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Abstrakt

Lentivirové infekce malych prezvykavel (SRLV — Small Ruminant Lentiviruses)
znamé jako onemocnéni maede-visna u ovci a virova artritida a encefalitida u koz jsou
rozsitené¢ po celém svét€ a zpisobuji znacné ekonomické ztraty. Lentivirova
onemocnéni byla zahrnuta do aktudlni Metodiky kontroly zdravi zvifat a nafizené
vakcinace pro chovy zatfazené v kontrole uzitkovosti. Kontrolni programy jsou
zpravidla zalozené na sérologickém screeningu a nasledné jsou sérologicky pozitivni
zvifata vyfazena z chovu. V literarnim piehledu uvadim vyznamné lentiviry vcetné
téch, které nebyly pfedmétem analyz.

Cilem této prace byl screening vyskytu lentivirovych infekei u malych
prezvykavet v Ceské republice a dale pak genotypizace vybraného kandidatniho
markeru a nalezeni genotypu souvisejiciho s moznosti genové rezistence.

Celkem bylo odebrano ptes 3200 vzorki krve ovci a koz u chovateld v ramei celé
Ceské republiky. Genotypizace byla provedena u stdd, kde byl zachycen vyskyt
sérologicky pozitivnich zvirat. Amplifikace zkoumané sekvence DNA byla provadéna
pomoci PCR (Polymerase chain reaction) analyzy, pti spravné amplifikaci daného
useku nasledovala sekvenacni analyza a vysledky byly statisticky vyhodnoceny.

V mé praci jsem dogla k zavéru, ze v Ceské republice byl dosud zachycen vyskyt
2 2 5 moznych genotyptt SRLV (genotyp A a B) a distribuce riznych subtypt u ovci
a koz. Nejvétsi rozdily vykazovaly sekvence u genotypu A, kde jedna skupina izolatl
vykazovala moZnost zatazeni do zcela nového subtypu.

U ovci se podatilo identifikovat vSechny tii genotypy genu TMEM154. Vyskyt
sérologicky pozitivnich byl statisticky vyznamné vys$i u zvifat s rizikovym
genotypem. Z divodu mozné mutace viru a vzniku nového subtypu genotypu A je
pravdépodobnost vEtsi adaptace viru pro napadeni a infekei jedincti s vice rezistentnim
genotypem.

U koz byl prokazan pouze jeden genotyp, takze zde s nejvétsi pravdépodobnosti

nelze najit marker souvisejici s rezistenci proti SRLV infekcim.




Abstract

Small Ruminant Lentiviruses (SRLV) known as maedi-visna in sheep, and viral
arthritis and encephalitis in goats are widespread worldwide and cause significant
economic losses. Lentiviral diseases have been included in the current Animal Health
Control and Vaccination Guidelines for Breeding Controls. Control programs are
generally based on serological screening and subsequently serologically positive
animals are removed from breeding. In the literature review | write about important
lentiviruses, including those that have not been analysed.

The aim of this work was to screen for the occurrence of lentiviral infections in
small ruminants in the Czech Republic and the genotyping of selected candidate
markers and finding the genotype related to the possibility of gene resistance.

In total, over 3200 blood samples were collected from sheep and goats from
breeders all over the Czech Republic. Genotyping was carried out in herds where
serologically positive animals were detected. Amplification of the DNA sequence of
interest was performed by PCR (Polymerase Chain Reaction) analysis, followed by
genotyping by sequence analysis, and the results were statistically evaluated.

In my work, | came to the conclusion that in the Czech Republic the occurrence
of 2 out of 5 possible SRLV genotypes (genotype A and B) and distribution of different
subtypes in sheep and goats has been detected so far. The greatest differences were in
the sequence of genotype A, where one group of isolates showed the possibility of
classification into a completely new subtype.

In sheep, all three genotypes of the TMEM154 gene were identified. The
incidence of serologically positive was statistically significantly higher in animals with
a risk genotype. Because of the possible mutation of the virus and the emergence of
a new subtype of genotype A, the virus is more likely to adapt to attack and infect
individuals with a more resistant genotype.

Only one genotype has been demonstrated in goats, so most likely there is no

marker associated with resistance to SRLV infections.
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1 Uvod

Lentiviry patii do skupiny RNA virt, které jsou pivodci mnoha onemocnéni.
Spole¢nymi znaky téchto nemoci je naptiklad dlouha inkuba¢ni doba, pomaly, ¢asto
latentni prib¢h a dosud Zadnd znama 1écba.

