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Otazky od doc. MVDr. Pavel Novak, CSc.

1.

Které faktory maji vliv na Sifeni viru maedi visna (MVV) v chovech ovei a viru artritidy
a encefalitidy (CAEV) v chovech koz?

Pokud se ndkaza v chovu vyskytne Jje prakticky nemozné zabranit Jejimu Sifeni. Proto jako
nejdileZitdjsi se jevi prevence zaneseni onemocnéni do stada. Nejve&tsi riziko hrozi pfi
nakupu novych jedincii a importu ze zahranigi.

Pfi zavle€eni infekce do stada, je tieba dodrzovat zasady hygieny a zootechnicka opat¥eni
a nakaZené jedince ze stada odstranit.

V nakaZenych stadech se proto podil nakaZenych ovci zvysuje s jejich veékem. Pétileté a
star$i mohou byt nakaZené téméf vSechny, dvouletych mtize byt pozitivni tieba jen
Ctvrtina. Proto vhodnym nastrojem Je zvySena brakace a vyfazovani starich Jjedinci.

Ktera preventivni a profylakticka opatfeni maji podle nazoru autorky zasadni vyznam pfi
ozdraveni stdd malych prezvykavci od lentivirovych onemocnéni?

Hlavni prevenci je zamezen{ zaneseni viru do stida. Pokud se v chovu vyskytne je prakticky
nemozné zabranit jejimu $ikeni.

Zasadni prevenci je vasna diagnostika a ndkup testovanych zvitat, po piilroce jedince
otestovat znova. Dal§im moznym zplsobem se jevi nakup jedincii s odolnym genotypem.
Teoreticky mozny je ptenos kontaminovanym dojicim strojem, neuklizenymi placentami &i
pouZitim nesterilnich jehel &i nastroji k veterinarnim ukonim. Tudiz je tfeba dodrzovat
zasady hygieny a spravné zootechnické praxe.

Maedi-visna je nelé&itelnd nemoc a zvifata, u kterych se objevi ptiznaky nemoci, jsou ¢asem
utracena nebo uhynou.

Ozdraveni zamoteného stada nemusi byt jednoduché. Podil pozitivnich zvifat se d4 snizit
zvySenou brakacf a sniZzenim po&tu stardich ovei ve stadé. Testovani kazdé t¥i az Sest mésicii
avyfazeni pozitivnich ovei a jejich potomstva vede casem k uspéchu. Odstaveni jehiiat hned
po narozeni a jejich umély odchov na mlezivu a mléku od zdravych bahnic také funguje,
ale je organizan& naroéné. Tato Jjehfiata navic stejn& nesmi byt ustdjend v blizkosti
matefského promoreného stada.

Zvifata ze stad prostych nakazy se nesmi potkat ¢i michat se stady s nezndmou nakazovou
situaci. Rizikem je i zaptijéovani plemennych berant.

Je mozné, na zakladé vysledku plogného monitoringu zdravotniho stavu odhadnout &asovou
dynamiku vyvoje epizootologické situace v chovech ovei a koz?

Casova dynamika je zavisla na managementu stada a vyfazovani starsich Jjedinct a brakaci
ve stadé.
Existuji hypotézy, Ze pti objeveni pozitivniho jedince ve stadé se do 2 let nakazi 60 % stada.



Otazky od doc. MVDr. Josef Illek, DrSe., Dipl. ECBHM

1.

Prace je velmi rozs4hla a pfevySuje pozadavky na doktorskou disertadni praci. Je to
kolektivni prace. Jaky podil na praci mé autorka disertace.

V ramci mé prace jsem se podilela na odb&ru vzorkd ve 2 chovech a déle jsem dle vysledkt
sérologického vysetieni tfidila, vybirala a identifikovala vzorky k vlastni genotypizaci.
V rdmci laboratorni prace jsem se podilela na ndvrhu primerti a dale jsem navrhovala a
zkousela teplotni profil v gradientové PCR pro jejich nasledné pouZiti pro PCR analyzy.
Zkousela jsem i n&kolik analyz na priikaz provirové DNA.

