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1. Uvod

Mladata malych preivykavcl maji na pocdtku svého Zivota méné vyvinutou imunitu
v porovnani s dospélymi jedinci. Diky tomu jsou vnimavéjsi na rlizné infekce, a to i na infekce
parazitarni. Mezi takové patfi také protozoalni parazité, jako jsou kokcidie rodu Eimeria, dale
rod Cryptosporidium anebo Giardia intestinalis, ktefi mohou zpUsobovat prijmy u jehiat a
kéizlat [1]. Rada druh( rodu Eimeria je patogennich a plisobi vdZna onemocnéni zejména
mladych zvifat, kterd v nékterych ptipadech vedou az k uhynu postiZzenych jedinct. Charakter
onemocnéni zavisi na mnoha faktorech od mnoiZstvi pozfenych oocyst, stavu imunitniho
systému hostitele az po klimatické podminky dané oblasti [2, 3]. Klinickd forma onemocnéni
byvd zaznamendna nejcastéji u mladat ve véku jeden az tfi mésice a ztraty na uhynech
mohou presahnout i 50% [1, 3]. Kryptosporidie jsou velmi ¢astou pricinou prijma u mladych
prezvykavcl ve stafi sedmi aZz ¢trndcti dnl. K ndkaze dochazi fekalné-oralni cestou pozienim
infikované potravy, vody anebo mléka kontaminovaného vykaly s oocystami. Muze také dojit
k autoinfekci v lumen stfeva vedouci k pretrvavajicim infekcim [1, 4]. Urceni jednotlivych
druhl kryptosporidii u zvifat za pomoci molekuldrné biologickych metod je vyznamné
zejména kvlli zoonotickému prenosu na Clovéka. Za jeden z druh(l se zoonotickym
potencidlem je povaziovana také Cryptosporidium parvum, u niz je popisovdana mala
hostitelska specifita a ktera byla potvrzena i u malych prezvykavcl [5]. Giardia intestinalis se
prenasi také fekalné-ordini cestou a cysty vylucované s vykaly kontaminuji prosttedi, vodu a
potravu. K ndkaze giardiemi mize dojit v kazdém véku, ale mlada zvifata jsou nachylné;si.
Jehnata a klzlata se nejcastéji nakazi velmi zahy zhruba do ctvrtého dne po narozeni a
infekce pretrvava klidné i nékolik tydn( [6, 7]. Mezi dalsi patogeny zpUsobujici stfevni infekce
u mladych jedinct se fadi také Salmonella enterica nebo Escherichia coli [1].

Aby bylo mozné cilené diagnostikovat puvodce prlijmovych onemocnéni mladat malych
prezvykavcl a zajistit tak efektivnéjsi |écbu a profylaxi, je dileZity prlkaz jednotlivych
parazitQ v zavislosti na véku zvifat. Jednou z mozZnosti vysetrfeni SirSiho spektra patogena
v analyzovaném vzorku je pouZiti polymerdzové retézové reakce (PCR) jako suspenzniho
pole, kde je fluorescencné znaceny PCR produkt vizualizovan pfipojenim k magnetické
mikrosfére diky unikatni sekvenci xTAG. Existuje fada modifikaci, mezi néz patfi také PCR s
multiplexni oligonukleotidovou ligaci (MOL-PCR), coz umoznuje pouZiti pouze jediného paru
univerzalnich primer( a usnadnuje tak optimalizaci celého testu [8].

Predkladana metodika funkéniho vzorku popisuje MOL-PCR diagnostiku zejména
protozodlnich parazitl vyvoldvajicich prajmy u mlddat malych prezvykavcl (Eimeria spp.,
Cryptosporidium spp., Cryptosporidium parvum, Giardia intestinalis) a dvou bakteridlnich
druhl Salmonella enterica a Escherichia coli (sérotyp 026). Cely diagnosticky proces se déje
na multiplexni molekuldrni Urovni vjedné reakci za pouziti platformy MagPix (Luminex
Corp.).