Napadaji Sirokou s$kalu zivociSnych druhti, vcetné cloveéka. U malych
prezvykavci se jedna o maedi-visna virus ovei (MVV) a virus artritidy a encefalitidy
koz (CAEV). Souhrnné se tyto lentiviry oznacuji jako lentiviry malych ptezvykavct.
Lentiviry dale naptiklad u koni zpusobuji infek¢ni anémii a u skotu imunodeficienci.
U lidi patii do skupiny lentiviri virus HIV zpuisobujici onemocnéni AIDS (syndrom
ziskaného selhani imunity).

Lentiviry malych pfezvykavcl (SRLV) zplsobujici onemocnéni maedi-visnu ovcei
(MV) a artritidu a encefalitidu koz (CAE), jsou rozsifeny po celém svété. Tyto choroby
jsou nelécitelné a neexistuji proti nim G¢inné vakciny. Vzhledem k soucasné ndkazové
situaci jsou onemocnéni MV a CAE vyznamnym problémem. Zptsobuji ekonomické
ztraty a vytvari bariéru pii obchodovani s plemennym materialem (nejen v EU) ¢i pfi
pofadani chovatelskych akci (vystavy, svody). Chovy v CR zatazené v kontrole
uzitkovosti (KU) musi byt MV a CAE prosté, vyjimku ma pouze Sumavka.

Fylogenetickd analyza odhalila, Ze MVV a CEAV jsou z velké ¢asti shodné.
Ptenos je mozny jak mezi jednotlivei ¢i chovy (pienos horizontalni), tak z matky na
potomky (ptfenos vertikalni).

Zatimco vyskyt MV je doloZen témét celosvétove, vyskyt CAE je hlaSen spise
Z oblasti s intenzivnim chovem koz. Faktem, ktery pomérné komplikuje ozdraveni
chovii od tohoto onemocnéni, je pomérné dlouha, a jesté¢ k tomu individualné
specificka délka mezi infekci a sérologickou odezvou. V praxi to znamena, Ze zvite,
ac nakazené, muze byt sérologicky negativni.

Onemocnéni se vyskytuje ve dvou formach, ve formé progresivni pneumonie
(Maedi) a nervové formé (Visna). Vyrazné Gastdji se na tizemi CR vyskytuje forma
Maedi. Aktualné se laboratorni diagnostika provadi na Statnim veterinarnim tstavu za
pouziti metod ELISA (priikaz protilatek) a v ptipadé pozitivniho vysledku pak pomoci
RT-PCR (real-time PCR) pro prikaz provirové DNA.

Nejcastéji prenos probiha kapénkovou cestou. V béznych podminkach prakticky

nelze ve stdd¢ zamezit Sifeni ndkazy. V diivéjSich dobach byl vyraznym rizikovym




faktorem odbér vzorkd krve ve stadé jednou jehlou, ale v dnesnich dobach snad
Kk tomuto jiz nedochazi.

Klinicky obraz u nemocnych zvifat je spiSe neurCity, Casto si chovatel ani
nevsimne, ze je zviie nemocné.

U koz se onemocnéni vyskytuje stejné¢ jako u ovci ve dvou formach, ve formée
artritické, ktera je vyrazné castéj$i a formé encefalitické, jejiz vyskyt je nizky
a zdokumentovany spiSe u mladsich zvitat.

Mnohé vyzkumy se zabyvaly moznosti genetické rezistence ovei k onemocnéni
MV. Diky stéle vzristajicimu zajmu o chov ovci a také diky vyvoji metod molekularni
biologie byl vyvinut specialni ¢ip pro ovce Ovine SNP50 BeadChip (lllumina Inc.;
San Diego, CA USA), ktery analyzuje 50 tisic jednonukleotidovych polymorfismu
(SNP). S pouzitim tohoto bylo vytipovano nékolik nadéjnych lokusi s predpokladanou
asociaci s geneticky podminénou rezistenci. Nejsilnéjsi afinitu k odolnosti vykazoval
polymorfismus v genu pro transmembranovy protein TMEM154.

Maedi-visna virus ma 5 genotypu (A, B, C, D a E) a soucasti prace bude i analyza
distribuce virovych genotypti v Ceské republice.

