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Piedkladana diplomova prace je zaméfena na problematiku vzniku a pfenosu infekce zptisobené
bakteriemi Borrelia burgdorferi s prukaznym vztahem k Lymeske borelioze. Bakterialni infekce
muze byt obecné v téle hostitele pfi¢inou i nasledkem mnoha patologickych procest, v pripadé
Lymeské boreliozy jde o celosvétovy zdravotni problém, pro jehoz pochopeni je nezbytné jak
studium patogenetickych mechanismi, tak studium samotnych infekénich agens véetné vech
aspektu, které lze pro potencialni vznik infekéniho onemocnéni vyvodit. Podstatou diplomové
prace je pritkkaz nékterych interak&nich vztahu v pfenosu boreliové infekce klistaty Ixodes ricinus
a predstavuje tak cenny piispévek k této Siroké problematice.

Diplomova prace v rozsahu 47 stran v¢etn€ pouzitych informacnich zdroji je roz¢lenéna do 6
zakladnich kapitol. Prvni kapitola (Literarni prehled) piinasi stru€ny souhrn zakladnich informaci
o infekEnim agens Borrelia burgdorferi, charakterizuje onemocnéni Lymeska borelioza a zaméfuje
se na hlavni prenaSeCe borelii (klist'ata) v€etné popisu vzajemnych interakci klisté - borelie -
hostitel. Druha kapitola vytyCuje cile prace, v tfeti kapitole je popsan biologicky material a pouzité
laboratorni metody. Vysledky jsou shrnuty v kapitole 4, nasleduje diskuse (kap. 5) a zavér (kap. 6).

Jednotlivé kapitoly jsou pomérné vyvazené, v literarnim piehledu bych doporucila doplnit citace
ohledné zarazeni borelii do komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato (str. 6 - 7), a kap. 1.1.3.
rozs8ifit o vycet a zakladni charakteristiku n€kterych dalSich dilezitych boreliovych antigent
(napt. OspD, OspE, OspF, Hsp).

Prace je psana pomérné piehlednym zpiisobem a gramaticky téméf bezchybné, presto se autorka
nevyhnula nékterym nepfesnostem, napf.

- str. 6 - Bergey’s Manual nelze prekladat jako ,. Bergeruv™

- str. 7 - popsan byl kmen Borrelia turdae (Fukunaga et al. 1996), nikoliv Borrelia turdii,
prestoze lze tuto nepiesnost v literatufe nalézt

- str. 29 - nesmyslny text pod tabulkou 5

- v anglickém prekladu anotace neni vhodné psat ,,Mgr.“ Thesis

- sjednotit psani nazvu - flagellin (str. 8) x flagelin (str. 19)

- v odkazu na citaci Jonsson and Bergstrom (str. 9) preklep Johnson and Bergstrom.

Krome téchto drobnych nedostatkli vécné postradam ve struktufe prace kapitolu .Uvod“, ktera ma
v praci tohoto charakteru nezastupitelné misto a mimo jiné by napf. objasnila, pro¢ se autorka vibec
praci vénuje, pripadné vazby na problematiku dlouhodobé¢ feSenou na daném pracovisti aj.

Dalsi pfipominky k praci jsou nasledujici:

- Celed’ Spirochaetaceae zahrmuje dle zminovaného Bergeyova manualu 9 rodi spirochet,
nikoliv dva, jak je uvedeno v kapitole 1.1. (Borrelia 30 spp., Brevinema 1 sp.,
Clevelandina 1sp. Cristispira 1 sp., Diplocalyx 1 sp., Hollandia 1 sp., Pillotina 1 sp.,
Spirochaeta 14 spp., Treponema 18 spp.)




- reprodukce obrazku s vysledky PCR detekce je nekvalitni (obr. 2 a zvlaste obr. 3 a 4),
chybi popis molekulového markeru (bp) a popis velikosti vlastniho detekovan¢ho
produktu amplifikace (669 bp)

- pokud fotografie nékterych vysledkii nejsou k dispozici, do textu bych tuto skutecnost
neuvadéla - zbytecné se zaméfuje pozornost na fakt, ze néco ,,neni v poradku®. Pokud je
to uvedeno tak, jako v praci na str. 29 nebo 31, je vhodné odiivodnit, pro¢ tomu tak je.

