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Slovo uvodem

Tato skripta jsou urcena pro studenty FVL a FVHE navstévujici pfedmét Laboratorni
diagnostika u potravinovych zvifat. Studijni materialy byly vytvofeny za ucelem zkvalitnéni
vyukového procesu v ramci laboratorni diagnostiky a propojeni souvislosti mezi laboratorni a
veterinarni ¢asti diagnostického procesu. Skripta obsahuji celkovy piehled standardnich
laboratornich vySetieni provadénych u potravinovych zvitat zahrnujici informace od odbéru
vzorkl pies pouzivané metody az po vyhodnoceni vysledki a stanoveni spravné diagndzy.
Skripta jsou koncipovéana do jednotlivych kapitol dle osnovy predmétu a jsou tedy vhodnymi

podklady ke studiu v pribéhu vyuky predmétu a k ziskani zapoctu i zkousky.

Prace byla financovana v ramci projektu IVA 2016/FVL/1700/33
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Seznam zkratek

AAS
Ab
ABR
Ag
ALB
ALP
ALT
AST
ATP
BE
BHB
BT
BVD
CB
CK
CNS
CREAT
EDTA
ET AAS
F AAS
GIT

GMT

atomova absorpcni spektrometrie
protilatka

acidobazicka rovnovaha

antigen

albumin

alkalické fosfataza
alaninaminotranferaza
aspartataminotransferaza
adenosintrifostat

piebytek bazi (base excess)
B-hydroxybutyrat

bachorova tekutina

bovinni virova diarrhea

celkova bilkovina

kreatinkinaza

centralni nervova soustava

kreatinin
etylen-diamino-tetraoctova kyselina
elektrotermické atomova absorp¢ni spektrometrie
plamenové atomova absorp¢ni spektrometrie
gastrointestinalni trakt

y-glutamyl transferaza



GLU

HCT

HG AAS

HGB

HPLC

CHOL

IBR

ITP

KD

LD

MCH

MCHC

MCV

MPW

NEMK

PBS

PCT

PDW

PLT

RBC

RDW

RID

glukéza

hematokrit

hydridova atomova absorpcni spektrometrie
hemoglobin

vysokoucinna kapalinova chromatografie
cholesterol

infek¢ni bovinni rinotracheitida
imunoglobuliny

izotachoforéza

krmna davka

laktatdehydrogenaza

sttedni obsah hemoglobinu v buiice
koncentrace hemoglobinu v butice
stfedni objem erytrocytil

stfedni objem trombocytl

nenasycené mastné kyseliny

fosfatem pufrovany solny roztok (Phosphate Buffered Saline)
hematokrit destic¢ek - trombokrit
distribuc¢ni Sitka trombocyti

krevni desticky

cervené krvinky

distribucni Sitka erytrocyt

radialni imunodifize



ROS

SARA

SB

SOD

TAG

TAS

TBIL

TMK

TT3

TT4

WBC

rektivni formy kysliku

subklinickd acidoza bachoru

standardni hydrogenuhlicitany/bikarbonaty
superoxid dismutaza

triacylglyceroly

celkova antioxidac¢ni kapacita

celkovy bilirubin

tékavé mastné kyseliny

trijodtyronin

tyroxin

bilé krvinky



1 Uvod

Diagnostika je proces zahrnujici rizné vySetiovaci postupy, jehoz cilem je stanoveni
diagnozy. Diagndzou se rozumi rozpoznani nemoci a jeji pojmenovani. Dulezitou ¢asti

diagnostickych postupii je laboratorni vysetteni.

Laboratorni diagnostika je provadéna mimo zivy organismus. Odebrany biologicky material
je spolu s vyplnénou zadankou (Obr 1) odeslan do klinické laboratoie, kde se laboratorni
vySetteni realizuje. Biologickym materidlem je napt. krev, moc¢, kolostrum, mléko, vykaly,
bachorova tekutina, mozkomis$ni mok, vzorky tkani. Pfedmétem laboratorniho vysetieni je
stanoveni hodnot veli¢in biochemickych, hematologickych, imunologickych a dalSich.
Vysetfovani odebranych télnich tekutin nebo vzorki tkani mize byt provadéno ve zkumavce,

Vv reakéni jamce, V misce na zivné pude ¢i na podloznim skle.

Laboratorni diagnostika se ¢leni na zakladni laboratorni vySetieni a specialni laboratorni
vySetteni. Mezi zakladni vySetfeni patfi hematologické vySetfeni a vysetfeni zakladnich
biochemickych parametrii v krvi, vySetfeni moci, vySetieni bachorové tekutiny u prezvykavct
a dalsi. Specialni laboratorni vySetteni zahrnuje napf. stanoveni riznych markerti, hormonti ¢i
stanoveni parametrd pomoci molekularné biologickych metod. Dle rychlosti stanoveni danych
parametrt se laboratorni vySetieni ¢leni na rutinni (zakladni) a statimova (piednostni).
Takzvané screeningové testy se provadéji preventivné ve velkych skupinach zvifat. Jsou
provadény z divodu podezieni vyskytu néjakého onemocnéni nebo prevence - kontroly

zdravotniho stavu stada.

Ziskané vysledky vySetfeni poskytuji informace pro diagnostiku, terapii, prevenci nebo
posouzeni zdravotniho stavu jedincti a stdd. Diky laboratornimu vySetieni Ize onemocnéni
diagnostikovat jiz v dobé€ bez viditelnych ptiznakl a Ize mu tak predejit nebo poskozeni
organismu snadnéji lé¢it. Diky zménam nékterych stanovenych parametrti v krvi lze usuzovat,

zda je 1éCba uspésna, €i je nutné ji zménit.

Laboratorni vySetieni tedy slouzi k objektivizaci vysledki s cilem urcit diagnézu a
kontrolovat G¢innost terapie, ke kontrole vyzivy zvifat (preventivni metabolické testy) a

Vv neposledni fadé€ k stanoveni referenc¢nich hodnot.



Laboratorni vySetieni musi mit pozadovanou kvalitu neboli jakost. Kvalitu laboratorniho

vySetieni charakterizuji zejména pFresnost a spravnost stanovenych parametrt a jejich

reprodukovatelnost a opakovatelnost v ramci sérii vzorkd.

Laboratorni vySetieni se déli na tii zdkladni faze:

preanalyticka - odbér a uchovavani vzorku a jeho transport do laboratote

analyticka - stanoveni parametri pomoci danych laboratornich metod

postanalyticka - interpretace vysledkli méfeni

L0 2 protokol c. 11
Klinicka laboratof pro velka zvifata RUT
FVL VFU Brno, Palackého tf. 1946/1 , 612 42 Brno 27 07.2016 13:51 prijato....
Tel.: 54156 2417-21, e-mail: biochem@vfu.cz odber......
27.07.2016 c.1
Zadanka o biochemickeé vySetfeni VKL 1
Datum odbéru: Datum dodani Druh zvifete, Cislo: pruh b dr. TLLEX
Objednavatel Poset vzorkl HC VYZKUM PEDAGOGIKA Metoda Vysledek Jednotky Referencni meze Hodnoceni
KREV KREV
1 Celkova bilkovina 85 » Celkovy T3 celk.bilkovina 69.90 g/1
2 | Albumin 86 |e Celkovy T4 Albumi 33030 g/1
10 |Celkovy bilirubin 89 |e Kortizol Globulin vypocet
11 |Kreatinin 41 |e Inzulin 2/G
12 |Glukosa Glukosa 3 mmol/1
14 Kyselina mofova MOC Mocovina mmol/1l
15 |Moéovina 122 |pH Celk.pilirubin - umol/1
25 |ALP 115 |Ketolatky (semikvant) AST 19 ukat/L
26 |ALT 101 _|Specificka hodnota GMT ukat/1
27 |aMS 123 _|Screening papir LoE ukat/l
28 |AST 129 _|Sediment Triglyesridy o/t
29 oK 102_|MoCovina sre e
51 oMt 102_|Kreatinin o1/l
34 _|LD 13_|GMT melsl
71__|Cholesterol 05_|Na amol/1
72 |Triglyceridy 06K Horcik 8 mmol/1l
5 Na 07 |Ca Selen krev ug/1
52 K 108 [Mg Vitamin A 9 umol/1
53 |Ca 109 |P Vitamin E umol/1
54 |P 110 _|Cl b-karoten umol/1
55 |CI NEMK mmol/1
56 |Zn [BT 50D U/mL
57 Cu 141 - pH GPX ukat/L
58 [Mg 143 |- Celkova acidiia b-hydroxybutyrat mmol/1
59 |Fe 144_|= Potet nalevniki oL iRkt oL/
= pH-bt
50 r5e 45 1o Laktat Celk.acidit-bt
18  |Mn 46 |x TMK Nal ici-bt
295 |e Imunoglobuliny (ZnS) 65 Amoniak assvnLelTy )
diny . — k.mlecna-bt <1 mmol/1
9 [e Zluzové kyseliny 66 Chloridy iakobr 11.81 mmol/1
78 |e NEMK 0
81 |Vitamin A w HEMATOLOGIE a
83 |Vitamin E Hemoglobin
84  |Beta - karoten Hematokrit
77__|BHB Erytrocyty |
4 S0D Leukocyty |
4 # GPX 300 |Trombocyty
74 _|TAS 301 |DIFERENCIAL
® pouze ze séra, # pouze z piné krve, mpina krev (EDTA), o konzervace HgCl2, 'W;i ””” 30.09.201 e
= konzervace formaldehydem, x konzervace toluenem Vydanc e s

Obr 1: Zadanka o vySetieni (vlevo) a protokol s vysledky vySetiteni v KLVZ (vpravo)
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2 Hematologické vySetreni

Hematologické vySetieni se provadi pfi diagnostice onemocnéni krve a krvetvornych orgéand,
hypoxickych stavii, dehydrataci, infekci, zanéti, otrav, nddorovych onemocnéni, traumat,
organovych insuficienci, poruch vyzivy a metabolismu, imunopatologickych stavi, stresu,
Sokovych stavi, tnavé ¢i slabosti a v neposledni fad¢é v rdmci preventivniho a predoperacniho
vySetfeni. Hematologické vySetteni zahrnuje vysetieni ¢erveného krevniho obrazu, krevnich
desticek a bilé krevni fady. Mezi stanovované parametry ¢ervené krevni fady patii stanoveni
poctu erytrocytl, hematokritu, hemoglobinu, sttedniho objemu erytrocytli (MCV), sttedniho
mnozstvi hemoglobinu v erytrocytu (MCH) a stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech
(MCHC). V ramci vysetieni bil¢ krevni sloZky krve je stanovovan pocet leukocytt,, pomérné
zastoupeni jednotlivych bilych krvinek (leukogram) a dale morfologické abnormality

leukocytt.
2.1 Preanalyticka faze

2.1.1 Odbér vzorku

Na hematologické vySetieni se vzorek odebird do specialni hematologické zkumavky

s antikoagulantem (Obr 2). Jako protisrazlivé
¢inidlo se pouziva EDTA ( etylen-diamino-
q tetraoctova kyselina) a zabranuje tedy srazeni
Ty krve. Komer¢n¢ vyrabéna zkumavka je urCena

Lt na dany objem krve, ktery je znazornén ryskou.

Obr 2: Zkumavky s EDTA pro odbér krve
na hematologické vySetfeni

Pichled odbérovych mist u danych zvitat je uveden v Tab 1. Pfi odbéru musi byt dodrzovany

tyto zasady:

e Spravny objem vzorku
o nedostatecné mnoZzstvi krve — vzorek je pfili§ nafedény antikoagulantem —

vysledky jsou ovlivnény (| hematokrit, TMCHC)
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o vetsi mnozstvi krve — vzorek se miize srazit (malo antikoagulantu na vétsi
mnozstvi krve) — vzorek neni mozné spravné analyzovat a ziskat objektivni
vysledek

e promichani krve ihned po odbéru

o pokud nedojde k promichani antikoagulantu s krvi, vzorek se srazi — vzorek

nelze pouzit k analyze

e uchovani vzorku pfi pokojové teploté (18 - 25 °C)

Tab 1: Mista odbéru krve u jednotlivych druhi zviFat

Druh zvirete Misto odbéru

Skot V. jugularis; v. coccygea
Ovce v. jugularis

Koza v. jugularis

Prase v. cava cranialis

Kin v. jugularis

2.2 Analyticka faze

Vysledkem hematologického - morfologického vysetfeni je krevni obraz a diferencialni
rozpocet bilé krevni Fady. Ke stanoveni hematologickych parametrt je vyuzivan
automaticky hematologicky analyzator a mikroskopické vyhodnoceni krevniho natéru.
Pied samotnym stanovenim je dtlezité vzorek Setrné promichat (Obr 3) a stanoveni provést

do dvou hodin od odbéru.

Stanoveni poctu krevnich elementt,
hemoglobinu, hematokritu a parametrt

tykajicich se erytrocytl je provadéno na

automatickém hematologickém analyzatoru BC-

2800 Vet (Obr 5). Méteni je zalozeno na dvou

Obr 3: Promichani vzorki pred stanovenim nezavislych metodach:

e impedancni metoda - stanoveni WBC, RBC, PLT

e kolorimetricka metoda - stanoveni HGB

12



2.2.1 Impedan¢ni metoda

Principem impedan¢ni metody je méteni zmén elektrického odporu zptisobenych natfedénou
suspenzi krevnich ¢astic, ktera je nasavana do méfici apertury. Z obou stran apertury jsou
umistény elektrody, které vytvareji elektricky obvod. Mezi elektrodami je udrzovano
konstantni napéti. V méfici ¢asti je fedici izotonicky roztok, tzv. diluent a protéka zde
konstantni stejnosmérny proud. Pti prichodu krevni ¢astice aperturou dojde k poklesu
elektrického proudu protékajiciho mezi elektrodami a k narastu elektrického odporu mezi

elektrodami, coz ma za

nafedény vzorek

nasledek vznik napétového

podtlak

e - A | impulsu (Obr 4).

. N =
D. .
A
.
. .o
-
.

obvod

napéti

Obr 4: Schéma principu
impedanéni metody

(zdroj: BC — 2800 Vet: Operation
Manual. Shenzen Mindray Bio-Medical
zdroj konstantniho electronics Co., Ltd., Cina, 2005-2007)

> proudu

elektrody

impuls cas

Pocet impulst odpovida poctu bunék proslych aperturou za urcitou ¢asovou jednotku.

rowr

Amplituda kazdého pulsu je pfimo umeérnéa objemu kazdé ¢éstice.

2.2.2 Kolorimetricka metoda
Kolorimetrickd metoda je zalozena na méteni barevného produktu pii dané vinové délce.
Na jedné strané métici nadobky je umistén zdroj monochromatického zatfeni a na strané

protéjsi fotosenzor. Vznikly hemoglobinovy komplex je méfen pii vinové délce 525 nm.

Signal je poté amplifikovéan a
meéiené napéti je srovnavano se
stanovenou hodnotou blanku.
Koncentrace hemoglobinu je

vyjadfovana v jednotkach g/l.

Obr 5: Automaticky hematologicky
analyzator BC-2800 Vet




2.2.3 Meéreni a vypocet jednotlivych hematologickych parametri

2.2.3.1 Bila krevni 7ada
e Bil¢é krvinky - leukocyty (WBC)
Jsou pocitany ptimo pti prichodu aperturou. Pocet/koncentrace bilych krvinek je vyjadiovana
v jednotkéach 10%1.
WBC = n x 1071

e Diferencialni rozpocet bilé krevni fady
Analyzator je schopen vyhodnotit tfipopulacni diferencial - lymfocyty, monocyty a
granulocyty (Obr 6). Tyto parametry jsou vyjadfovany v jednotkach 10%I nebo v %.

e Histogram bilych krvinek
Krome¢ jiz zminénych parametrll vytvaii analyzator na zakladé méteni i WBC histogram, kde

osa x predstavuje objem buiiky (fl) a osa y odpovida poctu bunék.

2.2.3.2 Cervend krevni fada
e Cervené krvinky - erytrocyty (RBC)
Jsou pocitany piimo pii prichodu aperturou. Pocet ¢ervenych krvinek jsou vyjadfovany
v jednotkach 10*/1,
RBC =n x 10*/I

e Stiedni objem erytrocyti (MCV)
Stifedni objem erytrocytil je analyzatorem vyhodnocovéan na zékladé histogramu ¢ervenych
krvinek a slouzi k diagnostice anémii dle zmén ve velikosti erytrocyti. Vyjadiuje se

Vv jednotkach fl.

e Hematokrit (HCT)
Hodnota hematokritu je pocitana dle niZze uvedené rovnice a je vyjadfovana v %.

HCT=RBCx MCV / 10

e Stiedni obsah hemoglobinu v buiice (MCH)
MCH slouzi k diagnostice anémii dle zmén v barvitelnosti erytrocytt. Je vyjadfovan
Vv jednotkach pg a vypocitavan dle rovnice:

MCH = HGB/RBC

14



e Koncentrace hemoglobinu v bunice (MCHC)
Koncentrace hemoglobinu v burice je pocitana dle nasledujici rovnice a vyjadiuje se
Vv jednotkach g/l. SlouZzi k diagnostice anémii dle zmén v barvitelnosti erytrocyti.

MCHC=HGB/HCT x 100

e Distribucni sitka erytrocyt (RDW)
Tento parametr vychazi z histogramu erytrocyti podle MCV a slouzi k hodnoceni nestejné

velikosti erytrocyt.

e Histogram Cervenych krvinek
Krom¢ jiz zminénych parametri vytvari analyzator na zékladé méteni i RBC histogram, kde

osa x predstavuje objem buiiky (fl) a osa y odpovida poctu bunék.

2.2.3.3 Krevni desticky
e Krevni desticky - trombocyty (PLT)
Jsou pocitany ptimo pfi priichodu aperturou. PLT jsou vyjadfovany v jednotkach 10%/1.

PLT =nx 10%I

e Stfedni objem trombocyti (MPV)
Stfedni objem trombocytl je analyzatorem vyhodnocovan na zékladé histogramu krevnich

desti¢ek a vyjadiuje se v jednotkach fl.
¢ Distribucni sitka trombocytii (PDW)

Tento parametr vychazi z histogramu trombocytli podle MCV a slouZi k hodnoceni nestejné

velikosti trombocyta.

e Hematokrit desti¢ek - trombokrit (PCT)
Hodnota PCT je pocitana dle nasledujici rovnice a vyjadiuje se v %.

PCT = PLT x MPV /10000

e Histogram krevnich desticek
Kromé jiz zminénych parametrii vytvaii analyzator na zédklad€ méteni i PLT histogram, kde

osa x piedstavuje objem buniky (fl) a osa y odpovida poctu bunék.

Referen¢ni hodnoty vyse uvedenych hematologickych parametrd jsou uvedeny v Tab 2.
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AELL) Brmno . KI_2Z—1 700

Dwner's name: tk Time: 05-09-20185 13:17
Anlimal name: Animal type: Cow

in: S Gender fge: Mode: Whole Blood
Parameter Result Ref. Ranne
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2.2.4 Diferencialni rozpocet leukocytu

Krevni natér je dulezitou soucasti hematologického vysetfeni, jehoz vyhodnoceni nam

poskytuje diferencialni krevni obraz. Diferencialni rozpocet leukocytt slouzi k diagnostice a

prevenci riznych onemocnéni. K rozpoznani jednotlivych druhti krvinek je tfeba zhotovit

technicky kvalitni natér (Obr 7).
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Obr 7: Obarvené krevni natéry vhodné
k vyhodnoceni

\‘
|
v L

2.2.4.1 Priprava a vvhodnoceni krevniho natéru

Vzorek krve se kapne na kraj (za zabrus) Cistého a odmasténého podlozniho sklicka. Kapka

krve se rozette pomoci sklicka roztérového po celé délce (viz Obr 8). Vznikla jednobunééna

vrstva se necha zaschnout a poté se obarvi. Barveni natérti je provadéno pomoci komeréné

dodavané rychlobarvici soupravy Hemacolor od firmy Merck (Obr 9). Zakladem barveni je

2

fixace metanolem, obarveni azurem B (oxida¢ni produkt
methylenové modti) a eozinem G. Azurové ionty jsou
kladné nabité a barvi acidofilni bunééné komponenty
odstiny modré a purpurové barvy, naproti tomu
negativné nabité eosinové ionty barvi bazické slozky
bunék oranZovou az riZzovou barvou. Neutrofilni

granulace se barvi azurovymi sloZzkami barviciho

roztoku.

Obr 8: Priprava krevniho natéru
(zdroj:om/images/page/News/laboklin_aktuell/lab_akt_1104_3.png)

** 5x1s fixace alkoholem — 3x1s Eosin G

— 2x10s destilovana voda **

— 6x1s Azur B —

L j._ Ll.":"ri)

Obr 9: Rychlobarvici souprava Hemacolor
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Vyhodnoceni diferencialniho krevniho obrazu se provadi mikroskopicky za pouziti imerzniho
oleje pii zvétseni 100x (Obr 10). Diferencialni
rozpocet bilych krvinek predstavuje zastoupeni

jednotlivych druhti leukocytl v jejich celkovém

poctu. Diferencidlni krevni obraz se vyhodnocuje
do minimalniho poc¢tu 50 bun¢k a hodnoty

jednotlivych leukocyta se vyjadiuji v % (Tab 3).

Obr 10: Vyhodnoceni diferencialniho krevniho obrazu
2.3 Postanalyticka faze

Hematologické vySetteni je vyuZzivano k diagnostice a terapii konkrétnich klinickych
onemocnéni jednotlivych zvifat. Hematologicky profil zahrnuje vySetteni bilé krevni fady a
vySetfeni ¢ervené krevni fady. Na zakladé vyhodnoceni stanovenych parametra jsou

diagnostikovany poruchy souvisejici s vyskytem jednotlivych typt krevnich bungk.
2.3.1 Onemocnéni ¢ervené krevni rady

2.3.1.1 Erytrocytoza

Erytrocytdza se vyznacuje zvySenim poctu erytrocyti (Obr 16) v krevnim fecisti. Za
fyziologickych podminek mliZe byt pficinou zvySeni poctu erytrocytll adaptace zvirat

Vv horskych podminkach. Organismus potiebuje vyssi zasobu kyslikem a dochézi i ke zvyseni
erytrocytl, které jsou zdrojem potifebného kysliku. Dalsimi divody vzniku erytrocytdzy jsou
ruzné hypoxickeé stavy, kdy organismus potiebuje kompenzovat nedostatek kysliku - napf.
chronické pneumonie, asfyxie pii porodech. Déle k erytrocytdze dochézi pii Soku, stresu,

aplikaci léciv - diuretik, pfi hore¢ce, popaleninach a dehydrataci. V piipadé dehydratace se

jedna o relativni zvySeni. . 1 'j pe ? ) E™)
- . N A s 3
% . 4 ﬁ: | :
y & g
jé Eﬂé i: l“". [N L @z‘» %
£ (Tl hnped 7 @ B

Obr 11: Morfologie erytrocytii:

A - erytrocyty u kravy a lymfocyt (vpravo); B - erytrocyty u lamy;
C - erytrocyty u kozy; D - erytrocyty u koné

(zdroj: Harvey W. J., 2012)
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2.3.1.2 Erytropénie
SniZeni poctu erytrocytii v krevnim fecisti neboli erytropénie je diagnostikovana pii

anémiich, urémiich a hyperhydrataci.

