Oponentsky posudek na magisterskou praci Be. Martiny Jenikové

Vékova specifita kryptosporidii infikujicich prasata

Martina se ve své praci zabyvala uréenim veékové specifity kryptosporidii u prasat a to zejména s
vyuzitim molekularné biologickych metod. Vénovala se ale i morfologickému porovnani dvou
nejcastéjSich prasecich kryptosporidii a také ur¢enim lokalizace vyvojového cyklu v hostiteli.

Prace je po formalni a zejména po vécné strance velmi zdafila. Uvod prace je rozsahlou literarni
resersi, ktera piesahuje ramec zadani magisterské prace. Diplomantka ziskala velké mnoZstvi dat,
které dokazala spravné analyzovat. Metodicky je prace také velmi obsahla. Na praci nejvice cenim
zjisténi, ze Cryptosporidium suis je infekéni pro vSechny vékové kategorie a dikaz nespolehlivosti
PCR-RFLP metody.

K praci mam jen n€kolik dotazi a pfipominek:

1) Jak jsem piedeslal vyse, uvod je velmi kvalitni literarni resersi. Nicméné na jeho konci jsem
o&ekaval uréity nastin toho, co bude naplni feSeného problému, k ¢emu prace sméfuje. Posledni
véta sice formalné takovyto smysl ma, ale prace se nevénuje experimentalnim infekcim, jak by
mohlo byt z této véty patrno.

2) Prokazala jste nespolehlivost diagnostiky pomoci RFLP u druhu, ktery je pfitomen ve smiSené
infekcei a v nizké intenzité. Je mozné odhalit tento druh pomoci mikroskopického vy3etieni
(udavate, ze rozmérové je C. suis od Cryptosporidium pig genotype II mozné odlisit)?

3) Podobnd je i nasledujici otazka: Od 9. do 12. tydne je prokazana nizka intenzita infekee; lze
mikroskopicky odhadnout pii smi$ené infekci miru intenzity obou druhu, které se rozmérove
nepatrné 1i8i?

4) Lze néjak vysvétlit zajimavy ¢asovy prubéh infekce C. suis, ktery jste v praci odhalila, tj. nastup
a pokles C. suis a od 7. tydne znovu néstup tohoto druhu, kdy ve sledované skupiné prasat byla
prevalence ve 12. (poslednim) tydnu vice nez 50%? V diskuzi jsem vysvétleni tohoto fenoménu
trochu postradal.

5) Prevalence obou druht stoupaly aZ do 12. posledniho sledovaného tydne staff prasat. Mate
néjaké dalsi tidaje jaky je prubéh infekce po 12 tydnu? (Pozn.: otazka je spise ze zvédavosti
mimo ramec magisterské prace).

6) U designu druhové specifickych primert by bylo vhodné znazornit vysek alignmentu nebo
alespori uvést v kolika bazich se 1isi od ostatnich znamych druhii kryptosporidii, tzn. jak moc
jsou specifické. Takovyto idaj je vhodny, i kdyz vysledky ukazaly jednozna¢nou specifitu pro
dva zkouman¢ druhy.

7) Nastup infekce je zde zmifovan v souvislosti s detekci oocyst v trusu. Toto plsobi dojmem, Ze
do 7. dne nebyla selata infikovand, pfiemz v nich jiz musel probihat vyvoj kryptosporidii.

8) Na zavér si neodpustim jiz klasickou vytku k diplomovym pracim: sekvenovat SSU rDNA
neznamena sekvenovat malou ribosomalni podjednotku, ale gen pro RNA malé ribosomalni
podjednotky.