Pokud by se opravdu prokazal vztah urcitého genotypu k vétsi odolnosti nebo
naopak nachylnosti k lentivirovym onemocnénim, mohlo by to vést k efektivné;si

plemenitb¢ a rychlej§imu ozdraveni chovi.




2 Cile prace

Vzhledem k pomé&mé &etnému vyskytu nakazy SRLV v Ceské republice vznikl na
zadost chovateli vyzkumny projekt, jehoz cilem bylo zpracovani programu pro
zdravotni kontrolu infekci zptisobovanych lentiviry u malych ptezvykavct. Konkrétné
se pak jednalo o metodu ¢asné detekce infekce MV a CAE a také genetické selekce na
zakladé markert genetické rezistence k infekci.

Cilem této prace byla genotypizace vybraného kandidatniho markeru geneticky
podminéné rezistence k onemocnéni SRLV u ovcei a koz a analyza distribuce variant
tohoto markeru na tizemi CR. Na zékladé vysledkii pak doporueni vhodnych

chovatelskych opatfeni ve §lechtitelském programu ovci a koz.
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kritéria.

Lentiviry malych ptezvykavci (SRLV) zplisobujici onemocnéni maedi-visnu
ovci (MV) a artritidu a encefalitidu koz (CAE), jsou rozsifeny po celém svété. Tyto
choroby jsou nelécitelné a neexistuji proti nim U€inné vakciny. Vzhledem k soucasné
nakazové situaci jsou onemocnéni MV a CAE vyznamnym problémem. Zpusobuji
ekonomické ztraty a vytvafi bariéru pii obchodovani s plemennym materidlem (nejen
v EU) ¢&i pfi poradani chovatelskych akci (vystavy, svody). Chovy v CR zafazené
Vv kontrole uzitkovosti (KU) musi byt MV a CAE prosté, vyjimku ma pouze Sumavka.

Soucasny kontrolni systém provadény dle Metodiky kontroly zdravi zvitat
anafizené vakcinace na rok 2022, sleduje Cetnost nalezi pozitivnich zvirat
Vv jednotlivych chovech v KU, nejsou vSak stanovena opatieni pro eradikaci nakazy.
Dal8im problémem znesnadiiujicim chovatelim ozdraveni je fakt, Ze do monitoringu
je zahrnuto pouze 25 % zvitat u hospodaistvi s vice nez 50 zvitaty. Zbyla zvitata by
chovatel musel nechat testovat na vlastni naklady, ¢imz by mu vznikaly dalsi vydaje.
Situaci téz nenahrdva prib¢h onemocnéni, kdy detekovatelné mnozstvi protilatek se
muze u zvifete objevit aZ mésice po nakaze.

Sami chovatelé primarné projevuji zajem o vyvoj markert geneticky podminéné

rezistence. Stejn¢ jako u eradikace klusavky (scrapie) na zaklad¢ selekce rezistentnich
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genotypl se i v piipad¢ maedi-visny nabizi moznost zavedeni eradika¢niho programu
spojujiciho ¢asnou a piesnou diagnostiku spolecné s asistovanou selekci podminénou
markery genetické rezistence.

Jako reakce na tuto problematiku vznikl vyzkumny projekt, jehoz cilem je
vyvinuti programu zdravotni kontroly SRLV s vyuzitim novych metod ¢asné detekce
onemocnéni MV a CAE a genetické selekce na zakladé markera geneticky podminéné
rezistence k infekci. V ramci projektu byly do monitoringu zatazeny chovy v KU
a vybrané chovy mimo KU, chovy s nezndmou nakazovou situaci nebo historii
vyskytu onemocnéni a stada Sumavské ovce.

Soudobé poznatky ukazuji, ze pouzivané diagnostické metody nejsou vzdy zcela
spolehlivé vzhledem ke sloZité patogenezi onemocnéni. Nejspolehlivéjsi je kombinace
imunologickych a molekuldrné biologickych metod, pficemz s ptihlédnutim ke
kmenové variabilité je tieba metody molekularné biologické diagnostiky nadale
zdokonalovat. Virologickou a sérologickou diagnostiku v ramci projektu provadél
SVU Jihlava.