2.3.1.3 Anémie
K anémii dochazi pfi celkovém sniZeni erytrocyti, hematokritu a hemoglobinu v krevnim

recisti.
Anémie se d¢€li na 2 zakladni skupiny:

e anémie primarni - postizeni kostni diené

e anémie sekundarni - kromé postizeni kostni diené

Pti sekundarnich anémiich se vétSinou uplatiiuji infek¢ni agens. Erytrocyty napadaji krevni
parazité, kteti je lyzuji - napt. babezidza. Dale se uplatnuji 1 bakterie jako leptospiroza,

mycoplasma, clostridie a dalsi.

Hypoplastickd anémie

Jeden z dtvodi vzniku hypoplastické anémie je hypofunkce kostni di‘ené. Pii¢inou mize byt
napf. pusobeni toxind, nedostatek Zeleza, médi, kobaltu, vitaminu B12, aminokyselin a
dalsich vyznamnych latek podporujici vznik krve. Druhym diivodem je snizena erytropoéza,

kdy dochazi k nizké tvorbé novych erytrocyti.

Hemolyticka anémie
Pii hemolytické anémii dochazi k poskozeni erytrocyti, z kterych se za¢ne uvoliiovat
hemoglobin do plazmy - tomuto stavu se fika hemoglobinémie. Nebo dochazi k uvolnéni

hemoglobinu do moce - v tomto piipadé se jedna o hemoglobinurii.

Hemoglobinémie se po klinické strance charakterizuje ikterem a anémii (bledosti sliznic

zejmeéna spojivky).

Existuje n€kolik typtt hemoglobinurie. Paroxyzmalni hemoglobinurie je v podstaté
intoxikace vodou neboli ptepiti vodou. Pti delSim ziznéni zvifete je najednou zajistén piijem
neomezené¢ho mnozstvi vody a zvife se prepije. Erytrocyty to nevydrzi a popraskaji a dochazi
k osmotické hemolyze. Paroxyzmalni hemoglobinurie se vyskytuje vétSinou u zvifat na
pastvé. Enzooticka hemoglobinurie, ke které dochazi v dnesni dobé velmi maélo, je
zpusobena otravou hasivkou orli¢i. A v neposledni fad€ se hemoglobinurie projevuje pii

chronické otravé meédi.
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K tzv. hypofosfatemické hemoglobinurii dochazi pti dlouhodobém deficitu fosforu,

metabolické acidoze a zvySeném piijmu soponind (Chrast).

Posthemoragicka anémie
K posthemoragické anémii dochazi z davodu akutni nebo chronické ztraty krve vzniklé

poranénim, chirurgickym zakrokem nebo pii krvaceni po porodu.

2.3.1.4 Methemoglobinemie

Methemoglobin je patologicka forma hemoglobinu, ktera vznika pireménou Fe?* na Fe¥".
Jedna se o reverzibilni zménu se ztratou transportni funkce Kysliku a oxidu uhlicitého.
Dochézi tedy ke tkanovému duseni, které se klinicky projevuje cyandzou sliznic, inavou a

dyspnoii. Methemoglobinémii zptisobuje otrava dusitany, dusi¢nany a chlorovymi preparaty.

2.3.1.5 Trombocytopénie

Trombocytopénie je charakterizovdna sniZenim poctu krevnich destic¢ek v krevnim fecisti.
Ke vzniku tohoto onemocnéni dochazi bud’ snizenou tvorbou trombocytt v disledku aplikace
1é¢iv, nebo napft. pti leukémii. U prasat dochazi k vyraznému snizeni pii intoxikaci
mykotoxiny piedevsim aflatoxinem B1. Dal$imi divody vzniku jsou ¢etné destrukce pfi

imunitnich onemocnénich nebo aplikace 1é¢iv - napt. heparinu.

2.3.1.6 Trombocytoza
ZvySeni poctu krevnich desti¢ek v krevnim fecisti je oznacovano jako trombocytoza.
Chronické zanéty, deficit Zeleza, stres, akutni krvaceni nebo aplikaci 1é¢iv - kortikoida,

adrenalinu vedou ke vzniku trombocytozy.

2.3.1.7 Hematokrit

Hematokrit pfedstavuje procentudlni zastoupeni erytrocytli v celkovém mnozZstvi krve.

K vyraznému sniZeni hematokritu dochazi v priubéhu anemii p¥i selhavani ledvin, kdy je
nedostatecna tvorba erytropoetinu. Erytropoetin je hormon zvySujici tvorbu erytrocyti

Vv kostni dfeni. U vysokoprodukénich dojnic dochazi k vyraznému zvySeni hematokritu pii

dojeni, jehoz hladina se béhem dne opét upravi.

2.3.1.8 Zmeny parametru MCV
MCYV je pramérna velikost erytrocytu. Na zaklad¢ velikosti a snizeném poctu erytrocyti se
rozliSuji tf1 typy anémii. Pokud je velikost erytrocytu v normé jedna se 0 normocytarni

anémii.
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V piipad¢ mikrocytarni anémie je velikost erytrocytti v krevnim fecisti mala. Divodem
muze byt chronické onemocnéni, hemolyticka anémie nebo sideropenickd anémie. K

sideropenické anémie dochazi predevsim u selat a je zpisobena nedostatkem zeleza.

Vyskyt velkych erytrocytti v krevnim fecisti se oznacuje jako makrocytarni anémie.
Pti¢inou vzniku makrocytarni anémie miize byt jaterni onemocnéni nebo autoimunitni
hemolyticka anémie (AIHA). Ke zvétSovani erytrocyti dochazi pii pernicidzni anémii, coz je

anémie z nedostatku vitaminu B12.
2.3.2 Onemocnéni bilé krevni fady

2.3.2.1 Leukocytoza = zvyseny pocet bilych krvinek v krevnim recisti

Neutrofilie se vyznacuje zvySenym poc¢tem neutrofili v krevnim fecisti. K tomuto zvySeni
v organismu dochdzi pii stresu, proto je nutné pii odbéru dbat na co nejSetrnéjs$i manipulaci se
zvitetem. Dal§imi diivody zvySeného poctu neutrofilt jsou zanéty, bakterialni infekce,
nekrozy a Sok. U skotu jsou citlivymi ukazateli zdnétové reakce proteiny akutni faze -

fibrinogen, haptoglobin (Hp), sérovy amyloid (SAA).

Ke zvySeni po¢tu eozinofilu (Obr 11) neboli
eozinofilii dochazi pfi stresu. Hlavnim diivodem

zvySovani poctu eozinofilt v krvi je

hypersenzitivita nebo napadeni organismu parazity.

B

Obr 12: Morfologie eozinofili:
A - eozinofil u kravy; B - eozinofil u koné
(zdroj: Harvey W. J., 2012)

Basofilie je charakterizovana zvySenym poctem basofili (Obr 12) v krevnim fecisti. Pfi

jakémkoliv zachytu basofilt je tfeba uvazovat o onemocnéni. Diivodem zvySeni mohou byt

parazité, hypersenzitivita, aplikace
nékterych 1é¢ivych piipravkd, napft.

s obsahem penicilinu.

B

A

Obr 13: Morfologie bazofilii: A — bazofil u kravy; B — bazofil u kozy; C — bazofil u koné
(zdroj: Harvey W. J., 2012)

K lymfocytéze dochazi pii chronickych infekcich. U mlad’at je zvySeny pocet lymfocyti
v krevnim fec€isti po narozeni zcela fyziologickym stavem. Se zvySujicim se vékem dochazi

K postupné Gpravé a lymfocyty se vraci do normalu.
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Monocytoza neboli zvySeny pocet monocyti (Obr 13) v krevnim fecisti je diagnostikovan
pii zanétech, predevsim hnisavych a nekrotickych. U ptfezvykavcl se s monocytézou
setkdvame napf. pfi laminitidach a metritidach. Ke zvyseni také dochazi pii aplikaci 1é¢iv

napft. kortikoidii. A dale se monocytéza milize vyskytnout pifi tumorech.

Obr 14: Morfologie monocyti:
A, B — monocyt u koné;

C — monocyt u kravy

(zdroj: Harvey W. J., 2012)

2.3.2.2 Leukopénie = snizeny pocet bilych Krvinek v krevnim recisti

Neutropenie se vyznacuje

sniZenym poctem neutrofili

(Obr 14) v krevnim fecisti.

Obr 15: Morfologie neutrofili:

A, B - neutrofily u kravy; C - neutrofily u koné
(zdroj: Harvey W. J., 2012)

Ke snizovani neutrofild v organismu dochazi v nékolika ptipadech, a to predevsim:
e pii masivnim vycestovani neutrofild do tkani - tato situace nastava pii perakutnich
infekcich (mastitidy, metritidy)
e pii zkraceném ptezivani neutrofilli - toto nastava pti septikémii, endotoxémii,
perakutni infekci

e pii poruchach granulopoezy - k tomu dochazi pti akutnich virovych infekcich

Diagnosticky vyznam vyskytu eozinopenie neboli snizeni po¢tu eozinofili v krvi je maly.
Kdyz uz ke sniZzeni dojde, byva to zaptiinéno stresem, akutni infekci nebo podavanim

nékterych 1é¢iv, napt. kortikoida.

Ke sniZeni poé¢tu lymfocyta (Obr 15) v krevnim fec¢isti (lymfopenie) dochazi pti akutnich

virovych infekci, imunodeficiencich a mykotoxikozach.
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Obr 16: Morfologie lymfocytii:
A, B — stfedné velké az velké lymfocyty u kravy;
C — velky lymfocyt u kravy; D — stfedné velky
lymfocyt u koné; E — maly lymfocyt u kravy;

F — granularni lymfocyt u kravy
(zdroj: Harvey W. J., 2012)

SniZovani po¢tu monocyti Vv krevnim fecisti je zjiStovano predevsim pfi akutnich zanétech.

Diagnosticky vyznam monocytopénie je maly.

Posun jader doleva nastava pii akutnich bakterialnich infekcich, hnisavych zanétech jako

jsou pleuritidy, peritonitidy a hepatitidy. Pfi vzniku infekce jsou neutrofily prvni buiiky, které

vycestuji do mista zdnétu. Dojde tedy k masivnimu mnoZeni, protoZe je jich potreba velké

mnozstvi, ale nejsou jesté plné zralé - segmentované. Mladéa forma neutrofilu se nazyva tycka.

Tab 2: Referen¢ni hodnoty hematologickych parametra u velkych zvifat

Parametr Jednotky
Erytrocyt
MY *10/|
(33]99)
Hematokrit y
(HCT)
Hemoglobin
o/l
(HGB)
MCV fl
MCH pPg
MCHC g/l
Leukocyt
A *10%/
(WBC)
Trombocyt
A *10%

(PLT)

SKOT

5,0-10,0

0,30-0,40

90 - 140

40-60

11,0-17,0

300 - 360

6,0-12,0

800 - 1100

OVCE

8,0-15,0

0,27-0,45

90 - 150

28 - 40

8,0-12,0

310 - 340

4,0-12,0

800 - 1100

KOZA

8,0-18,0

PRASE

50-8,0

KON

6,9-13,1

0,26-0,38 0,32-050 0,32-0,52

80 —-120

16 -25

50-8,0

300 - 360

4,0-13,0

300 -600

100 - 160

50 -68

300 - 340

11,0-22,0

520

112 - 194

36 — 57

12,0-20,0

319 -392

5,6-148

133 - 469
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Tab 3: Diferencialni rozpocet leukocyti - referenéni hodnoty u velkych zvifat

Parametr Jednotky

Neutrofily —
tycky

Neutrofily —
segmenty

Lymfocyty
Monocyty

Eosinofily

Bazofily
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3 VySetreni kolostralni imunity

Vysetieni kolostralni imunity piedstavuje u prezvykavcet specialni kapitolu. Jelikoz se u nich
vyskytuje placenta syndesmochorialis, nedochdzi k pfenosu imunoglobulinti mezi matkou a
plodem, a proto je nutny dostate¢ny piisun kolostra po narozeni mladéte. V prvnich hodinach
po porodu by tele mélo piijmout cca 3 litry kvalitniho kolostra a do 24 hodin by mnozstvi
pfijatého mleziva mélo dosahovat jiz minimalné 10% jeho hmotnosti. Imunoglobuliny
obsazené v kolostru maji schopnost prostupovat ptes sténu stieva do krevniho ob&hu kratkou
dobu. Prostupnost trva pouze nékolik hodin a nejdéle vsak 24 hodin po porodu. Poté se stievo
uzavira a imunoglobuliny a jiné prospésné latky obsazené v podaném kolostru se jiz
nevstiebaji. Proto v€asné podani prvniho kolostra, idealné do 2 hodin po porodu, zarucuje
vytvoreni dostate¢né a kvalitni imunity. Kolostrum neboli mlezivo se tvoii pted porodem a
jeho sekrece trva zhruba 4 - 7 dni po porodu. Pro kvalitni vytvofeni kolostra je nutné, aby
krava stala minimaln¢ 6 - 8 tydnti na sucho. Po tuto dobu je oddélena zvlast' v sekci pro
suchostojné kravy a nedoji se. Kolostrum se vyznacuje bohatym obsahem proteint (vyznamné
jsou piedev§im imunoglobuliny z hlediska imunity), tuku, B-karotenu, vitaminu A, E, B2,
mineralnich latek (pfedevsim hot¢iku nezbytného pro odchod prvni stolice - meconia) a

sniZenym obsahem lakt6zy.

VySetteni kolostralni imunity zahrnuje testy kvality napojeni a kvality kolostra. Pro ovéteni
ucinnosti kolostra je nutné odebrat krev v rozmezi 2 - 5 dnti po porodu. Stanoveni danych
parametrl se provadi v krevnim séru telat. V ziskaném séru se stanovuje koncentrace

bilkovin, imunoglobulini, vitaminu A a E a aktivita gama-glutamyltransferazy (GMT).

Nedostatecna kolostralni imunita se mimo jiné projevuje prijmovymi onemocnénimi u

mladsich telat a respiracnimi problémy u telat starSich.
Vysetfeni kolostralni imunity Ize rozdélit na dvé zékladni ¢asti:

e hodnoceni kvality kolostra

e kontrola kolostralni vyzivy telat
3.1 Preanalyticka faze

Stanoveni parametrt slouzicich k hodnoceni kvality kolostra se provadi ptfimo ze vzorku

kolostra. Uroveti kolostralni vyzivy telat se ovéfuje kontrolou danych parametrt v krvi telat.
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Vétsina parametril 1ze stanovit z plazmy i séra, s vyjimkou koncentrace celkovych

imunoglobulint, které 1ze méfit pouze v séru telat.
3.1.1 Odbér vzorku

3.1.1.1 Kolostrum

Kolostrum se odebira do plastovych uzaviratelnych

"

vzorkovnic (Obr 17). Vzorky je nutné uchovavat
v chladu - v lednici (4 °C).

Obr 17:
Vzorkovnice s odebranym
kolostrem

3.1.1.2 Sérum
Odbér krve se u telat provadi z v. jugularis (Obr 18) za

pouziti odbérovky Hemos-02 bez antikoagulaéniho ¢inidla
nebo specialnich zkumavek s urychlovac¢em srazeni (Obr
19). Odebrané vzorky krve se skladuji pfi pokojové teplotg,
aby doslo k vysrazeni séra. Po odbéru dochazi

K pozvolnému srazeni krve, které probiha v rozmezi

12 - 24 hod. Tento proces lze urychlit zvySenim teploty -

srazeni krve v termostatu pii teploté 37 °C.

Obr 18:
Odbér krve u telete

Pfi odbéru musi byt dodrzeny tyto zasady:

e zabranéni mechanickych vlivll zptisobujici hemolyzu (stla¢eni odbérového materidlu
V misté s jiz odebranou krvi kviuli nizkému podtlaku v hemosce, prudké tfepani
vzorku) — hemolyticky vzorek — vysledky ovlivnény

e uchovani vzorku pti pokojové teplote (18 - 25 °C)

o nedodrzeni teploty — Spatné srazeni vzorku/hemolyticky vzorek — vysledky

ovlivnény
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Po srazeni vzorku se sérum ziska naslednou centrifugaci (10 min, 3000 ot/min). Sérum Ize

pouzit ptimo ke stanoveni, ptipadn¢ uchovat v lednici nebo pro pozdéjsi uziti 1ze zamrazit.

Obr 19: Vhodny odbérovy material pro odbér krve
na sérum

3.1.1.3 Plazma
Pti vySetfeni plazmy je nutno k odebranému vzorku ptidat protisrazlivé ¢inidlo. Jako
antikoagulant se nejcastéji pouziva heparin. K odbéru slouzi komeréné vyrobené zkumavky

potazené heparinem nebo hemosky ¢i zkumavky s ptidanymi 2 - 3 kapkami heparinu.

Pfi odbéru musi byt dodrzeny tyto zasady:

e zabranéni mechanickych vlivl zptisobujici
hemolyzu (stlaceni odbérového materialu
V misté s jiz odebranou krvi kviili nizkému
podtlaku v hemosce, prudké tfepani
vzorku) — hemolyticky vzorek —

vysledky ovlivnény

e promichani krve thned po odbéru

o pokud nedojde k promichani

antikoagulantu s krvi, vzorek se

srazi — vzorek nelze pouzit

e uchovani vzorku v chladu - lednice (4 °C) Obr 20: Centrifuga MPW-350e
Plazma se ziska centrifugaci vzorku po dobu 10 min pii zrychleni 3000 ot/min (Obr 20).
Plazmu lze pouzit pfimo ke stanoveni, piipadné€ uchovat v lednici nebo pro pozd¢jsi uziti lze

zamrazit.
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3.2 Analyticka faze

3.2.1 Hodnoceni kvality kolostra
Nejzakladnéjsi a nejjednodussi metodou hodnoceni kvality kolostra je méieni jeho hustoty
kolostromérem (Obr 21). Hustota je vyjadiovana v jednotkach kg/m® a m&H se v rozsahu

1035 - 1070 kg/m®.

*#* o (kolostrum) > 1050 kg/m?® **

Pted métenim je dulezité vzorek
’ temperovat na pokojovou teplotu
e : (20 - 23 °C) a pofadné promichat.

vvvvvv v v

! Niz8i €1 vyssi teplota mize vést ke
‘ zna¢nému zkresleni vysledki. Pri
teploté kolostra nizsi nez 20 °C jsou
. naméfené vysledky falesné vyssi a

naopak. Hustomér se vlozi do

odmérného valce nebo jiné vhodné

nadoby s kolostrem a po ustaleni se na

stupnici odecte hodnota hustoty.

Obr 21: Méreni hustoty kolostra kolostromérem

** rozmrazovani kolostra ve vodni lazni **
** teplota max. 50 °C — denaturace bilkovin; znieni prospé$nych latek dulezitych
prospesny y

pro imunitni vybavu **

Meéfeni kvality kolostra Ize provést i refraktometricky za pouziti refraktometru.
Refraktometr (Obr 22) se obecné pouziva pro hodnoceni kapalin a principem metody je
meéfeni indexu lomu. Ke stanoveni sta¢i minimalni objem mleziva (kapka) a vysledky nejsou

zavislé na jeho teploté jako v piipadé kolostroméru - refraktometr je vybaven automatickou

teplotni kompenzaci.
Po aplikaci vzorku se odecitd hodnota na

stupnici proti svétlu. Kvalita mleziva se hodnoti

podle stupnice Brix v %. Rozmezi stupnice je
0 - 32 % (Obr 23).

Obr 22: Refraktometr pro méfeni kvality kolostra
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** kvalitni mlezivo ... 22 % a vice **

** mlezivo primérné kvality ... 18 - 21 % **

** nekvalitni mlezivo ... 17 % a méné **

Obr 23: Stupnice refraktometru pro méreni kvality kolostra (Brix %); nekvalitni (vlevo) a kvalitni
mlezivo (vpravo)
(zdroj: http://www.refraktometr.cz/rbr32-atc-univerzalni-refraktometr-brix-na-ovocne-stavy-a-mlecne-napoje;
http://www.zootechnika.cz/clanky/chov-skotu/odchov-telat/mlezivova-vyziva-telat/kontrola-kvality-mleziva---refraktometr.html)

3.2.1.1 Jednoducha radialni imunodifiize (RID)

Koncentrace 1gG1 v kolostru lze stanovit metodou jednoduché radialni imunodifize (RID).

Tato kvantitativni imunochemicka metoda je zaloZena na tvorbé imunoprecipitatd, které se

vytvareji po reakci antigenu (Ag) s protildtkou (Ab) a objevuji se jako prstence kolem

jednotlivych jamek (Obr 24).

51 52 53 54 55
precipitaéni
@ @ prstenec
: @ |— jamka
V1 V2 LE] V4 V5

. agarosovy gel
s protiladtkou

Obr 24: Jednoducha radialni imunodifuze

Pfed samotnym stanovenim je nutné
vzorky kolostra nechat vysrazet pomoci
syfidla a néasledné nafedit roztokem

PBS (Phosphate Buffered Saline).

Takto upravené vzorky kolostra (Ag) jsou pipetovany do jamek v agarosovém gelu

obsahujicim antisérum IgG1 (Ab). Béhem inkubace ve vlhké komiirce pii pokojové teploté po

dobu 24 hodin dochazi k difundaci vzorku a tvorbé precipita¢nich linii ve tvaru kruhu. Praimeér

kruhu je imérny koncentraci antigenu ve vzorku - 1gG1 v kolostru. Kvantitativni analyza

vyuziva metodu kalibraéni kiivky, podle které se vypocita dana koncentrace IgG1.

