I pro porovnani
* Podnik 2 dnech laktace * 2. odbér * Nédoj v prvnich 35 dnech skupin NEBO a NEB+
(N=193) *36.-63.den « Tuk, protein, T:P laktace * ROC kfivky
itz « FTIR, AfiLab * NEB+
« MUFA, C18:1 « NEFA > 0,6 mmol/|
v prvnich 35 dnech
| laktace
,
Vysledky

Vysledky jsou zaméreny na zjisténi podilu dojnic s NEB v jednotlivych podnicich (1) a na rozdilech
sledovanych slozek mléka mezi stady (2) a mezi dojnicemi ve skupindch NEB+ a NEBO (3). Prakticky
nejprinosnéjsim vysledkem je zjisténi moznosti diagnostiky NEB pomoci vybranych slozek mléka (4).

1V nadem pfipadé byla méfena celkova C18:1, protoZe pouZity FTIR analyzator nedokéZe separovat C18:1, cis-9, ktera
vsak tvofi zhruba 95 % vsech izomer( C18:1.



Podil dojnic s NEB

Z celkovych 369 dojnic bylo 77 NEB+; ve Stadé 1 bylo 36 dojnic NEB+ a ve Stadé 2 pak 41 dojnic.
Pro prehlednost je na grafu 1 zobrazen i procentuaini podil dojnic NEB+, ktery byl u obou stad prakticky stejny
(20 % ve stadé 1 a 21 % ve stadé 2).

K dispozici je jen malo studii, které by se v minulosti zamérovaly na monitoring vyskytu NEB u dojnic.
Napftiklad ve Velké Britanii, kde v letech 2006 az 2015 autofi sledovali vice nez 84 tisic dojnic z 1748 farem,
byl vyskyt NEB u dojnic v prvnich 20 dnech laktace 40 % (Macrae et al., 2019). V nasich predchozich
experimentech, kde byla porovnavana dvé plemena dojenych krav, se NEB v prvnich dvou tydnech laktace
objevila u 20 % dojnic ¢eského strakatého plemene a u 50 % holstynskych dojnic (Stolcovd et al., 2021a).

Graf 1: Podil dojnic ve skupinach NEBO a NEB+ ve dvou sledovanych stadech

stado

NEBO NEB+ NEBO NEB+
NEB

Rozdily v klicovych parametrech podle stada

Byly stanoveny rozdily v dennim nddoji a slozkach mléka, které hraji roli v predikci NEB, pficemz
zakladni statistické Udaje jsou uvedeny v tabulkach 1 a 2. Mezi stady byl zfejmy statisticky vyznamny rozdil
v absolutnich hodnotach vétsiny danych parametr(i. Rozdily mezi stady nebyly pozorovany v dennim nadoji.
Odlisné hodnoty sloZzek mléka jsou dany zejména mezipodnikovymi rozdily v pouzZivanych krmivech
a genetickém zaloZeni zvirat. DalezZitéjsi nez rozdily v absolutnich hodnotach slozek mléka je jejich vyvoj
v Case a vztah ke koncentracim NEMK v krvi. Obecné lze fict, Ze vyvoj sloZzek mléka v pribéhu laktace je stejny
bez ohledu na stddo a podobné jsou i vztahy kli¢ovych sloZzek mléka k NEMK v krvi.

Obsah tuku, MUFA a C18:1 se na zacatku laktace v dlsledku nedostateéného pfijmu energie
a zaroven vyuzivani vSech zdrojl pro udrZzeni vysoké produkce zvysuje. Zdravé dojnice brzy zacnou pfijimat
dostatek susiny a za¢nou optimalné vyuZivat zdroje energie a obsah zmifilovanych MK postupné klesa. Obsah
jinych MK (de novo tvorené MK s kratkym fetézcem) naopak zacéne rist, proto se obsah tuku jako takového
v Case ptilis ménit nemusi. Vztahy mezi MK a NEMK jsou dany energetickym metabolismem a ¢im vice se
odbourava rezervni tukova tkan, tim je koncentrace NEMK v krvi vyssi, a spolu s tim narGstaji také hladiny
MK v mlééném tuku (Stolcova et al., 2023b).



