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1. Uvod

o024

problémy chovatelti skotu ve vSech zemédélsky rozvinutych statech, véetné Ceské
republiky. Vzhledem k tomu, Ze tyto patogeny napadaji stievni epitel, dochazi v prib&hu
prijmovych onemocnéni k naruseni rovnovahy mezi vstiebavanim a vylu¢ovanim vody a
elektrolytti ve sttevé. Tyto patologické zmény funkce stfeva vedou ke ztratdm ionti a
vody z organizmu a vzniku dehydratace a acidobazickych poruch. U nemocnych zvifat
dochdzi k poklesu uZzitkovosti a zvySuji se i naklady na péci o né€, na organizacni a
zoohygienicka opatieni aj. Prljmova onemocnéni mohou zptsobit i pifimé ztraty
v podobé uhynt. Predpokladem minimalizace téchto ztrat je poskytnuti adekvatni péce
nemocnym zvifatim. Nezastupitelnou roli v péfi o nemocnd zvifata pak zastdva

rehydratac¢ni terapie.

2. Cil prace

Cilem diplomové prace bylo ovéfit ucinek vybranych rehydrataénich roztoki
v modelovych podminkach experimentalni kryptosporididzy telat. V kontrolovanych
pokusech s celkem 12 telaty experimentalné infikovanymi kokcidii Cryptosporidium
parvum bylo cilem prace v obdobi od nakaZzeni do 18 dnu p.i. zjistit vliv pfidavku
glycerolu v rehydrata¢nim roztoku na:

a) parametry acidobazické rovnovahy

b) hydrata¢ni stav (=objem télnich tekutin)

konzistenci vykalil a klinicky pribeh experimentalni infekce



3. Prehled literatury

3.1 Etiologie a patogeneze prijmiu u telat

Prijem jako takovy neni onemocnénim v pravém slova smyslu, ale symptomem
celé fady poruch struktury a funkce travici trubice. Priiyjmem (diarrhoea, diarrhea) se
oznacuje Cast€j$i odchod neformovanych vodnatych vykali.Celkovy objem vyloucenych
vykall je pritom zvySeny. Vykaly obsahuji 60-90 % vody a jiz malé zmény v obsahu
vody vedou ke zménam jejich konzistence. Pii 60-70 % obsahu vody jsou formované, pti
80-85 % kagovité a pfi 90 % a vice tekuté (KORBOVA et al, 1985). Prijem miize mit
akutni a chronickou formu. Z etiologického hlediska l1ze prijmy rozdélit na infekéni a
neinfekéni, z hlediska patofyziologického pak na prijmy osmotické a sekreéni. Casto se
vyskytuji 1 prijmy polyetiologického charakteru s uplatnénim rdznych
patofyziologickych procest (O'LOUGHLIN et al, 1991; BANWELL, 1990).

Pokud jde o telata, toto riziko vyskytu polyetiologickych prijma je tim vétsi, ¢im
je v chovu horsi uroven zoohygieny, vyzivy a celkové péce o telata (De GRAAF et al,
1999). Na celkové nemocnosti telat se prijmova onemocnéni spolu s respira¢nim
syndromem podileji az z 80 % (SLANINA, 1991).

Nejcastéjsi pticinou vzniku prijmu telat jsou podle Roye (1990) enterotoxigenni
kmeny Escherichia coli. Jako dal§i patogeny jsou uvadény salmonely, rotaviry,
koronaviry a kryptosporidie. De Graaf et al (1999) uvadéji v sestupném poradi jako
Cryptosporidium parvum, rotaviry, koronaviry a BVD virus. U telat se z parazitarnich
infekci jako prvni objevuje kryptosporididza ve véku 10-11 dnti, giardidéza kolem 20 dnti
po narozeni a u telat kolem 30 dnii véku jsou nejcastéji zjistovany kokcidie rodu Eimeria

a hlistice Strongyloides (JURASEK et al, 1993).

V patogenezi prijmi maji podle Slaniny (1991) hlavni roli tyto faktory:
1. redukce sekrece slezu
2. zvySena pasaz stieva
3. redukce stievni absorp¢ni kapacity
4

. zvySena stifevni sekrece do stfevniho lumen



Dale pti prijmu dochazi ke ztratdm télnich tekutin a nésledné hemokoncentraci,
hypovolémii a hypoxii, ke zvySenym ztratdm elektrolyti (Na, K, Mg), porucham
acidobazické rovnovahy s tendenci k metabolické aciddze, energetickému deficitu a
hypoglykémii, retenci zplodin dusiku a vzestupu hladiny mocoviny, nedostate¢nému
traveni a resorpci mlécné bilkoviny, snizeni odolnosti sliznice stfeva pti nedostatku IgA,

rychlé ztraté télesné hmotnosti vedouci az ke kachexii (SLANINA, 1991).

3.2 Kryptosporidioza

postnatalnim obdobim je kokcidie Cryptosporidium parvum. C. parvum taxonomicky
spada do kmene Apikomplexa, tiidy Sporozoea, podtiidy Coccidia, fadu Eucoccidia,
podiadu Eimeriina, ¢eledi Cryptosporidiae a rodu Cryptosporidium (LEVINE, 1984).
Rod Cryptosporidium v soucasné dob¢ zahrnuje jesté dalSich 14 druhd liSicich se jak
morfologickymi, tak i jen molekuldrné-genetickymi znaky a hostitelskou specifitou
(THOMPSON, 2003 a, b; XIAO et al, 2004).

V nedavné dobé bylo pomoci molekularnich metod zjisténo, ze Cryptosporidium
se podobé vice gregarinam nez kokcidiim, proto neni ptekvapujici jeji vyskyt v mnoha
zvitecich druzich a moznost vyskytu i u bezobratlych (HIJJAWI et al, 2004). Tato

zjisténi jsou vSak zatim déale zkoumdna.

Ve srovnani s ostatnimi kokcidiemi jsou vyvojova stadia kryptosporidii druhu C.
parvum velmi mal4. Primérna velikost oocyst je asi 5 x 4,5 ym a maji tvar elipsoidu az
ovoidu. Poprvé popsal ptitomnost kryptosporidii v zaludku mysi E.Tyzzer v roce 1907 a
druh byl pojmenovan jako Cryptosporidium muris. V roce 1912 byly objeveny ve stieveé
mysi pon¢kud mensi kryptosporidie a byly ureny jako novy druh C. parvum (TYZZER,
1912). U telat byl vyskyt C. parvum zjistén zacatkem sedmdesatych let (PANCIERA et
al, 1971), pozdéji i u jehnat (BARKER et CARBONELL, 1974) a kuzlat (TZIPORI,
1983). Dale jsou k onemocnéni vnimava hiibata (SNYDER et al, 1978), ale i selata
(QUILEZ et al, 1996) a krutata (SLAVIN, 1955).

Prvni vyskyt ndkazy u telat na uzemi Ceskoslovenska zaznamenal v roce 1979
Pavlasek (PAVLASEK, 1981). Od roku 1982 byla kryptosporidiéza zjistovana u
imunodeficientnich lidi, zejména u pacientii s AIDS (O'DONOUGHE, 1995; FAYER et

al, 1997). Dale se vyskytly zavazné epidemie této infekce v disledku kontaminace zdroja



pitné vody. Velké publicity se v této souvislosti dostalo ptipadu, kdy se v roce 1993
v meésté Milwaukee ve stat¢ Wisconsin v USA nakazilo kryptosporidiézou vice jak 400

000 lidi (Mac KENZIE et al, 1995).

Huetink et al (2001) uvadi ¢tyfi mozné cesty pfenosu oocyst u telat:

1. Z kravy na tele — infekce se pfenasi z matky na tele ihned po narozeni, vyskytuje
se ve Spatnych hygienickych podminkéach chovu

2. Ztelete na tele

3. Prostednictvim pfenasSeCe — pienaSeCem miize byt napt. oSetfovatel, kocky, ale i
ptaci

4. Kontaktem s kontaminovanym povrchem, ktery je rezervodrem oocyst — napf.

Spatn¢ umyté a desinfikované individudlni boxy pro telata nebo podestylka

Vyvojovy cyklus: Cryptosporidium parvum ma monoxenni cyklus, ktery probiha
kompletné v jednom hostiteli. Hostitel se infikuje peroralné - pozie oocysty, které se v
tenkém stfeve natravi a prasknou (excystuji) a uvolni se tak infek¢ni sporozoity, které se
usadi v mikrovilézni vrstvé epitelovych bunék. Dale se vyviji jako trofozoity, které se
de€li nepohlavné a vyviji se v meronty I. Ty po prasknuti uvoliiuji merozoity I., které
napadaji dal$i buiiky a znovu probih4 vyvoj merontii. Cast merozoiti I. se vyviji odligng
a formuji se v meronty Il.typu, z nichz kazdy obsahuje ¢tyfi merozoity. Po uvolnéni z
merontu se vyvijeji v sexualni stadia. Cast merozoiti II. pronika do epitelialnich bunék a
vyviji se v makrogamety a druha ¢ast uvniti napadenych bunck prodéla déleni, pficemz
vzniknou mikrogametocyty, které obsahuji Sestnact bezbicikatych mikrogamet. Po
uvolnéni z mikrogametocytu se mikrogamety spoji s makrogametami a vznikaji zygoty.
Poté¢ se zygota déli meidzou a v procesu sporogonie vznikaji oocysty se Ctyimi
sporozoity. Podstatou vzniku oocysty ze zygoty je mimo jiné tvorba pevné bunétné
stény. Ta se vSak asi u 20% oocyst nevytvari. Tyto oocysty se nazyvaji jako tenkosténné
a jeSté ve stén¢ tenkého stifeva hostitele se znich uvoliuji sporozoity, které mohou
infikovat dalsi epitelové bunky. Zbyla ¢ast oocyst, tvoticich pevnou bunécnou sténu, je

vykaly uvoliiovana do prostiedi (FAYER et al, 1997; GOOKIN et al, 2002).



3.2.1 Patogeneze a klinicky priitbéh kryptosporidiozy u telat

Ke kryptosporididze jsou nejvnimavéjsi telata ve véku 1-2 tydny a infekce je u
nich lokalizovéna témét vyhradné v tenkém stieve. Délka prepatentni periody infekce se
u telat pohybuje zpravidla od 2 do 6 dni a délka patentni periody od 4 do 13 dnt. U
vétSiny telat zacne 3.-5. den p.i. prijem, ktery trva 4-17 dni (De GRAAF et al, 1999).

Z vysledki studii, které provedli Holland et al (1989,1992) na experimentalné
infikovanych telatech je zifejmé, Ze kryptosporididza je v GIT telat provazena rozsahlymi
morfologickymi a nasledné¢ funkénimi zménami, zejména malabsorpci a kvasnou
dyspepsii. Ve vzorcich ziskanych jejunélni biopsii byla zjiSténa zna¢na snizeni vysky
klkt, coz svéd¢i o destrukci sttevniho epitelu (HOLLAND et al, 1989). Navic byly
zjistény vysoké koncentrace vodiku ve vydechovanych plynech infikovanych zvifat,
ktery vznikd mikrobidlnim rozkladem nestravenych a neabsorbovanych zivin
v kaudalnich usecich travici trubice. Tato zjisténi potvrzuji, Ze prijem u telat v pribehu
kryptosporididzy je v podstatné mife osmotického charakteru a je pravé dusledkem
malabsorpce zivin v destruovaném epitelu. V invadovaném epitelu vSak dochdzi i
k vyraznym zméndm v pohybu vody. Pohyb vody je ve zdravé tkani v rovnovaze
sabsorpci Na® a CI, symportem organickych molekul s Na® a sekreci Cl'. Ztraty
enterocytll vedou k atrofii klkli a malabsorpci Zivin a elektrolytl, coz posouva rovnovéahu
v pohybu vody pies epitel na stranu sekrece (GOOKIN et al, 2002). Jak bylo prokazano u
lidi, na vzniku priijmu v prib&hu kryptosporidiézy se podili i zvySeni stievni propustnosti

(MOORE et al, 1995).