Koncentrace 1gG1 v kolostru je vyjadfovana v jednotkach mg/g susiny.
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syieni: 10 ml kolostra + 200 ul laktosinu (syfidlo)

!
fedéni: 20 pl kolostra + 100 pul PBS

!

5 ul vzorku kolostra do jamek agarosového gelu

!

inkubace ve vlhké komiirce; pokojova teplota + 24 hod

!

méteni priméru prstenct

3.2.2 Kontrola kolostralni vyzivy telat

Mezi zékladni metody vyuzivané ke kontrole kolostralni vyzivy telat patii ptimé stanoveni
koncentrace imunoglobulini (1gG) v séru telat i nepfimé metody zahrnujici stanoveni
biochemickych parametrii jako koncentrace celkové bilkoviny (CB), aktivita gama-
glutamyltransferazy (GMT), koncentrace vitamina A a E, které s kolostralni vyZivou
souvisi. Stanoveni parametrti se provadi v rozmezi 2 - 5 dnl po narozeni telat s vyjimkou
stanoveni aktivity GMT, ktera se stanovuje nejpozdéji do 3. dne po porodu z divodu rychlého

poklesu aktivity do fyziologického rozmezi.

3.2.2.1 Fotometrické stanoveni imunoglobulinii (19G) - zdkalovy test

Principem metody je vysrazeni sérovych imunoglobulini roztokem siranu zine¢natého -
ZnSO, (Obr 25). Denaturace bilkovin zpusobuje zmény konformace a optickych vlastnosti.
Intenzita vzniklého zakalu je pfimo imérna koncentraci IgG a méfi se fotometricky pti vinové
délce 630 nm (Obr 26). Fotometry obsahuji zdroj zateni, optické prvky pro vedeni paprsku
pfistrojem, prvek pro vybér vhodné vlnové délky k méteni (monochromator), zatizeni pro
vzorek (kyvetu) a detektor elektromagnetického zéafeni. Vystupni zatfizeni ukazuje a

vyhodnocuje signal detektoru.

** zdroj zafeni — monochromator — kyveta — detektor — vystupni zatizeni **

Piistroj se nastavuje na nulovou koncentraci analytu pomoci slepého srovnavaciho vzorku -

blanku pfed kazdym méfenim.

*% 50 pl séra + 5 ml ZnSO,4 — nechat 1 h stdit — méteni **
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Obr 25: Priprava vzorku pied fotometrickym méfenim

V této metodé se uplatiiuje Lambert-Beertiv zdkon. Ten
udava, ze absorbance je piimo imérna koncentraci

absorbujici latky a tloust'ce absorbujici vrstvy.

A=¢g*c*| kde

c...molarni koncentrace
€...molarni absorp¢ni koeficient

1...dé¢lka absorpéni vrstvy

** ¢ (1gG) > 12 - 15 g/l **

et Koncentrace 19G je vyjadfovana v jednotkich g/l.

Obr 26: Méfeni koncentrace IgG na fotometru

3.2.2.2 Stanoveni koncentrace IgG pomoci IgG Quick Testu
Pouziti komeréniho quick IgG testu (Plasma Calf IgG Mindland Quick Test Kit) umoziuje

rychlé a orienta¢ni stanoveni koncentrace IgG v krevni plazmé telat. Z toho diivodu je tento

kvalitativni imunodiagnosticky test zaloZeny na zakladnim s N s ™

principu vazby antigen-protilatka vyuzivan ke kontrole

kolostralni vyzivy telat pfimo v chovech. Je-li hladina

imunoglobulint v krevni plazmé¢ telat dostatecné vysoka, je C = Control

T=Test
test pozitivni (Obr 27). Tato hladina se oznacuje jako

citlivost testu. Test detekuje hodnoty 1IgG > 10 mg/ml.

S=Sample

ElE
(@@

1gG <10 mg/ml 1gG > 10 mg/ml
negativni pozitivni

Obr 27: Vyhodnoceni IgG Quick Test
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3.2.2.3 Stanoveni celkové bilkoviny (CB)

Jednodussim a rychlejSim zplisobem stanoveni
koncentrace celkové bilkoviny je pouziti
refraktometru (Obr 28). Refraktometrie je

zaloZena na méfeni indexu lomu.

Obr 28: Aplikace vzorku séra
na hranol refraktometru

Index lomu (n) je z&visly na koncentraci roztoku, proto je refraktometrie vyuzivana

jako kvantitativni analyticka metoda a slouzi k hodnoceni riznych druht kapalin.

Ke stanoveni sta¢i minimalni mnozstvi krevniho séra a po jeho aplikaci se odecte hodnota na
stupnici proti svétlu (Obr 29). Koncentrace celkové bilkoviny je vyjadiovana v jednotkach
9/100 ml. Druhym zptisobem je stanoveni koncentrace celkové bilkoviny na automatickém
biochemickém analyzatoru Liasys. Zde je vyuZito nejpouzivanéjsi metody v biochemii -
fotometrie (viz kap. 6 Biochemické vysetieni). Stanoveni je provedeno za pouziti komer¢niho

kitu od firmy BioVendor. Koncentrace celkové bilkoviny je vyjadfovéana v jednotkéach g/1.

*% ¢ (CB) > 55 g/l **

oG
LARGE ANIMALS

°

1.030

1.000

Obr 29: Stupnice refraktometru pro méfeni koncentrace celkové bilkoviny (g/100ml)
(zdroj: http://ww.refraktometr.cz/rur5-atc-refraktometr-pro-mereni-moci-psu-kocek-i-velkych-zvirat
http://naschov.cz/pouziti-refraktometru-v-odchovu-telat-ii-hodnoceni-imunitni-vybavenosti-telat)

3.2.2.4 Stanoveni gama-glutamyl transferdzy (GMT)
Stanoveni aktivity enzymu GMT se vyuziva pfedevsim k diagnostice jaternich onemocnéni,

nicméng¢ je tento enzym obsazen ve vysoké koncentraci i v kolostru krav. Po napojeni telete
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kolostrem dochazi ke vstiebavani enzymu do krve telat a jeho aktivita se zvySuje. Aktivita
enzymu GMT se stanovuje fotometrickou metodou, jejimz principem je méteni absorpce
svétla vzorkem pii dané vinové délce. Spektrofotometrické stanoveni je provedeno na
automatickém biochemickém analyzatoru Liasys za vyuziti komercniho kitu od firmy Erba
Lachema (viz kap. 6 Biochemické vySetteni). Aktivita GMT je vyjadifovana v jednotkach
pkat/1.

** nenapojené tele kolostrem — a (GMT) je tém¢éf nulova **
** dostatecné napojené tele kolostrem — a (GMT) > 10 pkat/l **

** napojené tele kolostrem — a (GMT) > 15 pkat/l **

3.2.2.5 Stanoveni IgG - precipitacni test

Mezi orienta¢ni zkousky slouZzici k hodnoceni kolostralni vyzivy telat z hlediska stanoveni
obsahu 1gG v krevnim séru telat patii tzv. precipitacni test. Jedna se o jednu ze starSich metod
slouzici k rychlé kontrole kolostralni vyzivy telete, kterou 1ze provést jiz 6 - 8 hodin po jeho
napojeni kolostrem. Pfi reakci roztoku sifi¢itanu sodného se vzorkem séra dochazi ke vzniku

srazeniny — precipitatu.

*% 50 pl séra + 5 ml Na;SO3 — nechat 1 h stait — vyhodnoceni **

Roztok sifi¢itanu sodného (Na,SO3) je pripraven ve tiech
riznych koncentracich - 14%, 16% a 18%. Vyhodnoceni
koncentrace IgG v séru telat se provadi na zakladé
posouzeni vzniklého precipitatu s rizné

koncentrovanymi roztoky Na,SO3 (Obr 30).

Obr 30: Posouzeni vzniklého precipitatu s roztoky Na,SO;

** vznik precipitatu s 18% roztokem Na,SOz; — c(IgG) <5 g/l **
** vznik precipitatu s 18% i 16% roztokem Na,SOz; — c(IgG) =5 - 10 g/l **
** yznik precipitatu s 18%, 16% i 14% roztokem Na,SO3; — c(IgG) > 10 g/l **

3.2.2.6 Elektroforéza bilkovin
Elektroforéza patii mezi elektromigraéni separa¢ni metody, jejimz principem je migrace

elektricky nabitych ¢astic ve stejnosmeérném elektrickém poli. Nabité ¢astice ¢i molekuly se
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pohybuji k opacné nabité elektrodé a neutralni ¢astice/molekuly se nepohybuji. Odlisna

rychlost migrace slozek ve vzorku vede k tvorbé oddélenych zon jednotlivych slozek.

** zaporn¢ nabité ionty = anionty se pohybuji ke kladné nabité elektrod¢ = anod¢ **

** kladné nabité ionty = kationty se pohybuji k zaporné nabité elektrod¢ = katod¢ **

Bilkoviny patfi mezi amfolyty a mohou nabyvat kladného i zaporného naboje v zavislosti na
pH pufru, pti kterém elektroforéza probiha. Kladné nabité molekuly proteinti se 1épe adsorbuji
nez zaporn¢ nabité molekuly. Z toho diivodu jsou pfi elektroforéze proteint vyuzivany
zaporné naboje. Izoelektricky bod vétsiny sérovych bilkovin je pfi pH 5 - 6, coz znamena, Ze
v alkalickém prostiedi (pH 8,6) ziskaji molekuly proteini zaporny naboj a budou se
pohybovat k anod¢é. Albumin ma nejvyssi negativni naboj a tim i nejrychlejsi pohyblivost

k anodé. Pomoci elektroforézy se sérové bilkoviny rozdéli na 5 - 6 frakci: albumin, oy, ap, p a

y frakce. B frakce se nékdy rozdé€li na frakci 31 a B, (Obr 31).

** stanovované latky - ionty nebo amfolyty **

Elektroforéza bilkovin je provadéna za pomoci komeréniho kitu od firmy Sebia (Obr 32). P#i
elektroforéze je pouzivan agarosovy gel jako nosic a tfi zékladni roztoky - barbitalovy pufr,

barvici roztok a odbarvovaci roztok.

i

k/\/\f\~/\_

Albumin o o, B ¥

H i

Obr 31: Elektroforéza sérovych bilkovin a elektroforegram
(zdroj:http://www.wikiskripta.eu/index.php/Soubor:Elektrofor%C3%A9za.jpg)
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10 pl séra do jamek aplika¢niho hiebene

!
déleni bilkovin - Barbitalovy pufr; 22 min + 90 V

!

fixace a suSeni; 20 min + &80 °C
!

barveni - barvici roztok; 4 min
!

odbarveni - odbarvovaci roztok; 3 14zné po cca 1 min
!
oplach destilovanou vodou + suseni; 51 °C

!

vyhodnoceni - denzitometrie

Obr 32: Aplikace vzorku séra, vzlinani vzorku séra do gelu, déleni bilkovin ve vyvijeci komirce

wonageL781 /), . ., , , .
Poloha jednotlivych frakci a koncentrace bilkovin se
. R hodnoti pomoci denzitometrie (Obr 33). Tato metoda je
""" zaloZena na méfeni intenzity zareni prochazejiciho
prithlednou plochou. Ziskany graficky zdznam
e o | wem o e PSR S BRIV
I 1 fotometrovaného useku tvoii v idedlnim ptipad¢ kiivky

zvonovitého tvaru (Obr 31). Plocha pika frakei je tmérna
relativnimu zastoupeni jednotlivych frakci. Hodnoty
jednotlivych frakei jsou vyjadiovany v % nebo

Vv jednotkach g/l (Tab 4).

Obr 33: Vyhodnoceni elektroforegramu
pomoci denzitometrie
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** albumin ... 30 - 42 g/l **
** o (al, 02)...7,5-10,5 g/l **
**B...8,0-1380¢/**
**v... 16,2 -26,0 g/l **

3.2.2.7 Stanoveni vitaminit A a E - kapalinova chromatografie
Jelikoz vitaminy rozpustné v tucich téméf neprostupuji placentou, dochazi ke znacnému
narustu jejich koncentrace v krvi telat az po napojeni kolostrem. Proto |ze stanoveni

koncentrace vitamint vyuzit kK hodnoceni kvality kolostralni vyzivy telat.

** ¢ (vit. A)> 0,7 pmol/l **
** ¢ (vit. E) > 4,5 umol/l1 **

Ke stanoveni vitamind A a E se vyuziva kapalinova chromatografie. Chromatografie obecné
patii mezi metody separacni. Vzorek se vnasi mezi dvé navzdjem nemisitelné faze -
staciondrni (nepohyblivd) a mobilni (pohybliva) faze a pohybem mobilni faze je unasen pies
fazi stacionarni. SloZky vzorku mohou byt stacionarni fazi zadrZzovany a ty, které jsou
poutany silnéji, se pii pohybu zdrzuji vice. Tim dochazi k separaci slozek vzorku. Separace
slozek vzorku zavisi nejen na jejich interakci se stacionarni fazi, ale i na pouziti mobilni faze.
V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. Stacionarni faze je tvofena malymi
¢asticemi pravidelného tvaru a jednotné velikosti, které homogenné vypliuji kolonu a vedou
k dosaZeni vysoké ucinnosti separace — vysokoucinna kapalinova chromatografie — HPLC
(Obr 36). Pii stanoveni mohou byt vyuzity rizné mechanismy separace - adsorpce, rozdéleni
na zakladé rizné rozpustnosti, iontova vyména, molekulové sitovy efekt nebo interakce na

zaklad€ rizné afinity. Pro stanoveni vitamind je nutné vzorek séra pfed samotnym métenim

ptipravit danym zptisobem a to
jeho extrakci, naslednym
odpafenim a rozpusténim

vV mobilni fazi (Obr 34).

Obr 34: Odpafreni vzorku do sucha
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500 pl séra + 500 pl etanolu
!

protiepat + 4 ml hexanu

l

tfepani na horizontalni tfepacce; 1h

l

odebrani 1 ml hexanové vrstvy do vialky

l

odpareni

!

rozpusténi odparku v 0,6 ml metanolu (mobilni faze)

Vzorky jsou davkovany ve velmi malém mnozstvi (20 pl) vysokotlakym dévkovacim
ventilem do mobilni faze - metanol. Jednotlivé slozky vzorku jsou mobilni fazi unaSeny na
kolonu, kde dochazi k opakovanému ustanoveni rovnovahy mezi mobilni a staciondrni fazi a
k separaci analytl dle fyzikalné-chemickych vlastnosti. Po prichodu separacni kolonou jsou
analyty v mobilni fazi detekovany v prutokové cele detektoru (Obr 35). Méfenou veli¢inou je
fluorescence. Vystupem z detektoru je chromatogram, ktery vyjadiuje zavislost odezvy
detektoru na reten¢nim ¢ase (Obr 37). Hodnoti se plocha nebo vyska piku. Kvantitativni
analyza se provadi metodou kalibracni kiivky, kterd spociva v ptipravé standardnich roztokt
o znamych rostoucich koncentracich a proméfeni jejich odezvy ptislusnou méfici metodou.

Vytvorena kalibra¢ni kiivka slouzi k pfepoc¢tu namétené fluorescence vzorku na koncentraci

prvku ve vzorku.

Obr 35: Schéma kapalinového chromatografu
(zdroj: https://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html)

vysokotlake 19
cerpadlo

zasobnik IL_E) ] Vysokotlaké cerpadlo - zajistuje

mobilni faze

e TIIE=]

konstantni bezpulsni pritok mobilni faze

(prutok 1,2 ml/min)

davkovaci vyhodnocovaci zafizeni
ventil T H 1 | SméSovaci zarizeni - zajistuje slozeni
se smyékou
HPLC kolona o mobilni faze — stalé (izokraticka eluce)
detektor l:]

nebo meénné (gradientova eluce)
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Davkovaci zarizeni - automaticky davkovac je spojeny se zasobnikem vzorku, ve kterém jsou
umistény vialky uzaviené pryzovym septem; vzorek je davkovan pomoci n¢kolika ventila
piimo do mobilni faze; prostor pro vzorky je temperovan a chranén pred svétlem
Kolona - kolona Acclaim 120, C18 (3 um, 4,6 x 100mm); zajisténi separace sm¢si na
jednotlivé slozky
Detektor - fluorescencni detektor; detekce analytti v mobilni fazi:
Vlnova délka pro detekci - vitamin A: excitatni A = 325 nm, emisni A = 480 nm

vitamin E: excitacni A = 292 nm, emisni A = 325 nm
Vyhodnocovaci zarizeni - zpracovani signalu z detektoru — chromatograficka kiivka =

chromatogram

UkiMatz3000

|

Obr 36: Kapalinovy chromatograf Ultimate 3000 DIONEX. (1) zasobnik mobilni faze; (2) ¢erpadlo; (3)
autosampler ACC; (4) detektor FLD - fluorescenéni
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TELATA 21 #6 fele ¥ Emigsion

20,0

ki End:480 nm
15,0
i 2 - witaminE- 5,172
10,04
5,0
-2,0 T T L [ B | T T i
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min m\/ mV*min % umol/l
1 1,93 vitamin A 1,952 0,196 7,35 0,540 BMB
2 517 vitamnin E 12,330 2465 9265 3,710 BMB
Total: 14,281 2,661 100,00 4,250

Obr 37: Chromatogram - stanoveni koncentrace vitamini u telat

3.3 Postanalyticka faze

Novorozena telata disponuji nevyvinutym imunitnim systémem, a proto je pro jeho
dovybaveni nutny ptijem dostatecného mnozstvi kvalitniho kolostra ithned po narozeni.
Piijem kolostra ma zasadni vliv na zdravi a pfezivani telat od porodu az do odstavu. Mimo
okamzity prospéch pro zdravi telete a jeho dal$i Zivot se spravnd kolostralni vyziva
podepisuje i na intenzité rustu, vyvoji organu (srdce, jatra, plice), konverzi krmiva,
reprodukénich parametrech a mlééné uZzitkovosti v dospélosti.

Kvalita kolostra je ovlivnéna krmnou davkou, pofadim laktace, oSetfenim vemene pii
zasuSeni, délkou obdobi stani na sucho, casem prvniho nadojeni po porodu, mnozstvim
vyprodukovaného kolostra pti prvnim nadoji a pohodou neboli welfare zvitete. Optimalni
délka obdobi stani na sucho je 6 - 8 tydnti pfed predpoklddanym porodem. To je dostatecné
dlouha doba na to, aby se mlécnd Zlaza zregenerovala z pfedchozi laktace a méla ¢as na
vytvoreni kvalitniho kolostra. Pohodou zvitat je pfedevsim mysleno ustdjeni v pfedporodnich
boxech. Boxy jsou vétSinou spolecné pro n€kolik krav dohromady. Mély by byt udrzené v co
nejvetsi Cistote a nemély by se preplilovat. Poradi laktace je pro kvalitu kolostra dulezita.
Dojnice - multipary maji kvalitnéj$i kolostrum nez jalovice. Je to ovlivnéno tim, Ze krava se

setkala s vicero patogeny, a proto ma lep$i imunitni vybavu, kterou mize predat do kolostra.
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Cas prvniho nadoje ovliviuje kvalitu kolostra piedev§im v hustoté. Cim pozd&ji po porodu se
krava podoji, tim dfive se kolostrum v mlécné Zlaze zacne fedit a tim padem bude mit nizsi
hustotu. Optimalni mnozstvi kolostra pii prvnim nédoji je okolo 4 - 6 litrt.

Krmna davka musi obsahovat vyvazeny pomér vitaminti, mikroprvkt a makroprvki.
Dulezitou slozkou potravy u vysokobtezich krav jsou bilkoviny, vitamin A a E a mineralni
latky (Ca, P, Mg, Zn, Cu, Se). Vitaminy rozpustné v tucich nedokazou ptechazet pres
placentu, proto je kolostrum nezbytné nutné, aby se vitaminy vstfebaly do organismu.

Deficit i nadbytek proteint v krmné davce ptsobi na kvalitu kolostra negativné.
Piekrmovanim dusikatymi latkami dochazi k tomu, ze se dusikaté latky neutilizuji a
piebytecny amoniak se resorbuje do krve. Vysoka koncentrace amoniaku v krvi vyvola
azotémii a dusikaté zplodiny ovliviiuji vyvijejici se plod, vyvolavaji imunosupresi kravy,
omezuji tvorbu imunoglobulint, zhor$uji kvalitu kolostra a nasledné dochazi

k imunodeficienci neonatalnich telat.

Negativni vliv na kvalitu kolostra maji i mykotoxiny, které se vyskytuji v krmivech
narusenymi hnilobou a plisni - tedy zkrmovani nekvalitni silaZe a senaze. Mykotoxiny se
vylucuji kolostrem a snizuji v ném koncentraci imunoglobulinti.

Kolostrum je velice cenna tekutina, ktera je slozena z bilkovin, cukrd, tukti, vitamint,
mineraltl, imunoglobulind, cytokinl, enzymd, peptidd, nukleotidd, ristovych faktora,
hormont a bun€k. Imunoglobuliny kravského mleziva jsou IgG1, IgG2. IgA a IgM. Cytokiny
(IL-1beta, IL-6, TNF, IGN-gama) jsou dulezitou slozkou kolostra pro funkci imunologickych
hormoni. Bunky obsahujici kolostrum jsou matetské leukocyty: makrofagy, neutrofily a
lymfocyty.

Nedostatecné a opozdeéné napojeni telete kolostrem muze vést k fadé onemocnéni. Piijem
adekvatniho mnozZstvi vysoce kvalitniho kolostra je nutnosti. Absorpce kolostra u
novorozenych telat je zajiSténa stfevnimi buitkami prostfednictvim receptorli a pomoci
endocytozy. Absorpéni kapacita se za¢ne snizovat 6 - 12 hodin po porodu a je ukoncena 48
hodin po porodu. V soucasné dobé je doporuc¢ovano podavat alespon 31 kolostra do 2 hodin

po narozeni. Tim je zajistén dostateny piisun imunoglobulinti a to 150 - 200g.

