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Z naSo raziskavo smo zeleli opredeliti varen odmerek UV sevanja za sintezo vitamina D pri
kravah molznicah ¢rno-bele pasme in preveriti uporabnost obsevanja z UVB lu¢jo ozkega
spektra, omejenega na Cas robotske molze za sintezo vitamina D. Ugotoviti smo skusali tudi
vpliv dolzine dlake in barve koze oziroma dlake na sintezo vitamina D pri govedu. V prvi del
raziskave smo vkljucili 21 krav in telic ¢rno-bele pasme z dveh kmetij, ki smo jih z
naras¢ajo¢imi odmerki z UVB lucjo obsevali na 8 odlakanih in na 8 obritih mestih. V drugi del
raziskave smo vkljucili 51 krav ¢rno-bele pasme, ki smo jih na podlagi mle¢nosti v predhodni
laktaciji, dneva po telitvi in deleZa ¢rne dlake na hrbtu enakomerno in naklju¢no razdelili v tri
skupine. Krave v prvi skupini smo obrili vsaka dva tedna in jih obsevali z odmerkom 80 J/m?,
krave v drugi skupini z maksimalnim odmerkom, ki ga je dopuscala dnevna robotska molza, a
ni presegala 360 J/m?, tretja skupina krav pa je bila kontrolna skupina. V ¢asu raziskave smo
kravam Stirikrat odvzeli kri, in sicer prvi dan ter 7 dni, 30 dni in 60 dni po zacetku obsevanja,
ter z uporabo avtomatske imunsko-encimske fluorescenéne metode dolocili koncentracijo 25-
hidroksivitamina D. V prvem delu postopka smo ugotovili, da se rdecina na beli kozi pojavi pri
odmerku UVB 329 J/m?, na odlakani koZi pa pri odmerku UVB 5595 J/m?, ter da je slednji
odmerek linearno odvisen od dolZine dlake in da je za povzrocitev rde€ine na odlakani koZi
potreben znacilno visji odmerek. V drugem delu raziskave smo ugotovili, da je v Casu robotske
molZze mogoca sinteza vitamina D pod vplivom UVB lu¢i ozkega valovnega spektra. V
povprecju so najve¢ vitamina D proizvedle obrite krave (13,37 ng/mL), sledile so odlakane
krave (9,96 ng/mL), medtem ko so najmanj vitamina D proizvedle krave iz kontrolne skupine
(5,11 ng/mL). Ugotovili smo, da je sinteza vitamina D v kozi odvisna tudi od barve koze,
medtem ko vpliva barve dlake na sintezo vitamina D nismo potrdili. Nasa raziskava je prva
raziskava o konkretni opredelitvi minimalnega odmerka UVB za povzrocitev rdecine pri kravah
molznicah ¢rno-bele pasme na standardiziran nain in omogoca primerjavo odmerkov med
razliénimi raziskavami. Ker ugotovljeni odmerek v zmernih geografskih Sirinah zlahka
presezemo, je pomembno, da imajo krave na pasi zavetje, kamor se lahko umaknejo z
neposrednega soncnega sevanja. Ugotovili smo tudi vpliv dlake in barve koze na kozno sintezo
vitamina D pri kravah ¢rno-bele pasme in ponudili nov na¢in nadomescanja vitamina D, ki ne

moti dnevne rutine komercialnih farm.
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ABSTRACT

Key words: ultraviolet rays; vitamin D; erythema, radiotherapy; blood chemical analysis;

lactation; cattle

The goal of our study was to determine a safe UV irradiation dose for vitamin D
supplementation in dairy cows of the Holstein Friesian breed and to investigate the utility of
narrow-band UVB irradiation limited to robot milking time for vitamin D supplementation. We
also wanted to determine the influence of hair and skin and/or hair colour on cutaneous vitamin
D synthesis in cattle. For the first part of our study, we enrolled 21 cows and heifers of the
Holstein Friesen breed from two farms. We irradiated them with a raising dose of irradiation
using a narrow-band UVB light on 8 hair-covered and 8 shaven areas. In the second part of the
study, we enrolled 51 cows of the Holstein Friesen breed, which we split into three equal and
random groups based on milk yield in the previous lactation, days after calving and the percent
of black hair on the back. The first group was shaven every two weeks and irradiated with a
dose of 80 J/m?, the second group was irradiated with a maximum dose daily robot milking
time would allow but did not exceed 360 J/m?, the third group served as a control group. During
the study the cows were blood sampled four times on the first and at 7 days, 30 days and 60
days after the start of irradiation and the concentration of 25-hydroxyvitamin D was determined
using an automated immune enzyme fluorescence method. In the first part of the study, we
found that erythema on shaven will appear at a dose of 329 J/m? and on haired skin at a dose of
5595 J/m?> and that the latter dose was linearly dependent on hair length, therefore, a
significantly higher dose is needed to produce erythema on haired skin. In the second part of
our study, we found that vitamin D supplementation using a narrow-band UVB light limited to
robot milking time is possible. On average the shaven cows produced the most vitamin D (13,37
ng/mL), followed by the haired group (9,96 ng/mL), while the control group produced the least
vitamin D (5,11 ng/mL). We also found that cutaneous vitamin D synthesis is dependent on
skin colour; however, we could not confirm an effect of hair colour. This study is the first to
determine the minimal erythema dose in Holstein Friesen dairy cattle in a standardised way,
which allows the comparison of doses between different studies. The determined doses are
easily exceeded at mild latitudes; therefore, it is important that cattle on pasture have shelter
where they can get out of direct sun irradiation. We also found an effect of hair and skin colour
on cutaneous vitamin D production in Holstein Friesen cattle and put forward a new way of

vitamin D supplementation that does not interfere with daily farm routine.
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SEZNAM OKRAJSAV IN SIMBOLOV

25(OH)D — 25-hidroksivitamin D
1,25(0OH)2D — 1,25-dihidroksivitamin D

ABCBI — poddruzina B ATP vezoce kasete ¢lan 1 (angl. ATP binding cassette subfamily B

member 1)

BCS — ocena telesne kondicije (angl. body condition score)

CIE — Mednarodna komisija za osvetlitev (fran. Commission internationale de 1'éclairage)
DCT - dopakrom tautomeraza

DNK — deoksiribonukleinska kislina

EP — dominantni Extension alel

e —recesivni Extension alel

E*, E"in E?— divji tip Extension alela

ELFA — encimsko sklopljena fluorescentna analiza (angl. Enzyme Linked Fluorescent Assay)
FGF-23 — fibroblastni rastni dejavnik 23

GGT — gama glutamil transferaza

GLDH - glutamat dehidrogenaza

HPLC/MS - tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti, sklopljena z masno spektrometrijo
IL — interlevkin

KIT — protoonkogen receptor tirozin kinaze (angl. proto-oncogene receptor tyrosine kinase)
LED — svetleca dioda (angl. light emitting diode)

mA — miliamper

MCIR — melanokortin 1 receptor (angl. melanocortin 1 receptor)
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MED — minimalni odmerek UV sevanja, potreben za povzrocitev rdeCine na kozi (angl

minimal erythema dose)
MED-S — minimalni odmerek UV sevanja, potreben za povzrocitev rde¢ine na obriti kozi
MED-H — minimalni odmerek UV sevanja, potreben za povzrocitev rdecine na odlakani kozi

MITF — z mikroftalmijo povezan transkripcijski dejavnik (angl. microphthalmia-associated

transcription factor)

a-MSH — a-melanocite stimulirajo¢i hormon (angl. a-melanocyte-stimulating hormone)
nm — nanometer

PAX3 — parni Skatlasti gen 3 (angl. paired box gene 3)

PAXS — parni Skatlasti gen 5 (angl. paired box gene 5)

PTH — paratiroidni hormon

RANTES - reguliran ob aktivaciji normalnih celic T, izraZen in izlo¢en (angl. regulated on

activation normal T-cell expressed and secreted)

SCC — ploscatoceli¢ni karcinom

SED — standardni odmerek UV sevanja za povzrocitev rde€ine
SEM - standardna napaka povprecja

UV — ultravijolicen

V —volt

VDBP — vitamin D vezo¢i protein (angl. vitamin D binding protein)
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1 UVOD

Vitamin D je pri kravah najbolj poznan po odlocilni vlogi pri presnovi kalcija in fosfatov,
novejse raziskave pa ga povezujejo tudi z delovanjem imunskega sistema (Nelson in sod., 2012;
Yue in sod., 2018). Krave se naravno oskrbujejo z vitaminom D preko krme ali z lastno sintezo
v kozi. Ker je vecina krav vzrejena v hlevih, tj. brez neposredne izpostavljenosti sonc¢nim
ultravijolicnim (UV) sevanjem, so zivali odvisne od koli¢ine vitamina D v krmi, ki pa ni vedno

najbolje izkoristljiv (Hymeller in Jensen, 2011).

Kozna sinteza vitamina D lahko poteka tudi v hlevskih pogojih z uporabo UV luéi, a so v
dosedanjih raziskavah uporabljali UV luci, ki so za doseganje zadovoljivih odmerkov UV
sevanja in s tem zadovoljivo sintezo vitamina D potrebovale sorazmerno veliko ¢asa (Jakobsen
in sod., 2015; Hymeller in sod., 2017). Do zdaj Se nobenemu raziskovalcu ni uspelo dokazati
vpliva razmerja med ¢rno in belo barvo koze oziroma dlake na sintezo vitamina D pri kravah
(Hymeller in Jensen, 2012; Jakobsen in sod., 2015; Hymeller in sod., 2017). Pri ljudeh sinteza
vitamina D poteka optimalno pri relativno nizkih valovnih dolzinah med 295 nm in 300 nm oz.
celo pri 293 nm z uporabo luc¢i UV LED (angl. light emitting diode) (MacLaughlin in sod.,
1982; Kalajian in sod., 2017), kar bi lahko izkoristili za bolj u¢inkovito obsevanje tudi pri

govedu.

1.1 NAMEN

V raziskavi smo Zeleli ugotoviti, ali lahko krave, ki so izpostavljene UVB sevanju ozkega
spektra, zgolj v Casu robotske molZe sintetizirajo dovolj vitamina D za fizioloSke potrebe.
Zanimalo nas je tudi, kako dolzina dlake in delez ¢rne obarvanosti dlake oz. koze na mestu
obsevanja vplivata na koncentracijo vitamina D v krvi. Da je raziskava potekala varno za Zivali,
smo morali dolo¢iti minimalni odmerek UVB sevanja nizkih valovnih dolZin, ki je potreben za
povzrocitev rdeCine (angl. minimal erythema dose, MED) pri kravah ¢rno-bele pasme, in

ugotoviti, kako dolzina dlake vpliva na nastanek rdecine.

1.2 HIPOTEZE
1. MED krav molznic ¢rno-bele pasme, izpostavljenih UVB (280-315 nm) na mestih
belega obarvanja, presega enkratni odmerek 10 000 J/m?2.
2. Za vzdrzevanje fizioloSke koncentracije vitamina D pri trajno uhlevljenih kravah
molznicah ¢rno-bele pasme je v vseh fizioloskih pogojih dovolj obsevanje, omejeno

na ¢as robotske molze z UVB ozkega valovnega spektra, ki ne presega MED krav.
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3. Dlaka in delez ¢rne in bele barve koze oziroma dlake na mestu obsevanja imata vpliv

na koncentracijo vitamina D v krvi.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 BARVA CRNO-BELEGA GOVEDA

Obarvanost koze in dlake pri govedu je odvisna od koncentracije melanocitov in s tem tudi
prisotnosti melanosomov v kozi oziroma dlaki. Melanociti se nahajajo v bazalni plasti
povrhnjice koze, kjer v specializiranih celicnih organelih (melanosomih) izdelujejo kozna
pigmenta eumelanin in feumelanin (Gutiérrez-Gil in sod., 2007) (Slika 1). Melanociti lahko
melanosome preko svojih dendriti¢nih podaljSkov predajo drugim celicam, kot so keratinociti
povrhnjice, in celicam dla¢nih foliklov, kar kozi oziroma dlaki da znacilno barvo (Hanel in
Carlberg, 2020). Melanosomi s keratinociti ob lus¢enju koze potujejo v visje plasti. Osnovna
barva pri govedu je odvisna od razmerja v izrazanju koznih pigmentov eumelanina (¢rnorjava
barva) in feumelanina (rdeCerumena barva) v kozi oziroma dlaki. Kateri pigment bo prevladal,
dolo¢a encim tirozinaza. Visoka aktivnost tirozinaze spodbuja nastanek eumelanina, nizka
aktivnost tirozinaze pa nastanek feumelanina. Za izdelavo feumelanina je dodatno potrebna Se
aminokislina cistein (Kollias in sod., 1991). Aktivacija tirozinaze je odvisna od aktivacije
melanokortin 1 receptorja (MCI1R), zato stimulacija MCIR z a-melanocit-stimulirajo¢im
hormonom (a-MSH) spodbuja nastanek eumelanina. Feumelanin se poveca ob izostanku -
MSH ali okvari oz. blokadi MC1R (Burchill in sod., 1986; Maresca in sod., 2015). Najbolje
poznani antagonist MCI1R je protein Aguti, ki se veze na MCIR in prepre¢i vezavo a-MSH
(Gutiérrez-Gil in sod., 2007; Garcia-Borron in sod., 2014). Genetsko je tvorjenje pigmenta
odvisno od izraZanja alela Extension ali MCIR lokusa na 18. kromosomu, pri ¢emer so
dominantne Zivali (E”) ¢rne, recesivne (e) pa rde¢e. Omenjena alela nista ob¢utljiva na protein
Aguti. Zivali z meSanico &me in rdece dlake imajo Aguti ob&utljive alele Extension, kot so E*,
E'in E? (Adalsteinsson in sod., 1995; Royo in sod., 2005; Gutiérrez-Gil in sod., 2007; Schmutz,
2012).
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Slika 1: Prenos melanosomov

Prenos melanosomov (rjavi krogci) iz melanocitov (modra celica) v celice povrhnjice koze (rumene celice)

Povzeto po Hanel in Carlberg (2020).
Figure 1: Transfer of melanosomes.

Transfer of melanosomes (brown circles) from melanocytes (blue cell) to epithelial skin cells (yellow cells).

Adapted from Hanel in Carlberg (2020).

Bele lise pri Zivalih so posledica izostanka melanocitov na teh podro¢jih koZe. Pigmentne celice
izvirajo iz nevralnega grebena in v ¢asu embrionalnega razvoja migrirajo po telesu. Te celice
se nato diferencirajo v melanoblaste z izrazanjem genov, kot so z mikroftalmijo povezan
transkripcijski faktor (MITF), protoonkogen receptor tirozin kinaza (KIT) in dopakrom
tautomeraza (DCT). Melanoblasti nato migrirajo v epidermis, kjer se diferencirajo v melanocite
in tvorijo pigment koze in dlake. Prekinitev procesa v kateri koli fazi povzroci izostanek
melanocitov v koZi in s tem belo pigmentacijo teh predelov (Jivanji in sod., 2019). Ta vrsta

belega obarvanja se imenuje »piebald« (Schmutz, 2012). Na mestih »piebald« histolosko
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najdemo malo ali celo ni¢ melanocitov (Spritz, 1994). Pri govedu so bele lise in njihov obseg
najverjetneje odvisni od izrazanja gena MITF (22. kromosom), ki ga povezujemo z vlogo pri
diferenciaciji in prezivetju melanocitov (D’Mello in sod., 2016); gena KIT (6. kromosom), ki
je klju€en za prezivetje in migracijo melanoblastov ter diferenciacijo melanocitov (Baxter in
sod., 2004); gena PAX3 (2. kromosom), ki deluje kot transkripcijski faktor za MITF, in gena
PAXS5 (8. kromosom) (Liu in sod., 2009; Hayes in sod., 2010; Jivanji in sod., 2019).

2.1.1 Zas¢itni ucinek eumelanina

Eumelanin absorbira fotone UV sevanja bolje pri nizjih valovnih dolzinah. Velja obratno
sorazmerje med absorpcijo in valovno dolzino sevanja (Meredith in Sarna, 2006). Dodatno
deluje tudi kot lovilec kisikovih radikalov, ki v koZi nastanejo pod vplivom UV sevanja
(Maresca in sod., 2015). To dejstvo je pomembno, saj kisikovi radikali in neposredni ucinek
UV sevanja povzrocajo poSkodbe DNK in zato delujejo karcinogeno. Pri ljudeh se vecina
melanina nahaja ob bazalni membrani epidermisa (Saager in sod., 2015), pri govedu pa je
vecina telesa pokrita z gosto dlako, a njenega zascitnega ucinka Se ne poznamo v celoti. Zascitni
ucinek barve in dlake lahko delno pripiSemo dejstvu, da se pri govedu kozne novotvorbe
pogosteje pojavljajo na slabo odlakanih in pigmentiranih mestih, kot so veke in vulva (Laws,
2013). Dlaka goveda je razlicno prepustna za UV sevanje. Prepustnost je odvisna od gostote
dlake (Bianca in Wegmann, 1974) in verjetno tudi od barve dlake. Pri ljudeh so ugotovili, da
rjavi lasje prepuscajo le priblizno 20 % UV zarkov valovnih dolZin 290-400 nm, kar ne velja
za bele lase, pri katerih se prepustnost povecuje od priblizno 18 % pri 290 nm do priblizno 60
% pri 400 nm. Razliko lahko pripiSemo vi§jim koncentracijam eumelanina v rjavih laseh in
boljsi prodornosti vi§jih valovnih dolzin UV sevanja (Lerche in sod., 2017). Poleg barve na
prepustnost vplivajo tudi orientacija, debelina in gostota las (Laws, 2013; de Galvez in sod.,

2015).