2. Cil metodiky funkcniho vzorku

Cilem metodiky funkéniho vzorku je vyuziti specifickych sekvenci DNA zejména k detekci
vybranych protozoalnich parazitd ve vykalech mladat malych prezvykavcd a tim vytvoreni
detekéniho multiplexniho panelu pro platformu MagPix (Luminex Corp.).
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3. Vlastni popis metodiky funkéniho vzorku a narokl na ochranu

3.1. Pfedmluva

Diagnosticky prostifedek pro in vitro multiplexni detekci predevsim protozodlnich plvodcu
vyvoldvajicich prljmy u mladat malych prezvykavci (Eimeria spp., Cryptosporidium spp.,
Cryptosporidium parvum, Giardia intestinalis) a dvou bakteridlnich druhl Salmonella enterica
a Escherichia coli (sérotyp 026) vyuzivda xMAP technologii (Luminex corporation, Texas, USA)
na pristrojové platformé MagPix. Technologie xMAP je zaloZena na tfech po sobé jdoucich
krocich a to 1. multiplexni oligonukleotidové ligacni assay, 2. PCR s univerzalnim parem
primerd shodnym pro vSechny cile a 3. na hybridizaci. Spojeni téchto jednotlivych krok(
umoznuje simultanni detekci vice molekularnich cil(i v Siroké Skale matric, vtomto pfipadé
ve vykalech jehnat a kdzlat. Pro zajisténi spolehlivosti navrieny detekéni systém obsahuje
systém interni pozitivni kontroly slouZici k wvylouceni PCR inhibice. Jedna se o pfidani
nukleové kyseliny o znamé sekvenci do kazdého vzorku a jeji simultanni detekci spolu
s ostatnimi detek¢nimi cili. Jako interni pozitivni kontrola (IPK) jednotlivych krok( analyzy je
u kazdého vzorku pouzita nekompetitivni syntetickd sekvence zalozena na DNA sekvencich
dvou vyhynulych Zivoc¢isSnych druh( [9]. Tato kontrolni syntetickd sekvence byla
syntetizovana de novo a zaklonovana do plazmidu. PouzZiti pfesné definovaného mnozstvi IPK
tak zajistuje kontrolu analytického postupu kazdého jednoho vySetfovaného vzorku. Metoda
je specifikovdna jedine¢nymi parametry, které umozniuji jeji pouZiti v oblasti veterinarni
mediciny a laboratorni diagnostiky.

3.2. Metodika

3.2.1. Izolace DNA ze vzorku

Extrakce genomové DNA (gDNA) byla provedena ze suspenze vykald jehnat a kazlat za
pouziti izolaéni soupravy Quick-DNA Fecal/Soil Microbe MiniPrep Kit (Zymo Research,
Kalifornie, USA) podle protokolu od vyrobce.

3.2.2. Navrh MOLigo sond (kratkych specifickych oligonukleotid)

Pro detekci jednotlivych zastupcl protozoalnich parazitl a dvou bakteridlnich druhd
zpUsobujicich prajmy jehnat a klzlat byly vybrany cilové geny se specifickymi sekvencemi,
které byly ndsledné porovnany sreferencnimi sekvencemi téchto parazitd a bakterii
dostupnymi v databdzi NCBI (National Center for Biotechnology Information). Dale byly v
cilovych unikatnich sekvencich stanoveny dva kratké specifické a bezprostfedné na sebe
navazujici oligonukleotidové Useky, které se staly zakladem pro tzv. MOLigo sondy. K
identifikaci Cryptosporidium spp. byly designovany sondy pro uUsek 18S rRNA genu, ktery
umoznuje amplifikaci DNA a je shodny u vSech druhli tohoto rodu [10]. Gen gp60
(glykoprotein 60 kDa) byl zvolen pro detekci Cryptosporidium parvum. Tento gen se nachazi
na povrchu apikalni oblasti invazivnich stadii parazita a je hojné vyuzivanym ndstrojem pro
subtypizaci [11]. K navrhu MOLigo sond na stanoveni Giardia intestinalis ve vzorku byl vyuzit
konzervovany lokus genu Tef1 spolecny vSem asamblazim G. intestinalis a kodujici elongaéni
faktor 1 alfa (efla) nezbytny pro biosyntézu proteinli [12]. U detekce Eimeria spp. bylo
vyuZito genu pro mitochondridlni cytochrom ¢ oxidazu podjednotka | (COI) [13]. Pro bakterii
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Salmonella enterica byl zvolen gen ttrC, ktery je soucasti lokusu ttrRSBCA nachazejici se v
blizkosti ostrova patogenity 2 a kdédujici mimo genu ttrC i geny ttrA, ttrB, ttrS a ttrR [14] a pro
detekci Escherichia coli sérotyp 026 byl jako detekovany cil vyuZit chromozomalni gen wzy
kodujici O-antigen polymerazu. Tento gen je zodpovédny za antigenni variabilitu na povrchu
bunék, podle které byly rozliSeny rGzné sérotypy O [15]. VSechny pary MOLigo sond obsahuji
také stejnou sekvenci pro hybridizaci univerzalnich primer( (Forward - Fw a Reverse - Rw).
Jedna z MOLigo sond navic vlastni jedine¢nou 24 bazickou DNA sekvenci zvanou xTAG
(Luminex corporation; https://www.luminexcorp.com/magplex-tag-microspheres/), kterou
produkty PCR hybridizuji k anti-TAG sekvenci na povrchu magnetické mikrosféry. Specificka
sekvence MOLigo sond pro dany cil - ¢ast 1 a ¢ast 2 byly testovany pomoci nastroje
OligoAnalyzer 3.1 (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) za uUcelem identifikace vlastnosti
jako je teplota tani, vlasenky, tvorba dimer( aj. Teoretickd specificita MOLigo sond byla
ovérena analyzou pomoci databaze BLAST NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi). Seznam sekvenci MOLigo sond a
univerzalnich primer( jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1 Seznam sekvenci MOLigo sond a univerzalnich primer( pro MOL-PCR