Diky ptedchozim vyzkumim zalozenym pfedev§im na genomové analyze
s pouzitim 50k SNP ¢ipii pro ovce bylo identifikovano nékolik kandidatnich genti pro
odolnost proti onemocnéni MV. Nejsilngjsi vztah k odolnosti vykazuji polymorfizmy
v genu TMEM154, konkrétné pak polymorfizmus E35K. U koz neni tato problematika
bliZze probadéana, nicmén¢ nové vyvinuty 52k SNP mikroc¢ip dava nadéji k identifikaci
a nasledné analyze kandidatnich genti pro odolnost i u koz.

Jednim z cili projektu bylo na zakladé diagnostického nalezu provést identifikace
genetickych variant ovliviiujicich geneticky podminénou vnimavost/odolnost ovci
k onemocnéni MV a analyza moznych kandidatnich markert u koz.

Vzorky krve byly primdrné vySetieny pomoci ELISA testu za Gcelem pritkkazu
specifickych protilatek. Suspektni vzorky byly dale konfirmovany alternativnimi
imunologickymi metodami — imunodifuznim testem, popi. imunoblotem. Sérologicky
pozitivni vzorky a vybrané negativni vzorky byly dale testovany na pfitomnost
provirové DNA metodou real-time PCR (qPCR) s cilem vyloucit faleSnou pozitivitu.

Celkem bylo v ramci projektu sérologicky vysetfeno 2801 vzorkli ovei a 609
vzorki koz. Z celkového poétu ovei bylo 496 vzorkd pozitivnich na MVV, tedy 17,71
% prevalence onemocnéni. U koz byl vyskyt pozitivnich na CAEV 89 s 13,79 %

prevalenci.
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Pro diagnostické ucely byla odebirana periferni krev zvitat (vékova kategorie:
minimaln& 4 mésice po odstavu) dle metodiky SVU Jihlava. Krev byla odebirdna do
plastovych zkumavek s objemem 10 ml, jako antikoagulant byla pouzita KsEDTA.
Ihned po odbéru byla krev ve zkumavce dukladné promichana s antikoagulantem
a dale uchovana pti +4 °C. Pro potieby sérologické analyzy a prikazu provirové DNA
byly vzorky krve dale zpracovavany. Separovand plazma byla pouzita pro sérologické
vysetieni, ,,buffy coat* pro prikaz provirové DNA.

Identifikace genotypi TMEM154 byla provedena u stad s vyskytem sérologicky
pozitivnich i negativnich zvifat zjisténych dle ELISA testu. Pro stanoveni genotypti
TMEM154 u ovci a koz byla pouzita plnad krev. Izolace DNA probéhla predev§im
s vyuzitim Chelexu 100. Jedna se o levnou, rychlou a nenaro¢nou metodu izolace
s uspokojivym vytéZzkem a s vys$§im stupném zne€isténi vysledného produktu. Pro
analyzu PCR a amplifikace potfebné sekvence byly navrzeny specifické primery
S vyuzitim programu Primer3 a zvolen teplotni profil nejvic vyhovujici pro amplifikaci

s danymi primery dle vysledka gradientové PCR (obrazek 1).
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Obrazek 1 Gradientova PCR: na zikladé intenzity signdlu zvolena nasedaci teplota Ta=
58,5 °C. M — velikostni marker, 0 — kontrolni vzorek s H-O misto DNA, B — blank: pouze
voda (foto autorky)

Po potvrzeni amplifikace produktu gelovou elektroforézou byly vzorky piecistény
a zaslany do externi laboratofe pro tcéely sekvenaéni analyzy. Ziskané sekvence
cilového useku TMEM154 byly analyzovany pomoci programu MEGA 10 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 10; Pennsylvania USA) a  statisticky
vyhodnoceny. Genotyp TMEM154 byl analyzovan u 645 vzorki ovci a 60 vzorku koz.
Bylo tGspésné osekvenovano vSech 645 vzorki krve. Vysledky sekvenaéni analyzy

jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1 Podil jednotlivych genotypi TMEM145

G E35 104
A K35 254
R E35K 287

Zdroj: Vlastni zpracovani v programu Excel (Microsoft, 2020)
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Graf 1 Podil pozitivnich v jednotlivych genotypech
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Zdroj: Vlastni zpracovani v programu R (RStudio, 2020)

Statisticka analyza byla provedena v pocitacovém programu R (RStudio, Boston,
USA). Podil pozitivnich Vv jednotlivych genotypech ovci byl u genotypu A 42,5 %,
u genotypu G 52,9 % a u genotypu R ¢€inil podil pozitivnich 56,1 % a z grafu je patrny
vétsi podil rizikovych genotypti G a R u séropozitivnich zvifat.