2.2 ULTRAVIJOLICNA SVETLOBA

UV sevanje glede na valovno dolzino razdelimo v tri razrede, in sicer UVC 100-280 nm, UVB
280-315 nm in UVA 315400 nm. Za mejo med UVB in UVA se v literaturi pojavljata dve
Stevilki, in sicer 315 nm in 320 nm (CIE 209:2014). V nasi raziskavi smo upostevali mejo 315
nm. Son¢no UV sevanje, ki doseze zemljo, je sestavljeno pretezno iz sevanja UVA (95 %) in v
manjsini iz sevanja UVB (5 %). Sevanje UVC zaustavi Ze ozonska plast zemlje. Odmerek UV

sevanja, ki smo mu izpostavljeni, je odvisen od debeline ozonske plasti, zenitnega kota sonca
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(tj. kota med lokalno vertikalno osjo in soncem), oblacnosti, odsevnosti talnih povrsin,
nadmorske viSine in onesnazenosti zraka. Ozonski plas¢, oblacnost in onesnaZenost zraka
zmanjsSujejo koli¢ino UV sevanja, ki doseze zemljino povrsino. Zenitni kot sonca je odvisen od
¢asa v dnevu, letnega Casa in geografske Sirine. Najmanjsi je ob ekvatorju, okoli poldneva in v
poletnem casu. Vecji kot je zenitni kot, manj UV sevanja nas doseze oziroma se spremeni
njegova sestava, saj sonc¢no sevanje, ki zaradi ve¢jega zenitnega kota potuje skozi debelejso
plast ozona, vsebuje manj UVB sevanja (IARC, 1992). Dnevni odmerki UV sevanja lahko
povzrocijo rdecino, predvsem UVB, ki se spreminjajo skozi leto in na podobnih geografski
Sirinah kot Slovenija (46° N) znasajo od < 500 J/m? do > 5000 J/m? (Reuder in Koepke, 2005;
Rieder in sod., 2008; Bilbao in de Migue, 2020). Na juzni polobli pri podobnih geografskih
Sirinah (45° S) dnevni odmerek lahko preseze 7500 J/m? na dan (McKenzie in Lucas, 2018). Na
prejeti odmerek vpliva odsevnost talnih povrsin, saj lahko dobro odbojne povrsine, kot je sneg,
odbijajo do 90 % UV sevanja, a vecina talnih povrsin odbije manj kot 10 % sevanja (IARC,
1992; Lerche in sod., 2017).

Razli¢ne valovne dolzine soncnega UV sevanja, ki doseze zemljo, imajo razli¢ne bioloske
ucinke, najvecjega UVB. Bioloski ucinki, za katere poznamo vplive sevanja v odvisnosti od
valovnih dolzin, sta na primer povzrocitev rdeCine in pretvorba 7-dihidroholesterola v
previtamin D3. Obe krivulji sta sprejeti s strani Mednarodne komisije za osvetlitev (CIE) in
omogocata standardizacijo odmerkov med razli¢nimi viri UV sevanja. Za povzroc€itev rdecine
so optimalne valovne dolzine 250-298 nm, nato pa se ucinek s povecevanjem valovne dolzine

zmanjSuje (ISO 17166:1999) (

Slika 2). U€inke razli¢nih valovnih dolZin na sintezo previtamina D3 v koZi so prvi preucevali
MacLaughlin in sod. (1982) in ugotovili, da optimalna sinteza poteka pri valovnih dolZinah

295-300 nm (

Slika 2). Pozneje je to krivuljo povzela tudi CIE (CIE 174:2006). Ugotovitve novejSih raziskav
kaZejo, da lahko z uporabo lu¢i LED optimalna sinteza poteka tudi pri nizjih valovnih dolZinah

(Kalajian in sod., 2017).
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Slika 2: Povezanost med relativnim uc¢inkom obsevanja in razli¢nimi valovnimi dolzinami UV sevanja

Povezanost med valovnimi dolzinami UV sevanja in povzro€itvijo rde€ine ter pretvorbo 7-dehidroholesterola v

previtamin D3 v kozi. Povzeto in prirejeno po ISO 17166 (1999) in CIE 174 (2006).

Figure 2: Connection between the relative effects of UV irradiation with different wavelengths

Connection of UV irradiation and erythema production and 7-dihydrocholseterol to pre-vitamin D3 conversion in

the skin, respectively. Adapted from ISO 17166 (1999) and CIE 174 (2006).

Za podajanje mo¢i UV sevanja uporabljamo enoto W/m?, za merjenje odmerka pa J/m? (=
W/m?*s). Poljudno, torej v javnosti, intenzivnost sonénega UV sevanja podajamo kot UV
indeks, ki je moc¢ son¢nega UV sevanja, preracunana na krivuljo za povzrocitev rdecine (ISO
17166:1999). UV indeks 1 predstavlja 25 mW/m? (Kinney in sod., 2000; Lerche in sod., 2017).
V Spaniji lahko UV indeks preseZe 10, na juzni polobli pa celo 14 (McKenzie in Lucas, 2018;
Bilbao in de Migue, 2020). Druge enote za podajanje odmerka UV sevanja so standardni
odmerek UV sevanja za povzro¢itev rde¢ine (SED), ki znaga 100 J/m?. SED je preracunan na
krivuljo za povzrocitev rdecine (ISO 17166:1999). Podoben kot SED je minimalni odmerek za
povzrocitev rdeCine (MED), ki je specific¢en za vsakega posameznika in je odvisen od pigmenta
koze in predhodne izpostavljenosti UV sevanju. Kadar ga dolo¢amo vizualno, je njegova ocena

subjektivna. MED podajamo v J/m? ali v SED. MED je pri ljudeh z najbolj bledo poltjo
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priblizno 200 J/m? oziroma 2 SED (Fitzpatrick, 1988). Za merjenje odmerka za pretvorbo 7-
dihidroholesterola v previtamin D3 lahko uporabljamo standardni odmerek UV za sintezo
vitamina D in znasa 100 J/m?, pri emer je uéinkovitost valovnih dolzin UV sevanja
preracunana na krivuljo pretvorbe 7-dihidroholeseterola v previtamin D3 (Slika 2) (CIE

174:2006; McKenzie in sod., 2014).

2.2.1 Dolo¢anje MED

Pri ljudeh dolocamo MED za ugotavljanje primernega odmerka UV za zdravljenje koznih
bolezni, kot so luskavica, ekcem, akne itd. Vrednost MED je pri ljudeh odvisna od prirojene
barve polti, debeline koze ter predhodne izpostavljenosti UV sevanju in je specifi¢na za vsakega
posameznika (Heckman in sod., 2013) ter znasa 100-2000 J/m? (Fitzpatrick, 1988; Sachdeva,
2009). Temnost polti in MED sta premo sorazmerna. Enako velja tudi za predhodno
izpostavljenost UV sevanju. Ker vsi predeli koze niso enako izpostavljeni UV sevanju, je za
dolocitev MED pomembna tudi izbira mesta obsevanja. Kot najbolj relevanten rezultat
uporabljamo mesto, ki je ¢im manj izpostavljeno naravnemu UV sevanju (npr. koZa na notranji
strani podlakta ali ritnicah). MED doloamo s Sablonami, ki omogocajo izpostavitev koze
odmerek, ki je povzrocil zaznavno rdecino ali rdecino z jasnimi mejami, je MED za tistega
posameznika (Heckman in sod., 2013). Pri govedu ne obstaja standardni protokol dolocanja
MED, a lahko uporabljamo podoben protokol kot za ljudi. Za razliko od ljudi so krave po vecini
telesa pokrite z gosto dlako, ki nudi UV zaS¢ito, a gostota in dolzina dlake na vseh predelih
nista enaki (Bianca in sod., 1974; Udo, 1978). Posebnost je tudi, da imajo nekatere pasme lisasto
obarvanje. Iz podatkov pri ljudeh in Zivalih lahko sklepamo, da imajo svetlejsi deli z manj
melanina nizjo vrednost MED (Fitzpatrick, 1988). Tako lahko pri kravah dolo¢imo dve
vrednosti MED — eno za odlakano koZo in eno za obrito kozo. Pri kravah ne obstaja
standardizirana krivulja za povzrocitev rdecine, a se po vsej verjetnosti ne razlikuje pomembno
od vrednosti, ki se uporablja za ljudi. Podatek o MED pri kravah v literaturi ni jasno opredeljen,
saj je podan samo odmerek 100 J/m? brez dologenih uporabljenih valovnih dolzin in podane
relativne ucinkovitosti valovnih dolZin za povzrocitev rdecine, ki so jo uporabili pri svojem
izracunu (Mehlhorn in Steiger, 1975). V novejsi raziskavi na kravah kljub vi§jemu odmerku
UVB valovne dolzine 280-320 nm (2430 J/m?) na obriti koZi niso ugotovili rde¢ine (Morrow
in sod., 2001), a odmerka niso preracunali na krivuljo za povzrocitev rdec¢ine (ISO 17166:1999).

Pri upostevanju krivulje je njihov odmerek znasal le 176 J/m?, kar $e vedno presega odmerek,
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naveden v literaturi. V raziskavi, v kateri so neobrite krave en mesec obsevali z odmerkom,
prera¢unanim na krivuljo za povzroditev rde¢ine (ISO 17166:1999)) 2400 J/m?, tudi ta ni

povzrocil rde¢ine (Hymeller in sod., 2017).

2.2.2 Skodljivi u¢inki UV sevanja
Pri govedu so najbolj pogost Skodljiv uc¢inek UV sevanja son¢ne opekline, ki so predvsem
posledica UV sevanja kratkih valovnih dolzin (Rowe, 1989). Najveckrat se pojavijo na slabo

odlakanih in obarvanih delih koze.

Kroni¢na izpostavljenost UV sevanju vodi v nastanek ploscatocelicnega karcinoma (SCC),
najpogosteje na podro¢ju neodlakane koze okrog oc€i in vulve. Pojavnost (incidenca) SCC je
vecja pri zivalih s svetlejSo pigmentacijo okoli o¢i in pri zivalih, ki so izpostavljene vecji
koli¢ini UV sevanja (Anderson, 1991; Pausch in sod., 2012). Ve¢ja je tudi na podro¢jih z nizjo
geografsko $irino in vi§jo nadmorsko visino ter je odvisna od casa izpostavljenosti soncu
(Tsyjita in Plummer, 2010; Schmalwieser in sod., 2018). Pri misih so najvecjo pojavnost
tumorjev ugotovili pri valovnah dolzinah priblizno 293 nm, vendar ima tudi UVA sevanje
karcinogene ucinke (de Gruijl, 1995). Ugotovljena valovna dolzina je lahko posledica slabse
prodornosti nizjih valovnih dolzin skozi kozo in boljSe sinteze pigmenta pri visjih valovnih
dolzinah, ki varuje kozo pred nadaljnjimi poskodbami. Pri testiranju UVB luc¢i ozkega in
Sirokega spektra z maksimalno mocjo pri valovni dolZini (313 nm) so ugotovili, da UVB lu¢
ozkega spektra bolj pogosto povzroca rakave spremembe na kozi pri odmerku 1 MED (El-
Ghorr in Norval, 1997). V etiologijo SCC naj bi bili vpleteni tudi herpesvirus in papiloma virusi
(Tsujita in Plummer, 2010). Zaradi svetle obarvanosti glave je pasma Hereford nagnjena k
nastanku SCC na podrocju o¢€i, a se lahko SCC pojavi tudi pri drugih pasmah, najpogosteje
lateralno na o€esni veznici ter na meji med roZenico in belo¢nico (Tsujita in Plummer, 2010).
Pojavnost SCC se s starostjo povecuje, kar je lahko posledica daljse celokupne izpostavljenosti
karcinogenim uc¢inkom, na primer UV sevanju, ali peSajo¢i imunosti s staranjem zivali (Heeney
in Valli, 1985). Tudi umetni viri UV sevanja lahko povzrocijo SCC pri govedu (Kopecky in
sod., 1979). SCC je ekonomsko pomemben, saj zmanjSuje prirast Zivali ter poveca verjetnost
predcasne izlo€itve in zaseg trupov v klavnici zaradi tumorskih sprememb, ki so posledica
zasevkov. SCC najpogosteje zaseva v podro¢ne bezgavke in pljuca (Heeney in Valli, 1985;
Tsujita in Plummer, 2010), pri govedu pa se lahko pojavi tudi na vulvi. Podobno kot pri o¢eh

na pojavnost SCC na vulvi vpliva pigmentacija (Schmalwieser in sod., 2018). Pojavnost SSC v
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ZDA pri pasmi Hereford je 0,8-5 %, medtem ko je pri preostalih pasmah le 0,8—1,6 % in se s
padajoCo geografsko Sirino povecuje. Na Nizozemskem so po pregledu 35.000 zivali ugotovil,
da je pojavnost SCC le 0,04 %. Diagnozo SCC postavimo na podlagi tipi¢nega videza in
umescenosti ter jo lahko potrdimo s citolosko preiskavo odtisa spremembe na objektnem
stekelcu ali s histopatolosko preiskavo vzorca tkiva, pridobljenega z biopsijo (Tsujita in

Plummer, 2010).

Tretji negativen u¢inek UV sevanja je fotosenzibilizacija, ki podobno kot son¢ne opekline in
SSC prizadene predvsem slabo odlakana podro¢ja in pigmentirano kozo. Za razliko od son¢nih
opeklin jo povzroca UV sevanje visjih valovnih dolzin (> 320 nm). Fotosenzibilizacijo delimo
na tri tipe: 1) primarna fotosenzibilizacija, ki nastane zaradi zauzitja toksicnih snovi v rastlinah
(hipericin, furanokumarin, fagopirin), ii) fotosenzibilizacija zaradi proizvodnje fotosenzibilnih
pigmentov (porfirini) in iii) hepatogena fotosenzibilizacija, ki nastane zaradi poSkodbe jeter in

zmanjSane razgradnje toksi¢nih presnovkov (Rowe, 1989).

2.2.3 Pozitivni u¢inki UV sevanja

Poglavitni pozitiven u¢inek UV sevanja je sinteza vitamina D3. Sinteza vitamina D3 v koZi se
zacne s proizvodnjo 7-dehidroholesterola iz acetata v povrhnjici koze (epidermis). 7-
dehidroholestrol je vezan na celicne membrane celic povrhnjice koZe, njegove koncentracije pa
so najvecje v bazalni plasti (lat. stratum basale) in trnasti plasti (lat. stratum spinosum)
(Herrmann in sod., 2017). UVB sevanje prekine vez med ogljikoma C9 in C10 7-
dehidroholesterola in nastane previtamin Ds, ki se nato pod vplivom telesne temperature
izomerizira v vitamin D3 (Hymeller in sod., 2009). Pri ljudeh se 80 % previtamina D3
1zomerizira v vitamin D3 v 8 urah (Holick, 1995). Pod vplivom nadaljnjega UV sevanja se lahko
previtamin D3 izomerizira v lumisterols, tahisterols in toksisterole, vitamin D3 pa v 5,6-trans-
vitamin D3, suprasterol 1 ali suprasterol 2. Izomerizacija med razlicnimi presnovki onemogoca
sintezo prevelikih koli¢in vitamina D3 (Slika 3) (van Dijk in sod., 2016). Optimalna pretvorba
7-dehidroholestrola v previtamin D3 poteka pri valovnih dolzinah 295-300 nm. Pri 295 nm se
vzpostavi ravnovesje, pri katerem 55-65 % predstavlja previtamin D3, 25-30 % tahisterols, 5—
10 % lumisterols in 2—5 % 7-dehidroholestrol, medtem ko pri simulirani son¢ni svetlobi le 20
% predstavlja previtamin D3, 3-6 % tahisterols, 50-60 % lumisterols in 10-20 % 7-
dehidroholesterol (MacLaughlin in sod., 1982). Razlika nastane zaradi razlicne obcutljivosti

teh presnovkov na vi§je valovne dolzine UV sevanja. Previtamin D3 in tahisterol; sta bolj
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obcutljiva na valovne dolzine, vecje od 315 nm, zato pri obsevanju s son¢no svetlobo
lumisterols in 7-dehidroholesterol zavzameta vecji delez ravnovesja (MacLaughlin in sod.,
1982). Pri ljudeh na sintezo previtamina D3 vpliva tudi koncentracija melanina v kozi, saj je pri
temnejSih osebkih potreben daljsi cas obsevanja za sintezo enake koliCine previtamina D3
(Holick in sod., 1981). Pri zivali sintezo vitamina D3 v kozi dodatno ovira dlaka, saj otezuje
proizvodnjo, a je ne onemogoci, ker govedo proizvaja vitamin D3 s celotno povrsino koze in ne
samo na manj odlakanih predelih (Hymeller in Jensen, 2010a). Obrite ovce imajo vecje
koncentracije vitamina D od neobritih (Dittmer in Thompson, 2011; Kohler in sod., 2013). Tudi
barva dlake oz. koze vpliva na kozno proizvodnjo vitamina D, saj imajo v enakih okoljskih
pogojih temnejSe alpake niZje koncentracije vitamina D od svetlej$ih (Judson in sod., 2008).
Pri odraslem govedu vpliva razmerja med ¢rno in belo barvo dlake na kozno sintezo vitamina
D3 niso opredelili $e v nobeni raziskavi (Hymseller in Jensen, 2012; Jakobsen in sod., 2015;
Hymeller in sod., 2017). V aftriski raziskavi so ugotovili, da imajo svetlejsa teleta ve¢ 25(OH)D3
in 25(OH)D kot temnejSa (Callaby in sod., 2020).
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Slika 3: Sinteza vitamina D v kozi
Povzeto po van Dijk in sod. (2016).
Figure 3: Vitamin D synthesis in skin

Adapted from van Dijk in sod. (2016).

2.3 VITAMIN D

Vitamin D je esencialni vitamin za ¢loveka in veliko Zivali, tudi za govedo. Govedo lahko
naravno pridobi vitamin D na dva nacina — z uZivanjem krme oz. krmnih dodatkov, ki vsebujejo
vitamin D, ter z lastno sintezo vitamina D v koZi. V krmi je lahko vitamin D v dveh oblikah,
kot holekalciferol ali vitamin D3 in ergokalciferol ali vitamin D> (Nelson in sod., 2016a).
Holekalciferol je zivalskega izvora, a lahko njegove presnovke najdemo tudi v nekaterih
rastlinah (Mello, 2003). Ergokalciferol najdemo v rastlinski krmi. Pod vplivom son¢ne svetlobe
ga proizvajajo glive, ki rastejo na rastlinah (Hymeller in Jensen, 2011; Jépelt in Jakobsen, 2013;

Nelson in sod., 2016a). Govedo iz krme bolje izkoris¢a holekalciferol (Hymseller in Jensen,
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2010b, 2011; Duffy in sod., 2018). Ker je celoletna sinteza vitamina D pri visjih geografskih
Sirinah onemogocena in ker se veliko goveda vzreja izklju¢no v hlevih brez izpostavljenosti
neposrednemu son¢nemu sevanju, je govedo odvisno od koli¢ine vitamina D v voluminozni
krmi oz. vitaminskih krmnih dodatkih (Holcombe in sod., 2018). Trpezna ljuljka lahko vsebuje
2,8-255,6 1U/kg vitamina D> (povprecno 80 IU) pri 19,2 % suhe snovi. Koncentracija je
odvisna od letnega Casa in izpostavljenosti soncu. Krava z maso 700 kg lahko na dan z zauzitjem
22.4 kg suhe snovi iz taksne pase pridobi 320-29880 IU vitamina D> na dan (Jépelt in sod.,
2011). Lucernino seno lahko vsebuje do 1920 [U/kg vitamina D2 (% suhe snovi ni podan) (Horst
in sod., 1984). Poleg izpostavljenosti soncu in metode konzerviranja na koncentracijo vitamina
D vpliva tudi zrelost rastlin oz. prisotnost odmrlih listov, ki vsebujejo ve¢ gliv, ki tvorijo
vitamin D, (Jépelt in Jakobsen, 2013). V Evropi je kot krmni dodatek za govedo registriran le
vitamin D3 (Uredba (ES) No 1831/2003). Izvedbena uredba komisije (EU) 2017/1492 doloca,
da je maksimalna koli¢ina vitamina D3 v krmi za odraslo govedo 4000 IU/ kg oz. 10000 IU/kg

v mleénih nadomestkih za teleta.