Vramei genotypizace jsem u vetSiny vzorki izolovala DNA pomoci metody chelex,
kontrolovala &istotu izolatd a dale analyzovala metodou PCR, usp&snost analyzy se
prokazovala pomoci gelové elekiroforézy. U viech tsp&snég amplifikovanych vzorkd jsem
déle pfipravovala vzorky na Jejich precisténi a pfipravu na odeslani k sekvenagni analyze,
kterou provadéla komeréni spole€nost. Pro viechny vzorky jsem zad4vala objednavku pro
analyzu, odesilala a nasledné zpracovavala vysledky sekvenovani, zad4vala do tabulek a
souborti a nasledné vyhodnocovala.

Jaky je vyskyt virové artriditidy koz ve sledovanych chovech?

Z analyzy sérologického vysetieni vzorki odebranych v ramci projektu provedeného
metodou ELISA, kde bylo odebrano celkem 609 vzorkii krve u koz, bylo 84 zvifat
pozitivnich, 5 vzorki bylo suspektnich a 520 negativnich. Z téchto vysledkli vychazi
prevalence onemocnéni 13,79 %. P¥i rutinnim testovanim v rdmci Metodiky kontroly zdravi
zvifat a nafizené vakcinace vydavané pro kazdy rok SVU vychazi prevalence onemocnéni
nizsi.

Jaké jsou zasady prevence lentivirovych infekei malych prezvykaveti?

Hlavni prevenci je zamezeni zanesen{ viru do stida. Pokud se v chovu vyskytne je prakticky
nemoZzn¢ zabranit jejimu Siteni.

Zasadni prevenci je v&asnd diagnostika a nakup testovanych zvifat, po pilroce jedince
otestovat znova. Dal$im moznym zpiisobem se Jevi ndkup jedinci s odolnym genotypem.
Teoreticky mozny je ptenos kontaminovanym dojicim strojem, neuklizenymi placentami &i
pouzitim nesterilnich jehel &i nastrojii k veterinarnim ukontim. Tudiz je tfeba dodrzovat
zasady hygieny a spravné zootechnické praxe.

Maedi-visna je nelégitelna nemoc a zvifata, u kterych se objevi p¥iznaky nemoci, Jsou ¢asem
utracena nebo uhynou.

Ozdraveni zamoteného stada nemusi byt jednoduché. Podil pozitivnich zvifat se d4 sniit
zvySenou brakaci a snizenim potu starsich ove ve stads. Testovani kazdé tfi az Sest m&sict
a vyfazeni pozitivnich ovci a jejich potomstva vede ¢asem k uspéchu. Odstaveni jehnat hned
po narozeni a jejich umé&ly odchov na mlezivu a miéku od zdravych bahnic také funguje,
ale je organizatn& narocné. Tato Jehfiata navic stejn& nesmi byt ustijend v blizkosti
matefského promoreného stida.

Zvifata ze stad prostych nakazy se nesmi potkat i michat se stady s nezndmou nakazovou
situaci. Rizikem je i zaptjSovani plemennych berant.



Otazky od prof. RNDr. Ale§ Knoll, Ph.D.

1. Uved'te, které &asti uvedené v disertaci a pfiloZenych publikaci jste konkrétng provadéla
v ramci této kolektivni prace.

V rdmci mé prace jsem se podilela na odbéru vzorki ve 2 chovech a dale jsem dle vysledkd
sérologického vySetfeni tidila, vybirala a identifikovala vzorky k vlastni genotypizaci.
Vramci laboratorni prace jsem se podilela na navrhu primeri a dale jsem navrhovala a
zkousela teplotni profil v gradientové PCR pro jejich nésledné pouZiti pro PCR analyzy.
Zkousela jsem i n&kolik analyz na prikaz provirové DNA.