Zatimco u ovci byly prokazany v§echny 3 genotypy, U koz byl také amplifikovan
a osekvenovan stejny usek genu TMEM154 (vysoce homologni s ovéi DNA), nicméné
u vSech analyzovanych vzorka koz byl identifikovan pouze jeden genotyp (E35) jak
u sérologicky pozitivnich, tak u sérologicky negativnich zvifat. Takze u koz se
nepiedpoklada polymorfismus a nalezeni markeru rezistence v této sekvenci genu
TMEM154.

Pii genetické charakteristice lentivirt malych piezvykavci v Ceské republice byly
detekovany 2 kmeny A a B. Kmen A byl nalezen u ovci i koz, s nejvétsi
pravdépodobnosti ho Ize ptiradit k subtypu A2 (vyskyt v Kanadé, Finsku, Turecku
a USA) nebo k subtypu A3 (vyskyt ve Spanélsku, Svycarsku a Turecku). Kmen B byl
nalezen pouze u jednoho stada a byl s jistotou identifikovan jako subtyp B2. Tento

subtyp se vyskytuje ve Francii, Italii, Polsku, Spanélsku a Svycarsku. S velkou
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pravdépodobnosti se kmen B dostal do Ceské republiky nakupem chovnych jedinct
ze zahranici.

Genetickd analyza polymorfismu v kandidatnim genu TMEM 154 potvrdila
vyskyt vSech 3 genotypl. Nepotvrdila se ale 100% vazba ptislusného polymorfismu
na odolnost ¢i vyssi nachylnost k onemocnéni pravdépodobné z divodu mutaci SRLV
a prekonani diive publikované vazby polymorfismu K35 k rezistenci k lentivirovym
onemocnénim. Nicméné v ramci této skupiny genotypti je patrny trend vyssi odolnosti
k onemocnéni. Nejvyssi podil séropozitvnich zvifat byl zjistén u zvifat
V polymorfismu obsahujicim vnimavou alelu projevujici se inkorporaci glutaminu do
struktur transmembranového proteinu, tedy heterozygott s genotypem E35K Zjisténé
frekvence vyskytu polymorfismu odpovidaji dfive publikovanym zjiSténim. Srovnéni
podilu genotypii neni zcela relevantni, protoze zvifata vnimavého genotypu nemusi
byt vzdy infikovana.

Kromé geneticky podminéné rezistence se v patogenezi infekce SRLV uplatiiuje
fada dalSich faktorli, a to pfedevSim genotyp a moznd mutace viru, stafi zvifat,
plemeno, podminky chovu a dalsi vlivy prostiedi.

U koz se sekvence genu s ofekavanym vyskytem polymorfismu téz podatila
amplifikovat. Ale u vSech analyzovanych vzorkl byl potvrzen vyskyt pouze jednoho
genotypu (E35), takze se pifedpokladd, Ze zde nedochazi k mutacim a vzniku
polymorfismu, ktery by mohl mit souvislost s vyssi odolnosti vii¢i lentivirovym

infekcim.
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4 Zavér

Pro vcasnou, rychlou a ptesnou detekci onemocnéni SRLV u ovcei a koz se pouzité
postupy prokazaly jako vhodny nastroj pro vcasnou diagnostiku a prevalenci
onemocnéni ve stddu. V nékterych analyzovanych chovech se ukézala vysoka
prevalence onemocnéni S vysokym procentem séropozitivnich zvitat. Molekularni
analyza polymorfismu v kandidatnim genu TMEM154 prokdzala vyskyt vSech tii
genotypl, vazba na pfislusny genotyp potvrzujici vyssi rezistenci nebo nachylnost
k onemocnéni se ale neprokazala s ocekavanou piesnosti pravdépodobné z divodu
dalSich mutaci viru a pfekondni dfive publikované vazby genotypu K35 s rezistenci
k SRLV. Nicméné v této skupiné genotypu se genotyp K35 jevi jako potencialni
marker, jelikoZ v analyzované skupiné se projevuje trend vyssi odolnosti proti
onemocnénim zpiisobenym SRLV u jedincii s timto polymorfismem. N zékladé¢ téchto
zjisténi bych doporucila zatadit genotypizaci TMEM154 do slechtitelskych programi
ovci.