2.3.1 Presnova vitamina D

Vitamin D3, ki je sintetiziran v kozi, preide v kri zaradi vezave na vitamin D vezoce proteine
(DBP), ki ga lipoproteini transportirajo v celice jeter (Holick in sod., 1980; Ziv in sod., 1985;
Dusso in sod., 2005; Herrmann in sod., 2017). Vitamin D3, sintetiziran v kozi, se v krvni obtok
sprosca pocasi. Po enkratnem UV obsevanju lahko traja tudi tri dni, preden se v celoti resorbira
1z koZe v kri (Holick in sod., 1980).

Vitamin D se v prebavilih absorbira z aktivnim transportom v tankem ¢revesu. Absorpcija
poteka s pomocjo proteinov, odgovornih za absorpcijo mascob in holesterola (Reboul in sod.,
2011). Prenos poteka s pomocjo treh proteinov. Prvi je zbiralni receptor razreda B tipa | (angl.
scavenger receptor class B type I), prisoten v dvanajstniku in kolonu, drugi je seZenjska
determinanta 36 (angl. cluster determinant 36), prisotna v dvanajstniku in jejunumu, in tretji
Niemann-Pick Cl-podoben znotrajceli¢ni holesterolni transporter 1 (angl. Niemann-Pick C1-
like intracellular cholesterol transporter 1), ki se nahaja v enterocitih. Vitamin D se nato vgradi
v hilomikrone in preide v limfo (Rebould, 2015). Iz prebavil pride v kri hitreje kot pri koZni
sintezi (vrh resorpcije je 10—12 ur po zauZitju) in je vezan na hilomikrone, lipoproteine in DBP
(Reboul, 2015).

V jetrih potece prva hidroksilacija na 25. ogljikovem atomu (glavni encim je CYP2R1), pri
¢emer nastane 25-hidroksivitamin D (25(OH)D). Maksimalna koncentracija 25(OH)D v krvi je
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dosezena 24-48 ur po UVB obsevanju (Krause in sod., 1998; Mostafa in Hegazy, 2013).

Razpolovni ¢as 25(OH)D pri govedu je 16-32 dni in je odvisen od starosti, saj so imele krave
v drugi laktaciji krajsi razpolovni ¢as kot krave v tretji laktaciji (Wilkens in sod., 2013).
Zaradi dolgega razpolovnega casa, majhnih kratkoro¢nih nihanj in relativno visokih
koncentracij 25(OH)D uporabljamo za dolo¢anje oskrbljenosti organizma z vitaminom D. Je
tudi skupni presnovek sintetiziranega in zauzitega vitaminu D ter zaradi minimalnega internega
uravnavanja dobro odraza sezonsko nihanje, nadomesc¢anje in povezavo z boleznimi kosti
(Dusso in sod., 2005; Herrmann in sod., 2017). Zlati standard za merjenje 25(OH)D je
tekocinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo (Holick, 2009), a imajo tudi
nekatere imunsko-encimske metode, kot je VIDAS® 25-OH Vitamin D Total assay
(bioM¢érieux, Marcy I’Etoile, Francija) primerljive rezultate. S slednjo metodo lahko izmerimo
celokupni 25(OH)D, tako tistega, ki je vezan na vitamin D vezoce proteine (VDBP), kot tudi
prosto obliko (Moreau in sod., 2016).

Vezan na DBP se 25(OH)D prenese v ledvice, kjer se v celicah proksimalnih ledvi¢nih cevk
ponovno hidroksilira, tokrat na prvem ogljikovem atomu (encim CYP27B1), pri ¢emer nastane
1,25-dihidroksivitamin D (1,25(OH):D), ki je aktivna oblika vitamina D. Podobno kot
25(OH)D je tudi 1,25(OH)2D v krvi ve¢inoma vezan na VDBP in albumine (Bikle in sod.,
1985). Hidroksilacija v 1,25(OH);D lahko poteka tudi v drugih tkivih, npr. v kosteh, posteljici,
prostati, keratinocitih, makrofagih, limfocitih, epitelnih celicah debelega ¢revesa in v trebusni
slinavki. Vendar 1,25(OH).D, ki nastane zunaj ledvice, deluje le na lokalni ravni (Dusso in
sod., 2005; Herrmann in sod., 2017). Ker vecina celic nima receptorja megalin/kubulin (imajo
ga celice v obscitnici, posteljici in skeletnih miSicah), ne morajo uporabljati 25(OH)D,
vezanega na VDBP, in so odvisne od prostega 25(OH)D v krvi (Bikle, 2020).

Glavno vlogo pri vzdrzevanju koncentracije 25(OH)D igrajo skeletne miSice, saj ga stalno
spros¢ajo in absorbirajo ter s tem podaljSujejo njegovo Zzivljenjsko dobo v cirkulaciji.
Absorpcija in spros€¢anje 25(OH)D v miSicah uravnava paratiroidni hormon (PTH) (Abboud in
sod., 2017). Zaloge presnovkov vitamina D v skeletnih miSicah so sestavljene pretezno iz
presnovkov vitamina D3, saj so presnovki vitamina D> le tretjina vseh zalog. Koncentracije
obeh oblik vitamina D so odvisne od letnega Casa. Njune koncentracije so v skeletnih miSicah
najvecje na koncu poletja (Cashman in sod., 2020), a sta sezonsko nihanje in razmerje

najverjetneje odvisni od dostopnosti do son¢nega sevanja in razmerja med oblikami vitamina
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D v krmi, ki jo zauzijejo zivali. Zaloge 25(OH)D najdemo tudi v mascevju, a v mascevju ni
dostopen, dokler ne pride do mobilizacije maS€obnih kislin za energijo (Rybchyn in sod., 2020).
Katabolizem vitamina D se za¢ne v proksimalnih ledvi¢nih cevkah, kjer se hidroksilira na 24.
ogljikovem atomu (encim CYP24A1), s Cimer nastane 24,25-dihidroksivitamin D oz. 1,24,25-
trihidroksivitamin D. Kon¢ni produkt njegove razgradnje je kalcitroi¢na kislina, ki se izlo¢i z
zolcem (Dusso in sod., 2005; Herrmann in sod., 2017). Isti encim hidroksilira 1,25(OH)D na
23. ogljikovem atomu in tvori 1,25(OH)D-26,23-lakton, ki se tudi izlo¢i z Zol¢em (Jones in
sod., 2014). Vitamin D in 25(OH)D se lahko neposredno izlocata v svetlino Crevesa skozi
enterocite, kar je Se en mehanizem uravnavanja koncentracije vitamina D v telesu. Misi, ki so
jim izbili gen za transporter poddruzine B ATP vezoce kasete ¢lan 1 (ABCB1), so imele vecje
koncentracije 25(OH)D kot vrstniki v naravi (Margier in sod., 2019).

Kljuéni regulator koncentracije presnovkov vitamina D v krvi je encim CYP27B1, ki 25(OH)D
pretvarja v 1,25(OH)2D. Na njegovo delovanje vplivajo 1,25(OH)2D neposredno ali posredno
preko zaviranje sinteze paratiroidnega hormona, ki spodbuja izrazanje CYP27B1. Spodbuja
tudi nastajanje fibroblastnega rastnega dejavnika-23 (FGF-23), ki zavira izrazanje CYP27B1.
Delovanje encima zavira tudi poveCan vnos kalcija in fosfatov. FGF-23 in 1,25(OH).D

spodbujata izrazanje encima za katabolizem vitamina D (CYP24A1) (Herrmann in sod., 2017).

2.3.2 Vloga vitamina D pri govedu

1,25(0OH)>D deluje preko vitamin D-receptorja (VDR) v citoplazmi celic. Vezava 1,25(0OH).D
na VDR sproZi aktivacijo receptorja, ki nato tvori kompleks z retinoid X-receptorjem.
Kompleks se translocira v jedro in veZe s promotorsko regijo ciljnih genov ter sproZi
transkripcijo oziroma supresijo genov (Ramagopalan in sod., 2010). 1,25(OH);D deluje tudi
neposredno na receptorje na celicnih membranah in lahko aktivira razli¢ne signalne poti, na
primer gvanilat ciklazo, fosfatidilinozitol-3-kinazo, ciklicno adenozin monofosfatazo, z
mitogenom-aktivirane proteinske kinaze, protein kinazo A, fosfolipazo C, odprtje razli¢nih, od
napetosti odvisnih kalcijevih in klorovih kanalov, ter mobilizacijo kalcija iz sarkoplazemskega
retikuluma (Eder in Grundmann, 2022). Neposredno delovanje na transmembransko obliko
VDR spodbuja razlicne pomembne funkcije, kot so absorpcija kalcija v Crevesu, izloCanje
inzulina v celicah trebusne slinavke in Stevilne druge (Saponaro in sod., 2020). Vitamin D je
kljuéni hormon za uravnavanje koncentracije kalcija in koncentracije fosfatov v telesu, saj
uravnava izraZanje kalcijevih kanalov na apikalni povrSini enterocitov, transport kalcija skozi

enterocite in njegovo izloCanje v intersticijsko tekocino, iz katere nato preide v kri. Stimulira
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tudi absorpcijo fosfata iz ¢revesa (Dusso in sod., 2005). Koncentracijo kalcija in fosfatov

vzdrzuje tudi s povecanjem njune reabsorpcije iz ledvicnih cevk.

Vitamin D je pomemben tudi za razvoj in stabilnost okostja, saj je kljuen za uravnavanje
osteoblastne sinteze in osteoklastne razgradnje kosti. Prek uravnavanja izlocanja PTH zavira
diferenciacijo osteoklastov, neposredno pa stimulira osteoblaste, saj spodbuja njihovi
proliferacijo in maturacijo (Siddiqui in Partridge, 2016). IzboljSa delovanje prirojenega in
pridobljenega imunskega sistema, odpornost na kroni¢ne bolezni in reprodukcijske motnje ter
uravnava lokalno imunost v mle¢ni Zlezi (zmanjSa kolonizacijo bakterij in Stevilo somatskih
celic) (Lippolis in sod., 2011; Nelson in Merriman, 2014). Od imunskih celic vpliva predvsem
na makrofage, ki sintetizirajo 1,25(OH)2D ob stimulaciji Tollu-podobnih receptorjev. Tudi
limfociti B imajo sposobnost tvorbe 1,25(OH):D. V vimenu 1,25(0OH),D stimulira nastanek
dusikovega oksida in beta-defenzinov, ki imajo protimikrobne uc¢inke (Lippolis in sod., 2011;
Merriman in sod., 2015; Poindexter in sod., 2020). Poleg naStetega sprozi tudi nastanek
kemokina RANTES (angl. regulated on activation normal T-cell expressed and secreted), ki na
mesto vnetja privablja imunske celice (Merriman in sod., 2015). Aktivna oblika vitamina D
zavira proliferacijo CD4+ in ydTCR+ T- limfocitov, kar zavira nastanek interferona gama in
interlevkina-17 (IL-17), dveh glavni vnetnih citokinov. Poleg teh zniza tudi koncentracijo
nekaterih drugih vnetnih citokinov, kot so IL-1fB, IL-6 in IL-8, ter tumor nekrotizirajocega
faktorja-a ter poviSa koncentracijo protivnetnega citokina IL-10 (Asgharpour in sod., 2020). Po
tem lahko sklepamo, da 1,25(OH);D, sintetiziran v makrofagih in limfocitih B, parakrino
uravnava delovanje limfocitov T (Nelson in sod., 2012). Krave z eksperimentalno povzro¢enim
mastitisom, ki so intramamarno prejele 25(OH)D3, so imele v mleku manj bakterij in manj
levkocitov ter nizZjo telesno temperaturo kot krave v kontrolni skupini (Lippolis in sod., 2011).
Na vlogo vitamina D pri imunskem odgovoru kaze tudi dejstvo, da so se njegove koncentracije
zmanjSale (za 51 %) ob umetni okuzbi z virusom bovine virusne diareje v obratnem sorazmerju
s koncentracijami proteinov akutnega vnetja pri teletih, medtem ko so pri kravah v kontrolni
skupini ostale enake. Vendar v raziskavi niso porocali, kaj se je zgodilo z vnosom mleka in s
tem vitamina D, kar bi lahko vplivalo na rezultat. Koncentracije proteinov akutnega vnetja in
vitamina D so dolocili s testom ELISA (Nonnecke in sod., 2014). Krave s klini¢no obliko
paratuberkuloze so imele niZje koncentracije 25(OH)D (dolocene z radioimunolosko analizo)

kot subklini¢no okuZene in negativne (Stabel in sod., 2019). Nizje koncentracije so ugotovili
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tudi pri kravah, ki so bile seropozitivne na okuzbo z bakterijo Myocbacterium avium subsp.

paratuberculosis v primerjavi z negativnimi kontrolami (Sorge in sod., 2013).

Vitamin D deluje tudi na sintezo rdecih krvnih celic, saj so pri ljudeh ugotovili VDR v celicah
kostnega mozga (Zhou in sod., 2010). Pri bolnikih s kroni¢no odpovedjo ledvic je zdravljenje
z 1,25(0OH)2D povecalo vrednosti hemoglobina in hematokrita (Aucella in sod., 2003). V
raziskavi na bikih ¢rno-bele pasme so ugotovili negativen vpliv visokih odmerkov vitamina D3,
vbrizganega intramuskularno (3.300.000-9.900.000 IE), na S$tevilo belih krvnih celic
(limfocitov, granulocitov) ter pozitiven vpliv na hematokrit in hemoglobin 6 dni po dajanju
vitamina D3. HematoloSke vrednosti so dolocali avtomatsko s Stevcem krvnih celic (Keywanloo
in sod., 2021). Pri kravah molznicah ¢rne-bele pasme niso ugotovili sprememb v Stevilu
levkocitov, limfocitov ali monocitov, ko so jim v 29 dneh v krvi dvignili koncentracijo
25(0OH)D s 13,5 ng/mL na 28-46,1 ng/mL. Vitamin D so dodajali na razli¢ne nacine, in sicer z
dodajanjem vitamina D; in/ali D3 v krmo, z izpostavljanjem soncu na pasi 6,5 ure dnevno ter z
dodajanjem D> v krmo in s paSo (6,5 ur). Najbolj uspe$na metoda dodajanja vitamina D je bila

slednja (Yue in sod., 2018).

Vitamin D vpliva tudi na reprodukcijo. V raziskavi iz leta 1971 so ugotovili, da so se krave, ki
so prejemale 300.000 IU vitamina D3 na teden po porodu, vrnile v estrus 16 dni prej in bile breje
37 dni prej kot krave brez nadomescanja (Ward in sod., 1971). Krave, ki so na dan prejele 40
000 IU vitamina D3, so proizvedle ve¢ mleka in zauzile ve¢ krme kot kontrolna skupina brez
dodatka in skupina, ki je prejemala 80.000 IU/dan. Odmerek 80.000 IU/ dan so v raziskavi
opredelili kot zaCetek intoksikacije (National Research Council, 2001).

Pri kravah vrednosti 25(OH)D v krvi pod 5 ng/mL kaZejo na absolutno pomanjkanje, ki vodi v
rahitis oziroma osteomalacijo (Horst in sod., 1997). Za vzdrZevanje homeostaze kalcija in
fosfatov naj bi bile koncentracije 25(OH)D v krvi vi§je od 20 ng/mL. Meja 20 ng/mL je bila
dolocena po raziskavi na ljudeh, v kateri so ugotovili, da vrednosti paratiroidnega hormona
doseZejo plato pri tej koncentraciji (Malabanan in sod., 1998). Meja, do katere se povecujejo
pozitivni ucinki vitamina D v krvi, §e ni znana (Nelson in Merriman, 2014). Po porodu krave,
ki so imele koncentracijo 25(OH)D 175 ng/mL, niso imele vi§jih koncentracij 1,25(OH)2D, a
so imele niZje vrednosti kalcija kot krave s koncentracijo 40 ng/mL (Nelson in Merriman,
2014). Vrednosti 25(OH)D, visje od 30 ng/mL, veljajo za zadovoljive, a je meja povzeta po

raziskavah na ljudeh, v katerih so ugotovili, da je resorpcija kalcija iz ¢revesa vecja pri 30
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ng/mL oz. da je delovanje imunskega sistema zavrto pri nizjih koncentracijah, in ne, da je
njegovo delovanje pri tej koncentraciji optimalno (Heaney in sod., 2003; Adams in sod., 2007).
Nelson in Merriman (2014) za govedo predlagata optimalne koncentracije 25(OH)D v krvi med
40 ng/mL in 80 ng/mL. Spodnjo mejo sta dolocila na podlagi dejstva, da bi lahko zaradi
individualnih razlik nekatere krave imele koncentracijo nizjo od 20 ng/mL, ¢e bi ciljali na
optimalno koncentracijo, nizjo od 40 ng/mL. Za zgornjo mejo sta se odlocila, ker raziskave, v

kateri bi ugotovili pozitivne ucinke pri koncentracijah nad 100 ng/mL, za zdaj ni.