Patogen Cil Nazev Sekvence 5°-3° TAG | Mikro
sféry
Cryp_sp6_18S_ | Pho-CGGTAGGGTATTGGCCTACTCTCACTTCTTACTACCGCG
Cryptosporidium 185 M1 39 39
spp. rRNA Cryp_sp6_18S_ | ACTCGTAGGGAATAAACCGTttgtgatagtagttagatatttgtCAAGTT
M2 TCTGACCTATCAGCTTTAGA
CPa_gp60_M1_ | Pho-TTTCAGCACTCTCTCTGCTAATTCTCACTTCTTACTACCGCG
Cryptosporidium 9p60 2 48 48
parvum CPa_gp60_M2_ | ACTCGTAGGGAATAAACCGTtatgaatgttattgtgtgttgattAAATCA
2 AGGTTAACGGTCAGGA
Gl_spp_M1 Pho- CCGTCGTCCATCTTGTTGATCTCACTTCTTACTACCGCG
Giardia intestinalis | tefl | o o0 o ACTCGTAGGGAATAAACCGTgttgtaaattgtagtaaagaagtaCCTTC | ~° | 30
GAGTACTTGACCTGG
EimeSp_COI_M | Pho-
1 TACTGCTATTATGTTAATTGGTACACTCTCACTTCTTACTACCGC
Eimeria spp. Col EimeSp_COI_LM | G 51 51
2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTgataagaaagtgaaatgtaaattgTATTC
ACTTGGGCAATAGTCTT
SE_M1 Pho-_ AACCGTCCCCAAGTTCAACTCTCACTTCTTACTACCGCG
salmonella enterica | ttrC | oo ), ACTCGTAGGGAATAAACCGTgtatgttgtaatgtattaagaaagIGGAC | 2> | >°
ATTGTTGATTCAGGTACA
EC26_M1 Pho- CGTATTTTCACCACTACTTTTTCTCACTTCTTACTACCGCG
Escherichia coli wzy 78 18
026:H11 EC26_M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTgatagatttagaatgaattaagtgTCTCG
CTAATGTTATTTCTTTC
IC_2_M1 Pho-
Interni kontrola aDNA ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG 14 36
IC_2_M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTattgtgaaagaaagagaagaaattTATA
CACACGCAATCACCAC
. uni FW CGCGGTAGTAAGAAGTGAGA
Forward primer
. uni REV BODIPY-TMRX-ACTCGTAGGGAATAAACCGT
Reverse primer

Pho = fosfat; podtrZené = sekv. specificka pro cil; tu¢né = vazebna sekv. uni primerQ; malym = TAG
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3.2.3. Postup provedeni MOL-PCR reakce

3.2.3.1. Multiplexni oligonukleotidova ligace

Mnozstvi jednotlivych slozek pro multiplexni liga¢ni smés bylo optimalizovdno a vysledna
smés pripravena podle mnozZstvi uvedenych v tabulce 2 do kone¢ného objemu 25 ul na
reakci. Ligacni reakce probihala v termocykleru (DNA Engine Dyad, Bio-Rad, Foster City, CA,
USA) dle protokolu s pocatecni 10 minutovou denaturaci pfi 95 ° C nasledovanou 20 cykly
(30 s pfi 95 °C a 60 s pfi 59 °C). Ligacni produkty byly uchovany pfi teploté 10 °C az do dalSiho
kroku MOL-PCR reakce.