Tabulka 1: Rozdily ve slozkach mléka ve stadé 1 a 2 v obdobi od 3. do 35. dne laktace

Parametr stado N Prameér SD SEM

tuk % (Afi) 1 175 3,44 0,720 0,054
2 190 4,09 0,937 0,068

protein % (Afi) 1 175 2,82 0,380 0,029
2 190 3,31 0,420 0,030

tuk % (KU) 1 166 3,750 0,953 0,074
2 192 4,26 0,797 0,058

protein % (KU) 1 166 3,32 0,335 0,026
2 192 3,40 0,394 0,028

, 1 166 1,09° 0,333 0,026

MUFA (g/100 g mléka) 2 163 1,32 0,326 0,026
, 1 166 1,03 0,338 0,026

C18:1 (/100 g mi€ka) 2 163 1,250 0,352 0,028
P Af) 1 175 1,240 0,287 0,022
2 190 1,280 0,425 0,031

P (KU) 1 166 1,130 0,268 0,021
2 192 1,260 0,200 0,014

L 1 176 36,4 9,465 0,714
denni nadoj 2 193 35,9 8,215 0,591

* SD = smérodatna odchylka, SEM = standardni chyba priméru, a, b stada se vyznamné lisi (p < 0,001)

Tabulka 2: Rozdily ve slozkach mléka ve stadé 1 a 2 v obdobi od 36. do 63. dne laktace

Parametry mléka stado N Pramér SD SEM
tuk % (Afi) ; 182 ?ii 8?82 ggig
protein % (Afi) ; 182 g:gz: 8:4232 gigii
tuk % (KU) ; gg gﬁﬁ: 8::82 8:822
protein % (KU) ; gg g:(l)z 8:;?3 8:81:
MUFA (g/100 g mléka) ; 12: 8:2;2 8:123 8:851
C18:1 (g/100 g mléka) ; zg 8:21: 8:;?? 8:812

1 169 1,162 0,239 0,018
T:P (Afi) 2 193 0,940 0,317 0,023
1 175 1,032 0,201 0,015
T:P (KU) 2 193 1,14b 0,169 0,012
denni nadoj ! 76 v iy o
2 193 40,9 8,524 0,614

* SD = smérodatna odchylka, SEM = standardni chyba prliméru, a, b stdda se vyznamné lisi (p < 0,001)
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Rozdily v klicovych parametrech podle NEB

V tabulkach 3 a 4 jsou zobrazeny rozdily ve sloZzeni mléka u dojnic NEB+a NEBO. Je patrné, Ze v prvnich
35 dnech laktace jsou témér vSechny slozky, kromé proteinu, signifikantné vyssi u dojnic NEB+. V dalsi fazi
laktace rozdily jiz nebyly zaznamenany. Toto zjiSténi napovida, ze klicové pro véasny odhad a prevenci NEB
a jejich komplikaci bude pravé obdobi prvnich 5 tydn( laktace, kdy se NEB objevuje nejcastéji. Pfi NEB se
nejprve ve zvysené mire do krve dostavaji MK plivodem ze zasobni tukové tkané zvirete, které se poté stavaji
soucasti mlééného tuku, co? je pfic¢inou rozdil v obsahu tuku, T:P a mastnych kyselin mlécného tuku mezi
dojnicemi NEB+ a NEBO.

Pomérné zajimavé bylo zjisténi, Ze rozdily v dennim nadoji mezi skupinami dojnic NEB+ a NEBO nebyly
statisticky vyznamné, ackoli obé stada lze zaradit mezi vysokoprodukéni. V dobé kondni experimentu
dosahovala ve Stadé 1 uzitkovost 9 330 kg za normovanou laktaci a ve Stadé 2 byla uzitkovost 9 870 kg. Tyto
vysledky ndm umoznily porovnavat dojnice bez nutnosti zohlednit rozdily v denni dojivosti. Vysoka produkce
mléka byva ve vztahu ke vzniku NEB povaZovana za rizikovy faktor. Rizikovost vysoké produkce tkvi pfedevsim
v tom, Ze vysokouzitkové dojnice maji obecné vyssi metabolickou zatéz a zalezi pak spise na kazdém jedinci,
zda a jak se s touto zatézi dokaze jeho organismus vyporadat. Zasadni vliv na rozvoj NEB vSak ma individudlni
schopnost prijmu dostate¢ného mnozstvi krmiva k pokryti energetickych pozadavkd pro vysokou laktaci.