2.3.3 Priporodila glede krmljenja vitamina D3 kravam molznicam

National Reserach Council priporoca krmljenje 30 IU/kg telesne mase/dan vitamina D
(National Research Council, 2001), vendar je priporo¢ena koncentracija zaradi povecevanja
proizvodnje mleka na kravo od objave priporo¢il prenizka. V $vedski raziskavi na vzorcu krav,
ki so jih krmili z 20.000 IU vitamina D3 na dan (priblizno 30 [U/kg telesne mase/dan), so imele
krave pozimi koncentracije 25(OH)D priblizno 10 ng/mL (Hymeller in sod., 2009). Kravam v
Ameriki v krmo pogosto dodajajo nekajkrat vecje koncentracije vitamina D3, kot so navedene
v priporocilih (Nelson in sod., 2016a). Potrebe po vitaminu D se $e povecajo v poporodnem
obdobju, kar se odraza z nizjimi koncentracijami vitamina D v krvi po porodu (Holcombe in
sod., 2018). Pri teletih priporoc¢ajo nadomescanje s 600 IU/kg suhe snovi (National Research
Council, 2001). Nelson in sod. priporoc¢ajo nadomesc¢anje s 6000 IU/kg suhe snovi za doseganje

koncentracij 25(OH)D v krvi 50-60 ng/mL (Nelson in sod., 2016a).

2.3.4 Zastrupitev z vitaminom D

Vitamin D je ob prekomernem dodajanju v krmo ali ob zauZitju kalcinogenih rastlin lahko tudi
toksicen in povzroca kalcifikacijo mehkih tkiv. Z lastno sintezo vitamina D v kozi intoksikacija
ni mogoca zaradi internih kontrolnih mehanizmov, ki smo jih opisali v prejSnjih poglavjih. Tudi
intoksikacija zaradi ¢ezmernega dodajanja je redka. Koncentracije 25(OH)D lahko dosezejo
400 ng/mL v plazmi brez vidnih posledic (Celi in sod., 2018; Tomkins in sod., 2020).
Raziskovalni odbor National Research Council poroca, da lahko krave tolerirajo 2200 1E
vitamina Ds/kg krme (priporocilo je 30 IE vitamina D3/ kg krme) daljSe obdobje (60 dni) in
celo 25.000 IE vitamina D3/kg krme krajSa obdobja (2001). Paranteralni odmerek 15 milijonov
IE vitamina D3 32 dni pred telitvijo in drugi odmerek 5 milijonov IE vitamina D3 7 dni pred

telitvijo sta bila toksi¢na za breje krave pasme Jersey (Littledike in Horst, 1980).
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Najpomembnejse kalcinogene rastline so Solanum malacoxylon, Cestrum diurnum, Trisetum
flavescens in Nierembergia veitchii. Slednje vsebujejo 1,25(0OH).Ds glikozide ali celo aktivno
obliko vitamina D. 1,25(OH).>Ds glikozidi se aktivirajo v vampu s pomocjo mikrobne prebave,
ki odcepi glikozid od 1,25(OH).Ds. Klini¢na znamenja zastrupitve z vitaminom D so hujSanje,
podaljsan cas lezanja, tezave pri gibanju, povisani frekvenci bitja srca in dihanja ter slabsa
plodnost, kar vodi v ekonomske izgube v proizvodnji. Na sekciji lahko vidimo obsezne
kalcifikacije endokarda, sten velikih zil, pljuc, ledvic in kit. Kljub negativnim u¢inkom lahko

nekatere kalcinogene rastline uporabljamo tudi za preprecevanje hipokalcemije (Mello, 2003).

2.4 MOLZNI ROBOT

Molzni roboti so stroji, ki omogocajo molzo krav brez prisotnosti cloveka. Njihova glavna
namena sta sprostitev ¢asa, ki ga lastnik lahko nameni drugim dejavnostim, in domnevno vecja
proizvodnja mleka zaradi bolj pogoste molze (Jacobs in Siegford, 2012; Pitkdranta in sod.,
2019). Krave v napravo prihajajo prostovoljno oz. je gibanje v hlevu urejeno tako, da morajo
krave skoznjo, da pridejo od lezalnih boksov do krme. Krave so za prihod v napravo motivirane
tudi s krmili, a je v ¢redi v povprecju Se vedno 8 % krav, ki jih moramo na molZzo prignati (King
in sod., 2016). Molzni robot ima kapaciteto 50-70 krav, odvisno od koli¢ine proizvedenega
mleka in Stevila predvidenih dnevnih molz. Robot vsak dan ucinkovito molze 20-22 ur,
preostali ¢as pa je namenjen vzdrzevanju in ¢is¢enju. Ceprav je robot kravam na voljo tako
reko€ cel dan, se Se vedno pojavljajo konice pove€anega prometa v jutranjih in popoldanskih
urah, ki sovpadajo s polaganjem krme (Jacobs in Siegford, 2012; John in sod., 2016). V
ameriSki raziskavi so ugotovili, da se v povpre¢ju krave molzejo 2,91-krat na dan in da
povpreéna molza traja 6,84 minute (Tremblay in sod., 2016). Ce krava pride na molzo prehitro
po predhodni molZi, jo robot zavrne. Stevilo zavrnitev na kravo na dan naj bi bilo vegje od 1,
saj to pomeni, da so krave motivirane za prihod v napravo (Tremblay in sod., 2016). Ob molzi
molzni roboti merijo dolocene parametre mleka, kot so koli¢ina mleka, delez (%) maScob, delez
(%) beljakovin, elektricna prevodnost in nekateri tudi barva mleka. Oddajniki, names¢eni na
zivali (na nogi ali okoli vratu), omogocajo, da jih robot prepozna, in imajo zelo pogosto tudi
merilnike pospeska, ki zaznavajo aktivnost Zivali (gibanje). S tem podatkom lahko robot zazna,
da se zival goni, in jo izlo€i v poseben ¢akalni prostor za osemenitev. Opozarja tudi, ali je krava
presegla dovoljeni interval med molZama, in sporo¢i lastniku, da je potrebno kravo prignati v
napravo (Jacobs in Siegford, 2012). Glavne prednosti molznih robotov so sprostitev Casa

lastnika za druge dejavnosti, pogostejSa molza krav, molza vsakega seska posebe;,
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standardizirana molzna rutina, individualno krmljenje krav ter spremljanje dodatnih parametrov
mleka in krav, pomanjkljivosti pa pretirano zanasanje na merilce (odkrivanje gonitve ali vnetja
mleCne Zleze), potreba po priganjanju nekaterih krav v robota, relativno visoka cena robota,
omejeno Stevilo krav na robota, nujnost selekcije krav na konformacijo vimena, navajanje novih
krav na robota ter tudi neoptimalno ¢iS€enje in razkuzevanje seskov z vecjim Stevilom
mastitisov in vecjim Stevilom somatskih celic (Hovinen in Pyo6réld, 2011; Jacobs in Siegford,
2012). V stevilnih raziskavah so ugotovili, da se Stevilo somatskih celic po preusmeritvi s
sistema molZe na robota poveca in da imajo kmetije z robotsko molzo ve¢ somatskih celic v
mleku in ve¢ krav z visokimi vrednostmi somatskih celic kot kmetije s konvencionalno molzo.
Razlogi slabSega stanja bi lahko bili molZza samo z eno molzno enoto, slabse ¢iS¢enje seskov in
neredna molza. Tudi Stevilo zdravljenj se je na nekaterih kmetijah povecalo, kar je morda

posledica alarmov za mastitis, ki jih dobijo kmetje pri vsakodnevnem merjenju somatskih celic

pri robotski molzi (Hovinen in Pyo6rédld, 2011).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 DOVOLJENJE KOMISIJE ZA DOBROBIT
Raziskavo je odobrila Komisija za dobrobit zivali Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani

dne 25. 3. 2020.

3.2 DOLOCANJE MED
3.2.1 Zivali

V raziskavo dolo¢anja MED smo vkljuéili 16 krav in 5 starejsih telic iz dveh &red. Zivali so
bile ¢rno-bele pasme. Starost govedi, vkljucenih v postopek, je bila med 22 meseci in 10,6 leta
(mediana 3,8 leta). Vzreja zivali je potekala izklju¢no v hlevih in brez dostopa do neposrednega
son¢nega UV sevanja. Raziskava je potekala aprila in maja leta 2021. Zivali za raziskavo smo
izbirali naklju¢no. Edini pogoj za vkljucitev je bila dovolj velika bela lisa na hrbtni strani
medenice, ki je zagotovila dovolj veliko povrsino za izvedbo obsevanja. MED smo dolo¢ili v
hlevu, pri éemer smo kravo ulovili v jasli z moznostjo zaklepa. Zivali pri tem nismo sedirali ali

jih dodatno fiksirali.

3.2.2. UV lu¢

Za doloc¢anje MED smo uporabili LED diodo ozkega valovnega spektra UV LED Houkem-
SMD 3535-290-300 nm (Dongguan Houke Electronic Co., Ltd., Guang Dong, Kitajska),
namesSc¢eno na racunalniski hladilnik. Za napajanje smo uporabili napetost 7 V in tok 140 mA.
Mo¢ luéi je bila 3 mW/cm?. Vrh proizvedene moéi je bil pri valovni dolzini 292 nm (Slika 4).
Za dolocanje valovnega spektra lu¢i smo uporabili spektrometer HR4000 (Ocean Optics Inc.,
Dunedin, Florida, ZDA). Celokupno opti¢no mo¢ smo izmerili z 10-W Thermal power meter
S310C (Thorlabs GmbH, Bergkirchen, Nemcija). Vecina (89,75 %) moci nase UV luci je bila
sposobna proizvesti rdec¢ino (preracunano na CIE krivuljo za povzrocitev rdecine) (Slika 4).
Luc je bila nameS¢ena na Sablono z odprtino premera 1 cm, ki je zozila kot obsevanja in je
prepuscala le 55 % celokupnega sevanja (Slika 5), kar pomeni, da je kozo krave doseglo le 1,48

mW/cm? (preracunano na CIE krivuljo za povzrogitev rdegine).
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Slika 4: Mo¢ obsevanja glede na valovno dolZino

Moc¢ obsevanja UV luci (€rtkasta krivulja), mo¢ obsevanja, preracunana na CIE krivuljo za povzroitev rde€ine

(modra krivulja), in CIE krivulja (rdeca krivulja). Povzeto in prirejeno po ISO 17166 (1999).
Figure 4: The power of irradiation weighted by wavelength.

Irradiation power of the UV light (doted curve), calculated irradiation power based on the CIE erythema graph

(Blue curve) and the CIE graph (red curve). Adapted from ISO 17166 (1999).
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Slika 5: UV LED lu¢ in UV Iu¢ s $ablono premera 1 cm

Figure 5: UV LED light and UV light with a 1 cm diameter template

3.2.3 Obsevanje

Za obsevanje smo izbrali hrbtno stran medenice, ker zagotavlja relativno ravno povrsino za
namestitev UV luci in je v naravnih pogojih med podrocji, ki so najbolj izpostavljena sonénemu
UV sevanju. Obsevali smo le bela podrocja koze, ker so bolj obc¢utljiva za UV sevanje. Krave
smo obsevali na osmih odlakanih in osmih obritih mestih, da bi ugotovili MED odlakane koze
(MED-H) in MED obrite koze (MED-S). Odmerek smo stopnjevali med razlicnimi mesti
obsevanja (Tabela 1). Pred obsevanjem smo dlako na mestu obsevanja pogladili z roko oziroma
jo obrili z elektri¢nim brivnikom. Na mestu obsevanja smo tudi izpulili nekaj dlak za izmero
povprecne dolzine dlake. UV lu¢ smo na kravo namestili s prijemali Rochester-Pean (Slika 6).

oo

odmerek, ki je povzrocil zaznavno rde€ino, smo izbrali za MED (Slika 7).
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Tabela 1: Protokol obsevanja za doloc¢anje MED

Table 1: Irradiation protocol for MED determination

MED-H MED-S

odmerek (J/m?)  &as (s) odmerek (J/m?) &as (s)
1500 101 100 7
3000 203 200 14
4000 270 300 20
5000 338 400 27
6000 405 600 41
7000 473 800 54
8000 540 1000 68

10000 675 1500 101
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Slika 6: UV lug, pri¢vricena na kravo s prijemalkami Rochester-Pean

Figure 6: UV lamp attached to a cow with Rochester-Pean forcepes.
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Slika 7:Mesto obsevanja na obriti kozi

Takoj po obsevanju (levo) in 24 ur po obsevanju (desno). Zaznavna rdec¢ina je oznac¢ena z modrimi pus¢icami. Pri
kravi je bil tretji odmerek (300 J/m?) najmanjsi odmerek, ki je $e povzro¢il rde¢ino, zato smo ga izbrali za MED

te krave na obriti kozi.
Figure 7: Irradiation area on shaven skin.

Immediately after irradiation (left) and 24 hours after irradiation (right). The detectable erythema is marked with
blue arrows. In this cow the third dose (300 J/m?) was the minimum dose which produced erythema; therefore, it

was chosen as the MED on shaven skin for this cow.
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3.2.4. Statisti¢na analiza podatkov

Statisticno analizo in grafe smo pripravili s statisticnim programom R (R Foundation for
Statistical Computing, Dunaj, Avstrija). Za oceno normalnosti porazdelitve podatkov smo
uporabili Shapiro-Wilkov test, za ugotavljanje razlike v MED med kravami in telicami na
obritih in odlakanih mestih pa Wilcoxonov test vsote rangov. Razliko v dolzini dlake smo
analizirali s Studentovim t-testom. Korelacijo med dolzino dlake in MED na odlakanih mestih
smo ugotavljali s Spearmanovim korelacijskim koeficientom. Povezavo smo preucili tudi z

modelom linearne regresije in znacilnost dolocili pri vrednosti p < 0,05.

3.3 SPOSOBNOST SINTEZE VITAMINA D V KOZI POD VPLIVOM OBSEVANJA MED
ROBOTSKO MOLZO

3.3.1 Zivali

V postopek smo vkljucili 51 krav ¢rno-bele pasme z ene kmetije. Edina pogoja za vkljucitev v
poskus sta bila, da je krava v laktaciji in da v ¢asu preskusa ni presusena, zato smo izbrali le
krave, ki $e niso bile breje oziroma so bile breje manj kot 160 dni. Ob prvem vzorcenju smo
vsako kravo v stoje€em polozaju slikali s pti¢je perspektive in z analizo slike dolo¢ili razmerje
med ¢rno dlako in belo dlako na podrocju hrbta med lopaticama in kol¢nima gréama s
programom ImageJ 1.52 (National Institutes of Health, ZDA). Izbrane krave smo nato z metodo
stratificiranega vzorc¢enja razdelili nakljucno v tri enakovredne skupine po 17 zivali na podlagi
mlec¢nosti v prejSnji standardni laktaciji oziroma glede na povprecno zivljenjsko mle¢nost mater
v primeru prvesnic, razmerje med ¢rno in belo dlako na hrbtu (<50 % /> 50 %) in ¢as po telitvi
smo jih brili, in tri v skupini krav, ki jih nismo brili. V kontrolni skupini so bile ves Cas

postopkov v raziskavo vkljucene vse krave.

3.3.2 Analiza krme

Krave so bile krmljene s krmno meSanico (enolon¢nico) s sestavo, ki jo prikazujemo v Tabeli
2. Poleg obroka na krmilni mizi so krave v molznem robotu prejele tudi mocna krmila, in sicer
vsaka krava 0,5 kg krmila K-22 (Jata Emona d. o. 0., Ljubljana, Slovenija) ter za vsakih 10 kg
mleka nad 20 kg dnevne prireje 1 kg K-TOP (Jata Emona d. o. o., Ljubljana, Slovenija) in 1 kg
K-TOP-50 (Jata Emona d. o. o., Ljubljana, Slovenija). Sestavo krmil prikazujemo v Tabeli 3.
Krmo smo odvzeli ob prvem, tretjem in Cetrtem vzorcenju po metodi, opisani v Uredbi komisije

(ES) 152/2009. Vzorce smo odvzeli s krmilne mize. Krma je bila analizirana po Uredbi komisije
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(ES) 152/2009 na Institutu za varno hrano, krmo in okolje Veterinarske fakultete Univerze v
Ljubljani, kjer so izvedli Weendsko analizo. Dodatno smo vzorce poslali tudi v laboratorij
Chelab (Italija), kjer so dolocili vsebnost vitamina D3 z metodo visokozmogljive tekocCinske

kromatografije, sklopljene z masno spektrometrijo (HPLC/MS).

Tabela 2: Sestava krmne mesanice (enolonénice), ki so jo dnevno pokladali na kravo v dveh obrokih

Table 2: Composition of total mixed ration fed daily per cow in two meals

Sestavina Masa (kg)
pSenicna slama 0,5
koruzna silaza 20
travna silaza 26
koruza 0,8
sojine tropine 0,3
repicne tropine 0,3
mascoba v prahu 0,1
pivske tropine 1
K-mix-PASS* 0,8
Rumisal-10* 0,15
apnenec 0,08
soda bikarbona 0,150
Complett EXTRA-Keragen®" 0,1
Skupna masa 50,280

Opomba: *Proizvajalec Jata Emona d.o.o., Ljubljana, Slovenija; "Proizvajalec Josera d.o.o., Ljubljana, Slovenija.

Comment: *Manufacturer Jata Emona d.o.o., Ljubljana, Slovenia; *Manufacturer Josera d.o.o., Ljubljana,

Slovenia
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Tabela 3: Sestava mo¢nih krmil po hranilnih snoveh

Table 3: Nutritional composition of concentrated feeds

Sestava K-22%* K-TOP* K-TOP-50*
surove beljakovine (%) 22 10 21

surove mascobe (%) 2,2 7,2 5,4

surova vlaknina (%) 7,8 5,1 6.4

surovi pepel (%) 6,6 6,5 7,9

kalcij (%) 0,85 1,2 1,2

fosfor (%) 0,65 0,4 0,7

natrij (%) 0,25 0,5 0,3
magnezij (%) 0,3 0,4 0,5

vitamin D3 (IE/kg) 1000 0 1000

Opomba: *Proizvajalec Jata Emona d. o. o., Slovenija.
Comment: *Manufacturer Jata Emona d. o. o., Slovenia

333UV lu¢

Za obsevanje krav v ¢asu robotske molze smo uporabljali UV lu¢, ki smo jo izdelali sami. Lu¢
je sestavljalo 90 UV LED diod Houkem-SMD 3535-290-300 nm (Dongguan Houke Electronic
Co., Ltd., GuangDong, Kitajska), nameSc¢enih na ukrivljeno aluminijasto ogrodje (Sirina 40 cm,
dolzina 120 cm), sestavljeno iz Sestih reSetk. Na vsako reSetko je bilo namescenih 15 LED diod,
ki so bile vezane v skupine s po tremi zaporedno vezanimi LED diodami (Slika 8). Skupna mo¢
naprave je bila 295,2 mW, mo¢ UV luci pa je bila najvecja pri valovni dolzini 295 nm. Za
doloc¢anje valovnega spektra in moci lu¢i smo uporabili spektrometer HR2000+ (Ocean Optics

Inc., Dunedin, FL, ZDA).

