POSUDOK

na magisterska diplomovu pracu

Be. Pavly Sziewieczkovej: ,,Geneticka variabilita spirochét druhového komplexu
Borrelia burgdorferi sensu lato pochazejicich z jiznich Cech: PCR-SSCP a PCR-RFLP

analyza genového medzerniku s nasledujici sekvenaéni konfirmaci®.

Posudzovana praca rieSi aktudlnu problematiku rozsirenia a genetickej variability
najvyznamnejSej kliedtami prenaSanej zoon6zy v Eurdpe - lymskej boreliozy. Posudzovana
praca ma rozsah 45 stran, je Clenend do dvanastich zikladnych kapitol s viacerymi
podkapitolami, obsahuje 5 obrazkov, 6 tabuliek a 65 literdrnych citécii.

Praca je napisana jasnym a zrozumite[nym odbornym $tylom. Malé gramatické alebo

Stylistické nepresnosti, ktoré sa v texte vyskytuji, nezniZuji autorkinu schopnost’ presne
a struéne definovat ciele vedeckej prace a prezentovat’ vysledky.
Témou prace je genetickd variabilita spirochét druhového komplexu Borrelia burgdorferi
sensu lato. Povodca ochorenia, spirochéta z komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato sa
vyznauje vysokym stupiiom heterogenity, vramci ktorého bolo doteraz urfenych 12
genospecies. Spravny nazov novo uznaného 12 genospecies je Borrelia spielmanii. Autorka
pouZiva v texte na niektorych miestach B. spielmani s jednym i. Preto navrhujem ujednotit’
terminolégiu. Medzidruhova aj vnitrodruhova variabilita borélii zohrdva Glohu z hladiska
ekologického a ma aj zdsadny vyznam pri patogenite a klinickych priznakoch ochorenia.
Presna typizacia borélii a stanovenie stupfia polymorfizmu si preto nevyhnutné nie len
z hl'adiska klinického, ale aj ako vychodisko pre d’alSie detailnejsie Studie borélii. Autorka si
pre $tidium epidemiologie lymskej boreliézy vybrala molekulové metédy, ktoré poskytuju
vel'mi presné informécie o diverzite borélii.

Cielom predkladanej price je stanovenie miery genetickej variability B. burgdorferi
s.l. v klie§toch Ixodes ricinus s vyuZitim metod analyzy DNA, konkrétne metéd PCR-RFLP,
PCR-SSCP aseckvenovania. Pre stanovenie miery genetickej variability bol zvoleny
medzernik medzi 5S a 23S podjednotkou génu pre ribozomdlnu DNA. Podjednotky tohoto
génu sa vyznaluji rdznym stupiiom konzervativnosti asi preto vhodné pre Studium
variability aj fylogenetickej pribuznosti organizmov réznych taxonomickych drovni. 55-238

intergénovy medzernik sa ukézal ako vhodny pre Stidium genetickej heterogeneity medzi aj



v ramci jednotlivych genospecies B. burgdorferi s.1. Ziskané vysledky distribtcie jednotlivych
genospecies a dominancia B. afzelii v oblasti Ceskych Budgjovic su v sulade s vysledkami
ziskanymi inymi autormi. Preto mam na autorku otdzku, aki rezervodrovi hostitelia sa
mé7zu podielat’ na cirkuldcii borélii v danej oblasti a preco?

Dal$im z ciefov magisterskej prace bolo optimalizovat’ podmienky pre metédu PCR-SSCP a
previest’ analyzu materidlu z Ceskych Bud&jovich pomocou tejto metody. Vyhodou SSCP
metédy bolo to, Z¢ umoZnila stanovit' aj vnutrodruhové rozdiely v ramci jednotlivych
genospecies. Naviac autorka vo vzorkach pozitivnych na B. burgdorferi s.l. zistovala
metodou PCR aj pritomnost’ d’al’Sieho klie§tami prenaSaného patogénna A. phagocytophilum.
Tieto vysledky poukazujii na moZni koinfekciu oboma patogénnymi u P'udi. Doporucovala by
som vak vySetrit vi¢Sie mnoZstvo klie§tov, aby sa ziskal uceleny obraz o rozsireni A.

phagocytophilum v danej oblasti.

Zaverom konstatujem, ze Be. Pavla Sziewieczkova predloZila kvalitnii magisterska

pracu, ktort hodnotim znamkou ,,vyborne.*
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V Bratislave, 20. maja 2006 MVDr. Markéta Derdakova, PhD.



