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1 UVOD

V intenzivnich systémech chovu dojeného skotu jsou dojnice na pocatku laktace
vystaveny velké zatézi. Prudce narustajici vydej energie v disledku nastupujici produkce mléka
neni kompenzovan dostate¢nym piijmem energie z krmiva a dojnice se dostavaji do negativni
energetické bilance (NEB). Stav lze povazovat za fyziologicky a dojnice jsou schopny
do znacné miry nedostatek energie kompenzovat mobilizaci vlastnich tukovych rezerv.
Intenzivnim a jednostrannym $lechténim na mlé¢nou uzitkovost v minulosti se vsak energeticky
nevyvazeny stav ndsledkem zvySené produkce mléka prohloubil a prodlouzil mimo
organismem tolerované hranice. NEB se stala jednou z hlavnich pfi¢in zhorSeného zdravotniho
stavu, snizeni reprodukcni vykonnosti 1 zkraceni produkéniho véku dojnic, coz se vyznamné
promité i do celkové ekonomiky chovu.

Predpokladem uspésného snizeni rizik spojenych s NEB je jeji v€asné odhaleni pomoci
pfimych ¢i nepfimych indikatort. Pfimy odhad zaloZeny na hodnoceni sérovych koncentraci
urcitych parametrti energetického profilu je vSak pracny a ekonomicky naro¢ny, proto je snahou
najit vhodngjsi a 1épe v praxi vyuzitelné nastroje pro nepiimou indikaci NEB. Soucasné
moderni vybaveni laboratofi pro rozbor mléka umoziuje stanoveni velkého poctu parametrt,
mezi nimi i jednotlivé mastné kyseliny mlé¢ného tuku. Ukazuje se, Ze nékteré mastné kyseliny
nebo skupiny mastnych kyselin by mohly mit silny vztah k pfimym indik4torim NEB a existuje
tedy potencial jejich vyuziti pro nepfimou indikaci NEB. V¢asna identifikace zvifat s hluboce
narusenou nebo dlouhotrvajici NEB umozni zlepSit zdravotni stav a pohodu zvifat, snizit rizika
poruch reprodukce, omezit uzivani léciv a zlepsit tak ekonomiku produkce mléka.

Cilem predkladané disertacni prace je stanoveni ptimych a nepfimych indikatord NEB,
dale jejich porovnani mezi dvéma plemeny dojeného skotu a mezi skupinami dojnic
vytvofenymi podle vyskytu a hloubky NEB, a nakonec stanoveni vztahli mezi pfimymi

a nepfimymi indikatory a nastinéni moznosti odhadu NEB.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Negativni energeticka bilance (NEB)

U krav v obdobi okolo porodu (typicky obdobi 3 tydny pted az 3 tydny po porodu,
tzv. tranzitni perioda) dochdzi k mnohym metabolickym a hormondlnim zménam,
které odrazeji narGstajici energetické pozadavky zplsobené rlstem plodu a naslednym
nastupem laktace (Arfuso et al. 2016). VétSina dojnic v ¢asné laktaci navic neni schopna
piijmout dostate¢né¢ mnozstvi susiny pro pokryti potieb vysoké mlécné produkce (Roche et al.
2013). U dojnic se tak objevi uréity stupen negativni energetické bilance (NEB), ktera je do jisté
miry fyziologickym stavem. Intenzivnim a jednostrannym §lechténim na mlé¢nou uzitkovost
v minulosti se vSak NEB prohloubila a prodlouzila mimo organismem tolerované hranice. NEB
se tak stala jednou z hlavnich pfi¢in zhorSeného zdravotniho stavu, snizené reprodukcni
vykonnosti i zkrdceni produkéniho véku dojnic, coz se vyznamné promita i do celkové

ekonomiky chovu.

2.1.1 Metabolické zmény pii NEB

ZvySena potieba glukdzy v mlécné zldze, zejména jako zakladniho zdroje pro syntézu
laktozy, vede ke zvysSeni glukoneogeneze a glykogenolyzy v jatrech a snizeni vyuziti glukozy
ostatnimi tkanémi (Weber et al. 2013). Glukoneogeneze je tvorba glukézy z necukernych
zdroji. Hlavnimi prekurzory pro syntézu glukézy jsou propionat vznikly bachorovou
fermentaci krmiva (70 %), laktat (15-20 %), aminokyseliny (10-15 %, zejména alanin)
a glycerol (24 %) vznikly lipolyzou (Larsen & Kristensen 2009). Dostupnost propionatu je
zéavisla na piijmu krmiva, ktery je v obdobi okolo porodu a pii NEB nedostate¢ny, proto se
pro glukoneogenezi vyuZzivaji dal$i jmenované zdroje. Hlavnim regulacnim hormonem
metabolismu v okoloporodnim obdobi je somatotropin, ktery zvySuje jaterni glukoneogenezi
a spolupodili se na fyziologické rezistenci tkani na inzulin, ¢imZ zabrafiuje vyuziti glukdzy
V jatrech, svalech nebo tukové tkani a dochazi ke smérovani glukézy piedevsim do mlééné
zlazy, ve které transport glukdzy probiha zejména pomoci pienasece GLUTI, ktery neni zavisly
na inzulinu (Wankhade et al. 2017). Somatotropin, spolu s nedostatkem inzulinu a glukozy,
také podporuje mobilizaci svalovych proteinil pro syntézu proteinti mléka a pro glukoneogenezi
(Bell et al. 2000).

NEB, spolu s piisobenim somatotropinu a dalsich hormoni, vede k mobilizaci tukovych
rezerv (lipomobilizace), které jsou tvoreny triacylglyceroly (TG) a jsou hlavnim ,,rezervnim
palivem®. Hydrolyza TG (lipolyza) je umoznéna hormon senzitivni lipazou, ktera se nachazi

v cytosolu adipocyt. Aktivita hormon senzitivni lipazy je stimulovana glukagonem,



katecholaminy, adrenokortikotropnim hormonem (ACTH), tyreotropnim hormonem (TSH),
antidiuretickym hormonem (ADH) a kortikosteroidnimi hormony. U¢inek hormon senzitivni
lipazy je naopak inhibovan inzulinem, prostaglandiny (PGE1) a kyselinou nikotinovou
(Murray et al. 2002; De Koster & Opsomer 2013). P#i hydrolyze TG se do krevniho ob&hu
uvolnuji glycerol a neesterifikované mastné kyseliny (non-esterified fatty acid, NEFA,
syn. volné mastné kyseliny, free fatty acid, FFA), které jsou obvykle tvofeny mastnymi
kyselinami s dlouhym fetézcem (long-chain fatty acid, LCFA). Glycerol je absorbovan
bunkami a je vyuzivan v energetickém metabolismu prostiednictvim meziprodukta
glukoneogeneze a glykolyzy nebo muiize byt vyuzit k opétovné tvorbé TG. V plazmé jsou
NEFA, resp. LCFA navazany na albumin a v bunce na vazebny protein pro mastné kyseliny,
tzv. protein Z, takze ve skute¢nosti nejsou NEFA nikdy ,,volné*. Cirkulujici NEFA mohou byt
inkorporovany do mlééného tuku nebo mohou byt vyuzity perifernimi tkdnémi jako zdroj
energie, pripadné jsou transportovany do jater k dal§imu metabolismu (Puppel & Kuczynska
2016). V jatrech se NEFA mohou metabolizovat tfemi moznymi zpisoby: (1) kompletni
oxidace za vzniku energie v hepatocytech, (2) netiplna oxidace za vzniku ketolatek nebo (3)
reesterifikace do formy TG, které jsou transportovany z jater ve form¢ lipoproteini o velmi
nizké hustot¢ (very low density lipoprotein, VLDL), nebo se v jatrech kumuluji
(Gross et al. 2013; Sun et al. 2016). Metabolismus NEFA je znazornén na obrazku 1.

Obrazek 1: Metabolismus NEFA (eClinPath, online textbook of Veterinary Clinical Pathology 2021)
Tukova tkan

glukagon, kortikosteroidy,
Triacylglyceroly (TG) ACTH, katecholaminy

+

lipolyza (hormon
senzitivni lipaza) s

Y
NEFA + glycerol inzulin

Hepatocyt
Esterifikace
4

A
Esterifikované glycerol export
Steriiikovane G

mastné kyseliny > VLDL

B-oxidace l kumulace

acetyl-CoA

citratovy

eyklis ketolatky

Mitochondrie
export

oxidace v perifernich tkanich



f-oxidace mastnych kyselin (ad zpisob 1) probiha v mitochondriich vétSiny tkani, vyjma
erytrocytli, nejvice v jatrech, kosterni svaloviné a srdci. NEFA pied $tépenim musi byt
pfevedeny na ,,aktivni mastnou kyselinu“ ¢ili acyl-CoA (koenzym A). Acyl-CoA s dlouhym
fetézcem nepronikaji do mitochondrii a nemohou byt oxidovany, pokud nejsou prevedeny
na acylkarnitiny pomoci Karnitinpalmitoyltransferazy 1, ktera se vyskytuje ve vngjsi
mitochondridlni membrang. Acylkarnitiny mohou pronikat do mitochondrii a zapojit se
do p-oxidace mastnych kyselin. Molekuly acyl-CoA jsou pii f-oxidaci S$tépeny
od karboxylového konce za uvolnéni dvouuhlikatych zbytkl, které tvoii acetyl-CoA.
Acetyl-CoA dale vstupuje do citratového cyklu, kde kondenzuje s oxalacetatem za vzniku
citratu, ktery se dale oxiduje az na redukéni ekvivalenty (nikotinaminadenindinukleotid
(NADH), flavinadenindinukleotid (FADH?2)), a ty jsou poté vyuZzity v respiranim fetézci,
kde vznika zakladni zdroj energie adenosintrifosfat (ATP) (Drackley et al. 2001). Kompletni
oxidace mastnych kyselin je zndzornéna na obrazku 2. Mastné kyseliny s lichym po¢tem uhlikd
jsou oxidovany na acetyl-CoA plus molekulu propionyl-CoA. Propionylovy zbytek je jedinou
soucasti mastné kyseliny, kterd se mize pouzit pro glukoneogenezi. Modifikovand forma
[-oxidace probiha také v peroxisomech. Tato dréha neni pfimo spojend s produkci ATP a slouzi

k oxidaci mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem (Murray et al. 2002).

Obrdazek 2: Kompletni oxidace mastnych kyselin (Bioinfo 2021)

Faze 1 Faze 2
CHg
CH.
,/'(,:’"., & [ ﬂ-oxidace
| 3 Acetyl-C
_CH, — ! 8 Acetyl-CoA ]
{~ CHy
(2
_-,CH
f (.\nz \

/(7”2
" CHs

174 ;4(7”2
r CHy
o

r f('"'l

Citratovy cyklus

iy - ‘
_...CHy 6de
i, / 16CO5
:

| ¢c=o0
|
\ O
v

NADH, FADHy

N <

Faze 3 {

e

Vo 2H" + 20,
Respiracni <

(elektron transportni)
i'gtézec ‘ H,0

TN

ADP + Pj ATP



Pro zdarny pribéeh citratového cyklu je zapotiebi oxalacetat, jak je popsano vyse, ovSem
pokud organismus trpi nedostatkem glukdzy, je oxalacetdt primarn¢ vyuzivan
pro glukoneogenezi. Jestlize nemuze probihat kompletni oxidace v citratovém cyklu, dochazi
k nekompletni oxidaci mastnych kyselin (ad zpisob 2), kdy se v procesu zvaném ketogeneze
spojuji acetylové zbytky a tvori se ketolatky; aceton, acetoacetat, f-hydroxybutyrat (BHB),
které slouzi jako alternativni zdroje energie. Ketogeneze je béznd metabolicka cesta poskytujici
energii v ¢asné laktaci. Pokud je ovSem syntetizovano pfili§ velké mnozstvi ketolatek, mutize
dojit k patologickému stavu zvanému ketdza (Duffield et al. 2009).

Priblizn€ 25 % NEFA je v jatrech reesterifikovano zpét na TG (ad zpusob 3) a nasledné
konvertovano na VLDL, které transportuji TG z jater do mimojaternich tkani (Katoh 2002).
Pokud vSak syntéza piekroci exportni kapacitu jater, TG se zatnou hromadit v jatrech a mize

dojit k jaterni steatoze.

2.1.2 Prima indikace NEB

Jak vyplyva z vyse uvedeného popisu metabolickych procesi, ke kterym béhem NEB
dochazi, zmény urcitych sérovych parametri mohou slouzit jako piimé indikatory NEB
a poruch s ni souvisejicich. Pro odhad samotné NEB lIze vyuzit sérové hladiny NEFA, které
reflektuji mobilizaci tukovych zasob, vysoké hladiny jsou spojovany s vyssi incidenci
peripartalnich poruch. Stanovit referencni hodnoty je pomérné slozité, jelikoZ je tieba si
uvédomit, ze vysokoproduk¢ni dojnice maji vyssi metabolickou zatéz a koncentrace NEFA
mohou mit fyziologicky vyssi nez dojnice s nizsi uzitkovosti. Naptiklad Kaneko et al. (2008)
uvadéji referencni rozmezi od 0,10 do 0,35 mmol/l, nicméné u vysokouzitkovych dojnic
ani hodnoty dosahujici az 1,4 mmol/l nemusi ohrozit zvife na zdravi (Quiroz-Rocha 2009).
Existuje pomérné zna¢né mnozstvi praci, které se tykaji rizik spjatych s vysokymi sérovymi
koncentracemi NEFA. Podle LeBlanc et al. (2005) hladiny NEFA vyssi nez 0,4 mmol/l
u zasusSenych a vyssi nez 0,6 mmol/l u Cerstvé otelenych dojnic jsou spojovany se Ctyfi
az pétkrat vysSim rizikem onemocnéni. Bylo také zjiSténo, Ze koncentrace NEFA vyssi
nez 0,5 mmol/l tyden pfed otelenim a vys§i neZ 1,0 mmol/l v prvnim tydnu po porodu vyznamné
zvysuji riziko vyskytu levostranné dislokace slezu (Borchardt & Staufenbiel 2012). Hodnoty
nad 0,26 mmol/l v obdobi 14 dnti pied porodem a nad 0,57 v prvnich 14 dnech po porodu byly
spojovany s vysSim rizikem vzniku ketdéz (Oetzel 2004). Hrani¢ni hodnota pro samotnou
diagnostiku NEB a rizik sni spojovanych Vv obdobi po porodu je 0,6 mmol/l a vyssi
(Van Saun 2016). Dalsi metabolity v krevnim séru slouzi pro indikaci nebo ptimou diagnostiku

konkrétnich onemocnéni spjatych s NEB, o kterych bude pojednéano v dalsi kapitole.



2.2 Onemocnéni souvisejici S NEB

Vsechny metabolické zmény souvisejici S NEB jsou do ur€ité miry fyziologické
a nezbytné k uspéSné adaptaci na vysokou mlécnou uzitkovost. Problém je, pokud jsou piili§
vyrazné nebo dlouhotrvajici, protoze pak se zvysuji rizika vzniku onemocnéni, jakymi jsou
napiiklad ketoza, jaterni steatoza, dislokace slezu a dalsi (Contreras et al. 2018). Neékteré
poruchy se také vyskytuji v subklinické formé, kterd je pro chovatele obtizné rozpoznatelné
a postupné narusuje celkovy zdravotni stav, mlé¢nou produkci a reprodukéni schopnosti dojnic
(Imhasly et al. 2015). Mezi nejvyznamnéjsi a nejcastéji se vyskytujici poruchy, které souvisi
s NEB, patii ketoza, steatdza jater a poruchy plodnosti.
2.2.1 Ketoza

Ketogeneze je bézna metabolicka cesta poskytujici alternativni zdroje energie
pro periferni tkan¢ v podob¢ ketolatek pii masivni lipomobilizaci u dojnic v ¢asné laktaci.
Pokud ovSem syntéza ketolatek piekro¢i tkanovou kapacitu pro jejich vyuziti jako
energetického paliva, zvysi se jejich koncentrace v krvi (hyperketonémie), v moci a mléce
a vznika onemocnéni zvané ketoza (Duffield et al. 2009). Ta se vyskytuje bud’ v klinické formé,
nebo subklinické formé. Klinickd forma je méné Casta a je doprovdzena velmi pestrymi
ptiznaky projevujicimi se bud’ na travicim traktu (digestivni forma), nebo na nervovém aparatu
(nervové forma). Digestivni forma je charakteristickd ndhlym vznikem inapetence, kterd je
provazena malatnosti, poklesem dojivosti, dojnice odmitaji krmivo, zvifata rychle ztraci
hmotnost a dech, mo¢ 1 mléko pachnou po acetonu. Nervova forma za¢ind neklidem, stfidanim
vstavani a lehani a postupné pfechazi v deprese nebo kiece, zvitata se tlaci dopfedu, buci, maji
strnulou chiizi a nardZi do prekéazek, poté nastupuje otupé€lost, apatie az ulehnuti (Hofirek et al.
2009). Mnohem casté&ji se ketdza vyskytuje v subklinické forme&. U dojnic se subklinickou
ketdzou se objevuje nizs§i produkce mléka a mléko miva zvySeny obsah tuku, coz je dano tim,
7e BHB je vyuzivan jako prekurzor pro syntézu tuku v mlééné Zlaze (Melendez et al. 2016).
Dojnice jsou imunodeficientni a mnohem nachylnéj$i ke vzniku infekénich onemocnéni,
pfedevSim mastitid. Ob€ formy lze diagnostikovat podle zvysSené sérové koncentrace BHB.
Hladiny BHB nizsi nez 2,6 mmol/l a vy$$i nez 1,4 mmol/l v prvnim tydnu po porodu a vyssi
nez 1,0 mmol/l béhem 7. az 10. dne laktace urcuji zvitata se subklinickou ketozou (Geishauser
et al. 2001). Dojnice s vyssimi hladinami nez 2,6 mmol/l maji klinickou formu ketozy. Dojnice
se subklinickou formou ketozy (BHB > 1,2 mmol/l) maji podle McArt et al. (2012) az ttikrat
vy$§i riziko thynu nebo predcasného vyfazeni nez dojnice bez tohoto onemocnéni. Vysoké

hladiny BHB se kromé ketoz podileji také na vzniku dalSich poruch. Naptiklad Suthar et al.



(2013) zjistili, ze hladiny BHB vys8i nez 1,1 mmol/l dvojnasobné zvySuji riziko laminitid.
Pti hladindich BHB vysSich nez 1,0 mmol/l Vv prvnim tydnu po oteleni nebo vyssich
nez 1,4 mmol/l v druhém tydnu po oteleni se az o 20 % sniZzuje pravdépodobnost zabieznuti
po prvni inseminaci (Walsh et al. 2007) a stejné hladiny BHB v prvnich 14 dnech po oteleni
jsou spojovany s vysokym rizikem vniku metritidy (Ospina et al. 2010). Ketdzy jsou casto

komplikovany vznikem steatozy jater.

2.2.2 Steatoza jater

Ruizné stupné steatozy jater (lipidoza, ztuénéni, tukova degenerace, angl. fatty liver) jsou
nejCastéj$i formou hepatopatie u skotu. Steatéza jater je charakteristickd pfitomnosti
steatozy je masivni lipomobilizace (vysoké koncentrace NEFA v krvi), pii které musi jatra
mimo jiné odvadét velké mnozstvi TG v podobé VLDL do extrahepatilnich tkani
(Gross et al. 2013). Schopnost piezvykavci konvertovat TG do jejich transportni formy VLDL
je limitovana, a proto pii pickroCeni exportni kapacity jater dochazi K hromadéni TG
V hepatocytech a tim vznika jaterni steatoza (Sejersen et al. 2012). Snizena koncentrace
sérovych TG (zpravidla nizsi nez 0,17 mmol/l) indikuje energeticky deficit a rozvoj steatdozy
jater (Drackley 2001). Piima diagnostika jaterni steatézy je mozna biopsii jater, coz je
nejspolehlivéjs§i metoda kurCeni stupné ztucnéni jater. Fyziologické koncentrace TG
ve zdravych jatrech se pohybuji do 1 %, v ptipadé¢ mirného ztucnéni jsou hladiny do 5 %,
u stiedné tézkého postizeni 5 az 10 % a pii t€Zkém stupni steatodzy jater jsou hladiny TG vyssi
nez 10 % (Bobe et al. 2004). V casné laktaci se mirny a stiedni stupen steatozy jater povazuje
za fyziologicky a vétSinou probiha subklinicky (Ingvartsen 2006). S jaterni steatozou také
souviseji hladiny sérového cholesterolu, ktery je soucasti lipoproteini, mimo jiné také VLDL.
Sérové koncentrace cholesterolu v ¢asné a stfedni laktaci fyziologicky rostou, aby byla
zajisténa dostateCna syntéza VLDL a tim se do jisté miry zabranilo kumulaci TG v jatrech
(Gross et al. 2013).