3.3.4 Obsevanje

Kravam, razdeljenim v tri enakovredne skupine, smo dolo€ili tri razlicne protokole obsevanja
v ¢asu robotske molZe na molznem robotu Merlin 225 (Fullwood Packo, Ellesmere, Zdruzeno
Kraljestvo). Krave smo obsevali le po hrbtu, da smo se izognili glavnim mestom nastanka SCC
(oCem in vulvi) in da smo zascitili na UV sevanje obcutljive komponente molznega robota.
Krave v prvi skupini so bile obrite in dnevno obsevane z 80 J/m?, krave v drugi skupini pa so
bile odlakane in obsevane z odmerkom, ki je bil odvisen od ¢asa robotske molze in dnevno ni

presegal 360 J/m?. Za taksen protokol obsevanja smo se odlo¢ili zaradi omejene moci luéi.
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Krave v tretji skupini so sluzile kot kontrolna skupina in niso bile obsevane. Dnevni odmerek
smo zagotovili s programom Fullwood MerlinView (Fullwood Packo, Ellesmere, ZdruZzeno
kraljestvo) in s programom LabVIEW: Advanced programming technique (National
Instruments, Austin, Texas, ZDA). Program MerlinView je prepoznal vsako kravo preko
digitalnega transponderja, ki so ga krave nosile na sprednji desni nogi, in v realnem casu
sporocal, kaj se trenutno dogaja s kravo v robotu. S programom LabVIEW smo zajemali
posnetke zaslona programa MerlinView in ob zacetku molZe sprogramirali vklop lu¢i. Program
je belezil tudi ¢as obsevanja, s ¢cimer smo lahko omejili dnevni odmerek obsevanja na kravo za

vsako skupino (Slika 9). Obsevanje je potekalo dva meseca, od 25. 3. 2022 do 24. 5. 2022.

Slika 8: Obsevanje krave z UV LED lu¢jo, names¢eno v molznega robota Fullwood Merlin 225

Figure 8: Irradiation of a cow with the UV LED light mounted into the milking robot Fullwood Merlin 225
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Slika 9: Programa Fullwood MerlinView in LabVIEW

Program Fullwood MerlinView in (zgoraj levo in desno) in program LabVIEW za belezenje slike zaslona (levo

spodaj) in vodenje evidence obsevanja na dan (desno spodaj).
Figure 9: Programs Fullwood MerlinView and LabVIEW

Program Fullwood MerlinView (top right and left) and program LabVIEW capturing the screen (bottom left) and
recording the daily irradiation (bottom right).
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3.3.5 Vzorcenje

Med raziskavo smo Stirikrat opravili vzoréenje krvi — prvi¢ 14. 3. (=11 dni), drugic¢ 1. 4. (+7
dni), tretjic 25. 4. (+30 dni) in zadnji¢ 24. 5. (+60 dni). Pri prvem vzorcenju smo kravam odvzeli
vzorec krvi iz repne vene (/at. v. caudalis mediana) v epruveto z antikoagulantom EDTA in v
epruveto brez dodatka za pridobitev seruma (BD Vacutainer®, Franklin Lakes, New Jersey,
ZDA). Po odvzemu smo kri ¢im hitreje transportirali v laboratorij (v eni uri). Hemogramsko
preiskavo smo opravili Se istega dne. Vzorce serumske krvi smo pustili v hladilniku preko noci,
da se je lahko izlocil serum. Naslednji dan smo vzorce dvakrat centrifugirali (10 minut pri 3000
obratih na minuto), serum razdelili na tri enake dele in ga zamrznili na—20 °C do laboratorijskih
analiz. Krave smo slikali za oceno razmerja med ¢rno in belo barvo na podroc¢ju hrbta med
lopaticama in kol¢nima gréama s pti¢je perspektive. Izpulili smo tudi nekaj dlak (vsaj 10) z
mesta obsevanja (pre¢ni podaljski ledvenih vretenc) za dolocitev povprecne dolzine dlake na
hrbtu. Za dolocitev dolzine dlake smo izmerili dolZino treh naklju¢no izbranih dlak in uporabili
povprecje. Vsem kravam smo izmerili viS§ino v vihru in ocenili telesno kondicijo po lestvici
Body Condition Score (BCS) z ocenami 1-5 po metodi Univerze Pennsylvania State, ZDA. Pri
nadaljnjih vzor¢enjih smo odvzeli le vzorce krvi in ocenili telesno kondicijo. Pri zadnjem
vzorcenju smo kravam v odlakani skupini ponovno odvzeli vzorec dlake po opisani metodi.
Med celotno raziskavo je molzni robot spremljal koli¢ino namolzenega mleka na molzo. Zbrali
smo tudi podatke o proizvodnji mleka iz vsakomese¢nih mle¢nih kontrol, ki so sovpadale s

Casom raziskave (11. 3. 2022, 8. 4. 2022, 13. 5. 2022).

3.3.6 Analiza krvi

V vsakemu vzorcu krvi smo dolocili vrednosti hemograma (Stevilo belih krvnih celic, Stevilo
rdecih krvnih celic, hemoglobin, hematokrit, povprecno prostornino eritrocitov, povprecno
kolic¢ino hemoglobina v eritrocitih, povprecno koncentracijo hemoglobina v eritrocitih, Stevilo
trombocitov) z napravo Vet abc Plus™ (Scil animal care company GmbH, Viernheim,
Nemcija). Diferencialno belo krvno sliko smo dolo€ili s Stetjem celic v krvnem razmazu na
imerzijskem mikroskopu po predhodnem barvanju po metodi Hemacolor® (Merck KGaA,
Dramstadt, Nemcija). Vzorce smo po navodilih proizvajalca analizirali tudi za biokemijske
parametre (glutamat dehidrogenazo — GLDH [kataloska Stevilka: GL 441], gama glutamil
transferazo — GGT [kataloska Stevilka: GT8320], albumine [kataloska Stevilka: AB8000],
proteine [kataloSka Stevilka: TP3869], kalcij [kataloSka Stevilka: CA3871], fosfor [kataloska
Stevilka: PH3872] RX Daytona+ (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, Zdruzeno kraljestvo)) na
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napravi RX Daytona+ (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, Zdruzeno kraljestvo). Vrednosti
25(0OH)D smo izmerili na napravi miniVIDAS (bioMérieux S.A., Marcy-1'Etoile, Francija) po
metodi imunskega testa ELFA (angl. Enzyme Linked Fluorescent Assay). Uporabili smo
reagentni komplet VIDAS® 25 OH Vitamin D Total [kataloska $tevilka: 30463] (bioMérieux
S.A., Marcy-I'Etoile, Francija). Pri tej metodi vzorec zme$amo z reagentom, ki lo¢i 25(0OH)D
od vitamin D vezocega proteina. Zmes nato s pomocjo receptala trde faze prenesemo v posodico
s protitelesi za vitamin D, ki so oznaceni z alkalno fosfatazo. 25(OH)D v vzorcu tekmuje z
25(OH)D na receptalu trde faze za mesta na protitelesih. V zadnjem koraku receptal trde faze
spiramo s substratom (4-metillumbeliferil fosfat). Alkalna fosfataza na protitelesih anti-
25(OH)D katalizira hidrolizo substrata v fluorescirajo¢i produkt (4-metilumbeliferon). Njegovo
fluorescenco merimo pri valovni dolZzini 450 nm. Intenzivnost fluorescence je obratno
sorazmerna s koncentracijo 25(OH)D v vzorcu. Naprava nato sama prera¢una koncentracijo

25(OH)D v vzorcu (Moreau in sod., 2016).

3.3.7 Statisti¢na analiza podatkov

Statisticno analizo in grafe smo pripravili s statisticnim programom R (R Foundation for
Statistical Computing, Avstrija). Za oceno normalnosti porazdelitve podatkov smo uporabili
Shapiro-Wilkov test, za primerjavo vrednosti parametrov med skupinami pa test analize varianc
(ANOVA) oz. njegov neparametricni ekvivalent Kruskal-Wallisov test. Za analizo razlik med
posameznimi skupinami smo uporabili Tukeyjev HSD pristop oz. Wilcoxonov test vsote
rangov z Bonferronijevim popravkom p-vrednosti. Za analizo razlik med vzorcenji smo
uporabili test ANOVA ponovljene meritve oz. Friedmanov test pri nenormalno porazdeljenih
podatkih. Za analizo korelacij smo uporabili metodo po Pearsonu oz. Spearmanu s korekcijo p-
vrednosti po Holmu. Za analizo odvisnosti prozvodnje vitamina D od deleza ¢rnosti koze na

hrbtu smo uporabili linearno regresijo. Znacilnost smo dolocili pri vrednosti p < 0,05.

3.4 VPLIV DLAKE IN BARVE DLAKE OZ. KOZE NA SINTEZO VITAMINA D V KOZI

3.4.1 Merjenje deleZa ¢rne obarvanosti

Za analizo tretje hipoteze smo morali dolocili razmerje med ¢rno in belo dlako na podrocju
hrbta. Ob prvem vzorcenju smo vsaki kravi fotografirali hrbet s pti¢je perspektive. Slike smo
nato analizirali s programom Image J 1.52 (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
ZDA). Najprej smo slike pretvorili v €rno-beli format, nato pa smo na sliki omejili Zeljeno polje

preiskave (podrocje hrbta med lopaticama in kol¢nima gréama) in izmerili njegovo povrsino. S
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funkcijo Analyse particles smo nato izmerili povrSino ¢rnih lis. Nazadnje smo povrsino ¢rnih

lis delili s povrSino preiskovanega dela hrbta in dobili delez ¢rne obarvanosti na hrbtu.

3.4.2 Preostali materiali in metode za preiskavo tretje hipoteze

ostale materiale in metode, uporabljene za preverjanje tretje hipoteze, opisujemo v tockah

3.3.1-3.3.7.
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4 REZULTATI

4.1 DOLOCANJE MED

Nobena zival med obsevanjem in po njem ni kazala znakov nelagodja (gledanje proti mestu
obsevanja, brcanje, praskanje, upiranje, odmikanje ipd.). Rezultate obsevanja predstavljamo v
Tabeli 4. Rdecina je izginila v nekaj dneh. Povprecna vrednost MED + SEM na odlakanih
mestih je bila 5595 + 380 J/m?, na obritih mestih pa 329 + 14 J/m?. Telice so imele na odlakanih
mestih vi§ji MED (7600 J/m?) kot krave (4969 J/m?) (p = 0,004). Telice so imele tudi dalj$o
dlako (X = SEM 20,2 + 0,8 mm) kot krave (x £ SEM 11,2 £+ 1,8 mm) (p = 0,001). Razlika na
obritih mestih ni bila znacilna (p = 0,053). Koli¢ina UV sevanja, ki je prodrla skozi dlako, je
bila odvisna od dolZine dlake. V povprecju je dlaka prepustila 6,7 % UV sevanja (prepustnost
=MED na obriti kozi (J/m?)/MED na odlakani koZi (J/m?)). Spearmanov korelacijski koeficient
med dolzino dlake in MED na odlakanih mestih je bil 0,76 (p = 0,00006). Model linearne
regresije je razlozil 80 % variabilnosti povezave med dolzino dlake in MED na odlakanih
mestih (p = 3,4x107%). Za vsak milimeter dolZine dlake se je MED na odlakanih mestih povecal
za 316 J/m? (MED na odlakani koZi (J/m?) = 1350 + 316 x dolzina dlake (mm)) (Slika 10).
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Tabela 4: Rezultati dolocanja minimalnega odmerka za povzrocitev rdecine (MED)

Table 4: Results of minimal erythema dose (MED) determination

Starost ~ MED-H MED-S UV  prepustnost Dolzina dlake

(leta) (J/m?) (J/m?) dlake (%) (mm)
Krave 53 5000 300 6 11
10,7 6000 300 6,7 17
6,5 3000 300 10 5
3,8 5000 400 8 12
4,3 4000 200 5 12
3.9 6000 400 6,7 11
5,7 5000 400 8 10
5,0 5000 400 8 14
2,8 6000 400 6,7 13
7,9 5000 400 8 10
3,7 6000 400 6,7 13
2,8 5000 300 6 13
4,9 6000 300 5 13
8,5 <1500 300 20 4
2,7 6000 400 6,7 11
2,5 5000 300 6 12
Povprecje krav 5,0 4969 344 7,6 11,3
Telice 1,8 8000 200 2,5 20
2,1 6000 300 5 16
1,8 8000 300 3.8 20
2,0 6000 300 5 20
23 10000 300 3 25
Povprecje telic 2,0 7600 280 3,85 20,2
Povprecje skupno 4,3 5595 329 6,7 13,4

MED-S — minimalni odmerek za povzrocitev rde¢ine na obriti kozi, MED-H — minimalni odmerek za povzrocCitev

rde¢ine na odlakani kozi.

MED-S — Minimal erythema dose for shaven skin, MED-H — Minimal erythema dose for haired skin.
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Slika 10: Model linearne regresije odvisnosti med dolzino dlake in minimalnim odmerkom za povzrocitev rdecine

na odlakani kozi (MED-H)

Slika ponazarja linearno odvisnost dolzine dlake in minimalnega odmerka za povzrocitev rde¢ine na odlakani kozi.

Crne pike so posamezne krave, modra ¢rta pa trend. Z modelom lahko pojasnimo 80 % variabilnosti (R?= 0,8).

Figure 10: Linear regression model of the correlation of hair length and minimal erythema dose of haired skin
(MED-H)
The figure shows the linear relationship between hair length and minimal erythema dose of haired skin. The black

dots are individual cows and the blue line the trend. The model explains 80 % of the variability (R*=0,8).

4.2 SPOSOBNOST SINTEZE VITAMINA D V KOZI POD VPLIVOM OBSEVANJA MED
ROBOTSKO MOLZO

4.2.1 Skupine

Skupine so bile pri prvem vzor¢enju izenacene (Tabela 5), nekoliko so odstopale le vrednosti
vitamina D pri kontrolni skupini, a razlika ni bila znacilna. Krave v odlakani skupini so se v
povprecju molzle 17 minut in 33 sekund na dan. Med raziskavo pri nobeni kravi nismo opazili

nezelenih u¢inkov obsevanja z UV lucjo.
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Tabela 5: Primerjava skupin pri prvem vzoréenju z enosmerno ANOVO (X + SEM) in p-vrednostmi

Table 5: Comparison of groups at first sampling with a one-way ANOVA (X + SEM) with p - values

Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
Dnevi po telitvi 1178 £24 160 + 31 153+ 24 0,98
Mleko (kg) 303£1,5  299+2,1 282 +2,1 0,84
Visina vihra (cm) 142,5+0,9 141,4+1,2 142,1 £1 0,74
Telesna kondicija 2,9+0,1 29+0,11 2,9+0,1 0,92
% ¢rne obarvanosti 59, £38,7 51,7+9,5 55,5+8,5 0,71
25(0OH)D (ng/mL) 10,8+0,5 11,6+0,7 13,2+0,8 0,07

4.2.2 Vitamin D

V raziskavi smo ugotovili znacilne razlike v proizvedenem vitaminu D med testnimi skupinami
(Slika 11). Krave, ki so bile obrite in obsevane s Cetrtino odmerka, potrebnega za povzrocitev
rdecine, doloCenega v prvem delu raziskave, so v ¢asu raziskave (60 dni) proizvedle najvec
vitamina D (13,44 ng/mL 25(OH)D). Sledile so krave, ki so bile odlakane in so prejele poljubni
odmerek sevanja, v povprecju 210 J/m? (10,6 ng/mL 25(OH)D). V kontrolni skupini se je
25(OH)D povecal zgolj za 5,1 ng/mL 25(OH)D. Poglavitno povecanje koncentracije vitamina
D v kontrolni skupini se je zgodilo med prvim in drugim vzor¢enjem, v nadaljnjih vzorcenjih
pa koncentracija ni znacilno porastla. Razlike med skupinami so bile znacilne (Tabela 6), v
obriti skupini pa je le ena krava presegla mejo zadovoljive koncentracije 30 ng/mL 25(OH)D v
krvi. Vecina krav (22/30) v obsevanih skupinah je presegla mejo pomanjkanja (20 ng/mL
25(OH)D).
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Slika 11: Razlika med koncentracijo 25-hidroksivitamina D (25(OH)D) pri 1. vzoréenju in koncentracijo pri 2., 3.

in 4. vzoréenju po skupinah

Slika ponazarja razliko v proizvedenem 25-hidroksivitamina D (25(OH)D) med prvim vzorcenjem in nadaljnjimi
vzorcenji. Skupine: obrita (oranzna), odlakana (zelena) in kontrolna (modra). Obrita skupina je proizvedla najve¢
25(OH)D. Razlika med obrito in kontrolno skupino je bila znacilna ze pri drugem vzorcenju. Po tretjem vzoréenju

so bile vse skupine znacilno razli¢ne.

Figure 11: Difference in 25-hxdroxyvitamin D (25(OH)D) concentration at 1% sampling and the concentration at

2nd 314 4th sampling in different group.

The figure shows the difference in the synthetised 25-hxdroxyvitamin D (25(OH)D) between the first and all the
other samplings. The groups: shaven (orange), haired (green) and control (blue). The shaven group produced the
most 25(OH)D. The difference between the shaven and control groups was significant at second sampling. After

the third sampling all the groups were significantly different from each other.
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Tabela 6: Opisna statistika celokupnega 25-hidroksivitamina D (25(OH)D) po skupinah in vzorc¢enjih (X + SEM)

Table 6: Descriptive statistics of total 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D) by group and sampling (X £ SEM).

25(0OH)D (ng/mL) Obrite Odlakane Kontrola

0 dni 10,79 + 0,52%! 11,58 + 0,67%! 13,15 + 0,8%!
7 dni 16,61 £ 0,56! 16,36 £ 0,95! 16,96 £ 0,76"!
30 dni 20,74 £ 0,66%! 19,36 £ 0,87! 17,75 £ 0,822
60 dni 24,16 + 0,85%! 21,54 +£ 0,762 18,26 + 0,723

Opomba: Crke in $tevilke ponazarjajo znadilno razliko. Razliéne érke ponazarjajo znaéilne razlike med vrsticami,
razli¢ne Stevilke pa znacilne razlike med stolpci.