Vysledky studie, kterou provedli Kukuruzovic et al (1999) u déti australskych
domorodct, potvrzuji souvislost mezi vyskytem prijmu a zménami stievni propustnosti.
Autofi sledovali stfevni propustnost u déti hospitalizovanych s upornymi prajmy
provazenymi acidozou, hypokalémii, dehydrataci a deficitem Zeleza. Nejvyssi hodnoty
byly zjistény u déti infikovanych kokcidii Cryptosporidium parvum. Klein (2002) ve své
studii provedené na novorozenych telatech infikovanych kryptosporidiézou uvadi
zvysené hodnoty stievni propustnosti v akutni fazi onemocnéni pti pouziti laktuldézo /
manitolového testu. Soucasné byla v uvedené studii v akutni fazi infekce zjiSténa
signifikantné niz§i absorpcni kapacita pro D-xylozu. Rovnéz mirnéjsi pribéh glykemické

ktivky po nakrmeni zvitat sv€d¢i pro omezeni Na+ transportnich mechanismi, coz zjevné



souvisi s nizsi absorpéni kapacitou infikovaného epitelu pro glukdézu. Podobné vysledky
zjistili 1 Argenzio et al (1990) na selatech. Dalsi vyznamny ukazatel je malabsorpce
bilkovin, kterou mizeme vysvétlit snizenim enzymatické aktivity v dasledku redukce
absorp¢ni plochy invadovaného epitelu a zrychlenou stfevni pasazi. Kromé toho jsou
nékteré aminokyseliny, podobné jako glukdza, absorbovany za ucasti Na*. Rovnéz nizsi
vyuzitelnost mineralnich latek je dasledkem prijmu. Tato zjisténi svéd¢i o negativnim

vlivu infekce na integritu stfevni sliznice a jeji funkci ochranné bariéry (KLEIN, 2002).

3.2.2 Zoohygienicka opatieni pro tlumeni ndkazy v chovech skotu

Morbidita kryptosporididzy je u mlad’at hospodaiskych zvitat velmi vysokd. Tyka
se to zejména telat, jehnat, klizlat a selat. Na farmach s vyskytem kryptosporidiozy, kde
je mozny pienos infekce, onemocni mnohdy 100% vSech mlad’at, nicmén¢ mortalita je
relativné nizkd. Riziko pfimych ztrat je vyssi v ptipadech vyskytu konkurentnich infekci,
ale i pfi nedostatené péci a vyzivé (De GRAAF et al, 1999). Spolehlivé lze nakazu
tlumit peclivym dodrzovanim hygienickych podminek, a jeji nasledky mirnit spravnou
vyzivou mlad’at a vhodnou formou symptomatické terapie prijmu. Nejdilezitéjsi je
zamezeni dehydratace véasnym podanim spravné sestavenych rehydratacnich roztok.
Zékladni pravidla, podle kterych by méli chovatelé postupovat v ptipadé nakazy shrnuli
Harp et Goft (1998): Nemocna telata by méla byt ustajena oddélené od zdravych, nejlépe
v jiné stdji. OSetfovatelé by méli nejdiive zaopatfit zdrava telata a potom nemocna,
pfi¢emz k nemocnym telatim by se méli pokazdé prevléknout a piezout. Obleceni musi
byt neustdle obménovano a oSetfovatelé by se méli pokazdé diakladné umyt. Pred
naskladnénim nové narozenych telat by se mély vSechny prostory diikladné mechanicky

ocistit a je nutné pouzit vhodnou metodu desinfekce.
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3.3 Rehydrata¢ni terapie, rehydratacni roztoky a vstiebavani ionti a
vody v GIT

3.3.1 Rehydratacni terapie

V kontrole prijmu infekéniho plivodu u telat je uplatiiovana jak kauzalni, tak i
vhodnych antibiotik a antimikrobialnich 1é¢iv, zvlast€¢ pak s antibakterialni, ptipadné
antiprotozoalni uc€innosti, dle plivodce infekce, ale také latek s desinfekénim a
stabilizujicim u¢inkem na stfevni mikrofloru. Symptomaticka 1écba je pak zaméfena
zejména na potlaceni prijmui a zamezeni ztrat vody a iontl. Riziko vetsi ztraty elektrolyti
a vody vpribéhu prijmu je u telat mimotadné vysoké. Primérny obsah vody
v organismu telete klesa z 87% az na 76%, takZe dehydratace miZe dosahnout az 10%
télesné hmotnosti (SLANINA, 1991). Primérné ztraty vody stfevem se pohybuji kolem
2 litri za den, ale dosdhnout mohou az 6 litri denn¢ (NAYLOR, 1999). Toto ma za
nasledek celkovou dehydrataci.

Ztraty sodiku u prijmujicich telat jsou vétsi nez drasliku. Pfi osmotickém prijmu
se vylucuje 42 mmol/l sodiku a 34 mmol/l drasliku, zatimco u prijmu sekre¢niho
charakteru je to az 78 mmol/l sodiku a 23 mmol/l drasliku (NAYLOR, 1999). Slanina
(1991) uvadi, ze ztraty elektrolyti (Na, K, HCO3) ve vykalech stoupaji az na ¢tyfnasobek
normalni trovné vylu€ovani. Pii akutnim prijmu miiZe organizmus ztratit za 24 hodin az
2,6 mmol/ 1/ kg z. hm. K* a 0,33 mmol/ I/ kg zhm. HCOs". Ztrata Cl" a Mg®" miize
prekroCit az Ctyficetinasobek normy. Pfi chronickém prijmu se vylucuje také velké
mnozZstvi Ca?".

Druhotné se vyskytuje acidoza diky ztratdm hydrogenuhli¢itanli a anaerobnimu
metabolismu glukézy na kyselinu mlécnou, a vzniku dalSich organickych kyselin
v disledku mikrobiadlni fermentace malabsorbované traveniny v kaudalnich usecich
traviciho traktu. Dtsledkem prijmu je celkova slabost, deprese a hypotermie, v nékterych
pfipadech i1 smrt diky srde¢ni arytmii. Z hospodaiského hlediska je vyznamny nizky
ptirtistek nebo ztrata hmotnosti, kterd je zptisobena snizenym piijmem mléka a krmiva a

malabsorpci (NAYLOR, 1999).
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3.3.2 Rehydratacni roztoky

wewvr

rehydrata¢ni roztoky, které organismu telat dopliiuji vodu, energii a elektrolyty.
Rehydratacni roztoky také umoziuji odpocinek stieva od traveni potravy a podporuji tak
1 rychlejsi obnovu poskozeného stievniho epitelu. Perordlni rehydratacni terapie zahrnuje
uziti roztokii s obsahem elektrolytl pfi dehydrataci organismu a udrzeni hydratacniho

stavu v prub¢hu priijmovych onemocnéni (ACRA et GHISHAN, 1996).

Oralni rehydratacni roztoky s obsahem elektrolytd by podle Fayeta (1971) a
Phillipse et al (1971) mély:

a) poskytovat dostatek sodiku pro usnadnéni rychlého vyrovnani deficitu
extracelularni tekutiny

b) poskytovat molekuly, které usnadiuji absorpci sodiku a vody z tenkého stieva
jako jsou glukodza, acetat, propionat nebo glycin

c) poskytovat alkalyzac¢ni ¢inidla ( acetat, propionat, hydrogenuhliitan ), ktera
pomahaji k 1écb¢é metabolické aciddzy, Casto se vykytujici u telat trpicich priymy

d) poskytovat dostatek energie, nebot’ jsou vétSinou rehydrataéni roztoky podavany

namisto mléka nebo mlé¢né krmné smési

Prvni komeréni perordlni rehydrataéni roztok pro léeni prijmujicich telat byl
vyvinut v Kanad¢ v Sedesatych letech 20. stoleti a byl distribuovan pod nazvem Ion-Aid.
Pouziti tohoto roztoku ptispélo k upfesnéni poznatkli o vstiebavani elektrolyt, vody a
glukézy vtenkém stfevé telat. V sedmdesatych letech byly distribuovany nové
rehydratacni roztoky, jiz s pfidavkem citratu, diky némuz byla usnadnéna absorbce
sodiku a alkaliza¢nich c¢inidel, zejména hydrogenuhli¢itanu, ktera tlumila acidozu
(NAYLOR, 1999). Ze studie, kterou provedli Booth et Naylor (1987) na telatech
s infekénim prijmem vyplyvda, Ze po podani rehydrataéniho roztoku s obsahem
hydrogenuhli¢itanu acidéza ustoupila. Zasady péce o telata s prijmovym onemocnénim a
rehydrata¢ni terapie shrnul Naylor (1999):

Dilezit¢ je spravné zvoleni rehydratacniho roztoku v zdvislosti na rozsahu
poskozeni stfeva a celkovému stavu telete, protoze jen diky spravné zvolenému roztoku
miZzeme rychleji obnovit intenzivni rist telete a zamezime piipadné bakterialni invazi

ptes destruovany epitel stfeva a mozné sepsi. Pro zlepSeni vstfebavani elektrolyti se do
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roztoku pridavaji ¢inidla, jako jsou glukéza a aminokyseliny, které podporuji absorpci
elektrolytli, zejména Na”. Pokud je tele v dobré télesné kondici, vydrzi 1-3 dny pouze na
rehydrataénim roztoku. Telata v horsi kondici 1ze podpofit v malém mnozstvi kravskym
mlékem nebo mléénou néhrazkou, anebo je jim poddn vysokoenergeticky rehydratacni
roztok.

Pfi tpornych priijmech se podava pouze rehydratacni roztok s obsahem glukozy
kolem 120 mmol/l, kterd poskytuje zhruba 20% energie. Nazory na délku podavani
roztoku jsou rizné, ale v bézné praxi je uzivan 1-2 dny. Pokud je hladovéni delsi nez 5
dni, jsou patrné ztraty hmotnosti a oslabeni imunity. Vyhodou této metody je odpocinek
stteva nebot’ v pritb¢hu priijmu dochazi k malabsorpci a maldigesci.

Kombinace rehydrataéniho roztoku a mléka se vyuziva pii prijmech u telat
chovanych ve skupinovém ustajeni. Mléko se podava v mnozstvich kolem 1 litru, nebot’
ho stfevo 1épe vyuzije, a v jiném cCase nez roztok Pokud je prijem prudky, omezuje se
pfijem mléka na 2 litry denné. Nejlepsim feSenim je, kdyz roztok obsahuje acetat,
v malém mnozstvi hydrogenuhlicitan a citrat, nebot’ takto nezasahuje do srazeni mléka.

Vysoce energetické rehydratacni roztoky obsahuji kolem 400 mmol dextrézy na 1

litr, coz zahrnuje dvé tietiny energie mléka. Zabrafuji maldigesci tukl a laktdzy, kterd se
muze vyskytovat u telat trpicich prijmy. Témto roztokiim vSak chybi nékteré ziviny
nachazejici se v mléce, hlavné bilkoviny, ale poskytuji soucasné elektrolyty a energii, a
proto jsou doporucovany pro lécbu telat se Spatnou tcélesnou kondici a urputnym
prijmem. Jsou vétSinou jedinym zdrojem zivin a energie. Podavaji se 2 litry
rehydrata¢niho roztoku 2-3x denné.
Neékteré roztoky mohou obsahovat piidavek bakterii, pfedevSim laktobacild. Ty
pfeménuji nestravitelnou laktézu na D- nebo L- kyselinu mlé€nou. V soucasnosti se
zjiStuje, zda je vyuziti bakterii prospésné vzhledem ke stavu destruovaného stfeva a
celkovému zdravotnimu stavu telete.