Tabulka 3: Rozdily ve slozkdch mléka u krav s NEB+ a NEBO v obdobi od 3. do 35. dne laktace

Parametry mléka NEB N Primér SD SEM

ke % (A NEBO 288 3,640 0,80 0,05
NEB+ 77 4,28 1,08 0,12

, , NEBO 288 3,09 0,49 0,03
protein % (Afi) NEB+ 77 3,03 0,40 0,05
ke % (KU) NEBO 285 3,87 0,85 0,05
NEB+ 73 4,63 0,89 0,10

. NEBO 285 3,35 0,34 0,02
protein % (KU) NEB+ 73 3,44 0,46 0,05
N S, NEBO 262 1,122 0300 0,020
NEB+ 67 1,510 0360 0,040
, NEBO 262 1,06° 0320 0,020
CILEL g s =) NEB+ 67 1,460 0360 0,040
P A NEBO 288 1,212 0,33 0,02
NEB+ 77 1,440 0,43 0,05

NEBO 285 1,160 0,23 0,01

TP (KU) NEB+ 73 1,350 0,23 0,03
i NEBO 292 36,5 8,68 0,51
NEB+ 77 34,7 9,27 1,06

* SD = smérodatnd odchylka, SEM = standardni chyba prliméru, a, b skupiny NEBO a NEB+ se vyznamné lisi
(p <0,001)
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Tabulka 4: Rozdily ve sloZzkach mléka u krav s NEB+ a NEBO v obdobi od 36. do 63. dne laktace

Parametry mléka NEB N Pramér SD SEM
, NEBO 286 3,18 0,65 0,04

ke % (Af]) NEB+ 76 3,17 0,72 0,08
G NEBO 286 3,18 0,61 0,04
NEB+ 76 3,14 0,58 0,07

NEBO 292 3,37 0,61 0,04

270180 NEB+ 76 3,38 0,57 0,07
P—— NEBO 292 3,12 0,25 0,01
NEB+ 76 3,03 0,26 0,03
, NEBO 268 0,91 0170 0,010
MUFA (g/100 g miéka) NEB+ 75 0,98 0220 0,020
, NEBO 268 0,86 0210 0,010
C18:1 (/100 g mi€ka) NEB+ 75 0,93 0230 0,030
P (Af) NEBO 286 1,04 0,30 0,02
NEB+ 76 1,05 0,31 0,04

NEBO 292 1,08 0,19 0,01

T:P (KU) NEB+ 76 1,12 0,20 0,02
it NEBO 292 40,7 8,62 0,50
NEB+ 77 41,7 10,60 1,21

* SD = smérodatna odchylka, SEM = standardni chyba priméru

ROC ktivky pro odhad NEB

Pro praktické moznosti vyufziti klicovych parametr( pro odhad NEB byly sestrojeny ROC kfivky, coz je
grafické vyjadreni, které umoZzniuje posoudit vypovidaci schopnost daného diagnostického kritéria v zavislosti
na senzitivité (pravdépodobnost spravné predikce pozitivniho vysledku) a specificité (pravdépodobnost
spravné predikce negativniho vysledku). V idealni situaci by byla senzitivita = 1, a 1 — specificita = 0 (tzn.
0% zachyt falesné pozitivnich pfipadd). V takovém pfipadé by model 100% spravné predpovidal pozitivni
i negativni pripady. Jako kritérium pro hodnoceni kvality (diagnostické presnosti) ROC kfivky mlze byt pouzit
vypocet plochy pod kfivkou (Area Under Curve, AUC). Obecné plati, Ze hodnota AUC 0,5 (tj. diagonala
(Reference Line)) naznacuje neschopnost diagnostikovat jedince s danym zdravotnim problémem pomoci
tohoto testu. Hodnoty 0,7 az 0,8 se povazuji za pfijatelné, 0,8 az 0,9 za vynikajici a vice nez 0,9 za prakticky
dokonalé (Mandrekar, 2010). Jako dalsi statistika je vyuzivan Giniho koeficient (2*AUC - 1), jehoz ucelem je
normalizovat hodnotu AUC tak, aby kvalita testu podobnd nahodé méla hodnotu 0 a perfektni test mél
hodnotu 1.