- nesrovnalosti s uvadénymi odkazy na literaturu v textu a pfehledem citované literatury

o Kurtenbach et al. 2001 (str. 7) - v seznamu lit. Kurtenbach et al. 2000 (str. 42)

o Fingerle et al. 2000 (str. 16) a Fingerle et al. 2002 (str. 35) - v seznamu lit. pouze
Fingerle et al. 2002 (str. 40) (nepfesnost nebo chybi citovany zdroj)

o Burgdorfer 1987 (str. 16) a Burgdorfer 1957 (str. 35) - v seznamu lit. pouze
Burgdorfer 1987 (str. 39) (nepifesnost nebo chybi citovany zdroj)

o kecitaci Radolf et al., 1995 (str. 9) jsou v pfehledu lit. dva odkazy (str. 43 a 44),
vhodné odlisit napf. ,,a™ a ,,b™ a citovat Radolf et al. 1995 a, b.

o odkaz na citaci Liebisch et al., 1998 (str. 42) jsem v praci nenalezla

o odkaz na citaci Toutoungi et al., 1993 (str. 45) jsem v praci také nenalezla

o naopak citovana prace Janouskovcova 2004 (str. 14) v seznamu literatury chybi,
jde jisté€ o nedopatieni - Zadna prace autorky nema piimou souvislost s kap. 1.4.

I pies uvedené pfipominky je nesporné, Ze nejvétsi vahu celé prace predstavuje vlastni
experimentalni ¢innost, jeji vyhodnoceni a snaha o interpretaci dosazenych vysledkt v zavislosti
na predpokladanych nebo jiz znamych skutenostech, jejiz naznaky jsou patrné v diskuzi.
Vysledky prace, kterych bylo dosazeno na zakladé Casové i experimentalné narocnych cili,
stanovené cile do zna¢né miry napliuji, pfestoze se autorce nepodatilo n€které z planovanych
postupti ispésné provést.

V souvislosti s pfedkladanou praci mam nasledujici dotazy:

1. Sanim na infikovanych mysich se podafilo infikovat kli§t'ata Ixodes ricinus viemi
pouzitymi boreliovymi antigeny, jako nejslabsi se ukazala schopnost infikovat kmenem
Borrelia afzelii. Ptesto byla klistata Ixodes ricinus infikovana Borrelia afzelii pouzita
k experimentu, jehoZ cilem bylo zjistit u infikovanych klistat po metamorféze jejich
schopnost nakazit hostitele. Pro¢ byl zvolen pravé kmen Borrelia afzelii?

2. U sledovani schopnosti infikovanych klistat po metamorf6ze nakazit hostitele je
uvedeno, Ze proto, aby mys pfezila sani dvou samic klistéte, nebylo témto samicim kli§t’at
umoznéno plné nasati krve, ale byly odstranény po péti dnech sani. Je to vlastni
zku3enost, nebo existuji studie, které sleduji schopnost preziti my$i vlivem sani klistat (v
laboratofi ¢i ptirod€)? Na jakém zakladé uvadite, Ze pét dni v tomto ptipadé jesté
dostacuje pro preziti my$i (velikost a s tim souvisejici mnozstvi krve, imunita atp.)?

3. Planujete s ohledem na dosazené vysledky opakovani experimentii ¢i jejich modifikaci?

Zavér: Piedkladanou praci povazuji za zdafilou, autorka si osvojila zaklady védecké prace a
tvorby vystupti z této Cinnosti, jednozna¢né prokazala schopnost planovani experimentd,
zvladnuti n€kolika laboratornich technik, samostatného zpracovani stanovenych tikola i
schopnost orientace a prace s odbornou literaturou. I pres nékteré nedostatky tvoii prace uceleny
soubor, ktery spliiuje podminky kladené na vypracovani diplomové prace, a proto ji doporucuji

k obhajobg.
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Véc: Oponentsky posudek magisterské diplomové prace Katedryv obecné biologie Biologické

fakulty Jihodeské univerzity v Ceskych Budé&jovicich

Studentka magisterského studia Katedry obecné biologie Bc. Lenka FiSerova
predlozila k posouzeni diplomovou priaci snazvem ,Infekce KkliStat Ixodes ricinus
spirochétami Borrelia burgdorferi sensu lato“. Cilem prace bylo optimalizovat tii rizné
metody infekce klistat borreliemi, ovéfit schopnost infikovanych kliSt'at pfenést borrelie na
dalsiho hostitele a zvolit vhodnou metodu detekce borrelii v klistatech. Téma prace bylo
zvoleno velmi vhodné, protoze metody infekce vektori patogeny jsou u ndkaz pienaSenych
hematofagnimi ¢&lenovei nezbytné pro studium vzdjemnych interakci mezi patogenem,
vektorem a hostitelem. Posluchacka se ve své praci vénovala tfem hlavnim postuptim infekce
klistat borreliemi, které se objevuji v literatufe: nasdvani na infikovanych mysich, sani
z kapilary a ponofeni do suspenze borrelii.

Prace jako celek ma 47 stran, je piehledné ¢lenéna do n¢kolika kapitol (Literarni piehled; Cile
prace; Material a metody; Vysledky; Diskuse a Zavér). Dale je prace doplnéna Seznamem
pouzité literatury (99 citaci).

Préce je psana peclivé, thledné a s malym poctem pieklepti. Vhodné bylo za¢lenéni Seznamu
pouzitych zkratek v zavéru prace. I piesto bych mél k predkladané praci nékolik pfipominek,
jejichz vycet predkladam.