Naylor (1990) ve své studii povazuje za optimalni rehydrataéni roztok
o koncentraci sodiku 10 — 20 mmol/l, chloru 40 — 80 mmol/l a metabolizovatelné slozky,
napf. acetatu nebo propionatu ( ne hydrogenuhli¢itanu ) 40 — 80 mmol/l a obsahem
glukozy, jako energetického zdroje. Michell et al (1992) a Brooks et al (1996) uvadi
vys$i obsah sodiku (120 — 133 mmol/l) v rehydrataénim roztoku, ktery vedl k rapidni
korekci extracelularnich elektrolytii a ztrat vody. Pro rychlé vstiebavani sodiku ve stfevé
je dulezity pomér sodiku ke glukéze. Svétova zdravotnickd organizace uvadi mnozstvi

glukézy / Na vpoméru <1,4 : 1 (AVERY et SNYDER, 1990), nicméné roztoky
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s pomérem < 3: 1 jsou také usp&$né pouzivany, jak u lidi (AVERY et SNYDER, 1990),
tak u telat (JONES et al, 1984). Hyperosmotické rehydratacni roztoky poskytuji lepsi a
rychlejsi doplnéni chybéjicich elektrolyti nez roztoky isoosmotického charakteru
(JONES et al, 1984; LEVY et al, 1990). Hyperosmotické roztoky minimalizuji ztraty
hmotnosti v obdobi, kdy tele nemize dostavat mléko (FETTMAN et al, 1986), po poziti
se rychleji dostavaji ze slezu do stfeva nez roztoky isoosmotické, proto jsou elektrolyty
dostupnéjsi a ihned je doplnén jejich nedostatek do organismu. Pro optimalni rychlost
vyprazdinovani roztoku ze slezu se uvadi osmolalita roztoku 400 — 600 mOsm/l (BELL et
RAZIG, 1973).

Roztoky lze podavat ordlné nebo intravendzné. Oralné lze podat roztok pomoci
lahve s cucakem nebo zavedenim jicni sondy (NAYLOR, 1999). Intravendzné se aplikuje
vysoce dehydratovanym telatim, které maji diky tomu ochromeny saci reflex (GARCIA,

1999).

3.3.3 Fyziologie vstiebdavani iontit a vody v gastrointestindlnim traktu

rrrrrr

sliznice jsou charakterizovany znacnou permeabilitou pro pifenos monosacharidd,
aminokyselin, monoacylglyceroli, karboxylovych kyselin, vody a elektrolytl
(SCHENCK et KOLB, 1991), malym elektrickym potencidlovym rozdilem a elektrickym
odporem. Epitel je tedy schopen resorbovat velké mnozstvi vody a soli (KORBOVA et
al, 1985). Sekre¢ni proces je ovliviiovan intracelularnimi mechanismy. Aktivni sekrece
probihd ve slizni¢nich kryptach, naproti tomu resorpce v klcich (MILLA, 1982).
Elektrolyty a voda jsou kontinualn€ vylu€ovany a znovu absorbovany a tim se zapojuji do
enterosystémovych cykli.

V kranidlnich castech tenkého stfeva je sekrece vody pfiblizné stejna jako
resorpce, proto je probihajici resorpce nepatrnd. V laéniku je resorpce vody podstatné
vys$$i nez sekrece, proto zde nastavd zahusSténi obsahu stfeva (SCHENCK et KOLB,
1991). Resorpce vody probihd soucasné s aktivni resorpci elektrolyti pomoci
osmotickych sil zaloZzenych na elektrolytickém gradientu (ACRA et GHISHAN, 1996).

Pasivni difuze umoziiuje prostup jednotlivych roztoki volné bunikami nebo
intercelularnimi prostory v obou smérech az do vyrovnani elektrick¢ého gradientu

(KORBOVA et al, 1985).
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Dale je zapojen aktivni transport elektrolytti do bunék epitelu pomoci prenasect
(DESJEUX et al, 1997). Aktivni ptenos se dé&je proti elektrochemickému gradientu a
proto vyzaduje energii. Do pfenosu jsou zapojeny transportni molekuly, specifické
pfenasece bilkovinného charakteru. Glukdza, galaktéza a vétSina volnych aminokyselin
jsou resorbovany pomoci prenaSece, ktery mimo vazebné misto pro prenasSenou
organickou molekulu ma 1 misto vazby pro sodik. Jsou-li ob¢é mista pienaSece aktivovana
napt. gluk6ézou a sodikem, uskutecni se transport celého komplexu do buiiky. Tento
proces probihd v obou smérech, pfevazné vSak ze stfevniho lumen do cytoplazmy
(KORBOVA et al, 1985; SCHENCK et KOLB, 1991). Uvniti bun¢k se uvolnuje sodik
z komplexu a je aktivné transportovan do intersticidlniho prostoru Na*-K*-ATPazovou
pumpou umisténou na bazolaterdlni membrané enterocytli (ACRA et GHISHAN, 1996).
Aktivné odtransportovany iont Na™ piechazi z velké ¢asti zpét do lumen stfeva, kde mize
znovu podpotit resorpci glukdézy (SCHENCK et KOLB, 1991).

Glukéza stimuluje absorpci elektrolytii a tim i absorpci vody (DESJEUX et al,
1997). Pienos glukozy se déje pomoci difuze, ale jeji ptenos do krevniho obéhu probiha

proti koncentraénimu spadu, tj. aktivnim transportem (KORBOVA et al, 1985).

3.3.4 Absorpce a sekrece elektrolytit

Sodik a chlor

Elektroneutralni absorpce sodiku a chléru je disledkem ucéinku dvou transportéri,
méni¢t Na" - H" a CI' - HCOs™ iontd. Vytlaceni H' z intracelularniho prostoru vede k
absorpci Na* pies buné¢nou sténu do buiiky. Stejnym zptisobem se dostava do bufiky CI°
a HCOs™ je vyluCovan do lumen stfeva. Oba dé&je jsou reverzibilni. Diky témto procesim
se udrzuje elektroneutralita a pH ve stievé. Pfi vzajemné vyméné CI' - HCO3™ a Na* - HY,
kdy je sodik a chlor absorbovan, vodik a hydrogenuhli¢itan jsou vylu¢ovany do lumen
stteva, kde spolu reaguji a tvofi H2COs. Kyselina uhli¢itd se dale rozklad4 na vodu a na

COo, ktery difunduje do bun¢k (ACRA et GHISHAN, 1996).

Korbova et al (1985) uvadi tii typy transcelularni resorpce sodiku a chléru

v tenkém stieve:

1. aktivni resorpce sodiku, kterd neni spojena s pfenosem jinych roztokii soli a je

provéazena pasivni resorpci chloru
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2. resorpce sodiku nastdva zaroven s resorpci nékterych latek, které nepatii mezi
elektrolyty (resorpce nékterych latek napf. D-hexdzy, L-aminokyselin, ale i
vitaminl nebo zlu¢ovych soli zavisi na resorpci sodiku)

3. NaCl se muze vstiebat z intraluminarniho prostoru do krevni plazmy pfimo ve
form¢ soli (resorpce NaCl nezavisi na elektrickém potencidlovém rozdilu a

usnadiiuje proto rychlou resorpci obou ionta epitelovymi buitkami).

Draslik
O resorpci drasliku je znamo velmi malo. Piedpoklada se, ze jeho vstfebavani se
v tenkém stfevé déje pomoci pasivni diftze. Secernovéan je v tlustém stievé pomoci

draselnych kanalkd.

Dal3i ionty, Ca®*, Mg?", se resorbuji aktivnim transportem za p¥ispéni piislusnych
ATP-4z z laterdlni oblasti enterocytli do kanalkt lezicich mezi nimi a odtud zpét do

tenkého stfeva (SCHENCK et KOLB, 1991).

3.4 Glycerol

3.4.1 Biochemie a farmakokinetika glycerolu

Glycerol (1,2,3-propantriol) je alkohol, jenz obsahuje tii uhliky, na které se vazou
tfi hydroxylové skupiny. Je produkovan organismem v koncentraci nepiesahujici 0,1
mmol/l. Glycerol vznikd za katalyzy enzymem glycerol-kindzou z glycerol-3-fosfatu.
Glycerol-3-fosfat muize vznikat  zdihydroxyacetonfosfaitu pomoci glycerolfosfat
dehydrogenazy nebo z dihydroxyacetonu pomoci glycerol dehydrogendzy. Obé tyto
reakce jsou reverzibilni. Enzymy katalyzujici metabolismus glycerolu jsou tkanove
specifické. V jatrech a ledvindch miizeme zjistit pfitomnost jak glycerol kinazy, tak
glycerol dehydrogenazy. Mala mnozstvi téchto enzymii se vyskytuji i v kosternim
svalstvu a stfevni sliznici. Glycerolfosfat dehydrogendza se vyskytuje v kostenim
svalstvu, jarech a tukové tkédni. Glycerol mlize vznikat i de-esterifikaci triacylglycerold
v tukové tkani, svalech, jatrech a cirkulaci krve v cévach lemovanych lipoprotein lipazou.
Deesterifikace triaclglycerolt v tukové tkani a v krevnich cévach zahrnuje vétsi podil

cirkulace glycerolu v organismu. Zilni infuze a poziti koncentrovaného roztoku
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glycerolu, zvySuje rapidné obsah glycerolu v krvi a osmolalitu, stoupne i jeho exkrece
v moc¢i (ROBERGS et GRIFFIN, 1998).

Pelkonen et al (1967) uvadi ve své studii provedené na lidech, Ze jiz malé davky
koncentrovaného roztoku glycerolu (0,07g/kg Z.hm.resp. 50g/l1) vedly ke znac¢nému
zvySeni obsahu glycerolu v krvi (3,8 mmol/l) béhem 15 minut po poziti. Vysoka davka
roztoku glycerolu, pouzita ve studii Sommera et al (1993) (1,2g/kg z.hm. resp. 850g/1),
zapticinila abnormalni vzestup koncentrace glycerolu v krvi az na 7,5 mmol/l béhem 15
minut a maxima 19,3 mmol/l dosahla v 75 minuté po poziti.

Poziti glycerolu nevyvolava vétSinou negativni zmény v zazivani (FRANK et al,
1981; TOURTELLOTE et al, 1972). Ve studii, kterou provedl Gleeson et al (1986) na
lidech, si dobrovolnici stéZovali na lehkou bolest hlavy, nadymani a nevolnost. Mnozstvi
glycerolu v podaném roztoku bylo 1275 mOsmol/kg. Podobné obtize se vyskytly i u lidi
ve studii Lyonse et al (1990).

3.4.2 Vyuziti glycerolu v rehydratacni terapii

Glycerol patii mezi nejucinnéjsi rehydratacni Cinidla. Riedesel et al (1987) jako
prvni potvrdil, Ze glycerol obsazeny v hydratacnich roztocich pfispiva ke zvySeni obsahu
vody v organismu. Stejnych vysledkd dosahli ve svych studiich Latzka et al (1997),
Monter et al (1996) a Freund et al (1995). Efektivita jeho vyuziti vSak byla testovana
témeét vyhradn€¢ ve sportovni mediciné (SCHEETT et al, 2001). Glycerol je
hyperhydrata¢ni ¢inidlo: pfes vodikové mistky obsazené v jeho molekule mtize poutat az
tfi molekuly vody a udrzovat tak obsah celkové vody v téle, ¢imz ptispiva ke snizeni
rektalni teploty a srdecni frekvence, ovliviiuje vylucovani mocoviny a vzestup hladiny
cukri (LYONS et al, 1990, ROBERGS et GRIFFIN, 1998). Proto je soucasti
rehydratacnich roztokii napt. pro maratdnské bézce nebo cyklisty. Zapojuje se ptimo do
energetického metabolismu a piebytek se vyluCuje prostiednictvim jater a ledvinovych
tubulti. Predpokladd se, Ze rehydrataéni roztoky s pfidavkem glycerolu podporu;ji
rychlejsi a kompletnéjsi obnovu mnozstvi vody v téle po akutni dehydrataci nez roztoky
bez glycerolu (SCHEETT, 2001).