Podatilo se tedy identifikovat vSechny tfi znamé polymorfismy vztahujici se
K rezistenci a odolnosti k lentivirovym infekcim. Prace dava piedstavu o mozném
rozloZeni genotypi u sérologicky pozitivnich zvitat.

Dle diivejsich vyzkumut je rezistence nebo naopak vnimavost k onemocnéni
spojena s polymorfismem na 35. pozici genu TMEM154.

Vysledky potvrzuji vétsi vyskyt rizikovych genotyptt E35 a E35K u sérologicky
s odolnosti) se u pozitivnich zvifat vyskytoval nejméné. Ale jeho vétsi podil
U pozitivnich zvifat ukazuje na moznou mutaci viru a adaptaci na napadeni zvifat
S genotypem, ktery byl povazovan za rezistentni.

Vzhledem ke 100% homologii amplifikovaného tiseku TMEM154 se vzorky ovci
byl ptedpoklad obdobné distribuce genotypti, nicméné tento piedpoklad nebyl
naplnén. U analyzovanych vzorka koz se vyskytl pouze genotyp E35, takze zde
pravdépodobné nelze predpoklddat moznost polymorfismu a nalezeni markeru pro
rezistenci. Z tohoto diivodu zatim nelze doporucit genotypizaci TMEM154 u koz pro
Slechtitelské ucely.

Program prevence a profylaxe onemocnéni dle navrzenych metod sérologické
a molekularni analyzy lze efektivné aplikovat pro ozdraveni stdd a poméha zvysit

celkové povédomi o prevalenci onemocnéni zpisobenych SRLV v ¢eskych chovech.
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Tento program je zaloZzen na vySetfovani symptomatickych zvitat, identifikaci
nemocnych zvifat na zéklad¢ sérologické nebo sérologické a molekuldrni analyzy
a v piipadé potvrzeni vyskytu infekce tyto jedince vytadit z chovu bez ohledu na jejich
genotyp (v pfipadé genovych rezerv do miry neohrozujici genetickou zakladnu
chovu). Dale pak provést molekularni analyzu chovnych jedinct a do chovu zatazovat
jedince s potencialné odolnéj$im genotypem. Pti obchodu se zvifaty dbat na dislednou
kontrolu zdravotniho stavu a vyuziti sérologické a molekularni analyzy pro prevenci
vyskytu infikovanych zvifat a pro vybér jedincii s potencialné odolnéjSim genotypem.
Tento program by mél pomoci ke snizeni vyskytu onemocnéni zpisobenych lentiviry
u malych prezvykavcl a snizovani poctu stad s infekci a onemocnénim MV/CAE.
Tento systém pomaha déle zamezit introdukci viru a onemocnéni infikovanymi jedinci
ze zahrani¢i pfi obchodovani se zvitaty. Pti genetické charakteristice lentivirG malych
prezvykavet v Ceské republice byly detekovany kmeny A a B. Kmen B byl detekovan
pouze Vjednom chovu a do Ceské republiky se pravdépodobné dostal nakupem
plemennych zvifat ze zahrani¢i. Dilezit¢ je samoziejmé dbéat i na biosekuritu
a spravnou chovatelskou praxi jako néstroj prevence zavleceni onemocnéni do chovu.

Vzhledem k rostoucimu zajmu o chov ovci a koz v CR je potfeba podporovat
rozvoj chovu téchto zvifat, vCetné¢ ohrozenych domacich plemen, z hlediska
zdravotniho stavu zvifat, Slechténi 1 podpory obchodu s plemennym materidlem.
Ozdravovaci program od lentivirovych infekci malych piezvykavel zaloZzeny na
kombinaci ptesné a rychlé diagnostiky onemocnéni a pouziti sérologickych
a molekularnich metod se jevi jako moZzné vychodisko pro feSeni souc¢asné nakazoveé

situace a vedouci k postupnému ozdravovani chovii v Ceské republice.

17



5 Seznam pouzité literatury

Disertacni préci jsem vypracovala samostatné s pouzitim odborné literatury a dalSich
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Bud¢jovicich a na jejich internetovych strankéch.
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