Posudek na diplomovou prici: ,,Geneticka variabilita spirochét druhového
komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato pochazejicich z jiznich Cech: PCR
— SSCP a PCR - RFLP analyza genového mezerniku rrfA — RRIB

s nasledujici sekvena¢ni konfirmaci“ autorky Pavly Szewieczkové

PredloZena diplomové prace se zabyva uréenim genetické variabilty spirochét komplexu B.
burgdorferi sensu lato a to metodami RFLP a SSCP. Samotné determinaci variability
piedchazela identifikace pozitivnich klistat metodou PCR. Variabilita v ramci jednotlivych
genospecies byla ovéfena sekvenovanim nékterych vzorkd.

Dovolim si stru¢n€ v bodech charakterizovat jednotlivé oddily a vznést pfipominky a dotazy.

Obsah:
velmi podrobny a petlivé ¢lenény. Diisledkem je dobry prehled a rychlé orientace v praci.
Oddily 3 az 7 mohly byt zafazeny jako podkapitoly uvodu (oddil 2).

Cile prace:
Jsou dobre, jasné a stru¢né definované v péti bodech.

Prvni cil prace vyty€uje ukol monitorovat klist'ata infikované boreliemi z lokalit v jiznich
Cechéach molekularng biologickymi metodami. Vlastni prace se zabyva podle vieho jednou
lokalitou — okoli Ceskych Budg&jovic. V piipadg, Ze by Slo o n€kolik lokalit, chybi v metodice
jejich pocet a popis. Ve vysledcich pak by mohly byt zminény rozdily v zastoupeni
jednotlivych genospecies v zavislosti na lokalité atd.

Prosim upfesnéte.

Obdobné, ¢tvrty cil vytyCuje studium vnitrodruhovych rozdili komplexu B. burgdorferi s.1.
na dlouhodobé sledovanych lokalitach jiznich Cech.

Uvod (tivodni kapitoly 2-7):

Jsou velmi podrobné a ¢tenare dobie uvedou do dané problematiky. Kromé seznameni

s vlastnim studovanym objektem - komplexem B. burgdorferi s.l. a jim plisobené nemoci, LB
- Je zde déle vEnovan prostor pfenase¢tiim a dal$imu patogenu Anaplasma phagocytophilum
prenasenému klistaty. Ocenil jsem piehledny popis molekularnich metod pouZivanych pro
studium borelii.

Poznamky:

Vys88i taxonomické jednotky jsou psany kurzivou — kurzivou se pisi pouze rodové a druhové
nazvy. Napf. na stran¢ 12 by mé&l byt nadpis ,.4dnaplasma phagocytophilum “ napsan kurzivou
a Celed Anaplasmataceae a fad Rickettsiales normalnim pismem — v praci je to presn& naopak.
(Rickettsiales — dve ,,t* ve slové, ne jedno)

Citace by mély byt jednotné. Na strané 6 je literatura citovana tfemi zptisoby: Rosicky a kol.;
Steere et al.; Burgdorfer a ost.

Metody a material:

K metodam bych mél nékolik poznamek a dotazii:

MnoZstvi DNA pro PCR by mélo byt uvadéno v nanogramech a ne v mikrolitrech — miiZe byt
riizna koncentrace DNA ve vzorku.



Pro¢ se pouziva specialni smés nukleotidii pro borelie (o rizné konc.) v PCR diagnostice (str.
18)? Pficemz produkty stejného cilového genu pro RFLP a SSCP byly amplifikovany
s nukleotidy o stejn¢ konc.

Na str. 18 a 21 je zaména konc. primeri a dNTPs: je uvedeno, Ze byly pouzity pro PCR
primery o konc. 10mM a dNTPs o konc. 10pmol. Pro PCR se standartné pouzivaji 10pmol
primery a 10mM dNTPs. Na str. 19 je spravné uvedeno 10mM dNTPs, ale opét Spatna
koncentrace primert (10mM).

Pro¢ byla pouzita teplota extenze 74°C (str. 18), kdyZ Taq polymeraza pracuje nejlip pii
72°C?

Na str. 20 je uvedeno, Ze pro optimalizaci podminek SSCP byly pouzity primery 5SCB a
23SN2, pficemz na str. 18-19 je uvedeno, Ze pro SSCP a RFLP metodu byly pouzity produkty
ziskané amplifikaci s primery IGSa a IGSb. Prosim upfesnit.

Co se tyce primerti uvedenych v tabulce na str. 24 neni zfejmé, ktery z dvojice je forward a
ktery reverse. Pravdépodobné chybna velikost 222-255 bp pro PCR produkt ziskany pomoci
primert IGSa a IGSb (ma byt 222-225 bp). Prosim o vysvétleni pro¢ se pouzivaji tii rizné
dvojice primeri pro stejny usek DNA u stejného organismu. V textu chybi literarni zdroj,
podle kterého byly tyto primery navrhnuty. Nema byt spravna sekvence primeru 5SCB
GAGAGTAAGGT... namisto uvedené sekvence GAGAGTAGGT... ?