Tabulka 2 SloZeni multiplexni ligacni smési

Slozka 1 reakce 100 reakci (96 + 4 rezerva) Vysledna

koncentrace

PCR voda doplnit objem 100 x doplnit objem

10X Hifi Tag DNA Ligase Reaction Buffer 2,5 ul 250 pl 1X
(NEB)

MOLigo sondy Cryp_sp6_18S_M1 1x0,5ul (M1) 1x500 pl 20 nM (M1)
iaci:jyé'[;—SpG—lss—Mz pro cil (1 pmol/ul 1% 0,125 pl (M2) 1x12,5 ul 5 nM (M2)
MOLigo sondy CPa_gp60_M1_2 2x0,125 l 2x12,5ul 5 nM kazda
a CPa_gp60_M2_2 pro cil (1 pmol/ul kazdd)

MOLigo sondy Gl_spp_M1 a Gl_spp_M?2 2x0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda
pro cil (1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy EimeSp_COI_M1 2x0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda

a EimeSp_COI_M2 pro cil
(1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy SE_M1 a SE_M2 pro cil 2x0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda
(1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy EC26_M1 a EC26_M2 pro cil 2x0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kaida
(1 pmol/pl kazda)

MOLigo sondy IC_2_M1alC_2_M2prolC 2x0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kaida
(1 pmol/ul kazda)

IC plazmid 0,75ng/ul 0,1 ul 10,0 pl

Hifi Tag DNA Ligase (NEB) 0,5 pl 50 pl

UNG (Roche) 0,2 pl 20 pl

Carrier DNA z rybich spermii (Serva 1l 100 pl

Electhrophoresis, kat.¢.1858001) 50 ng/ul

DNA 2,5 ul 100 x 2,5 pl

celkem 25 ul 2500 pl

3.2.3.2. PCR reakce s univerzalnim parem primert

Pro amplifikaci produktl ligace byl namichan premix podle mnozstvi uvedenych v tabulce 3 v
konec¢ném objemu 24 ul. Do pfipravenych zkumavek s 18 pl PCR premixu bylo pfidano 6 pl
ligacnich produktl (pomér 1:3). PCR protokol pro tuto reakci s univerzalnim parem primera:
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pocatecni denaturace pti 95 °C po dobu 2 minut, 40 cykld (95 °C po dobu 15 s, 60 °C po dobu
15sa 72 °Cpodobu 155s).

Tabulka 3 SloZeni PCR premixu s univerzalnim parem primer(

Slozka 1 reakce 100 reakci (96 + 4 Vysledna
rezerva) koncentrace

PCR voda 5,25 pl 525 pl

Luna® Universal Probe gPCR Master MIX (NEB) 12 pl 1200 pl 1X

Primer uni FW (10 pmol/ul) 0,15 ul 15 ul 0,0625 uM

Primer uni REV-BODIPY (10 pmol/ul) 0,6 ul 60 ul 0,25 uM

Produkt ligace 6 ul 100 x 6 pl

celkem 24 ul 2400 pl

3.2.3.3. Hybridizace a analyza pomoci platformy MAGPIX

Mix pro hybridizaci MOL-PCR produktl k povrchu magnetickych mikrosfér potazenych anti-
TAG sekvenci se micha cerstvy na konkrétni pocet vzork( vreakci (Tabulka 4). Tento
kulickovy mix se tedy nepfipravuje a neuchovdva ve formé premixu, ale ihned se upotiebi.
Podle poctu stanovovanych cild (pari MOLigo sond) vreakci se pridava prislusny pocet
specifickych setll mikrosfér, tzn. jeden par sond — jeden set mikrosfér.