3.3.1 Poruchy metabolismu

Mezi poruchy zdravotniho stavu telat z dlivodu nedostate¢né kolostralni vyzivy se fadi
poruchy metabolismu — hypoproteinémie, hypogamaglobulinémie, hypovitaminozy a
karence mikroprvki vyskytujici se v ¢asném obdobi. Klinickymi projevy jsou pomaly rist,

snizena vitalita, Spatna kvalita srsti a poruchy pohybového aparatu a dalsi. Vyznamny je
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nedostatek selenu, ktery zpisobuje tzv. svalovou nutri¢ni dystrofii. Projevuje se to celkovou
slabosti mladéte, ochabnutim svald, takze tele na nas piisobi jako hadrové a neni schopné
samo vstat. Postizeny jsou i svaly jazyka a mlad¢ neni schopno sat kolostrum. Dochazi také k
vrozenym kardiomyopatiim, které se odhali az pti pitve, kdy jsou vyrazné zmény v srdci,

predevs$im na myokardu - velmi slaba sténa a vzhled vafeného masa.

3.3.2 Vyskyt infekénich onemocnéni

Dusledkem poruch kolostralni vyzivy telat je pfedevsim zvySeny vyskyt infekénich
onemocnéni. Z divodu neobsazeni absorpcnich mist na sliznici stfevni kolostralnimi
protilatkami dochazi k prostupu patogent a rozvijeni septikemie, zptisobené predevsim E.coli
nebo prijmovych onemocnéni u telat. Tato onemocnéni jsou hlavni pfi¢inou vysoké
morbidity a mortality telat. Neinfek¢ni prijmy jsou nejéastéji vyvolany dyspepsii telat, ktera
se vyznacuje poruchou sekrece, resorpce a motoriky slezu a stfev s ndslednym nechutenstvim,
prijmy a rychle se rozvijejici dehydrataci.

Pti¢inou infekénich prijmovych onemocnéni, které patii mezi Castéji se vyskytujici a i
zavazngjsi, jsou smisené infekce virti bakterii, protozoi a plisni. Infekéni prijmova
onemocnéni se projevuji pii pisobeni mnoha vlivil prostiedi a nedostate¢né kolostralni
imunité. Za nej€astjsi pivodce prijmi u telat jsou povaZovany rotaviry (50 % piipadi).
Prljem zpusobeny rotaviry se u telat vyskytuje nékolik dni po narozeni. Priijmy vyvolané
koronaviry postihuji cca jednotydenni telata. Rozsah vyskytu je 3 - 20 %. Koronavir6za ma
téz81 prabeh, protoze rozrusuje bunky enterocytl a dochazi az ke krvavym prijmtim. Mezi
dalsi viry vyskytujici se u prijmovych telat patii virus BVD (bovinni virova diarrhea), IBR
(infekéni bovinni rinotracheitida), adenoviry, astroviry, parvoviry a jiné. Pfi virovych
onemocnéni hrozi velké riziko sekundarni bakterialni infekce. Z bakterii se uplatiuje E.coli,
Salmonela sp. Campylobacter sp. a dalsi. Z parazitarnich ptivodct se uplatiiuji cryptosporidie,
kokcidie a giardie. Kryptosporidie a kokcidie jsou nejcast€jsim protozoarnim ptivodcem
prijmu u telat. Cryptosporidium sp. se u telat vyskytuje od ¢tvrtého do ¢trnactého dne veku.
Hlavnimi klinickymi pfiznaky jsou profuzni vodnaté priijmy a téZka dehydratace organismu.
Kokcididza se vyskytuje u telat ve stafi Sesti tydna az ¢tyt mésicl, nejcastéji v obdobi
ptechodu na rostlinnou vyzivu. V chovech s nizkou hygienickou urovni jeji vyskyt pretrvava

az do osmi mésici stafi zvirat. Klinickymi pfiznaky jsou krvavé prijmy.
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4 VySetieni bachorové tekutiny

K vysetieni bachorové tekutiny (BT) ptistupujeme pii kontrole vyzivy a bachorové
fermentace, pfi diagnostice bachorovych dysfunkci, pii zjisténi snizené uzitkovosti pii
odpovidajici krmné davce nebo pii zméné ve slozeni mléka (pokles tuku nebo bilkoviny) a pii

zvySené nemocnosti paznehtd.

V ramci preanalytické faze se provadi odbér BT bachorovou sondou nebo rumenocentézou -
punkce ventralniho kaudéalniho bachorového vaku. Vysetieni bachorové tekutiny Ize rozd¢lit
na vySetfeni fyzikalnich a chemickych parametrii. Fyzikalni - smyslové vySetieni zahrnuje
posouzeni barvy, zapachu, konzistence, sedimentace a flotace. Mezi chemické parametry
slouzici k posouzeni bachorové tekutiny se fadi stanoveni pH, celkové acidity, koncentrace
tekavych mastnych kyselin (TMK), kyseliny mlécné, amoniaku a také vysetieni bachorovych

mikroorganismi - pocet nalevniki.
4.1 Preanalyticka faze

4.1.1 Odbér vzorku
Odbér bachorové tekutiny 1ze provést dvéma zptisoby - neinvazivné peroralné zavedenou

sondou nebo invazivné pifimou punkci bachoru.

Nejcastéji uzivanym zptsobem je peroralni odbér BT pomoci
sondy (Obr 39). Sondy s kovovymi hlavicemi s otvory

odsavaji BT z ventralniho bachorového vaku pomoci

vhodného vakuového zafizeni

(Obr 38).

Obr 38:
Sonda pro odbér BT

Dalsi moZnosti, vedle jiz
zminovaného odbéru sondou

per 0s, je ptimy odbér BT

Obr 39: Odbér BT pomoci sondy jehlou pies sténu biisni.
BT je nasavana do stiikacky z kaudoventralniho bachorového vaku dostatecné dlouhou jehlou
(Obr 40). Tato metoda sebou nese jista rizika, a to pfedevsim moznost kontaminace dutiny

btisni pii vytahovani jehly ven. Pokud se bachorova tekutina dostane do dutiny bfisni, hrozi
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riziko vzniku peritonitidy. Bachorova tekutina se odebira
do uzaviratelnych vzorkovnic nejlépe 3 - 4 hodiny po
zacatku krmeni. Parametry vySetfované ptimo ze vzorku
BT (pH, celkova acidita) je nutné stanovit co nejdiive po
odbéru. V ptipad¢ zakonzervovani BT, coz je nezbytné
pro stanoveni nékterych parametrti, 1ze vysetfeni provést i
pozdéji (viz jednotliva stanoveni parametri). Nativni
bachorova tekutina se uchovava pti 4 °C max. 24 hodin.
Bachorovou tekutinu s pouzitim konzervans je nutné

zpracovat do 48 hodin.

Obr 40: Odbér BT punkci

4.2 Analyticka faze

4.2.1 Fyzikalni parametry bachorové tekutiny

Zakladnim vysetfenim bachorové tekutiny je stanoveni fyzikalnich parametrs, mezi které se

fadi smyslové posouzeni barvy, zapachu, konzistence,
sedimentace a flotace (Tab 4). Za fyziologickych podminek je barva
bachorové tekutiny olivové zelend, zapach typicky aromaticky a
konzistence slabé viskdzni. Barva a zépach je ovlivnéna krmivem,
které dojnice ptijimaji (Obr 42). Proto je pfi hodnoceni nutné védét
slozeni krmné davky. Sedimentace a flotace je pozorovana ve

sklenéném odmérném valci.

Obr 41: Sedimentace a flotace BT

Ve zdravé bachorové tekutin€ dochazi za urcity Cas
k sedimentaci jemngjSich ¢astic potravy a hrubsi
Castice naopak flotuji (Obr 41). Tato vySetieni lze

provadét piimo ve staji a slouzi tak k rychlému,

orienta¢nimu posouzeni bachorové tekutiny.

Obr 42: Posouzeni barvy BT
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4.2.2 Chemické parametry bachorové tekutiny

Mimo zakladni fyzikalni parametry se k diagnéze bachorovych onemocnéni vyuzivaji i

parametry chemické (Tab 4, 5). Hlavnim a duleZitym parametrem pro posouzeni

fermentacnich procest v bachoru je stanoveni pH. Hodnota pH poukazuje na rovnovahu

nebo dysbalanci mezi dvéma skupinami metabolitli - kyselinami (t€kavé mastné kyseliny a

kyselina mlé¢nd) a zdsadami (amoniak a dalsi alkalické latky). Stanoveni pH BT lze provést

pfimo v terénu pomoci nakalibrovaného kapesniho pH metru (Obr 43) nebo za pouziti

titratoru TitroLine Easy Vv laboratofi.

Dopliujicim ukazatelem kyselosti bachorového obsahu je
celkova acidita. Stanovuje se titraci 10 ml bachorové tekutiny

roztokem 0,1 M NaOH. Titrace se provadi na titratoru

|

\
qm-t/l Had¥

-

|
B
o

Obr 43:
Kapesni pH metr

TitroLine Easy od stanoveného pH az do hodnoty
8,45 - 8,50 (Obr 44). Hodnota celkové acidity je
vyjadfovana v titra¢nich jednotkéch (mnoZzstvi

spotiebovaného 0,1 M roztoku NaOH).

Parametry je dulezité stanovit co nejdiive po odbéru
bachorové tekutiny a vzorek BT dostatecné

promichat.

Obr 44:
Titrator TitroLine Easy

Mezi dalsi chemické parametry slouzici k posouzeni bachorové tekutiny pati koncentrace

amoniaku, ktera slouzi jako ukazatel tirovné metabolismu dusikatych latek bilkovinné i

nebilkovinné povahy. Stanoveni amoniaku se provadi fotometrickou metodou za pouziti
komer¢niho kitu UREA/BUN - COLOR od firmy BioSystems (Obr 46).

** zdroj zafeni — monochromator — kyveta

— detektor — vystupni zafizeni **

Obr 45:
Kyvety se vzorkem
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Fotometry obsahuji zdroj zéteni, optické prvky pro vedeni paprsku pfistrojem, prvek pro

vybér vhodné vinové délky k méteni, zafizeni pro vzorek — kyvetu (Obr 45) a detektor

elektromagnetického zafeni. Vystupni zatizeni ukazuje a vyhodnocuje signal detektoru. Pred

Obr 46: Komer¢ni kit UREA/BUN - COLOR

stanovenim je dilezité vzorek BT odstiedit
a pro méfeni pouzit odebrany supernatant.
Principem indofenolové metody je reakce
amoniaku (NHs), chlornanu sodného
(NaOCl) a salicylanu sodného v alkalickém

prostiedi za vzniku indofenolu.

Nitroprusid sodny, ktery katalyzuje nize uvedenou reakci, je transformovan na zluty

pentakyanoZeleznatan sodny. Zluta barva s indofenolovou modii vedou ke vzniku zeleného

zabarveni vysledného produktu reakce (Obr 47).
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Obr 47: Princip indofenolové
metody

Vznikly barevny produkt je
méten pii vinové délce

630 nm (Obr 48). Piistroj
se nastavuje na nulovou

COoO0 (+ . ,
“ 1 koncentraci analytu pomoci

OH

vzorku - blanku pfed kazdym méfenim. V této
metod¢ se uplatiiuje Lambert-Beertiv zakon. Ten
udéava, ze absorbance je piimo imérna
koncentraci absorbujici latky a tloust'ce

absorbujici vrstvy.
A=g*c*| kde

€...molarni absorp¢ni koeficient
c...molarni koncentrace

l...délka absorpéni vrstvy
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Obr 48:
Fotometrické stanoveni koncentrace amoniaku



Koncentrace NHj je vyjadiovana v jednotkach mmol/I.

*# 5 ul BT + 500 pl reagencie A + 500 pl reagencie B — nechat 20 min stat — méfeni **

Pocet nalevniki je vyznamnym ukazatelem charakteru prostiedi predzaludki. Ke stanoveni
jejich poctu respektive aktivity pfi fermentacnich procesech v bachoru se vyuziva barviva -
methylenové modfi. Aktivita nalevnikl je urena na zdklad¢é posouzeni jejich pohyblivosti a
schopnosti redukovat methylenovou modi (odbarveni modrého zbarveni). Toto rychlé
vysetfeni nativniho vzorku BT slouzi k orienta¢nimu stanoveni a 1ze ho tedy provadét i

Vv terénu. Pro mikroskopické stanoveni poc¢tu nélevniku je nezbytné vzorek bachorové
tekutiny konzervovat z divodu stale probihajici fermentace, ktera ma za nasledek ovlivnéni
vysledku méteni. Konzervace BT se provadi za pouziti roztoku 10% formaldehydu.
Zakonzervovany vzorek BT se poté obarvi methylenovou modfi a kapne se piimo do

komurky (Obr 49).

** konzervace: 4 ml BT + 1 ml 10% formaldehydu **

*% 25 ul zakonzervované BT + 475 pl methylenové modii **
Obr 49:
Priprava vzorku

| ' : pied stanovenim poétu

\3' i nalevnikii

Stanoveni poctu nalevniki je provadéno ve Fuchs-Rosenthalové komurce mikroskopicky pti

zvétseni 10x (Obr 50, 51) a vyhodnocuje se dle vzorce:

X =Y *320* 20 * 1,25, kde

X ... pocet nalevnikti v 1 ml BT
Y ... pocet nalevnikt ve vSech polich Fuchs-Rosenthalovy

komtrky

320 ... index komirky

20 ... fedéni BT methylenovou modii

1,25 ... fedéni BT konzerva¢nim roztokem Obr 50: Mikroskopické stanoveni
poctu nalevniku
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igtd Pocet nalevniku je vyjadfovan
Vv jednotkach pocet nalevnikt/ml.
Obr 51: Ukazka riznych druhi

nalevniku
(zdroj: Crha, 1980)

Tékavé mastné kyseliny (TMK) jsou produktem traveni sacharida
V bachoru a jejich stanoveni slouzi k diagnéze bachorovych
dysfunkci. Pro posouzeni fermentace je dulezité zastoupeni
jednotlivych mastnych kyselin - kyselina octova, propionova,
maselna a mlééna. Stanoveni TMK se provadi za pouziti plynové
chromatografie (Obr 54) a kapilarni izotachoforézy, ktera se vyuziva
hlavné pro stanoveni kyseliny mlécné (laktatu).

Obr 52:
Roztoky ke konzervaci BT

Chromatografie obecné patii mezi metody separacni. Vzorek se vnasi mezi dv€ navzajem
nemisitelné faze - stacionarni (nepohyblivd) a mobilni (pohyblivd) faze a pohybem mobilni
faze je unédSen pies fazi stacionarni. Slozky vzorku mohou byt stacionarni f4zi zadrZzovany a
ty, které jsou poutany silngji, se pti pohybu zdrzuji vice. Tim dochazi k separaci slozek

vzorku. V piipadé plynové chromatografie je mobilni fazi plyn.

Samotnému stanoveni na plynovém chromatografu predchazi ptiprava vzorkl bachorové
tekutiny, mezi kterou patii i jejich zakonzervovani pomoci toluenu (Obr 52). Tento krok je

dulezity z diivodu stale probihajici fermentace jako v ptipad¢ stanoveni poctu nalevniki.
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konzervace: 10 ml BT + cca 2 kapky toluenu

!

1 ml pfecezené BT+ 200 pl deproteinacni smési - kyselina metafosforeéna + kyselina
mravenci (3:1)
!
tfepani + inkubace; 30 min
!

centrifugace; 5 min, 10 000 ot./min

!

preneseni Ciré tekutiny do vialky + umisténi do plynného chromatografu

Nosny plyn - dusik je odebiran z tlakové lahve a pres regulaéni systém prichazi do nasttikové
komory - injektoru. Prutok mobilni faze musi byt optimalizovan tak, aby se dosahlo co
nejlepsiho rozdé€leni latek na koloné. Nosny plyn prochazi po celou dobu stanoveni kolonou
se stacionarni fazi. Vzorek je davkovan (1 ul) do proudu plynu v nastiikové komote a ihned
po davkovani je pfeménén na plyn (injektor je vyhfivan na danou teplotu potiebnou k
okamzitému zplynéni vzorku). Ve form¢ par je vzorek dale unasen nosnym plynem do
kolony, kde dochazi k separaci jednotlivych slozek vzorku (Obr 53). Slozky ze vzorku se
sorbuji na zac¢atku kolony ve stacionarni fazi a pak desorbuji ¢erstvym nosnym plynem.
Nosny plyn unasi slozky vzorku postupné ke konci kolony a d€lici proces se neustale opakuje.
Slozky vzorku se separuji dle schopnosti poutat se na stacionarni fazi. Nosny plyn z kolony
vstupuje do detektoru, ktery indikuje okamzitou koncentraci separovanych latek v nosném
plynu. Principem ioniza¢né plamenového detektoru je méfeni zmény elektrické vodivosti
vodikového plamene zptisobené piitomnosti eluované organické latky. Vstoupi-li do
detektoru s nosnym plynem latka spalitelna ve vodikovém plameni, vznikaji pfi jejim hoteni
iontové fragmenty a elektrony, které zvysi elektrickou vodivost plamene, a tim se zvysi i
ionizacni proud. Odezva detektoru je pfimo imérna koncentraci stanovované latky v nosném
plynu. Vysledny graficky zaznam zavislosti napétové odezvy detektoru na ¢ase se nazyva
chromatogram. Plocha ¢i vySka piku je imérna mnozstvi stanovované latky, coZ umoziuje
urcit mnozstvi ¢i koncentraci dané latky v nezndmém vzorku. Jako vSechny chromatografické
metody je i plynova chromatografie srovnavaci metodou, a proto je nutné provést méfeni s
danymi standardy za ucelem ziskani kalibra¢ni kiivky, ze které se nasledné odecita

koncentrace stanovované latky ve vzorku.
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Obr 53: Schéma plynového chromatografu
nastfik vzorku (zdroj: https://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/gc.html)
regulator pritoku @a nosneho

a plynu plynu

—\\/—

-

e

o =
o MR vwhodnoecovaci
~_zafizeni Zdroj nosného plynu - dusik

termostat

Cistici zarizeni - zachyceni vlhkosti a
chromatograficka

nosny plyn v .
“Nkolona necistoty v nosném plynu

Regulacni systém - zajisténi stalého nebo méniciho se pritoku nosného plynu kolonou a
detektorem (pritok 1 ml/min)

Davkovac - zavedeni vzorku do proudu nosného plynu; nasttik se provadi pomoci injekéni
stiikacky ptes septum, které odd€luje vnittek injektoru od vnéjsiho prostoru (1 pl)

Kolona - kapilarni kolona Quadrex Corporation 007 FFAP (Nitroterephthalic acid modified
polyethylene glykol) — pramér: 0,25 mm, délka: 30 m, stacionarni faze ve formé tenkého
filmu na vnitini sténé€ kapilary: 0,25 um; umisténi stacionarni faze — separace slozek vzorku
Detektor - plamenove ioniza¢ni detektor (FID); detekce latek v nosném plynu

Termostat - zajisténi dostate¢né vysoké teploty pro udrzeni vzorku v plynném stavu

Vyhodnocovaci zarizeni - zpracovani signalu z detektoru — chromatograficka kiivka =

chromatogram

49



Obr 54: Agilent 6820 Gas Chromatograph System, Agilent Technologies Inc.: (1) regulaé¢ni zafizeni; (2)
oto¢ny karusel se vzorky; (3) injektor; (4) termostat s kolonou uvnitf; (5) detektor FID; (6) vyhodnocovaci

zarizeni

Izotachoforéza (ITP) je moderni analyticka separacni metoda. Patii mezi elektromigraéni
(elektroforetické) techniky - separace je zalozena na rozdilné pohyblivosti stejné nabitych
iontl ve stejnosmeérném elektrickém poli. Separace ve volném roztoku se provadi v kapilate.
V ITP se pouzivaji dva zékladni elektrolyty - vedouci a zakon€ujici. Vedouci elektrolyt
obsahuje ion (kation/anion) s nejvyssi pohyblivosti z celé separované smési a zakoncujici
roztok obsahuje ion (kation/anion) s nizsi pohyblivosti nez kterykoliv ze separovanych ionta.
Vzorek smési iontd se vklada do rozhrani téchto elektrolytti (Obr 55). Pfi stejnosmérném
elektrickém proudu migruji zony v potadi jejich pohyblivosti. Po Gplné separaci vSech slozek
se jednotlivé ionty pohybuji v za sebou oddé€lenych zonéach v poradi klesajici pohyblivosti.
Vsechny z6ny se pohybuji stejnou rychlosti. Charakteristickou vlastnosti ITP je tzv.

samozaostiujici efekt.

V ptipadé metody kapilarni elektroforézy je pfiprava vzorku velmi jednoducha. Dobie
zcentrifugovana bachorova tekutina se pouze nafedi 200x destilovanou vodou. Takto
upraveny vzorek je jiz pfipraven k analyze. Dvoukapilarovy analyzator IONOSEP 2002

(Obr 56) ma spojené dveé kapildary nestejného vnitiniho prirezu (0,6 a 0,25 mm).
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V siln€jsi pfedseparacni kapilafe je mozné vyhodnotit makroslozky a v tenci analytické

kapilate 1ze vyhodnotit slozky minoritni. Nasttik vzorku (30 pl) do rozhrani vedouciho a

zdro) vysokého
+ypp—  napéti
M

separacni kapilara

deteltor

———— |zapizovafl

vetupni  veorek vys
nadoblka nado

Obr 55: Schéma kapilarni izotachoforézy

(zdroj: https://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/cze.html)

zakoncujiciho elektrolytu se provadi pomoci
mikrostiikacky nebo davkovaciho ventilu. Jako
vedouci elektrolyt se pouziva smés 10 mM HCI,
22 mM kyseliny aminokapronové a 0,05 %
hydroxyetylcelulozy (pH 4,55) a koncovym
elektrolytem je 5 mM kyselina kapronova.
Analyzator pracuje v automatickém rezimu
(davkovani vzorku i elektrolyti) a je vybaven

ménic¢em na 10 vzorku.

Detektor je umistén na konci kapilary. Analyzator je vybaven tfemi detektory - dva

bezkontaktni, vysokofrekvencni, vodivostni detektory a jeden UV-VIS detektor 200 - 600 nm.