Intravendzni piijem glycerolu vSak neni, podle Robergse et Griffina (1998),
organizmem tolerovdn a je provazen hemolyzou, hemoglobinurii a zvySenym rizikem

poskozeni ledvin.
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Dle naSich poznatkii nebyl glycerol pouzit jako soucast rehydratacnich roztoki

pro pacienty trpici prijmy.

3.5 Moznosti zjiSt'ovani hydrata¢niho stavu

Voda je nejrozsifencjsi soucasti savCiho téla a jednou z esencidlnich soucasti

diety. Celkovy obsah vody v téle mizeme rozdé€lit do dvou slozek (HIX et al, 1959):

- extracelularni voda (30%)

- intracelularni voda (26,2%)

Extracelularni voda zahrnuje vodu obsazenou v krevni plazmeé (5,8%),
intersticialni vodu (24,2%), kterd vypliuje prostory okolo bunék a spojuje tkang.
Zbylych 43,8% téla ptipada na tzv. suchy podil, tj. 22,6% zaujima tuk a zbylych 21,2%
pfipada na bilkoviny a mineraly.

Fayet (1968) rozd€luje ve své studii provedené na telatech vodu v organismu na
celkovou vodu, ktera piredstavuje 73,3 £ 3,5 %, extracelularni 44,3 + 4,6 %,
intracelularni 29 + 5,1 %, objem plazmy 6,8 + 0,5 % a objem krve 10,3 £ 1 %.

Dusledkem dehydratace jsou pfedev§im zmény v objemu krevni plazmy, krve a
extracelularni tekutiny. Znalosti o0 mnozstvi krevni plazmy a extracelularni tekutiny jsou
tedy nepostradatelné pro presny kvantitativni odhad deficitu tekutin béhem dehydratace,

stejné tak, jako pro spravné zvoleni 1écby dehydratace.

3.5.1 Extracelularni tekutina a moZnosti méreni jejiho objemu in vivo

Vzhledem k télesné hmotnosti ma odpovidajici vztah vzestup extracelularni
tekutiny. Toto zjiSténi bylo popsano na mnoha zvifecich druzich véetné ¢lovéka (KAMI
et al, 1984; FELLERS et al, 1949). Pro méfeni objemu extracelularni tekutiny se vyuziva
dilu¢nich metod za pouziti vhodnych markeri. Spensley et al (1987) a Kami et al (1984)
pouzili ve svych studiich na hiibatech a Hix et al (1959) v praci na ovcich thiokyanat
sodny. Dal$im markerem mize byt inulin (KOWALSKI et al, 1952) a dale thiosiran

sodny jehoz pouziti dokumentuji ve svych studiich na ovcich English (1966) a Ternouth
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(1968), a ktery je vsoucasnosti velmi vyuzivanym markerem pro meétfeni objemu
extracelularni tekutiny.

Mg¢teni distribu¢niho prostoru thiosiranu sodného (Na2S:03*5H20) je uvedeno
v mnoha studiich na riznych zvifecich druzich. Newman et al (1946) nalezli metodu pro
pfesné méfeni thiosiranu v plazmé a moci, zatimco Gilman et al (1946) obhajili jeho
pouziti pro méfeni extracelularni tekutiny. Zna¢né mnozstvi studii provedenych na psech
a lidech dokazuje, Zze méteni pomoci thiosiranu sodného je srovnatelné s vysledky, které
poskytuji méfeni s pouzitim inulinu (KOWALSKI et al, 1952; RAISZ et al, 1953;
IKKOS, 1955; MULROW et al, 1956). English (1966) uvadi u beranti primérné hodnoty
distribu¢niho prostoru thiosiranu 14,9 + 1,48 % z zivé hmotnosti, u bahnic 15, 5 + 1,63
% a u jehnat 19,7 £ 2,20 % ( vysoké rozmezi hodnot distribu¢niho prostoru thiosiranu u
jehnat se vysvétluje nizkym podilem télniho tuku a nerozvinutou bachorovou ¢innosti ).
Tyto hodnoty nebyly o mnoho nizs$i nez hodnoty uvadéné ve studiich Elkintona et
Danowskiho (1955), resp. Levitta et Gaudina (1950), ktefi uvadi primérné hodnoty pro
distribu¢ni prostor inulinu 16 % u lidi resp. 19,4 % u pst.

Thiosiran sodny byl shledan jako nestabilni v krevni plazmé a kyselych roztocich
(ROSS et al, 1992), proto se analyzy musi délat do 12 hodin po odbéru vzorki nebo je lze
thned zamrazit. Cardozo et Edelman (1952) zjistili na psech a lidech, ze se thiosiran smisi
s krvi béhem 10-12 min. po intravendzni aplikaci. Prvni clearence se objevuje u skotu jiz
po 10-ti minutach (DALTON,1961). Ross et al (1992) zjistili prvni clearence z krevni

plazmy byki béhem 15-20 min. V krevni plazmé¢ Ize thiosiran stanovit kolorimetricky.

3.5.2 Krevni plazma, krev a moZnosti méieni jejich objemii in vivo

Zmény v objemu krevni plazmy jsou dynamické a jsou vysledkem redistribuce
vody mezi intracelularnimi a extracelularnimi kompartmenty, a zaroven jsou zavislé na
obsahu vody ve stfevé (Mc MURRAY et al, 1978). Pro méfeni objemu krve a krevni
plazmy se z diluénich metod pouzivd bromsulfoftalein nebo erytrocyty oznafené
fosforem-32 (P*?). Dal§im vhodnym markerem je Evansova modi (T-1824;
C34H24N6NasO14S4).

U ovci pouzili Evansovu modf ke zjisténi objemu krevni plazmy Kennedy et
Millikan (1938) a Barcroft et al (1939) sledovali s jejim vyuzitim zmény objemu plazmy
u brezich bahnic. Schambye (1952) (cit. English, 1966) srovnaval hodnoty objemu
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plazmy u ovci, které ziskali za pouziti Evansovy modii a déle enterocytii oznacenych P32,
Dalsi méfeni mnozstvi krve a krevni plazmy za pomoci Evansovy modfi uskute¢nili napf.
Persson et Ullberg (1979) na mladych hiibatech nebo Quigley et al (1997) na telatech.
Pozitivni korelace mezi télesnou hmotnosti a objemem krevni plazmy resp. krve byly
zjistény ve studii Spensleyho et al (1987).

Evansova modf je netoxické nepyrogenni barvivo chemicky spadajici mezi
diazoniové soli. Tvofi pevny komplex s plazmatickymi bilkovinami, zejména albuminem
(DALTON et FISHER, 1961; GREGERSEN et RAWSON, 1942). Prvni pouziti barviva
pro méfeni krve resp. krevni plazmy je popsano ve studii Gregersena et al (1935).
Evansovu modi 1ze proto aplikovat intraven6zné a tak ji dobfe vyuzit pro méfeni objemu
krve a krevni plazmy in vivo, nebot’ jeji distribu¢ni prostor odpovida dosti pfesné objemu
krevni plazmy. Jeji koncentraci lze v odstfedéné¢ plazmé zjistit pomérné snadno
spektrofotometricky (FOLDAGER et BLOMQVIST, 1991).

Malé mnozstvi barviva miize byt zjisténo ve zluci a tkanovych fagocytech, ale
hlavné se vyskytuje v extra cévnich buiikkach a lymfatickém systému. Evansova modf
nemuZe prostoupit do mozkomiSniho moku nebo pies placentu. Vylucovani barviva
z krve resp. krevni plazmy je pomérné pomaly proces (DAWSON et al, 1920). Krev se
smisi s barvivem béhem 10-15 minut po intravendzni aplikaci. Podle né¢kterych autort
muzou ztraty Evansovy modii z cévniho obéhu béhem 10-ti minut po i.v. aplikaci
ovlivnit odhad objemu krevni plazmy (MACKIE, 1976; MOLLENBERG et al, 1975;
PAYNE et al, 1967). Payne et al (1967) uvadi, ze ztraty Evansovy modfi z cévniho
ob¢hu u skotu byly rozdilné od ztrat u lidi nebo pst. Tato zjisténi predpokladaji
mezidruhové rozdily v cévni propustnosti a zdaji se byt vyznamnou soucasti v urCovani
objemu krevni plazmy a krve. Payne et al (1967) se ve své studii domniva, Ze ztraty
Evansovy modfi zplazmy jsou zapfi¢inény unikem albuminu a barviva na ném
navazaného do extracévniho prostoru. VEék zvifete miize mit také vliv na mnozstvi ztrat
Evansovy modii z obéhu; mladsi jedinci vylucuji barvivo rychleji nez starSi zvifata
(THORNTON et ENGLISH, 1978). Podobné¢ je tomu ve studii, kterou provedli Peerson
et Ullberg (1979) na hiibatech a dospé€lych konich, kdy popisuji rychlejsi ubytek barviva

z cévniho ob&hu hiibat, nez tomu bylo u koni dospélych.
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3.5.3 Celkova voda a moZnosti méreni jejiho objemu in vivo

Akutni enteritidy provdzené prijmy vedou ke snizeni objemu celkové vody v téle
(DALTON, 1964b). Obecné je znamo, Ze obsah celkové vody v téle je u mladat
podstatné vyssi nez u dospé€lych jedinci. Doklada to i Spensley et al (1987) ve své studii
provedené na hiibatech. Kvantitativnim uréenim celkové vody v téle za pouziti tritiové
vody (THO) bylo zjisténo, Ze voda v savéim téle je velmi variabilnim komponentem
(PACE et RATHBUN, 1945). Pro zjisténi celkového obsahu vody v téle telat pouzili
tritium ve svych studiich napt. také Thorton et English (1978) a Fayet (1971). Neptimou
souvislost mezi obsahem télniho tuku a objemem celkové vody za pomoci dilu¢ni metody
zjistovali ve svych studiich na lidech Brodie et al (1949), na skotu Kraybill et al (1951) a
na prasatech Kraybill et al (1953). Tyto studie odhalily pifesnost a aplikaci dilu¢nich
metod pro zjistovani obsahu vody a jinych télesnych komponenti v téle. Brodie et al
(1949) uvadi jako prvni pouziti antypirinu v in vivo studii jako markeru pro zji$téni
celkového obsahu vody v téle. Stejného markeru pouzil ve své studii u ovci i Hix et al
(1959).

Ptedpokladem pro vyuziti antipyrinu (1,5-dimethyl-2-phenyl-3-pyrazolonu) pro
méteni celkového objemu vody je jeho schopnost difundovat rovnomérné do vody v téle
(BRODIE et al, 1949). Ackoliv se zdalo, Ze se antipyrin vaze na plazmatické bilkoviny
(SOBERMAN et al, 1949), nakonec se ukazalo, ze tomu tak neni (MENDELSON et
LEVIN, 1959). Antipyrin byl shledan jako vhodny marker pro méfeni objemu celkové
vody vtéle jak u lidi, tak i u zvifat (ENGLISH, 1966). Objemy ziskané pomoci
antipyrinu byly v souladu s vysledky ziskanymi méfenim pomoci ,,tézké vody*“-oxidem
deuteria (D20) (BRODIE et al, 1949) a zaroven s vysledky studie Prentice et al (1952),
kteti provedli méteni pomoci tritiové vody (THO). Pouzitim THO vysly ve studii Tilla et
Downese (1962) primérné hodnoty celkového obsahu vody u ovci 62 % z zivé hmotnosti
(48 — 78 %), podobn¢ Morris et al (1962) uvadi ve studii hodnoty od 56 do 66 % z zivé
hmotnosti. Méfeni objemu celkové vody v téle pomoci antipyrinu bylo provedeno na
mnoha zvitecich druzich (ENGLISH, 1966). U telat lze tedy méfit objem celkové vody
pomoci distribu¢niho prostoru antipyrinu v krevni plazmé¢ (THORNTON et ENGLISH,
1978). Kraybill et al (1951) zjistil na telatech, Ze se antipyrin po dvou hodinach
rovnomérné rozsifil do vody vtéle a jeho koncentrace ve tkanich byla umérna
koncentraci tkanové vody; v této studii byla srovnavana plazma, jatra, slinivka, srdce a

pticné pruhovana svalovina. Na rozdil od téchto zjisténi Dumont (1955), Graff et Young

21



(1955) (cit. English, 1966) ve studiich na ovcich dokdazali, Ze distribu¢ni prostor
antipyrinu nezobrazuje pfesny objem celkové vody. Dumont (1955) pozoroval zmény
v koncentracich antipyrinu v riznych tkanovych tekutindch u ovci. Zjistil, ze antipyrin
nedosahl zaroven stejnych koncentraci v tkaiiové vodé a vodé€ obsazené v krevni plazmé.
Objevil také, ze se z vétSiny organi, kromé svall, vyluCuje antipyrin nerovnomeérne.
Graff et Young (1955) zase zjistili extrémné variabilni hodnoty celkové vody v téle u

jehiiat (ENGLISH, 1966).