Dojnice s jaterni steatézou jsou nachylngjsi k daliim onemocnénim a porucham. Casto
jaterni steatoze piedchazi ketodza, dale je steatdéza spojovana s poSkozenim jaternich funkci,
rozvojem dislokace slezu a snizenim reproduk¢éni vykonnosti (Drackley et al. 2001; Jorritsma
et al. 2001). U skotu je steatdza jater vétSinou reverzibilni stav, kdy nedochazi k trvalému
poskozeni jaternich funkci (Ingvartsen 2006). Ztucnéni jater, stejné jako ketoza, je nasledkem
NEB, ale zaroven muze NEB prodluzovat a prohlubovat skrze sniZzeni piijmu krmiva

a sekundarni onemocnéni, které s obéma poruchami souviseji.



2.2.3 Poruchy reprodukce

NEB také zasadné ovliviuje reprodukéni schopnosti. Hluboké a dlouhotrvajici NEB je
povazovana za hlavni rizikovy faktor vyskytu zpozdéné ovaridlni = cyklicity
(Opsomer et al. 2000; Samariitel et al. 2008), kdy lutedlni aktivita vétSinou nastoupi
az po prekondni dna (nadir) negativni energetické bilance (Beam & Buttler 1999). Vysoké
sérové koncentrace NEFA, které se pti NEB vyskytuji, mimo jiné také brani zrani oocytli
a kompetentnimu vyvoji zarodku in vitro (Leroy et al. 2005). A¢koli pfimy vliv vysoké hladiny
NEFA nebyl dosud jednozna¢né prokazan, studie ukazuji, ze dojnice po porodu s ovulujicim
dominantnim folikulem mély niz$i sérové hladiny NEFA ve srovnani s dojnicemi, u nichz
k ovulaci nedoslo (Butler et al. 2008). Pii NEB dochazi k vyznamnym ztratim hmotnosti a bylo
zjisténo, ze dojnice, u kterych doslo k rychlej$imu zvySovani hmotnosti po porodu (tedy
rychlej$imu ptekonani dna NEB), vykazovaly ¢asnéjsi ovulaci a znamky fije (Sakaguchi 2009;
Santolaria et al. 2012).

Kromé ptimého vlivu na fertilitu NEB také zvySuje vyskyt zadrzeni placenty a zanéti
délohy (metritidy, endometritidy). Imunitni funkce v délozni tkani je béhem biezosti potlacena
(mimo jiné pisobenim progesteronu) za ucelem ochrany plodu pfed matefskym imunitnim
systémem (Esposito et al. 2014). Po porodu je tedy déloha zvlasté nachylna k infekcim, cemuz
se neda zabranit, nicméné NEB muiZe tuto nachylnost jest¢ zvySovat prosttednictvim vysokych
koncentraci NEFA, které inhibuji neutrofily in vitro, tedy pisobi imunosupresivné (LeBlanc
2010). Metabolické poruchy souvisejici s vysokymi sérovymi hladinami NEFA
a BHB, jakymi jsou ketdza a jaterni steat6za, mohou prispivat ke zhorSeni celkové reprodukéni

vykonnosti (Drackley & Cardoso 2014).

2.3 Neprima indikace NEB pomoci sloZzek mléka

Piedpokladem uspéSného sniZeni rizik spojenych s NEB je jeji v€asna detekce pomoci
pfimych ¢i nepfimych indikatord. Piima diagnostika zaloZzena na hodnoceni sérovych
koncentraci pfedev§im NEFA je finan¢né i ¢asoveé velmi naro¢nd, proto jsou snahy o hledani
nastroji pro nepiimou indikaci, kterd by umoznila faremnimu managementu vcas preventivné
zasahnout.

Jednou ze zakladnich mozZnosti, jak identifikovat individuéalni stupeni adaptace na NEB,
je hodnoceni kondi¢niho skoére (body condition score, BCS). Dojnice s vysokym stupném
kondi¢niho skoére v obdobi okolo porodu maji vyssi riziko vzniku metabolickych onemocnéni

a poruch plodnosti ve srovnani s dojnicemi, které byly v optimalni kondici (Ingvartsen 2006;



Roche et al. 2009; Remppis et al. 2011). Hodnoceni télesné kondice je pomérné snadné a velmi
praktické, nicméné novéjsi vyzkumy poukazuji na nedostatecnou citlivost BCS pfi detekci
tukovych zasob, a to pii Spatném vyhodnoceni, které je navic zatizeno znacnou mirou
subjektivity, mize riziko poruch zdravi a reprodukce naopak zvysit (Drackley et al. 2014). Dalsi
metodou pro stanoveni tukovych zasob je ultrasonografické méteni vysky podkozniho tuku
(Schroder & Staufenbiel 2006). Tato metoda je méné subjektivni nez vizualni hodnoceni BCS,
ale v praxi neni ptili$ vyuzivana, jelikoz vyzaduje prenosny sonograf a kvalifikovany personal.
Vhodnéjs$i moznosti, jak identifikovat individudlni stupen adaptace na NEB, je méieni
télesné hmotnosti, resp. zmén hmotnosti po porodu, kdy dojnice s extrémni mobilizaci
tukovych rezerv, tedy s vysokymi ztratami hmotnosti, maji vyssi riziko metabolickych poruch
(Bobe et al. 2004), vykazuji horsi reprodukéni schopnosti (Santos et al. 2009) a produkuji mensi
objem mléka (Reist et al. 2003). Poncheki et al. (2015) ve své studii zjistili vliv velkych ztrat
hmotnosti po porodu do nadir na dalsi zabiezavani, kdy kravy s nizkymi ztratami (do 30 kg)
zabtezly do 180 dnid po porodu ve 45 %, zatimco kravy s vysokymi ztratami (nad 60 kg) jen
ve 25 %. Byl sledovan také vliv zmén hmotnosti na vyskyt prvnich ovulaci a fiji, kdy kravy
které mély pozd¢jsi projevy reprodukce. Z vysledki studii také vyplynulo, Ze projevy fije
mohou byt citlivéjsi na zmény hmotnosti nez samotné zabiezavani (Sakaguchi 2009; Santolaria
et al. 2012). Pro sledovani hmotnosti je samoziejmé nutné mit vybavenou stdj automatickou
vahou, kterd zaznamenava hmotnost jednotlivych dojnic naptiklad pifi odchodu z dojirny.
Existuji dal$i moznosti, které mohou napomoci v diagnostice NEB a metabolickych
poruch. Napfiklad méfeni aktivity zvifat, t€lesné teploty, doby pfezvykovani, real-time méfeni
mlécnych sloZek a dalsi. VSe jsou to metody, které vyZaduji moderni technologické vybaveni
ve stajich a jsou nad rdmec této prace, ktera se zabyva moznostmi indikace NEB pomoci méteni
mléénych slozek metodou infradervené spektroskopie (MIR), konkrétné infracervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR), ktera je standardné vyuZzivana v ramci
béznych, pfipadné rozsitenych laboratornich rozborti mléka, které jsou bézné dostupné vsem
chovatelim dojeného skotu. Proto je kapitola tykajici se nepfimé indikace NEB zaméfena

pouze na jednotlivé slozky mléka.



2.3.1 Zakladni slozky mléka

Samotné zastoupeni zdkladnich slozek mléka analyzovanych pii kontrole uZzitkovosti
Z hlediska odhadu energetické bilance neposkytuje uplné kompletni vypovéd. Vztah
k energetické bilanci z béZzn¢ stanovovanych slozek mléka maji piedev§im tuk, citrat
a ketolatky.

Obsah tuku se obtizné interpretuje a jeho mnozstvi vV mléce je velmi variabilni.
Koncentrace tuku béhem NEB zprvu stoupa diky lipomobilizaci, pozdé¢ji vSak obsah tuku
Vv mléce poklesne a zlstava na nizké trovni 1 ve chvili, kdy se jiz energeticka bilance obraci
do pozitivni faze. Pro zjistovani metabolického stavu zvifat se zda byt efektivnéjsi sledovani
pom¢éru tuku a proteinti (T:P), ktery 1ze vyuzit pro odhad nutriéni nerovnovahy a nékterych
metabolickych poruch. ZvySovani poméru T:P naptiklad souvisi s hyperketonémii a vyskytem
subklinickych i klinickych ketoz (Koeck et al. 2013; 2014). Hodnota T:P vyssi nez 1,5 indikuje
energeticky deficit, respektive poukazuje na vysokou miru lipomobilizace a zvySuje riziko
metabolickych poruch (Mulligan et al. 2006). Naopak pokles poméru T:P (vétSinou T:P < 1)
muze indikovat subakutni rumindlni acidézu (SARA) znamou také jako syndrom nizké tucnosti
mléka (Danscher et al. 2015). Pro SARA je dale charakteristicky pokles tuku v mléce a zvySeny
vyskyt prijmu a laminitid (Plaizier et al. 2008).

Citrat je produkovany v citratovém cyklu kondenzaci acetyl-CoA s oxalacetdtem a hraje
velmi dilezitou roli v de novo syntéze mastnych kyselin v mlécné zlaze. Hladiny citratu
v mléce jsou ve vysSich koncentracich u zdravych dojnic v ¢asné laktaci v disledku ptirozené
vys§iho obratu citratového cyklu a zvySené absorpce NEFA pro syntézu mlééného tuku
(Garnsworthy et al. 2006). Ve stavu NEB vsak dochazi ke snizeni hladiny citratu v dtasledku
snizené dostupnosti oxalacetatu, ktery je primarné vyuzivan v procesu glukoneogeneze. Pokud
neni k dispozici oxalacetat, tak neprobiha citratovy cyklus, je inhibovana syntéza citratu
a acetyl-CoA vstupuje do procesu ketogeneze (Baticz et al. 2002). Z vySe uvedeného se zda,
Ze by obsah citratu v mléce mohl slouZit jako indikator stavii podvyzivy, problémem je vSak
jeho velka variabilita, ktera se pii 48 hodinovém sledovani pohybovala okolo 20 %
(Masson 2004). Obsah ketolatek v mléce (aceton, BHB) dobie koreluje s hyperketonémii
amuze byt snadno vyuzivan pro odhad subklinickych ketdz (Van der Drift et al. 2012). Hrani¢ni
hodnoty obsahu ketolatek v mléce pro diagnostiku subklinickych ket6z se v dostupné literatuie
velmi 1isi, pro BHB se pohybuji od 0,14 do 0,20 mmol/l (Denis-Robichaud et al. 2014;
Renaud et al. 2019) a pro aceton od 0,15 do 0,70 mmol/l (Gustafsson & Emanuelson 1996;
De Roos et al. 2007).

10



2.3.2 Mastné kyseliny mlééného tuku

2.3.2.1 SloZeni mlécného tuku a zastoupeni jednotlivych mastnych Kkyselin

Mlécny tuk obsahuje vice nez 95 % TG, dale diacylglyceroly (cca 2 %), cholesterol
(< 0,5 %), fosfolipidy (okolo 1 %) a stopové mnozstvi volnych mastnych kyselin (cca 0,1 %).
Mlééné TG jsou syntetizovany zvice nez 400 riznych mastnych kyselin, které jsou
ve stopovych mmnozstvich, a pouze asi 15 z nich je vkoncentraci 1 % nebo vyssi
(Moate et al. 2007). Mastné kyseliny muzeme rozdélit podle délky uhlikového fetézce
na mastné kyseliny s kratkym fetézcem (short-chain fatty acids, SCFA) s po¢tem do 10 uhlikd,
mastné kyseliny se stfedné¢ dlouhym fetézcem (medium-chain fatty acids, MCFA) s 11 az 16
uhliky a LCFA s 18 uhliky a vice. Dale mizeme mastné kyseliny rozd¢lit dle stupné€ nasyceni
(ptitomnost a pocet dvojnych vazeb) na nasycené mastné kyseliny (saturated fatty acids, SFA),
které neobsahuji zadné dvojné vazby, mononenasycené mastné kyseliny (mono-unsaturated
fatty acids, MUFA) s jednou dvojnou vazbou a polynenasycené mastné kyseliny (poly-
unsaturated fatty acids, PUFA) se dvéma a vice dvojnymi vazbami. SFA piedstavuji 70 %
vSech mastnych kyselin v kravském mléce. Kvantitativné nejdulezitéjsi je kyselina palmitova
(C16:0), ktera tvoti 30 % vSech mastnych kyselin v mléce. Nasleduji kyselina stearova (C18:0)
a myristova (C14:0), které tvoii 12, respektive 11 %. Deset procent nasycenych mastnych
kyselin predstavuji SCFA. Podil kyseliny maselné (C4:0) byva
okolo 4 % a kapronové (C6:0) cca 2,5 % ze vSech mléénych mastnych kyselin
(MacGibbon & Taylor 2006). Pfiblizn¢ 25 % mastnych kyselin v mléce tvoii MUFA,
kdy nejvyznamnéjsi podil piedstavuje kyselina olejova (C18:1 cis-9). PUFA jsou zastoupeny
2,3 % a hlavnimi zastupci jsou kyselina linolova (C18:2 cis-9, 12) a kyselina a-linolenova
(a-linolenic acid, ALNA, C18:3 cis-9, 12, 15). Zhruba 2,7 % mléénych mastnych kyselin tvoii
trans-mastné Kkyseliny sjednou nebo vice dvojnymi vazbami vtrans pozici. Hlavni
trans-mastnou kyselinou je kyselina vakcenova (C18:1 trans-11). Mlé¢ny tuk obsahuje také
konjugovanou kyselinu linolovou (conjugated linoleic acid, CLA) s n€kolika riznymi izomery,
kdy hlavnim izomerem je kyselina rumenova (rumenic acid, C18:2 cis-9, trans-11), ktera tvoii

75 az 95 % celkové CLA (Lindmark Ménsson 2008).
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2.3.2.2 Syntéza mastnych Kyselin mlé¢ného tuku

MIécné mastné kyseliny pochazeji ze Ctyt zdroju (Stoop et al. 2009): (1) z de novo syntézy
v mlééné zlaze pochazi asi 50 % mastnych kyselin, (2) z krmiva pochazi 4045 %, (3) méné
nez 10 % mastnych kyselin je uvolfiovano lipolyzou tukové tkané, (4) zbytek je tvofen
Vv bachoru biohydrogenaci (nasyceni dvojnych vazeb), bakterialni degradaci a mikrobialni de
novo syntézou. Navzdory faktu, ze prezvykavci absorbuji ze stfev zejména nasycené¢ mastné
kyseliny s dlouhym fetézcem, které maji vysoky bod tani, projevuje se unich nékolik
Mezi tyto zvlastnosti, které jsou podrobnéji rozebrany nize, patii desaturace (vytvoreni dvojné
vazby) LCFA ve stfevni a tukové tkani a v tkani mlééné Zlazy pomoci enzymu delta-9-
desaturazy, ktera vytvaii dvojnou vazbu na delta® pozici mastné kyseliny (pogitano
od karboxylové skupiny). V mlé¢éné Zlaze je to pak de novo syntéza SCFA, MCFA, absence
elongace (prodluzovani) uhlikového fetézce a nerovnomérna esterifikace riznych mastnych
kyselin (Chilliard et al. 2000).

De novo syntéza mléénych mastnych kyselin probihd v cytosolu bunck mlécéné Zlazy
z acetyl-CoA, jehoz prekurzorem je u piezvykavcu acetat, ktery vznika bachorovou fermentaci
krmiva. V prvnim a hlavnim regula¢nim kroku samotné syntézy mastnych kyselin je acetyl-
CoA karboxylovan pomoci enzymu acetyl-CoA-karboxylaza a vznika malonyl-CoA. Malonyl-
CoA je dale vyuzZivan jako stavebni blok pro mastné kyseliny pomoci multienzymového
komplexu zvaného komplex syntdzy mastnych kyselin. Dochdzi k postupnému piidavani dvou
atomu uhliku (C2) k rostoucimu fetézci mastné kyseliny. Tento proces kon¢i u C16 (palmitoyl),
ktery je poté uvolnén thioesterazou (deacylazou) a vétSinou dale esterifikovan na acylglyceroly.
V mlééné zlaze jsou pro acylové zbytky C8, C10 a C12 zvlastni thioesterazy, které jsou
u piezvykavcl pfimo soucasti komplexu syntazy mastnych kyselin. Kromé acetatu mize slouZit
jako prekurzor pro syntézu mastnych kyselin v mlé¢né zlaze butyryl-CoA vznikly z butyratu,
ktery stejné jako acetat vznika bachorovou fermentaci krmiva (Kaneko et al. 2008). Vétsina de
novo syntetizovanych mastnych kyselin je nasycend, jelikoz delta-9-desaturaza ma velmi
nizkou aktivitu u mastnych kyselin s méné nez 18 uhliky, ackoli maly podil C14:0 a C16:0 je
desaturovan na kyselinu myristoolejovou (C14:1 cis-9) a palmitoolejovou (C16:1 cis-9). De
novo syntézou vznikaji mastné kyseliny se sudym poctem uhlikii a s délkou maximalné
16 uhlikii (C16), protoze, oproti ostatnim tkanim, v laktujici mlé¢né¢ zlaze nedochazi
ke konverzi C16:0 na C18:0 pouhou elongaci uhlikového fetézce (Chilliard et al. 2000). Cast
C16:0 a LCFA pochazi z krmiva nebo lipolyzy tkanovych triacylglycerolt, pficemz NEFA
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prochazi do mlé¢né zlazy pouze pii jejich vysoké koncentraci v krvi (Lindmark Ménsson 2008).

Syntéza a sekrece lipidi v mlécné zlaze je zjednodusené zobrazena na obrazku 3.

Obrazek 3: Syntéza a sekrece lipidii v mlécné zZlaze prezvykavcii (Leroux et al. 2003)

Krmivo
acetat, BHB
Krev

Mlééna Zlaza

SCFA a
MCFA
(C4-C16)

Triacylglyceroly [

de nove
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nenasycene
mastné kyseliny
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PUFA aLCFA
(Cl6:0, C18:0,
C18:1 frans-11)

Lipomobilizace
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NEFA: neesterifikované mastné kyseliny ACC: acetyl-CoA- karboxyldza

BHB: fS-hydroxybutyrat FAS: komplex syntdzy mastnych kyselin
TG: triacylglyceroly LPL: lipoproteinovd lipdza

SCFA: mastné kyseliny s kratkym fetézcem PUFA: polynenasycené mastné kyseliny
MCFA: mastné kyseliny se stfednim fetézcem  SCD: stearoyl-CoA-desaturdza (delta-9-
LCFA: mastné kyseliny s dlouhym fetézcem desaturdza)

Tuky pochazejici z krmiva se obvykle do mlé¢né zlazy nedostavaji beze zmény, ale jsou
v bachoru hydrolyzovany a poté jsou nenasycené mastné kyseliny biohydrogenovany,
kdy dochazi k nasyceni dvojnych vazeb (C18:1, C18:2 a C18:3 - biohydrogenace na C18:0),
V jehoz pribéhu dochazi také i izomeracim. V dasledku téchto procesti maji mastné kyseliny
opoustéjici bachor jiny profil nez v lipidech ptijatych v krmivu. V zasad¢ lipidy, které opoustéji
bachor, obsahuji podstatné vice kyseliny stearové a mén¢ nenasycenych mastnych kyselin C18,
které predstavuji vétSinu mastnych kyselin v krmivech (Harfoot & Hazlewood 1997).
Biohydrogenace v bachoru je zahajena velmi rychle a ma intenzivni pribéh, protoze se
predpoklada, ze PUFA maji toxické u€inky na mikrobialni systém v bachoru (Jenkins 1993;
Maia et al. 2007). Rozsah a produkty izomerace a biohydrogenace volnych mastnych kyselin
v bachoru jsou vSak velmi proménlivé a zavisi na sloZeni stravy, kterd miize ovlivnit slozeni
mikrobialni populace, velikosti ¢astic a rychlost prichodu traveniny z bachoru do stiev (Jenkins
1993; Harfoot & Hazlewood 1997; Bauman et al. 2001). Kvantifikace pfechodu kazdé mastné
kyseliny z krmiva do mlé¢ného tuku je komplikovana kvili de novo syntéze ¢asti C16:0,
desaturaci v mlécné Zlaze, kdy az 40 % C18:0 je pomoci delta-9-desaturazy konvertovano
na C18:1 (Enjalbert et al. 1998), a bachorové biohydrogenaci.
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Nekteré bachorové mikroorganismy, zejména bakterie, maji schopnost také de novo
syntézy mastnych kyselin (Jenkins 1993), ptiCemz vznikaji zejména Kkyseliny palmitova
a stearova, V mens$im mnozstvi také mastné kyseliny s lichym poétem uhlikt (odd-chain fatty
acids, OCFA) a rozvétvenym uhlikovym fetézcem (branched-chain fatty acids, BCFA).
Bakterialni de novo syntéza mastnych kyselin je obdobna de novo syntéze v mlécné zlaze, lisi
se prekurzorem, ktery je vyuzivan syntdzou mastnych kyselin, kdy je kromé acetylu-CoA
vyuzivan také propionyl-CoA (C3) nebo valeryl-CoA (C5) ke tvorbé OCFA a dalsi prekurzory
pro syntézu BCFA. Posuny v profilu OCFA a BCFA mohou nastat v disledku afinity
prekurzorii k pfislusné syntaze mastnych kyselin, coz zavisi zejména na slozeni bakteridlni
populace, protoze nékteré syntazy mastnych kyselin jsou specifické pro jednotlivé bakterialni

druhy (Vlaeminck et al. 2006).