Kvalitativni informaci v ITP poskytuje vySka viny (Obr 57) - nejcastéji vyjadfovana jako

pomérné Cislo RSH (relative step height).
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Obr 56: Dvoukapilarovy analyzator IONOSEP 2002, Recman Laboratory Technology: (1) automaticky
méni¢ vzorki, (2) rezervoar koncového elektrolytu s davkovacim kohoutem, (3) peristaltické cerpadlo
vzorku, vedouciho elektrolytu 1 a koncového elektrolytu, (4) piredseparacni (horni) kapilara, (5) zasobni
nadobka vedouciho elektrolytu, (6) separacni (dolni) kapilara, (7) rezervoar vedouciho elektrolytu 1, (8)
peristaltické ¢erpadlo vedouciho elektrolytu 2, (9) rezervoar vedouciho elektrolytu 2, (10) zasobni

nadobka koncového elektrolytu, (11) zasobni nadobka vedouciho elektrolytu 2, (12) odpad

5.764 Volt

5281

186@1

4797

propionat
Qtyrét

4314

1

cetat

3830

|

3346

fosfat
laktat

2863
2379 {
1896 }
1412 f

0.929 ! I ! ! ! I ! ! I sec
989.10 102395 105880 109365 112850 116335 119820 123305 1267.90 130275 1337.60

Obr 57: Vystup z ITP - stanoveni parametri BT
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4.3 Postanalyticka faze

Vysetieni bachorové tekutiny umoznuje diagnostikovat bachorové dysfunkce, pomaha pii
vysetieni metabolismu dojnic a pfi hodnoceni vyzivy. Poruchy bachorové fermentace souvisi
s chybami ve skladbé krmné davky (KD). V bachorové tekutiné se stanovuje pH, celkova
koncentrace t¢kavych mastnych kyselin ( TMK), koncentrace kyseliny octové, propionové,

maselné, valerové, dale koncentrace kyseliny mlééné, amoniaku a pocet nalevnik.

** 1 celkova koncentrace TMK ... nadmérny ptfisun sacharida v KD **
** | celkova koncentrace TMK ... nedostatek sacharidi v KD **
** 1 koncentrace acetatu ... zvySeny piijem objemného krmiva
nedostatek lehce fermentovatelnych sacharidi v KD **
** 1 koncentrace propionatu ... zvySeny ptisun jadrné¢ho krmiva,
nedostatek strukturalni vlakniny **
** 1 koncentrace butyratu ... zkrmovani nekvalitni zahlinéné silaze **
** 1 koncentrace laktatu ... zvySeny pfisun jadrného krmiva **
** 1 koncentrace amoniaku ... ptekrmovani bilkovinami, nebilkovinnymi dusikatymi latkami,

intoxikace mocovinou, nedostatek lehce degradovatelnych sacharida v KD **

4.3.1 Jednoducha bachorova indigesce (Indigestio simplex)

Jednoduchd bachorové indigesce je charakterizovana snizenou aktivitou mikrobialni ¢innosti
a biochemizmu. Pti¢inou vzniku jednoduché bachorové indigesce je nevyrovnana krmna
davka - napfiklad sniZeny obsah lehce stravitelnych sacharidi, bilkovin, fosforu, kobaltu a
zinku v krmné davce, nebo krmna davka s vysokym podilem balastnich krmiv (slamy ¢i
podifadného sena s vysokym obsahem hrubé vlakniny).

Jednoducha bachorova indigesce ma zpravidla chronicky prub¢h a stadovy charakter. Je
charakterizovéana sniZenou uzitkovosti, poruchami reprodukce, ztratou lesku a vypadavanim
srsti a lizavkou. Diagnostika jednoduché indigesce spociva ve vySetieni bachorové tekutiny.
pH bachorové tekutiny je pti horni hranici normy, nebo mirné zvysené. Koncentrace TMK je
sniZena, pfi¢emz je snizend predevsim koncentrace kyseliny propionové a naopak koncentrace
kyseliny octové je relativné zvySend. Pocet nalevniki je sniZen. Pti déletrvajici dysfunkci se

rozviji anémie a hypoproteinemie.
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**pH ... kolem 7 **
** snizena acidita ... < 10 titra¢nich jednotek **
** snizena koncentrace celkového mnozstvi TMK ... < 80 mmol/l **
** snizena koncentrace amoniaku ... < 6 mmol/l **

** snizeny podet nalevnikd ... <2 x 10°/ml **

4.3.2 AKkutni acidéza bachorového obsahu (Acidosis ingestorum ruminis acuta)

Akutni acidéza bachorového obsahu, zndma také pod nazvem laktacidéza, intoxikace
kyselinou mlé¢nou ¢i bachorova toxemie, vzniké pii nadmérném piijmu krmiva s vysokym
obsahem lehce fermentovatelnych sacharidi. Nejcastéji to je vysoky podil jadrnych krmiv

v KD, nebo zkrmovani velkého mnozstvi cukrové fepy, brambor, melasy, mléta, vihkého
kukuti¢ného zrna. U malych piezvykavci je Castou pfi¢inou onemocnéni piijem padané¢ho
ovoce, nebo zkrmovani zbytkli potravin jako je vafena ryze ¢i rizné cukraiské vyrobky.

Po pfijmu krmiv s vysokym obsahem sacharidi dochazi v bachoru k intenzivni fermentaci a
k tvorbé velkého mnozstvi TMK, coz vede ke snizeni pH bachorového obsahu, a toto
prostiedi se stdva neptiznivym pro fyziologickou bachorovou mikrofléru. Rychle ubyva pocet
celulolytickych bakterii a zvysSuje se zastoupeni G+ bakterii - streptokokti a laktobacilti. Tyto
bakterie tvoii kyselinu mlécnou, ktera se v bachorovém prostiedi hromadi a velmi rychle
snizuje pH az na hodnotu 4. V prib¢hu nékolika hodin se koncentrace kyseliny mlécné

V bachorové tekutiné zvysi z 1 az 2 mmol/l az na hodnotu kolem 80 mmol/l. V disledku
vysoké koncentrace kyseliny mlécné mizi v bachoru nalevnici, celulolytické bakterie 1 ostatni
bakterie v€etné streptokoki a laktobacilll. Kyselina mléénd ma znacnou osmotickou aktivitu,
v disledku ¢ehoz dochazi k pfestupu vody z vnitiniho prostedi organismu do bachoru a
vznika dehydratace organizmu a zvodnéni bachorového obsahu. Kyselina mlé¢na drazdi
sliznici bachoru a vyvolava zanét sliznic predzaludku i stfev. Pfestupuje do vnitiniho
prostfedi a vyvolava metabolickou acidozu. Rychle se rozviji vyrazny klinicky syndrom
charakterizovany ulehnutim, vodnatym prijmem - nékdy s ptimési krve, apatii, komatem, a
pokud neni v€as zahajena spravna terapie, dochazi k exitu zvitete.

Pro diagnostiku je dulezitd anamnéza, klinicky obraz a vySetfeni bachorové tekutiny.
Bachorova tekutina je vodnatd, Sedobilé barvy a kyselého zapachu. Po zavedeni bachorové
sondy spontanné vytéka. pH bachorové tekutiny se pohybuje v rozmezi 4 az 5,5. Koncentrace
kyseliny mlé¢né se pohybuje v rozmezi 30 az 80 mmol/l. VySettenim krve 1ze prokazat
vyraznou metabolickou acidézu s hodnotami BE -12 az -20 mmol/l. a dal$i zmény typické pro

dehydrataci a poruchy jater a ledvin.
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** Sedozelend aZ Sedobila barva **
** yyrazné kysely zapach **
** pokles pH ... <5 **
** zvySend celkova titracni acidita ... > 30 titra¢nich jednotek **
** gnizend produkce TMK ... 30 - 50 mmol/l **
** zvySend produkce kyseliny mlécné **
** yvymizeni nalevnikt ... pfi pH <5,5 **

** iplna defaunace pii rozvinuté akutni acidoze **

4.3.3 Subakutni acidéza bachorového obsahu (SARA)

Subakutni bachorova acid6za je porucha traveni v predzaludku, pfi které je pH bachorové
tekutiny snizené pod hodnotu 5,6 déle nez 3 hodiny denné. Tento typ bachorové indigesce je
Vv chovech dojnic nejcastéjsi. Ma chronicky charakter a postihuje velky pocet zvifat v chovu.
Tento stav je zapfi¢inén nevyvazenou krmnou déavkou s nedostatkem efektivni vldkniny a
vysokym obsahem energie. Nedostatek efektivni vlakniny a nevhodna struktura KD omezuje
prezvykovani a produkci slin. Bachorovy obsah neni dostatecné pufrovan, a proto dochazi

k acidoze. Znacénou roli na vzniku subakutni bachorové acidozy hraje zpomalena resorpce
TMK v disledku nedostate¢né adaptace bachorové sliznice na poc¢atku laktace. Mala
resorpéni plocha bachorové sliznice neumoziiuje rychlé vsttebavani TMK do krve a TMK se
hromadi v bachoru a vyvolavaji pokles pH. V disledku toho klesa pH, méni se slozeni
bachorové mikroflory a pomér tékavych mastnych kyselin. Naruseni fyziologickych poméri
TMK zptisobuje lokalni zmény na bachorové sliznici, zmény bachorové tekutiny a zavazné
systémové poruchy. V disledku snizené tvorby kyseliny octové dochazi k poklesu
koncentrace tuku v mléce. V dusledku acidézy dochazi k laminitiddm a zvySenému kulhani
dojnic. Pozdéji se vyskytuji poruchy reprodukce. (ovarialni cysty, embryondlni mortalita).
Vykaly maji fidkou konzistenci, svétlou barvu a obsahuji nestravené zbytky vldkniny. pH
vykalil je sniZené.

Pro diagnostiku je dilezitd anamnéza, informace o tu¢nosti mléka, vyskyt kulhéni a
reprodukcnich problémil a vySetfeni bachorové tekutiny. V bachorové tekuting je snizena
koncentrace kyseliny octové a zvySend koncentrace kyseliny propionové. pH bachorové
tekutiny je na spodni hranici referencnich hodnot, nebo sniZzené. Rozhodujici vyznam pro
konec¢né stanoveni diagnzy ma vySetfeni bachorové tekutiny, pfi némz miiZzeme zjistit

typické zmény pro subakutni bachorovou acidozu.
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** svétlehnéda nebo svétleSeda barva **
** aromaticky zapach **
**pH...5-6**

** celkova acidita ... > 30 titracnich jednotek
** snizeny pocet nalevnik

** zmény v poméru TMK

4.3.4 Alkaléza bachorového obsahu (Alcalosis ingestorum ruminis)

Alkal6za bachorového obsahu je charakterizovana zvySenim pH bachorové tekutiny a
zménami v zastoupeni jednotlivych TMK. Vznika v disledku zvySeného pfijmu dusikatych
latek za nedostatecného obsahu sacharidii v KD a dale pfi zkrmovani balastni KD, kdy kravy
delsi dobu ptezvykuji a produkuji tak vyssi mnozstvi slin. Alkaléza miize probihat akutné
nebo chronicky. Nejc¢astéjsi pti¢inou alkalozy bachorového obsahu je nevyrovnanost krmné
davky se zzenym pomérem Zivin, s vysokym podilem dusikatych latek v proteinové nebo
syntetické formé (mocovina) a pii sou¢asném nedostatku snadno degradovatelnych sacharidi.
K akutni bachorové alkal6ze dochdzi rovnéz pti otravach mocovinou. V disledku inaktivity
mikroflory bachoru dochézi k depresi tvorby TMK, ptedevsim kyseliny propionové, a zvyseni
pH bachorové tekutiny. Alkalické prostfedi umozZiuje mnoZeni nezadoucich mikroorganismi
rodu Coli, Proteus a produkci toxickych latek v bachoru. Amoniak je z bachoru resorbovan
do krve a po ptekroceni ureosyntetické schopnosti jater vyvoladva hyperazotemii a neptiznive
ovliviiuje centralni nervovou soustavu (CNS).

Zpocatku se onemocnéni projevuje inapetenci, omezenou motorickou ¢innosti bachoru a
zpomalenym piezvykovanim. Pozdé&ji se vyskytuje neklid, pfedrazdéni, ties svalstva az
tonicko-klonické kiece. Jiz pii mirné formeé onemocnéni dochazi k poklesu produkce mléka,
zvySuje se pocet somatickych bunék v mléce a koncentrace moc€oviny. Je patrny zvySeny
vyskyt mastitid. Pro diagnostiku je diilezité vySetieni bachorové tekutiny - smyslové

vySetieni, stanoveni pH, amoniaku a obsahu celkovych i jednotlivych TMK.
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** tmavsi hnédozelend barva **
** amoniakalni zapach **
**pH...>74 **
** snizena tvorba TMK ... 20 - 60 mmol/l **
** zvySena produkce amoniaku **
** redukce poctu nalevnikt **
** pomér TMK ... kys. octova (60 - 80 %), kys. maselna (15 - 22 %),
kys. propionova (8 - 10 %) **

** zpomalena sedimentace a flotace **

4.3.5 Hniloba bachorového obsahu (Putrefactio ingestorum ruminis)

Hniloba bachorového obsahu je charakterizovana hnilobnym rozkladem bachorové zazitiny,
vyrazné¢ alkalickym pH a zménami v zastoupeni jednotlivych TMK. Vznika pii krmeni zvitat
naru$enymi krmivy hnilobnym procesem, nebo se mlize vyvinout z alkal6zy bachorového
obsahu. Pfi posunu pH do alkalické oblasti dochazi k pomnozeni mikroorganismu
Escherichia coli, Proteus spp., které zptisobi hnilobny rozklad bachorového obsahu a tvorbu
toxickych produktii. Klinické pfiznaky hniloby bachorového obsahu spocivaji v nechutenstvi,
vyrazném poklesu uZzitkovosti, zvySeném poctu somatickych bun¢k v mléce a ve zvySeném
vyskytu mastitid a laminitid. Vykaly jsou priijmovité, tmavé barvy a typicky zapéachaji.
Pozdéji dochazi k ulehnuti, vyskytu kieci, dale k apatii, komatéznimu stavu a exitu.

Pro diagnostiku je dalezité vysetfeni bachorové tekutiny. Typickym nalezem je vysoké pH,
hnilobny zépach bachorové tekutiny, sniZzena koncentrace TMK, nizka koncentrace kyseliny

propionové a vysoka koncentrace kyseliny maselné.

** tmavsi barva **
** vodnata konzistence, ¢asto s obsahem pény **
** hnilobny az mocuvkovity zapach **
** v pozdé&jsich stadiich ... zahu$téni bachorového obsahu **
** sedimentacni a flota¢ni ¢as se prodluzuje, flotovanych ¢astic je malo nebo chybi **
** pH...7,5-85**
** | koncentrace celkovych TMK ... 20 - 40 mmol/l **
*% 1 pomér kyseliny maselné ... 20 - 36 % **
** 1 koncentrace amoniaku **

** infuzoria (nalevnici) z bachorového prostiedi mizi **
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Tab 4: Pi‘ehled hodnot chemickych parametri bachorové tekutiny p¥i danych dysfunkcich bachoru

Dysfunkce

Barva

Zapach

Konzistence

Sedimentace

Flotace

pH

Acidita

Amoniak

Pocet
nalevniki

Celkové
TMK

Kys. octova

Kys.

propionova

Kys. maselna

Kys. mlééna

Jednoducha
bachorova
indigesce

hnédozelena

méng
aromaticky

Vodnata

Zrychlena

6,8-7,2

Akutni
acidoza

mlééné
Seda

kysely

vazka
vodnata

rychla,

pak bez

sedimen
tu

38-45

0

A

T

Chronicka
acidoza

Sedozelena

kysely

Vodnata

Zrychlena

slaba nebo

50-6,0

0-150

Norma

olivové
zelena

typicky

aromaticky

slabé
viskozni

3-11 min.

do 10 min.
po odbéru

6,2-6,8

10 - 25 titr.
jedn.

5-10
mmol/Il
200 — 400
tisic/ml
80 - 120
mmol/I
55-65
mol. %
15-25
mol. %
Do
10-15
mol. %

0,0-3,0

Alkaléza

hnédozelena

amoniakalni

variabilni

zpomalena

variabilni

7,2-8,0

50 -150

stopy

Hniloba
hnédozelena
az ¢erna
hnilobny

kasovité
zpéneéna

bez
sedimentace

7,5-8,5

stopy
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Tab 5: Pi‘ehled hodnot chemickych parametri bachorové tekutiny u velkych zvirat

Parametr Jednotky SKOT OVCE KOZA

6,2-7,0

pH 6,2-6,8 6,3-71
NH; mmol/l  58-178 4,0-180 25-19,0
Nalevnici tis/I 200-410 200-650 200 -800
Kyselina mlé¢éna mmol/l  0,00-3,30 0,00-1,00 0,02-1,00
TMK mmol/I 80— 120 80— 130 80 — 140
Kyselina octova % 55-75 60— 75 55-75

Kyselina propionova % 15-25 15-25 15-28

Kyselina maselna % 10-17 9-18 7-16
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5 Biochemické vySetieni

Vzorky uréené k biochemickému vySetieni se vysetfuji od individualniho pacienta nebo

Z hromadnych odbért, které vytvaii obraz zdravotniho stavu stada. NejcastéjSimi typy vzorkt
v ramci biochemického vysetieni jsou plna krev, krevni plazma nebo sérum a mo¢. Stanoveni
danych parametrt ve vySetiovanych vzorcich se provadi v ramci v§eobecného a
ptedoperacniho vysetfeni, dale z diivodu riznych ptiznakl, mezi které patii nechutenstvi,
zvraceni, prijjem, slabost, poruchy riistu a vyvoje, ulehnuti a jiné. U skotu je vySetfeni velmi

Casto provadéno pfii poruchdch energetického a dusikového metabolismu.

Vybér parametrli pro biochemické vysetieni se provadi na zdkladé anamnézy, klinického
vySetfeni a dalSich projevll poruch zdravi jednotlivych zvifat a celého stada. Parametry lze
obecné rozdelit na substraty, metabolity, enzymy, makroprvky, mikroprvky, hormony a

vitaminy.

V ramci biochemického vysetieni jsou u skotu provadény metabolické profilové testy. DéEli se
na preventivni metabolické testy (pouzivané pti kontrole vyZivy) a diagnostické metabolické
testy (pouzivané pti vyskytu poruch produkce, reprodukce nebo zdravotnich poruch - tedy
nejcastéji pii poklesu uzitkovosti, pii zménach ve slozeni mléka, zhorSeni reprodukénich

funkcei ve stadé a v neposledni fad¢ také pii zvySeném vyskytu zdravotnich poruch).
5.1 Preanalyticka faze

Stanoveni vétsiny biochemickych parametrii Ize provadét ze séra i plazmy. Mezi vyjimky
patii parametry jako albumin, nenasycené mastné kyseliny (NEMK) a hormony (T3, T,
kortizol), které 1ze stanovit pouze ze séra. Koncentrace glukozy se pfednostné stanovuje

z plazmy z divodu probihajici glykolyzy pti delsim srazeni krve, ktera vede k vyraznému
snizeni jeji koncentrace. Stanoveni aktivity enzymu superoxid dismutazy (SOD) a glutation

peroxidazy (GPX) se provadi z plné krve.

5.1.1 Odbér vzorku
Krev se na biochemické vySetieni odebira za pouZiti odbérky Hemos nebo specialnich

zkumavek (Obr 59, Obr 60). Mista odbéru u jednotlivych druhi zvifat jsou uvedena v Tab 1.
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Obr 58: Odbér krve u berana (vlevo)
a kravy (vpravo)

51.1.1 Sérum
Krev se odebira do hemosek bez
antikoagula¢niho ¢inidla

(Obr 58) nebo do zkumavek

s urychlovacem srazeni.
Po odbéru dochézi k pozvolnému

srazeni krve, které probiha

vV rozmezi 12 - 24 hod. Tento proces lze urychlit zvySenim teploty — sraZzeni krve v termostatu
pii 37 °C.

Pti odbéru musi byt dodrzeny tyto zasady:

e zabranéni mechanickych vlivii zplisobujici hemolyzu (stlaeni odbérového materidlu
V mist¢€ s jiz odebranou krvi kviili nizkému podtlaku v hemosce, prudké tfepani
vzorku) — hemolyticky vzorek — vysledky ovlivnény

e uchovani vzorku pfi pokojové teploté (18 - 25 °C)

o nedodrzeni teploty — Spatné srazeni vzorku/hemolyticky vzorek — vysledky

ovlivnény

Po srazeni vzorku se sérum ziska naslednou
centrifugaci po dobu 10 min pfi zrychleni

3000 ot/min. Sérum lze pouzit piimo ke

stanoveni, ptipadné uchovat v lednici nebo pro

pozd¢jsi uziti 1ze zamrazit. Obr 59: Riizné typy odbérky Hemos

1 o R
316706 2015-10
GRA-ACT. 10MC

a———

Wk | ? )
Do A g% 4
T b

h Obr 60: Zkumky s urychlova¢em srazeni

|
|

5.1.1.2 Pind krev a plazma

Pii vySetfeni parametrti z plné krve a plazmy je nutno k odebranému vzorku ptidat

~roor

protisrazlivé ¢inidlo. Jako antikoagulant se nejcastéji pouziva heparin. K odbéru slouzi
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komercné vyrobené zkumavky jiz s heparinem nebo ¢isté hemosky ¢i zkumavky s ptidanymi
2 - 3 kapkami heparinu. Pro stanoveni koncentrace glukdzy se krev odebira do zkumavky

s fluoridem sodnym, ktery zabranuje srazeni krve i glykolyze. Krev na vysetieni ABR se musi
odebirat anaerobn¢ do injekcni stiikacky s ptidavkem heparinu. Pii odbéru musi byt dodrzeny

tyto zésady:

e zabranéni mechanickych vlivli zptisobujici hemolyzu (stlaceni odbérového materialu
V mist€ s jiz odebranou krvi kvili nizkému podtlaku v hemosce, prudké tiepani
vzorku) — hemolyticky vzorek — vysledky ovlivnény

e promichani krve ihned po odbéru

o pokud nedojde k promichani antikoagulantu s krvi, vzorek se srazi — vzorek
nelze pouzit

e uchovani vzorku v chladu - lednice (4 °C)

Plnou krev Ize pouzit ptimo ke stanoveni danych parametri. Plazma se ziska centrifugaci
vzorku (10 min, 3000 ot/min). Vzorky se uchovavaji v lednici nebo pro pozdé&jsi uziti je lIze

zamrazit.
5.2 Analyticka faze

5.2.1 Fotometricka stanoveni biochemickych parametri
Stanoveni vétSiny biochemickych parametra se provadi na automatickém biochemickém
analyzatoru Lyasis (AMS - Analyzer Medical System). Ptehled stanovovanych parametrt a

jejich referenénich hodnot je uveden v Tab 9. Analytickd méfeni v analyzatoru probihaji na

principu fotometrie. Fotometricka stanoveni se
fadi mezi optické spektralni absorpéni metody,
které sleduji absorpci zafeni vzorkem. Je pfi nich
vyuzivéano vlnovych délek z riznych oblasti
spektra elektromagnetického zareni. Tak jako

jednoduché spektrometry obsahuje 1 analyzator

Mk ’M tyto zakladni ¢asti:
Obr 61: Obsluha biochemického analyzatoru Lyasis

e zdroj zafeni - halogenova Zarovka
e monochromator - 8 interferen¢nich filtra (340, 380, 405, 492, 510, 546, 578, 620 nm)

e zafizeni pro vzorek - 60 plastikovych kyvet
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e detektor elektromagnetického zareni
e vystupni zafizeni - samostatny PC s piehlednym uzivatelskym softwarem pro ovladani

a komunikaci s analyzatorem a kontrolu grafickych a statistickych vystupi.