V nasem pokusu jsme pro meéfeni objemu télnich tekutin zvolili jako markery

thiosiran sodny (TS), antipyrin (AP) a Evansovu modi (EM).

22



4. Material a metody

4.1 Podminky experimentu

Zviiata: Do pokusu bylo zafazeno 12 novorozenych bycku holstynského plemene
ve véku 3 dny (£ 36 hodin). Telata byla ihned po narozeni izolovana od ostatnich zviftat,
napojena mlezivem a prevezena do experimentalni stdje VUZV v Uhiinévsi. Zvifata
pochézela z chovu ZD Brtnice u Jihlavy. Telata zafazena do pokusu byla klinicky zdrava

a prosta priznaki stievni infekce.

Ustdjeni: Pokusy se uskute¢nily v experimentélni staji VUZV, v oddélené sekci
pro telata. Telata byla ustajena individualné v omyvatelnych polypropylenovych kotcich

na betonové podlaze. Slamova podestylka se kazdodenné vyménovala.

Dieta: Vsechna telata pfijimala 3 dny po narozeni mlezivo (2,5 litru 2x denn¢).
Prvni mlezivo pochéazelo od vlastni matky, dal$i bylo smésné ze zmrazenych zésob.
Postupné byla telata pfevadéna na MKS (Telasan-AA, Bodit, Tachov, CR). Smés byla
fedéna teplou vodou v poméru doporu¢eném vyrobcem (1 : 9). Voda byla k dispozici ad
libitum.
0Od 4,5 do 7 dne p.i., tedy v dobé& vrcholeni symptoml onemocnéni, telata namisto krmiva

pfijimala rehydrata¢ni roztoky v uvedeném slozeni.

Tab.I: Slozeni rehydrata¢niho roztoku (g / 1)

glukoza 62,2
NaCl 3,2
KCl 1,5
NaHCOs 2,5
Glutamin 11,7
Citronan sodny 4.4

Pokusna skupina méla rehydrata¢ni roztok obohaceny o glycerin v mnozstvi 1 g / kg z.

hm.
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Hygienicka opatieni: V prubéhu infekcénich pokust byla dodrzovana mimotadna
hygienickda opatfeni. Vstup do stije byl mozny pouze pies desinfekéni rohoz
s desinfekénim mediem chloraminem. V budové byla vyhrazena Satna pro oSetiujici
persondl, ktery mél ke zvifatim pfistup v Cistém obleCeni a omyvatelné obuvi.
K desinfekci povrchil ve stdji a k priibézné desinfekci naradi a kbelika byl pouzivan 7%
roztok peroxidu vodiku. Desinfekce veskerych povrchl ve stdji peroxidem vodiku byla
provadéna kazdé¢ 4 dny. Pro oSetfeni stén kotc a kbelikli byl pouzivan 1% roztok
Ajatinu. V prub¢hu pokusu byla v noc¢nich hodinach v pfipravné v provozu germicidni
UV lampa. Personal pouzival pifi praci s vykaly latexové rukavice, k myti bylo

k dispozici desinfek¢ni mydlo.

Pilotni pokus: Vlastnim infekénim experimentim piedchéazel pilotni pokus se
dvéma telaty, na kterych byla provedena pasdz kultury kryptosporidii a zaroven byla
odzkousena metodika métfeni objemu télnich tekutin diluénimi metodami a metoda

zjistovani parametrl acidobazické rovnovahy organismu.

4.2 Experimentalni nakaza

K experimentalni nakaze byly pouzity Cerstvé oocysty Cryptosporidium parvum,
bovinniho izolatu VUZV-N izolované z vykali nakazeného telete z pilotniho pokusu.
Oocysty byly ziskany v 8. dnu p.i. klystyrem za pouziti fyziologického roztoku o télesné
teploté.

Purifikace oocyst: Cerstvy material ziskany vyplachem byl protiepanim smichan
s podchlazenym petroléterem v poméru 1 : 4. Suspenze byla rozlita do Sirokych 100 ml
zkumavek a odstiedéna 20 minut v centrifuze (MPW-360, Polsko) pfi 1500 g a 4°C.
Supernatant byl odstranén a sediment resuspendovan pufrem (PBS) a opét odstfedén.
Promyvaci proces byl opakovan 2x. Sediment byl resuspendovan v malém mnozstvi PBS
a doplnén chlornanem sodnym na vyslednou koncentraci 1%. Suspenze byla uloZena 20
min. pfi 4°C. Poté byla suspenze promyta PBS a odstfedéna 20 min. Promyti bylo
opakovano 3x. Oocysty byly poté izolovany na gradientu ze Sheaterova roztoku
(AARWOOD et STERLING, 1987): ze Sheaterova roztoku (500 g sacharozy; 6,5 g
fenolu; 320 ml deionizované vody) a PBS-tween (500ul Tween-20 doplnéno na 1000 ml
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PBS) byly ptipraveny roztoky v poméru 1:2 a 1:4. V tomto potadi byly navrstveny do
Sirokych 100 ml zkumavek v mnozstvi 30 + 30 ml tak, aby zlstalo zachovano
koncentraéni rozhrani mezi vrstvami. Tteti vrstva (15 ml) byla suspenze oocyst v pufru.
Izolace probé¢hla odstfedénim (1500 g, 30 min.) za pouZiti stejné centrifugy. Supernatant
byl odsat a obsah vrstvy s oocystami (mezi koncentra¢nimi rozhranimi 1 : 2 a 1 : 4)
pireveden Pasteurovou pipetou do lahvicky a resuspendovan pufrem a déale 30-ti min.
odsttedénim promyt od zbytkd Sheaterova roztoku v Sirokych 100 ml zkumavkach.
Promyti prob¢hlo 2x. Sediment byl pievrstven 2,5% vodnym roztokem dichromanu
draselného (Lachema, CR) a do pouZiti byla kultura uloZena pti 4°C. Bezprostiedné pred
pouzitim byla suspenze kratce odstiedéna (10 min.), supernatant odstranén a oocysty
odstfedénim 3x promyty PBS a zbaveny K2Cr207.

Telata byla infikovana mnoZstvim 107 oocyst, perordlng injekéni stiikackou pied

veéernim krmenim.

4.3 Koprologicka vySetieni

Intenzita prijmu byla hodnocena jako procentudlni podil vody ve vykalech.
Z ranniho odbéru vykalii bylo odebrano vzdy 3-5 g vykali a vzorek byl okamzité
zpracovan nebo do analyzy zamrazen na -26°C. Obsah suSiny byl zjistovan vazkové po

vysus§eni vzorku pii 103°C.

Vzorec pro vypocet intenzity prijmu (%) — podil vody ve vykalech:

hmotnost suSiny

IP (%) =[100 — ] * 100
hmotnost vzorku pied vysusenim
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K parazitologickym analyzdm byly vzorky odebirdny z rekta 2x denné, vzdy
v rannich a vecernich hodinach. 50-80 mg vzorku bylo pfeneseno do 5 ml zkumavky a
doplnéno deionizovanou vodou na 1 ml. Vzorek byl zhomogenizovdn na tfepacce a
doplnén 2 ml podchlazeného petrolétheru a opét protfepan. Zkumavka byla doplnéna do 4
ml deionizovanou vodou a vlozena do chlazené centrifugy (1500 g, 4°C;) na 10 minut a
po odstiedéni byl odsat supernetant.Timto byly odstranény tuky obsazené ve vykalech.
Sediment byl doplnén vodou, aby vysledny objem ve zkumavce byl 1 ml. Po dikladném
promichéani na tfepacce bylo mikropipetou kapnuto 40 pl suspenze na podlozni sklo a
kapka S$pickou mikropipety rozetfena od sttedu ke kraji do skvrny tvaru elipsy o velikosti
cca 2 x 3 cm. Vzorek byl vySetfen na pfitomnost oocyst modifikovanou metodou dle
Henriksena et Pohlenze (1981): Po zaschnuti preparatu byla skvrna fixovdna metanolem
v plameni a sklicko ponofeno na 10 min. do roztoku karbol-fuchsinu dle Ziehl-Neelsena
(Fluka, CR). Po oplachnuti vodou byl preparat odbarven 3% roztokem HCI v 95%
denaturovaném etanolu po dobu 20-80 sekund. Preparat byl znovu oplachut vodou a
ponofen na 30-50 sekund do 1% roztoku metylénové modii (Lachema, CR) pro
dobarveni pozadi. Po oplachnuti vodou a oschnuti byl preparat prekryt krycim skli¢kem
na kapce imerzniho oleje (Fluka, CR) a byl hodnocen mikroskopicky
v polychromatickém osvétleni bez pouziti filtru pti 250x nebo v imerzi pii 630x zvétSeni
(mikroskop Jenalumar, Carl Weiss, Jena, SRN). Oocysty barvené touto metodou byly na
modrém pozadi viditelné jako karminové rudé, kulovité az ovalné utvary s patrnymi
sporozoity. V pripadé ze distribuce oocyst na sklicku byla rovhomérna, byly pti 250 x
zvétSeni spocteny oocysty v 10 nahodné vybranych zornych polich (ZP) a vypocitan
aritmeticky primér. Pfi nerovnomérné distribuci nebo nizké koncentraci oocyst byly
spocitany obsahy az 50 ZP. Intenzita infekce byla pfi uvedeném zpracovani vzorki

hodnocena semi-kvantitativné podle 4-bodové stupnice:

+...sporadicky nélez (< 1 oocysta / ZP)
++...slaba infekce (2-8 oocyst / ZP)
+++...silnd infekce (9-25 oocyst / ZP)

++++...velmi silna infekce (> 25 oocyst / ZP)
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4.4 Rozbory krve

V9. dnu p.i., po ukonéeni podavani rehydratacnich roztoki, byl proveden
biochemicky a hematologicky rozbor krve. Ve 2. a 6.dnu p.i. byly vkrvi zjistény
parametry acidobazické rovnovahy a v 6. dnu p.i., tedy uprostfed periody podavani
rehydratacnich roztokd za pouziti markerovych metod (EM, AP, TS) bylo provedeno
méieni objemu télnich tekutin.

Vzorky krve na vySetieni parametra acido-bazické rovnovéhy byly odebrany vzdy
pred rannim krmenim z V. jugularis, pfevedeny do tenkych heparinizovanych kapilar,
ulozeny do chladiciho boxu na ledovou tiist a ihned odvezeny k analyze dle Astrupa
(Coulter MaxM, Coulter corporation, USA).