Krivky byly v pfipadé této metodiky sestrojeny jen pro dojnice v obdobi od 3. do 35. dne laktace,
jelikoZ v pozdéjsi fazi laktace jiz nebyly pozorovany rozdily ve slozeni mléka mezi dojnicemi NEB+ a NEBO
a diagnostika by logicky selhdvala. ROC analyza byla provedena jak u vSech dojnic dohromady bez ohledu
na stado, tak i u dojnic pro kazdé stado zvlast. Jako diagnostické markery, které by mély nejlépe odrazet
energeticky stav jedince, byly vybrany T:P (jak z KU, tak i z AFI), MUFA a C18:1. Obsah tuku samotného se
u dojnic ve skupiné NEB+ a NEBO také lisil, ale jeho pouziti v ROC analyze nevykazovalo diagnosticky potencial,
proto s nim dale nebylo pocitano.
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ROC kfivka a odhad NEB pro dojnice z obou stdd dohromady

Na grafu 2 je vidét ROC kfivka sestrojend pro vSechny dojnice bez ohledu na stddo (Nnes+ = 66,
Nneso = 258, Nmissing® = 45). V tabulce 5 jsou vysledky ROC analyzy, z nichZ vyplyvd, Ze T:P z AFI neni pfili§
vhodnym ukazatelem pro diagnostiku NEB (AUC = 0,6 a Giniho koeficient = 0,3). O néco lépe je na tom T:P
z klasického laboratorniho rozboru mléka pfi KU, ktery je podle kritérii ROC analyzy (AUC = 0,7) pfijatelnym
indikatorem. V literature se lze setkat s odhadem NEB pomoci T:P, pficemz nejcastéji se za hrani¢ni hodnoty
povazuje T:P vyssi nez 1,5 nebo 1,3. Vyuzivani samotného poméru T:P pro odhalovani NEB bohuzel neni pfilis
spolehlivé, jelikoZ vysledky jsou Casto falesné pozitivni. To je zplsobeno tim, Ze vysoky pomér T:P sice
namérime v mléce s vysokym obsahem tuku a soucasné normalnim obsahem bilkovin, kdy je na viné
mobilizace télesného tuku pti NEB, ale vysoky T:P mUze byt také v mléce s normalnim obsahem tuku a nizkym
obsahem bilkovin, a pak je problém potreba hledat ve vyzivé dojnic.

Za vynikajici diagnostické markery lze povazovat MUFA a C18:1 (AUC 2 0,8, Giniho koeficient 2 0,6).
Kromé zjisténi vhodnosti jednotlivych sloZzek mléka pro odhad NEB, Ize pomoci soufadnic ROC? kFivek stanovit
také hranic¢ni hodnoty (cut-off) indikatoru, coZ je hlavni zplsob jejich vyuZiti pro praxi. Stanovovat hranicni
hodnoty méa smysl pouze u ukazatell, které maji AUC = 0,8. Z ROC krivky na grafu 2 a tabulky 5 tedy vyplyva,
Ze pokud bychom chtéli v praxi dosahnout odhaleni 80 % dojnic NEB+ za pomoci MUFA (tj. 80% senzitivita),
bude to za cenu, Ze 36 % pripadd bude falesné pozitivnich (model je oznaci jako NEB+ pozitivni, ale
ve skutecnosti budou tyto dojnice zdravé, tj. specificita = 64 %). Pokud bychom vyuZili C18:1, tak pro 80%
senzitivitu bude platit 62% specificita, tedy ze 38 % dojnic bude fale$né pozitivnich NEB+. Hrani¢ni hodnoty,
které by bylo mozné pouZit pro 80% zachyt NEB, jsou v ptipadé MUFA > 1,20 g/100 g mléka a v pripadé
C18:1>1,11 g/100 g mléka. Nicméné je potfeba dodat, ze absolutni hodnoty slozek se v jednotlivych stadech
mohou lisit, takZe je obtizné tyto zavéry generalizovat, dokud nebudou k dispozici data z vice chovd.