** zdroj zafeni — monochromator — kyveta se vzorkem — detektor — zpracovani a

zobrazeni signalu **

Reagencie pro stanoveni jednotlivych parametrii i vzorky séra ve zkumavkach eppendorf jsou
v tzv. racku (stojanu) vkladany do pfistroje (Obr 61). Pro reagencie i vzorky je vy¢lenén dany
prostor a specialni stojany pro jejich vlozeni do pfistroje (Obr 62). Pii méfeni jsou vzorky i

reagencie pipetovany do reakénich kyvet, kde dochézi k reakei, inkubaci i1 detekci zateni pii

dané vinové délce. Jehla na davkovacim
rameni obsahuje ¢idlo ve funkci hladinového
AAARAAAL S L senzoru - minimalni reakéni objem vzorku je

300 pl.

Obr 62: Racky s reagenciemi a vzorky séra

Kyvety jsou temperovany na teplotu 37 °C a promyvany v myci lince kyvet. Stanoveni
daného biochemického parametru je charakterizovano typem reakce (Kinetika/end-point),
objemem vzorku a reagencie, mnozstvim reagencii (jedno-reagenéni/dvou-reagen¢ni), dobou

inkubace a vinovou délkou, pii které dochazi k méfeni absorbovaného zafeni.

** yzorek + reagencie — reakce + inkubace v reakéni kyveté — detekce absorbovaného

zafeni **

Analyticky modul je ¢lenén na jednotlivé prostory (Obr 63).
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Obr 63: Automaticky biochemicky analyzator Lyasis, AMS - Analyzer Medical System: (1) prostor pro
reagencie, kalibratory a kontroly; (2) prostor pro vzorky; (3) kruhovy prostor pro reakéni kyvety
doplnény vlastni fotometrickou jednotkou a myci linkou kyvet; (4) davkovaci rameno s jehlou; (5) prostor
pro nadoby s mycimi roztoky a destilovanou vodou - promyvaci roztoky: Rinse Solution (AMS) a

Cleaning Solution (AMS)

Kalibrace pfistroje se provadi soucasné pro jednotlivé zavedené metody pomoci kalibratoru -
standardu (Diacal Auto - Dialab) a kontroly (Diacon N - Dialab). Mezi vyjimky, které se
kalibruji za pouziti specialniho standardu a kontroly, patii BHB - B-hydroxybutyrat (Ranbut
standard - RANDOX; Assayed Human Multi Sera - RANDOX ) a GPX - glutation peroxidaza
(Ransel Standard - RANDOX; Ransel Control — RANDOX). Biochemické parametry se

stanovuji za pouziti komerénich kit od firem Erba Lachema, BioVendor, Dialab a Randox.

Stanoveni koncentrace neesterifikované mastnych kyselin (NEMK), celkové antioxidacni
kapacity (TAS) a aktivity superoxid dismutazy (SOD) se provadi na biochemickém
analyzatoru Cobas Mira Plus. Pfistroj funguje na stejném principu jako analyzator Lyasis -

fotometrie, kde:

e zdroj zéafeni - xenonova vybojka
e vybér vinové délky - 5 interferencnich filtri (340, 405, 500, 550, 600 nm)
e zafizeni pro vzorek - 6 jednorazovych plastikovych segmenti po 12-ti kyvetach

e detektor elektromagnetického zateni
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e vystupni zafizeni - centralni kontrolni panel pro ovladani a komunikaci s analyzatorem

a kontrolu ziskanych vysledkd.

Analyticky modul je ¢lenén na jednotlivé prostory (viz Obr 64).

Obr 64: Biochemicky analyzator Cobas Mira Plus, Roche: (1) prostor pro reagencie, vzorky, kalibratory,
kontroly a myci roztok - promyvaci roztok: Mucasol (Merz); (2) kruhovy prostor pro reakéni kyvety
doplInény vlastni fotometrickou jednotkou (teplota v kyvetach je udrZovana na 37 °C); (3) davkovaci

rameno s jehlou - jehla obsahuje ¢idlo ve funkci hladinového senzoru (minimalni reakéni objem 100 pl);

(4) nadoba s destilovanou vodou a odpad

Pfistroj je kalibrovan za pouziti danych standardi a kontrol od Firmy Randox (NEMK -
NEFA Standard, Assayed Human Multi Sera; TAS - TAS Standard, TAS Control; SOD -
Ransod Standard. Stanoveni danych parametrd (NEMK, TAS, SOD) je provadéno za pouziti

komer¢nich kith také od firmy Randox.

5.2.2 Chemiluminiscen¢ni imunometricka analyza hormoni

IMMULTE - IMMUNOASSAY ANALYZER je analyzator pro automatizovanou
imunoanalyzu uréeny k provadéni chemiluminiscen¢nich imunometrickych analyz. Stanoveni
je zalozeno na rovnovazné kompetitivni reakci nasledované chemiluminiscen¢ni detekci.
Principem kompetitivni imunoreakce je soutéZeni o vazebna mista protilatek mezi
neznac¢enym analytem v testovaném vzorku a pfidanym znac¢enym analytem (Obr 65).

Neznaceny antigen (Ag) blokuje vazbu znaceného antigenu (Ag*). Naméteny signal je tedy
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Ab-Ag Ab-Ag* nepiimo umérny koncentraci

Ab Ag Ag*
% + (:D + *GD - GD' + *GD analytu (¢im mensi signal, tim

vyssi koncentrace).

Obr 65: Princip kompetitivni imunoreakce
(zdroj: http://imunologie.lf2.cuni.cz/soubory_vyuka/imunoreakce.pdf)

Chemiluminiscencni spektrometrie se fadi do okruhu luminiscenéni spektrometrie.
Chemiluminiscence nastava, produkuje-li chemicka reakce elektronové excitované latky,
které emituji fotony, aby dosahly zakladniho stavu.

Analyticky modul je ¢lenén na jednotlivé prostory (viz Obr 66).
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Obr 66: IMMULITE — IMMUNOASSAY ANALYZER, Siemens: (1) prostor pro reakéni kyvety, vzorky a
kalibratory - davkovaci plosina; (2) pipetor ; (3) myci stanice davkovaci sondy; (4) karusel se zna¢enymi
¢inidly; (5) prostor pro myci roztok a destilovanou vodu - promyvaci roztok: Probe Wash module

(Siemens)

Systém IMMULITE pouziva jako pevnou fazi plastikovou kuli¢ku potazenou specifickou

protilatkou pro dany analyt ve specialné tvarované reakéni kyveté (Obr 67).

Reakéni kyveta slouzi jako reakéni nddobka pro imunoreakci, inkubaci, promyvani a vyvin
signalu. Chemiluminiscen¢ni substrat reaguje

s enzymovym konjugatem vazanym na kulicce.

Obr 67: Reakéni kyvety a vzorky
pro stanoveni TT3 a TT4
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Vznikajici emitované svétlo je detekovano fotonasobicem (Obr 68). Impulzy za sekundu jsou

prevedeny na koncentrace s vyuzitim kalibracni kiivky, stanovené vyrobcem. Ktivka je

o2 pravidelné adjustovana dvéma
o @ 1y v 7 v s
®\,.- - o2& kalibratory (soucast komeréniho
J [‘ inkubace M Y
N ti . [ y
L —> i e kitu), které jsou vlozeny a
y Vv V
i substrat , ., .
detekce ; zpracovany stejnym zpisobem
SV
@ vzorek TT3/TT4 e \/ .- .. } g svétlo Jako D1010g1CKe VZOrkKy.
protilatka proti TT3/TT4 28 -’LV\J\
@" ALP znateny TT3/TT4

Obr 68: Schéma imonochemického stanoveni koncentrace TT3 a TT4

Této metody se vyuZziva ke stanoveni koncentrace celkového trijodtyronin (TT3) a
celkového tyroxinu (TT4) v séru. K jednomu stanoveni je tieba 25 pl (TT3)/15 ul (TT4)
vzorku a dal$ich 100 pl jako mrtvy objem mikrozkumavky. K méteni je vyuzivano

komerénich kitd TT3 a TT4 od firmy Siemens.

kuli¢ka potazena mysi monoklonalni protilatkou proti TT3/TT4

+ vzorek + alkalickou fosfatazou znaceny TT3/TT4

!

inkubace; 30 min — kompetitivni reakce

!

odstranéni nenavazané¢ho materidlu odstfedivym promyvanim

!

+ chemiluminiscenc¢ni substrat (fosfore¢ny ester adamantyl dioxetanu)

!
hydrolyza stykem s ALP — nestabilni meziprodukt

!

rozpad za produkce zafeni — detekce luminometrem

5.2.3 VySetieni acidobazické rovnovahy

Zjisténi acidobazického stavu krve je dilezitym ukazatelem funkéniho stavu organismu, a
proto je povazovano za vyznamnou diagnostickou metodu. Vysetieni acidobazické rovnovahy
(ABR) je urceno pomérem kyselin a bazi v krvi resp. organismu. Rovnovaha mezi kyselymi a
zasaditymi latkami v organismu je udrzovana pomoci pufrl - naraznikl a regulace respirace a

metabolickych pochodli. Mezi métené parametry slouzici ke stanoveni ABR patii pH krve,
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parcialni tlak CO; (pCO,), parcialni tlak O, (pOy),
koncentrace HCO3 a piebytek bazi (base excess - BE).
Vysetieni ABR se provadi pomoci pfistroje epoc
Blood Analysis System. Analyzator je zaloZen na
principu elektronickych karet — epoc BGEM Test Card
(Obr 69), které umoznuji stanoveni danych parametra
Z arterialni, venozni ¢i kapilarni plné krve pacienta do
30 sekund od aplikace vzorku (Obr 70). Pozadované

mnozstvi vzorku krve pro méfeni je cca 92 pl.

Obr 69: Epoc Blood Analysis System
Vyhodou analyzétoru je jeho pouziti v terénu, coz

eliminuje problémy s ¢asnym stanovenim ABR

po odbéru vzorku krve. Kromé parametrti
dalezitych pro zjisténi acidobazického stavu Ize

v daném vzorku krve souc¢asné stanovit

koncentraci sodiku, drasliku, chloridd,

ionizovaného vapniku (Ca2+), glukézy, Obr 70: Aplikace vzorku p¥i stanoveni ABR

laktatu, kreatininu, hemoglobinu a procentualni zastoupeni hematokritu.
5.3 Postanalyticka faze

Pti feSeni zdravotni problematiky v chovech skotu ma laboratorni diagnostika velky vyznam.
Je vSak vySetfenim dopliujicim. Zakladem diagnostiky je anamnéza, kterd zahrnuje 1
produkéni a zdravotni analyzu, skupinové klinické vySetieni, individudlni klinické vySetieni a
vybér zvitat reprezentantii stada pro odbér biologického materidlu (krev, moc, bachorova
tekutina, mlezivo, mléko, vykaly, tkan¢). Na zaklad¢ zjisténych informaci Ize rozhodnout o
rozsahu klinicko-biologického vySetieni, ve kterém nesmi byt opomenut zadny dualezity
parametr vySetfeni, ktery by mohl objasnit problémy v chovu. Pro n€kterd onemocnéni jsou
znamy patognomické analyty pomdhajici s diagnostikou. Patognomické analyty pro
lipomobilizaci jsou koncentrace NEMK, BHB a aktivita AST. Pro ketozu je to koncentrace
BHB v krvi a mléku, dale ptitomnost ketolatek v moci, aktivita AST a koncentrace bilirubinu
Vv krevnim seru. Pro porodni parézu je patognomickym analytem koncentrace celkového a

ionizovaného vapniku, pro hypofosforemické ulehnuti koncentrace fosforu a pro
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hypomagnezemické tetanie pak koncentrace Mg v krevnim séru. Pro diagnostiku karenci
stopovych prvki a vitamind je patognomické snizeni koncentrace téchto analytti v krevnim
séru nebo krvi a v jaterni tkani, dale pak aktivita nékterych enzymii- napt. GPX pfi karenci
selenu. Pii nefritidach se stanovuje koncentrace mocoviny a kreatininu v krevnim séru. U telat
ve véku dvou az sedmi dnt je dulezité posoudit stav kolostralni imunity a riizné karen¢ni
stavy. Stanovuje se CB, 1gG, GMT, vitamin E (GPX, Cu, Zn a Fe). VySetieni u jalovic se
nejéastéji provadi ve véku Sesti az 0Smi mésict a poté ve véku dvanacti aZ patnacti mésict a
to za ucelem posouzeni vyvoje jalovic a pti diagnostice pficin infertility. Mezi stanovované
parametry patii CB, albumin, moc¢ovina, glukoza, AST, CK, GPX, Ca, P, Mg, Cu a Mn. Mezi
nejcastejs$i biochemické parametry stanovované v krvi dojnic patii CB, albumin, moc¢ovina,

kreatinin, bilirubin, AST, GMT, Ca, P, Se, Mn, NEMK, BHB, vitaminy A a E a -karoten.

Pti vyhodnocovani vysledki laboratorniho vysetfeni se stanovuje nejen diagnéza u jednotlive
vybranych zvifat, ale také se hodnoti vysledky jednotlivych skupin a celého chovu. Vlastni
vyhodnoceni vysledkll vySetfeni metabolismu vyzaduje znalost referen¢nich hodnot a

spravnou interpretaci vysledkt analyz.

5.3.1 Energeticky profil

Zakladem energetického metabolismu skotu je metabolismus sacharidu a lipidi. Hlavnim
energetickym zdrojem u piezvykavct jsou t€ékavé mastné kyseliny tvofici se mikrobidlni
sacharidového metabolismu u skotu jsou koncentrace glukozy a ketolatek v krvi, pfip.
koncentrace ketolatek v moci a mléce, v ramci lipidového metabolismu se analyzuje

koncentrace NEMK, triacylglycerolti a cholesterolu.

Glukoza se tvoti v jatrech z kyseliny propionové a dale z kyseliny mlé¢né, glykogenu,
glycerolu a glukoplastickych aminokyselin. Koncentrace gluko6zy klesa pii nedostatku
pohotové energie v KD, pii nedostatku energie vzhledem k dusikatym latkdm KD, pfi nizké
tvorbé kyseliny propionové v bachoru, pii ketdzach a pii tézkém naruSeni funkce jater. Narist
koncentrace glukézy 1ze pozorovat v ojediné€lych piipadech a to pfi stresu zvifat nebo

v souvislosti s aplikaci nékterych 1éku.

Ketolatky vznikaji pti mobilizaci NEMK v jatrech nebo tvorbou z kyseliny maselné a

kyseliny octové ve sténé predzaludku. Zvysend koncentrace ketolatek ma diagnosticky

vyznam pii primarni i sekundarni ketoze, které vznikaji pii energetickém deficitu organismu,

pfi katabolickych procesech v organismu, riznych typech hepatopatii, zkrmovani silazi se
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zvySenym obsahem kyseliny maselné nebo krmnych davek s vysokym obsahem tuku. Naopak
sniZzend koncentrace ketolatek v krvi nema diagnosticky vyznam. Koncentrace ketolatek je
vyznamnéjSim a citlivéjSim indikatorem energetické bilance nez koncentrace glukozy.
Koncentrace ketolatek nebyva zvysena pouze v krvi, ale rovnéz je vyssi mnozstvi ketolatek

vylu¢ovano moci (ketonurie) a mlékem (ketolakcie).

Neesterifikované mastné kyseliny (NEMK) jsou povazovany za vyznamny indikator
lipomobilizace u vysokoproduk¢nich krav, kterd nastdva v obdobi negativni energetické
bilance kvtli nedostatku energie. Koncentrace NEMK se v tomto obdobi zvysuje, coz znaci
lipolyzu a hubnuti krav. Dal§im divodem zvysené koncentrace NEMK je naruSeni jejich

utilizace, naopak snizeni jejich koncentrace neni diagnosticky vyznamné.

Koncentrace triacylglycerolii vV krevnim séru je velmi variabilni a je ovlivnéna obsahem tukt
v krmné dévce a funkénim stavem jater. Snizené hodnoty triacylglyceroll se vyskytuji pii
naru$ené funkci jater, pfredevsim v prib¢hu jaterni steatézy a u zvirat se Spatnym vyzivnym
stavem. ZvysSena koncentrace triacylglycerolil je patognomickym ukazatelem

lipomobiliza¢niho syndromu krav nebo zvyseného ptijmu energie, zejména tuk.

Cholesterol se v jatrech krav syntetizuje z acetatu a slouzi jako substrat pro tvorbu
steroidnich hormonti, vitaminu D a Zlu¢ovych kyselin. Jeho koncentrace v krvi se zvysuje pfti
zvyseni nabidky acetatu jako zakladniho substratu pro jeho tvorbu nebo pii vyS$Sim piijmu
tukd v Krmivu. Snizeni koncentrace cholesterolu v krvi nastava pfi jaterni insuficienci a

lipomobiliza¢nim syndromu krav.

5.3.2 Dusikovy a bilkovinny profil

Studium dusikatého metabolismu se zamétuje pfedevsim na metabolismus aminokyselin,
detoxikaci amoniaku spojenou s tvorbou mocoviny (ureosyntézou) a proteosyntézu.
Metabolismus dusikatych latek tizce souvisi s metabolismem energetickym, acidobazickym,

jaternim a bachorovym.

Koncentrace celkové bilkoviny (CB) stoupa u starSich zvitat, pii dehydrataci organismu a pfi
chronickych zanétlivych procesech, kdy se zvysuje tvorba globulinové frakce a posunuje se
albumino-globulinovy kvocient. Pokles koncentrace CB v krvi nastava pti dlouhodobém
hladovéni zvifat, z divodu nedostatku energie i dusiku vyuzitelného pro proteosyntézu, pii
nedostatecné syntéze mikrobialniho proteinu v bachoru, déletrvajicich bachorovych

dysfunkcich, t¢Zkém naruseni funkce jater (snizeni syntézy albumintl), degenerativnich a
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zanétlivych zménach ledvin (ztrata albuminu moci), endoparazitézach a enteritidach.
Koncentrace celkové bilkoviny je vyssi v krevni plazmé nez v séru (Cast je zachycena

Vv koagulu), coz nesmi byt opomijeno pii interpretaci vysledkd.

Mocovina (urea) je kone¢ny produkt degradace bilkovin. Je Syntetizovana v jatrech a
vylu¢ovana ledvinami a mlékem. Obsah mocoviny v krevni plazmé informuje o pfijmu a
metabolismu dusiku, déle o exkrecni schopnosti ledvin a syntetické schopnosti jater.

K nartstu jeji koncentrace v krvi dochazi pti dysbalanci ve sloZzeni KD (nedostatek energie a
lehce stravitelnych sacharid, prebytek dusikatych latek, otrava moc¢ovinou) nebo pii naruseni
zdravotniho stavu (poruchy exkre¢ni funkce ledvin, ruptura nebo ucpani mocovych cest,
dehydratace organismu, katabolismus svalové tkan¢, ketozy). Pokles jeji koncentrace nastava
pii dysbalanci ve slozeni krmné davky (nedostatek dusikatych latek v KD) nebo pii zhorSeni

zdravotniho stavu (zavazné naruSeni funkce jater).

5.3.3 Enzymovy a hepatailni profil

Sérové enzymy se vyuZzivaji zejména v diagnostice hepatopatii, myopatii a osteopatii.

V krevni plazmé, krevnim séru nebo tkanich se stanovuje aktivita t€chto enzymd, kterd je
fyziologicky nizka a zvySuje se azZ zménou permeability bunéénych membran pii naruseni
organll nebo po rozpadu bunék postizené¢ho organu, kdy dochazi k vyplaveni intracelularnich

enzymu do krve.

Aspartataminotransferaza (AST) je intracelularni enzym lokalizovany v cytoplazmé i
vV mitochondriich v jatrech, srdci, kosternich svalech a ve sliznici stfeva. Jeho aktivita stoupa

pii akutnich poruchéch jater, srdce a kosternich svala.

Alaninaminotransferaza (ALT) je intracelularni enzym lokalizovany v cytoplazmé 1
Vv mitochondriich jater, ledvin, srdce a kosterniho svalstva. U skotu ALT neni vyznamnym

parametrem pii diagnostice hepatopatii.

Gamaglutamyltransferaza (GMT) je enzym vazany na membrané s vysokou aktivitou
V jatrech, pankreatu, ledvinach a tenkém stfevé. Pii cholestaze je aktivita GMT v krvi vyrazné

zvySend. Déle byva zvySena pii chronickych hepatopatiich rizné etiologie.

Kreatinkinaza (CK) je enzym pfitomny ve velkém mnozstvi v kosterni svaloviné. Pti
poskozeni svalti dochazi k jeho zvySeni. Vysoké koncentrace tohoto enzymu v krevnim séru
je pii myodystrofiich v disledku karence selenu a u ulehlych zvitat v diisledku hypoxie svalt.

Ke zvyseni koncentrace CK dochazi i pfi svalové namaze.
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Laktatdehydrogenaza (LD) je intracelularni enzym lokalizovany v cytoplazmé bunék
ruznych tkéni, a proto neni orgadnové specificky. U skotu k jeho zvyseni dochazi predev§im

pti dystrofii jater.

Alkalicka fosfataza (ALP) se vyskytuje ve form¢ izoenzymt - kostni, jaterni a stievni. Vyssi
aktivita ALP je fyziologicka u mladych zvitat a patologicka pfi osteopatiich, pii nekrozach

hepatocyti a zdnétech zlu¢ovodu.