Vzorky krve pro zjisténi biochemickych a hematologickych rozborti byly
odebrany vzdy v rannich hodinach pted krmenim. Z v. jugularis bylo odebrano 5 ml krve,
ptevedeno do heparinizovanych zkumavek a odvezeno k vysetienim (Coulter MaxM,

Coulter corporation, USA; Hitachi 704, Boehringer, SRN; Ciba-Corning, Bayer, SRN).

4.5 Méreni objemu télnich tekutin

Vlastni méfeni objemu celkové vody v téle, extracelularni tekutiny a krve resp.
krevni plazmy bylo uskutecnéno vzdy 3. den od zah4jeni rehydratacni terapie, v rannich
hodinach. Pro méfeni objemu télnich tekutin byly telatim intraven6zné do v. jugularis
aplikovany 2 ml sterilniho 5% roztoku (w/v) Evansovy modfi, 20 ml 25% roztoku (w/v)
thiosiranu sodného a 10 ml 40% roztoku (w/v) antipyrinu. Métfeni bylo zahajeno vzdy 10
minut po pfijeti odmétené davky rehydratacniho roztoku. Po aplikaci roztoki TS, AP a
EM byly telatim v pravidelnych intervalech 10, 20, 30, 60, 120, 180 a 240 minut
odebirany vzorky krve, pteneseny do 5 ml heparinizovanych zkumavek a odstfedény 20
minut pfi 1500 g a 4°C. Plazma byla pfenesena do mikrozkumavek eppendorf a vzorky
byly do analyzy zamrazeny na -26°C. Koncentrace barviva byla zjiSténa v odstiedéné
plazmé. Soucasné byl z kazdého odbéru odebran i vzorek krve pro stanoveni hematokritu.
Vzorky pro zjisténi hematokritu byly analyzovany na pfistroji Coulter MaxM ( Coulter

corporation, USA).
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Pro stanoveni markerti v krevni plazmé byly zvoleny spektrofotometrické metody.

4.5.1 Stanoveni thiosiranu sodného (ROSS et al, 1992)

500 pl vzorku / standardu bylo deproteinovano 2 ml 8% kys.trichloroctové,
vzorek byl dukladné protfepan na vortexu a 15 minut odstiedén (1500g / 4°C). K 1 ml
supernatantu bylo ptidano 500 pl 8% roztoku NazPOs a 500 pl jodového ¢inidla (0,0005
M L2 v 1 litru 1 M roztoku KI), roztok byl promichan a ponechan 30 minut pfi laboratorni
teploté reagovat. Poté byly k roztoku pfidany 2 ml H2O. Absorbance byla zmétena pii A =
350 nm proti slepému vzorku (spektrofotometr Libra S22). Slepé vzorky i standardni
roztoky byly pfipraveny stejnym zplsobem, vcetné deproteinace Kkyselinou

trichloroctovou.

4.5.2 Stanoveni antipyrinu (GREENBLATT et LOCNISKAR, 1979)

K 1 ml plazmy bylo pfidano 1 ml H20 a 1 ml zine¢natého ¢inidla (100 g ZnSO4 *
7 H20 + 40 ml 3 M H2SO4 doplnéno do 1 1 destil. vodou). Za stdlého michani bylo k této
smési po kapkach ptidavano 1 ml 0,75 M NaOH a vzorek byl poté ponechan 10 minut
stat a pak 15 minut odstfedén (1500g / 4°C). 1,5 ml supernatantu bylo odebrano a
ziedéno vodou 1 : 1, poté bylo pfidano 20 pl 2 M H2SO4 a zméfena absorbance pii 350
nm. Kyvety byly ponechdny v karuselu spektrofotometru a ke kazdému vzorku bylo
pridano 40 pl 0,2% NaOHa. Piesné po 20 minutach se znovu zméftila absorbance pti 350
nm. Koncentrace antipyrinu ve vzorku byla zjiSténa zrozdilu absorbanci pied a po

pridani NaNO:a.

4.5.3 Stanoveni Evansovy modii (FOLDAGER et BLOMQVIST, 1991)

Pro stanoveni koncentrace barviva v krevni plazmé byla zvolena nejpiesné;si
metoda podle Foldagera et Blomgqvista (1991), kdy je vzorek odstfedéné plazmy
proméfovan  spektrofotometricky pifi vinové délce 620 nm, pii které je maximalni
absorbce EM a dale pfi vinové délce 740 nm, kdy je zjiStovana absorbance zakalu, ktery
meéteni pii 620 nm Castecné rusi.

Vzorky plazmy byly pfed vlastnim stanovenim fedény 1: 0,5 fyziologickym
roztokem a kratce odstfedény (1500g / 4°C) Vlastnimu stanoveni piedchazely analyzy 8
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vzorkd plazem odebranych telatim stejného véku. Vsechny vzorky byly negativni na
pritomnost EM. Hodnoty absorbance pii 740 nm byly vyneseny v grafu na osu x, hodnoty

absorbance pii 680 na osu y a byla vypoctena regrese:

y =0,7784x+ 0,153

kde:
y = absorbance "Cisté" plazmy pii A = 620 nm = hodnota korekéniho faktoru pro vypocet
korigované hodnoty

x = hodnota absorbance "¢isté" plazmy pfi A = 740 nm

Hodnota absorbance realnych vzorkti s obsahem EM byla potom korigovana
uvedenou regresni rovnici podle hodnot absorbanci zjisténych pro kazdy vzorek pti obou
vlnovych délkach. Koncentrace EM byla zjisténa z kalibraéni pfimky. Kalibra¢ni kiivka
byla sestrojena ze standardii o koncentracich 0,032; 0,016; 0,008; 0,004; 0,002; 0,001;
0,0005 mg EM /ml. Barvivo bylo pfipraveno do 20% plazmy. V uvedeném
koncentra¢nim rozhrani byla u A = 620 nm dodrzena platnost Lambert - Beerova zdkona

a kalibra¢ni kiivka méla linearni prtb¢h.

Objem plazmy (Vp) byla vypoctena podle rovnice:

Q

Vp = —_
P = Em

kde: cEM ... koncentrace Evansovy modii v plazmé (mg/1)

Q ... mnozstvi Evansovy modifi intravendzné aplikované (mg)

Objem krve (VK) byl vypoéten podle rovnice:

1
VK =Vp-——
P IH

kde: H ... hodnota hematokritu
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5. Vysledky

5.1 Klinicky priibéh onemocnéni

tab.2: Koncentrace oocyst ve vykalech infikovanych telat (pocet kiizki vyjadiuje ve 4-
bodové stupnici koncentraci oocyst, Cislo v zavorce udava primérny pocet oocyst

v zorném poli pii 250x zvétseni )

DPI/
2 2,5 3 35 4 4,5 5 6 7 8 9 10 11 12 13
tele
+ +++ ++ + e + +
22/K Neg Neg - Neg Neg Neg
(0,001) (A1) 2 0,6) (87) (70)  (46) (0:45) (0,01
+ +++ ++ +++ =+ A + ++ +
53/K Neg - Neg Neg Neg
0.25) (11 @ (12) (16 363 78 (1) @ (©on
+ + -+ + + + +
36/K Neg Neg  Neg Neg Neg Neg Neg Neg
©o.n (@M (G4 05 (02 (02
+ ++ + =+ A ++
57/K Neg Neg - Neg Neg Neg Neg Neg
(0,001) (5 (04 3 @ @Gy @
+ + ++ ++ ++ + +
33/K Neg Neg  Neg Neg Neg Neg Neg Neg
0,1 (0,02) (@) @ (3) (0.2 (01
++
+ e i e ++ + +
34/K Neg Ne Ne Ne 15 Neg. Ne
e N e Mo e @ e T e e e
+ + +++ +++ +
31/G Neg Ne Ne, Ne, Ne, Ne, Ne, Ne, Ne Ne,
e (5 N D O BN (7
++ ++ A A + +
35/G Neg Neg Neg Neg Neg Neg
& 6 @G @6 (60 (1200 (32) (O.1) (02)
+ + ++ + +
56/G Neg Ne Ne, Ne - Ne, Ne, Ne, Ne Ne,
BT 000 0001) @ (02) (001 o e T TR TR
+ + A + +
59/G Neg Neg Neg - Neg Neg
(0,001) (0,5 200 (90) (32) (36) (200 (0,08) (0.08)
+ + + ++++ + + +
37/G Neg Ne Ne, Ne, Ne, Ne, Ne, Ne,
T oy oy 02 e 08 00 o
+ A A + + +
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0,n % GO 60 120 O (1) (0,02) (0,01)
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Graf 1. Vylucovani oocyst ve vykalech
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Graf 2. Procentudlni zastoupeni vody ve vykalech
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5.3 Parametry acidobazické rovnovahy krve v 2. a 6. dnu po infekci
(DPI) - graf 3-9:

Graf 3. pH krve
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Graf 6. Koncentrace HCO3™ (mmol/l)
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Graf 10. Vliv podavani glycerolu na zmény objemu télnich tekutin
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5.5 Eliminace markert z krevni plazmy

Graf 11. Eliminace antipyrinu z krevni plazmy telat po i.v. aplikaci 10 ml 40 % (w /v)
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Graf 12. Eliminace thiosiranu sodného z krevni plazmy telat po i.v. aplikaci 20 ml 25%
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5.6 Hodnoty vybranych biochemickych ukazatelii krevni plazmy telat

tab.3: Hodnoty biochemickych ukazateli krevni plazmy telat

Glukoza (mmol/l) | celk.bilkovina (g/l) | Mo€ovina (mmol/l) |Triglyceridy (mmol/l)

kontrola | glycerol | kontrola | glycerol | kontrola | glycerol | kontrola | glycerol

primér| 4,96 3,96 60,46 52,18 4,19 2,85 0,28 0,08

SD 0,58 0,61 2,77 3,29 0,27 0,62 0,01 0,04

tab. 4: Hodnoty mineralniho profilu krevni plazmy telat
Ca (mmol/l) Na (mmol/l) K (mmol/l) Cl (mmol/l)

kontrola | glycerol | kontrola | glycerol | kontrola | glycerol | kontrola |glycerol

primér | 2,91 2,52 134,33 133,8 4,55 4,494 99,33 103,8

SD 0,10 0,06 2,08 3,42 0,29 0,15 2,28 1,6
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6. Diskuse

6.1 Klinicky pribéh onemocnéni

Experimentalni infekce méla u vSech sledovanych zvitat typicky klinicky prabéh.
Prijem se objevil u vSech sledovanych zvifat 3. — 4. den p.i. a trval 2 — 5 dni. U vétSiny
zvitat byl uporny a vodnaty. Fayer et al (1998) uvadi u 1-3 dennich telat infikovanych C.
parvum vyskyt upornych prijmu 3. — 5. den p.i. v délce trvani 4 — 17 dni.

D¢élka prepatentni periody se v naSem pokusu pohybovala mezi 2,5 a 5 dny. Doba
vylucovani oocyst se pohybovala mezi 5 a 10 dny. Nejvyssi koncentrace oocyst byly
zjistovany mezi 6. - 8. dnem p.i. To je v souladu se zjisténim Fayera et al (1998), ktery
ve své studii uvadi délku prepatentni periody 3 — 6 dni. Délka patentni periody se
pohybovala mezi 6 — 8 dny, nejvyssi pocty oocyst zjisStoval 6. — 8. den p.i.

Koncentrace oocyst byly béhem pribehu prijmu extrémné vysoké, u nékterych
telat 1 vice nez 120 oocyst v zorném poli. Klein (2002) uvadi pro stejnou diagnostickou
techniku jako vysokou koncentraci oocyst béhem akutni faze infekce hodnoty kolem 30
oocyst v zorném poli. Z toho plyne, Ze podavani rehydratacnich mélo za nasledek zvyseni
koncentrace oocyst ve vykalech, coz je vysvétlitelné jednak nepfitomnosti chymu
respektive vykalil, ve kterych se oocysty u normalné krmenych telat roziedi, ale také je
zvySeni koncentrace oocyst vysvétlitelné nahlym ustupem prijmu po zahdjeni

rehydratacni terapie a zpomalenim stfevni pasaze.