2 Nmissing jsou chybéjici idaje — ROC analyza pracuje tak, Ze jakmile chybi jakdkoli proménn4, tak nelze poéitat dal a
musi se vyradit cely pripad (dojnice).
3 soufadnice vzhledem ke svému rozsahu (MS Excel o 1200 Fadcich) nejsou uvedeny
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Graf 2: ROC krivka pro diagnostiku NEB pomoci parametri z mléka u dojnic v obdobi od 3. do 35. dne
laktace pro obé stada dohromady
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Tabulka 5: AUC, Giniho koeficient, hrani¢ni hodnoty (cut-off) pro 80 % zachyt pozitivnich pfipadi NEB
a podil falesné pozitivnich pfipadt pro jednotlivé slozky mléka

Giniho Cut-off pro 80% Podil faleSné
Parametr AUC . . . v 1. S
koeficient zachyt pfipada pozitivnich (%)
T:P (Afi) 0,646 0,291 1,06 66
T:P (KU) 0,727 0,454 1,16 50
C18:1 (g/100 g mléka) 0,799 0,598 1,11 38
MUFA (g/100 g mléka) 0,808 0,616 1,20 36
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ROC krivky a odhad NEB pro dojnice z kaZdého stdda zvldst

Protoze byly zjistény rozdily mezi stady, tak ROC kfivky byly sestrojeny také pro kazdé stado zvlast
u dojnic v obdobi od 3. do 35. dne laktace (grafy 3 a 4). Pro stddo 1 (Nnes+ = 32, Nneso = 133, Nmissing = 11) i pro
Stado 2 (Nnes+ = 34, Nneso = 125, Nmissing = 34) plati, Ze pro diagnostiku NEB jsou nejvhodnéjsimi parametry
MUFA a C18:1 (AUC = 0,8, Giniho koeficient > 0,6).

Z ROC kfivky v grafu 3 a z tabulky 6 prakticky vyplyva, Ze pokud bychom chtéli dosdhnout ve stadé 1
odhaleni 80 % dojnic NEB+ za pomoci MUFA (tj. 80% senzitivita), tak to bude za cenu, Ze 35 % pripadl bude
faleSné pozitivnich (tj. specificita = 65 %). Pokud bychom vyuzili C18:1, tak pro 80% senzitivitu bude platit
53% specificita, tedy Ze 47 % dojnic bude falesné pozitivnich. Takto vysoky podil falesné pozitivnich vysledk
neni Zzadouci, proto pro diagnostiku NEB bychom v tomto pfipadé volili pouze MUFA. Hrani¢ni hodnoty, které
by chovatel pouzil pro 80% zachyt NEB, jsou v pfipadé MUFA > 1,09 g/100 g.

Ve stadé 2 (graf 4 a tabulka 6) byla situace ponékud priznivéjsi a Ize pro diagnostiku NEB vyuZit MUFA
i C18:1. Pokud bychom chtéli ve stadé dosahnout odhaleni 80 % dojnice NEB+ za pomoci MUFA (tj. 80%
senzitivita), tak to bude za cenu, Ze 29 % pfipadl bude falesné pozitivnich (tj. specificita = 71 %). Pokud
bychom vyuzili C18:1, tak pro 80% senzitivitu bude platit 70% specificita, tedy ze 30 % dojnic bude falesné
pozitivnich. Hrani¢ni hodnoty, které by chovatel pouzil pro 80% zachyt NEB, jsou v pfipadé
MUFA > 1,35 g/100 g a pro C18:1 > 1,28 g/100 g mléka.