Hodnota celkového bilirubinu (TBIL) vypovida o jaternim metabolismu. Mirny vzestup
koncentrace bilirubinu nastava pti dystrofiich jater, vyrazngjsi zvySeni je analyzovano pii
jaternim selhani a nékolikandsobné vyrazné zvyseni je charakteristické pii hemolytickém

ikteru.

5.3.4 Vitaminovy profil

Vitaminy jsou biologicky aktivni latky vyznamné ovliviiujici intermedidrni metabolismus,
jejichz koncentrace stanovujeme v krevni plazmé, krevnim séru ¢i jaterni tkani. U skotu je
nezbytné vSechny vitaminy S vyjimkou vitamint skupiny B a vitaminu C dodédvat v krmné
davce. Hypovitamin6zy probihaji vétSinou subklinicky s nespecifickymi ptiznaky, jako jsou
sniZena uzitkovost nebo poruchy reprodukce. Hypovitamin6zy projevujici se typickymi
klinickymi ptiznaky jsou u dospélého skotu pomérné vzacné. Relativné €asté jsou u telat a

kuazlat.

vvvvvv

vylucovan prostrednictvim kolostra, mléka, vykalti a mo¢i.

Nedostatek vitaminu A mize vyvolat poruchy vidéni (Seroslepost), defektni rust kosti,
poruchy reprodukce, keratinizaci epitelt s poruchou jejich funkci a zvySenou nachylnost
k patogenim. V piipadé subklinické formy je vhodné stanoveni vitaminu A a 3-karotenu

Vv krevni plazmé (séru).

Vitamin E (tokoferol) se sklada z celé fady slozek, ze kterych je nejvyznamnéjsi a-tokoferol
zajiStujici az 95 % z celkové funkce vitaminu E. Tokoferoly jsou syntetizovany pouze

Vv zelenych rostlinach a jejich piijem do organismu je vazan na vstiebavani tukii. Novorozena
telata jsou z vétsi ¢asti zavisla na ptijmu vitaminu E kolostrem a mlékem, jelikoz vitaminy
rozpustné v tucich ptes placentu skotu téméf nepiestupuji. Vitamin E je dulezitym ucastnikem

oxidoredukénich procesii, ma vyznamny antioxidacni ti¢inek.
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Nedostatek vitaminu E vyvolava poruchy imunitniho systému a spolu s karenci selenu je
spojovan s celou fadou klinickych poruch zdravotniho stavu, jako jsou nutricni myopatie
(ptedevsim nutricni svalova dystrofie), poruchy imunitnich funkci, mastitidy, poruchy
reprodukce (u samic pfedevsim zadrzeni luzka, zatimco u samcti hlavné degenerativni zmény
spermatogonii, snizena koncentrace spermii, snizena motilita spermii a zvySeny vyskyt jejich
strukturalnich abnormalit) a kardiovaskularni onemocnéni. Klinické ptiznaky typické pro
deficit vitaminu E jsou nahlé thyny zvifat po zatézi, celkova slabost, pohybové potize,
poruchy srdec¢ni ¢innosti, poruchy dychani, tfes, poruchy sani telat (a dalsi ptiznaky
doprovazejici svalovou dystrofii), zvySena nemocnost a uhyny telat, zaostavani zvirat, snizena

uzitkovost, zhorSovani kvality mléka, vyskyt mastitid a poruchy reprodukce.

B-karoten neboli provitamin A je prekurzorem vitaminu A. Tento karotenoid je nezbytnou
soucasti dietni vyzivy skotu z divodu zajisténi optimalni plodnosti. Nedostatek B-karotenu se
projevuje oslabenou nebo tichou tiji, zpozdénou ovulaci ¢i zadrzenim plodového ltizka. Nizka
koncentrace B-karotenu v krvi je ¢asto moznym duvodem snizeného saméiho libida. p-karoten
spolu s vitaminem A jsou jednim z faktort, které ovliviiuji vyvoj telete jiz v t€le matky. Jejich
nedostate¢na koncentrace v krvi matky mtze byt pti¢inou vaznych defektd plodu a

Vv nejhors$im piipadé€ az thynu.

5.3.5 Acidobazicka rovnovaha
Dle hodnot parametr pH, pCO,, pO,, cHCOj3™ (SB - standardni bikarbonat) a BE lze posoudit
acidobazickou rovnovahu nebo diagnostikovat konkrétni acidobazickou poruchu a stupen jeji

kompenzace. Referen¢éni hodnoty parametri ABR u dojnic jsou uvedeny v Tab 6.

Tab 6: Referen¢ni hodnoty parametri ABR u skotu

Parametr Fyziologicka

hodnota

pH 7,38 -7,44
5,2 -6,4 kPa
23,5-27,0 mmol/l
-0,5 - 4,5 mmol/l

Stanoveni pH je dilezité pro zékladni rozliSeni acidobazickych poruch a pro posuzovani

stavu kompenzace. Pii vzestupu koncentrace vodikovych iontl a acidemii se hodnota pH krve
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snizuje a pii poklesu koncentrace vodikovych iontl, alkalemii hodnota pH krve stoupa nad

7,44,

Hodnota parcidlniho tlaku CO; vyjadiuje vztah mezi produkci CO; ve tkanich a CO,
vydechovanym plicemi. Vzacna respira¢ni alkaloza vznikajici v disledku zvySené vymény
plynu v plicich po piimém drazdéni dychacich center pii infek¢nich onemocnéni, intoxikaci
NH3 a po drazdéni respiracnich receptort pii hypoxii je charakterizovana priméarné snizenou
hodnotou pCO,. Pti poruchach ventilace plic nebo depresi respiracnich center vznika
respiracni acidoza charakterizovana naopak primarnim zvySenim hodnoty pCO..

K sekundarnimu zvyseni pCO, miiZe dojit pti odbéru vzorki pfi piilisSné komprimaci vény.
Primarni metabolicka alkaléza a acid6za mohou byt kompenzovany, coz sekundarné méni
hodnotu pCO,. Stupen kompenzace hodnotime dle pH krve.

Z divodu nedostatkil ve vyzive (acidoza bachorového obsahu, vysoky pfijem acidogenné
pusobicich krmiv, nedostatek strukturalni vlakniny, nerovnovaha v piijmu mineralnich Zivin
nebo vysoky piijem chloridi), katabolickych procest v organismu, prijmu, poruch funkce
organt podilejicich se na regulaci acidobazického stavu (jater, ledvin) vznika metabolicka
aciddza charakteristicka snizenou hodnotou vSech nebo pouze nékterych z vyse uvedenych
ukazateld. V disledku nedostatkli ve vyzivé (nadbytek bilkovin, vysoké davky mocoviny,
nadbytek NaHCO3, MgO, CaCOj3 v krmné davce, alkaldza bachorového obsahu), poruch
funkce nékterych organt - slezu (dislokace) nebo ledvin vznika metabolicka alkaldza

charakteristickd zvySenou hodnotou vSech nebo pouze nékterych z vyse uvedenych ukazatell

Tab 7: Patognomické analyty ABR

pH pCO; BE cHCOg

Fyziologicka hodnota 736—-744 52-64 -05-45 235-27,0
Metabolicka acidoza l -
Metabolick4 acid6za kompenzovana = !

Metabolicka alkaloza 1 -

— = —
— 5 —

Metabolick4 alkal6za kompenzovana = T
Respiraéni acidoza ! 0 - -

Respiraéni alkaloza ) ! - -

74



5.3.6 Mocovy profil

V ramci vySetfeni metabolismu dojnic se vyuziva i vySetfeni moci, které poskytuje fadu
informaci pro zpiesnéni zaveérl vysetieni krve a bachorové tekutiny. Pro zpfesnéni vySetieni
acidobazické rovnovahy se vyuziva stanoveni pH moci. Pro hodnoceni energetického
metabolismu se stanovuji ketolatky a mocovina. Dalsi parametry sledované v moci informuji
o dotaci mineralnich latek nebo o klinickych chorobach nékterych orgdnovych systémil,

zejména ledvin (Tab 8).

Tab 8: Referen¢ni hodnoty parametri stanovovanych v mo¢i u skotu
Parametr Fyziologicka hodnota
pH 78-84
Pomérna hustota 1,030 - 1,045
Ketolatky do 100 mg/I
Bilkoviny do 150 mg/I
Bilirubin do 1,75 umol/l
Urea 130 - 300 mmol/I
Na 20 - 80 mmol/I

K 140 - 320 mmol/I
Ca 0,12 - 1,50 mmol/Il
Mg 6,17 - 16,46 mmol/I
P 0,32 - 5,17 mmol/l
40 - 160 mmol/I
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Tab 9: Referen¢ni hodnoty biochemickych parametri u velkych zviiat

7

Parametr Jednotky SKOT OVCE KOZA PRASE KUN
Celkova
bilkovina (CB) g/l 65— 85 60 — 90 60 — 80 65-90 55-75
Albumin (ALB) g/l 30-40 25-30 27 -39 19-39 28 - 38
Urea mmol/I 3,5-6,0 30-72 30-72 3,6-8,0 3,6-6,0

Kreatinin

(CREAT) pumol/l 88 — 177 106 — 168 88 — 159 120-220 106 — 168

Celkovy
bilirubin (TBIL) pmol/l 0,2-5,0 1,7-5,0 0,1-2,0 0,1-20,0 7,0—-35,0
Alaninamino-
transferaza ukat/1 0,1-0,3 max. 0,4 max. 0,4 05-1,0
(ALT)

Amylaza (AMS) pkat/l 04-2,0

Aspartatamino-
transferaza pkat/l 0,7-14 0,6-1,5 0,6-1,8 05-15 3,7-6,0
(AST)

Alkalicka

fosfatiza (ALP) pkat/1 01-16 1,1-6,5 15-6,5 20-6,6 2,4-6,6

Gama-glutamyl-
transferaza pkat/1l 0,1-0,6 0,1-08 0,1-08 01-1,0 0,0-0,2
(GMT)

Kreatinkinaza

(CK) pkat/1 0,1-30 0,1-20 01-20 0,1-8,0 0,1-05

Laktat-
dehydrogenaza pkat/l 16,3-29,0 10,0-240 10,0-15,0
(LDH)

Glutation-
peroxidaza pkat/1 800 -1200 800-1200 700-1000 800-1300 400 - 800
(GPX)

Glukéza (GLU) mmol/| 3,0-5,0 28-44 28-4,2 4,7-8,3 42-6,4

Beta-
NGraaieiad mmoll  01-08 01-08 01-08
(BHB)

NEMK mmol/l  0,10-0,55 0,10-0,40 0,10-0,40

Cholesterol

(CHOL) mmol/l  20-32  13-20 21-34 10-14  19-39
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OVCE KOZA PRASE KON

Parametr Jednotky SKOT

Triacylglyceroly
(TAG)

mmol/l  0,10-0,50 0,15-0,50 0,25-0,80 0,10-0,50

Vitamin A pmol/l  1,10-2,00 0,75-1,60 0,75-1,60
Vitamin E pmol/l 6,0-120 50-100 50-100
B-karoten pumol/l 8-16

Trijodtyronin
(TT3)

nmol/I 15-2,0 15-20 15-20

Tyroxin (TT4) nmol/I 60— 80 60 — 80 60— 80
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6 VySetfeni mineralnich prvki

Vysetfeni mineralnich prvkl se provadi v ramci biochemického vySetteni, pii némz se
stanovuji makroprvky (Ca, P, Mg, Na, K) a mikroprvky (Se, Mn, Fe, Cu, Zn). Tohoto
vysetieni se hojn€ vyuziva pii hodnoceni vyskytu metabolickych poruch. Makroprvky jsou

Vv organismu zodpovédné za fadu funkei a jsou fizeny slozitymi regulacnimi mechanismy,
proto je ke spravnému urceni typu poruchy nutné sledovat nejenom koncentraci téchto prvki
Vv krevni plazmé (séru), ale i v moci. Naopak koncentrace mikroprvkii neboli stopovych prvki
se sleduje ptedevs§im z ditvodu diagnostiky jejich karence. Pro spravnou ¢innost organismu je
nezbytnd dynamicka rovnovaha vSech minerdlnich latek. Problémy jsou tedy zplisobovany
nedostate¢nym i nadmérnym piijmem jednotlivych mineralnich prvki. Koncentrace téchto
latek se stanovuje v krevnim séru nebo krevni plazmé. U nékterych prvki je mozné vyuzit ke

stanoveni 1 plnou krev, ve které¢ jsou o¢ekavany vyssi hodnoty koncentraci.

Vysledné hodnoty mohou poukazovat na ur¢itd onemocnéni. Piikladem je poporodni paréza
z ditvodu hypokalcémie, ulehnuti nebo onemocnéni koncetin zptisobené hypofostatémii,
pastevni tetanie z nedostatku hoi¢iku, nutri¢ni svalova dystrofie pti karenci selenu nebo
problémy se srsti pti nedostatku zinku nebo médi. Nelze stanovit diagnoézu na zakladé
jediného vysetfeni, proto jsou souhrnné posuzovana veskera vySetteni a celkovy zdravotni

stav zvirete.
6.1 Preanalyticka faze

Koncentrace mineralnich prvkli metodou atomové absorpcni spektrometrie (AAS) se
stanovuje v ruznych biologickych materialech, mezi které patii télni tekutiny (krev, moc),
tkdn¢€, mléko, srst, krmiva, kosti, vykaly. Stanoveni mineralnich prvki v krvi Ize provadét ze
séra i z plazmy. Mezi vyjimky se fadi stanoveni selenu a manganu, které se provadi z plné

krve.

6.1.1 Odbér vzorku
Krev se na vySetfeni mineralnich prvka odebira za pouziti odbérky Hemos-02 nebo

specidlnich zkumavek. Mista odbéru u jednotlivych druht zvifat jsou uvedena v Tab 1.
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6.1.1.1 Sérum

Krev se odebird do hemosek bez antikoagula¢niho ¢inidla
(Obr 71) nebo do zkumavek s urychlovac¢em srazeni. Po
odbéru dochazi k pozvolnému srazeni krve, které probiha
v rozmezi 12 - 24 hod. Tento proces lze urychlit zvysenim

teploty — srazeni krve v termostatu pii 37 °C.

Obr 71:
Obér krve u koné

Pfi odbéru musi byt dodrzeny tyto zasady:
e zabranéni mechanickych vlivl zplisobujici hemolyzu (stla€eni odbérového materidlu
V mist€ s jiz odebranou krvi kviili nizkému podtlaku v hemosce, prudké tfepani
vzorku) — hemolyticky vzorek — vysledky ovlivnény
e uchovani vzorku pfi pokojové teploté (18 - 25 °C)
o nedodrZeni teploty — Spatné sraZeni vzorku/hemolyticky vzorek — vysledky

ovlivnény

Po srazeni vzorku se sérum zisk4 naslednou centrifugaci po dobu 10 min pfi zrychleni
3000 ot/min. Sérum lze pouzit ptimo ke stanoveni, ptipadné uchovat v lednici nebo pro

pozd¢jsi uziti 1ze zamrazit.

6.1.1.2 PInd krev a plazma

Pti vySetteni parametrl z plné krve a plazmy je nutno k odebranému vzorku piidat

protisrazlivé ¢inidlo (Obr 72). Jako antikoagulant se
nejcastéji pouziva heparin. K odbéru slouzi

=5 komeré&né vyrobené zkumavky jiz s heparinem nebo
,- (4& ‘ ¢isté hemosky ¢i zkumavky s ptidanymi 2-3

F \‘ kapkami heparinu.

Obr 72: Vhodny odbérovy material pro odbér nesrazlivé
krve (plna krev, plazma)
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Pti odbéru musi byt dodrzeny tyto zasady:

e zabranéni mechanickych vlivli zptisobujici hemolyzu (stla¢eni odbérového materialu
V mist€ s jiz odebranou krvi kvili nizkému podtlaku v hemosce, prudké tiepani
vzorku) — hemolyticky vzorek — vysledky ovlivnény

e promichani krve ihned po odbéru

o pokud nedojde k promichani antikoagulantu s krvi, vzorek se srazi — vzorek
nelze pouzit

e uchovani vzorku v chladu - lednice (4 °C)

Plnou krev Ize pouzit ptimo ke stanoveni danych parametri. Plazma se ziské centrifugaci
vzorku (10 min, 3000 ot/min). Vzorky se uchovavaji v lednici nebo pro pozdé&jsi uziti je 1ze

zamrazit.
6.2 Analyticka faze

Stanoveni mineralnich prvki se provadi pomoci atomové absorpéni spektrometrie (AAS).
Pted stanovenim koncentraci dilezitych prvki v riznych biologickych materialech je tieba
vzorky pievést do kapalné formy - mineralizace (rozklad). Tato mineralizace se provadi

Vv pfipadé stanoveni koncentrace selenu a manganu ve vSech biologickych materialech (i
krev). Pfi méfeni koncentrace ostatnich mineralnich prvka (Na, Ca, K, Mg, Zn, Cu, Fe) se
nemineralizuji pouze vzorky krve. Pfehled referen¢nich hodnot jednotlivych mineralnich

prvki je uveden v Tab 11.

6.2.1 Piiprava vzorku

Mineralizaci - rozklad vzorku je mozné provést dvéma zpusoby:
e suchou cestou

Tento zpisob patii mezi nejstarsi metody a je vyuzivan hlavné ke
stanoveni poméru Ca/P v kostech. Vzorek kosti ve tvaru valeCku
délky asi 1 cm a praméru asi 0,8 cm je v keramickém kelimku spalen
v picce (Obr 73). Jedna se tedy o rozklad suchou cestou v otevieném
systému - bez pouZiti jakychkoliv roztoki a v neuzaviratelnych

nadobach. Samotnému rozkladu piedchazi jesté dva dalsi kroky.

Extrakce - odmasténi vzorku kosti dietyleterem (zbaveni tuku) a

Obr 73: Muflova pec suSeni vzorku Kosti.
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e mokrou cestou

Rozklad mokrou cestou probiha ve smési koncentrovanych mineralnich kyselin za vyssi
teploty a tlaku. Mokry rozklad v uzavieném systému se fadi mezi nejvyhodnéjsi mozny
zpusob mineralizace vzorku. Umoziuje zabranit ztratam tékavych prvkl, zamezit

kontaminaci z vnéjsich zdroju a snizuje spotiebu reakénich ¢inidel.

K mineralizaci vzorkt pro
stanoveni dalezitych prvka

se vyuziva tzv. mikrovinny

rozklad, ktery se provadi

v mikrovInné picce od

firmy Milestone. Zakladem
je rozklad mokrou
cestou v uzavieném systému -

probiha ve smési mineralnich

kyselin a oxidovadel

Obr 74: Mineralizace — mikrovinny rozklad ve specialnich uzavienych
teflonovych patronach za zvysené teploty a tlaku (Obr 74). Tento zptsob vyuziva mikrovin,
které zkracuji dobu mineralizace. Podle stanovovaného prvku se voli rizné navazky vzorkd a
podle pouzitého biologického materialu rtizny program pro mineralizaci vzorku (nastaveni

teploty, tlaku a ¢asu).

Pro stanoveni koncentrace selenu je tieba provést odparovani vzorku. Piistroj Milestone je
vybaven i odpafovacim systémem a umoziuje odpaftit vzorek do minimalniho objemu
(Obr 75). Odpatenim vzorku se na jedné stran¢ prodlouzi doba ptipravy, na strané druhé se

ale odstrani nadbyte¢né mnoZzstvi kyselin, velké fedéni a zvysi se citlivost stanoveni.
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vzorek + 6 ml HNO3; + 2 ml H,0,
I

uzavieni patron + umisténi do rotoru picky
vloZeni rotoru do picky + spusténi
zvoleného programu

l

kapalna forma biologického materialu
! l
odpafovani sliti do zkumavky +
! doplnéni H,O do 10 ml
sliti do zkumavky stanoveni Mn
+ doplnéni 20% HCI do 5ml

doplnéni H,O do 10 ml - stanoveni Se

Obr 75: Odpaiovani vzorku

Koncentrace mineralnich prvku jako je Na, Ca, K, Mg, Zn, Cu, Fe se stanovuje z nafedénych

vzorkt krve. Redéni i pouzity fedici roztok zavisi na stanovovaném prvku (Tab 10, Obr 76).

Tab 10: Piehled iedéni a Fedicich roztoki u danych

mineralnich prvki

Mineralni Redéni Redici

prvek roztok

Na H,O
Ca 60x EDTAS3
K 250x H,O
Mg 60x EDTA3
Zn 3x 10% TCA*
Cu 3X 10% TCA*
Fe 3x 10% TCA*

* TCA = kyselina trichloroctova
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6.2.2 Atomova absorpcni spektrometrie (AAS)

Atomova absorpcni spektrometrie (AAS) patii mezi optické spektralni metody, které jsou
zaloZeny na vymeéné energie mezi latkou a zafenim. Spektrum je zévislost veliciny, ktera je
mirou intenzity zateni pro§lého vzorkem, na vinové délce zareni A. Metoda AAS je zaloZena
na absorpci vhodného elektromagnetického zafeni volnymi atomy prvku a vychazi z
Kirchhofova zakona, ktery tikd, ze kazda latka pohlcuje zéfeni té vinové délky, kterou sama
muZze vyzafovat. Jako zdroj zareni je proto nutno pouzit stejny prvek, ktery chceme
stanovovat. Principem AAS je méfeni ubytku zafeni absorpci zafeni volnymi atomy
stanovovaného prvku. Zasadni podminkou pro méfeni koncentrace prvku je prevedeni atomi
analyzovaného prvku do stavu, kde ptevazuje vyskyt nenabitych volnych atomi analytu -
atomizace vzorku. Opticky detektor méfi intenzitu pro§lého zateni o specifické vinové délce
(Obr 83, 84). Koncentrace stanovovaného prvku je podle Lambertova-Beerova zakona ptimo

umeérna sledované absorbanci.

** zdroj zateni (kat. lampa)—zdreni—
atomizator (plamen/ kyveta) —>neabsorbované

zareni— detektor **

Zdroj zareni - katodova lampa (vybojka s dutou katodou)

Vyzatuje zatfeni o dané vlinové délce. Katodou je duty véalecek ze

stejného prvku, ktery se stanovuje, a anodou je wolframovy drat

(Obr 77). Obr 77: Katodova lampa

Atomizator - plamen/grafitova kyveta
Slouzi k atomizaci vzorku - prevedeni vzorku do stavu volnych atomil. Vzorek je atomizovan
pfi vysoké teploté 2000 - 3000 °C. Pouziva se atomizator plamenovy nebo elektrotermicky

(Obr 79).

e Plamenovy atomizator vyuziva plamene acetylen/vzduch.
Aerosol vzorku je smiSen s topnym plynem (acetylen) a

oxidovadlem (vzduch) a je vnasSen do plamene, kde se

atomizuje. Pomoci plamene se stanovuji koncentrace Na, K,
Ca, Mg v mmol/l a Zn, Cu, Fe vyjadfované v jednotkach

umol/l .