2.3.3 Faktory ovliviiujici slozeni mastnych kyselin mléka

Variabilita poméru mastnych kyselin v mléce je podminéna nékolika faktory,
mezi které patii plemeno, genetika, potadi a faze laktace, bachorové fermentace, zdravotni stav,
pfijem energie a vlakniny v krmné davce, dopliky tuku v krmivu a sezonni vlivy na krmivo.
Dluzno dodat, ze vétsina studii zabyvajicich se slozenim mastnych kyselin v mléce a faktory,
které obsahy mastnych kyselin ovliviiuji, cili primarné€ na zdravi konzument mléka a mlécnych
vyrobkd, nikoli na zdravi a metabolické zmény dojnic.

2.3.3.1 Vliv genetiky, plemene, poradi laktace, faze laktace a lipomobilizace

Z genetickych aspektii byla vénovana pozornost zejména vyzkumu heritability obsahu
mastnych kyselin v mléce. Nizka dédivost (okolo 0,2) byla odhadnuta pro LCFA, coz lze
vysvétlit jejich pivodem z krmiva, zatimco de novo syntetizované mastné kyseliny dosahovaly
hodnot dédivosti od 0,3 do 0,5 (Stoop et al. 2008; Bastin et al. 2011). Kay et al. (2005) prokazali
u dvou genetickych linii holstynského plemene, ze dlouhodoba selekce na mlé¢nou uzitkovost
neméla Zadny, nebo jen velmi maly vliv na obsahy vétSiny mastnych kyselin mlééného tuku.

Meziplemenné rozdily byly nejcastéji zkoumany mezi holStynskym plemenem a jersey
(Morales et al. 2000; White et al. 2001), ale byly publikovany i studie s dal§imi plemeny, jako
jsou belgické modré, brown swiss, montbéliarde, salers nebo simentalské (Moore et al. 2005;
Soyeurt et al. 2006; Barlowska et al. 2009, Gottardo et al. 2017), zejména v porovnani
S holstynskym plemenem. Srovnavaci studie naznacuji, ze dojend plemena s Vvysokou
uzitkovosti mlécného tuku maji ¢asto méné zadouci sloZeni mastnych kyselin z hlediska zdravi
konzument mléka a mlécnych vyrobki (vyssi hladiny nasycenych mastnych kyselin a nizsi

podil PUFA) neZ plemena s niz§i uzitkovosti. Meziplemenné rozdily by mohly byt dany
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odliSnou uzitkovosti, rtiznou aktivitou desaturdz (Schennink et al. 2008) a genetickym
polymorfismem nékterych genlt zodpovidajicich za syntézu mastnych kyselin
(Arnould & Soyeurt 2009). Metaanalyza publikovanych dat je velmi problematicka kvuli
mnohdy nejednoznaénym vysledkiim, pouziti riznych metodik a experimentalnich podminek
a cCasto zdivodu zahrnuti velmi malého poctu jednotlivych dojnic do pokusu
(Samkova et al. 2012). N¢ktefi autofi se shoduji, Ze existuje vétsi variabilita ve slozeni
mastnych kyselin v mléce mezi jednotlivymi dojnicemi (uvniti plemene) nez mezi samotnymi
plemeny (Kelsey et al. 2003; Soyeurt et al. 2006).

Vliv pofadi laktace (parita) na slozeni mastnych kyselin mléka neni pfili$
zdokumentovany. V nékterych studiich nebyl objeven zadny vliv poradi laktace
(Secchiari et al. 2003; Kgwatalala et al. 2009), zatimco v jinych vliv parity na slozeni mastnych
kyselin mlécného tuku byl prokazan (Kelsey et al. 2003; Craninx et al. 2008,
Soyeurt et al. 2008). Nejvice byly sledovany rozdily mezi prvotelkami a dojnicemi na druhé
a vyssich laktacich. Naptiklad Bilal et al. (2014) zjistili, ze prvotelky mély v mléce vyssi
zastoupeni C18:1 cis-9, ALNA, vakcenové a CLA a niz§i obsahy C12:0 az C16:0 ve srovnani
s dojnicemi na druhé a vyssich laktacich. Nizsi podil de novo syntetizovanych mastnych kyselin
u prvotelek mize byt vysvétlen nizs§i metabolickou aktivitou mlééné zlazy a mensi expresi
syntazy mastnych kyselin (Miller et al. 2006).

V casné laktaci ma velky vliv na slozeni mastnych kyselin mléka lipomobilizace tukové
tkané, kterd se u dojnic na zacatku laktace bézné objevuje, jak je popsano vyse. V tukové tkani
dominuji zejména C16:0, C18:0 a C18:1, pticemz vysoka koncentrace C18:1 je dana nartistem
aktivity delta-9-desaturazy v tukové tkani (Smith et al. 2006). Aktivita tohoto enzymu je
pravdépodobné adaptivni mechanismus slouzici k utilizaci dominantnich nasycenych mastnych
kyselin absorbovanych ze stieva (Loften et al. 2014). Pti lipomobilizaci tedy roste jejich
koncentrace v krevnim ob&hu (jakozto NEFA). Takto uvolnéné LCFA, zejména kyselina
olejovda, jsou do velké miry prendSeny z krve do mlécné Zlazy a jsou inkorporovany
do mlécného tuku (Tyburczy et al. 2008). Bylo prokazano, ze LCFA pochazejici z krve
a zabudované do mléc¢ného tuku inhibuji de novo syntézu SCFA a MCFA (C6:0 az C16:0),
jelikoz snizuji aktivitu acetyl-CoA-karboxyldzy, kterd je primarnim regulacnim krokem
syntézy mastnych kyselin, jak je vysvétleno vyse (Palmquist et al. 1993; Stoop et al. 2009;
Gross et al. 2011). Syntéza kyseliny maselné (C4:0) vSak neni inhibovana vtbec, jelikoz tato
se tvofi dvéma cestami nezavislymi na acetyl-CoA-karboxylaze (Palmquist et al. 1993).
Pii NEB se tedy do mléka nejvice dostavaji C16:0, C18:0 a C18:1. Nicméné s C16:0 je situace

komplikovanéjsi, protoze kyselina palmitova se tvofi také de novo, ale pii NEB je syntéza
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inhibovana, a zaroven pii nadbytku energie v suchostojném obdobi (> 150 %) se snizuje
oxidace palmitatu, proto se C16:0 pii piekrmovani v obdobi stani na sucho poté kumuluje
v jatrech (Litherland et al. 2011). Oproti tomu C18:0 pii NEB neni kumulovana ve tkanich,
ale je metabolizovana V jatrech ¢i svalech na energii nebo je sekretovana do mléka
(Sato & Inoue 2006).

Velky vliv na zabudovéani konkrétnich mastnych kyselin do mlécného tuku ma také
struktura nové utvarenych triacylglycerolii v mléce, které zodpovidaji, mimo jiné, za viskozitu
mléka. Dojnice totiz selektivné vélenuji mastné kyseliny tak, aby udrzely optimalni tekutost
mléka. Pokud pii NEB roste koncentrace mastnych kyselin o vysokych teplotach tani (C16:0,
C18:0), pak dochazi ke stimulaci obsazovani pozic glycerolu mastnymi kyselinami o nizkych
teplotach tani (C4:0, jejiz de novo syntéza neni inhibovana, a C18:1) a tvoti se TG s teplotou
tani idealni pro udrZeni tekutosti mléka (Gross et al. 2011; Loften et al. 2014).

2.3.3.2 Vliv vyzivy

Jak jiz bylo uvedeno vyse, na slozeni mastnych kyselin v mléce mé velky vliv slozeni
krmiva. Krmivo a jeho slozky ovliviuji sloZzeni mastnych kyselin nejen piimo, ale také nepiimo
prostfednictvim vlivu na biohydrogena¢ni procesy v bachoru a samotnou syntézu mastnych
kyselin v mlééné zlaze.

Objemna krmiva pokryvaji 20 az 100 % energetickych pozadavkil v zavislosti na systému
chovu, resp. krmeni (Halmemies-Beauchet-Filleau et al. 2013). Vyznam picnin jako zdroje
mastnych kyselin je velky, 1 pfesto, Ze samy obsahuji velmi mald mnozstvi mastnych kyselin
(Harfoot & Hazlewood 1997). Cerstva ¢&i konzervovani pice obsahuje zejména kyselinu
linolovou, palmitovou a ALNA Vv riznych koncentracich v zavislosti na botanickém sloZeni,
ro¢nim obdobi, klimatu, urovni zralosti, hnojeni a konzerva¢ni metodé (Chilliard et al. 2001;
vlakniny, kterd je nepostradatelnd pro bachorovou fermentaci a tvorbu acetdtu, ktery je
nezbytny pro syntézu mastnych kyselin v mlécné Zlaze (Ashes et al. 1997).

Couvreur et al. (2006) zjistili, ze se zvySujicim se piijmem Cerstvé pice (0-100 %) rostly
koncentrace ALNA, kyseliny vakcenové a kyseliny rumenové v mléce, zatimco koncentrace
kyselin s C10 — C16 naopak poklesly. Koncentrace ALNA v mléce vzristaji, protoze
pii vysokém piijmu pice, kterd je vyznamnym zdrojem ALNA, mtze vice ALNA uniknout
bachorové biohydrogenaci. Vysoka zasoba substrati pro bachorovou biohydrogenaci také vede
ke zvySenému ptenosu meziproduktii (pfedevSim kyseliny vakcenové) do mlécné zlazy
(Chilliard et al. 2007). Kyselina rumenova (hlavni izomer CLA) je vSak zejména

meziproduktem biohydrogenace kyseliny linolové, nikoli ALNA, a zvysené koncentrace CLA
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v mléce krav na pastvinach jsou spiSe pfipisovany vyssi desaturdzové aktivit€é v mlécéné zlaze
nez zvysené tvorbé v bachoru (Lahlou et al. 2014). I pfes nizké podily kyseliny olejové v pici
bylo ¢asto pozorovano, ze kravy na pastvinadch vykazuji také zvySené koncentrace kyseliny
olejové v mléce (Ferlay et al. 2006; La Terra et al. 2010; Lahlou et al. 2014). Tento jev lze
vysvétlit tim, ze mlé¢na zlaza vychytava velké mnozstvi C18:0, kterd vznikla biohydrogenaci
ALNA a vysokou aktivitou desaturazy v mlécné zlaze, diky které z C18:0 vznika kyselina
olejova (Schroeder et al. 2004). Se zvySujicim se piijmem Cerstvé pice klesaly v mléce obsahy
kyseliny palmitové a v mensi mife také myristové (Couvreur et al. 2006).

Cerstva pice ovliviiuje slozeni mastnych kyselin v mléce jinym zptisobem neZ pice
konzervovana a existuji také rozdily mezi konkrétnimi substraty pro konzervaci a metodou
konzervace. Seno ma ve srovnani se sildZzemi naptiklad niz8i obsah ALNA, nicméné mira
vyuZitelnosti mastnych kyselin ze sena je pro zménu vyssi nez ze silazi, proto mléko dojnic
krmenych senem obsahovalo paradoxné vyssi podil ALNA nez mléko dojnic krmenych
silazemi (Shingfield et al. 2005). Oproti tomu Halmemies-Beauchet-Filleau et al. (2013)
nezjistili vyznamné rozdily v obsahu ALNA a kyseliny linolové ani v celkovych koncentracich
PUFA v mléce dojnic krmenych senem nebo silaZzemi. Porovnani riznych druht silazi (travni,
jetelova, vojtéskova, silaz z luskovin) ukazalo, Ze nejvyssi obsah kyseliny linolové a ALNA
v mléce byl u dojnic krmenych silazemi z luskovin, pak jetelovou, vojtéskovou a travni silazi
(Dewhurst et al. 2003).

Kukufti¢na silaZz obvykle obsahuje 30 az 60 % zrna a ma oproti travni silaZi vysoky obsah
Skrobu a niZ8i obsah vlakniny, mé4 nizky obsah ALNA, ale je bohata na kyselinu linolovou
a olejovou (Chilliard et al. 2001; Ferlay et al. 2006). Navzdory pomérné vysokému mnozstvi
kyseliny olejové v kukuficné silaZi nebyl prokézan vliv na zvySeni kyseliny olejové v mléce,
coz by mohlo byt disledkem pfemény kyseliny olejové v bachoru na kyselinu stearovou (Ferlay
et al. 2006; Chilliard et al. 2007; Van Gastelen et al. 2015).

SloZeni mastnych kyselin v mléce ovliviiuje nejen zdroj objemného krmiva, ale také
mnozstvi koncentrovanych krmiv ve stravé. Vysoky obsah Skrobu v krmivu muize zpusobit
posun k amylolytickym kmeniim bachorovych mikrobili, snizit pH bachoru a tim snizit
biohydrogenacni procesy (Doreau & Ferlay 1994). To také vede k posunu ve fermentacnich
procesech, kdy se tvofi méné acetatu a vice propionatu, coz muze narusit syntézu mlé¢ného

tuku v mlécné zlaze, a tak vyvolat jeho ubytek (Ashes et al. 1997).
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2.3.3.2.1 Vliv podavani doplnkii tukii do krmné davky

Predikce uc¢inku podavani dopliikti tukt je velmi obtizna vzhledem k povaze jednotlivych
tukl (slozeni mastnych kyselin), Gpravé (olejnatad semena, chranéné vs. nechranéné tuky)
a mnozstvi spolu s interakcemi s ostatnimi slozkami krmiva, jelikoz slozeni krmné davky ma
vyznamny vliv na biohydrogenaci v bachoru. Divodem manipulace se slozenim mastnych
kyselin byly zejména snahy o zlepSeni nutri¢ni kvality mléka pro spotiebitele, které se tykaly
predevsim snizeni podilu nasycenych mastnych kyselin a navyseni podilu polynenasycenych
mastnych kyselin poddvanim rGznych forem doplika tuku (chranéné a nechranéné oleje,
olejnata semena, duodenalni infize mastnych kyselin).

Pokusy o snizeni podilu saturovanych mastnych kyselin ukazaly, ze podil kyseliny
maselné (C4:0) nebyl nikdy signifikantné snizen, spiSe mé¢l naopak tendenci se navySovat
(Palmquist et al. 1993; Enjalbert et al. 1998), pravdépodobné z divodu zachovani tekutosti
mlécného tuku, jelikoz kyselina maselna ma nizky bod tani. Podil mastnych kyselin s délkou
fetézce C6 az C8 se snizil pouze tehdy, kdyz nechranény olej ovliviioval bachorové funkce.
Poméry C4:0, C6:0 a kyseliny kaprylové (C8:0) se pii podavani chranénych tukt
¢i duodenalnich infazi neménily (Christensen et al. 1994; Drackley et al. 1992). Pokles poméru
C16:0 k C18:0 muze byt ptinosny pro lidské zdravi. Podil C16:0 byl pti podavani doplik tuku
vzdy snizen, samoziejmé vyjma podavani dopliikd s vysokym obsahem palmového tuku, navic
zkrmovani C16:0 snizilo de novo syntézu (Loften et al. 2014). Dals$im cilem pro lidské zdravi
a mlékarskou technologii (zlepSeni tekutosti tuki) bylo snizeni poméru C18:0 k C18:1 cis-9,
pricemz prosttedkem k dosazeni tohoto cile je krmeni oleamidu nebo G¢inné chranénych oleji
nebo semen bohatych na kyselinu olejovou (fepka, soja). Zarovenn krmné dopliikky bohaté
na kyselinu stearovou nezvySuji jeji mnozstvi v mlééném tuku, protoze velka cast C18:0 je
desaturovana na kyselinu olejovou. Pomér C18:0 k C18:1 cis-9 se naopak vyrazné zvySuje
krmenim  nechranénych  semen  baviniku, pravdépodobné v disledku inhibice
delta-9-desaturazy kyselinou cyklopropenovou z bavinikovych semen (Chilliard et al. 2000).

Esencialni polynenasycené mastné kyseliny, kyselina linolova a ALNA, se v tkanich
prezvykavcil nesyntetizuji, proto je jejich koncentrace v mléce zavisla na vyzivé. Tyto mastné
kyseliny slouzi jako prekurzory pro syntézu ostatnich PUFA (Rodriguez-Cruz et al. 2006).
Podil PUFA, které projdou z bachoru dal do traviciho traktu, mize byt zvySen pomoci krmiv
bohatych na PUFA a faktory, které je chrani pfed mikrobialni biohydrogenaci. Podil kyseliny
linolové v mléce 1ze zvysit asi o 3 % pifidavanim svétlicového oleje a smési bavinikového
a svétlicového oleje (Demeyer & Doreau 1999). Hlavnim zdrojem ALNA je predevsim zelena

pice, proto u krav na pastvé miize byt koncentrace této mastné kyseliny az Ctytikrat vyssi
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nez u krav krmenych konzervovanymi krmivy. Zalezi ovSem také na druhu porostu a rocnim
obdobi. Nejvyssi podil ALNA Vv pici je na jafe a ke konci podzimu, proto se mulze stat,
7e i u pasoucich se krav nebude narast kyseliny linolenové v mléce zadny (Lawless et al. 1998).
Mezi nezelenymi krmivy je Inéné semeno jediné, které obsahuje vyznamné mnozstvi ALNA.
Podévanim Inéného semene se zvysil podil ALNA az na 1,5 % z celkovych mastnych kyselin
v mléce. Podavani Cistého nechranéného Inéného oleje ovSem koncentraci ALNA nezvySuje
(Kelly et al. 1998), coz je dano pravdépodobné tim, ze celé Inéné semeno je 1épe chranéno pied
biohydrogenaci v bachoru nez samotny olej. Nicmén¢ Inéné semeno ma negativni ucinek
na traveni vlakniny (Broudiscou et al. 1994), takze potencialni pozitivni u¢inky na zvySeni
ALNA jsou za cenu snizeni energetické hodnoty krmiva, proto se Inéné semeno pfilis
nevyuziva. Svou roli hraje i1 jeho cena. Byly také provedeny pokusy o zvySeni pro lidskou
vyzivu esencialnich mastnych kyselin eikosapentaenové (C20:5), dokosapentacnové (C22:5)
a dokosahexaenové (C22:6) v mléce, ¢ehoz 1ze dosdhnout ptidavkem rybiho oleje, ktery ma
ovSem velmi negativni vliv na chut’ mléka (Lacasse et al. 2002). Dalsi dtlezita mastna kyselina
ve vyzivé ¢loveéka je CLA. Buiky mlécné zlazy a tukové tkané jsou schopné syntetizovat
izomery CLA z kyseliny vakcenové a dalsich izomert C18:1. Pro zvySovani CLA a jejich
prekurzora v mléce jsou ucinné zejména rostlinné oleje s vysokym obsahem kyseliny linolové
(slune¢nicovy, fepkovy, s6jovy) a pastevni porost v rané fazi rustu (Chilliard et al. 2000).
2.3.4 Moznosti odhadu NEB pomoci mastnych kyselin v mléce

Z vyse uvedenych poznatkt vyplyva, ze vysoky obsah C18:0 a C18:1 a zaroven snizena
koncentrace de novo syntetizovanych mastnych kyselin by mohly napomahat v diagnostice
NEB. N¢&kolik autorti se zabyvalo moZnostmi predikce zvySenych sérovych NEFA
a souvisejicich metabolickych onemocnéni pomoci sloZzeni mastnych kyselin v mlééném tuku
u dojnic v casné laktaci (Jorjong et al. 2014; Mann et al. 2016; Dorea et al. 2017,
Puppel et al. 2017; Méntysaari et al. 2019). Porovnani vysledkt neni jednoduché, jelikoz studie
pouzivaly odli$né metodické postupy. Prvnim rozdilem byly samotné vzorky, kdy pro analyzu
NEFA bylo pouzito bud’ sérum, nebo plazma, a pro samotnou diagnostiku NEB a souvisejicich
poruch byla hrani¢ni koncentrace NEFA > 0,6 mmol/l nebo NEFA > 1,0 mmol/l. Vzorky mléka
pochazely bud’ z ranniho nebo odpoledniho dojeni nebo se jednalo o smésny vzorek. Rozdily
byly také v laboratorni metod¢ pro analyzu mastnych kyselin mlééného tuku, kdy byla pouzita
bud’ plynova chromatografie, nebo infraervena spektroskopie, ktera je standardné vyuzivana
v ramci kontroly uZitkovosti. V témét kazdé studii byl vyuZit jiny matematicko-statisticky
model (korelace, predikéni modely, vypocet hrani¢ni hodnoty pro diagnostiku).