Graf 3: ROC kfivky pro diagnostiku NEB pomoci parametrd z mléka u krav v obdobi od 3. do 35 dne
laktace pro stado 1
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Graf 4: ROC krivky pro diagnostiku NEB pomoci parametrti z mléka u krav v obdobi od 3. do 35 dne
laktace pro stado 2

ROC Curve

10 Source of the

Curve
—T:P. {KU)
—T:P (Afi)
—MUFA (g/100
g mléka?

. C18:1 (g/100 g
mléka)

— Reference Line

038

06

Sensitivity

04

0.2

00

0,0 02 04 06 038 1,0
1 - Specificity

16



Tabulka 6: AUC, Giniho koeficient, hrani¢ni hodnoty (cut-off) pro 80 % zachyt pozitivnich pfipadi NEB
a podil fale$né pozitivnich pfipad pro jednotlivé diagnostické parametry a pro kazdé stado zvlast

Giniho Cut-off pro 80% Podil falesné
Parametr AUC koeficient zachyt pripada pozitivnich (%)
Stado 1
T:P (Afi) 0,587 0,173 1,05 70
T:P (KU) 0,737 0,475 1,11 48
C18:1 (g/100 g mléka) 0,798 0,597 1,00 47
MUFA (g/100 g mléka) 0,823 0,645 1,09 35
Stado 2
T:P (Afi) 0,700 0,401 1,0 69
T:P (KU) 0,713 0,426 1,2 48
C18:1 (g/100 g mléka) 0,812 0,625 1,28 30
MUFA (g/100 g mléka) 0,815 0,630 1,35 29

Zavér

Na zakladé vsech vyse uvedenych vysledk( je mozné konstatovat, Ze pro diagnostiku NEB v prvnich
35 dnech laktace Ize s dobrou Uspésnosti vyuzivat obsahy mlécnych MUFA, a z ¢asti také C18:1, a to pro obé
posuzovana stada dojnic plemene holstynského skotu. Ocekdvany podil falesné pozitivnich vysledkl se
v ramci této metodiky pohyboval od 29 do 36 % pro MUFA, a od 30 do 47 % v pro C18:1. Pro smyslupiny
odhad NEB se tedy jevi vyuziti zejména obsahl MUFA. Pomérné snadno Ize pomoci soutradnic ROC kfivek
také zjistit hrani¢ni hodnoty pro diagnostiku NEB. V pfipadé této metodiky po vyhodnoceni vysledk( dojnic
z obou stad dohromady byla pro obsah MUFA zjisténa hrani¢ni hodnota >1,20g/100g a pro obsah
C18:1>1,11 g/100 g mléka. Je nutné podotknout, Ze absolutni hodnoty jednotlivych slozek mléka se mezi
stady ve vétsiné pripadu lisi, proto by bylo vhodné stanovovat hrani¢ni hodnoty vZdy pro kazdé stado zvlast
(nebo pripadné experimentalné ovérit limitni hodnoty na vice stadech).
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III. SROVNANIi NOVOSTI POSTUPU

Pfedlozend metodika je zaloZzena na znalosti a wvyuZiti principl metabolickych déja
u vysokoprodukénich dojnic v ¢asné fazi laktace, kdy dochazi k pomérné castému vyskytu NEB. Z vysledki
mnoha predchozich studii je zndmo, Ze tento energeticky stav je pfi¢inou fady zdravotnich poruch
s negativnim dopadem na rentabilitu chovu a dobré Zivotni podminky zvifat. Mnohem méné je vSak zndmo
o moZnostech a zpUsobech identifikace jedincl, u kterych se NEB projevuje. Objektivni metodou, na které se
shoduje vétsina odbornik(, je odhalovani vyskytu NEB na zakladé vysledkd krevnich testl a zejména
koncentrace NEMK. ProtoZe vSak tato metoda slouzi zejména pro experimentalni Ucéely a v chovatelské praxi
je v podstaté nepouzitelnd, je tfeba hledat snadnéji dostupné indikatory, pomoci kterych Ize — byt nepfimo —
NEB odhalit. Tato metodika vyuzivda zmén v obsahu nékterych slozek mléka, zejména MK, u dojnic NEB+, cozZ
bylo dosud pfredmétem pouze nékolika zahranic¢nich studii, které byly realizovany u dojnic chovanych v jinych
produkénich podminkéach, ne? je b&iné v CR. Ziskdvani informaci o koncentracich MK prostiednictvim
rozsiteného rozboru mléka v akreditované laboratoti pro rozbor mléka v ramci KU je pak spolu s vyuZitim
ROC kfivek (senzitivity a specificity) a naslednou mozZnosti stanoveni prahovych hodnot nékterych MK
pro podminky konkrétniho stada zcela novy koncept, ktery dosud v CR nebyl uplatnén.