Obr 78: Nasavani vzorku,
méreni konentrace Ca
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¢ Elektrotermicky atomizator (grafitova kyveta) je tvoten grafitovou trubici, ktera je
vyhiivana elektrickym proudem. Vzorek se na vnitini sténu trubice vnasi pomoci
mikropipety automatického davkovace. Teplotni cyklus ma tii faze:
o suseni (50 - 200 °C) - odpateni rozpoustédla
o pyrolyza (200 - 800 °C) - termicky rozklad organickych materialli bez ptistupu
vzduchu

o atomizace - prudké zahiati béhem nékolika sekund na teplotu 2000 - 3000 °C

Vyhodou elektrotermického atomizatoru je
zvyseni citlivosti stanoveni. Vyuziva se

k méfeni koncentrace Mn, Cd, Pb a Co, ktera

je vyjadfovana v jednotkach pg/l.

Detektor + vyhodnocovaci zarizeni
Jako detektor slouzi fotonasobi¢ napojeny na
vyhodnocovaci zatizeni. Pracuje se metodou

kalibra¢ni kiivky — srovnavaci (Obr 85). Pied

kazdym métfenim se musi provést kalibrace

Obr 79: Plamen a grafitova kyveta pomoci minimalné tii standardi o rizné
koncentraci stanovovaného prvku. Vytvoiena kalibracni kiivka slouzi k pfepoctu naméiené
absorbance vzorku na koncentraci prvku ve vzorku. Po kalibraci se jako prvni méfi slepy
vzorek - blank, kterym je vzdy fedici roztok pouzity pti stanoveni daného mineralniho prvku.
Jednotlivé vzorky jsou méfeny na piistroji po nastaveni nulové koncentrace daného prvku
pomoci blanku (Obr 78).

Stanoveni selenu nelze provést pomoci plamenové (F AAS) ani elektrotermické atomové

absorp¢ni spektrometrie (ET AAS). K méfeni koncentrace selenu se vyuziva hydridova

technika atomové absorp¢ni spektrometrie

(HG AAS). Piidavna hydridova jednotka

umoziuje reakci kyselého roztoku vzorku

S tetrahydridoboritanem sodnym za vzniku
plynného hydridu prvku. Reakei H" a BH4™ se
uvoliuje atomarni vodik, ktery pak redukuje

slouc¢eninu analytu na hydrid.

Obr 80: Pridavna hydridova jednotka
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BH, + H"+ 3 H20 — H3BO;3 + 8H
H,SeO3 + 6 H — HySe + 3 H,0O

Hydridovy generator, v kterém probiha vySe uvedena reakce, se
sklada z ¢erpadla pro vzorek a ¢inidlo, reaktoru (nadobka) a
separatoru fazi. Ke stanoveni Se se vyuziva kontinualni
hydridovy generator (Obr 80, 81). Roztok vzorku, NaBH, a
B «ysclina se nasavaji peristaltickym
Cerpadlem. V kapilafe vznikaji bublinky
plynu (vodik + hydrid). Tok kapaliny a

plynu vstupuje do fazového separatoru.

Obr 81: Nasavani vzorku, méieni koncentrace Se
Vznikly plyn je ptivadén do atomizdtoru — kifemenna trubice ve

tvaru T vyhiivana elektricky (Obr 82). Mé&fi se ustalena hodnota

absorbance. Koncentrace Se je vyjadfovana v jednotkach pg/l.
Obr 82: Kfemenna T-trubice

Obr 83: Dualni atomovy absorp¢ni spektrometr — Zeenit 700 P, Analytik Jena: (1) katodové lampy; (2)

oto¢ny karusel se vzorky; (3) davkovaci jehla; (4) grafitova kyveta; (5) promyvaci roztok a odpad
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Obr 84: SOLAAR (thermo elektron corporation): (1) katodové lampy; (2) nasavani vzorku; (3)plamen;

(4) pridavna hydridova jednotka; (5) nasavani vzorku; (6) T-trubice
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Obr 85: Protokol stanoveni koncentrace Se
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6.3 Postanalyticka faze

Mineralni prvky obsazené v organismu zivocicht tvoii 4 az 5 % jejich hmotnosti. Biologicka
vyznamnost jednotlivych mineralnich latek je velika a kazda porucha metabolismu ¢i zména
koncentrace v biologickych tekutinach a tkanich ovliviiuje fadu fyziologickych a zejména
biochemickych procesii a tim metabolismus organismu jako celek. Za fyziologickych stavi
jsou v§echny mineralni prvky v organizmu v dynamické rovnovaze, ktera je fizena
homeostatickymi mechanismy. Zakladnim ptfedpokladem udrzeni dynamické rovnovahy
mineralnich latek a jejich koncentrace v tkanich a biologickych tekutinach je adekvatni ptisun
krmiv, jejich utilizace a regulace. Jak nedostate¢ny, tak i nadmérny piijem mineralnich prvka
pusobi na organismus nepiiznive. Jednotlivé mineralni prvky nepisobi v organismu
samostatné, ale vzdy ve vzajemnych souvislostech. Jsou dilleZitou soucésti vSech tkani a
organti organismu. Maji funkci strukturalni (podili se na strukturdlnim usporadani skeletu,
zub, struktufe proteinti a bunécnych membran), fyziologickou (podili se na procesech
traveni, vstiebavani, udrzovani osmotického tlaku a acidobazické rovnovahy, permeability
membran, nervosvalové drazdivosti, pfenosu vzruchu, reproduk¢nich funkei), katalytickou
(plsobi jako katalyzatory enzymatickych systémi) a regulaéni (reguluji metabolické
pochody - jod jako soucast T3 a T4, zinek jako soucast inzulinu). Pro uvedené funkce a
strukturalni integritu tkani musi byt zachovana jejich optimalni koncentrace a vzajemny

pomeér.

Poruchy mineralniho metabolismu jsou u skotu, malych piezvykavci i prasat pomérné Casté.
Vyskytuji se jako subklinické nebo klinické formy onemocnéni. Diagnostika téchto poruch
vyzaduje laboratorni vySetfeni, které zpravidla spociva ve stanoveni koncentrace jednotlivych
mineralnich prvkl v krvi, krevnim seru, krevni plazmé, moci, mléku ¢i tkanich. Vzhledem

k dobrym regula¢nim mechanismtim probihaji poruchy mineralniho metabolismu dlouhou
dobu jako subklinické poruchy, ale i tak maji negativni dopad na celkové zdravi, produkci a
reprodukci. Z téchto diivodu je kladen pozadavek na ptresnost analytickych metod, nebot’
zmény v koncentracich mineralnich prvki byvaji malé. Vyrazné zmény jsou jiz doprovazeny

klinickymi ptiznaky onemocnéni.

6.3.1 Makromineralni profil
Vapnik je mineralni prvek vyskytujici se ve vSech bunkach a tkanich. Jeho metabolismus je
velmi dobie regulovan. Pro diagnostiku se stanovuje jeho koncentraci v krevnim séru, moci a

kostni tkani. K vyraznému snizeni hodnot koncentrace vapniku v krevnim séru dochazi pti
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porodni paréze krav. K mirnému snizeni koncentrace dochazi u vysokoprodukénich dojnic

Vv prvnich deseti az patnacti dnech laktace, déle pfi osteopordze, rachitidé, pfi onemocnéni
ledvin, pti hypoproteinémii, kachexii a metabolické acidoze. Dopliujicim vysetienim je
stanoveni aktivity alkalické fosfatazy, zvlasté u telat a mladého skotu. Nejvhodné€jsi metodou
diagnostiky osteopatii je analyza kostni tkdn¢ (stanoveni popela, Ca a P v kostni tkani).

V ojedinélych piipadech dochazi i ke zvySeni koncentrace vapniku v krevnim séru a to pfi
predavkovani vitaminu D, pii1 zvySené Cinnosti ptistitné zlazy a kratkodobé i pii frakturach
kosti. V moci je koncentrace vapniku nizka, zvySuje se vSak pii proteinurii a pii rychlé

osteolyze.

Fosfor je mineralni prvek vyskytujici se v anorganické i organické formé ve vSech bunkach,
tkanich a biologickych tekutinach organismu. V organismu zastava stavebni funkci, podili se
na fosforylaci, pfenosu energie a detoxikacni ¢innosti a zasahuje do acidobazickych procest.
Jeho sniZena koncentrace indikuje nedostatek fosforu v krmné davce, nedostatek vitaminu D,
hypofosforemické ulehnuti dojnic, hemoglobinurii, osteomalacii a rachitidu. ZvySena
koncentrace fosforu nastava pii vys$im piijmu fosforu, metabolické acidoze, intenzivni

demineralizaci kostni tkan¢, pfedavkovani vitaminem D a pfi onemocnéni ledvin.

W

Hor¢ik je mineralni prvek plnici funkci vyznamného aktivatoru fady enzymi. Zasoby hot¢iku
schopné uvolnit se do krevniho ob&hu jsou relativné malé a jeho obsah v krevni plazmé zavisi
na mnozstvi pfijatém v KD. Ke sniZeni koncentrace hot¢iku dochézi pii nedostatecném
piijmu hoi¢iku, pfi stajové, pastevni, transportni tetanii skotu a pfi mlécné tetanii telat.

Relativni nartst koncentrace hoic¢iku v krevni plazmé nastava pfi porodni paréze, mirny

narust pii metabolické acidoze.

Sodik je extracelularni kationt, ktery je velmi jemné regulovan. K vyznamnym zménam

Vv koncentraci sodiku u krav nedochézi. I pfi znacné karenci jeho koncentrace zasluhou
reabsorpce Vv ledvinach zistava v krvi ve fyziologickém rozmezi. Hyponatrémie nastava u
telat pfi profuznich prijjmech. Diagnosticky vyznam ma stanoveni koncentrace sodiku v moci.
Pti nedostatecném piijmu sodiku je koncentrace sodiku v moci velmi nizka, pfi vysokém
pfijmu sodiku se sodik vylucuje ve zvySené mife moci a vykaly. Pii intoxikaci soli, ke které

dochazi zpravidla u prasat, se zvySuje koncentrace sodiku v krevnim séru i moci.

Draslik je intraceluldrni kationt, jehoZ koncentrace v krevnim séru je relativné stabilni, ale
jeho regulace neni tak dokonala jako u sodiku. Zvysena koncentrace drasliku v krevnim séru
nastava pti zvyseném piijmu drasliku krmnou davkou, pti metabolické acidoze a pti
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onemocnéni ledvin. Ke sniZeni koncentraci drasliku dochéazi u krav v dobé porodu pii porodni

paréze, pti narkoze, dislokaci slezu a pii deficitu drasliku u vysokoprodukénich dojnic.

Chloridy jsou extracelularnim aniontem a jejich koncentrace je pomérn¢ stabilni.
Homeostaza chloridi probiha v zavislosti na sodiku, drasliku a bikarbonatu. K hypochloremii
dochazi pii ileu a pfi dislokacich slezu. Ke zvySeni koncentrace chloridti dochazi ojedinéle a

to pfi zdvazném onemocnéni ledvin.

6.3.2 Mikroelementovy profil

Mikroelementy, téz oznacované jako stopové prvky, jsou na rozdil od makroelementi

Vv tkanich a orgdnech obsazeny ve velmi malém mnozstvi. Maji vS§ak mimotadny vyznam

v fad¢ katalytickych, enzymatickych i regulacnich procesti. Jsou pro Zivot nezbytné a
nemohou byt nahrazeny jinymi prvky. U skotu, malych pfezvykavci i prasat se vyskytuji
karence stopovych prvki, pfi zvySeném piijmu vSak vznikaji intoxikace nékterymi stopovymi
prvky. Diagnostika karenci i intoxikaci je zaloZena na stanoveni koncentrace jednotlivych
stopovych prvkil v krevnim séru, plné krvi, v jatrech, ptipadné v ledvinach. Diagnosticky

vyznam maji i nékteré enzymy (GPX) a organické slouc¢eniny (hemoglobin).

Selen je biogenni prvek, ktery je obsazen ve vSech bunikach, tkanich i tekutinach organismu.
Je nezbytny pro mnoho biochemickych funkci na celularni i subcelularni urovni a nemutze byt
nahrazen jinymi prvky. Zakladni funkci selenu spolu s vitaminem E je obrana bun¢k pied
pusobenim volnych kyslikovych radikali. Je to nejvyznamnéjsi antioxidant. Zatimco vitamin
E chrani bunéénou membranu, selen prostiednictvim GPX chrani cytoplazmu bunék. Selen je
V organizmu obsazen i v dalsich slou¢eninach. Jsou to selenometionin, selenocystein,
deiodazy, selenoprotein P, selenoprotein W, thioredoxin reduktdza a dalsi. Selen ovliviiuje
imunitu, plodnost samic i samctll. Nedostatek selenu vyvolava myodystrofii, hyalinni
degeneraci myokardu, degeneraci jater a ledvin, zptisobuje poruchy imunity. ZvySeny piijem
selenu vyvoléava intoxikaci.

Diagnostika karence selenu spociva ve stanoveni koncentrace selenu v plné krvi, mléku, ¢i ve
stanoveni aktivity GPX v krvi. V krevnim séru dochazi ke zvyseni aktivity enzymt CK a
AST. Pfi intoxikaci selenem dochazi k vyznamnému zvySeni koncentrace selenu v Krvi,

V jatrech a ledvinach.

Zinek je obsazen ve vSech bunkach organismu. Jeho nejvyssi podil je ve svalech a skeletu.
Zinek je soucasti a aktivatorem mnoha enzymt - karboanhydrazy, laktatdehydrogenazy,

alkalické a kyselé fosfatazy, superoxiddismutazy, peptidaz, deaminaz a dalSich.
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Prostfednictvim téchto enzymu zasahuje do fady biochemickych reakci na celuldrni i
subcelularni Grovni. Je dllezity pro syntézu proteind, metabolismus skeletu, rist zvirat,
fyziologické procesy v kiizi a koznich derivatech. Ovlivituje vyvoj pohlavnich organi a jejich
¢innost. Je soucasti inzulinu a zasahuje do energetického, proteinového i mineralniho
metabolismu. Ma vyznamnou funkci v imunitnim systému. S primarni i sekundarni karenci
zinku se setkavame u vSech kategorii skotu, malych pfezvykavci i prasat.

Diagnostika karence zinku spociva v klinickych ptiznacich a ve stanoveni koncentrace zinku
V krevnim séru a v jatrech. Snizené hodnoty jsou diikazem karence. ZvySené hodnoty souvisi
se zvySenym piijmem zinku, ale ¢asto jsou zpisobeny hemolyzou. Hemolyticka séra nelze

pouzit v diagnostice karence zinku.

Méd’ ma v organizmu mnohostrannou funkci. Je souc¢asti mnoha enzymii a metaloproteint. Je
nezbytna pro tvorbu elastinu a kolagenu, ovliviiuje metabolismus kosti, reprodukéni funkce a
krvetvorbu. Je vyznamna pro nervovou ¢innost. Karence médi se vyskytuje bud’ jako
primarni, nebo ¢astéji jako sekundarni. Sekundarni karence je zptisobena nadbytkem Zeleza,
molybdenu a siry. Tyto prvky blokuji resorpci médi.

Diagnostika karence médi spociva v klinickém vySetfeni (typické zmény na srsti kolem oci -
takzvané bryle). Rozhodujici pro diagnostiku je stanoveni koncentrace médi v krevnim séru a
jatrech. Nepfimo lze karenci médi diagnostikovat na zakladé koncentrace ceruloplazminu

V krevnim séru. ZvySend koncentrace médi v krevnim séru se vyskytuje pfi intoxikaci médi.

Zvlaste citliva na intoxikaci medi jsou jehnata i1 bahnice.

Mangan je zejména jako soucast mitochondrii obsazen ve vSech buikach a tkdnich
organismu. Je dulezity pro rist organismu, vyvoj skeletu a reprodukei. V1iv ma také na
imunitni systém a CNS. Mangan je kofaktorem a aktivatorem fady enzymi, jejichZ
prostiednictvim se Géastni oxidoreduké&nich procesi tkatiového dychani. Ugastni se tvorby
kosti, syntézy glykosaminoglykanii chrupavek, erytropoézy a tvorby hypofyzarnich hormonti.
Vyznamny je i jeho lipotropni efekt a podil na syntéze cholesterolu. U pfezvykavci je
dulezity také z hlediska rtistu a rozmnozovani bachorové mikroflory, s ¢imz souvisi i tvorba
t€kavych mastnych kyselin a mikrobidlniho proteinu. Klinické pfiznaky karence manganu
jsou prevazné nespecifické a vyskytuji se az pfi pomérné vyrazném deficitu manganu. Mezi
ptiznaky fadime abnormality v utvareni a vyvoji skeletu, zejména u mladych jedinci (flexni
kontraktury). U jalovic a krav se vyskytuji poruchy reprodukce (poruchy ovulace, zhorSené

zabiezavani nebo anestrus, aborty) a u samcu poruchy testikularni degenerace a zhorseného
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sexudlniho libida. ZvySeny pfijem manganu je pomérné dobie tolerovan, nicméné problém
spociva v omezeni absorpce zinku. V piipadé intoxikace se vyskytuji nervové ptiznaky.
Diagnostika karence manganu spoc¢iva v klinickém vySetfeni a stanoveni obsahu manganu

vV krmivech, plné krvi a jaterni tkani.

Kobalt je soucasti vitaminu B12, jehoz prostiednictvim se uplatiiuje v fadé biochemickych
reakci organizmu. VétSina kobaltu obsazeného v krvi a tkdnich, predevsim v jatrech, je ve
form¢ vitaminu B12. Malé mnozstvi kobaltu je vazano na bilkoviny krve. Kobalt je
aktivatorem fady enzymu - arginazy, karboanhydrazy, deoxyribonukleazy a dehydrogenaz. U
ptezvykavci je dilezitym ristovym faktorem bachorové mikrofléry a bachorovou
mikroflérou je tvofen vitamin B12. Prostfednictvim vitaminu B12 kobalt ovliviiuje
krvetvorbu, zasahuje do metabolismu bilkovin, aminokyselin nukleovych kyselin, lipidd a
kyseliny propionové. Deficit kobaltu se projevuje pifedev§im u mlad’at poruchami riistu,
vznikem mikrocytarni hypochromni anemie, hubnutim a chfadnutim zvifat az vznikem
kachexie. U dojnic predisponuje vznik ketdzy a bachorové indigesce.

Diagnostika spoc¢iva ve stanoveni koncentrace vitaminu B12 v krvi nebo jaterni tkani.

Zelezo ma v organismu mnohostranné funkce. Vétsina Zeleza je ve formé komplexnich
slou€enin vazanych na bilkoviny, jako jsou hemové slouceniny (hemoglobin, myoglobin),
hemové enzymy (cytochromy, cytochromoxidaza, katalaza a peroxidéaza), nebo jako
nehemové slou¢eniny (transferin, feritin a hemosiderin) Zelezo ma kli¢ovou roli v mnoha
biochemickych reakcich. Slou¢eniny obsahujici zelezo umoziiuji transport kysliku a oxidu
uhli¢itého, oxidac¢ni a oxidoredukéni procesy, prenos elektront a tvorbu adenosintrifosfatu.
Zelezo je soudasti fady enzymdl, je diileZité pro tvorbu melaninu a dal§ich pigmentii.
Nedostatek zeleza vede ke vzniku hypochromni mikrocytarni anemie. Toto onemocnéni se
vyskytuje ptedevsim u selat, telat a kiizlat. Intoxikace Zelezem se nevyskytuje, protoze
nadbyte¢né ptijaté zelezo se nevstiebava a vylucuje se vykaly.

Diagnostika karence zeleza spociva v pfiznacich anemie a ve stanoveni Zeleza v krevnim séru.
Dalsim vysetieni je stanoveni poctu erytrocyt v Krvi, koncentrace hemoglobinu a hodnota

hematokritu.

Jod je zakladni soucasti hormont §titné zlazy a jejich prostfednictvim zasahuje do
metabolismu Zivoc¢ichl. Nedostatek jodu vyvolava snizenou ¢innost $titné zlazy s fadou
negativnich dopadii na zdravi, produkci a reprodukci zvitat. V chovech s nedostatkem jodu,

nebo v disledku plsobeni strumigennich latek, které omezuji metabolismus §titné zlazy a
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vyuziti jodu, l1ze diagnostikovat vrozené strumy u telat, kiizlat i jehnat. U dojnic vede
nedostatek jodu k porucham ¢innosti ovarii, k anestru a k tvorbé ovarialnich cyst.
Diagnostika karence jodu spociva ve stanoveni koncentrace jodu v krevnim séru, mléku a
moci. Pfi karenci jodu jsou koncentrace jodu v uvedenych tekutinach velmi nizké. Pro
diagnostiku karence jodu a pro posouzeni ¢innosti stitné z1azy je dilezité stanoveni hormonti

T3, T4aTSH.

Tab 11: Referenéni hodnoty mineralnich prvki u velkych zviiat

Parametr Jednotky SKOT KOZA PRASE KUN

Sodik (Na) mmol/I 136 — 152

139 — 152 142 - 155 135-150 132146
Draslik (K) mmol/I 39-58 39-54 35-6,7 44-6,7 34-47
Viapnik (Ca) mmol/l 23-31 2,8-3.2 22-30 1,8-2,9 22-34
Ho¥¢ik (Mg) mmol/l  0,78-115 0,85-1,15 0,80-1,15 0,70-1,20
Chloridy (CI) mmol/| 90 - 110 90 -110 90-110 95-110
Fosfor (P) mmol/I 16-22 1,6-2,6 1,6-2,6 1,7-31 09-1,6
Zinek (Zn) pmol/l  12,2-180 11,0-180 12,0-18,0

Méd’ (Cu) pumol/I 126-16,0 12,0-16,0 12,0-16,0

Zelezo (Fe) pumol/1 18 -30 18-30 18 -30

Mangan (Mn) pmol/l 8-10

Selen (Se) ng/l 80 — 140 80120 80— 120 min. 100 70 —100
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