Comment: Letters and numbers indicate significant differences. Different letters indicate the significant
differences between rows. Different numbers indicate the significant differences between columns.

4.3 VPLIV DLAKE IN BARVE DLAKE OZ. KOZE NA SINTEZO VITAMINA D V KOZI
Pri obriti skupini je bila proizvodnja vitamina D med prvim vzorcenjem in Cetrtim vzorenjem
negativno povezana s povrsino ¢rne obarvanosti koze (vitamin D (ng/mL) =17 — 0,0642 x delez
¢rne koze (%)) (Spearmanov rho = -0,64; p= 0,03) (Slika 12). Enake korelacije nismo ugotovili
pri odlakani skupini (Spearmanov rho = 0,084; p = 0,78). Ugotovili smo tudi, da dlaka vpliva
na sintezo vitamina D v koZi, saj so krave v obriti skupini v asu raziskave proizvedle znacilno

vec€ vitamina D kljub nizjemu dnevnemu odmerku obsevanja (p = 0,002) (Slika 11).
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Slika 12: Odvisnost razlike v koncentraciji 25-hidroksivitamina D (25(OH)D) med 1. in 4. vzoréenjem ter delezem

¢rne koze na mestu obsevanja

Slika ponazarja linearno odvisnost razlike v koncentraciji 25-hidroksivitamina D (25(OH)D) med prvim in Cetrtim
vzoréenjem ter delezem ¢rne koZe na mestu obsevanja. Crne pike predstavljajo posamezne krave, modra érta pa

trend. Z modelom lahko pojasnimo 53 % variabilnosti (R?= 0,53).

Figure 12: Correlation of the difference in 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D) concentration between 1% and 4

sampling and percent of black skin at the irradiation area

The figure shows the linear correlation of the difference in 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D) concentration
between 1% and 4™ sampling and percent of black skin at the irradiation area. The black dots represent individual

cows and the blue line the trend. The model explains 53 % of the variability (R?>=0,53).
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4.3.1 Hemogram in biokemija

Pri krvnih parametrih nismo ugotovili znacilnih razlik med skupinami, ki bi jih lahko povezali
z UV obsevanjem. Tudi nihanja med vzorCenji so bila podobna med skupinami in jih ne
moramo prepisati obsevanju. Tabele z opisno statistiko posameznih krvnih in biokemijskih
parametrov so v prilogi. Pri nekaterih kravah so vrednosti pri nekaj vzor¢enjih pri posameznih

vrednostih odstopale od referen¢nih vrednosti.

4.3.2 Ocena kondicije

Pri oceni kondicije med skupinami ali med vzorc¢enji nismo opazili znacilnih razlik (Tabela 7).

Tabela 7: Opisna statistika ocene telesne kondicije ter p-vrednosti razlik med skupinami in med vzorcenji pri

posamezni skupini

Table 7: Descriptive statistics of body condition scoring and p-values of the differences between groups and

samplings within groups

Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 2.9+0,1 29+0,1 2.9+0,1 1
7 dni 2.9+0,1 2,7+0,1 2,7+0,1 1
30 dni 2,8+0,1 2,7+0,1 2,6 +0,1 1
60 dni 2,9+0,1 2,6+£0,1 2,7+0,1 0,48
p-vrednost 0,61 0,59 0,2

4.3.3 Dolzina dlake
V odlakani skupini se je dlaka v ¢asu raziskave v povprecju skrajSala za 8,4 + 1,2 milimetra

(Tabela 8) in je bila znacilno razlicno dolga v primerjavi z dlako na zacetku poskusa (p =
0,000014).
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Tabela 8: Sprememba dolzine dlake v odlakani skupini

Table 8: Change in hair length in the haired group

Krava Dolzina dlake — 1. Dolzina dlake — 4. vzorenje Razlika
vzorcenje (mm) (mm)
A 17 10 7
B 22 9 13
C 23 19 4
D 11 12 -1
E 26 11 15
F 21 14 7
G 18 11 7
H 16 6 10
I 20 15 5
J 21 8 13
K 22 10 12
L 23 9 14
M 16 12 4
N 28 21 7
Povprecje 20,3 12 8,4

4.3.4. Prireja mleka

Prireja mleka na podlagi mle¢nih kontrol se med skupinami ni znadilno razlikovala. Ko smo
primerjali podatke, zbrane s strani molznega robota, smo ugotovili znacilne razlike. Povprecna
prireja na dan se je med skupinami razlikovala (p = 2,961 x 107'%). Odlakana skupina in obrita
skupina sta proizvedli znacilno ve¢ mleka kot kontrolna skupina (p = 1,2 x 10 oz. p = 1,6 x
10) (Tabela 9). Razlika med obrito in odlakano skupino ni bila znagilna (p = 0,79). Koli¢ina
proizvedenega mleka je bila odvisna od ¢asa in od skupine (p < 0,000); ko smo podatke razdelili
po skupinah, smo znacilno povezavo (p=0,0024) ugotovili le pri kontrolni skupini, v kateri se

je prireja mleka zmanjSevala skozi celotni ¢as raziskave (Slika 13).
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Tabela 9: Prireja mleka po skupinah

Table 9: Milk yield by group

Mieko (kg) Obrita Odlakana Kontrola
Kontrola 11. 3. 2022 26,5 28,6 28,3
Kontrola 8. 4. 2022 26,9 27,6 28
Kontrola 13. 5. 2022 28 29,9 26,7
Povprecna prireja na dan* 28,7 +2,7 29,4 £2,1 26,5+ 1,8

Opomba: *Podatki iz molznega robota.

Comment: * Data from the milking robot
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Slika 13: Prireja mleka v odvisnosti od ¢asa pri kravah, vkljuéenih v raziskavo

Slika ponazarja povpre¢no prirejo mleka po skupinah (obrita (oranzna), odlakana (zelena) in kontrolna (modra))
na dan raziskave (060 dni). Podatke o prireji je spremljal molzni robot. Obrita in odlakana skupina sta proizvajali
znacilno ve¢ mleka proti koncu raziskave. Pri kontrolni skupini se je proizvodnja mleka s ¢asom raziskave

zmanjsSevala.
Figure 13: Milk yield in relation to time in cows enrolled in the study

The figure shows the average daily milk yield per group (shaven (orange), haired (green), control (blue)) during
the study (0-60 days). The milk yield data was recorded by the milking robot. The shaven and haired groups

produced significantly more milk towards the end of the study. The milk yield in the control group was dropping

as the study went on.
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5 RAZPRAVA

5.1 DOLOCANJE MED

Vrednost MED pri govedu je slabo raziskana. V literaturi obstaja le ena raziskava, v kateri so
dologili vrednost MED goveda pri 100 J/m?, a podatki o valovnih dolzinah UV svetlobe, ki so
jo uporabili pri poskusu, niso natan¢no opisali (Mehlhorn in Steiger, 1975). V nasi raziskavi
smo ugotovili, da je vrednost MED bele koze pri kravah ¢rno-bele pasme visja od odmerka 100
J/m?, ki ga kot MED krav navajajo v literaturi. V raziskavi, ki sta jo opravila Mehlhorn in
Steiger, tudi ni navedeno, kaksno UV obtezitev za povzrocitev rdeCine sta uporabila. V nasi
raziskavi smo uporabili UV LED luc¢ ozkega spektra z vihom obsevalne moc¢i pri 292 nm. MED
smo izraunali z uporabo obtezitve za povzroCitev rdecine, ki je bila sprejeta s strani
Mednarodne komisije za osvetlitev (CIE) za ljudi. Vrednosti MED na obriti in odlakani beli
kozi, ki smo ju ugotovili, se ujemata tudi s podatki drugih raziskav, v katerih so uporabili
odmerek 176 J/m? (Morrow in sod., 2001) na obriti koZi in odmerek 2400 J/m? (Jakobsen in
sod., 2015; Hymeller in sod., 2017) na odlakani kozi, pri ¢emer niso ugotovili rde¢ine obsevane
koze pri kravah. V naSem poskusu je bila le ena krava z dlako dolzine 4 milimetre, ki je imela
vrednost MED na odlakani koZi niZjo od 1500 J/m? in bi lahko proizvedla rde¢ino na odlakani

kozi pri obsevanju z odmerkom iz omenjenih raziskav.

Odmerek son¢nega sevanja, ki ga prejmemo na zemljini povrSini, je odvisen od geografske
Sirine, letnega Casa, ure v dnevu, nadmorske visine, obla¢nosti, onesnazenja zraka in debeline
ozonskega plasc¢a (Lerche in sod., 2017). Ugotovljeni odmerki za povzro€itev rdecine v nasi
raziskavi so lahko poleti na geografski irini Slovenije preseZeni (49006120 J/m?) (Reuder in
Koepke, 2005; Rieder in sod., 2008; Bilbao in de Migue, 2020). To Se dodatno potrjuje
priporocilo, da morajo imeti Zivali na paSniku senco, kamor se lahko umaknejo pred son¢nim
sevanjem, sicer lahko pride do son¢nih opeklin. Slednjim so dodatno podvrzeni obrita koZa in
mesta s slab§im odlakanjem, kot so smréek, vime, vulva in koZa okoli o¢i. Odmerek 300 J/m?
je presezen v pol ure pri UV indeksu 6. Dejstvo je, da smo v nasi raziskavi MED dolocali pri
kravah, ki so bile celo zivljenje rejene v hlevih brez stika z neposrednim sonénim UV sevanjem,
kar pomeni, da so bile brez kakr$ne koli zascCitne prilagoditve na UV sevanje. Ker krave, ki se
pasejo, zacnejo paso spomladi, ko UV sevanje Se ni tako mocno, se lahko koZa postopno
zadebeli in s tem krave za3¢iti pred visjimi odmerki UV sevanja in opeklinami. Cez dan krave
tudi spreminjajo svoj polozaj glede na sonce, kar pomeni, da celokupnemu dnevnemu

son¢nemu UV odmerku ne izpostavljajo zgolj ene povrsine.
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Vrednost MED, ki smo jo izmerili na obriti kozi, je vecja od vrednosti, ki jo v literaturi navajajo
za prasice (165 J/m?), in manj$a od odmerka pri konjih (450 J/m?) (Schmalwieser in sod., 2018).
Pri ljudeh je vrednost MED odvisna od pigmentacije (Fitzpatrick, 1988). Bela podroc¢ja koze
pri kravah ¢rno-bele pasme so posledica pomanjkanja melanocitov na teh podroc¢jih. To
obarvanje imenujemo »piebald« in nastane zaradi motene migracije melanocitov na ta podrocja
med fetalnim razvojem (Schmutz, 2012; Jivanji in sod., 2019). Ker je melanin eden glavnih
dejavnikov zascite pred UV sevanjem v kozi, so ta mesta bolj obcutljiva za UV poskodbe
(Meredith in Sarna, 2006). Jasen kazalnik omenjenega sta fotosenzibilizacija in ploScatoceli¢ni
karcinom, ki se pri govedu pojavljata predvsem na nepigmentirani kozi (Anderson, 1991;
Pausch in sod., 2012; Hussain in sod., 2018). UV zas¢ito kozi nudijo tudi drugi dejavniki, kot
so antioksidanti (karoteni, selen, vitamina E in C ter polifenoli), ki tudi vplivajo na MED (Sies
in Stahl, 2004). UV svetloba povzroc¢i poskodbe v kozi s tvorbo kisikovih radikalov v celicah,
poskodbe v celicah pa vodijo v vnetni odgovor, ki ga lahko s prostim o¢esom zaznamo kot
rde¢ino. Ker antioksidanti nevtralizirajo kisikove radikale, zviSajo potreben odmerek UV
sevanja za povzrocitev vidne rdecine na kozi (Sies in Stahl, 2004), s ¢imer bi lahko pojasnili
razliko v vrednostih MED med ljudmi, prasi¢i in kravami, ki imajo priblizno enako debelo

povrhnjico koze (Netzlaff in sod., 2006).

Dlaka je pomemben dejavnik za$¢ite pred UV sevanjem. Gostota dlake je ve¢ja pri telicah, saj
je Stevilo dla¢nih foliklov dolo¢eno ob rojstvu, a se ti razporedijo ¢ez vecjo povrsino pri kravah,
ki so ve¢je (Lyne in Heideman, 1959; Bianca in sod., 1974). V nasi raziskavi smo ugotovili
pozitivno povezanost med dolZino dlake in MED. UV prepustnost bele dlake je bila pri nasih
zivalih 2,5-20 %, v povprecju 6,7 %, kar se ujema z izsledki predhodnih raziskav (Bianca in
Wegmann, 1974). Oba dejavnika lahko pojasnita, zakaj smo pri telicah ugotovili vi§jo vrednost
MED na odlakani kozi. Gostota dlake se razlikuje med razli¢nimi podrocji telesa, najbolj gosta
je na plecih. DolZina dlake se spreminja z letnimi €asi in je najve¢ja pozimi (Bianca in sod.,
1974; Udo, 1978). Spremembo v dolZini dlake (v povpre€ju za 8,4 milimetrov) smo ugotovili
tudi v nasi raziskavi, in sicer z merjenjem dolZine dlake marca in maja. Zato je lahko dejanska
vrednost MED na odlakani kozi pri govedu na razli¢nih delih telesa in ob razli¢nih letnih Casih

razli¢na.

Pri ljudeh za varno UV obsevanje za pokritje dnevnih potreb po vitaminu D3 velja Holickovo

pravilo, ki priporoca, da se dnevno izpostavimo cCetrtini svoje vrednosti MED na ¢etrtino svoje
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telesne povrsine (Dowdy in sod., 2010). V drugem delu nase raziskave smo zato zeleli ugotoviti,
ali to velja tudi pri kravah. Na smiselnost predloga nakazujejo tudi izsledki nekaterih raziskav.
V raziskavi, v kateri so krave obsevali od zadaj in po hrbtu z odmerkom 1200 J/m? (priblizno
Cetrtina nasega MED na odlakani kozi), so ugotovili, da je odmerek zadostoval za dvig ravni
25(OH)D nad raven zadovoljivosti (> 30 ng/mL 25(OH)D). V raziskavo so vkljucili 16 krav
¢rno-bele pasme, ki so jih razdelili v Stiri skupine. Vsaka skupina je prejemala razlicen
odmerek. Za obsevanje so uporabili UV lu¢, ki je posnemala valovne dolzine UV sevanja sonca.
25(0OH)D3 so dolocali z metodo tekoc¢inske kromatografije, sklopljene s tandemsko masno
spektrometrijo (Jakobsen in sod., 2015). V drugi raziskavi so ugotovili, da je 90-minutno
dnevno izpostavljanje naravnemu sevanju na pasi z odmerkom 1800 J/m? (priblizno tretjina
naSega MED na odlakani kozi) povsem dovolj za vzdrzevanje ravni vitamina D v krvi krav
¢rno-bele pasme. Dvajset krav so razdelili v 5 skupin in jim odmerili ¢as pase (15-300 minut),
razporejen okoli zenita. Vrednost 25(OH)Ds so dolocali z metodo visokozmogljive tekoc¢inske

kromatografije (Hymeller in Jensen, 2012).

V nasi raziskavi smo uporabili UVB lu¢ ozkega spektra, kar bi lahko vplivalo na vrednost MED
na odlakani kozi, ker sevanja vis§jih valovnih dolzin bolje prehajajo dlako (de Galvez in sod.,
2015). Zato bi morda ugotovili nizje MED na odlakani koZi pri uporabi vi§jih valovnih dolzin,
a smo pri uporabi vi§jih valovnih dolZin ponovno omejeni, saj imajo daljSe valovne dolZine
slabSo sposobnost povzrocitve rdecine (ISO 17166:1999). Za valovno dolzino priblizno 295 nm
smo se odlocili zaradi optimalne proizvodnje vitamina D3 pri tej valovni dolZini (MacLaughlin
in sod., 1982). Za nadaljnje raziskave MED pri govedu tako predlagamo tudi meritev gostote
dlake na mestu obsevanja in obsevanje na razli¢nih delih telesa. Tudi s krajSimi intervali med
odmerki bi lahko vrednost MED dolo¢ili bistveno bolj natan¢no, kot smo ga. V raziskavi smo
posplosili, da je pri kravah ucinkovitost razlicnih valovnih dolZin za povzrocitev rde€ine enaka

kot pri ljudeh, kar pa ne velja nujno.

Za bolj objektivno oceno rdecine priporocamo uporabo spektrofotometra. V nasi raziskavi smo
potrebovali le okvirne vrednosti MED na dorzalnem delu zivali, in sicer zaradi drugega dela

raziskave. Zato smo se odlo¢ili za vizualno oceno rdecine.
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5.2 SPOSOBNOST SINTEZE VITAMINA D V KOZI POD VPLIVOM OBSEVANJA MED
ROBOTSKO MOLZO

5.2.1 Vitamin D

Kontrolna skupina je imela na zacetku raziskave najvisje koncentracije 25(OH)D (Tabela 5).
Koncentracija slednjega se je pri tej skupini nepricakovano povecala tudi med prvim in drugim
vzorc¢enjem. Tudi pri obsevanih skupinah smo v tem ¢asu opazili ve¢je poveCanje vrednosti
25(OH)D kot pri nadaljnjih vzor¢enjih. Ker smo raziskavo izvajali spomladi, ko se koli¢ina
dnevnega soncnega obsevanja povecCuje, bi lahko krave preko odbojev dobile tudi nekaj
naravnega UV sevanja. Vendar se nespecificno povecevanje koncentracij 25(OH)D pri
nadaljnjih vzorcenjih ni nadaljevalo, kar bi pricakovali, ¢e bi bil to razlog povecanja. Mozno
je, da je poveCanje posledica nihanja vsebnosti vitamina D v obroku, kar bi lahko potrdili z
vzorcenjem obroka pri drugem vzorcenju, ki ga v protokolu raziskave nismo predvideli. Zato
smo za primerjavo 25(OH)D med skupinami namesto koncentracije 25(OH)D pri posameznem

vzorcenju uporabili razlike med prvim vzorcenjem in ostalimi vzoréenji,

Krave v obriti skupini so proizvedle najve¢ 25(OH)D. Sledile so odlakane krave, medtem ko je
kontrolna skupina ostala na priblizno enaki ravni, razen povecanja koncentracij med prvim in
drugim vzorc¢enjem (Slika 11). Pri vseh kravah v obriti skupini se je raven 25(OH)D skozi vsa

vzorcenja povecevala.