V ramci optimalizace metody SSCP bylo pouzito rizné mnoZstvi amplifikované DNA a to
10pl, 15ul a 20pl. Presnéjsi by bylo uvést mnozstvi DNA v ng. Mikrolitry nevypovidaji nic o
mnoZzstvi DNA.

Precipitace PCR produkti byla pravdépodobné provedena za uc¢elem zvySeni koncentrace
PCR produktu pro sekvenaéni reakci. Bylo méfeno vysledné mnozstvi PCR produktu? Pro
sekvenacni reakci se doporucuje asi 150 — 300 ng. V piipadé ne pfili§ slabého bendu by byla
precipitaéni faze mozna zbyte¢na.

Které programy z programového baliku DNAStar byly pouzity (str. 21)?

Poznamky a dotazy k oddilu Vysledky:

Bylo identifikovano 31 pozitivnich klist'at z celkového poctu 204 vysetfenych klistat. Pro
ureni genospecies a jejich variability bylo pouZito pouze vzorki 30. Neni vysvétleno pro¢
nebyl jeden vzorek analyzovan. Neni 204 vySetfenych klist'at malo? Zejména vzhledem

k nizkému poctu nalezenych samcti?

V textu na strané 26 jsou shrnuty vysledky RFLP analyzy. Tyto vysledky jsou také piehledné
zaznamenany v tabulce na strané 29. V textu chybi odkaz na tuto tabulku, ktera se prekvapivé
objevi o aZ za vysledky SSCP analyzy.

Dulezita vlastni fotodokumentace restrikéniho paternu na gelu v praci chybi. Restrikéni patern
z RFLP analyzy je soucasti tabulky 4 na stran¢ 32.



VySe zminéna tabulka 4 porovnava mimo jiné ziskany restrikéni patern s publikovanymi
paterny u jednotlivych genospecies. Publikovany patern u B. burgdorferi s.s. je sloZen ze Ctyft
prouzkd, jejichZ soucet nedava celkovou délku mezerniku (225 bp), ale je pouze 189. Je-li
citovany restrikéni patern pro B. burgdorferi s.s. spravné, pak ziskany patern v diplomové
praci neodpovida B. burgdorferi s.s.

Vysledky SSCP analyzy jsou velmi stru¢né. Shrnuty pouze do dvou vét. Vysledky této
analyzy mohly byt rozsifeny o popis jednotlivych profild — které prouzky jsou jedine¢né pro
urcity profil. Usnadnila by se tim orientace ve dvou ne piili§ kvalitnich fotografiich gelt. Byl
by urcité vysvétlen i rozdil mezi profilem I a profilem L u B. afzelii. Tyto dva profily se na
fotografii jevi totozné. Prosim o vysvétleni rozdilu téchto dvou paternti. Na fotografii dale
chybi popis velikosti prouzki u uvedeného 100 bp markeru.

Oddil sekvenovani je také velmi struény. Neni uvedeno kolik se osekvenovalo vzorkd. Az

v posledni kapitole zavér je uvedeno, Ze nékteré vzorky byly sekvenovany. Domnivam se, Ze
pro otestovani skute¢né citlivosti metody SSCP musi byt osekvenovany v8echny vzorky. Tak
bude moci byt zjiSténo, zda se pod stejnym paternem nevyskytuje sekvence odliSna jen tieba
v jedné substituci. Obr. 4 nepovazuji v praci za podstatny, nejlépe by bylo uvést alignment
vsech ziskanych sekvenci s vyzna¢enim jednotlivych substituci.

Vysledky jsou doplnény o studium rozsiteni A. phagocytophilum. PiestozZe tato studie nebyla
soucasti vytyCenych cill, pfinasi bezpochyby uzitecny vysledek. Je dokonce doplnéna
dokumentacni fotografii diagnostické PCR, kterd na druhou stranu chybi u diagnostické PCR
pro zjisténi piitomnosti B. burgdorferi.

Diskuze:

Prvni ¢tyfi odstavee diskuze jsou spiSe opakovanim poznatkil, které jsou shrnuty v ivodnich
kapitolach prace. Samotna diskuze zaéind aZ patym odstavcem. Zde uz jsou spravné
diskutovany ziskané vysledky se srovnatelnymi literarnimi idaji. Malou vyhradu bych mél
k uvedeni tabulky 6, ktera nijak pfimo nesouvisi s tématem diplomové prace.

Chtél bych zdtraznit, Ze prace bezpochyby piispéla k obohaceni velmi zajimavé a aktualni
tématiky spojené s patogeny prendSenymi klistaty. A pies vznesené pfipominky praci
doporucuji k obhajobé.

V Ceskych Budgjovicich, 25. 5. 2006
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RNDr. Ivan Fiala