I pfes vyjmenované rozdily se vétSina autord shodla, ze pfi vysokych hladinach NEFA se
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vyznamné zvysSuje C18:1, C18:1 cis-9, ptipadné také C16:0 a C16:1 cis-9, a naopak se snizuji
obsahy SCFA a MCFA. Ve dvou studiich sledovali také poméry mezi nékterymi mastnymi
kyselinami mlécného tuku a dosli k zévéru, ze s vysokymi koncentracemi NEFA se zvysuji
poméry mezi C16:1 cis-9 a kyselinou pentadecylovou (C15:0), mezi kyselinou heptadecylovou
(C17:0) a C15:0, mezi C18:1 a C14:0, mezi C18:1 a SCFA a MCFA a mezi C18:1 cis-9

vvvvvv

vetstho mnozstvi dat (vliv parity, obdobi, mlééné uzitkovosti, prostiedi atp.) nez jen samotné

mastné kyseliny mléka ¢i jejich poméry (Reus & Mansfeld 2020).

2.4 Prevence NEB

Existuje nékolik moznosti, jak preventivné zasahnout a zamezit tak dal§Simu prohlubovani
NEB a eliminovat pfipadné souvisejici zdravotni problémy. Mezi zdkladni preventivni opatieni
patii (1) spravny management obdobi stani na sucho, (2) podpora ptirozenych mechanismu
odbouravani nadbyte¢nych NEFA a (3) podani umélych zdroju energie.

(1) Klicovym faktorem uspé$ného piechodu na vysokou laktaci se jevi télesna kondice
pti oteleni (Roche et al. 2009). Optimalni kondice pfi oteleni zavisi na plemeni a mlécné
uzitkovosti. Pro dojnice holstynského plemene je optimalni BCS 3,0 az 3,25 a 3,5 az 3,75 bodu
u jalovic (Roche et al. 2009; Drackley & Cardoso 2014). U kiiZenek lze optimalni rozmezi
roz8ifit od 3,0 az do 3,75 bodu podle podilu krve plemene kombinovaného uzitkového typu.
Cilem k udrzeni kondice v suchostojném obdobi je podavani nizkoenergetické krmné davky
s vysokym obsahem vlakniny zabranujici nadmérnému zvyseni kondice krav pfed porodem.

(2) Podporou piirozenych mechanismii se rozumi vyuziti takovych opatieni,
ktera umoznuji zvysit jaterni p-oxidaci. Napiiklad podavani krmiva s vysokym obsahem
kyseliny palmitové a olejové, které zvySuji oxidacni kapacitu jater a snizuji koncentraci TG
v jatrech (Grum et al. 1996, Mashek & Grummer 2003). Je vSak potieba mit na paméti, Ze pfilis
vysoky obsah mastnych kyselin v krmné davce mlZze sniZovat trdveni vldkniny, coZ snizuje
produkci acetatu vyuzivaného K syntéze mlééného tuku, mize také vést k poklesu proteinu
v mléce a ke snizeni rastu bachorovych mikroorganismu.

Jinou moznosti zvySovani f-oxidace, a tim snizovani sérovych hladin NEFA, je podpora
fyzické aktivity dojnic (Pethick 1991). Bylo zjisténo, ze vyskyt nékterych metabolickych

poruch souvisejicich se zvySenou hladinou NEFA miize byt potlacen, pokud dojnice
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Vv tranzitnim obdobi budou vystaveny dennodenni aktivité, jakou je naptiklad pohyb na pastvé
¢i ve vybézich (Adewuyi et al. 2005).

(3) Dalsi moznosti prevence je podani umélych zdroji energie, jedna se 0 exogenni
glukoneogenni  substraty (aminokyseliny, tékavé mastné kyseliny, propylenglykol)
a mineralni latky, jejichz podani zvysuje ti€¢innost ptirozenych mechanismti a poméha dojnicim
V boji nebo mirnéni peripartalnich chorob (Overton & Waldron 2004). Jednim z nejvice
vyuzivanych glukoneogennich substrati je propylenglykol, ktery je rychle absorbovan
bachorem a konvertovan na glukézu, a castecné, jest¢ pred absorpci,
je metabolizovdin na propionat, ktery je také substrditem pro glukoneogenezi
(Nielsen & Ingvartsen 2004). Propylenglykol se pouziva k oSetfeni ketéz jiz od 50. let
20. stoleti. Ukazalo se, Ze propylenglykol zmiriiuje negativni efekt snizeného mnozstvi susiny
na energetickou bilanci a snizuje riziko ketdéz a jaternich steatoz (Studer et al. 1993;
Formigoni et al. 1996). Vysledky ucéinkt propylenglykolu jsou ovSem nekonzistentni.
Studer et al. (1993) zjistili, ze litr propylenglykolu dodavany b&éhem poslednich 10 dni
pfed porodem zvySuje koncentraci glukézy a snizuje hladiny plazmatickych NEFA
a BHB. Burhans et al. (1997) naopak zadny efekt podavani propylenglykolu
na hladiny NEFA a BHB pted porodem nenasli, ale drenaz propylenglykolu tésné po porodu
signifikantné snizila plazmatické koncentrace NEFA i BHB. Butler et al. (20006) zjistili zlepSeni
negativni energetické bilance u krav, kterym byl podavan propylenglykol, nicméné tento efekt
se v jinych studiich neukazal (Pickett et al. 2003; Moallem et al. 2007). Ve studii Liu et al.
(2009) podavali propylenglykol v riznych davkach dojnicim od 1. do 63. dne laktace
a sledovali u€inky na metabolismus. Koncentrace sérové glukozy a inzulinu se zvySovaly
s rostouci davkou propylenglykolu a v priméru byla koncentrace glukozy o 6 % vyssi u krav,
které dostaly propylenglykol, nez u kontrolni skupiny.

Vyuziti umélého podani exogennich zdrojii mize byt uZitecné, ale byva dosti ndkladné
jako je optimalni management krmeni v obdobi stdni na sucho a podpora kazdodenni fyzické

aktivity, ktera pomaha spalovat ptebyte¢cné NEMK pomoci S-oxidace (Adewuyi et al. 2005).
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Negativni energeticka bilance je stale aktualnim problémem. Spolehlivym ukazatelem
NEB a sni souvisejicich problému jsou pfimé indikatory v krevnim séru dojnic (zejména
NEFA a BHB), jejichz stanoveni je pro chovatele (jak z hlediska odbéru, tak i1 vlastniho
stanoveni) pracné a ekonomicky narocné. Soucasné moderni vybaveni laboratofi pro rozbor
mléka umoziluje stanoveni velkého poctu parametrti, které zahrnuji i mastné kyseliny mlééného
tuku, které mohou byt vyuzity jako neptimé indikatory NEB. Jsou tak vytvotfeny pfedpoklady
pro vyuziti roz§ifené analyzy vzorki mléka v ramci kontroly uzitkovosti k odhadu energetické
bilance, v¢asné predikci zvySeného zdravotniho rizika, ztraty reprodukéni vykonnosti dojnic
1 naslednych ekonomickych dusledkti. Vcasna identifikace zvifat s hlubokou a dlouhotrvajici
NEB by umoznila zlepsit zdravotni stav a pohodu zvifat, snizit rizika poruch reprodukce,

omezit uzivani 1é¢iv a zlepsit tak ekonomiku produkce mléka.
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3 CIL PRACE A HYPOTEZY

Na zaklad¢ soucasné urovné poznani byly stanoveny nasledujici pracovni hypotézy:

1) Existujici rozdily v mlécné uzitkovosti dojnic Ceského strakatého (C) a holstynského
(H) plemene se vyznamné promitaji do rozdild v parametrech energetického
metabolismu i obsahu vybranych slozek mléka.

2) Dojnice vystavené vyraznéj$i NEB (z hlediska koncentrace sérovych NEFA a doby
trvani) maji vyznamné hor$i parametry energetického profilu i rozdilné slozky mléka.

3) Mezi sérovymi koncentracemi NEFA a vybranymi slozkami mléka existuji vztahy,

které umoznuji predikovat zvysené riziko NEB dojnic.

Cile prace:

e Porovnat mlécnou uzitkovost, sérové parametry energetického profilu a vybrané slozky
mléka dojnic C a H plemene.

e Porovnat mlécnou uzitkovost, sérové parametry energetického profilu a vybrané slozky
mléka u skupin dojnic vytvotenych podle vyskytu a hloubky NEB.

e Stanovit vztahy mezi vybranymi slozkami mléka a sérovymi NEFA a nastinit moznosti

predikce NEB pomoci vybranych slozek mléka.
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4 MATERIAL A METODIKA

Prace je zaloZena na experimentu zaméfeném na stanoveni pfimych a nepiimych
indikatort NEB a jejich vzajemnych vztahd u holstynského (H) a ¢eského strakatého (C)
plemene chovanych v identickych podminkach.

4.1 Charakteristika i¢elového hospodaistvi VUZV v Netlukach

Experiment byl realizovan v definovaném prostiedi akreditovanych staji na ucelovém
hospodaistvi VUZV v Netlukach. Chov &ita piiblizné 200 kust dojnic, pfi¢emz jedna tetina je
tvofena plemenem C a dv¢ tietiny plemenem H. Primérna uzitkovost v dobé experimentu byla

u plemene H 9 894 kg a u plemene C 7 908 kg mléka za normovanou laktaci (tabulka 1).

Tabulka 1: Priimérna mlécna uzitkovost a obsah mlécnych slozek zdakladniho stada béhem experimentalniho

obdobi

UzZitkovost a slozky mléka C H

Miéko (kg/305 dnii) 7908 9 894
Tuk (%) 3,87 3,47
Protein (%0) 3,50 3,20

Ustajovaci prostory jsou tvofeny komplexem ¢tyf navazujicich staji s technologii volného
ustdjeni se stelivovymi boxy. Zvitata maji umoznén staly ptistup do ptilehlych vybéhi. Na staje
navazuje autotandemova dojirna 2 X 5 mist, kde jsou dojnice dvakrat denné (4:00 a 16:00)
dojeny. Pracovisté je vybaveno modularnim systémem fizeni stdda AfiFarm (SAE, Afikim,
Izrael), ktery umoziuje individualni zaznamy uzitkovosti, hmotnosti a aktivity jednotlivych
dojnic pfi kazdém dojeni (2x denng). Automaticky ziskdvana data jsou pritbézné doplnovana
zootechnickou sluzbou podrobnymi informacemi o reprodukci, zdravi a 1é¢eni dojnic. Dojnice
jsou krmeny dvakrat denné ad libitum smésnou krmnou davkou (total mixed ration, TMR)
podle faze laktace a reprodukéniho cyklu. Krmivo je Sestkrat denné ptihrnovano automatickym
ptihrnova¢em. Suchostojné kravy v obdobi ptipravy na oteleni a naslednou laktaci (close-up,
tj. 3 tydny pted pfedpokladanym otelenim) dostavaji specialni krmnou smés. Po porodu kravy
prechédzeji na krmnou smés pro vysokouzitkové dojnice (I. faze laktace), aby byly splnény
energetické pozadavky na vysokou produkci mléka (piiblizn€ 40 1/den). Zakladem TMR je
kukuti¢na silaz, vojtéskova sendz, vojtéskové seno, LKS (Lieschen Kolben Schrott, silaZovana
kukufi¢na drt’ s listeny), pivovarské mlato, slama a smés koncentrovanych krmiv véetné
minerdlné-vitaminovych doplikii. Slozeni krmné smési pro kravy v jednotlivych fazich je

zobrazeno v tabulce 2.
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Tabulka 2: Slozeni krmné smési pro dojnice v rizné fazi laktace

SUChO,StO‘me Close-up* I. faze laktace | II. faze laktace 1. fize
kravy laktace
Susina (%) 43,8 46,5 45,0 42,2 37,8
NEL (MJ/kg) 55 6,5 7.7 6.8 6.3
Slozky (% v susiné)
Celkovy
. 11,3 14,2 17,8 17,1 14,2
protein
Vlaknina 27,5 20,8 14,8 17,2 20,4
Tuk 3,8 5,3 3,5 3,8
Skrob 22,7 30,0 26,2 25,0
Ca/P 2,1 3.3 2,1 2,8 2,2
K/Na 8,3 5,0 3,6 3,7 6,3
PDIA/celkovy 40,0 40,4 35,6 40,6
protein

NEL: netto energie laktace; PDIA: protein digestible in the small intestine supplied by rumen-undegraded dietary protein
(protein skutecné stravitelny v tenkém stieve)
* close-up: krmeno v obdobi 3 tydni pted pfedpokladanym terminem oteleni

4.2 Vlastni experiment
Vlastni experimentalni ¢innost probihala v obdobi od listopadu 2015 do dubna 2016.
Do pokusu bylo zahrnuto celkem 66 dojnic na 1. az 10. laktaci, které byly pro potfeby dalsiho

zpracovani kategorizovany podle potadi laktace do tii skupin, jak je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3: Pocet a poradi laktace krav zahrnutych do experimentu

Poradi laktace C H
1. 6 17

2.a3. 8 14

4. a vyS$si 10 11
Celkem 24 42

4.2.1 Krevni vzorky

Ke stanoveni vybranych parametrti energetického profilu byly odebirany krevni vzorky
dojnic. Prvni odbér byl planovan 14 dnid pied piedpoklddanym terminem oteleni,
ale ve skutecnosti byly odbéry provedeny 2-23 dnti pied porodem (tyden -2), a to z divodu
pozdéjsiho ¢i naopak ptedcasného porodu. Dalsi odbér byl provadén v peripartalni periodé
(1-4 dny po porodu, tyden 0), a dale 7. den (= 2 dny) po porodu (tyden 1) a poté v tydennich
intervalech az do ukonceni experimentu (8 tydnii po porodu, tyden 2 — tyden 8). Krev byla
odebirana z vena coccygea do BD Vacutainer® (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)

zkumavek pro krevni sérum (obrazek 4) vzdy ve stejnou denni dobu (7:30-9:00). Z krve bylo
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separovano sérum (obrazek 5), které bylo poté zamrazeno do doby vlastni analyzy, ktera se
uskuteCnila béhem cCervna 2016. Samotna biochemicka analyza byla provedena na Katedie
veterinarnich disciplin Ceské zemé&d&lské univerzity v Praze pomoci automatického
biochemického analyzatoru Erba XL 200® (Erba Mannheim, Mannheim, Némecko). Byly
stanoveny celkem Ctyfi vybrané parametry energetického profilu, pfi¢emz pro stanoveni
triacylglyceroli (TG) a cholesterolu byly vyuzity komercni diagnostické kity Erba (Erba
Mannheim) a pro stanoveni neesterifikovanych mastnych kyselin (NEFA) a f-hydroxybutyratu
(BHB) diagnostické kity Randox (Randox Laboratories, Crumlin, UK).

Obrazek 4: Odber krevnich vzorkii do zkumavek pro krevni sérum

Obrazek 5: Separované krevni sérum v mikrozkumavkach pripravené pro laboratorni analyzu
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4.2.2 Vzorky mléka

Kromé vzorkl krve byly od stejnych dojnic také pravidelné¢ odebirany vzorky mléka
(obrazek 6) pro podrobnéjsi laboratorni analyzu. Vzorky mléka byly po oteleni odebirany
ve stejnych terminech (= 1 den) jako vzorky krve. Mléko bylo odebirdno béhem odpoledniho
dojeni do standardnich vzorkovnic (obrazek 7) obsahujicich konzervac¢ni tabletu s kombinaci
Bronopolu a Natamycinu (Broad Spectrum Microtabs [I®, D&F Control System, Inc., Dublin,
CA, USA) a nasledné odesilano na analyzu do Laboratofe pro rozbor mléka v Bustéhrade¢.
Vsechny slozky mléka byly stanoveny pomoci analyzatoru MilkoScan™ FT+ (Foss Electric,
Hillered, Denmark), ktery pracuje na principu infraervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci (FTIR). Ze vzorkli mléka byly stanovovany obsahy zakladnich slozek mléka: tuk,
protein, laktéza a ketolatky (aceton a BHB), a skupiny mastnych kyselin; (1) dle délky
uhlikového fetézce (podle aplikacéni noty 64 pro MilkoScan): mastné kyseliny s kratkym
fet¢zcem (SCFA) s délkou C4-Cl10, se stiednim fetézcem (MCFA) s délkou C12-C16
a s dlouhym fetézcem (LCFA), které maji fetézec C18 a delsi; (2) dle po¢tu dvojnych vazeb:
mononenasycené mastné kyseliny (MUFA) a polynenasycené mastné kyseliny (PUFA). Dale
byly stanoveny obsahov€ vyznamné jednotlivé mastné kyseliny: kyselina palmitova (C16:0),
kyselina stearova (C18:0) a kyselina oktadecenova (C18:1). Metodou FTIR byly stanoveny
mastné kyseliny v jednotkach g/100 g mléka. Pro Gcely této prace byly obsahy piepocitany
na jednotky g/100 g mlé¢ného tuku podle nasledujici rovnice:
Mastné kyseliny [g/100 g tuku] = mastné kyseliny [g/100 g mléka] * 100/mlécny tuk [%].
Vysledky byly k dispozici online v pribéhu nékolika dni od provedeni analyzy. Udaje

0 uzitkovosti jednotlivych zvifat byly pfevzaty ze systému AfiFarm.

Obrazek 6: Odbér vzorkit mléka
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Obrazek T: NVzorkovnice s konzervacni tabletou a vzorkem mléka

4.2.3 Zpracovani dat a statisticka analyza

Zjiz vyse uvedeného popisu experimentalniho pracovisté je ziejmé, ze vychozim
zdrojem informaci pro planovani, organizaci i sledovani jednotlivych dojnic v prubéhu
experimentu byla elektronicky vedena databaze systému AfiFarm. Veskeré udaje z hlediska
puvodu, evidence (otec, matka, plemeno, datum narozeni, datum oteleni, poradi laktace)
a uzitkovosti (denni nadoje) jednotlivych dojnic byly pievedeny a dale zpracovavany
Vv prostfedi programového baliku SAS (version 9.3; SAS Institute Inc., Cary, NC). Nasledné
byla vychozi databaze doplnéna o vysledky rozboru vzorkt krve a mléka.