Smés téchto mikrosfér byla pipetovana do 0,2 ml strip(i (BlOplastics, Landgraaf, Nizozemsko)
vobjemu 5 pl na vzorek. Poté bylo priddno 10 pl PCR produktll z predchoziho kroku.
Pfipravené stripy s kulickovym mixem a PCR produkty byly vlozeny do termocykleru
s hybridizac¢nim protokolem: denaturace 96 °C po dobu 90 s, hybridizace pfi 37 °C po dobu
30 minut a poté udrzovano pfi 37 °C do dalSiho zpracovéni. Bezprostfedné po dokonceni
hybridizace bylo pfidano 45 pl analyza¢niho pufru (10 mM Tris-Cl (pH 8,0); 0,1 mM EDTA; 90
mM NaCl a 0,2% Tween 20). Stripy s hybridizovanymi produkty a analyzacnim pufrem byly
umistény na 0,2 ml stojanek Multi Rack (Bioplastics) a podrobeny analyze v pfistroji MAGPIX
(Bio-Plex MAGPIX, Bio-Rad) pomoci xPONENT 4.2. ® SOFTWARE (Luminex, Austin, TX, USA).

Tabulka 4 Slozeni kulickového mixu

Slozka 1 reakce 100 reakci (96 + 4 rezerva) Vysledna
koncentrace

0,1 M MES 2,5 ul 250 pl 0,05 M

5 M NacCl 0,8 pl 80 ul 0,8M

Smés MagPlex® Microspheres 1 250 mikrosfér/set 125 000 mikrosfér/set

potazenych anti-TAG

1X TE pufr doplnit objem 100 x doplnit objem

celkem 5ul 500 pl

3.3. Kvalitativni vyhodnoceni

Od namérenych hodnot medianu intenzity fluorescence (MFI) byla odectena hodnota MFI
prislusné negativni kontroly (NTC) pro dany region mikrosfér. Vzorek byl vyhodnocen jako
pozitivni, pokud byla vyslednd hodnota (P) vyssi nez 200 MFI a pomér mezi pozitivnim a
negativni vzorkem vyssi nez 4.

Pvzorku = MFlyvzorku - MFInTc

Pvzorku = MFlvzorku / MFIntc

7
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4. Vyhodnoceni funkénosti systému

Specificita MOLigo sond navrZzenych pro jednotlivé protozoalni parazity byla stanovovana na
DNA tfinacti rdznych druhl kryptosporidii (C. andersoni, C. bovis, C. hominis, C. proliferans,
C. meleagridis, C. ryanae, C. chipmunk 1., C. ornithophilus, C. tyzzeri, C. galli, C. ferret, C.
bailey, C. ubiquitum) poskytnutych z parazitologického Ustavu Biologického centra AV CR v.
v. i. v Ceskych Budé&jovicich. Déle byla pouZita genomicka DNA (gDNA) zakoupend z American
Type Culture Collection (ATCC) a to kvantitativni gDNA Cryptosporidium parvum (ATCC PRA-
67DQ) a Giardia intestinalis Portland-1 (ATCC 30888). Specificita MOLigo sond pro Eimeria
spp. byla testovdana na DNA ze suspenze patogennich druhd kokcidii E. crandalis, E. ahsata a
E. ovinoidalis ziskanych z jehnécich vykall a E. arloingi, E. ninakohlyakimovae ze vzorki
klzle¢ich vykald poskytnutych zchovu soukromého chovatele a druhové uréenych na
oddéleni parazitologie na VETUNI v Brné. MOLigo sondy pro dva bakteridlni druhy byly
zafazeny do systému pro detekci protozodlnich paraziti z divodu lepsi optimalizace
zvoleného diagnostického panelu a byly testovdany na ovérenych kmenech ze sbirky
zoopatogennich mikroorganisma Vyzkumného dstavu veterinarniho lékarstvi v. v. i. v Brné:
Escherichia coli CAPM 5358 (sérotyp 026) a Salmonella enterica subs. enterica CAPM 5445
(sérovar Typhimurium). Nebyla zjisténa zddna interakce mezi jednotlivymi sondami. Specifita
prevzatych univerzalnich primerl se ovérovala na 13-ti genotypech Bacillus anthracis [16] a
také na 11-ti sérotypech Escherichia coli (STEC) [17].