Vramei genotypizace jsem u vétSiny vzork@ izolovala DNA pomoci metody chelex,
kontrolovala Cistotu izolatd a dale analyzovala metodou PCR, tspésnost analyzy se
prokazovala pomoci gelové elektroforézy. U viech uspe&3né amplifikovanych vzorki jsem
dale pripravovala vzorky na jejich predisténi a pfipravu na odeslani k sekvenaéni analyze,
kterou provadgla komeréni spole¢nost. Pro vSechny vzorky jsem zadévala objednavku pro
analyzu, odesilala a nasledn& zpracovévala vysledky sekvenovéni, zadévala do tabulek a
souborti a nasledné vyhodnocovala.

2. Genotypovani TMEMI154 pomoci sekvenace Je dosti drahé. Neexistuje levn&jsi metodika
pro tento test, pripadné neplanujete jeji vyvoj? Pokud ne, popiste teoreticky metodicky
pfistup, ktery byste zvolila.

Sekvenovéani nam davalo jasnou predstavu o sekvenci sledovaného tseku.

Veskeré metody, kde je zapotiebi navrh specidlnich fluorescen&nich metod, jsou celkem
drahé a naro¢né na provedeni. Sondy jsou specifické a maji kratkou expira¢ni dobu.
Restrikéni misto v tomto tGseku neni.

KASP — uvazovana metoda, ale v ramci kalkulace nakladd vyuziti real time vychdzelo
finanné& srovnateln& (ekonomiét&ji by vychazelo pfi rutinnim analyzovéanim velkého poétu
vzorkd).

Jako nad€jné se jevilo pouZiti metody HRM (High Resolution Melting), kde material
pouZity pro analyzu neni tak piisné specificky a vyZaduje pouZiti pfistroje, ktery vétSina
pracovist’ vlastni. Je to celkem ekonomick4 metoda, ktera je narocné&jsi na optimalizaci, ale
Po jejim UspéSném nastaveni je relativng jednoduch4.

3. 'V &asti price zaméFené na genotypovani piSete pfedevSim o genotypech, nenasel jsem
zéakladni populagni charakteristiku, tzn. frekvenci alel. Zajimavé je ale to, Ze p¥i
srovnani se zahraniénimi vysledky se mluvi o frekvenci alel. Vysvétlete. S tim souvisi
tfeba i moZznost vypodtu Hardyho-Weinbergovy rovnovahy. Bylo toto provedeno?

Vypodet:

Absolutni frekvence fenotypii: E35 =104 E35K =287 K35 =254
Absolutni frekvence genotypt: EE = 104 EK =287 KK =254

N =645

Relativni frekvence

¢ =EE/N = 104/645= 0,16

ek = EK/N = 287/645 = 0,45

k =KK/N =254/645 = 0,39

Absolutni frekvence alel na zakladé absolutni frekvence genotypll



Alely E
P=2E+EK =2x 104 + 287 = 495

Alely K

Q=2K+EK=2x254+287 =795
P+Q=2N—495+795= 2x 645 — 1290 = 1290

Relativni frekvence alel - je mozné vypocitat 3 zpiisoby, z absolutni frekvence genotypd, z
absolutni frekvence alel, relativni frekvence genotypi.

Alely E

P=QREE+EK)2N=P/2N =¢ + 1/2¢k = (2x104+287)/1290 = 495/1290 = 0,16 + 0,45/2
p=0,384

Alely K
q=(2KK+EK)2N =Q/2N =k + 1/2¢k = (2x254+287)/1290 =795/1290 = 0,39 + 0,45/2
q=0,616

HW rovnoviha
EE+EK +KK =1
Ocekévana relativni frekvence genotypt

p’+2pq+qi=1= 0,147456 + 0,473088 + 0,379456 x N (645)
Absolutni ofekdvana frekvence (m) 9510912 305,14176 244,74912

Absolutni pozorované 104 287 254

Rozdily (d) 8,89088  18,14176 9,25088

()? = d*/m
%2 =0,831+1,079 + 0,35=2,26
Tabulkové hodnoty 2 (. 0,05) = 5,99 X2 @001 = 9,21
Vyhodnoceni: 2,26 < 5,99 <921
Vypoltend hodnota 2 je mensi ne tabulkovd, tzn. existuje shoda mezi skutetnou a
ocekédvanou frekvenci, populace je v genetické rovnovaze.