Veskera data byla podrobena exploracni analyze zaméfené na kontrolu normality
rozdéleni jednotlivych zavisle proménnych a odhaleni odlehlych hodnot. Bylo prokazano
log-normalni rozdéleni NEFA, BHB, TG a cholesterolu v krevnim séru dojnic a pro dalsi
zpracovani byly proto hodnoty uvedenych parametrti transformovany (pfirozeny logaritmus).

Do vlastniho vyhodnoceni byly zahrnuty pouze dojnice se zaznamy sledovanych
parametrl po dobu piesahujici 2 experimentalniho obdobi, tj. minimalné¢ vysledky rozboru
vzorkli 5 odbérti krve, resp. 4 odbért mléka. Statistickému vyhodnoceni byly podrobeny
vysledky méteni ziskané v pribéhu experimentu od celkem 66 dojnic C (N =24) aH (N =42)
plemene. Pro potieby dalsiho zpracovani byly dojnice kategorizovany podle potadi laktace
do 3 skupin (viz tabulka 3).
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4.2.3.1 Porovniani mlécné uZitkovosti, sérovych parametrii energetického profilu
a vybranych sloZek mléka dojnic C a H plemene

Vychozi model statistické analyzy mlécné uzitkovosti, slozek mléka i sérovych parametra
energetického profilu zahrnoval pevné efekty plemene, tydne laktace, pofadi laktace a jejich
vzajemné dvoufaktorové interakce a také ndhodny efekt dne odbéru. Na zakladé vysledkil
dil¢ich analyz byly z modelu postupné odebrany nesignifikantni efekty. S ohledem na pocet
dojnic v experimentu, hypotézu a cile prace byly ve vysledném modelu za¢lenény pevné efekty
tydne a plemene (ve form¢ kombinovaného efektu) a efekt poradi laktace uvnitt plemene.
Vsechny zavisle proménné byly analyzovany smiSenym linedrnim modelem s opakovanim.
Parametry byly odhadnuty s pouzitim metody REML procedurou MIXED (version 9.3; SAS

Institute Inc., Cary, NC) v nasledujicim modelu:

Yijkm = u + TiPj+ Lk(Pj)+ 01 + €ijkim,

kde:

Yijkm = zavisle proménnd; alternativné mlécné uzitkovost a slozky mléka (nadoj, tuk,
protein, laktoza, aceton, mléény BHB, vybrané mastné kyseliny mlééného tuku), sérové
parametry (NEFA, BHB, TG, cholesterol),

u = stfedni hodnota,

TiP; = kombinovany efekt tydne Ti (i = -2; 0 az 8) a plemene Pj (j = 1; 2),

Lk(Pj) = potadi laktace Lk (k = 1 az 3) uvniti plemene P;j (j = 1; 2),

o] = nahodny vliv dne odbéru,

gijkim = nahodna chyba, eijum~ N(0, c¢?).

Nahodné kovariance mezi tydny byly shrnuty v rezidualni matici R, ktera byla
predpokladéana jako blokové diagondlni se shodnymi submaticemi 8 X 8 u parametrii mlécné

uzitkovosti a slozek mléka, resp. 10 x 10 u biochemickych parametrt krevniho séra.

R:
R>
R= = kde Ri=R2=...=Rn

Rn
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Alternativné¢ byly porovnavany nasledujici struktury kovarianci: nestrukturovana,
autoregresni prvniho fadu samostatné i spolecné s ndhodnym efektem dojnice, Toeplitzova
a univerzalni. Na zakladé Akaikeho informac¢niho kritéria (AIC) a Schwarz-Bayesova kritéria
(SBC) (Littel et al. 2000) byla jako nejvhodnéjsi vybrana autoregresni struktura prvniho fadu
s nahodnym efektem dojnice (AR(1) + RE). Byly odhadnuty priméry nejmensich ¢tverca
a porovnana vyznamnost rozdili mezi plemeny v daném tydnu. Odhady transformovanych
parametri krevniho séra (NEFA, BHB, TG a cholesterol) spolu s hrani¢énimi hodnotami 95%

intervala spolehlivosti (o = 0,05) byly pomoci inverzni funkce pfevedeny do ptivodni skaly.

4.2.3.2 Porovnani energetického profilu a sloZeni mléka u skupin dojnic s riznou
urovni NEB
Z dil¢ich analyz vysledkl experimentu i publikovanych studii je patrno, ze k nejvétsim
zméndm energetického metabolismu dochazi v prvnich dvou tydnech laktace. Za spolehlivy
ptimy indikator NEB je povazovana koncentrace sérovych NEFA vyssi nez 0,6 mmol/l (Van
Saun 2016). Reakce organismu dojnice na zvySenou koncentraci NEFA je vSak velmi
variabilni. Je ziejmé, ze krom¢ hloubky propadu energetické bilance ma na zatéz organismu
vyznamny vliv i doba, po kterou je NEB vystaven. S ohledem na vySe uvedené skute¢nosti byly
proto dojnice rozdéleny do nasledujicich 3 skupin podle koncentrace NEFA a doby trvani NEB
Vv prvnich 2 tydnech laktace (tyden 0, 1 a 2):
e NEBO - v prvnich 2 tydnech laktace koncentrace NEFA < 0,6 mmol/l, tj. dojnice
bez NEB (N =17, ztoho 10 Ca 7 H),
e NEB1 — v prvnich 2 tydnech laktace 1x koncentrace NEFA > 0,6 mmol/l, tj. dojnice
sNEB (N =28,ztoho7 CaZ2lH),
e NEB2 — v prvnich 2 tydnech laktace minimalné 2x koncentrace NEFA > 0,6 mmol/I,
tj. dojnice s hlubsi NEB, s delsi adaptaci a s potencialné vy$$im rizikem onemocnéni

spjatych s NEB v porovnani se skupinou NEB1 (N =21, z toho 7 C a 14 H).

K vlastni statistické analyze byl pouZit opét smiSeny linearni model (procedura MIXED)
s opakovanim. V navaznosti na vysledky piedchozich analyz a sohledem na design
experimentu byla v modelové rovnici zménéna struktura pevnych efekti. Kromé
kombinovaného efektu tydne a skupiny dle urovné NEB bylo, s ohledem na signifikantni
rozdily ve sloZeni mléka mezi plemeny, nezbytné zahrnout do modelu 1 vliv vySe uvedené¢ho

kombinovaného efektu uvnitt plemene. Nahodné efekty zahrnuté v modelu, stejné jako pouzita
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metoda odhadu parametrii (REML) i struktura ndhodnych kovarianci (AR(1) + RE) byly

vybrany obdobné¢ jako v piedchazejici ¢asti zpracovani, viz nasledujici model:

Yijkim = u + TiEj+ TiEj (Px)+ 01 + €ijkim ,

kde:

Yijim = zavisle proménna; alternativné mlééna uzitkovost a slozky mléka (nadoj, tuk,
protein, laktoza, aceton, mlécny BHB, vybrané mastné kyseliny mlé¢ného tuku), sérové

parametry (NEFA, BHB, TG, cholesterol),

u stiedni hodnota,

TiEj = kombinovany efekt tydne Ti (i = -2; 0 az 8) a skupiny dle NEB Ej (j = 1 az 3),
TiE;j (Px) = kombinovany efekt tydne Ti a skupiny NEB E; uvniti plemene Px (k = 1; 2),
o] = néhodny vliv dne odbéru,

gijim = nahodna chyba, €jjum~ N(0, c¢?).

Byly odhadnuty priméry nejmensich ¢tverci a s korekci pravdépodobnosti dle Tukeyho
porovnana vyznamnost rozdili mezi skupinami NEB v daném tydnu, v piipad¢ vybranych
slozek mléka i mezi skupinami NEB uvniti plemen. Odhady transformovanych parametrti
krevniho séra (NEFA, BHB, TG a cholesterol) spolu s hrani¢nimi hodnotami 95% intervala

spolehlivosti (o = 0,05) byly pomoci inverzni funkce pievedeny do pivodni skaly.

4.2.3.3 Vztahy vybranych sloZzek mléka a sérovych NEFA, moZnosti predikce NEB
dojnic

Vztahy sérovych NEFA a vybranych sloZzek mléka byly kvantifikovany prostfednictvim
Pearsonovych korela¢nich koeficientt s pouzitim procedury CORR (version 9.3; SAS Institute
Inc., Cary, NC). S ohledem na logaritmicko-normalni rozdéleni byly ve vypoctech pouzity
koncentrace sérovych NEFA po logaritmické transformaci. Do korela¢ni analyzy byly zahrnuty
vysledky rozboru celkem 490 vzorkl krve a mléka. Pearsonovy korelace a jejich statisticka
vyznamnost byly stanoveny také v ramci jednotlivych plemen (Nc = 183; Ny = 311) a skupin
dle NEB (Nnego = 128; Nnep1 = 206; Nnes2 = 156).

Moznosti predikce energetické bilance dojnic (vyjadiené koncentraci sérovych NEFA)
na zékladé vybranych slozek mléka byly ovéfovany ve dvou krocich. Nejprve byly metodou
postupné vicenasobné regrese (stepwice) s vyuzitim procedury REG (version 9.3; SAS Institute
Inc., Cary, NC) vybrany parametry s nejvétsim podilem na objasnéné proménlivosti
koncentrace sérové NEFA (zvyseni koeficientu determinace R?). Bylo pouZito jak dopfedného
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(forward), tak zpétného (backward) metodického postupu vybéru parametrt, a to v linearni
1 kvadratické formg&. Vybrané parametry byly nésledné zahrnuty spolu s pevnym efektem
plemene a tydnem laktace do nasledujiciho obecného linearniho modelu v procedufe GLM

(version 9.3; SAS Institute Inc., Cary, NC):

Yijk = u + Ti + P+ B xijk + Bj Xijk + €ijk,

kde:

Yik = ptirozeny logaritmus sérové koncentrace NEFA,

u = stfedni hodnota,

Ti = pevny efekt tydne Ti (i = 1 az 8),

Pj = pevny efekt plemene Pj (j = 1; 2),

B xik = regresni koeficient B a koncentrace vybrané slozky mléka xijjk alternativné

C16:0, C18:1 a LCFA,
Bj Xijk = regresni koeficient Bj ve skupiné dle plemene (j = 1; 2),

eijk  =nahodna chyba, eijx~ N(0, ce?).

Byla provedena analyza kovariance a vypoéteny koeficienty determinace (R?)

jednotlivych modelovych rovnic.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Porovnani mlééné uzitkovosti, sérovych parametri energetického profilu

a vybranych sloZek mléka u dvou plemen dojeného skotu
Vliv plemene na mlécnou uzitkovost, sérové parametry energetického profilu a vybrané
slozky mléka jsou znazornény v tabulkach 4 a 5 a pro lepsi nazornost také graficky

na obrazcich 8 az 12.

5.1.1 Milécna uzitkovost, zakladni sloZky mléka a ketolatky

Dojnice holstynského plemene (H) produkovaly signifikantné (P < 0,05) vétsi objem
mléka nez dojnice Ceského strakatého plemene (C) po celou dobu sledovani, vyjma prvniho
tydne. V procentualnim obsahu proteinu a laktézy v mléce nebyly zjistény signifikantni rozdily
mezi plemeny. Obsah tuku v mléce byl u obou plemen podobny, signifikantni rozdily byly
pozorovany ve 3. a 5. tydnu sledovani, kdy vyssi obsah tuku v mléce mély dojnice C
(ve 3. tydnu 5,7 % vs. 5,0 % a v 5. tydnu 5,3 % vs. 4,6 %; P < 0,05). Rozdily v mlé¢né
uzitkovosti byly ocekavané, vychazeji z odlisného produkéniho zaméteni plemen (Barth et al.
2011) a odpovidaji také rozdilim v mlééné uzitkovosti zjisténych pii kontrole uzitkovosti
pro jednotliva plemena v Ceské republice. Pramérna mlééna uzitkovost (kg/dojnice) v roce
2016, kdy probihal experiment, pro H plemeno ¢inila 9 740 kg mléka a 3,36 % proteind
a pro C plemeno byla 7 297 kg mléka a 3,55 % proteint (ICAR 2020). Obsah mlé¢ného tuku
zjiStény v této praci byl vyssi nez pramér zjistény pii kontrole uZitkovosti v ramci celé populace
H a C plemen (3,85 % pro H a 4,05 % pro C plemeno; ICAR 2020). Vyssi procentualni obsahy
mlééného tuku jsou pravdépodobné dany tim, Ze analyza mléka byla provadéna
ze vzorkll z odpoledniho dojeni. Vliv ranniho a odpoledniho dojeni potvrzuji studie Lakic et al.
(2009) a Forsbéck et al. (2010), kde dojnice dojené dvakrat denné mély o 2 % vyssi obsah tuku
v mléce z odpoledniho dojeni oproti mléku z ranniho dojeni.

Hladiny ketolatek (aceton, BHB) v mléce byly u obou plemen na podobné urovni.
Nejvyssi hodnoty byly zaznamenény v prvnim tydnu po oteleni (tyden 1), kdy byly pozorovany
1 vy$8i hodnoty u dojnic H oproti C, ackoli tyto rozdily nebyly statisticky vyznamné. Vyvoj
obsahu ketolatek v mléce odpovida sérovym koncentracim BHB (viz nize), kdy také nejvyssi
hodnoty byly zaznamenéany v prvnim tydnu po oteleni a vyssi koncentrace mély H dojnice
oproti C dojnicim, pficemz v obdobi tésn¢ okolo porodu (tyden 0) byly rozdily statisticky
signifikantni, zatimco Vv tydnu 1 jiz statisticky vyznamné nebyly. Hladiny ketolatek v mléce by
mohly slouzit k v€asnému odhaleni dojnic S vysokymi hladinami BHB v krvi (hyperketonémie;

BHB > 1,2 mmol/l, McArt et al. 2012) a napomahat tak v diagnostice subklinickych i klinickych
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ketéz. Hrani¢ni hodnoty pro ur€eni dojnic s hyperketonémii pomoci mlééného BHB se
v literatute pohybuji od 0,14 do 0,20 mmol/l (Denis-Robichaud et al. 2014; Renaud et al. 2019)
a u dojnic v této praci nebyly piekroéeny. Prahové hodnoty pro ur¢eni hyperketonémie pomoci
mlééného acetonu uvadéné v literatufe maji velky rozptyl, ktery je tfeba dale vysvétlit. Podle
De Roos et al. (2007) je hrani¢ni hodnota pro urceni subklinické ket6zy pomoci mlécného
acetonu u dojnic H plemene v prvnich tfech tydnech laktace 0,15 mmol/l, ktera byla v naSem
ptipad¢ vyrazné piekroCena v prvnim tydnu po oteleni, kdy obsah acetonu v mléce byl
0,55 mmol/l. Lze tedy tvrdit, Ze tato zvifata trpéla subklinickou ketdézou, coz dosveédcuje
i piekroceni hladin sérového BHB, ke kterému doslo u 26 % dojnic H plemene v prvnich dvou
tydnech po oteleni, jak je popsano nize. Podle studie Gustafsson a Emanuelson (1996) by vsak
ani takto vysoké hodnoty mlééného acetonu neznamenaly vliv na produkéni a reprodukéni
vykonnost, negativni vliv by mély hladiny vyss§i nez 0,7 mmol/l. Zminovana studie se kromeé
dojnic holstynského plemene zabyvala i §védskym Cervenobilym plemenem, u kterého byla
zjisténa vyssi citlivost na koncentraci acetonu v mléce, ktera se projevila vyraznéj§im snizenim
mlécné produkce. Ovsem pii koncentraci acetonu v mléce vyssi nez 1,4 mmol/l byl u obou
plemen ubytek mlééné produkce podobny, coz naznaéuje, ze pii velmi vysoké koncentraci
acetonu byla fyziologicka reakce obou plemen stejna. Podle Chandler et al. (2018) jsou vsak
samotné¢ obsahy ketolatek v mléce pro predikci hyperketonémie u dojnic nevhodné
pro relativné vysoky podil faleSné pozitivnich vysledkii. Podle naSich zkuSenosti jsou hodnoty
obsahu ketolatek v mléce velmi variabilni, coZ pfimou diagnostiku zejména subklinickych
ketdz znesnadnuje. Lze doporucit dojnice s abnormalné vysokymi hladinami nebo vyraznymi
zmeénami v obsahu ketolatek v mléce oznacit jako podezielé a provést standardni vySetieni

ketonémie.
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Obrdazek 8: Vyvoj mlécné uzitkovosti, obsahu zdkladnich slozek mléka a ketolatek (x = SE) u dojnic holstynského
(H) a ceského strakatého (C) plemene v prvnich 8 tydnech laktace
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BHB: f-hydroxybutyrat; statisticky vyznamné rozdily mezi plemeny v daném tydnu jsou znazornény * (P < 0,05)
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5.1.2 Vybrané sérové parametry energetického profilu

Hodnoceni parametri energetického profilu je velmi pfinosné pro odhaleni NEB,
ktera se objevuje zejména u vysokouzitkovych dojnic na zacatku laktace a je spojovéana
s vyskytem dalSich metabolickych poruch a narusenim produkénich i reprodukénich funkci.
K ptfimému odhadu NEB se nejvice vyuziva hodnoceni sérovych koncentraci NEFA, pticemz
hodnoty 0,6 mmol/l a vyssi urcuji, ze se dojnice potykd s NEB (Van Saun 2016). Sérové
koncentrace NEFA pied porodem zjistované v predkladané praci byly u obou plemen nizké,
Vv prvnim tydnu po porodu vyrazné vzrostly a poté nastal opét pokles. Po celou dobu
experimentu byly pozorovany vyssi koncentrace u H dojnic, ale rozdily, i pfes vyznamné vyssi
mlécnou uzitkovost u H dojnic, nebyly statisticky vyznamné, vyjma 4. tydne po oteleni
(0,24 vs. 0,13 mmol/l; P < 0,05). Podobné vysledky byly publikovany ve studii
Barth et al. (2011), ve které¢ byly zkoumdny rozdily mezi holStynskym a némeckym
cervenostrakatym plemenem chovanymi v obdobnych podminkach. Holstynské dojnice mély
signifikantné vyss$i uzitkovost, ale sérové koncentrace NEFA byly u obou plemen na podobné
urovni. | dal$i studie (napf. Urdl et al. 2015) uvadi pouze maly vliv plemene na hladiny sérovych
NEFA, ale je potieba si uvédomit, ze v drtivé vétsiné praci nebyla porovnavana plemena
chovana ve stejnych podminkach, jako tomu bylo v ptipadé naseho experimentu. V takovych
ptipadech mélo prostfedi a management vétsi vliv nez samotné plemeno. Co se tyce samotného
odhadu vyskytu NEB u dojnic vV nasem experimentu, v prvnich dvou tydnech po porodu
ptekrocilo hrani¢ni hodnotu NEFA 0,6 mmol/l 21 H dojnic (50 %) a 7 C dojnic (29 %). Vyssi
frekvence vyskytu takto diagnostikované NEB plemene H byla ve shodé s vyssimi primérnymi
koncentracemi NEFA u H dojnic v pribéhu celého sledovaného obdobi (byt’ tyto rozdily nebyly
statisticky vyznamné).

Pii nedostatku energie (resp. glukozy a jejich prekurzor) jsou NEFA nekompletné
oxidovany na ketolatky (acetat, BHB, acetoacetat) v procesu zvaném ketogeneze, coz je bézna
metabolicka cesta poskytujici alternativni zdroje energie v rané laktaci. Pokud je ovSem
syntetizovano pftili§ velké mnoZstvi ketolatek, miize dojit k patologickému stavu zvanému
ketéza (Duffield et al. 2009). BHB se proto vyuzivé jako indikator energetického deficitu
a ketdz. V naSem experimentu byly sérové koncentrace BHB pied porodem u obou plemen
téméf stejné. Tésné po porodu (tyden 0) vSak byly zjistény signifikantné (P < 0,05) vyssi
koncentrace BHB u dojnic H plemene (0,62 mmol/l), zatimco u C dojnic zistaly koncentrace
BHB stejné jako v obdobi pted porodem (0,41 mmol/l). V dalsich tydnech po porodu se hladiny
BHB zvysily i u C dojnic, ovSem ne tak vyrazné jako u H, a rozdily mezi plemeny nebyly

po zbytek experimentalniho obdobi statisticky vyznamné.
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Interval hrani¢nich hodnot BHB pro diagnostiku subklinickych ketéz se pohybuje
od 1,2 do 2,9 mmol/l (McArt et al. 2012). Subklinicka ketoza je pfimym a Castym disledkem
NEB na pocatku laktace, kdy pii masivni lipomobilizaci a nedostatku energie dochazi
k nekompletni oxidaci NEFA a tvoii se ketolatky, jak je popsano vySe. Podivame-li se
na dojnice v prvnich dvou tydnech laktace, tak v jistém stupni NEB (NEFA > 0,6 mmol/Il) bylo
50 % H dojnic a 29 % dojnic plemene C. Do subklinické ketozy dle vyse uvedeného kritéria
(1,2 do 2,9 mmol/l ) se dostalo 11 H dojnic (26 %) a pouze 1 dojnice (4 %) plemene C,
z ¢ehoz je mozné odhadovat, ze u H dojnic byla NEB hlubsi. Hranici pro klinickou ketozu
(BHB > 2,9 mmol/l; McArt et al. 2012) piekrocila pouze 1 dojnice H plemene. V souladu
s predkladanou praci byly vyssi koncentrace BHB béhem tranzitni periody zjistény u dojnic
dojenych plemen H a brown swiss ve srovnani se simentalskym plemenem s kombinovanou
uzitkovosti (Urdl et al. 2015).