Na zacetku raziskave je imelo nekaj krav koncentracije vitamina D < 10 ng/mL, kar velja za
hudo pomanjkanje. Med raziskavo je ve€ina z UV obsevanih krav (22/30) presegla mejo 20
ng/mL 25(OH)D v krvi, ki velja za spodnjo kriticno mejo pomanjkljive oskrbljenosti, le ena pa
je presegla mejo 30 ng/mL 25(OH)D, kar pri kravah velja za zadovoljivo vsebnost (Nelson in
sod., 2016b). Nobena krava ni dosegla vrednosti nad 40 ng/mL, ki jih Nelson in Marriman
predlagata kot optimalne (2014). S Slike 11 je razvidno, da se je raven 25(OH)D ob koncu
raziskave Se povecevala, torej bi lahko s casom vse krave presegle zadovoljive koncentracije in
morda tudi optimalne. Pri odlakanih kravah bi lahko uporabili vi§ji dnevni odmerek obsevanja,
ne da bi tvegali rde¢ino (opeklino). To bi lahko dosegli z uporabo moc¢nejse UV luci ali z
dalj$§im ¢asom obsevanja. MolZa je pri odlakanih kravah v nasi raziskavi trajala v povprecju
17 minut in 33 sekund, kar je nekoliko manj kot v ameriSki raziskavi (19 minut 54 sekund)
(Tremblay in sod., 2016). V dveh minutah in 21 sekundah bi nasa lu¢ proizvedla dodatnih 28,8

J/m? na dan, kar je ve¢ kot tretjina dnevnega odmerka, uporabljenega pri obritih kravah.
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Maksimalno dnevno kozno sintezo vitamina D3 pri odlakanih kravah (1 ng/mL/dan) so v
raziskavi ugotovili pri odmerku 1800 J/m?, pri Gemer so krave obsevali z UV ludjo Sirokega
valovnega spektra po hrbtu in od zadaj, kar je vecja povrSina kot povrSina v nasi raziskavi
(Hymeller in sod., 2017). To vrednost bi lahko po podatkih iz literature najverjetneje presegli,
saj je kozna sinteza vitamina D optimalna pri uporabi nizjih valovnih dolzin (Kalajian in sod.,
2017). Proizvodnja vitamina D je pozitivno odvisna tudi od obsevane povrSine, kar pomeni, da
bi lahko dosegli visjo proizvodnjo, ¢e bi obsevali celotno kozno povrsino (Hymeller in Jensen,

2010a).

V nasi raziskavi smo ugotovili pozitivno povezanost med dnevnim odmerkom sevanja in
proizvedenim vitaminom D, kar je presenetljivo, saj povezave med koncentracijo vitamina D v
obroku in koncentracijo 25(OH)D v krvi ne ugotavljamo vedno. Raven vitamina D je odvisna
od stevila dni po telitvi, saj imajo krave manj kot 30 dni po telitvi manj$e koncentracije vitamina
D kot krave v poznejsih stadijih laktacije. Razlog je morda manjsi vnos vitamina D v obdobju
presusitve, pa tudi povecane potrebe po vitaminu D in spremembe v dostopnosti VDBP (Nelson
in sod., 2016a). Po tem lahko sklepamo, da je koncentracija 25(OH)D odvisna tudi od drugih
dejavnikov, kot je dejanski vnos vitamina D pri posamezni kravi, ki se lahko razlikuje od vnosa,

izracunanega iz obroka.

5.3 VPLIV DLAKE IN BARVE DLAKE OZ. KOZE NA SINTEZO VITAMINA D V KOZI

Krave proizvajajo vitamin D s celotno povrs$ino koze, ne samo na slabo odlakanih mestih
(Hymeller in Jensen, 2010a), ceprav dlaka zavira prehajanje UV sevanja (de Galvez in sod.,
2015). V nasi raziskavi so najve¢ 25(OH)D proizvedle obrite krave in tudi pri ovcah so
ugotovili, da obrite ovce proizvedejo ve€ vitamina D (Quarterman in sod., 1964; Hidiroglou in
Karpinski, 1989). V prvem delu raziskave smo ugotovili, da dlaka slabo prepusca UV svetlobo,
kar je zaviralo prehod UV svetlobe potrebne za proizvodnjo vitamina D v odlakani skupini, ki

je kljub skoraj trikrat ve¢jemu odmerku v povprecju proizvedla manj vitamina D.

Pri obriti skupini je bila razlika v vsebnosti vitamina D v krvi med prvim in ¢etrtim vzoréenjem
negativno povezana z delezem ¢rne koze na mestu obsevanja (p = 0,009). Kot smo ugotovili v
prvem delu raziskave, dlaka slabo prepusc¢a UV svetlobo. Razli¢na dolzina dlake med kravami
je najverjetneje botrovala dejstvu, da te povezave nismo ugotovili pri odlakanih kravah. Tudi v
drugih raziskavah niso ugotovili vpliva barve dlake na proizvodnjo vitamina D (Hymeller in

Jensen, 2012; Jakobsen in sod., 2015; Hymeller in sod., 2017), a je znano, da je koncentracija
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25(OH)D manjsa pri alpakah s temnejSo volno (Judson in sod., 2008) in tudi pri teletih v Afriki
s temnejSo dlako (Callaby in sod., 2020). Razlaga, zakaj so v slednjih raziskavah ugotovili
omenjeno povezavo, bi lahko bila v bolj izenaceni dolzini dlake pri alpakah in teletih ter drugih
vplivih na koncentracijo 25 (OH)D pri kravah v laktaciji (razlika v prireji mleka, koliko dni so
v laktaciji itd.). V raziskavo na teletih so vkljucili teleta druge pasme in podvrste (Bos indicus),
ki imajo drugacno barvo koze kot teleta crno-bele pasme in torej morda drugacne prilagoditve

na UV sevanje.

5.3.1 Hemogram in biokemija

Posebno pozornost smo namenili dejstvu, da bi med obsevanjem lahko prislo do
fotosenzibilizacije ali tvorbe hepatotoksi¢nih snovi, kar s preiskavami krvi v raziskavi nismo
zaznali. Ker klini¢no in na podlagi vrednosti hemograma in biokemije nismo zaznali nobenega
vnetja ali hepatotoksi¢nosti, lahko sklepamo, da nase obsevanje vsaj kratkoro¢no zivalim ni
Skodovalo. Med raziskavo tudi nismo zaznali nobenih sprememb v Stevilu levkocitov,
povezanih z rastjo koncentracije 25(OH)D v krvi, kar se ujema z raziskavo na kravah molznicah
¢rno-bele pasme, pri katerih so raven vitamina D povecali z nadomes¢anjem vitamina D v krmi,
z izpostavitvijo son¢nemu sevanju ali s kombinacijo obojega (Yue in sod., 2018), in z raziskavo,
v kateri so kravam v krmo dodajali vitamin Ds ali 25(OH)D v razli¢nih koncentracijah
(Poindexter in sod., 2020). V prvi raziskavi tudi niso zaznali poviSanja levkocitov pri kravah,
ki so bile izpostavljene soncu, v primerjavi z neobsevanimi skupinami. V raziskavi, ki so jo
opravili na bikih, pa so ugotovili, da lahko vitamin D ugodno vpliva na raven hemoglobina in
raven hematokrita (z vplivom na maturacijo in proliferacijo eritrocitov ter sintezo eritropoetina)
ter negativno na Stevilo levkocitov (protivnetni uc¢inek vitamina D), a so v raziskavi uporabili

zelo visoke odmerke vitamina D (Keywanloo in sod., 2021).

5.3.2 Prireja mleka

V nasi raziskavi nismo ugotovili zna€ilnih razlik v prireji mleka z uporabo podatkov iz mlecnih
kontrol. Analiza dnevno zbranih podatkov iz molznega robota je pokazala znacilne razlike med
vsemi tremi skupinami. Krave v obsevanih skupinah so lahko vzdrzevale koncentracijo
vitamina D med celotno raziskavo, medtem ko smo le v kontrolni skupini ugotovili negativno
povezanost med trajanjem raziskave in prirejo mleka. Prav tako pri nobenem vzorcenju nismo
ugotovili povezanosti med ravnijo vitamina D in kumulativno dnevno prirejo mleka. V Casu

raziskave smo iz obeh obsevanih skupin izlo¢ili tri krave, kar je morda tudi delno vplivalo na
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razliko. Krave so bile pomolzene veckrat na dan, kar je lahko vplivalo na prirejo v 24 urah, ce
so se posamezne krave kakSen dan molzle veckrat kot obicajno. To je razvidno iz opaznih nihanj
v proizvodnji mleka med zaporednimi dnevi (Slika 13). V nekaterih raziskavah niso ugotovili
povezave med nadomesScanjem vitamina D ali 25(OH)D in proizvodnjo mleka. V eni od
raziskav so uporabili 60 krav molznic ¢rno-bele pasme, ki so jim dodajali vitamin D3 in ali
25(0OH)D3 v razlicnih kombinacijah pred telitvijo in po njej (Guo in sod., 2018), v drugi
raziskavi pa so 20 kravam molznicam ¢rne-bele pasme v krvi dvignili raven 25(OH)D s 13,5
na 28-46,1 ng/mL v 29 dneh. Vitamin D so dodajali z dodajanjem vitamina D> in/ali vitamina
D; v krmo, z izpostavljanjem soncu na pasi 6,5 ure dnevno ter z dodajanjem vitamina D> v
krmo in s paSo (6,5 ure) (Yue in sod., 2018). V tretji raziskavi so kravam (n = 1182) dodajali
samo 25(OH)Ds od 21 dni pred telitvijo do konca laktacije (Golder in sod., 2021), medtem ko
so v drugih raziskavah ugotovili, da krave, ki so dobile nadomestek vitamina D (40000 IE
vitamina D; na dan) oz. so imele ve¢ 25(OH)D v krvi, proizvedejo ve¢ mleka (National
Research Council, 2001; Martinez in sod., 2018). V slednjo raziskavo so vkljucili 79 krav ¢rno-
bele pasme, ki so jim 21 dni pred telitvijo v kombinaciji z anionskimi solmi dodajali vitamin

Ds oz. 25(OH)Ds.

Za dolocitev odlocujoCega dejavnika v nasi raziskavi bodo potrebne nadaljnje raziskave in tudi
bolj natan¢no spremljanje razli¢nih dejavnikov, ki lahko vplivajo na prirejo mleka (dnevni vnos
krme, pojavnost mastitisa, dnevi po telitvi) v povezavi z vitaminom D, ki bi ga morali meriti

bolj pogosto.
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6 SKLEPI

1) Vrednost MED krav molznic ¢rno-bele pasme, izpostavljenih UVB valovne dolzine 280—
315 nm, na mestih belega obarvanja ne presega enkratnega odmerka 10.000 J/m?, a je $e vedno

nekajkrat vi§ja od odmerka, ki ga navajajo v literaturi (100 J/m?) (Mehlhorn in Steiger, 1975).

2) Obsevanje uporabljene intenzivnosti z UVB ozkega spektra valovnih dolzin, omejeno na ¢as
robotske molze, ki ne presega vrednosti MED krav, pri trajno uhlevljenih kravah molznicah

¢rno-bele pasme ni zadostovalo za vzdrzevanje fizioloskih koncentracij vitamina D.

3) Dolzina dlake pomembno vpliva na sintezo vitamina D v koZi, saj so obrite krave proizvedle

znacilno ve¢ 25(OH)D kljub nizjemu prejetemu odmerku UVB sevanja.

4) Delez ¢rno obarvane koze vpliva na sintezo 25(OH)D pri obritih kravah, saj je bil delez ¢rne

koze negativno povezan s koncentracijo 25(OH)D v krvi.

5) Povezanosti med delezem ¢rne dlake na mestu obsevanja in proizvodnjo 25(OH)D nismo

ugotovili.
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7 POVZETEK

Vitamin D je esencialni vitamin za govedo in tudi za ljudi. Njegovo vlogo v telesu povezujemo
predvsem s presnovo kalcija in fosforja ter z vzdrzevanjem homeostaze kosti, v novejsih
raziskavah pa tudi z delovanjem imunskega sistema. Krave molznice lahko vitamin D
pridobivajo na dva nacina, in sicer s krmo in z lastno sintezo v kozi pod vplivom UVB svetlobe.
Ker vzreja ve€ine govedi poteka pretezno v pokritih hlevih brez neposrednega stika s sonénim
UV sevanjem, je vnos odvisen od vitamina D v krmi, ki ni vedno najbolje izkoristljiv in ob
¢ezmernem dajanju lahko povzroci intoksikacijo. Ker je sinteza vitamina D v kozi natancno
uravnavana, do intoksikacije ne more priti in je tako bolj naraven, varen in uinkovit nacin
nadomescanja vitamina D. Pri tem se moramo zavedati, da so krave, tako kot ljudje, dovzetne
za soncne opekline. V literaturi navedena vrednost minimalnega odmerka za povzrocitev
rdec¢ine pri govedu je 100 J/m?, a je to podrogje slabo raziskano, saj so v kasnejsih raziskavah
uporabili vi§je odmerke, ki pa na kozi goveda niso povzrocili rdeCine. V literaturi se pojavljajo
razli¢ni nacini podajanja moc¢i UV luéi, ki so jih uporabljali v raziskavah, kar oteZuje primerjavo
izsledkov razli¢nih raziskav. UV luéi so v raziskavah Ze uporabljali za nadomeS¢anje vitamina
D pri govedu, a so zal potekale na majhnem Stevilu zivali v ekspirimentalnih pogojih. Tudi ¢as
obsevanja je bil relativno dolg in neprakti¢en za uporabo v komercialnih farmah. V nasi
raziskavi smo zeleli doloc¢iti minimalni odmerek za povzrocitev rdeCine pri kravah ¢rno-bele
pasme na standardiziran nacin, ki omogoca primerjavo podatkov med razli¢nimi raziskavami
in opredeljuje varen odmerek UVB sevanja za nadomes¢anje vitamina D pri kravah molznicah
¢rno-bele pasme. Preizkusiti smo Zeleli tudi smotrnost uporabe nadomescanja vitamina D z
obsevanjem krav z UV luc¢jo ozkega spektra v komercialni reji z robotsko molzo ter ugotoviti
vpliv dlake in barve koZe oziroma dlake na mestu obsevanja na sintezo vitamina D v koZi pri

govedu.

V prvi del raziskave smo vkljucili 21 krav in telic ¢rno-bele pasme z dveh kmetij, ki smo jih
obsevali s stopnjujocimi se odmerki UVB sevanja na 8 odlakanih in 8 obritih mestih z UVB
lu¢jo ozkega spektra. Rezultate obsevanja smo odcitali po 24 urah. Ugotovili smo, da krave
¢rno-bele pasme za povzro€itev rdecine na obriti beli koZi potrebujejo v povprecju odmerek
329 J/m?, na odlakani koZi pa odmerek 5595 J/m?. Slednji odmerek je bil pozitivno linearno
odvisen od dolzine dlake, s ¢imer lahko pojasnimo, zakaj so telice z daljSo dlako za povzrocitev
rdec¢ine na odlakani kozi potrebovale znacilno vis§ji odmerek. V drugi del raziskave smo

vkljucili 51 krav ¢rno-bele pasme, ki smo jih na podlagi mle¢nosti v predhodni laktaciji, dneva
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po telitvi in deleza ¢rne dlake na hrbtu razdelili v tri skupine. Krave v prvi skupini smo obrili
in obsevali z 80 J/m?, krave v drugi skupini smo obsevali z maksimalnim odmerkom, ki ga je
dopuscala dnevna robotska molZa, a ni presegala 360 J/m?, krave v tretji skupini pa so sluzile
kot kontrolna skupina. Krave smo obsevali vsak dan v ¢asu robotske molze s to¢no dolo¢enim
odmerkom glede na skupino. Proces zaznave krav in vklopa UV luci je bil avtomatiziran z
racunalniskimi programi. V €asu raziskave smo kravam Sstirikrat odvzeli kri — prvi dan ter 7 dni,
30 dni in 60 dni po zacCetku obsevanja — ter dolocili vrednosti 25-hidroksivitamina D. Obrita
skupina je proizvedla najve¢ 25(OH)D (13,37 ng/mL), sledila ji je odlakana skupina (9,96
ng/mL), kontrolna skupina pa je vrednosti 25(OH)D le vzdrzevala po nespecificnem dvigu med
prvim in drugim vzorc¢enjem (5,11 ng/mL). V €asu raziskave na nobeni kravi nismo zaznali
rde¢ine in krave niso kazale nobenih znakov nelagodja. Tudi z krvnimi preiskavami nismo
zaznali vnetja. Ugotovili pa smo, da je nadomes¢anje vitamina D z obsevanjem z UVB lucjo
ozkega spektra v ¢asu robotske molze mogoce, saj je vecina krav (22/30) presegla mejo 25-
hidroksivitamina D, ki se smatra pomanjkanje, ena pa je presegla mejo 30 ng/mL, ki Se velja za
zadovoljivo raven vitamina D v krvi. Ugotovili smo tudi, da je koZna sinteza odvisna od barve
koze in pokritosti z dlako na mestu obsevanja. Vpliva barve dlake na mestu obsevanja nismo
potrdili. Obsevane krave v nasi raziskavi so proizvedle znacilno ve¢ mleka kot krave v kontrolni

skupini, a vecje proizvodnje mleka nismo uspeli povezati z vi§jimi vrednostmi 25(OH)D v krvi.