6.2 Obsah vody ve vykalech - priibéh prijmu

V grafu procentudlniho zastoupeni vody ve vykalech telat 1ze pozorovat tendenci
k niz§im ztratdm vody stievem u telat, kterym byl podavan roztok s ptidavkem glycerolu.
Tento parametr byl sledovan od 3. do 10. dne p.i., tedy v dobé symptomi onemocnéni.
Procentualni hodnoty obsahu vody ve vykalech byly u telat zna¢n¢ individudlni, avSak u
kontrolni skupiny byly pozorovany vyssi ztraty vody, coz naznacuje, ze glycerol ma
patrné schopnost poutat vodu i ve stievé. Snizeni obsahu vody je vSak diky vysoké
variabilité sledovaného parametru statisticky neprukazné.

K nejvyssim ztratam vody vykaly doslo u pokusnych telat mezi 4. — 5. dnem p.i. a
dale kolem 7. a 10. dne p.i. a maximalni hodnoty obsahu vody ve vykalech se pohybovaly

okolo 85 %. U telat z kontrolni skupiny se nejvyssi zastoupeni vody vyskytovalo 3. — 5.
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den p.i. a dale kolem 8. dne p.i. a dosahovalo az 97 %. Od 5. do 7. dne p.i., tedy v dob&
rehydrataéni terapie se ztraty vody vykaly u obou skupin snizily, coz lze vysvétlit
nepiitomnosti trdveniny ve stievé a zdroven zpomalenim stfevni pasaze, a u pokusné
skupiny patrné i pfitomnosti glycerolu v rehydrata¢nim roztoku. Kolem 8. dne p.i. je opét
ziejmy nartst obsahu vody ve vykalech, coz miizeme vysvétlit tim, ze telata byla
pfevedena zpé&t na MKS a stfevni epitel nebyl dosud zcela regenerovan. Pomoci laktul6zo
/ manitolového testu zjistil Klein (2002) ve své studii provedené na novorozenych
telatech normalni hodnoty stfevni propustnosti az kolem 21. dne p.i. Uvadi také
procentudlni zastoupeni vody ve vykalech v pribehu kryptosporididzy. Nejvyssi ztraty
vody vykaly se v této studii pohybovaly u infikovanych telat mezi 4. — 8. dnem p.i.
Hodnoty obsahu vody ve vykalech dosahovaly u infikovanych telat az 95 %, naopak u
zdravych telat z kontrolni skupiny se hodnoty obsahu vody pohybovaly ve fyziologické
normé kolem 70 %. Od 10. dne p.i. se ztraty vody vykaly u infikovanych telat snizily také
na fyziologickou normu. Miizeme tedy piedpokladat, Ze i u telat v naSem experimentu
doslo po 10. dnu p.i. k poklesu ztrat vody vykaly, coz je v souladu s predchozimi tidaji o

klinickém prib&éhu onemocnéni u telat.

6.3 Zmény acidobazické rovnovahy

Pro zjistovani metabolické poruchy jsou hlavnimi parametry hodnoty pH krve,
parcialniho tlaku CO2, BE a HCOs'". Podle Michella et Grove-Whitea (2001) vSak neni
méteni pH krve tak priikaznym indikatorem pro zjisténi celkového acido-béazického stavu
pii metabolickych poruchéch, jako zjisténi celkového CO2 nebo HCO3-.

Z vysledki rozbori krve na parametry acidobazické rovnovahy plyne, ze
v prub¢hu rehydratacni terapie byl ovlivnén parcidlni tlak CO2 a celkovy CO:2 v krvi a to
v 6. dnu po infekcei, tedy v dobé podavani rehydratacnich roztokd. Ostatni parametry

acidobazické rovnovéhy se mezi skupinami nelisily.

pH krve obou skupin telat se pohybovalo ve fyziologickém rozmezi 7,36 — 7,43
(SLANINA, 1991) v 2. 1 v 6. dnu po infekci. Parcidlni tlak CO2 v 2. 1 6. dnu byl vys§i u
skupiny pokusné (p<0,05), zatimco celkovy tlak CO2 byl v 1. dnu u pokusné skupiny
niz8i nez u kontrolni a v 6. dnu vyssi (p<0,05). Hodnoty pCO2 se pohybovaly v 2. i v 6.
dnu p.i. nad fyziologickou normou, kterou uvadi Slanina (1991), to znamena v rozpéti

4,86 — 6,20 kPa. Nad referen¢ni hodnotou je shodné u obou skupin tézZ mnozstvi HCO3
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(referencni rozmezi 22,3 - 27,0 mmol/l) a BE (base excess), tedy mnozstvi zasad v krvi
(referen¢ni rozmezi —0,5 - +3,5 mmol/l) v 2. i v 6. dnu p.i., a proto lze usuzovat na lehkou
metabolickou alkalozu, ke které dochazimimo jiné také pii funkénich poruchach streva,
zejména ilea (SLANINA, 1993).

K podobnym vysledkiim dosel ve studii provedené na novorozenych telatech s
experimentalnim prijmem i Constable et al (2001). Pti porovnavani vlivu mlééné smési,
hyperosmotického a iso-osmotického rehydrataénniho roztoku na parametry acidobazické
rovnovahy a hydratacni stav uvadi, Ze zatimco podavani mlééné nahrazky vyvolalo
mirnou metabolickou acidézu, oba rehydratacni roztoky mély za nasledek vzestup
hladiny hydrogenuhli¢itanu a base excess v krvi a tim vnik metabolické alkalozy. pH
krve stejné jako pCO2 vSak zlistalo nezménéno, zatimco v nasem pokusu se hladina pCO2
kompenzace hydrogenuhli¢itanu.

Podle disocia¢ni kiivky hemoglobinu vykazuje saturace krve kyslikem
fyziologické hodnoty pro vendézni krev pii zjisttném pO2 a pH krve
(http://members.aol.com/Bio50/LecNotes/lecnot20.html). S rostoucim parcidlnim tlakem
CO2 vsak klesa schopnost hemoglobinu vazat kyslik. Parcialni tlak kysliku také odpovida
fyziologické norm¢ pro venodzni krev, ktera se pohybuje u skotu v rozmezi 4,66 — 7,06
kPa (KRAFT et DURR, 1999). Podle Krafta et Diirra (1999) viak neni méfeni
parcidlniho tlaku kysliku kli¢ové pro zjiStovani acidobdzické rovnovahy a nésledné
uréeni metabolické poruchy. Jeho hodnoty se pouzivaji pro zjisténi vyuziti kysliku
V organizmu.

Vysledek studie Constablea et al (1998) naznacuje, ze uhyn v disledku
prijmového onemocnéni, neni zapfi¢inén pouze dehydrataci organizmu, ale velkou roli
zde hraje 1 acidobazicka rovnovaha a elektrolytovy profil. V disledku alkalézy se muze
u telat vyskytnout mirna hypokalcémie a hypomagneziémie, ke kterym casto dochazi
pravé pii prijmovych onemocnénich, poruchach tenkého stteva a poruchach metabolismu
(SLANINA, 1991). V prubéhu prijmu sledovali u telat Tennant et Reina-Gueria
(1968) hyponatrémii, hyperkalémii, hyperfosfatémii a hypoglykémii, zatimco chloridy
v krevni plazmé se podle Groutidesa et Michella (1990) neméni. Gamble et al (1945)
popisuje u déti, které trpély upornymi prijmy, metabolickou alkalézu provazenou
hypochlorémii a hypokalcemii.

V nasem experimentu jsme zjistovali mnozstvi Ca, K, Na, a Cl v krevni plazmé

telat v 9 dnu p.i., tedy 48 hodin po zahajeni rehydrata¢ni terapie. Zjisténé hodnoty
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mineralniho profilu se pohybovaly v referen¢nich rozmezich. Statisticky vyznamny rozdil
mezi skupinami byl shleddn pouze u vapniku (glycerol vs. kontrola, 133,8 mmol/l vs.
134,33 mmol/l; p<0,05). U ostatnich prvka (draslik: 4,49 mmol/l vs. 4,55 mmol/l; sodik:
133,8 mmol/l vs.134,33 mmol/l; chlor: 103,8 mmol/l vs. 99,33 mmol/l) nebyl zjistén
signifikantni rozdil.

Také hladina glukézy v krvi (3,96 mmol/l vs. 4,96 mmol/l) se pohybovala ve
fyziologické normé a mezi skupinami nebyl zjiStén statisticky vyznamny rozdil.
Statisticky vyznamné zmény se vSak objevily u mnozstvi mocoviny u pokusné,
respektive kontrolni skupiny (2,85 mmol/l vs. 4,19 mmol/l; p<0,05), celkovych bilkovin
(52,18 g/l vs. 60,46 g/l; p<0,05) a triglycerida (0,088 mmol/l vs. 0,28 mmol/l; p<0,05).
OvSem vSechny tyto parametry se u obou skupin pohybuji také ve fyziologickych
normach.

Glykémie u telat je zavisla na jejich véku. Bezprostfedné po narozeni je nizka, po
piijeti mleziva stoupa a nejvysSich hodnot dosahuje 14. az 21. den po narozeni. S
rozvojem predzaludkil se snizuje a stabilizuje se ve véku 2 — 3 mésict. Pfi prijmovych
onemocnénich maji telata tendenci k hypoglykémii v disledku nedostatku energetickych
rezerv a snizené resorpcni funkce stievni sliznice. Pfi snizeni hladiny glukozy v krevni
plazmé, napt. pii hladovéni, stoupa mobilizace triacylglycerol (triglyceridi) a jejich
metabolizmu, ¢imZ se Setfi glukéza (SLANINA, 1991). Glykémie podléha hormonalni
kontrole a organizmus se fyziologickou hladinu glukézy v krvi snazi udrzet
odbouravanim energetickych rezerv, vcetné bilkovin. Proto je jejich katabolismus
provazen i vzestupem koncentrace mocoviny v krvi (VAJIDA, 1991). Také pti zvySeném
pfijmu bilkovin nebo pii poruchach rendlnich funkci stoupa tvorba mocoviny a jeji
koncentrace v krevni plazmé (SCHENCK et KOLB, 1991). Klein (2002) uvadi u telat
infikovanych kryptosporididzou vyssi koncentrace mocoviny v plazmé v 6. a 13. dnu p.i.
a mirnéjSi vzestup glukoézy v krvi po nakrmeni, bezpochyby diky nizs§i absorp¢ni
kapacité infikovaného epitelu pro glukozu, jak dokladaji i prib&hy absorpénich kiivek
pro D-xylozu v této studii. Constable et al (2001) vsak uvadi ve své studii provedené na
telatech trpicich prijmem pokles celkovych bilkovin, mocoviny a vapniku béhem 48
hodinové rehydrataéni terapie. K podobnému zavéru dosel i Mitchell et al (1992), ktery
také uvadi pokles mocoviny v pribéhu rehydratace telat. V jiné studii Constablea et al
(1998) je uvedeno, ze telata trpéla mirnou metabolickou acidézou a byla u nich zjiSténa
hyperfosfatémie, hypokalcémie a hypochlorémie, avSak zadné zmény nenastaly v

koncentraci sodiku.
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Z téchto vysledkt tedy plyne, ze ani u jedné ze skupin nebylo pozorovano
vyrazn€j$i naruSeni homeostdzy organizmu telat. Vysledky méfeni u obou skupin byly
statisticky porovnany testem dle Wilcoxona. Ani hodnoty biochemického rozboru krve
nevykazaly vyrazné zmény v pribéhu rehydratacni terapie a ani pfidani glycerolu do
rehydratacniho roztoku tyto parametry neovlivnilo. Tyto vysledky byly srovnany t-

testem.