Sérové koncentrace TG v obdobi pfed porodem byly signifikantné¢ vyssi u C dojnic
ve srovnani s H dojnicemi (0,28 vs. 0,23; P < 0,05). Po porodu hladiny TG poklesly a ziistaly
téme&f na stejné Grovni u obou plemen po zbyvajici dobu experimentu. Pokles hladin TG
po porodu souvisi jednak s vy$§im vychytavanim TG mlécnou Zlazou pro syntézu mlé¢ného
tuku (Kurpinska et al. 2015) a jednak muze byt vysledkem zvysené lipolyzy a snizené
lipogeneze (Piccione et al. 2009) nebo snizené kapacity jater pro tvorbu transportni formy TG
(McArt et al. 2013). Referen¢ni hodnoty pro TG se pohybuji od 0,14 do 0,27 mmol/l
(Cozzietal. 2011). Pramérné koncentrace TG u dojnic obou plemen v naSem experimentu byly
pod referenénim rozmezim, coz muze znacit energeticky deficit a rozvoj jaterni steatozy.
Pti masivni lipomobilizaci je velké mnozstvi NEFA v jatrech reesterifikovano na TG, které jiz
jaterni kapacita nezvlada formovat do exportni formy (VLDL), a tak se TG kumuluji v jatrech
(Drackley et al. 2001). Neznamena to vSak, Ze pii nadbytku NEFA v krvi se automaticky snizi
také sérové hladiny TG. V krvi nejsou TG nikdy volné, jsou vzdy transportovany ve vazbé na
lipoproteiny (kromé jinych také pravé VLDL pro ptenos TG z jater). Séroveé TG jsou v podstaté
synonymem téchto lipoproteint. Pfi nadbytku NEFA v krvi a dostatecné funkci jater se bude
hladina TG v séru navySovat umérné¢ s hladinami NEFA az do okamziku, kdy uz exportni

kapacita jater nebude schopna produkovat VLDL (Kaneko et al. 2008).
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Cholesterol je soucasti sérovych lipoproteinii a jeho koncentrace v séru tak neptimo
vyjadiuje celkovou hladinu lipoproteini a tim 1 schopnost jater produkovat VLDL
(Kaneene et al. 1997). Fyziologické hodnoty cholesterolu se pro dojnice pohybuji
od 1,11 do 8,57 mmol/l (Oregon State University 2019), konkrétnéji pro dojnice v obdobi
3 tydnt pfed porodem (tzv. close-up perioda) je udavané rozmezi hodnot nizsi a pohybuje se
od 1,68 do 2,95 mmol/l, zatimco pro Cerstvé otelené je rozmezi §irsi — 1,63 az 6,08 mmol/l
(Pennsylvania State University 2013). V pfipadé¢ naSeho experimentu byly koncentrace
sérového cholesterolu Vv ramci referen¢niho rozmezi a u obou plemen na podobné Urovni.
az do konce experimentdlniho pozorovani. Mirny pokles sérovych hladin cholesterolu
Vv posledni fazi bfezosti je zplisoben zvySenymi pozadavky na syntézu steroidnich hormoni
(Pysera & Opalka 2000). Postupny nartst koncentraci cholesterolu po porodu a Vv prib&hu
laktace je fyziologicky jev potiebny k zajisténi dostatecné syntézy VLDL, ¢imz jsou chranéna
jatra pted kumulaci TG (Gross et al. 2013). Podobné hladiny cholesterolu u obou plemen V nasi
praci naznacuji obdobny stupeil lipomobilizace a potiebu cholesterolu pro syntézu VLDL
Vv jatrech. Oproti tomu Urdl et al. (2015) publikovali niz$i hladiny cholesterolu u dojnic
kombinovaného simentalského plemene ve srovnani s dojnicemi plemen H a brown swiss
po celou dobu sledovanych 105 dnti laktace.

Dynamika vyvoje parametri energetického profilu naznaCuje, Zze ob&é plemena
podstoupila urcity stupen NEB, zejména v prvnich dvou tydnech laktace, pfi¢emz nastup
metabolickych zmén byl rychlej§i a vyrazn&jsi u H plemene. Uroveit metabolického stresu
a jeho vliv na jaterni funkce skrze posouzeni vyse uvedenych sérovych parametri se zdaji byt

u obou plemen podobné.
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Obrazek 9: Vyvoj koncentraci vybranych parametrii energetického profilu (x + 95% interval spolehlivosti) v séru
dojnic holstynského (H) a ceského strakatého (C) plemene v obdobi od 2 tydnii pred porodem do 8 tydnii laktace
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NEFA: neesterifikované mastné kyseliny; BHB: g-hydroxybutyrat; TG: triacylglyceroly; statisticky vyznamné rozdily mezi
plemeny v daném tydnu jsou znazornény * (P < 0,05)

5.1.3 Vybrané mastné kyseliny mlécného tuku

Mimo zédkladni sloZky mléka byly také stanoveny obsahy mastnych kyselin mlé¢ného
tuku s predpokladanym predikénim potencialem pro NEB; skupiny mastnych kyselin podle
délky uhlikového tetézce (SCFA, MCFA, LCFA) a skupiny nenasycenych mastnych kyselin
(MUFA, PUFA). Obsah SCFA byl signifikantné (P < 0,05) vyssi u C dojnic ve srovnani
s dojnicemi plemene H po celou dobu sledovani vyjma 8. tydne po porodu, kdy rozdil jiz nebyl
statisticky prikazny. Naopak obsah LCFA byl vyssi u dojnic plemene H, pficemz v 1., 2., 3.
a 5. tydnu po oteleni byly rozdily statisticky vyznamné (P < 0,05). Rozdily v obsahu MCFA
mezi plemeny nebyly statisticky vyznamné. Hladiny MUFA v mlééném tuku byly signifikantné
(P <0,05) vyssi u plemene H v prvnich 5 tydnech po oteleni. Obsah PUFA byl u obou plemen
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na podobné trovni, vyjma 5. tydne po porodu, kdy byly hladiny PUFA vyznamné vyssi u H
dojnic ve srovnani s C dojnicemi (7,2 vs. 6,3 g/100 g mlécného tuku; P < 0,05).

Kromé¢ skupin mastnych kyselin byly analyzovany také obsahové vyznamné jednotlivé
mastné kyseliny mlééného tuku. Obsah C16:0 byl v prvnim tydnu po oteleni vyznamné vyssi
u dojnic plemene C ve srovnani s H (29,2 vs. 26,9 g/100 g mlé¢ného tuku; P < 0,05). Po zbytek
sledovaného obdobi byl obsah C16:0 u obou plemen na podobné urovni. Zatimco v prvnim
tydnu po oteleni byl obsah C18:0 signifikantné vy$§i u dojnic plemene H
(16,0 vs. 15,0 g/100 g mlécného tuku; P < 0,05), ke konci sledovaného obdobi (6. az 8. tyden
po oteleni) byly obsahy C18:0 vyznamné (P < 0,05) vyssi u C dojnic. Nejvyrazngjsi rozdily
byly pozorovany v obsahu C18:1, ktery byl vyznamné (P < 0,05) vyssi u H dojnic po celou
dobu experimentu, vyjma 8. tydne po oteleni.

Studii, které porovnavaji  sloZzeni ~mastnych kyselin mlééného  tuku
mezi vysokouzitkovymi plemeny a plemeny s kombinovanou uzitkovosti, je velmi malo.
Relevantni védecke studie, které by se tykaly piimo srovnani holStynského a ¢eského strakatého
plemene, vsoucasné dobé nejsou dostupné. Nejcastéji se lze setkat s porovnanim
mezi hol$tynskym plemenem a jersey, brown swiss (Svycarsky hnédy skot), simentalskym
(Svycarsky strakaty skot), alpine grey, meuse-rhine-yssel (MRY, maas rynsko ysselské)
a montbéliarde. Z nich nejblize ¢eskému strakatému plemeni, co se mlééné uzitkovosti tyka
(porovnani primérné mléné uzitkovosti, véetné procentudlniho zastoupeni tuku a proteint
v mléce podle ICAR (2020), jsou plemena brown swiss, simentalské a MRY. Kromé& uzkého
spektra zkoumanych plemen je dal§im faktorem limitujicim srovnani slozeni mastnych kyselin
mlécného tuku mezi jednotlivymi studiemi i odlisnd metodika stanoveni mastnych kyselin
a zpusoby vyjadreni jejich obsahu. Velka ¢ast studii pouziva pro analyzu mastnych kyselin
plynovou chromatografii, ktera je pro toto stanoveni metodou referen¢ni. Dalsi studie, véetné
této prace, vyuzivaji metodu FTIR, kterd je béZné vyuzivana pfi laboratornim rozboru mléka
v kontrole uzitkovosti. AvSak ani studie, v nichz byla pouzita metoda FTIR, nemusi byt vzdy
pro porovnani vysledkd vyuzitelné, a to kvili odlisSnému vyjadieni obsahu mastnych kyselin.
Vysledny obsah mastnych kyselin v mlééném tuku je obvykle uvadén v gramech ve 100 g
mléka (aplikacni nota 64 pro MilkoScan), ale bézny je prepocet na gramy ve 100 g mlééného
tuku ¢i na 100 g celkovych mastnych kyselin. Pro Gcely této prace byly jako nejvhodné;si
pro porovnani obsahti mastnych kyselin v mléce mezi jednotlivymi plemeny vybrany studie
Gottardo et al. (2017), Maurice-Van Eijndhoven et al. (2013), Soyeurt et al. (2006)
a Kelsey et al. (2003). Gottardo et al. (2017) sledovali rozdily ve slozeni mastnych kyselin
mlécného tuku mezi ¢tyfmi plemeny v obdobi celé laktace. Vysledky byly velmi podobné
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a zaroven nejvyssi obsah C18:1 v porovnani s plemeny brown-swiss, simentalskym a alpine
grey. Obsah LCFA a MUFA byl vyssi u plemene holStynského pouze ve srovnani
s brown-swiss. Studie Maurice-Van Eijndhoven et al. (2013) porovnavala pét plemen po celou
dobu laktace, pti¢emz pro ucely piedkladané prace Ize hodnotit porovnani mezi dojnicemi
holstynského a MRY plemene. Byl zjistén rozdil v mlécné uzitkovosti, ale ve slozeni mastnych
kyselin rozdily nalezeny nebyly. Shodnou metodiku i vysledky jako piedchozi publikace, co se
ty¢e porovnani holstynského a MRY plemene, méla prace Soyeurt et al. (2006). Studie Kelsey
et al. (2003) srovnavala plemeno holstynské a brown swiss po celou dobu laktace a pro analyzu
mastnych kyselin byla pouzita metoda plynové chromatografie. Stejn¢ jako v ptedchozich
publikacich, i v tomto pfipadé koncentrace obsahové dilezitych mastnych kyselin byly u obou
plemen podobné.

Dalsi vyznamny faktor, ktery mize zkreslovat porovnani nasich vysledki S ostatnimi
pracemi, je obdobi pozorovani. Zatimco ve vétsin€ publikaci bylo sledovano obdobi celé
laktace, nas vyzkum byl soustiedén pouze na prvnich 8 tydnu laktace, kdy dojnice podstupuji
vyznamné metabolické a hormonalni zmény, které mohou slozeni mastnych kyselin mlééného
tuku vyrazné ovliviiovat. Vezmeme-li do uvahy fakt, Ze i ptes obdobnou trovein metabolického
stresu danou podobnym vyvojem parametri energetického profilu byl nastup metabolickych
zmeén rychlejsi a vyrazn€j$i u dojnic H plemene (vyskyt NEB v prvnich dvou tydnech laktace
50 % H a 29 % C), pak i rozdily ve sloZeni mléka jsou logické. U H plemene byl vyznamné
vyssi obsah LCFA, MUFA a C18:1 a zaroven niZz8i obsah SCFA po tém¢f celé sledované obdobi
ve srovnani S dojnicemi plemene C. Tyto rozdily jsou dany tim, ze pfi vyrazné lipomobilizaci
a z ni plynouci NEB se do mléka z tukové tkan€ dostavaji predevs§im C16:0, LCFA a MUFA
(zejména C18:1), které vyznamné inhibuji de novo syntézu SCFA a MCFA v mlééné Zlaze
(Palmquist et al. 1993; Tyburczy et al. 2008; Stoop et al. 2009; Gross et al. 2011).

Metabolické zmény na pocatku laktace budou mit pravdépodobné vétsi vliv na sloZeni
mastnych kyselin nez plemeno. Také nékteti dalsi autofi se shoduji, ze existuje vétsi variabilita
ve slozeni mastnych kyselin mezi jednotlivymi dojnicemi (uvnitf plemene)
nez mezi samotnymi plemeny (Kelsey et al. 2003; Soyeurt et al. 2006). Proto i nasledujici
kapitoly budou vénovany rozdilim v metabolickém profilu a slozeni mléka mezi skupinami

dojnic vytvorenych podle vyskytu a hloubky NEB na zacatku laktace.
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Obrdazek 10: Vyvoj koncentraci Skupin mastnych kyselin podle délky uhlikového retézce v mlécném tuku (X + SE)
u dojnic holstynského (H) a ceského strakatého (C) plemene v prvnich 8 tydnech laktace
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SCFA: mastné kyseliny s kratkym fetézcem; MCFA: mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem; LCFA: mastné kyseliny
s dlouhym fetézcem; Statisticky vyznamné rozdily mezi plemeny v daném tydnu jsou znazornény * (P < 0,05)
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Obrazek 11: Vyvoj obsahu nenasycenych mastnych kyselin v mlécném tuku (x + SE) u dojnic holstynského (H) a
Ceského strakatého (C) plemene v prvnich 8 tydnech laktace
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MUFA: mononenasycené mastné kyseliny; PUFA: polynenasycené mastné kyseliny; Statisticky vyznamné rozdily mezi
plemeny v daném tydnu jsou znazornény * (P < 0,05)
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Obrazek 12: Vyvoj obsahu jednotlivych mastnych kyselin v mlécném tuku (x = SE) u dojnic holstynského (H) a

Ceského strakatého (C) plemene v prvnich 8 tydnech laktace
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Statisticky vyznamné rozdily mezi plemeny v daném tydnu jsou znazornény * (P < 0,05)
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Tabulka 4: LSM vybranych sérovych parametrii energetického profilu holstynskeho (H) a ceského strakatého (C)
plemene v obdobi 2 tydnii pred a 8 tydnit po oteleni

Energeticky profil (mmol/l)

Tydny | Plemeno
NEFA | BHB | TG | Cholesterol
H 0,08 0,41 0,23? 1,88
2 C 0,05 04 0,28° 2,07
H 0,58 0,628 0,11 1,52
0 c 0,50 0,41b 0,13 1,62
. H 0,55 0,68 0,12 1,64
C 0,44 0,59 0,12 1,74
H 0,32 0,46 0,11 2,02
2 C 0,23 0,51 0,12 2,22
H 0,21 0,53 01 2,66
3 c 0,21 0,46 0,11 2,43
H 0,24? 0,56 0,11 2,96
4 c 0,13° 0,59 0,11 2,92
H 0,15 0,45 0.1 3.1
> c 0,12 0,53 0,11 3,11
H 0,12 0,48 0.1 3,33
° c 0,09 0,45 0,11 3,29
H 0,14 0,42 0,11 3,51
! c 0,10 0,41 0,12 3,64
H 0,10 0,44 0,11 3,64
8 C 0,10 0,43 0,13 371

LSM: least squares means; NEFA: neesterifikované mastné kyseliny; BHB: g-hydroxybutyrat; TG: triacylglyceroly; statisticka
signifikance mezi plemeny v daném tydnu je oznacena pismeny a, b (P <0,05)
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Tabulka 5:LSM mlécné uzitkovosti a vybranych slozek mléka holstynského (H) a ceského strakatého (C) plemene v obdobi prvnich 8 tydnii laktace

Miééna ZAkladni slozky mléka (%) = Ketoldtky (mmol/l) Skupiny MK (g/100 g tuku) Jednotlivé MK (g/100 g tuku)

Tyden | Plemeno | uZitkovost
(kg/den) Tuk Protein | Laktéza | Aceton | BHB_m | SCFA MCFA LCFA MUFA PUFA C16:0 C18:0 C18:1

H 24,5 6,1 3,6 4,8 0,55 0,15 9,7% 42,4 47,0% 36,8? 5,8 26,9% 16,02 34,22
! Cc 23,0 6,1 4,0 4,8 0,34 0,11 11,6° 45,6 40,5° 32,9° 59 29,2° 15,0 29,6"
5 H 30,0? 5,3 3,1 5,02 0,25 0,09 9,52 37,5 42,7% 34,62 6,6 29,3 14,9 31,8?
C 25,7° 54 3,5 5,1° 0,22 0,09 10,9° 41,6 39,7° 32,2° 6,4 29,9 15,1 28,8"
H 33,02 5,0 3,0 51 0,23 0,08 9,32 35,6 40,82 33,62 6,8 30,1 14,6 30,72
3 Cc 27,8 5,7° 3,3 5,0 0,22 0,10 10,8° 41,8 37,5° 30,2° 6,2 31,3 14,3 27,2
4 H 35,0 5,0 2,9 51 0,19 0,08 9,32 36,5 39,3 32,32 6,6 311 13,9 29,62
C 28,9P 55 3,2 51 0,22 0,10 10,5 40,7 37,4 30,4° 6,3 31,7 14,2 27,3
H 35,02 4,62 2,8 51 0,18 0,07 8,7? 34,5 39,02 33,22 7,22 31,6 13,7 30,22
> Cc 30,4° 5,3° 3,2 51 0,18 0,08 10,4° 40,7 36,7° 30,0 6,3° 31,9 13,8 27,0
6 H 36,07 51 2,9 50 0,16 0,08 9,22 37,3 37,4 31,1 6,6 32,4 13,22 28,3
C 29,1° 50 3,2 51 0,18 0,08 10,1° 40,2 36,4 30,3 6,7 32,1 14,0° 27,0
2 H 36,07 4,7 2,9 51 0,13 0,06 9,32 37,0 36,4 30,8 6,9 33,4 13,02 28,12
Cc 29,9° 4,6 3,1 51 0,16 0,07 10,0° 40,6 35,2 29,6 6,8 32,7 13,8° 25,9
H 35,52 50 2,9 50 0,13 0,07 9,4 38,6 35,3 29,2 6,4 33,5 12,82 26,3
8 C 28,0° 4,7 3,1 51 0,17 0,08 10,1 41,3 351 29,4 6,9 32,5 13,9 25,6

LSM: least squares means, BHB_m: mléény S-hydroxybutyrat; MK: mastné kyseliny; SCFA: mastné kyseliny s kratkym fetézcem; MCFA: mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem; LCFA: mastné kyseliny
s dlouhym fetézcem; MUFA: mononenasycené mastné kyseliny; PUFA: polynenasycené mastné kyseliny; statisticka signifikance mezi plemeny v daném tydnu je oznaCena pismeny a, b (P <0,05)
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5.2 Porovnani energetického profilu a sloZzeni mléka mezi skupinami dojnic
vytvoirenymi podle vyskytu a hloubky NEB
Pro lepsi orientaci je v této kapitole zopakované rozdé€leni dojnic do skupin podle vyskytu
a hloubky NEB tak, jak je uvedeno v metodice. Z vysledkti uvedenych v kapitole 5.1
1 publikovanych studii je patrno, Ze k nejvétSim zménam energetického metabolismu dochazi
Vv prvnich dvou tydnech laktace. Za spolehlivy pifimy indikator NEB je povazovéana koncentrace
sérovych NEFA vyss$i nez 0,6 mmol/l (Van Saun 2016). Reakce organismu dojnice
na zvySenou koncentraci NEFA je vSak velmi variabilni. Je zfejmé, ze krom¢ hloubky propadu
energetické bilance ma na zatéz organismu vyznamny vliv i doba, po kterou je NEB vystaven.
S ohledem na vyse uvedené skute¢nosti byly proto dojnice rozdéleny do nésledujicich 3 skupin
podle koncentrace NEFA a doby trvani NEB v prvnich 2 tydnech laktace (tyden 0, 1 a 2):
e NEBO - vprvnich 2 tydnech laktace koncentrace NEFA < 0,6 mmol/l, tj. dojnice
bez NEB
e NEBL - v prvnich 2 tydnech laktace 1x koncentrace NEFA > 0,6 mmol/l, tj. dojnice
s NEB
e NEB2 — v prvnich 2 tydnech laktace minimaln€ 2x koncentrace NEFA > 0,6 mmol/l,
tj. dojnice s hlubsi NEB, s delsi adaptaci a s potencialné vys§im rizikem onemocnéni

spjatych s NEB Vv porovnani se skupinou NEB1

Vliv skupiny na mlé¢nou uZitkovost, sérové parametry energetického profilu a vybrané
slozky mléka jsou zndzornény Vv tabulkach 6 a 7, pro lepsi nazornost také graficky na obrazcich

13 az 17.