IV. POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika je uréena chovatelidm zejména holstynskych dojnic a poradciim v oblasti chovu skotu, kterym
poskytne zdkladni i nové informace o NEB a moznostech jejiho véasného odhaleni. Své uplatnéni najde
zejména ve vysokouzitkovych chovech, kde jsou problémy s NEB v soucasnosti pomérné castym jevem.
Aplikace v metodice uvedenych postupl umozni uzivatelim vcasnou a jednoduchou diagnostiku NEB pomoci
vybranych slozek mléka, jejichZ analyza probiha pfimo pfi KU a je tak snadno a s malymi ndklady dostupnd
pro vSechny chovy do této kontroly zapojené. Véasnd prevence Ci |écba NEB zamezi dalSimu prohlubovani
NEB a tim i vzniku zdravotnich problémd, jakymi jsou ketdza, jaterni steatéza a vyssi rizika infekci mlééné
Zlazy ¢i reprodukcnich organ(, které s NEB Uzce souviseji. Dlouhotrvajici a hluboka NEB a souvisejici
onemocnéni vedou také k vyraznym problémUm s produkci a reprodukci, coZ se negativné promitne
do celkové rentability stad. EfektivnéjSim vyhleddnim a vc€asnou lé¢bou NEB lze tak ocekavat snizeni
celkovych nakladu ve stadech dojného skotu.
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V. EKONOMICKE ASPEKTY

Realizaci v metodice popsanych opatieni vedoucich k véasnému odhaleni NEB u dojnic dojde k situaci,
kdy bude véasna lécba zahdjena u vétsiho podilu dojnic ve stadé a do urcité miry se tedy zvysi veterinarni
naklady. Dale je nutné zapocist i naklady na rozsifenou KU. Zaroven se vSak méné dojnic dostane do hluboké
NEB, coZ se projevi v nizSim vyskytu zavainych zdravotnich poruch a vyrazné tak budou redukovany
produkéni i ekonomické ztraty.

V chovu dojnic je zapotiebi pocitat s ndklady na rozsSitenou KU pro stanoveni MK v mléce, které
v soucasnosti €ini priblizné 13 K¢ na jeden vzorek, resp. na jednu dojnici pfi jedné KU. Pomoci ROC kfivek
(obsahu MUFA v mléce) Ize odhalit 80 % dojnic s NEB (senzitivita), u kterych bude zahajena Iécba, zatimco
u zbylych 20 % dojnic s NEB tento stav odhalen neni. Incidence NEB byva priimérné 20 az 50 % z celkového
poctu dojnic, v naSem modelu proto uvazujeme se stfedni hodnotou, tj. s 35 % dojnic NEB+. Zaroven podle
uvedenych ROC krivek bude urcité procento indikovano jako falesné pozitivni. Podle vysledki se tento podil
pohyboval mezi 29 az 36 %. Ve stadé o velikosti 340 dojenych krav (tj. primérny pocet dojnic ve stadé
zapojeného v CR do KU) budou ¢&init ndklady na roziifenou KU (stanoveni MK) pfiblizné 53 tis. K& za rok.
Ve stejném stadé se NEB vyskytne u 119 dojnic (35 %) a 134 aZ 149 dojnic bude IéCeno. Z téchto dojnic bude
95 skutecné NEB+ (80 % ze 119) a zbylych 39 aZ 54 dojnic (29 % ze 134, resp. 36 % ze 149) bude falesné
pozitivnich, tj. budou IéCeny i ptesto, Ze jsou zdravé.