Préci pies vznesené piipominky viele doporucuji k obhajobé a hodnotim znamkou vyborné.

v Frple
V Ceskych Budéjovicich, 31. 5. 2010 . Ivan Fiala



Oponentsky posudek k diplomové praci Bc. Martiny Jenikové

nr =

»,Veékova specifita kryptosporidii infikujicich prasata“

Bc. Martina Jenikova se ve své praci podrobné vénuje predev§im dvéma nejbéznéjsim druhtim /
genotypum kryptosporidii u prasat, zejména se zabyva jejich pfitomnosti u selat v zavislosti na
jejich véku. Problematice se vénuje dukladné, jeji vysledky mimo jiné potvrzuji, Ze vék selat ma
skute¢né vyznamny vliv na parazitaci riznymi kryptosporidiemi a ukazuje, Ze mezi riznymi
prase¢imi kryptosporidiemi existuji morfologické rozdily. Za velmi uZite¢nou soucast prace
povazuji srovnani nékolika riznych diagnostickych metod — autorka prokazala, ze zejména

v pfipadé koinfekci jsou metody zaloZené na druhove / genotypové specifickych primerech
mnohem spolehlivéjsi nez metody zalozené na RFLP, a Ze v pfipadé malo intenzivnich infekei jsou

s

obé vyse zminéné metody spolehlivejsi nez mikroskopie.

Z formalniho hlediska spliiuje prace viechny naroky na diplomovou préci, tj. je pfehledné ¢lenéna
do kapitol, literarni piehled ¢tenafe dostate¢né uvadi do problematiky, text je vhodnym zpisobem
doplnén obrazovou dokumentaci, tabulkami, grafy, vysledky jsou podany jasné a v diskusi jsou
srovnany s dal$imi relevantnimi pracemi, citované prace jsou uvedeny v piehledu literatury, atd.

Jako snad v kazdé praci podobného rozsahu, i zde lze nalézt n€kolik preklept a chybek (napf.
,hostitelské specifiky* misto ,,specifity™, str. 8, ,,duong™ misto ,,dugong®, str. 14, ,,byly
pozorovany ... stadia® misto ,,byla pozorovana®). V jednom piipadé (,,osmi dennich selat™ misto,
jak se alespon domnivam, ,,osmidennich selat”, str. 38) ona mezera navic méni vyznam sdéleni.
Pouzity fotoaparat asi nemél rozlieni ,,5,1 pixeld* (str. 21), ale spiSe asi milionkrat vétsi. Kromé
téchto detailtt bych autorku upozornil, Ze vzhledem ke komplexni stavbé ribosomalnich
podjednotek je vhodnéjsi pouzivat piesné oznaceni ,,gen pro rRNA malé ribosomélni podjednotky*
misto ,,gen pro malou ribosomalni podjednotku* a radéji bych tento termin zkracoval jako
sekvence SSU rDNA® misto dosti neformalniho ,,sekvence malé ribozomalni podjednotky*. A
posledni kritickd poznamka: i v pfipadé pouZziti specializovaného software (zde ClustalX) se slusi
uvést jeho autory.

Z ostatnich hledisek nemam k praci dalsi vyhrady, pokusy byly peclivé naplanovany véetné riiznych
typu kontrol a byly spravné vyhodnoceny. Proto tuto praci doporucuji k obhajobé a doporucuyji ji
hodnotit znamkou ,,vyborne®.

Na autorku bych mél dva dotazy tykajici se jeji prace:

1. V kapitole 5.3. uvadi, Ze intenzitu infekce stanovovala spoc¢itanim oocyst ve 30 zornych polich.
Z celkového poctu zornych poli na sklicku a zndmé hmotnosti vzorku natfeného na sklicko pak
stanovila OPG. Zajimalo by mne, jak zjiS§t'ovala pocet zornych poli na sklicko — pokryti
viceméné obdélnikové plochy preparatu kruhovymi zornymi poli beze zbytku neni Gplné
trivialni.

2. Z vysledki autorky vyplyva, Ze u starSich selat, feknéme od desatého tydne véku, se viceméné
ustaluje urcitd, pomérné vysoka, prevalence obou zkoumanych kryptosporidii (viz napt. graf 3).
M4 autorka né&jaké, byt pfedbézné, udaje o situaci u dospélych prasat? Zejména co se tyce
vyskytu C. suis, jez se u starSich selat vyskytuje v koinfekci s pig genotype 11?7

26.5.2010 v Ceskych Bud&jovicich Martin Kostka f