6.4 Eliminace thiosiranu sodného a antipyrinu z krevni plazmy telat

V grafech 11.a 12. je uvedena ukazka eliminace atipyrinu resp. thiosiranu
sodného z krevni plazmy telete v zavislosti na Case. Prvni clearance thiosiranu se
objevuje jiz kolem 10 minuty od intravendzni aplikace. Zhruba do 120 min. od aplikace
ktivka prudce klesa, dale pak ma mirny prubeh. Toto nase zjisténi se shoduje s vysledky
studie, kterou provedli Ross et al (1991) na bycich, kde uvadi prvni clearance thiosiranu
z krevni plazmy b&hem 12-ti minut po i.v. aplikaci. Rovnéz priabéh kiivky je shodny jako
v nasi studii. Podobné vysledky zjistili i Gilman et al (1946), Newman et al (1946) nebo
Dalton (1964), kdy se prvni clearence v jejich studiich objevuje v mezi 10 — 20 min. po
aplikaci markeru. Eliminace antipyrinu ma mirnéjsi pribéh nez je tomu u thiosiranu.
V naSem pokusu se u telat objevuje prvni clearence antipyrinu jiz kolem 10 min. po
intravendzni aplikaci markeru. Toto zjiSténi se shoduje s vysledky studie provedené na
lidech (SOBERMAN et al, 1949) a s vysledkem prace Saitoha et al (2000), kde byla

predmétem zkoumani clearence antipyrinu z krevni plazmy kralika.

6.5 Vliv rehydratacnich roztoki na zmény objemu télnich tekutin

Lewis et Phillips (1972) uvadi, Ze ztraty hmotnosti o 12,7 — 13,4 % béhem
prijmu, zapfi¢inéné ztratami tekutin z organizmu, vedou az ke smrti zvifete. Podobné
vysledky zjistili i Corke (1988) a Simmons et Baywater (1991), ktefi u novorozenych
telat trpicich prijmy uvadi fatalni nasledky pfi ztraté hmotnosti 12 — 14 %.

Pti dehydrataci v dasledku priijmu je u telat znatelny znacny pokles extracelularni
tekutiny, pficemz bylo mozno pozorovat vzestup tekutiny intraceluldrni (Phillips et
Lewis, 1973). Extracelularni tekutina se v diisledku toho stdva hypoosmotickou (Lewis et

Phillips, 1973).
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Constable et al (1998) uvadi pokles objemu krevni plazmy béhem 48 hodin u telat
trpicich prijmy a dehydrataci az o 26 % a pokles distribu¢niho prostoru thiokyanatu
sodného az o 33 %, pricemz redukce distribu¢niho prostoru thiokyanatu byla vétsi nez
ubytek hmotnosti telat. S tim souvisi i to, Ze prvotni ztraty tekutin byly z extracelularniho
prostoru. Na rozdil od praci Lewise et Phillipa (1972) nebo Simmonse et Baywatera
(1991), Constable et al (1998) neuvadi thyn telat pii silné acidoze a ztratach hmotnosti az
14 %.

Z vysledki méteni objemt télnich tekutin vyplyva, Ze u pokusné skupiny doslo po
prijeti stejné davky rehydratacniho roztoku k jejich navySeni. Rozdil v mnozstvi krevni
plazmy se ukézal u pokusné, respektive kontrolni skupiny statisticky neprakaznym (8,09
vs. 7,09 %, NS), avSak u mnozstvi krve (10,79 vs. 8,95%, p<0,05), extraceluldrni
tekutiny (37,02 vs. 32,38 %, p < 0,05) a celkové vody v téle (78,23 vs. 73,25 %, p<0,05)
byl zaznamenan signifikantni rozdil. Lyons et Riedesel (1993) uvadi ve studii provedené
na potkanech narist celkového objemu celkové vody v téle u jedinci, kterym byla
podana voda s 5 % glycerolu v davce 20 ml/kg (69,7 £ 0,4 % vs. 67,8 £ 0,3 %, p < 0,01).
Nesignifikantni zmény byly naopak pozorovany u extracelularni tekutiny u pokusnych,
respektive kontrolnich zvifat (17,0 £ 0,3 % vs. 17,4 £ 0,1 %) a u objemu krevni plazmy
(4,4 £ 0,1 % vs. 4,5 £ 0,1 %). Scheet et al (2001) ve studii provedené na lidech uvadi
nariist objemu krevni plazmy béhem 60 minut po podani 1 g glycerolu / kg Zz.hm.
Statisticky vyznamny rozdil v objemu krevni plazmy mezi skupinou muzi v této studii,
kterym byl podan roztok s obsahem glycerolu a skupinou kontrolni byl: 11,0 + 2,1 % vs.
4,9£0,7 % (p <0,05).

Vysledky naseho pokusu naznacuji, ze glycerol i u telat dosti snadno a rychle
pronikd do vsech télesnych kompartmentl, ve kterych efektivné zadrzuje vodu. Tato
zjisténi jsou v souladu s vysledky uvedenych praci Scheeta et al (2001) a Lyonse et
Riedesela (1993). Také studie Montera et al (1996), Riedesela et al (1987) nebo Lyonse
et al (1990) jsou dikazem toho, Ze glycerol podany v davkach od 0,5 do 1,5 k / kg Z.hm.
muze u lidi zvySit mnozstvi zadrzené tekutiny v organizmu az o 40 %. V nasem pokusu je
pozitivni efekt glycerolu patrny zejména u objemu extraceluldrni tekutiny, jejiz ztraty
byvaji v disledku prijmu nejvyssi, a jehoz korekce je pro pieziti zvirete klicova

(MICHELL et al, 1992).
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7. Zavér

V predkladané praci byl sledovan uc¢inek ptidavku glycerolu do rehydrata¢niho
roztoku na parametry acidobazické rovnovahy, na objemy télnich tekutin a na vybrané
biochemické parametry krve u telat s infekénim prijmovym onemocnénim modelovanym
experimentalni kryptosporididézou.

Z vysledki vyplyva, Ze podavani glycerolu nemélo signifikantni vliv na
parametry acidobazické rovnovahy. Diky zvySenému mnozstvi hydrogenuhli¢itanu a bazi
v krvi se u telat objevila lehk4 metabolicka alkal6za, kterd vSak byla ziejmé dusledkem
naruSeni funkce stfevniho epitelu a bylo mozné ji pozorovat u obou skupin. Hodnoty
biochemického rozboru krve také nebyly ovlivnény rehydratacni terapii, respektive
piidavkem glycerolu v rehydratacnim roztoku. VsSechny zjiStované parametry se
pohybovaly ve fyziologickych normach.

Zvyseny narlst objemu jsme vSak zjistili u krve, extraceluldrni tekutiny a celkové
vody v téle. U telat, kterym byl podén rehydratacni roztok s ptidavkem glycerolu, byly
tyto objemy signifikantné vyS$i nez u telat z kontrolni skupiny. Piidavek glycerolu
v davce 1 g/ kg z.hm. v rehydratacnim roztoku mél tedy pozitivni vliv na udrZeni objemu
télnich tekutin.

Vzhledem k tomu, ze jsou telata v postnatalnim obdobi vyrazné hydrolabilnéjsi a
prvotnim cilem péce o né¢ by mélo byt zamezeni dehydratace, mohou byt vysledky této
studie vyuzity pro zkvalitnéni symptomatické terapie prijmovych onemocnéni

vyskytujicich se v chovech telat.
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8. Seznam pouzitvch zkratek

p.i. — po infekei

MKS — mlé¢né krmna smés

EM — Evansova modft

TS — thiosiran sodny

AP — antipyrin

W/V — weight/volume; pomér hmotnosti a objemu
NS - statisticky nevyznamny rozdil

DPI — dny po infekci

PBS — fostatovy pufr ve fyziologickém roztoku
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10. Priloha

Tab 5. Intenzita prijmu (%) — podil vody ve vykalech

Tele/DPI 3 4 5 6 7 8 9 10
22/K 90,14 | 92,45 | 91,89 | 81,61 | 80,28 97 81,48 | 82,61
53/K 86,62 | 75,95 | 75,92 | 71,05 | 77,42 | 83,70 | 33,33 | 87,5
57/K 90,80 | 89,23 | 78,95 | 75,86 | 77,22 97 88,12 | 95,16
33/K 81,58 | 79,25 | 88,37 - 96,47 98 97,26 | 97,64
34/K 89,09 | 81,48 90 84,31 100 100 95 94,78
36/K 89,09 | 81,48 90 84,31 100 100 95 94,78
56/G 72 75,81 | 83,82 | 72,60 | 81,90 | 74,12 | 75,36 | 87,88
59/G 69,86 | 72,88 | 94,74 | 78,57 - 97 88,14 -
31/G 72,73 | 87,5 84,13 | 77,08 | 95,92 95 93,92 97
35/G 78,69 | 87,78 90 83,33 - 100 98 96,15
37/G 97,87 | 95,74 | 95,45 | 90,74 | 91,89 | 9545 | 94,49 | 92,81
38/G 49,58 | 96,88 | 92,73 | 91,59 | 98,36 | 95,69 | 96,21 | 97,22

Tab. 6 Hodnoty pro graf pH krve

1 DPI 6 DPI
pH kontrola glycerol kontrola glycerol
pramér 7,403 7,395 7,42 7,434167
SD 0,023 0,016 0,03511885 0,027901
SD/2 0,012 0,008 0,01755942 0,013951

Tab. 7 Hodnoty pro graf parcialniho tlaku CO2

1 DPI 6 DPI
CO2 kontrola glycerol kontrola glycerol
pramér 6,717 6,850 6,641667 7,05
SD 0,384 0,242 0,390957 0,416333
SD/2 0,192 0,121 0,195478 0,208167
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Tab. 8 Hodnoty pro graf parcidlniho tlaku O2

1 DPI 6 DPI
02 kontrola glycerol kontrola glycerol
pramér 4,958 4,758 4,875 4,683333
SD 1,052 0,586 1,006127 1,093415
SD/2 0,526 0,293 0,503064 0,546707
Tab. 9 Hodnoty pro graf BE
1 DPI 6 DPI
BE kontrola  glycerol kontrola glycerol
pramér 6,642 5,392 7,65 9,616667
SD 1,727 2,004 2,157352 2,22723
SD/2 0,863 1,002 1,078676 1,113615
Tab. 10 Hodnoty pro graf mnozstvi HCO3-
1 DPI 6 DPI
HCO3- kontrola glycerol kontrola glycerol
pramér 29,883 28,792 30,95 31,96667
SD 1,526 1,692 2,120927 1,91304
SD/2 0,763 0,846 1,060464 0,95652
Tab. 11 Hodnoty pro graf saturace krve
1 DPI 6 DPI
saturace | kontrola glycerol kontrola glycerol
pramér | 67,417 66,025 67,43333 65,08333
SD 13,820 7,830 13,55079 16,21554
SD/2 6,910 3,915 6,775395 8,107772
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Tab. 12 Hodnoty pro graf celkového CO2

1 DPI 6 DPI
Cco2 kontrola glycerol kontrola glycerol
prumér 34,158 33,017 34,975 37,075
SD 0,987 1,735 1,438967 1,841139
SD/2 0,493 0,868 0,719483 0,920569

Tab. 13 Hodnoty pro graf objemi t€lnich tekutin

Objem krevni Objem
lazm Objem piné krve extracelularni |Objem celkové vody
P y tekutiny
Kontrola | Glycerol | Kontrola | Glycerol |Kontrola| Glycerol | Kontrola | Glycerol
pramér, 7,09 8,10 8,95 10,80 32,38 37,02 73,25 78,23
SD |12,22145 {10,47405 [6,544498| 17,83319 [1,667701| 3,309411 | 6,055204 | 5,042047
SD/2 | 0,611073 |0,523703 |0,327225| 0,89166 (0,833851| 1,654705 | 3,027602 | 2,521023
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