5.2.1 Milécna uzitkovost, zakladni sloZky mléka a ketolatky

Denni nadoj byl vcelém sledovaném obdobi numericky niz§i u skupiny NEBO,
ale rozdily nebyly statisticky signifikantni. Niz§i nddoj mohl byt v naSem piipad€ ovlivnén
zejména plemenem, protoze ve skupiné¢ NEBO mirné ptevazovaly dojnice plemene C, zatimco
Vv ostatnich skupiniach bylo vice zastoupeno plemeno H sVvyS§i mlécnou uzitkovosti.
S nastupem vysoké produkce mléka je také spjato vétsi zatizeni metabolismu, takze dojnice
S vys$i mléénou produkei jsou nachylngjsi ke vzniku NEB. Timto 1ze rovnéz vysvétlit vyssi
denni nadoj na poc¢atku laktace u skupin NEB1 a NEB2. Vétsi mife lipomobilizace odpovida

1 vy$si procentualni zastoupeni mlééného tuku ve skupiné NEB2, byt rozdily nebyly statisticky
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vyznamné. Zjisténé hodnoty odpovidaly vysledkim, které ve svém review uvadéji Mulligan
et al. (2006). Obsahy mlé¢ného proteinu a laktdzy se u vSech skupin lisily jen nepatrné.

Nejvice rozdili bylo pozorovano v obsahu ketolatek. Obsah mlé¢ného acetonu byl
Vv prvnich 3 tydnech laktace vyznamné vyssi u dojnic ve skupiné NEB2 ve srovnani se skupinou
NEBO (NEB2: 0,66; 0,32; 0,31 vs. NEBO: 0,25; 0,18; 0,15 mmol/l, P < 0,05). Zaroven byl
Vv prvnich dvou tydnech laktace obsah acetonu signifikantné vyssi ve skupiné NEB2 oproti
NEB1 (NEB2: 0,66; 0,32 vs. NEB1 0,36; 0,20 mmol/l, P < 0,05). V obsahu mlé¢ného BHB
byly pozorovany signifikantni (P < 0,05) rozdily mezi vSemi skupinami (NEBO vs. NEBI,
NEBO vs. NEB2 a NEBL1 vs. NEB2) v prvnich péti tydnech laktace a v tydnu sedmém, pricemz
vyznamné (P < 0,05) vyssi obsah mlééného BHB ve skupiné NEB2 oproti NEB1 a zaroveinl
doslo k mirnému nértstu ve skupiné NEBO. V osmém tydnu byl obsah signifikantné (P < 0,05)
nizsi u skupiny NEBO oproti NEB1 a NEB2.

Nejvyssi hodnoty mlééného acetonu byly tedy pozorovany ve skupiné NEB2 v prvnich
ttech tydnech laktace a zaroven byl v prvnich péti tydnech v NEB2 nejvyssi i obsah mlééného
BHB. Hodnoty odpovidaji koncentracim BHB v séru, kdy nejvyssi hladiny byly pozorovany
ve skupiné NEB2 v prvnich dvou tydnech laktace (viz nize). Nejvyssi hodnoty mléénych
ketolatek ve skupiné NEB2, ptipadné i v NEB 1 oproti NEBO, prameni z nedostatku energie
pfi rizném stupni NEB, kdy se uvolnéné NEFA nekompletné oxiduji aZ na ketolatky
(Duffield et al. 2009). Cim hlubsi NEB (Eetn&j$i vyskyt nadlimitnich sérovych koncentraci
NEFA ve skupiné NEB2), tim vyss$i bude obsah ketolatek jak v krvi, tak v mléce. Zaroven je
ale potfeba mit na paméti, Ze samotné obsahy ketolatek v mléce jsou pro predikci
hyperketonémii nevhodné pro relativné vysoky podil faleSné pozitivnich vysledkl

(Chandler et al. 2008).
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Obrdazek 13: Vyvoj mlécné uzitkovosti, obsahu zdkladnich slozek mléka a ketoldtek (X + SE) v prvnich 8 tydnech
laktace u #7% skupin dojnic (NEBO, NEB1, NEB2) obou plemen vytvorenych podle virovné NEFA vV Krvi Vv prvnich 2
tydnech laktace
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BHB: f-hydroxybutyrat; statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami v daném tydnu jsou oznaceny rozdilnymi pismeny
a, b, c(P<0,05)
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Obrdazek 13: Vyvoj mlécné uzitkovosti, obsahu zakladnich slozek mléka a ketolatek (x = SE) v prvnich 8 tydnech
laktace u #7 skupin dojnic (NEBO, NEB1, NEB2) obou plemen vytvorenych podle tirovné NEFA v krvi v prvnich
2 tydnech laktace
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BHB: p-hydroxybutyrat; statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami v daném tydnu jsou oznaceny rozdilnymi pismeny
a, b, c(P<0,05)

5.2.2 Vybrané sérové parametry energetického profilu

Vyznamné (P < 0,05) vyssi koncentrace sérovych NEFA byly zjistény ve skupiné NEB2
ve srovndni se skupinou NEBO v obdobi pfed porodem a béhem prvnich 5 tydni laktace.
Vyznamné (P < 0,05) rozdily mezi ostatnimi skupinami se vyskytovaly v riznych tydnech
laktace. Zatimco rozdily mezi NEBO a NEBI1 byly pozorovany v obdobi tésné¢ po porodu
(odbér 0) a v prvnich dvou a 5. tydnu laktace, rozdily mezi NEB1 a NEB2 byly detekovany
pfed porodem a ve 2. a 4. tydnu laktace. Pfestoze rozdily v obdobi pfed porodem byly
signifikantni, tak byly velmi malé. Vzdy pftitom platilo, ze ve skupiné s hlubsi NEB byly
naméfené koncentrace vySsi. Pozorované rozdily jsou logické, protoze podle sérovych
koncentraci NEFA byly sledované skupiny utvafeny. Z vysledkil je patrné, Ze hlubsi NEB
Vv prvnich dvou tydnech laktace se vyznamné projevuje jesté v 5. tydnu po oteleni.

Koncentrace sérového BHB byly signifikantné (P < 0,05) vyssi ve skupiné NEB2 oproti
skupiné NEBO v prvnim a druhém tydnu laktace. S vys$§im stupném NEB je spojeno masivné;jsi
uvolinovani NEFA z tukové tkan€ do krve. Pfi dlouhotrvajici NEB (v naSem pfipadé Cetnéjsi
vyskyt nadlimitnich koncentraci NEFA ve skupiné NEB2) nasledn¢ dochazi k jejich
nekompletni oxidaci na ketolatky, coZ se projevi zvySenymi hladinami BHB Vv krevnim séru
(Duffield et al. 2009).
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Hladiny sérovych TG byly vyznamné (P < 0,05) vyssi u dojnic ve skupin¢ NEB2
ve srovnani se skupinou NEBO v obdobi pted porodem, tésné po porodu a v prvnich dvou
tydnech laktace. Tyto rozdily vyplyvaji z odliSnych koncentraci NEFA a spolu s nimi poukazuji
na vysokou miru lipomobilizace, kdy dochazi ke zvySenému uvolnéni NEFA z tukové tkané
a TG z jater ve form¢ VLDL (Kaneko et al. 2008). V koncentracich sérového cholesterolu
rozdily pozorovany nebyly, vyjma obdobi tésné okolo porodu (tyden 0), kdy byly hladiny
vyznamné (P < 0,05) vyssi u NEBO oproti NEB1.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, s ohledem na piedchozi vysledky a vysledky publikovanych
studii je patrné, ze na zatéz organismu pii NEB ma vliv jednak vyskyt a hloubka propadu
energetické bilance a jednak také doba trvani NEB. Je potifeba mit na paméti, ze skupiny dojnic
byly vytvafeny pro ucely této prace a zjisténé vysledky jsou platné pro dojnice ve zkoumaném
managementu chovu. Vzhledem Kktomu je velmi obtizné najit relevantni publikace
pro porovnani nasich vysledki. Nejcastéjsi vyskyt NEB, resp. vysokych hodnot NEFA a BHB
v prvnich 2 az 3 tydnech laktace potvrzuji naptiklad studie Patton et al. (2007) a Mann et al.
(2016). Nase vysledky ohledné vyssi koncentrace sérového BHB u dojnic s nejhlubsi NEB
koresponduji s vysledky Xu et al. (2020), kteti zjiStovali vztahy energetické bilance vypocitané
na zaklad¢ informaci o individualnim pfijmu a vydeje energie a plazmatickych koncentraci
vybranych parametrii analyzovanych pomoci chromatografie s hmotnostni spektrometrii

a nuklearni magnetické rezonance.

Obrdazek 14: Vyvoj vybranych parametrii energetického profilu v séru (x + 95% intervaly spolehlivosti) Vv obdobi
2 tydnit pied a 8 tydnii po oteleni u t7i skupin dojnic (NEBO, NEB1, NEB2) obou plemen vytvorenych podle virovné
NEFA v Krvi v prvnich 2 tydnech po oteleni
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NEFA: neesterifikované mastné kyseliny; BHB: f-hydroxybutyrat; TG: triacylglyceroly; statisticky vyznamné rozdily
mezi skupinami v daném tydnu jsou oznaceny rozdilnymi pismeny a, b, ¢ (P < 0,05)
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Obrdazek 14: Vyvoj vybranych parametrii energetického profilu v séru (x + 95% intervaly spolehlivosti) v obdobi
2 tydnui pred a 8 tydnii po oteleni U tri skupin dojnic (NEBO, NEBI, NEB2) obou plemen vytvorenych podle

urovné NEFA v Krvi v prvnich 2 tydnech po oteleni
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NEFA: neesterifikované mastné kyseliny; BHB: f-hydroxybutyrat; TG: triacylglyceroly; statisticky vyznamné rozdily

mezi skupinami v daném tydnu jsou oznaCeny rozdilnymi pismeny a, b, ¢ (P < 0,05)
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5.2.3 Vybrané mastné kyseliny mlé¢ného tuku

Ze sledovanych mastnych kyselin mlééného tuku byly vyznamné (P < 0,05) rozdily
pozorovany u LCFA, MUFA a C18:1 v prvnich 3 tydnech laktace. Obsah vSech zminénych
mastnych kyselin byl vyssi ve skupiné NEB2 ve srovnani se skupinou NEBO. Zaroven byly
pozorovany signifikantn¢ (P < 0,05) vyssi obsahy ve skupin¢ NEB2 oproti skupiné NEBI,
kdy u LCFA byly tyto rozdily patrné v prvnich 3 tydnech laktace, u MUFA V prvnim tydnu
au C18:1 v prvnich 2 tydnech laktace.

Rozdily v obsahu zminénych mastnych kyselin v mlééném tuku odpovidaji vyskytu
I hloubce NEB. V tukové tkani dominuji zejména C16:0, C18:0 (soucasti LCFA) a C18:1
(soucasti LCFA a MUFA). Pii lipomobilizaci roste koncentrace téchto mastnych kyselin
Vv krevnim ob¢éhu a tyto jsou pfendSeny z krve do mlécné Zlazy, kde jsou zabudovany
do mlé¢ného tuku (Tyburczy et al. 2008). Zjednodusené feceno, pii NEB se do mléka nejvice
uvolnuji C16:0, C18:0 a C18:1. Bylo prokazéano, ze LCFA piechazejici z krve do mléka inhibuji
de novo syntézu SCFA (kromé C4:0) a MCFA, jelikoz snizuji aktivitu acetyl-CoA-karboxylazy,
jejiz aktivita je primarnim regulacnim krokem syntézy mastnych kyselin (Palmquist et al.
1993).

Rozdily v obsahu C16:0 a C18:0 mezi jednotlivymi skupinami vSak v nasi praci
pozorovany nebyly. MiZe to byt dano tim, ze velka ¢ast C18:0 je v mlééné zlaze desaturovana
na C18:1, a to zejména z diivodu zachovani optimalni tekutosti mléka. Pokud pii NEB roste
koncentrace mastnych kyselin o vysokych teplotach tani (C16:0 a C18:0), dochazi pti tvorbé
struktury nové utvarenych TG v mléce ke stimulaci obsazovani pozic glycerolu mastnymi
kyselinami o nizkych teplotach tani (C4:0 a C18:1) a tvoii se TG s teplotou idealni pro udrzeni
tekutosti mléka (Gross et al. 2011; Loften et al. 2014). Kvantifikovat pfechod C16:0 ptivodem
z tukovych rezerv do mléka je velmi komplikované, jelikoz ¢ast je tvotena i de novo syntézou,
kterda je vSak soucasné pfi lipomobilizaci inhibovana, jak je vysvétleno vySe. Zaroven se
pii nadbytku energie v suchostojném obdobi sniZzuje oxidace palmitatu, proto se C16:0
pii piekrmovani v obdobi stani na sucho kumuluje v jatrech a do mléka se nezabudovava
(Litherland et al. 2011).
vytvofeni skupin dojnic v pfedkladané praci, jak bylo zminéno vyse. Gross et al. (2011) zjistili,
ze u dojnic pfi nejvyssi urovni lipomobilizace (zjistované pomoci vypoctu individualniho
pfijmu a vydeje energie) je C16:0 v prvnim tydnu po porodu na nejnizsi Grovni a poté s Casem
dale jeji obsah nartsta, zatimco C18:1 ma opacny vyvoj, tedy v prvnim tydnu po porodu je jeji

obsah nejvyssi a poté postupné klesa. To je srovnatelné s naSimi vysledky a odpovida tvorbé
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mastnych kyselin v mlécné zlaze pti NEB, jak je popséno vyse. Podobny vyvoj obsahu C16:0
a C18:1 byl pozorovan také v praci Kay et al. (2005), ktera se vsak primarn¢ netyka NEB. Vliv
vyskytu a hloubky NEB na vybrané mastné kyseliny mlé¢ného tuku zjisténé v predkladané
praci jsou také v souladu se vztahy mezi sérovymi koncentracemi NEFA a vybranymi
mastnymi kyselinami v mlééném tuku (Jorjong et al. 2014; Mintysaari et al. 2019;
Aernouts et al. 2020), jak je diskutovano nize v kapitole 5.3.

Vyznamné rozdily byly zjistény i mezi plemeny (kapitola 5.1), a to v denni mlé¢né
uzitkovosti, SCFA, LCFA, MUFA a C18:1. Rozdily byly také v mlé¢ném tuku, PUFA, C16:0
a C18:0, ale v téchto parametrech byly rozdily bud’ pouze v jednom tydnu, nebo az ke konci
pozorovaného obdobi. Proto tyto parametry byly posouzeny i v ramci skupin vytvofenych podle
vyskytu a hloubky NEB také samostatné uvniti kazdé¢ho plemene, kdy se statisticky vyznamné
(P < 0,05) rozdily mezi skupinami dle NEB projevily pouze u MUFA a C18:1, pticemz C18:1
je nejvyznamnéjsi soucasti MUFA. Nejvyssi obsah MUFA a C18:1 byl ve skupiné NEB2 oproti
NEBO, a to v ptipad¢ plemene C v prvnich dvou tydnech laktace a v ptipad¢ plemene H pouze
ve 3. tydnu laktace. Nutno podotknout, Ze timto rozd€lenim na skupiny uvniti kazdého plemene
doslo k vyznamnému poklesu poctu zvitat v jednotlivych skupindch (NEBO 10 C a 7 H, NEB1
7 Ca?2l H, NEB2 C 7 a 14 H), coz muze do urcité miry omezovat praktické vyuziti tohoto
vysledku.
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Obrdazek 15: Vyvoj obsahu skupin mastnych kyselin podle délky uhlikového retézce v mlécném tuku (X + SE)
v prvnich 8 tydnech laktace u tri skupin dojnic (NEBO, NEB1, NEB2) obou plemen vytvorenych podle iirovné
NEFA v krvi v prvnich 2 tydnech laktace
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SCFA: mastné kyseliny s kratkym fetézcem; MCFA: mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem; LCFA: mastné kyseliny
s dlouhym fetézcem,; statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami v daném tydnu jsou oznaCeny rozdilnymi pismeny &, b, ¢
(P <0,05)
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Obrazek 16: Vyvoj obsahu nenasycenych mastnych kyselin v mlécném tuku (% + SE) v prvnich 8 tydnech laktace
u i skupin dojnic (NEBO, NEB1, NEB2) obou plemen vytvorenych podle iirovné NEFA v Krvi v prvnich 2 tydnech

laktace
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MUFA: mononenasycené mastné kyseliny; PUFA: polynenasycené mastné kyseliny; statisticky vyznamné rozdily

mezi skupinami v daném tydnu jsou oznageny rozdilnymi pismeny a, b, ¢ (P < 0,05)
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Obradzek 17: Vyvoj obsahu jednotlivych mastnych kyselin v mlééném tuku (x = SE) V prvnich 8 tydnech laktace u tri
skupin dojnic (NEBO, NEB1, NEB2) obou plemen vytvorenych podle virovné NEFA v Krvi v prvnich 2 tydnech

laktace
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Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami v daném tydnu jsou oznaceny rozdilnymi pismeny a, b, ¢ (P > 0,05)
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Tabulka 6: LSM vybranych sérovych parametrii energetického profilu v obdobi 2 tydnii pred a 8 tydnii po oteleni
u ¢ skupin dojnic (NEBO, NEB1, NEB2) obou plemen vytvorrenych podle viroviné NEFA v krvi v prvnich 2 tydnech

laktace

Tyden | Skupina

Energeticky profil (mmol/l)

NEFA BHB TG Cholesterol
NEBO 0,052 0,42 0,232 1,95
-2 NEB1 0,052 0,42 | 0,26%® 1,94
NEB2 0,10° 0,41 0,29° 2,06
NEBO 0,322 0,50 0,102 1,642
0 NEB1 0,61° 0,58 | 0,11% 1,472
NEB2 0,98° 0,65 0,14° 1,88°
NEBO 0,272 0,522 | 0,112 1,85
1 NEB1 0,53 0,67% | 0,11% 1,61
NEB2 0,78° 0,98° | 0,13° 1,79
NEBO 0,132 0,40 | 0,092 2,22
2 NEB1 0,24P 0,55% | 0,11° 2,22
NEB2 0,57¢ 0,82° | 0,13° 2,17
NEBO 0,152 0,42 0,10 2,56
3 NEB1 0,202 0,55 0,10 2,74
NEB2 0,29b 0,77 0,11 2,59
NEBO 0,112 0,90 0,10 3,05
4 NEB1 0,172 0,57 0,12 3,05
NEB2 0,29b 1,05 0,12 3,25
NEBO 0,082 0,48 0,10 3,20
5 NEB1 0,14 0,50 0,10 3,18
NEB2 0,21° 0,68 0,12 3,33
NEBO 0,09 0,49 0,11 3,42
6 NEB1 0,08 0,54 0,10 3,41
NEB2 0,13 0,65 0,11 3,32
NEBO 0,13 0,40 0,12 3,75
7 NEB1 0,12 0,46 0,11 3,72
NEB2 0,12 0,48 0,11 3,48
NEBO 0,08 0,54 0,11 3,58
8 NEB1 0,12 0,40 0,13 3,82
NEB2 0,13 0,49 0,11 3,84