Pfipominky k literarnimu pfehledu:

Str. 6 —ne podle Bergerova manudlu, ale podle manuéalu Bergey a kol.

- yratny tyfus nezpusobuji baktérie komplexu B. burgdorferi s.1., ale B. recurrentis

- v Cesting je vhodnéjsi misto terminu genospecies uzivat oznaceni genomicky druh
Str. 7 - ...v Evropé byl potvrzen vyskyt 7 genomickych druht komplexu B. burgdorferi s.l.,

nikoliv rodu Borrelia.



Str. 12 — oznaceni TBE virus pro stfedoevropskou kliStovou encefalitidu neni vysvétleno
v seznamu pouZzitych zkratek, rovnéz zkratka ELISA by si zaslouzila vysvétleni.

Str. 14. — citace v textu ,.JJanouskovcova 2004 chybi v seznamu citované literatury.
Pfipominky k metodické ¢asti:

Str. 20 - v metodické ¢asti mi chybi u nasavani klistat borreliemi pfes kapilaru podrobné;jsi
informace o jakou kapilaru §lo (napf. prumér, velikost), jak dlouho nymfy saly, zda nasavani
probihalo v termostatu a pfi jaké teploteé, zda byla aparatura umisténa ve vlhké komiirce.
Urcité by pro lepsi piedstavu oponenta nebylo na Skodu vlozeni fotky nasavaci aparatury
s klistaty.

Pfipominky k vysledkim a diskusi:

Str. 31 - fotka na obr. 4 byla do diplomové prace vlozena navic (PCR produkty na ni nejsou
vidét) a nepodéava tedy potfebnou informaci. Legendy k fotkam by se spiSe hodily pod fotky
samé a nikoliv do textu vysledki.

Str. 31 - protoze se nepodafilo ovérit uspésnost nasati kapilarou pii expozici na mysich, bylo
by vhodné ovéfit uspéSnost nasati alespon PCR vySetfenim klist'at samotnych pfi jejich
dlouhodobé;jsi inkubaci s borreliemi (Hubalek et al., 1996).

Str. 34 - 37 — v casti diskuse mi chybi porovnani vysledk( nasavani klistat kapilarou
s nékolika dulezitymi literarnimi prameny:

Kocan K.M., Yoshioka J., Sonenshine D.E., De la Fuente J., Ceraul S.M., Blouin EF,
Almazan C. 2005. Capillary tube feeding system for studying tick-pathogen interactions of
Dermacentor variabilis (Acari : Ixodidae) and Anaplasma marginale (Rickettsiales :
Anaplasmataceae) J. Med. Entomol. 42: 864-874.

Matlova L., Halouzka J., Juficova Z., Hubalek Z. 1996. Comperative experimental infection
of Ixodes ricinus and Dermacentor reticulatus (Acari: Ixodidae) with Borrelia burgdorferi

sensu lato. Folia Parasitol. 43: 159-160.

Dotazy diplomantce:

1. Jakou mol.-biologickou metodou byly uréeny kmeny B. burgdorferi pouzité v pokusech?

2. Mohou antibiotika obsazend v kultivatnim médiu pro spirochéty (BSK-H) né&jak ovlivnit
jejich fyziologické popiipadé genetické vlastnosti?

3. Jak bylo zabranéno mozné kroskontaminaci mezi vzorky v mikrotitratnim panelu v piipadé
homogenizace klistat pii izolaci borreliové DNA?

4, Jak si diplomantka vysvétluje nizké procento ispésnosti infekce klistat B. afzelii (16%) na

infikovanych mys$ich - na rozdil od B. garinii (44 %) a B. burgdorferi s.s. (64%)?




5. Jak si diplomantka vysvétluje zjisténi, Ze se nepodafilo prokézat infekci u mysi, na kterych
saly larvy klidtat infikované ponofenim do suspenze borrelii (negativni ELISA 1 PCR), ale
podafilo se prokazat infekei po metamorféze u nymf z t€chto larev vzniklych?

6. Jak se diplomantce podafilo optimalizovat zkousené metody nasdvani? Dle oponenta §lo

spise o jejich experimentalni ovéfeni.

Chtél bych podotknout, Ze¢ mé piipominky nijak nesnizuji jinak dobrou uroven
predkladané diplomové prace. Za zminku stoji, Ze posluchacka do své prace zaclenila znacné
spektrum metodik (kultivace borrelif, experimentalni nasavani klistat, prace s laboratornimi
zvitaty, PCR, ELISA, Western blotting) a pouzité metodiky nasavéni jist¢ budou moci byt
brzy za¢lenény do provozu Laboratofe interakci vektor-hostitel v PaU AVCR v Ceskych

Budgjovicich.

Zaveérem:
Piedkladana prace splituje viechny naroky kladené na magisterskou diplomovou praci,

a proto ji doporucuji k obhajobé.

S pozdravem,

Mgr. Ivo Rudolf, ,PhD

Ve Valticich dne 17.5. 2007