Nasa raziskava je prva raziskava, v kateri smo doloc¢ili minimalne odmerke za povzrocitev
rdecine pri kravah molznicah ¢rno-bele pasme na obriti in odlakani kozi na standardiziran nacin,
ki omogoca primerjavo odmerkov med razlicnimi raziskavami. Ugotovili smo pozitivho
linearno odvisnost med minimalnim odmerkom za povzrocitev rdecine in dolzino bele dlake.
Ker sta lahko ugotovljena odmerka za povzrocitev rde€ine v krajih na zmernih geografskih
Sirinah presezena, moramo za zagotovitev dobrobiti govedu na pasi ponuditi zavetje, kamor se
lahko umakne pred neposrednim soncnim sevanjem. V drugem delu raziskave smo kot prvi
ugotovili, kako dlaka in barva koze vplivata na sintezo vitamina D v koZi krav ¢rno-bele pasme,
saj so obrite krave proizvedle najvec vitamina D, proizvodnja pa je bila odvisna od deleza ¢rne
koze na mestu obsevanja. Vpliva barve dlake nismo ugotovili, kar se ujema z rezultati drugih
raziskav. S tem smo ponudili nov nac¢in nadomescanja vitamina D, ki nima kratkoro¢nih

Skodljivih u¢inkov na zdravje krav in ne moti dnevne rutine komercialnih farm.
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8§ SUMMARY

Vitamin D is an essential vitamin for cattle as well as for humans. Its role in the body is most
commonly associated with the metabolism of calcium and phosphorus and control of bone
homeostasis. Newer studies, connect it to the workings of the immune system. Dairy cows can
get vitamin D in two ways. Through consumption in feed or self-synthesis in skin under the
influence of UVB light. Because most cattle are raised in sheltered stalls without access to direct
UV irradiation from the sun, they are completely reliant on the vitamin D in feed, which is not
always the most utilisable and can cause intoxication with over supplementation. Because
cutaneous vitamin D synthesis is strictly regulated, intoxication is impossible and represents a
more natural, safe and efficient way of supplementing vitamin D. However, we need to
acknowledge that cattle like humans are susceptible to sunburn. In the literature the minimal
erythema dose for cattle was 100 J/m2. However, this field is poorly researched as newer studies
used higher doses with no erythema on the skin of cattle. In the literature the power of UV lights
used in studies is given in different ways, which makes the comparison of studies difficult. UV
lamps have already been used for vitamin D supplementation in past studies; however, the
studies used relatively few animals and they were done in experimental settings. Additionally,
time of irradiation was relatively long and impractical for use in a commercial farm. The goal
of our study was to determine the minimal erythema dose for Holstein Friesian cattle in a
standardised way, which would allow comparison of data from different studies and also to
determine the safe UVB dose for vitamin D supplementation in Holstein Friesian cattle. We
also wanted to assess the usefulness of vitamin D supplementation with a narrow-band UV light
in a commercial farm with automated milking and determine the effect of hair and colour of

skin or hair at the irradiation area on cutaneous vitamin D production in cattle.

In the first part of our study, we have included 21 cows and heifers of the Holstein Friesen breed
from two farms, which we irradiated with increasing UVB doses on 8 haired and 8 shaven areas
with a narrow-band UVB lamp. We assessed the results after 24 hours. We found that cows of
the Holstein Friesen breed require on average 329 J/m? for erythema production on shaven
white skin and 5595 J/m? on haired skin. The latter dose is positively linearly correlated with
hair length, which also explains why heifers with longer hair required a significantly higher
dose to produce erythema on haired skin. In the second part of our study, we enrolled 51 dairy
cows of the Holstein Friesen breed, which we have divided into three groups based on milk

yield in the previous lactation, days since calving and the percent of black fur on the back. The
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first group was shaven every two weeks and irradiated with 80 J/m?, the second group was
irradiated with the maximum dose that daily robot milking time would allow but not exciding
360 J/m?, the third group served as a control group. The cows were irradiated each day during
robot milking time with a specific dose dependent on the group. The process of cow
identification and turning on of the light was automated with the help of computer software.
During the study the cows were blood sampled four times on the first day, 7 days, 30 days and
60 days after the start of irradiation and the concentrations of 25-hydroxyvitamin D in the
samples were determined. The shaven group produced the most 25(OH)D (13.37 ng/mL),
followed by the haired group (9,96 ng/mL), the control group only maintained its 25(OH)D
concentrations after the unspecific raise between the first and second sampling (5,11 ng/mL).
During the study we didn’t detect any erythema on any of the cows and cows showed no signs
of discomfort. We didn’t detect any inflammation also on the blood analysis. We found that
vitamin D supplementation using a narrow-band UVB lamp limited to robot milking time is
possible, as most cows (22/30) surpassed the threshold of 25-hydroxivitamin D concentrations
that is considered as deficiency. One cow surpassed the threshold of 30 ng/mL, which is
regarded as a sufficient concentration of vitamin D in blood. We also found that cutaneous
vitamin D production is dependent on skin colour and hair cover at the area of irradiation. We
did not find an influence of hair colour at the irradiation site. The irradiated cows in our study
produced significantly more milk compared to the control group, however, we were unable to

connect the higher milk yield to higher concentrations of 25(OH)D in the blood.

This study is the first to determine the minimal erythema dose in Holstein Friesen dairy cattle
on shaven and haired skin in a standardised way, which allows the comparison of doses between
different studies. We also found a positive linear correlation between the minimal erythema
dose on haired skin and hair length. Because the determined minimal erythema doses are easily
exceeded at mild latitudes, it is important for welfare reasons that cattle on pasture have shelter
where they can get out of direct sun irradiation. With the second part of our study, we were the
first to find an effect of hair and skin colour on cutaneous vitamin D production in Holstein
Friesen cattle, as shaven cows produced the most vitamin D and the production was dependent
on the percentage of black skin at the irradiation area. We did not detect an effect of hair colour,
which is in agreement with previous studies. With this we put forward a new way of vitamin D
supplementation that has no short-term negative effects on the health of the cows and does not

interfere with daily farm routine.
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11 PRILOGE

11.1 TABELE PARAMETROV HEMOGRAMA
Tabela 1: Levkociti (povprecje = SEM 103 /mm?)

10°/mm? Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 7,63 +0,4 8,41 £ 0,62 8,36 = 0,54 1
7 dni 7,84 + 0,59 7,31 £0,44 6,98 + 0,34 1
30 dni 8,14 £ 0,42 7,757 £ 0,48 7,28 £ 0,32 0,86
60 dni 7,92 £ 0,41 8,4+0,49 7,48 £ 0,34 1
p-vrednost 1 0,07 0,2

Tabela 2: Eritrociti (povpre¢je £ SEM 10®/mm?)
10%/mm? Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 6,78 £ 0,24 6,89 £ 0,21 6,77+ 0,15 1
7 dni 6,37+ 0,16 6,49 £ 0,17 6,49 £ 0,16 1
30 dni 6,42+ 0,16 6,68 +0,21 6,49 £ 0,18 1
60 dni 6,66 £ 0,11 6,66 +0,18 6,52+ 0,156 1
p-vrednost 0,23 0,2 0,29

Tabela 3: Hemoglobin (povprecje £ SEM g/dL)
g/dL Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 9,81 £0,36 9,9+£0,26 9,54+0,17 1
7 dni 9,24 +0,23 9,31 £0,21 9,32+0,17 1
30 dni 9,24 + 0,19 9,3+0,25 9,19+0,18 1
60 dni 6,58 £ 0,22 9,33+0,23 9,42 +0,14 1
p-vrednost 0,35 0,04 1
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Tabela 4: Hematokrit (povpre¢je = SEM %)

% Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 31,4+ 1,22 31,79 £ 0,95 30,59 + 0,57 1
7 dni 29,04 £ 0,77 29 + 0,69 29,13 £ 0,62 1
30 dni 29,25+ 0,62 29,33 +0,89 28,96 + 0,65 1
60 dni 29,99 £ 0,76 28,77 £ 0,84 29,13 £ 0,52 0,75
p-vrednost 0,23 0,009 0,17

Tabela 5: Povpre¢na prostornina eritrocitov (povpreje = SEM um?)
pm? Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 46,31 +0,87 46,29 1,07 45,35+ 0,84 1
7 dni 45,65 £ 0,85 44,81 + 1,06 45+0,76 1
30 dni 45,82 +£0,92 44,14 + 1,05 45,06 + 0,85 1
60 dni 45,06 + 0,91 43,36 + 1,03 44,94 + 0,85 1
p-vrednost 1 0,003 1

Tabela 6: Povprecna koli¢ina hemoglobina v eritrocitih (povprecje + SEM pg)

pg Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 14,5 +0,25 14,45+ 0,33 14,15+ 0,28 1

7 dni 14,52 £ 0,26 14,43 +£ 0,34 14,43 £ 0,27 1

30 dni 14,45+ 0,31 14,01 £ 0,35 14,26 £ 0,27 1

60 dni 14,37 £ 0,26 14,06 £ 0,3 14,51 £0,27 1
p-vrednost 1 0,53 0,16
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Tabela 7: Povprecna koncentracija hemoglobina v eritrocitih (povprecje £ SEM g/dL)

g/dL Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 31,31 £0,15 31,19+0,17 31,21 £0,14 1
7 dni 31,84 +0,11 32,13+0,19 32,03 +0,18 1
30 dni 31,56 £0,14 31,81 £0,15 31,77 +0,15 1
60 dni 31,93 £0,18 32,48 +£0,18 32,36 0,16 0,196
p-vrednost 0,036 0,00000025 0,000025

11.2 TABELE VREDNOSTI DIFERENCIALNE BELE KRVNE SLIKE

Tabela 8: Odstotek nevtrofilnih granulocitov (povprecje + SEM %)
% Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 45,19 + 3,33 49,94 + 2,14 45,12 + 3,85 1
7 dni 51,41 £2,65 4544 +1,9 44,18 +2.8 0,67
30 dni 51,47+22 50+ 1,93 48,81 + 3,54 1
60 dni 47,69 + 2,65 48,57 + 3,01 46,35+ 3,5 1
p-vrednost 0,28 0,75 1

Tabela 9: Odstotek limfocitov (povprecje + SEM %)
% Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 48,06 + 2,97 42,65 +2,31 48,41 £ 4,16 1
7 dni 42,41 £ 2,52 49,56 + 1,99 50,12 +2,95 0,316
30 dni 42,47 + 2,85 4493 +2,17 45,56 + 3,41 1
60 dni 4531 £ 2,64 43,93 +2.91 44,88 +3,72 1
p-vrednost 0,393 0,24 0,69
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Tabela 10: Odstotek eozinofilnih granulocitov (povprecje + SEM %)

% Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 3,88+0,83 2,47+0,51 3,06 £0,75 1
7 dni 3,65 +0,75 2,75 +£0,62 3,24 +£0,68 1
30 dni 2,24 +£0,64 2,29 +0,49 2,5+£0,53 1
60 dni 3,88 +0,67 3,5+£0,99 4,29 + 0,68 1
p-vrednost 0,57 1 0,69

Tabela 11: Odstotek bazofilnih granulocitov (povprecje = SEM %)
% Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 0+0 0+0 0,059 + 0,059 1
7 dni 0,059 + 0,059 0+0 0,059 + 0,059 1
30 dni 0,12 +0,081 0+0 0,19+0,1 0,82
60 dni 0+0 0+0 0,24 £ 0,14 0,34
p-vrednost 0,58 / 0,49

Tabela 12: Odstotek monocitov (povpre¢je = SEM %)
% Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 2,31 +0,45 3,12+£0,73 2,59 +0,7 1
7 dni 2,35+0,94 2,19 +0,61 2,35+0,56 1
30 dni 3,06 + 0,64 2,64 +0,49 2,56 £0,58 1
60 dni 3+£047 3,71 £0,62 4,06 £0,78 1
p-vrednost 1 0,67 0,8
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Tabela 13: Odstotek palicastih nevtrofilnih granulocitov (povprecje £ SEM %)

% Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 0,5+ 0,02 1,29 +£0,51 0,82 + 0,37 1
7 dni 0,059 + 0,059 0+0 0,059 £+ 0,059 1
30 dni 0,059 + 0,059 0,07 £ 0,07 0,31 +0,15 0,81
60 dni 0+0 0,21+0,11 0,18+0,13 1
p-vrednost 0,069 0,14 0,26

11.3 TABELE VREDNOSTI BIOKEMIJSKIH PARAMETROV

Tabela 14: Vrednost celokupnega kalcija (povprecje £ SEM Mmol/L)
Mmol/L Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 2,43 +£ 0,029 2,45+0,035 2,46 £ 0,034 1
7 dni 2,43 +£0,028 2,44 +0,037 2,47 +£0,024 1
30 dni 2,37 £0,027 2,39 +£0,038 2,32 +0,031 1
60 dni 2,54 +£0,32 2,59 + 0,042 2,53 +£0,034 1
p-vrednost 0,00061 0,001 0,00000059

Tabela 15: Vrednosti anorganskega fosforja (povprecje £ SEM Mmol/L)
Mmol/L Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 1,93 £ 0,06 1,99 £ 0,05 2,1+£0,06 0,9
7 dni 1,88 £0,05 1,88 £ 0,06 1,94 £ 0,07 1
30 dni 1,89 +£ 0,03 1,85+ 0,04 1,86 £ 0,05 1
60 dni 1,91 £0,04 1,86 £ 0,06 2+0,06 0,74
p-vrednost 1 0,11 0,0011
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Tabela 16: Vrednosti glutamat dehidrogenaze (povprecje = SEM U/L)

U/L Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 16,4 +£2,6 39,83 + 19,83 1553+14 0,65
7 dni 15,75+ 1,4 19,34 + 2,37 21,04 £ 5,16 0,63
30 dni 18,91 +£2,24 26,51 £ 2,8 21,02 £2,73 0,65
60 dni 15,06 £ 1,25 19,43 +1,81 16,53 +£2,14 0,99
p-vrednost 0,79 0,89 0,1

Tabela 17: Vrednosti gama glutamil transferaze (povprec¢je £ SEM U/L)
U/L Obrite Odlakane Kontrola p-vrednost
0 dni 19,22 +£2,03 22,71 £2,69 23,06 £2,1 0,57
7 dni 22,65 £ 1,83 25,12+ 2,39 22,53 £2,06 1
30 dni 27,76 £ 1,63 2521 +247 26,75 £ 1,69 1
60 dni 26,56 £ 1,1 29 +£3,01 26,65 +2.25 1
p-vrednost 0,003 0,021 0,0011
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fer. prof dr, elks Zabavnik Plano, |:_;:1||': 1:': H Ljutdjana, 25.3,2020
strokovnjakinja za dobrobit Fvali v poskusu na VF, [0

predsednica Komisije za dobrobit ivali na VF
Veterinarska fakulteta Univerze v Ljubljani

Komisija za podiplomski Studij
Veterinarska fakulteta

Iadeva: Mnenje o potrebi po pridobitvi dovoljenja za poskus na Zivalih za predlagano Studijo

lar, prof. dr. Jode Starlg in Jaka Jakob Hodnik sta na komisi)o 22 dobrobie $val na veterinarskl fakuitet dne
18.3.2020 posredovala dopls za presojn, all gre v primera pred laganega proufevanja v dudiji 7 naslovom
W pliv obsevanja 2 UVE na sintezo vitamina 0, njegovo sezonsko nibanje ter vpllv na tdravie in prirejo krav
malznics ra poskus na Zivalih ali sdravljenje cziroma ustaljeno rejsko prakso, ki se izvaja pri Zivalih,

Predlagatelia Studiie navajata. da bodo pri kravah molznicah prevtevali vpliv UVB sevanja na proizvodn)o
vitamina Dv kodi. Kravam bodo v fasu mole v molinem robotu obsevali hrbet 7 UVB svetlobo ozkega spekira.
Qcenjujejo, da bo ta koliing svetlobe zadostila dnevnim potrebam za sintezo vitamina D krav molznic frno
bele pasme. Odmerek UVRE sevanja, kateremu bodo krave lzpostavljene, ne bo presegel admerka, ki bi ga na
sonfen poletni dan krave prejele na padi. Meka] krav bodo tudi obrill za dolofitev vpliva dlake. Raven
proizvodnje vitamina D bodo spremijall 2 merjenjem 25-hidroksi-vitamina D v krenib vzorcih, ki bodo odvzeti
A=hral v wldobju 2 mesevey, Voo budu pridobljeni v skviro rednega dolofanja presnovnega proflla kray
maolznic na kmetill. Predlagatelja navajata, da je dolofanje presnovnega profila rutinske veterinarsko arodje
ra presimptomatsko ugotavlfanje presnovnih boleznl, uporablja pa se tudi za ugotavijanje optimalne
nutritivne oskrbe krav. Predlagatelja navajata, da se pregled presnovnega profila priporota, ko se spremeni
abrak za krave malznice, vikljutno s pado. Zaradi povedanjo mleéne proizvodnje in s temn povedane incidence
presnovnih obolenj, je presnowni profil postal nepogresliivo rutinsko orodie veterinariev, nutricionistoy in
rejoev v intenzivnib rejah krav molznic.

Zakon o zadiitl ¥ivali (Uradni list RS 3R/2013) v 21 a. Elenu dafinies, da 29 pockue na Sivali pe iejejo
neeksperimentalne klinifne veterinarske prakse, V predlaganem programu dela gre primarno za preverjanje
tdravstvenega stanja krav molznic na Peljo lastnika fivali s standardno obliko vzordenja, oziroma za
sagatavijanje zdravia fivali. Lostnik se strinja, da sc odvicti veorel krvi uporabijo tudi za opisanc Studijo, kar
je razvidno iz pisne izjave lastnika krav. Pravilnik o pogojih za izvajanje poskusov na fivalih v 3. Elenu doloéa,
da je poskus na Fivali uporaba poskusne Evali v poskusne namene, ki lahko Fvall povzroti trpljenje, stisko ali
trajne potkodbe, enakovredne all hujbe od vboda igle, ¥ okviru tudije bod tudi doloéall minimalni odmerek
UVB sevanja, ki je patreben ra povsrntites rdefine (Minimal Erythema Dose - MED) na ebriti ali neabritl kodi
pri kravah. Ocenjujemo, da ta postopek povzrota manjto boleing in nelagodje kot vbod 2 lglo.

Clani Komisije za dobrobit Zivali na VF so soglasno ocenill {korespondentng seja, ki o pulekals 19.3.2020), da
v primery prediagane Studije ne gre 2a poskus na 2vall, kler bi bilo potrebno pridobiti dovoljenje 2a delo 2
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tivalmi, temved 7a preverjanje zdravstvenege stanja Zivali na zahteve lastnika in neinvazivii postopck
deloganja minimalnega odmerka UVB sevanja, ki je potreben za povzrotitev rdeine (Minimal Erythema Dose
- MED) pri kravah. Doloéanje MED z'opisanim postopkam ne dosega stopnje bolegine ali nelagodja fivali, ki
bi bila enaka ali vedja kot pri vbodu £ igho,

lep pozdraw

izr. prof. dr. lelka Zabavnik Piano, Lr.

strokovnjakinja za dobrobit #ivall v poskusu na VF
pradsadnica Komisije za dobrobit Zivali na VI

Prilnga:
Chbrazec
ObrazloZitev za Komisijo za dobrobit Zivali

WV wvednost: izr. prof. dr. JoFe Starié. Jaka Jakob Hodnik