5. Srovnani novosti postupt

Predstaveny funkéni vzorek zaloZzeny na multiplexni oligonukleotidové ligacni eseji, PCR s
jednim pdrem univerzalnich primerd a hybridizaci na magnetické kulicky je oproti dfive
publikovanym postuplm inovativni vysokym stupném multiplexu. Tato metoda je schopna
kombinovat detekci nékolika nezavislych cil( (az 50 na jednu reakci) véetné interni kontroly.
To umoznuje rychly skrinink vySetfovaného vzorku, v nasem pfipadé vykall jehnat a klzlat
na predpokladané spektrum patogen( (Eimeria spp., Cryptosporidium spp., Cryptosporidium
parvum, Giardia intestinalis, Escherichia coli (sérotyp 026) a Salmonella enterica). Soucasné
systém umoznuje vyloucit falesné negativni vysledek v dlsledku pritomnosti inhibitor. Na
zakladé rychlé a spolehlivé kvalitativni detekce je nasledné moziné vybrané pozitivni vzorky
podrobit cilené kvantifika¢ni analyze pomoci real-time gPCR a stanovit tak mnozZstvi
sledovanych patogenu ve vySetfované matrici.

6. Uplatnéni funkéniho vzorku

Funkéni vzorek predstavuje simultanni multiplexni detekéni metodu, ktera je urcena
pfedevsim ke skrininku a monitoringu vyskytu vybranych protozodlnich paraziti a dvou
bakterii zplsobujicich prajmy u mladat malych prezvykavcl (jehnat a kdzlat). Funkéni vzorek
je urcen zejména pro diagnostické laboratore a vyzkumné uUstavy s moznym presahem do
chovatelské praxe. Soudasti funkéniho vzorku jsou uvedené protokoly umoziujici rutinni
detekci vybranych protozoalnich parazitl a také bakterii ve vykalech jehnat a klzlat na
molekuldrni drovni pomoci platformy MagPix (Luminex Corp.). Metody gqPCR pomoci
TagMan a SybrGreen sond a Luminex xTAG jsou v soucasnosti ve velkém popredi védeckého
zajmu. Tyto metody se jevi jako jedny z velmi perspektivnich diagnostickych metod, at uz pro
jejich citlivost ¢i specificnost detekce. Rychld simultanni multiplexni detekéni metoda je
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jednou z efektivnich cest jak identifikovat nemocny kus ve stadé. Diky tomu mohou byt
v chovu co nejrychleji vytvorena potfebnd opatfeni pro zabranéni dalsiho Sifeni onemocnéni.

7. Ekonomické aspekty

Diagnosticky vybavena laborator vynaloZi ndklady spojené s analyzami zejména na syntézu
oligonukleotidl, potizeni spotifebniho materialu, pofizeni souprav k extrakci DNA, chemikalii
a enzym0 pro ligacni esej, pro PCR reakci a hybridizaci véetné magnetickych mikrosfér.
Pofizeni pristroje Bio-Plex MAGPIX Multiplex Reader pak predstavuje jednorazovou investici
(kolem 700.000 — 800.000 K¢) s prihlédnutim k dostupnosti produktu na trhu a jeho
pfipadnym modernizacim. Cena materidlu na vySetfeni jednoho vzorku v duplikatu se
pohybuje kolem 700 K¢ (bez DPH). Pfi zavedeni funkéniho vzorku do diagnostické praxe
se vdak udetii naklady spojené s analyzou vzhledem k jeji komplexnosti. Uspora nakladd je
tedy redlna, protoze komplexni vysSetieni vzorku v jedné reakci pfedstavuje vidy vyhodu ve
srovnani s provadénim jedno druhové cilenych vysetreni.

Z dlvodu nizsi prirozené odolnosti jsou jehnata a klzlata vice vnimava na infekce rGzného
puvodu, mimo jiné také na infekce parazitdrni. Komplexni a rychly prikaz jednotlivych
parazitl (prip. bakterii) v zavislosti na véku zvifat tedy prispivd k cilenéjsi diagnostice
onemocnéni mladat, k efektivnéjsim zplsoblm Iécby a k lepsi prevenci prijmovych ¢i dalSich
infekénich onemocnéni. To vse vede v SirSim méritku ke zlepSeni ekonomiky chovu.

8. Podékovani a dedikace

Radi bychom podékovali panu prof. Ing. Martinu Kvacovi, Ph.D. z parazitologického ustavu
Biologického centra AV CR v. v. i. v Ceskych Budé&jovicich za poskytnuti vzorkdi DNA
kryptosporidii a MVDr. Markété Reichelové za bakteridlni kmeny ze sbirky zoopatogennich
mikroorganismu Vyzkumného Ustavu veterindrniho lékarstvi v. v. i. v Brné.

Funk¢ni vzorek byl vytvofen v ramci projektu Ministerstva zemédélstvi QK1910082
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