Dojnicim s podezienim na NEB je podavano lééivo ¢i krmny doplnék, jehoZ cena se mize lisit podle
pouZitého typu. Z dostupnych informaci o cenach 1éciv a doplnk( Ize odhadnout dodatecny naklad na 400 K¢
na lécenou dojnici, coz v modelovém stadé predstavuje zvyseni rocnich nakladl o 54 aZ 60 tis. K¢. Spolecné
s ndklady na rozsifenou KU lze tedy uvaZovat s vy$Simi ro¢nimi naklady o 107 az 113 tis. K¢, coZ v prepoctu
znamena o 315 az 332 K¢ vyssi veterinarni ndklady na jednu dojnici zakladniho stada za rok.

U 95 dojnic se vSak v€asnym podanim lécCiva zabrani propuknuti dalSich onemocnéni, které s NEB Uzce
souvisi, ¢imzZ se eliminuji produkéni a tim i ekonomické ztraty. Pokud by dojnice nebyly véas zaléceny, je
vysoké riziko vyskytu zdravotnich poruch, jakymi jsou ketdza, jaterni steatdza a rlizné druhy infekci, véetné
mastitid. Dle rlznych literarnich pramen( (napf. Kvapilik, 2014) Ize odhadovat, Ze v dUsledku téchto
onemocnéni mlze produkce mléka poklesnout az o 500 litrd mléka na dojnici za rok a veterinarni naklady
narostou aZz o 3 %. Pfi soucasnych vykupnich cenach mléka cca 10 K¢ za litr je moZné odhadnout zvySeni trzeb
z prodeje mléka v dUsledku eliminace onemocnéni na 5 000 K¢ na vylééenou dojnici za rok, resp. na 475 tis.
K¢ na stado a rok. Eliminace nadbytecnych veterinarnich naklad( z dlivodu neléceni dojnic by predstavovalo
pti prmérnych veterinarnich nakladech 3 838 K¢ na dojnici a rok (za rok 2022, Syr(icek et al., 2023) nizsi
naklady o 115 K¢ na vylécenou dojnici za rok, resp. o 11 tis. K¢ ve stadé za rok.

Celkové Ize ekonomicky pfinos realizovanych opatfeni v jednom chovu s primérnym poctem 340
dojenych krav zakladniho stada dle vyse uvedenych vypoctli odhadnout na 373 az 379 tis. KC. Pfi realizaci
opatreni u 50 prdmérnych zemédélskych podnik( s chovem dojeného skotu (17 tis. kust dojenych krav, tj.
cca 5 % populace dojenych krav v CR) by roéni ekonomicky pfinos mohl byt cca 19 mil. K¢.
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VIII. SEZNAM ZKRATEK A POJMU

AFI

AUC

C16:0
C18:0
ci1s8:1
C18:1, cis-9
cut-off

FTIR
klicové parametry
KU

MK

MUFA

NEB

NEB+
NEBO
NEMK

ROC

T:P

dojirensky softwar AfiFarm™, jehoZ soucasti je také systém AfiLab pro méfeni slozek
mléka

Area Under Curve (plocha pod kfivkou)

kyselina palmitova

kyselina stearova

kyselina oktadecenova

kyselina olejova

hrani¢ni hodnota indikatoru pro diagnostiku

infradervené spektroskopie s Fourierovou transformaci

obsahy MUFA a C18:1 v mlécném tuku, které jsou klicové pro uréeni NEB
kontrola mlé¢né uZitkovosti

mastné kyseliny

mononenasycené mastné kyseliny

negativni energeticka bilance

dojnice s vyskytem NEB (koncentrace NEMK > 0,6 mmol/I)
dojnice bez vyskytu NEB (sérova koncentrace NEMK < 0,6 mmol/l)
neesterifikované mastné kyseliny

Receiver Operating Characteristic (analyza umoznujici posoudit vypovidaci schopnost
daného diagnostického kritéria v zavislosti na senzitivité a specificité)

pomér mlééného tuku k mléénému proteinu
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