LSM: least square means; NEFA: neesterifikované mastné kyseliny; BHB: g-hydroxybutyrat; TG: triacylglyceroly; statisticka
signifikance mezi skupinami v daném tydnu je oznacena rozdilnymi pismeny a, b, ¢ (P < 0,05)
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Tabulka 7: LSM vybranych parametrii mlécné uzitkovosti a slozeni mléka v prvnich 8 tydnech laktace u ti skupin dojnic (NEBO, NEB1, NEB2) obou plemen vytvorenych podle iirovné NEFA
V krvi v prvnich 2 tydnech laktace

séna . ;o1 . Ketolatk . Jednotlivé MK (g/100

Tyden | Skupina Miéend ZAKladni slozky mléka (%) ol Skupiny MK (g/100 g tuku) k) (g/100 ¢
(kg/den) Tuk | Protein | Laktéza | Aceton  BHB.m | SCFA | MCFA | LCFA MUFA PUFA | C16:0 | C18:0  C18:1

NEBO 232 5,6 38 49 | 025 | 008 | 113 433 | 407° 330° 63 301  149° 298

1 NEBL 247 5,9 38 48 | 036° 012° 106 440 | 425° 343 59 @ 285 153® 3112
NEB2 247 6,4 3,7 47 | 066 018 | 100 A 441 475> 376° 58 | 262 1620 345
NEBO 27,4 5,1 34 51 | 018 @ 006° | 104 @ 402 @ 389" 317° | 66 | 310 | 146 2840

2 | NEBL 28,4 5,2 34 51 | 020° @ 009 | 103 388 | 405 330% 66 | 294 | 152 @ 2970
NEB2 28,5 58 3,2 50 | 032 | 012 | 98 | 396 @ 443" 354° 63 | 283 | 153 @ 3240
NEBO 293 5,1 3,2 50 015° @ 006° | 104 400 @ 365 299° 65 321 140 268

3 NEBL 317 5,3 3,2 510 019 008 | 101 381  387°  317% 66 308 144 289
NEB2 31,0 5,9 3,1 50 | 031° 012 | 100 380 @ 428 339 63 291 149  311°
NEBO 30,2 5,0 3,1 5,2 021 | 007¢ 101 @ 387 | 373 308 | 67 | 319 140 278

4 | NEBL 332 49 3,1 5,1 016 & 008 | 97 | 381 | 373 @ 309 | 66 | 317 141 278
NEB2 331 5,7 3,0 5,0 025 | 012 | 99 | 386 | 406 @ 325 | 62 | 305 142 298
NEBO 31,6 49 3,0 5,1 014 = 006* 98 | 390 @ 363 303 65 329 132 274

5  NEB1 341 47 3,0 5,1 016 007" 94 360 381 317 70 | 313 141 287
NEB2 333 5,3 2.9 5,0 024 = 010° 95 378 396 327 65 308 140 299
NEBO 30,5 5,2 3,0 5,1 018  011® | 94 401 373 308  62° | 321 | 137 277

6 | NEBL 33,6 48 3,0 5,1 014 007" | 98 387 358 298  69% | 325 | 136 268
NEB2 33,9 4,9 3,0 5,0 019 009 | 94 378 382 320 71° | 314 | 142 288
NEBO 30,9 45 3,0 5,1 013 005 | 98 383 350 300 69 | 334 132 265

7 | NEBL 34,0 47 3,0 5,0 014  006° @ 94 386 354 300 70 330 135 269
NEB2 34,9 4,6 3,0 5,0 016 007 | 97 397 368 309 69 | 325 138 276
NEBO 20,4 49 3,0 5,1 015 007® = 98 | 414 | 350 @291 | 64 | 333 131° 258

8 | NEB1 33.1 48 3,0 5,0 015 & 008 | 98 | 403 | 347 | 287 | 66 | 333 133% 255
NEB2 33.9 47 3,0 5,0 016 | 008 | 96 | 384 | 361 305 @ 73 | 324 141° 271

LSM: least square means; BHB_m: mlé¢ny S-hydroxybutyrat; SCFA: mastné kyseliny s kratkym fetézcem; MCFA: mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem; LCFA: mastné kyseliny s dlouhym fetézcem;
MUFA: mononenasycené mastné kyseliny; PUFA: polynenasycené mastné kyseliny; statisticka signifikance mezi skupinami v daném tydnu je oznacena rozdilnymi pismeny a, b; ¢ (P < 0,05)
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5.3 Stanoveni vztaht mezi sloZkami mléka a sérovymi NEFA a moZnosti predikce

NEB pomoci vybranych slozek mléka

Pro hodnoceni vztahti mezi sérovou koncentraci NEFA a vybranymi slozkami mléka byly
vypocteny Pearsonovy korelacni koeficienty, a to jednak v rdmci celého souboru dojnic
zafazenych do experimentu, jednak oddélené pro kazdé plemeno zvlast’ a jednak také v ramci
skupin utvorenych podle NEB, jak je vysvétleno v metodice. Pro vypocet vztahli ve skupinach
podle NEB uvnitt jednotlivych plemen byl k dispozici maly pocet pozorovani a vysledky by
mély nizkou vypovidaci schopnost.

V ramci skupiny vSech dojnic bez ohledu na plemeno byly nejtésnéjsi vztahy pozorovany
mezi NEFA a LCFA (r = 0,56), MUFA (r = 0,47), C16:0 (r = -0,58), C18:1 (r = 0,50);
P < 0,0001. Uvnitt obou plemen byly korelace na podobnych trovnich. Zajimavé;jsi je pohled
na vztahy v ramci skupin podle NEB. Z obrazku 18 je patrné, Ze sledované mastné kyseliny
mlééného tuku ve skupinach NEBO a NEB1 korelovaly s NEFA slabé az stfedné silng, zatimco
ve skupiné NEB2 byly u C16:0 a LCFA hodnoty korela¢nich koeficienti (P < 0,0001)
r =-0,65, resp. r = 0,63, coz znaci tésny vztah. Pro moznosti predikce vyskytu a hloubky NEB
pomoci vybranych mastnych kyselin mlééného tuku je to velmi zajimavé zjisténi, jelikoz je
ziejmé, ze nejtésnéjsi vztahy byly pozorovany u zvifat s hlubsi a déletrvajici NEB (Cetnéjsi
piekroceni hrani¢nich hodnot NEFA v séru).

Vztahy mezi koncentracemi sérovych NEFA a obsahem mastnych kyselin v mléce se
zabyvali Méntysaari et al. (2019), ktefi ve své praci zkoumali 137 dojnic plemene nordic red.
Vzorky krve a mléka byly odebirany ve 2., 3. a 20. tydnu laktace. Mastné kyseliny mlé¢ného
tuku byly, stejné jako v naSem ptipad¢, analyzovany pomoci metody FTIR. Nejtésnéjsi vztahy
s NEFA byly zjistény u C18:1, LCFA a MUFA, coz odpovidéa 1 naSim vysledklim, ackoli
zjisténé vztahy byly tésnéjsi nez v ptipadé predkladané prace. Korelace mezi NEFA a C18:1
byla r = 0,73 pfi pouziti mléka z vecerniho dojeni a r = 0,64 pfi pouZiti mléka z ranniho dojeni.
Korelace mezi NEFA a MUFA byla pfi pouZiti vzorkl z ranniho dojeni r = 0,61 a pfi pouziti
vzorkli z veCerniho dojeni r = 0,71. Velice podobné korelace byly mezi NEFA a LCFA;
r=0,61 ze vzorkli ranniho mléka a r = 0,70 ze vzorkii mléka vecerniho. V ptipad¢ C16:0 nebyly
ve zmitlované praci korelace s NEFA vyznamné, zatimco v nasem piipad¢ byl vztah s NEFA
negativni a pomérné tésny (r = -0,58), zejména pak ve skupiné NEB2 (r = -0,65). Jak jiz bylo
zminéno v pfedchozi kapitole, kvantifikace pfechodu C16:0 z krevniho obéhu do mléka je

velmi komplikovana, jednak kvili ¢asteéné de novo syntéze, ktera je vSak pii lipomobilizaci
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inhibovana, a jednak kvuli zmén¢ jejiho metabolismu pii nadbytku energie v obdobi stani

na sucho. To mize byt jednou z pfi€in rozdilnych vysledki.

Obrazek 18: Pearsonovy korelacni koeficienty (P < 0,0001) vybranych mastnych kyselin mlécéného tuku se
sérovymi koncentracemi NEFA v jednotlivych skupinach dojnic (NEBO, NEBI, NEB2) vytvorenych podle uirovné
NEFA v Krvi v prvnich 2 tydnech po oteleni
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MUFA: mononenasycené mastné kyseliny; signifikance korelacnich koeficientti je u vSech parametri P < 0,0001

Predikce NEB dojnic, resp. koncentrace sérovych NEFA na zaklad¢ vybranych slozek
mléka, byla oveéfovana prostfednictvim analyzy kovariance v obecném linedrnim modelu.
Vzhledem k relativné malému mnoZstvi zvifat a po¢tu méfeni ziskanych v ramci experimentu
bylo mozné zahrnout do modelové rovnice jen omezeny pocet faktor a vysledky maji pouze
informativni charakter. V souladu s vysledky korela¢ni analyzy se projevil kolinearni charakter
vztahl slozek mléka s nejtésnéjSim vztahem ke koncentraci sérovych NEFA (C16:0, LCFA
a C18:1) a zaclenéni vice nez jednoho parametru do modelu nepfineslo signifikantni efekt. Jak
je zteymé z tabulky 8, pfi pouziti C16:0 v pozici nezavisle proménné bylo vysvétleno nejvyssi
procento celkové proménlivosti koncentrace sérovych NEFA (R?=0,43). Komplikovana
biologické interpretace vztahu C16:0 a sérovych NEFA byla komentovana vySe a uvedeny
vysledek je poplatny konkrétnim chovatelskym podminkdm v pribehu experimentu a ma
pro perspektivu predikce energetické bilance dojnic jen omezeny vyznam.

Alternativni zatazeni koncentrace LCFA, resp. C18:1 do modelu ptineslo velmi podobné
vysledky predikce (R?= 0,42, resp. R?=0,38). Z vysledk je patrno, Zze kromé signifikantniho
vlivu plemene a tydne laktace (P < 0,01) je ve vSech variantach zaznamenan statisticky vysoce

vyznamny rozdil regresnich koeficientli mezi plemeny (P < 0,01). VSechny varianty vypoctu
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poskytly relativné nizky podil vysvétlené proménlivosti koncentrace sérovych NEFA
(cca 40 %).

Moznostmi predikce NEB na zéklad¢ vybranych slozek mléka se zabyvalo nékolik studii.
V praci Jorjong et al. (2014) byl testovan vztah mezi sérovymi NEFA a obsahem mastnych
kyselin v mlé¢ném tuku. Celkem bylo sledovano 92 dojnic holstynského plemene v obdobi
3 tydni ptfed porodem do 8 tydnti laktace, pfi¢emz krevni vzorky byly odebirany kazdy tyden
a vzorky mléka 2., 3., 4. a 8. tyden laktace, ¢imz se tato studie metodicky podoba piedkladané
praci. Pro analyzu mastnych kyselin mlécného tuku vSak byla pouzita plynova chromatografie,
zatimco v nasi praci metoda FTIR. Nejvhodnéjsi pro predikci sérové koncentrace NEFA a tim
i NEB se jevila kyselina olejova (C18:1 cis-9, ktera tvoii vétSinu celkové C18:1),
u které pouzity regresni model dosahl stejnych vysledki predikce (R? = 0,38) jako model
pouzity v piredkladané praci. Zajimavych vysledk dosdhli Aernouts et al. (2020), ktefi se
zabyvali predikci sérovych NEFA pomoci MIR spektra mléka u 143 dojnic plemene nordic red.
Vzorky krve a mléka byly odebirany ve stejném schématu jako ve studii Méntysaari et al.
(2019), ktera je zmitlovana vySe. Pfesnost predikce byla dostate¢na pro relativné nizké hladiny
NEFA vkrvi (< 0,6 mmol/l), ale nedostate¢na pii vysokych koncentracich NEFA
(> 1,2 mmol/l). Z nasich vysledkt vSak vyplyva opak; pfi bliz§im rozboru rezidui se ukazuje,
ze rozdily odhadi a naméfenych hodnot koncentraci sérovych NEFA se s rostouci koncentraci
vyrazné snizuji, coz koresponduje i s vysledky korela¢ni analyzy. Moznosti predikce NEFA
pomoci MIR spektra mléka byly zkoumany 1 v dalSich studiich, ptfi¢emz predikéni schopnost
byla rizna. V modelu Grelet et al. (2019) byla predikce (R? = 0,39) podobna jako v nasem
piipadé a v modelu Benedet et al. (2019) byla o n&co vyssi (R? = 0,52). Luke et al. (2019)
upozoriiuji na silny vliv stada, koeficient determinace V jejich studii se snizil z R? = 0,61
na R? = 0,45, kdyz stejny model pouzili v jiném stadé. I v nasem piipadé je nutné vzdy dodat,
ze vysledky jsou platné pro konkrétni stado.

Uvedena zjiSténi maji jen informativni charakter, ale zjis§téné tendence jsou velmi slibné
a vyzaduji detailni ovéfeni na mnohem rozsahlejsim souboru méfeni v riznych podminkéch,
na coZz je zamé&fen nas dalsi vyzkum. Potvrzeni vyse uvedenych vysledkt by pak mohlo umoznit
predikovat s dostatecnou ptesnosti zvysené riziko NEB dojnic na zaklad¢ vysledkt rozboru

mléka.
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Tabulka 8: Vysledky analyzy kovariance a koeficienty determinace (R?) koncentrace sérovych NEFA s linedrni

regresi

Stupné

Suma

Prumér

Zdroj proménlivosti volnosti Ctvercu Ctvercu F P R?
plemeno 1 3,925 3,925 7,27 0,0073
tyden 7 38,977 5,568 10,31 <0,0001 0.431
C16:0 1 59,739 59,739 110,65 <0,0001
C16:0 * plemeno 1 4,717 4,717 8,74 0,0033
plemeno 1 4,266 4,266 7,69 0,0058
tyden 7 45,865 6,552 11,81 <0,0001 0,415
LCFA 1 52,691 52,691 94,97 <0,0001
LCFA * plemeno 1 4,011 4,011 7,23 0,0074
plemeno 1 4,953 4,953 8,46 0,0038
tyden 7 61,651 8,807 15,05 <0,0001
C18:1 1 38,212 38,212 65,31 <0,0001 0,383
C18:1 * plemeno 1 4,940 4,940 8,44 0,0038

LCFA: mastné kyseliny S dlouhym fetézcem
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6 ZAVER
Cilem predkladané prace bylo
e porovnani energetického profilu a vybranych slozek mléka dojnic C a H plemene
e stanoveni rozdili sledovanych parametrit mezi skupinami dojnic s riiznou trovni NEB
e a kvantifikace vztahli mezi sérovymi koncentracemi NEFA a vybranymi slozkami
mléka s perspektivou predikce zvySeného rizika NEB na zaklad¢ obsahu ur¢itych slozek

mléka.

Vyssi produkce mléka dojnic H plemene se v obsahu zakladnich slozek mléka a ketolatek
vyrazné neprojevila. Dynamika vyvoje parametrti energetického profilu v tranzitni period¢ byla
u obou sledovanych plemen obdobna a byly zaznamenany jen nevyrazné rozdily v parametrech
energetického metabolismu. Vysledky ukazaly vyraznou zatéz organismu dojnic v prvnich
dvou tydnech laktace, pficemz néastup metabolickych zmén byl rychlejsi a vyraznéjsi u plemene
H. Pracovni hypotéza (1) nebyla potvrzena v celém rozsahu. Zjisténé tendence v energetickém
profilu sledovanych plemen byly v souladu s pifedpoklady, ale zjisténé rozdily mezi plemeny
nebyly signifikantni. V navazujicim vyzkumu bude tfeba ovéfit vliv konkrétnich podminek
experimentu (totozné podminky chovu pro obé& plemena), zaméfit se 1 na rozdily
v distribuci energie a mobilizaci rezerv mezi plemeny (uzitkovymi typy).

Mezi skupinami dojnic sriznou trovni NEB v prvnich 2 tydnech laktace byly
zaznamenany vyznamné rozdily v obsahu ketolatek 1 parametrech energetického profilu dojnic.
Nejvyssi koncentrace NEFA, BHB i obsah ketolatek v mléce byly u skupiny dojnic s nejhlubsi
NEB (NEB2). Mezi skupinou NEB2 a skupinou NEBO, ktera se v prub&hu prvnich 2 tydnt
laktace nedostala do NEB, se projevily vyznamné rozdily i v obsahu mastnych kyselin
mlécéného tuku, zejména u LCFA, MUFA a C18:1 (signifikantné vyssi obsah ve skupiné NEB2
Vv prvnich tfech tydnech laktace). Vysledky rovnéz ukézaly, Ze hloubka propadu energetické
bilance v prvnich 2 tydnech laktace se vyznamné projevuje jesté v patém tydnu laktace, a mize
tak neptiznivé ovlivnit zdravotni stav dojnic v disledku dlouhotrvajiciho stavu nerovnovahy.
Dosazené vysledky potvrdily platnost pracovni hypotézy (2).

Signifikantni korelace mezi sérovymi NEFA a mastnymi kyselinami mlééného tuku byly
pozorovany u LCFA, MUFA, C16:0 a C18:1, navic u skupiny s nejhlubs§i NEB (NEB2) byly
vztahy tésnéjsi nez u skupin NEBO a NEBI1. Pro moznou predikci se jevi jako velmi zajimavé
vyuZziti obsahli LCFA a CI18:1, ackoli vypocet poskytl relativné nizky podil vysvétlené
proménlivosti koncentrace sérovych NEFA (cca 40 %). Pii bliz§im rozboru rezidui se ukazalo,

ze rozdily odhadt a naméfenych hodnot koncentraci NEFA se s rostouci koncentraci vyrazné
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snizuji, coz koresponduje s vysledky korela¢ni analyzy. Byla tak potvrzena pracovni hypotéza
(3) a vytvoten prostor pro dalsi vyzkum, ktery by mohl byt zaméfen na vybér dojnic s vysokym
rizikem NEB na zéklad¢ parametrii stanovenych v rdmci rozsifeného laboratorniho rozboru
mléka. Z dosazenych vysledkl je zifejmé, ze bude tieba vénovat pozornost nelinearnimu
charakteru vztahl sledovanych parametri a zfejmé i rozdilim mezi plemeny, které se projevily
Vv signifikantné rozdilnych smérnicich lineérni regrese.

Vysledky zjisténé v této praci jsou poplatné konkrétnim chovatelskym podminkam
experimentalni farmy. Dalsi vyzkum, ktery jiz probiha, je cilen na ovéfovani vztaht
na rozsahlejSim souboru pozorovani uvniti jednotlivych plemen a také v riznych podminkach
chovu s cilem najit model, ktery by umoznil v¢asnou predikci NEB na zéakladé vybranych
mastnych kyselin mléka. Velky potencial pro vyuziti v chovatelské praxi by pak mélo rozsiteni
kontroly uZzitkovosti o vybrané mastné kyseliny a spolu stim i stanoveni rizika NEB
u jednotlivych dojnic.

Zavérem je mozno konstatovat, ze stanovené cile prace byly naplnény. Dosazené
vysledky se staly impulzem pro podani GspéSného navrhu projektu NAZV QK21010038
s feSenim v obdobi 2021 az 2025 a s nazvem: ,,V¢asna predikce zdravotnich rizik a poruch
reprodukce dojnic s vyuzitim rozSifeného spektra parametrii ziskavanych laboratornim

rozborem vzorkd mléka.
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