- Velmi dileZitym faktorem v boji proti infekcim je budovani pfirozené imunity zviFat,
Jste se v préci p¥{li§ nezabyvala. Nicméné mohla byste vyjmenovat zékladni faktory,
které ji ovliviiuji a na které by mél byt pro zajisténi zdravého chovu bran zietel?

Pfirozend obranyschopnost organismu mtZe byt posilena doddnim vhodnych mikro a
makroprvkil. P¥edevsim dbat na prisun a vyvéZenost vitamint skupiny C, B a E a dale pak
ke spravné Cinnosti imunitniho systému pfipivaji pfedevsim dostatecné hladiny selenu a
zinku v krmné davce.

Urit¢ je vhodné dbat na welfare a pohodu zvifat, vyvarovat se zbytednym pfesunim a
stresovym situacim. Zvifata udrZovat v kondici a zajistit jim dostatetny Zivotni prostor.
Interferony a cytokiny, které jsou soudasti pfirozené imunity, nemaji potfebné mechanismy
pro boj s lentiviry malych piezvykavc.



Zapis z prub&hu obhajob doktorskych disertaénich praci — OR Zemédélské biotechnologie

Ing. Barbora Farkova
15.9.2022

Fakulta zemédélska a technologicka Jiho¢eské univerzity v Ceskych Budéjovicich
pavilou M - mistnost Védecké rady FZT

® Zahdjeni proved| pfedseda komise — doc. Z. Havlicek (MENDELU Brno), pFedstavil komisi,
oponenty a disertantku, jeji CV, publikaéni ¢innost a zapojeni do feieni vyzkumnych
projektG

prof. Soch piednes| doporucujici stanovisko Zkolitele

B. Farkova — ve své prezentaci predstavila problematiku diserta&ni prace a prezentovala
vysledky disertaéni prace

Posudky oponentii:
1. prof. Knoll
2. doc. Novak
3. doc. lllek (omluven, posudek predstavil pfedseda komise)

Odpovédi na posudky oponentd:
disertantka zodpovédéla otazky polozené oponenty, zodpovédéla i doplfiujici dotazy
oponentl, vypracované odpovédi na otazky oponentl jsou priloZeny
k materialam z obhajoby

Védeckad rozprava:

prof. Citek - dotaz na vlastni podil disertantky na projektu a provadénych analyzach

prof. Travni¢ek — dotaz se tykal vybéru genu rezistence a dalg dotazy sméfovaly
k objasnéni situace s lentivirovymi infekcemi ¢ ¢eskych chovech

prof. Citek — dotaz na gen rezistence, silu rezistence a mosnosti genomické selekce,
resp, zda pfi jednostranné selekci na rezistenci nedochdazi k snieni
genetické variability

prof. Kva¢ — dotaz na identifikaci kment virG a moZnost zavleg&eni novych kmena do
nasich chovi

prof. Knoll — dotaz na jasnou formulaci cilt prace

doc. Novék ~ vyzdvihl vyznam prace, dotaz na zpGsob ziskavani vzorki

disertantka zodpovédéla viechny dotazy, ¢lenové komise i oponenti vyslovili souhlas

s Urovni odpovédi

doc. Havli¢ek — zhodnoceni pribéhu obhajoby, ocenil bohatou védeckou rozpravu k disertaci
i urovert odpovédi a komise ocenila zapojeni disertantky do Fegeni projektu, dale
probéhlo hlasovani a vyhlageni vysledki obhajoby Q(’

zapsal V. Curn



